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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

2CdA - 2-chloro-2'-deoksyadenozyna (INN: cladribine), kladrybina
2CdA-CLB - 5-O-ester kladrybiny i chlorambucylu

2CdA-DP - difosforan kladrybiny

2CdA-LA - 5-O-ester kladrybiny i kwasu (R,S)- -liponowego

2CdA-MP - monofosforan kladrybiny

2CdA-TP - trifosforan kladrybiny

[8-'*C]-2CdA - kladrybina znakowana weglem "“C w pozycji 8

[8-'“C]-dA - 2-deoksyadenozyna znakowana weglem '*C w pozycji 8

5-NT - (ang. 5-nucleotidase, EC 3.1.3.5) 5'-nukleotydaza

ADA - (ang. adenosine deaminase, EC 3.5.4.4) dezaminaza adenozynowa

AK1, AK2 - preparaty 5'-O-estrowe kladrybiny i kwasu poli(R,S- -hydroksymasto-
wego) o roznej Sredniej liczbie meréw taricucha polimerowego

AZT - 3-azydo-2',3’-dideoksytymidyna (INN: zidovudine), zydowudyna

CcLB - kwas N,N-bis(2-chloro-etylo)-p-aminofenylomastowy (INN: chlorambucil),

chlorambucyl

dA - 2'-deoksyadenozyna

dA-CLB - 5-0O-ester 2'-deoksyadenozyny i chlorambucylu

dA-LA - §'-O-ester 2'-deoksyadenozyny i kwasu (R,S)-a-liponowego

dADP - (ang. deoxyadenosine diphosphate) difosforan 2’-deoksyadenozyny

dAMP - (ang. deoxyadenosine monophosphate) monofosforan 2'-deoksyadeno-
zyny

dATP - (ang. deoxyadenosine triphosphate) trifosforan 2'-deoksyadenozyny

dCF - 2'-deoksykoformycyna (INN: pentostatine)

dCK - (ang. deoxycytidine kinase, EC 2.7.1.74) kinaza deoksycytydynowa

DMSO - (ang. dimethyl sulfoxide) dimetylosulfotlenek

EHNA - erytro-9-(2-hydroksy-3-nonylo)adenina, nieodwracalny inhibitor ADA

FDU - 5-fluoro-2'-deoksyurydyna

HL60 - linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki promielocytowe;j

HPLC - (ang. high pressure/performance liquid chromatography) wysokoci$nie-

niowa/wysokosprawna chromatografia cieczowa

I1Cso - (ang. inhibitory concentration) stezenie zwigzku hamujace wzrost ho-
dowli komdrkowej o 50 %

INN - (ang. international non-proprietary name) miedzynarodowa niezastrze-
Zzona nazwa leku

K562 - linia komoérkowa ludzkiej przewlekiej biataczki szpikowej



Wykaz skrotow

KJKO
LA

LDL
MOLT4
PEG
PHB
SCID

SD

- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej

- (ang. (R,S)- -lipoic acid) kwas (R,S)- -liponowy

- (ang. low-density lipoprotein) lipoproteiny o niskiej gestosci

- linia komérkowa ludzkiej ostrej biataczki T-komorkowej limfoblastycznej

- (ang. polyethylene glycol) glikol polietylenowy

- (ang. polyhydroxybutyric acid) kwas poli( -hydroksymastowy)

- (ang. severe congenital immunodeficiency disease) zespot ciezkiego
wrodzonego niedoboru odpornosci

- (ang. standard deviation) odchylenie standardowe
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1. WSTEP

Nukleozydy, substancje zbudowane z pentozy (rybozy lub deoksyrybozy) potaczonej
wigzaniem -N-glikozydowym z zasadq purynowa lub pirymidynowa (Ryc. 1), petnig
wiele istotnych funkcji w metabolizmie komorek. W szczegédlnosci sa one substratami dla
syntezy kwaséw nukleinowych — DNA i RNA. Synteza DNA zachodzi gtéwnie podczas
replikacji komdrkowego materiatu genetycznego poprzedzajacej podziat komorki.
Natomiast synteza RNA na matrycy DNA, czyli transkrypcja, jest cze$cig procesu

ekspresji gendw poprzedzajacego translacje, czyli synteze biatek.

zasada purynowa

wigzanie -N-glikozydowe

deoksyryboza

reszta kwasu fosforowego

Ryc. 1. Struktura chemiczna nukleozydow i nukleotydéw. Przyktady: 2’-deoksyadeno-
zyna (A), 2’-deoksyurydyna (B), 5'-monofosforan deoksyadenozyny (dAMP) (C).
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Przed wiaczeniem w nié kwasu nukleinowego nukleozydy i deoksynukleozydy
podlegajgq tréjetapowej fosforylacji, kolejno do mono-, di- itrifosforanéw. Fosforany
nukleozydéw zwane sg nukleotydami [189].

Warunkiem prawidtowego przebiegu syntezy DNA jest zréwnowazona podaz
deoksynukleotydéow dATP, dGTP, dCTP idTTP. Komérki syntetyzujg je de novo,
wykorzystujgc jako substraty aminokwasy glicyne, kwas asparaginowy i glutamine,
tetrahydrofoliany, dwutlenek wegla oraz ATP jako donor grupy fosforanowej i zrédto
energii do syntezy. Uzupetniajgcym Zzrodtem deoksynukleotydéw sg tzw. szlaki
,0dzysku”, umozliwiajace reutylizacje zasad purynowych i pirymidynowych pocho-
dzacych z degradacji DNA i RNA oraz przeksztatcanie rybonukleotyddw
w deoksyrybonukleotydy w reakcjach katalizowanych przez reduktaze rybonukleotydowg
(Ryc. 2). Zapotrzebowanie na deoksynukleotydy jest zalezne od aktywnosci podziatowej
komoérek — ulega zwiekszeniu w fazie S cyklu komérkowego, w ktérej zachodzi replikacja
DNA [135].

Ryc. 2. Synteza deoksynukleotydéw, na podstawie Reichard i wsp. [135]. RR —
reduktaza rybonukleotydowa
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Wiele strukturalnych analogéw naturalnych nukleozyddéw wykazuje wtasciwosci
cytostatyczne (czyli hamuje proliferacje komoérek) badz cytotoksyczne (czyli indukuje
Smier¢ komorek). Dzieki podobienstwu do naturalnie wystepujacych zwigzkéw takie
Jfatszywe” nukleozydy sg transportowane do komédrek przez btonowe biatka
transportujgce nukleozydy [5], a nastepnie fosforylowane przez wewnatrzkomérkowe
kinazy [86]. Roznice strukturalne powodujg jednak, ze fatszywe nukleozydy hamujg cykl
komorkowy i/lub wywotujg smieré komoérek na drodze apoptozy. Moze to by¢ wynikiem
trudnosci z ich wbudowaniem do nici DNA (trifosforany niektérych nukleozydéw sa
inhibitorami  polimeraz DNA), badZz niezdolnosci utworzenia prawidtiowej pary
z przeciwlegtym nukleotydem w podwojnej helisie, co prowadzi do peknieé nici DNA.
Ponadto wiele pochodnych deoksynukleozydowych hamuje enzymy biorace udziat
w syntezie de novo lub reutylizacji deoksyrybonukleozydéw - to za$ prowadzi do
niedoboru lub nadmiaru tych substancji, a nierownowaga w puli deoksytrifosforanow
nukleotydowych jest dla komorek toksyczna. Z reguty pochodne nukleozydowe dziatajg
totoksycznie na komorki za pomoca wiecej niz jednego mechanizmu.

Cytostatyczne i cytotoksyczne pochodne nukleozydowe wykorzystuje sie w leczeniu
chorych na nowotwory ztoSliwe [86]. Transformacja nowotworowa jest wynikiem
akumulacji mutacji prowadzacych do zaburzen réwnowagi metabolicznej i regulacji
proceséw proliferacji/rdbznicowania. Istotg procesu nowotworowego jest nieprawidtowa
proliferacja komoérek, a charakterystycznymi cechami komoérek nowotworowych sg
zwigkszone tempo syntezy deoksyrybonukleozyddw i DNA, oraz zmniejszona aktywnos$¢
enzymow degradujacych nukleozydy [83]. Poniewaz szybko$¢ syntezy nukleozydéw,
nukleotydow i DNA jest wkomorkach nowotworowych zwigkszona, przeciwnowo-
tworowe pochodne nukleozydowe sg wobec nich bardziej toksyczne, niz wobec
prawidtowych komorek organizmu. Stwarza to mozliwo$é preferencyjnej eliminaciji
komérek nowotworowych. Wiele pochodnych nukleozydowych znalazio juz
zastosowanie w medycynie jako leki przeciwnowotworowe, a szereg dalszych jest
przedmiotem badan przedklinicznych i oceny klinicznej. Najbardziej znane
cytotoksyczne nukleozydy wymienione Tabeli l.

1.1. 2’-Deoksyadenozyna i kladrybina (2-chloro-2’-deoksyadenozyna)
2'-Deoksyadenozyna (dA) (Ryc. 1) jest naturalnym sktadnikiem DNA. Nukleozyd ten
jest dostarczany do wnetrza komorek przez biatkowe transportery nukleozydowe. Wew-
natrz komorek kinaza deoksycytydynowa (dCK) fosforyluje go do monofosforanu
(dAMP), a nieswoiste kinazy nukleotydowe przeprowadzajg dAMP w di-, a nastepnie
w trifosforan (dADP i dATP). Mimo, ze dA jest naturalnym nukleozydem, to jej nadmierne

stezenie wewnatrz komorki jest cytotoksyczne [63).
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Tabela I. Pochodne nukleozydowe stosowane w leczeniu nowotworéw (na podstawie [94;
141; 182])

Nazwa chemiczna INN Zastosowanie

ALL-ostra biataczka limfoblastyczna; AML-ostra biataczka szpikowa; CLL-przewlekta
biataczka limfoblastyczna; CML-przewlekta biataczka szpikowa; CTCL-skérna T-komérkowa
biataczka/chtoniak; HCL-biataczka wtochatokomaorkowa; INN-(ang. international non-
proprietary name) miedzynarodowa niezastrzezona nazwa leku; MDS-zespét
mielodysplastyczny; NHL-chtoniak nieziarniczy. Czcionkg pogrubiong zaznaczono choroby,
w ktérych dana pochodna nukleozydowa jest lekiem z wyboru; czcionka standardowq
zaznaczono choroby, w przypadku ktorych dana pochodna nukleozydowa wykazuje
aktywnos$c¢ przeciwnowotworowg lub jest poddawana préobom klinicznym.

Toksycznos¢ dA ma miejsce m. in. w rzadko wystepujagcym zespole ciezkiego
wrodzonego niedoboru odpornoéci (ang. Severe Congenital Immunodeficiency Disease,
SCID). Schorzenie to charakteryzuje sie prawie zupetnym brakiem limfocytéw,
prowadzacym do smierci.
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Na poczatku lat 70-tych Giblett i wsp. [64] powigzali SCID z wrodzonym niedoborem
aktywnosci dezaminazy adenozynowej (ADA) w limfocytach. W przeciwienstwie do
innych komérek organizmu, limfocyty nie dostosowujg tempa fosforylacji dA do
zapotrzebowania zwigzanego ztempem syntezy DNA, lecz pobierajg i fosforylujq ja
w sposob ciaglty. W normalnych limfocytach nadmiar dA jest dezaminowany przez ADA
do 2'-deoksyinozyny, ktéra nastepnie jest usuwana z komoérek (Ryc. 3). W SCID
niedobér ADA powoduje nadmierng akumulacje fosforanédw dA w limfocytach,
prowadzacg do ich wybidrczej eliminaciji.

Wyjasnienie molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za selektywna eliminacje
limfocytow udzieci ze SCID nasuneto pomyst wykorzystania farmakologicznego
,modelu” tego schorzenia do leczenia choréb limfoproliferacyjnych, takich jak biataczki
limfatyczne i ztoSliwe chioniaki. Poniewaz choroby te polegajg na rozroscie
nowotworowo zmienionych limfocytéw, zastosowanie inhibitora ADA powinno
powodowa¢ wybiorczg eliminacije chorych komoérek [13]. Zgodnie ztymi
przewidywaniami 2’-deoksykoformycyna (dCF), pochodna nukleozydowa bedaca
nieodwracalnym inhibitorem ADA, okazata sie wybiérczo toksyczna wobec limfocytow
[132].

dATP — | synteza DNA

dADP

dAMP

dA » dI
LIMFOCYT —_—

dA transporter nukleozydowy

Ryc. 3. Metabolizm 2'-deoksyadenozyny (dA); dl — 2’-deoksyinozyna; dAMP, dADP,
dATP — mono-, di-, trifosforan 2’-deoksyadenozyny; ADA — dezaminaza adenozynowa;
dCK - kinaza deoksycytydynowa; DNA — kwas deoksyrybonukleinowy.
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Kladrybina (INN: cladribine) jest nazwa farmaceutyczng 2-chloro-2'-deoksyadenozyny
(2CdA) (Ryc. 4). Substancja ta jest analogiem dA zawierajagcym w pozycji 2 pierscienia
purynowego atom chloru zamiast atomu wodoru. Po raz pierwszy zostata
zsyntetyzowana w roku 1972 przez Christensena i wsp. [40], ktérzy zaobserwowali jej
aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komoérek mysiej biataczki L1210 in vitro. Choé jest
‘fatszywym’ nukleozydem, ktéry od 2’-deoksyadenozyny rézni sie tylko jednym atomem,
kladrybina jest wybiorczo toksyczna wobec limfocytow. 2CdA jest znacznie stabszym niz

dCF inhibitorem ADA [188], ale nie jest przez ten enzym dezaminowana [31].

Ryc. 4. Struktura chemiczna 2-chloro-2'-deoksyadenozyny.

Na szczegblng uwage zastuguje wydajna fosforylacja tego nukleozydu przez dCK
[98] (oraz, w mniejszym stopniu, przez mitochondrialng kinaze deoksyguanozynowg
[187]) do monofosforanu (2CdA-MP), a nastepnie przez niespecyficzne kinazy
nukleotydowe do di- i trifosforanu (2CdA-DP i 2CdA-TP) [29]. Prowadzi to do akumulacji
fosforandw kladrybiny wewnatrz limfocytéw (Ryc. 5). Po ekspozycji limfocytow na 2CdA
sumaryczne wewnatrzlimfocytarne stezenie kladrybiny ijej fosforanéw kilkusetkrotnie
przewyzsza zewnatrzkomérkowe stezenie leku [104]. Czynnikiem decydujgcym
o wybidrcze] toksycznosci kladrybiny wobec limfocytéw jest szczegdlnie wysoka
aktywnos¢ dCK w tych komérkach [13; 166]. Wedtug niektérych autordéw istotng role
odgrywa takze stosunkowo niska aktywnos¢ limfocytarnej 5'-nukleotydazy (5-NT),
enzymu defosforylujgcego 2CdA-MP do 2CdA [98].

Wiasciwoscig odrézniajacg 2CdA od wiekszosci innych cytotoksycznych pochodnych

nukleozydowych jest takze to, ze dziata toksycznie zaréwno na limfocyty pobudzone
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Ryc. 5. Metabolizm wewnatrzkomérkowy kladrybiny. 2CdA - kladrybina; ADA -
dezaminaza adenozynowa; dCK — kinaza deoksycytydynowa; 5-NT — 5'-nukleotydaza;
RR - reduktaza rybonukleotydowa; 2CdA-MP, 2CdA-DP, 2CdA-TP, 5'-fosforany
kladrybiny.

(proliferujace, replikujace DNA), jak i spoczynkowe [26]. W komoérkach proliferujacych
difosforan 2CdA hamuje reduktaze rybonukleotydowa, przez co zaburza réwnowage
w puli wewnatrzkomorkowych trifosforandw deoksyrybonukleozydowych) [78; 128].
Natomiast trifosforan 2CdA jest inhibitorem polimeraz DNA o i3, co prowadzi do
zaburzen w replikacji DNA [84]. W limfocytach niedzielgcych sie akumulacja trifosforanu
kladrybiny prowadzi do zaburzehn w puli trifosforanéw deoksyrybonukleozydowych,
czego nastepstwem sg zwiekszona czestos¢ peknie¢ DNA i aktywacja endonukleaz [26].
Pierwotnie sgdzono [30], ze w odpowiedzi na uszkodzenia DNA dochodzi do aktywacji
komérkowych procesdéw naprawczych wyczerpujacych zasoby energetyczne komorek,
po czym zatamanie bilansu energetycznego aktywuje kaskade proceséw prowadzacych
do $mierci limfocytéw. Obecnie wiadomo, ze kladrybina powoduje apoptoze limfocytéw,
i to apoptoza jest procesem zuzywajacym energie [23].

Kladrybina jest lekiem z wyboru w leczeniu biataczki wtochatokomoérkowej — jeden do
trzech kurséw leczenia pozwala uzyska¢ uponad >90% chorych remisje catkowita
o wieloletnim czasie trwania [142]. 2CdA jest takze aktywna wobec chioniakéw
nawracajacych [152] i o niskim stopniu ziosliwosci [56], a w przewlektej biataczce

limfatycznej B-komoérkowej jest uznanym lekiem drugiego rzutu, pozwalajacym uzyskaé
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remisje u czesci pacjentow z nowotworami pierwotnie lub wtdrnie opornymi na leczenie
[140]. Pojedyncze obserwacje kliniczne wskazujg na celowo$¢ stosowania tego leku
w ostrej i przewlektej biataczce szpikowej [141], wariancie skérnym przewlekiej biataczki
limfatycznej [139]. Interesujacym przedmiotem badan jest réwniez skutecznosé
kladrybiny eczeniu niektérych chordb autoimmunologicznych (m.in. stwardnienia
rozsianego) [14; 43; 50; 75; 127; 149; 191].

W schorzeniach hematoonkologicznych probowano stosowa¢ takze kombinacje
kladrybiny zinnymi lekami przeciwnowotworowymi. Wyniki byty niejednoznaczne.
Stosujgc  kladrybine z mitoksantronem uzyskano u pacjentéw z lekoopornymi
chtoniakami efekty synergistyczne przy akceptowalnej toksycznosci obwodowej [157].
Taka kombinacja lekéw okazata sie jednak nieskuteczna w leczeniu pacjentow
z przewlekig biataczka szpikowg w fazie blastycznej [148]. Natomiast taczne podawanie
zmniejszonych dawek kladrybiny i mitoksantronu przyniosto zdecydowanie lepsze efekty
terapeutyczne u pacjentéw z chtoniakami nieziarniczymi o niskim stopniu ztosliwosci, niz
podawanie kazdego z tych lekéw oddzielnie [153].

Doswiadczenia in vitro wskazywaty na mozliwos¢ spotegowania apoptozy, wywotanej
w komérkach przewlektej biataczki B-komorkowej przez 2CdA, przez skojarzenie tego
nukleozydu z cytotoksycznymi antracyklinami [167]. Jednakze zastosowanie kombinacji
kladrybiny z daunorubicyng w nawrotowej lub opornej na leczenie ostrej biataczce
szpikowej nie byto bardziej efektywne niz leczenie sama kladrybing [180].
W doswiadczeniach in vitro zaobserwowano efekt addytywny dziatania 2CdA i innej
pochodnej nukleozydowej, gemcytabiny, wobec komérek nowotworowych [102].
W badaniach  klinicznych ~ w zaawansowanych  postaciach  réznych  choréb
hematoonkologicznych wykazano — cho¢ liczebnos¢ pacjentdéw poddanych badaniom
nie pozwalata na sformutowanie ogélnych wnioskéw — korzy$ci ptynace ztacznego
stosowania tych dwoch nukleozydéw [120]. Zachecajace wyniki uzyskano réwniez
kojarzac 2CdA z cytarabing (takze pochodng nukleozydowa). Kombinacja ta przyniosta
lepsze efekty leczenia niz odpowiednie monoterapie u pacjentéw pediatrycznych [41;
58], podobnie jak skojarzenie 2CdA z AraC i idarubicyng u pacjentow w podesztym
wieku [95] z ostrg biataczkg szpikowa. Zaobserwowano réwniez, ze dodanie kladrybiny
(w dniach 1-5 kazdego cyklu) do protokotu DA-7 terapii ostrej biataczki szpikowej
(polegajacego na podawaniu daunorubicyny i cytarabiny odpowiednio przez 3 i przez 7
dni) zwieksza odsetek pacjentow z catkowitg remisjg choroby [87]. Leczenie kladrybing
i cytarabing okazato sie jednak nieskuteczne u dzieci z nawrotowg lub oporng na
leczenie postacig ostrej biataczki szpikowej [151]. eczeniu pacjentéw z przewlekig
biataczkg limfatyczng zachecajace wyniki otrzymano taczac kladrybing zlekami
alkilujgcymi — cyklofosfamidem [118; 145; 169] badZ chlorambucylem [168]. Podobnie
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obiecujace rezultaty uzyskano stosujac 2CdA z cyklofosfamidem i prednizonem

eczeniu niektorych biataczek o niskiej zto$liwosci [101] lub stosujac kladrybine
z prednizonem u leczonych i nieleczonych pacjentéw z przewlekta biataczka limfatyczna
[146]. Niedawno opublikowane wyniki polskich badanh klinicznych wskazuja, ze dobre
wyniki przynosi jednoczesne zastosowanie trzech cytostatykdédw: kladrybiny,
mitoksantronu i cyklofosfamidu [144], chociaz skuteczno$¢ takiej kombinacji przy
wznowie choroby byta juz zdecydowanie mniejsza [147].

Kladrybina jest toksyczna nie tylko wobec komérek limfoidalnych. W doswiadczeniach
in vitro wykazano, iz jest ona toksyczna takze wobec linii HepG4 hepatomy (pierwotnego
raka watroby) [69], oraz wobec pierwotnych ztosliwych nowotworéw mézgu (glejakdw)
[34; 76]. Badania kliniczne nie wykazaly jednak skutecznosci kladrybiny w leczeniu
glejakéw, by¢ moze ze wzgledu na ograniczong penetracje nukleozydu przez bariere
krew-mézg [133]. Lek ten nie byt dotychczas stosowany w leczeniu pacjentéw chorych
na raka watroby.

Kladrybina moze by¢ podawana dozylnie, podskérnie lub doustnie (w zdwojonej
dawce, ze wzgledu na konieczno$¢ skompensowania czesciowego rozktadu leku przez
bakterie jelitowe) [105]. Skutki uboczne sg zazwyczaj ograniczone do trombocytopenii
oraz limfocytopenii ioportunistycznych infekcji zwiazanych zimmunosupresyjnym
dziataniem leku [12; 155]. U pacjentow, ktérym podawano 2CdA z cyklofosfamidem,
zaobserwowano zwiekszong zapadalno$¢ na infekcje, zaburzenia immunologiczne
i wzrost zapadalnosci na inne nowotwory, wymagajace dodatkowego postepowania
terapeutycznego [181]. Zapadalno$¢ na wtdérne nowotwory ztosliwe po leczeniu
kladrybing wobec réznych wynikéw obserwaciji klinicznych [17; 36; 68; 82; 143; 179], jest
wcigz przedmiotem dyskus;ji.

1.2. Estrowe proleki nukleozydowe

.Prolekami” okresla sie farmakologicznie nieaktywne pochodne lekéw (tj. substancji
farmakologicznie aktywnych) powstate po przytaczeniu do nich (przy pomocy wigzania
kowalencyjnego) innych substancji. Po podaniu do organizmu lek uwalniany jest
z proleku w wyniku enzymatycznej lub nieenzymatycznej reakcji (np. reakcji hydrolizy)
[126]. Koncepcje prolekow (zwanych uprzednio takze ,lekami latencjalizowanymi”,
~pochodnymi bioodwracalnymi”, badz ,kongenerami”) zaproponowali w roku 1950 Albert
i wsp. [134]. Odpowiednio skonstruowany prolek umozliwi¢ moze podawanie dozylne
leku stabo rozpuszczalnego w wodzie albo fatwiejsze przechodzenie leku przez btony
koméorkowe do wnetrza komoérek docelowych, moze wydtuzyé czas poitrwania leku
w osoczu krwi, zwiekszy¢ jego wychwyt przez komérki docelowe, badz zmniejszy¢

toksycznos¢ obwodowa.
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Terminu ,prolek” uzywa sie niekiedy réowniez do okreslenia substancji, ktéra jest
farmakologicznie nieaktywna i dopiero w organizmie ulega aktywacji do formy aktywnej
w wyniku przemian metabolicznych. Wg takiej rozszerzonej definicji prolekami bytyby
wiec rowniez cytotoksyczne pochodne nukleozydowe podlegajace wewnatrzkomaérkowej
aktywacji przez fosforylacje (np. kladrybina). Jest to jednak niezgodne z pierwotng
koncepcja proleku wg Alberta, ktérg mozna obrazowo okresli¢ jako ,lek w czapce” [134],

albo ,lek w masce” [115] (Ryc. 6).

Ryc. 6. Koncepcja ,leku w masce (czapce)”

W konstruowaniu prolekéw jednym 2z najbardziej popularnych rozwigzan jest
tworzenie pochodnych estrowych poprzez przytaczenie ,maski” zawierajacej grupe
karboksylowag do leku zawierajgcego grupe hydroksylowa, badz odwrotnie — leku
zawierajgcego grupe karboksylowa do ,maski” zawierajacej grupe hydroksylowa.
Zamiast ,maski” mozna zastosowac¢ drugi lek — wowczas czgsteczka proleku zawiera
dwie czgsteczki farmakologicznie aktywne (Ryc. 7). W warunkach fizykochemicznych
przewazajacych w organizmie (roztwoér wodny, temperatura 37°C, pH w zakresie 5-8)
wigzanie estrowe R;—CO-0O-R; jest zazwyczaj stabilne, ale podlega tatwej hydrolizie pod

wplywem esteraz, ktdérych aktywnos¢ wewnatrz komérek jest wysoka.

1 1
LEK—C—OH + MASKA—OH — LEK—C—0—MASKA

o
l Il
LEK— OH + MASKA—C—0OH — LEK—0—C —MASKA

1 1
LEK1— OH + LEK2—C—OH — LEK1—C—0—LEK2

Ryc. 7. Koncepcje syntezy prolekow estrowych.
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Estryfikacja jest czesto wykorzystywana do syntezy prolekéw nukleozydowych, gdyz
nukleozydy majg grupy hydroksylowe, a niektore z nich (szczegdlnie grupa —-OH
w pozycji 5') dosé tatwo poddajg sie estryfikacji. Przyktadem estrowych prolekéw

nukleozydowych sg estry zydowudyny (AZT).

1.2.1. Estry zydowudyny (AZT)

AZT (3’-azido-2',3'-dideoksytymidyna, INN: zidovudine) jest inhibitorem odwrotnej
transkryptazy wiruséw HIV (ang. human immunodeficiency virus, ludzki wirus niedoboru
odpornosci) i pierwszym lekiem, ktory znalazt praktyczne i powszechne zastosowanie
w profilaktyce ileczeniu AIDS (ang. acquired immunodefficiency syndrome, zespot
nabytego niedoboru odpornosci) [16]. Skuteczno$¢ AZT jest jednak ograniczona, m.in.
dlatego, ze jako substancja hydrofilna ma trudnosci z przechodzeniem przez bariery
biologiczne, zwtaszcza przez bariere krew-moézg. Zsyntetyzowano wiele prolekéw AZT,
wsérod ktérych najliczniejszg grupe (ponad 200) stanowig estry, omowione w monogra-
ficznej pracy Paranga [126]. Sg ws$rod nich estry kwasow karboksylowych ktére sg
hydrolizowane do AZT, oraz estry fosforanowe hydrolizowane do monofosforanu AZT
(AZT-MP).

Dla przyktadu, AZT estryfikowano kwasami rozpuszczalnymi w ttuszczach dla
uczynienia czgsteczki lipofilowg i — co za tym idzie — nadania jej zdolnosci penetracji
przez bariery biologiczne. Po estryfikacji dtugotancuchowymi nienasyconymi kwasami
alifatycznymi (takimi jak kwas retinoilowy, czy vy-linolenowy) oprécz polepszenia
penetracji leku przez btony komérkowe uzyskano wzmocnienie przeciwirusowej
aktywnosci AZT. Estryfikacja AZT aminokwasami miata na celu zwiekszenie wychwytu
nukleozydu przez komoérki docelowe poprzez wykorzystanie uktadu aktywnego
transportu aminokwasoéw [126]. W celu zwiekszenia penetracji leku przez bariere krew-
mozg skonstruowano tzw. ,system chemicznego dostarczania leku” (ang. chemical drug
delivery system), ktérym byt ester AZT i kwasu 1,4-dihydro-1-metylo-3-nikotynowego —
substancji, ktéra przechodzi przez te bariere w drodze transportu aktywnego [1]. Ten
prolek AZT miat wybioérczo gromadzi¢ sie w mézgu, ulegajac tam hydrolizie i aktywacji —
okazat sie jednak niestabilny in vitro [126].

Aktywacja AZT w komérkach jest, podobnie jak w przypadku kladrybiny, zalezna od
pierwszego etapu fosforylacji katalizowanego przez dCK. Wprowadzanie do wnetrza
komérek monofosforanu AZT pozwolitoby ominaé ten etap. Jednakze nukleotydy nie
przechodzg przez btony komérkowe, a ponadto na powierzchni komoérek iw ptynach
zewnatrzkomoérkowych obecne sg niespecyficzne enzymy defosfosforylujace [150].

Problem ten rozwigzano przez zsyntetyzowanie innego typu estrowych pochodnych
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AZT, a mianowicie estrow monofosforanu AZT. Estry tego rodzaju moga przechodzié
przez btony komérkowe, a AZT-MP jest chroniony przed enzymami defosforylujgcymi

przez drugi sktadnik przytaczony do grupy fosforanowej [126].

1.2.2, Inne estry nukleozydowe

Kwasami alifatycznymi (w szczegdlnosci ttuszczowymi) estryfikowano takze inne niz
AZT nukleozydy, takie jak syntetyczne nukleozydy o dziataniu przeciwwirusowym
3'-fluoro-2',3'-dideoksytymidyne [125] i1 -D-arabinofuranozylouracyl, oraz nukleozy-
dowe leki przeciwnowotworowe 9- -D-arabinozylocytozyne i 9-a-D-arabinozylo-
adenozyne [110]. Zsyntetyzowano réwniez triestrowg pochodng fosforamidowg 2',3'-
didehydro-3'-dideoksytymidyny, leku przeciwwirusowego ktorego skutecznos¢ -
podobnie jak AZT — moze by¢ ograniczana przez pierwszy etap wewnatrzkomérkowej
fosforylacji [154]. Estry fosforamidowe utworzono takze z inng pochodng nukleozydowg
o wtasciwosciach przeciwnowotworowych, 5’-monofosforanem 5-fluoro-2'-
deoksyurydyny [55]. Niektore z estréw tego nukleozydu okazaty sie bardziej toksyczne
od zwigzku wyj$ciowego wobec komoérek mysiej biataczki L1210 [172].

Wochtanianie 5-bromo-2'-deoksyurydyny z przewodu pokarmowego probowano
zwiekszy¢ taczac ten nukleozyd wigzaniem estrowym z pojedynczymi aminokwasami
(alaninag, fenyloalaninag, glicyng, waling) lub krétkimi peptydami (np. glicylo-glicylo-
glicyng) [196]. Podobng pochodng nukleozydowa, 5-jodo-2'-deoksyurydyne,
estryfikowano m.in. kwasem benzoesowym w celu zwiekszenia penetracji leku przez
bariere krew-mébzg i polepszenia skutecznosci leczenia nowotworédw mozgu [62].
Zsyntetyzowano réwniez estry 5-fluoro-2'-deoksyurydyny (FDU) i 2'5-difluoro-2'-
deoksyurydyny z kwasami mastowym oraz retinoilowym, substancjami wykazujacymi
witadciwosci roznicowania komérek. Przyktadem sg estry 3'-O-retinoilo-FDU oraz 3'-
butyrylo-5'-O-bis(2,2,2-trichloetylo)fosforylo-FDU. Zwigzki te, oprdcz cytotoksycznosci,
wykazywaty wiekszg aktywno$é réznicujacg od macierzystych kwasoéw organicznych
wobec komorek ostrej biataczki promielocytowej HLE0 [194].

1.2.3. Polimerowe proleki hukleozydowe

Koncepcja prolekédw bedacych chemicznymi potgczeniami (koniugatami) lekow
Z nietoksycznymi, biokompatybilnymi i biodegradowalnymi polimerami powstata
w potowie lat 70-tych [177]. Najszerzej znanymi tego typu koniugatami sg modyfikowane
polimerami biatka lecznicze, takie jak np. pegylowane interferony [7], ale w podobny

spos6b modyfikuje sie takze inne leki, w tym leki przeciwnowotworowe [108].
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W zaleznoéci od whasciwosci leku i wtasciwosci polimeru mozna przez ich chemiczne
potaczenie uzyskaé rozne efekty. Dla przyktadu, przez dotgczenie tahcuchowego
polimeru rozpuszczalnego w wodzie, takiego jak np. poliglutaminian, mozna uczynié¢
rozpuszczalnym w wodzie lek silnie lipofilowy, taki jak paclitaxel [103]. Natomiast
potaczenie polimerowego nosnika z lekiem poprzez wigzanie, ktére nie ulega rozpadowi
w osoczu krwi, moze ograniczy¢é wychwyt koniugatu przez komérke do drogi
pinocytarnej, ktéra dostarcza lek bezposrednio do jej endosomalnego kompartmentu
[44].

Polimerem najczesciej stosowanym do syntez prolekéw jest glikol polietylenowy
(PEG). Ma on marginalng toksycznos¢, nie powoduje reakcji immunologicznych i jest
tatwo eliminowany z organizmu [72]. Przytaczenie PEG (pegylacja) daje pochodne
bardziej stabilne w $rodowisku wodnym. Wydtuzeniu ulega okres ich péttrwania
w ptynach biologicznych, zmniejsza sie toksyczno$¢ i zwieksza skutecznosé dziatania.
Przyktadami sg biatkowe leki pegademaza — pegylowana dezaminaza adenozynowa
(stosowana do leczenia SCID), pegaspargaza — pegylowana asparaginaza (stosowana
w leczeniu niektérych biataczek) i peginterferon a2 |, ktéry okazat sie znacznie bardziej
skuteczny od interferonu niepegylowanego w leczeniu wirusowego zapalenia watroby
typu C [81].

Pegylacje stosowano rowniez do lekdéw przeciwnowotworowych [70]. W szcze-
golnosci w kilku doniesieniach opisano pegylowane nukleozydy i zasad purynowe oraz
pirymidynowe. Pegylowane pochodne 5-fluorouracylu i1- -D-arabinofuranozylo)-
cytozyny o réznej dtugosci tahncucha polimerowego w badaniach in vitro i na modelach
zwierzecych byly bardziej aktywne przeciwnowotworowo od substancji wyjsciowych [37;
38; 160]. Potaczenie 5-jodo-2'-deoksyurydyny z PEG dato produkt, ktéry, ze wzgledu na
lepszg od nukleozydu macierzystego penetracje przez skore, moze okazaé sie
uzytecznym chemoterapeutykiem w leczeniu zto$liwych nowotworéw skoéry [22]. Opisano
takze synteze i wtasciwosci kilku pegylowanych pochodnych 6-merkaptopuryny, ktére
byty rozpuszczalne w wodzie, a w doswiadczeniach na myszach BALB/c, ktérym
wszczepiono podskérnie komérki mysiego miesaka M109, wykazaty aktywnos$é
przeciwnowotworowg rowng lub wyzszg od aktywnosci zwigzku wyjsciowego [71]. Inne
eksperymentalne  polimerowe  proleki  przeciwnowotworowe to  potaczenia
poliaminokwaséw z cytarabing i polioligosacharydow z 5-fluorouracylem [33; 121; 183].
Interesujaca koncepcjq proleku sg tzw. struktury dendromerowe, zawierajgce
rozgatezione czasteczki tworzace sie¢ wokot rdzenia zawierajacego ,wiasciwy” lek.
Takie potaczenie 5-fluorouracylu z poliamidoaminami zwiekszyto wchtanianie tego

nukleozydu z przewodu pokarmowego u szczuréw [175].
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1.3. Estrowe pochodne nukleozydowe jako ukiady dostarczania lekow do komérek
limfoidalnych - hipoteza robocza

Estry dA badz 2CdA mogtyby zosta¢ wykorzystane do selektywnego dostarczania
substancji farmakologicznie czynnych o stukturze kwaséw karboksylowych do komérek
posiadajacych wysokg aktywnos¢, odpowiednio, dCK i ADA — a wiec do komoérek
limfoidalnych (w tym biataczkowych badz chtoniakowych). Bytoby to mozliwe, gdyby
wspomniane estry penetrowaty do wnetrza wyzej wspomnianych komérek i ulegaty tam
hydrolizie uwalniajac nukleozyd i kwas karboksylowy. Woéwczas uwalniany z estru
nukleozyd bytby z Srodowiska wewnatrzkomérkowego szybko usuwany — dA bytaby
dezaminowana przez ADA do 2'-deoksyinozyny, natomiast 2CdA bytaby fosforylowana
przez dCK. W obu przypadkach usuwanie nukleozydu uwolnionego z estru powinno
prowadzi¢ do wewnatrzkomorkowego gromadzenia drugiego produktu hydrolizy — kwasu
karboksylowego — i potegowania jego aktywnosci. W przypadku estrow 2CdA i kwasow
organicznych o wiasciwosciach cytotoksycznych mozna by réwniez oczekiwaé
addytywnosci (lub nawet synergizmu). Te hipotetyczne mechanizmy zilustrowano
ponizej (Ryc. 8).

dA-5-0O-kwas organiczny
2CdA-5-O-kwas organiczny
Ryc. 8. Hipoteza robocza. ADA — dezaminaza adenozynowa; dA — 2'-deoksyadenozyna;

dCK - kinaza deoksycytydynowa; dl — 2’-deoksyinozyna; Est — esteraza; 2CdA —
kladrybina; 2CdA-P - fosforany 2CdA.
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1.4. Charakterystyka kwasow karboksylowych wybranych do estryfikacji dA
i 2CdA
Do estryfikacji dA i 2CdA wybrane zostaty trzy kwasy karboksylowe: chlorambucyl,
kwas (R,S)-a-liponowy oraz kwas poli(B-hydroksymastowy). Czynnikami, ktére
zadecydowatly o wyborze tych substancji byty ich wtasciwosci farmakologiczne badz

fizykochemiczne.

1.4.1. Kwas (R,S)-a-liponowy

Kwas (R,S)-a-liponowy (LA) (Ryc. 9) jest disiarczkowg pochodng kwasu
oktainowego, wystepujacg w postaci enancjomeréw R(+) i S(-) [112]. LA jest zwigzkiem
hydrofobowym, w zwigzku z czym tatwo przechodzi przez btony komoérkowe w drodze
dyfuzji. Wewnatrz komoérek LA wchodzi do mitochondriéw, gdzie dehydrogenaza
dihydrolipoamidowa redukuje go do kwasu dihydroliponowego (DHLA). LA moze ulegaé
takiej redukcji rowniez pod wptywem reduktazy glutationowej w cytoplazmie. Reduktaza
glutationowa jest bardziej aktywna wobec enancjomeru S(-), natomiast dehydrogenaza
dihydrolipoamidowa — wobec R(+) [80; 130]. R(+) enancjomer LA w mitochondriach
dziata jako kluczowy koenzym w oksydacyjnej dekarboksylacji a-ketokwaséw (np. kwasu
pirogronowego) [80] oraz jako koenzym w enzymatycznym utlenianiu glicyny do
dwutlenku wegla iamoniaku [116]. Zaréwno LA jak iDHLA sga metabolizowane

w mitochondriach do nieaktywnych metabolitéw [161] i usuwane z komorki.

Ryc. 9. Struktura chemiczna kwasu (R,S)-a-liponowego.

Ze wzgledu na wtasciwosci antyoksydacyjne LA jest stosowany eksperymentalnie
w leczeniu chordb, w ktérych patogenezie biorg udziat wolne rodniki. M. in. podawany
jest pacjentom z niektéorymi powiktaniami cukrzycy - polineuropatia, zaémg
i zaburzeniami naczyniowymi [123].

W doswiadczeniach in vitro stwierdzono, ze LA w stezeniach >1 mM aktywuje
apoptoze w komérkach ludzkiej ostrej biataczki limfatycznej. Natomiast ekspozycja
prawidtowych limfocytow krwi obwodowej na dziatanie analogicznych stezen LA
powodowata jedynie odwracalne zahamowanie ich cyklu komérkowego w fazie GO/G1

[122; 178]. Powyzsze doniesienia sugerujg preferencyjne cytotoksyczne dziatanie LA na
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komoérki nowotworowe. Zjawisko to mogtoby znalez¢é zastosowanie w leczeniu choréb
rozrostowych uktadu biatokrwinkowego pod warunkiem, ze udatoby sie osiagnaé
milimolarne stezenie LA w osoczu. To nalezy jednak raczej uznaé za niemozliwe, biorgc
pod uwage, ze podajgc doustnie standardowag wysokg dawke LA wynoszacg 600 mg

osigga sie maksymalne stezenie w osoczu wynoszace <10 mol/L [25].

1.4.2. Chlorambucyl

Chlorambucyl (INN: chlorambucil, CLB) jest nazwg farmaceutyczng kwasu N,N-bis-
(2-chloroetylo)-p-aminofenylomastowego (Ryc. 10). Substancja ta, zsyntetyzowana po
raz pierwszy przez Everetta i wsp. w 1953 r. [51], nalezy do cytotoksycznych lekow

alkilujgcych.

Ryc. 10. Struktura chemiczna chlorambucylu.

CLB, ktéry najczesciej podawany jest doustnie, jest prawie catkowicie
metabolizowany w watrobie na drodze -oksydacji do réwniez aktywnego metabolitu,
iperytu kwasu fenylooctowego [114]. Ten ostatni penetruje do komoérek w drodze dyfuzji
biernej, a nastepnie wchodzi w reakcje z makroczgsteczkami (DNA, RNA, biatkami) [53].
Kowalencyjne przytaczenie leku do DNA (preferencyjnie do atomu azotu N7 pierscienia
guaniny lub atomu azotu N3 pierscienia adeniny, lub tworzenie wigzan pomiedzy
atomami azotu N7 czgsteczek guaniny znajdujacymi sie na komplementarnych niciach
podwojnej helisy DNA) prowadzi do zaburzenia odczytu kodu genetycznego [27; 48],
powodujac smier¢ komorki na drodze apoptozy [8].

Po uzyskaniu zachecajacych rezultatow doswiadczen na hodowlach komorkowych
i zwierzetach, ktérym wszczepiano nowotwory réznych typoéw, CLB juz w 1957 r. zostat
zastosowany w badaniach klinicznych [9]. W 1961 r. Galton i wsp., a cztery lata p6zniej
Ezdlini i wsp., przedstawili wyniki préb leczenia CLB pacjentow z przewlekta biataczka
limfatyczng [57] lub chtoniakami [52]. Pozytywne wyniki tych badan spowodowaty, ze
CLB w krétkim okresie czasu stat sie jednym z podstawowych lekow stosowanych

eczeniu chorob uktadu biatokrwinkowego [124]. Jest on obecnie powszechnie
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stosowany w leczeniu ziarnicy ztosliwej, chtoniakdw nieziarniczych i przewlekiej biataczki
limfatycznej B-komorkowej [54].

CLB prébowano stosowaé réwniez w leczeniu choréb, w ktérych wyleczenie lub
redukcje objawoéw chorobowych osigga sie poprzez immunosupresje [4; 35; 66; 97; 119;
158; 190; 193]. Jednak raport Miedzynarodowej Agencji d/s Badan nad Rakiem z 1987 r.
wykazat, ze u czesci oséb leczonych chlorambucylem z powoddw innych niz choroba
nowotworowa rozwijata sie¢ ostra biataczka szpikowa [88], a badania na zwierzetach
potwierdzity, ze lek ten jest silnym karcinogenem [32]. Z tego wzgledu CLB jest lekiem

stosowanym gtéwnie u pacjentéw w zaawansowanych stadiach choréb nowotworowych.

1.4.3. Kwas poli(B-hydroksymastowy)

Naturalnie wystepujacy kwas poli(3-hydroksymastowy) (PHB) jest liniowym polimerem
kwasu R- -hydroksymastowego (Ryc. 11). Diugotancuchowe PHB (>200 meréw)
wystepujg w komarkach bakterii, petnigac funkcje osmotycznie neutralnego rezerwuaru
wegla i energii, a ich synteza jest odpowiedzia na suboptymalne warunki dla wzrostu
i podziatu [107; 159]. Polimery te sa biokompatybilne i nietoksyczne [65], dzieki czemu
znalazty zastosowanie w medycynie jako skfadniki implantéw lub koloidalne nos$niki,
w ktorych rozpuszcza sie leki do podawania dozylnego lub domige$niowego [99].

Krétkotancuchowe PHB (<200 merdw) wystepuja nie tylko u bakterii, ale rowniez
u Eucaryota, w tym u ludzi. Polimery te nazywane sa przez niektérych autoréw cPHB
(ang. complexed PHB), gdyz w organizmie tworzg przy pomocy wigzan wodorowych lub
koordynacyjnych kompleksy z innymi makroczasteczkami, np. z biatkami [136]. cPHB
wystepuja w btonach komoérkowych w postaci komplekséw z  nieorganicz-
nymi polifosforanami wapnia; struktura ilokalizacja tych komplekséw wskazujg na
mozliwos¢ ich funkcjonowania jako magazynu jondéw wapnia, kanatu wapniowego lub
pompy wapniowo-fosforanowej [136; 137]. W osoczu krwi krétkotancuchowy PHB tworzy

kompleksy z albuminami i lipoproteinami [138].

Ryc. 11. Struktura chemiczna kwasu poli(R-f -hydroksymastowego).
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Nowa propozycja zastosowania kwasu poli( -hydroksymastowego) dla celdéw
medycznych polega na taczeniu wigzaniem estrowym syntetycznego krétkotancu-
chowego PHB z substancjami farmakologicznie aktywnymi. ZatoZzenia tego pomystu
zostaty przedstawione w pracach Jedlinskiego i wsp. [91; 131]. Punktem wyjscia byto
opracowanie nowatorskich sposoboéw syntezy krétkich tancuchow PHB, w ktérych jako
wyjsciowy monomer wykorzystuje sie [R,S]- -butyrylolakton, a jako katalizatory reakcji
polimeryzacji — supramolekularne kompleksy metali alkalicznych. W przeciwienstwie do
uprzednio znanych metod polimeryzacji -butyrylolaktonu, metody te umozliwiajg
otrzymywanie fancuchow poliestrowych z identycznymi grupami korncowymi jak te, ktére
sg obecne w naturalnych tancuchach cPHB obecnych w zywych organizmach. Tak
otrzymane syntetyczne oligomery PHB tworza, podobnie jak naturalne cPHB, komleksy
z polifosforanami, a umieszczone w sztucznych btonach zachowujg sie jak kanaty
jonowe o wysokiej przewodnosci dla jonéw Na® i Ca+® [42]. Natomiast jesli proces
polimeryzacji przeprowadzaé sie bedzie w obecnosci substancji z odpowiednimi grupami
funkcyjnymi, otrzyma sie estry tych substancji z oligomerami PHB. Przyktadami takich
pochodnych s wspomniane w pracach grupy Jedlinskiego estrowe koniugaty

laktamowego antybiotyku penicyliny G [91], oraz cytotoksycznego antybiotyku
doksorubicyny z oligomerami PHB [131]. Wiasciwosci tego rodzaju koniugatéow nie
zostaty dotychczas zbadane, ale wspomniani autorzy sugerowali, ze mogtyby one
stanowi¢ ,wektory” dla dostarczania do komorek lekéw, ktérym zapewnig wydtuzong
aktywnosé.
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2. CEL PRACY
Badania wykonane w ramach niniejszej rozprawy miaty na celu ustalenie niektérych
witasciwosci fizykochemicznych i biologicznych nowych estréw 2’-deoksyadenozyny oraz
2-chloro-2’-deoksyadenozyny. Badaniami objete zostaty (i) 5-O-estry dA i2CdA
z chlorambucylem i z kwasem (R,S)- -liponowym oraz (ii) 5'-O-estry 2CdA z kwasem
poli(R,S-B-hydroksymastowym). Na podstawie rozwazan teoretycznych (zob. rozdz. 1.2
— 1.4) wysunieto przypuszczenie, ze substancje te moga wykazywaé korzystniejsze
wiasciwosci przeciwbiataczkowe (cytostatyczne lub cytotoksyczne), niz ich substancje
macierzyste.
Wykonane badania obejmowaty:
a) okreslenie stabilnosci w/w estréw w roztworach wodnych i ich podatnosci na enzy-
matyczna hydrolize;
b) ustalenie, czy estry te wchodzg do komérek, a uwalniane z nich nukleozydy ulega-
ja wewnatrzkomérkowej akumulacji badz degradacii,
c) zbadanie i porownanie cytotoksyczno$ci w/w estrow i ich substancji macierzystych
wobec wybranych linii komérkowych nowotworéw hematologicznych.
Uzyskane wyniki miaty postuzyé do selekcji badanych estréw z punktu widzenia

celowosci dalszych badan w kierunku ich przydatnosci w praktyce medyczne;.
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3. MATERIALY i METODY
3.1. Substancje chemiczne

3.1.1. Odczynniki

Rozpuszczalniki stosowane w HPLC (ang. high pressure/performance liquid
chromatography, wysokoci$nieniowa/wysokosprawna chromatografia cieczowa) -
acetonitryl, DMSO, woda dejonizowana — byly o czystosci chromatograficznej. Pozostate
substancje uzywane w doswiadczeniach byly o czysto$ci analityczne;.

Kladrybina (2CdA) stanowita dar Fundacji Rozwoju Diagnostyki i Terapii (Warszawa,
Polska). Acetonitryl oraz wode dejonizowang stosowane do analiz metodg HPLC
zakupiono w firmie Merck KGaA (Darmstadt, Niemcy), Lymphoprep — w firmie AxisShield
Poc AS (Oslo, Norwegia), pozywki uzywane do hodowli komérkowych i ptodowg
surowice bydlecg (inaktywowang w temp. 50 °C, 30 min.) — w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej (Wroctaw, Polska) lub firmie Gibco (Grand Island, NY, USA),
1,4-dioksan iglikol etylenowy w firmie Chempur (Piekary Slaskie, Polska), 2,5-di-
fenyloksazol (PPO) i 1,4-di-2-(5-fenylooksazolylo)benzen (POPOP) w MP Biomedicals
Inc. (Aurora, OH, USA), ptyn do rozpuszczania tkanek NCS-IlI Tissue Solubilizer —
w firmie Amersham Biosciences (Little Chalfont Buckinghamshire, WIk. Brytania). Wode
destylowang uzywang do celéw innych niz chromatografia dejonizowano do opornosci
wiasciwej 18 M /cm? w aparacie Milli-Q Plus Water Purification System (Millipore Co.,
Bedford, MA, USA). Znakowane radioaktywnie [8-'“C]2CdA (aktywno$¢ wiasciwa: 55
mCi/mmol; stezenie: 0,1 mCi/ml; 519,5 g/ml; czysto$¢ radiochemiczna: 99,8%) oraz
[8-"*C]dA (akt. wi: 56 mCi/mmol; stezenie: 0,1 mCi/ml; 4486 g/ml; czystosé
radiochemiczna: 99,5%) kupiono w firmie Moravek Biochemicals Inc. (Brea, CA, USA).

Pozostate zwigzki chemiczne i enzymy zakupiono w firmie Sigma (St. Louis, MO,
USA).

3.1.2. 5’-O-estry dA i 2CdA z kwasami organicznymi
5'-0O-estry 2'-deoksyadenozyny i 2-chloro-2'-deoksyadenozyny z chlorambucylem
(dA-CLB, 2CdA-CLB) (Ryc. 12) oraz kwasem (R,S)- -liponowym (dA-LA, 2CdA-LA)
(Ryc. 13) zostaly zsyntetyzowane i oczyszczone do >99% przez prof. Z. Kazimierczuka
i wsp. ze Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego — Akademii Rolniczej w Warszawie.
Preparaty AK1 i AK2 bedace 5'-O-estrami 2CdA z krétkotancuchowymi polimerami
kwasu (R,S)-B-hydroksymastowego (Ryc. 14) zostaty otrzymane od prof. Jedlinskiego

i wsp. z Centrum Chemii Polimeréw PAN w Zabrzu.
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Roztwory podstawowe (o stezeniu M) badanych estrow oraz ich substanciji
macierzystych sporzgdzano w DMSO. Do badan widm w UV uzywano roztworéw
otrzymanych przez 100-krotne rozcienczenie roztworéw podstawowych 0,1 M buforem
fosforanowym (sodowo-potasowym) opH 7,4, Pomiary wykonano za pomocg
spektrofotometru Helios B (Unicam, WIik. Brytania).

W przypadku preparatéw estrowych AK1 i AK2, roztwory podstawowe o stezeniach

M w DMSO wykonano na podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych roztwordw
wodnych tych preparatéw i 2CdA, traktujgc jako referencyjng absorbancje 2CdA dla 264
nm (PHB i kwas R lub S -hydroksymastowy nie pochtaniajg Swiatta o tej dtugos$ci fali).

Do eksperymentéw z komdrkami roztwory te rozcienczano wstepnie DMSO tak, aby

uzyskac to samo stezenie DMSO we wszystkich mieszaninach inkubacyjnych (0,1%).

Ryc. 12. Struktura chemiczna 5'-O-estréw 2’-deoksyadenozyny (panel A) i kladrybiny
(panel B) z chlorambucylem.
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OH

Ryc. 13. Struktura chemiczna 5'-O-estréw 2’-deoksyadenozyny (panel A) i kladrybiny
(panel B) z kwasem (R,S)- -liponowym.

B

OH

Ryc. 14. Struktura chemiczna 5'-O-estru kladrybiny i kwasu poli(R,S- hydroksymasto-
wego); n — liczba meréw kwasu (R,S)- -hydroksymastowego;
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3.2. Materialy biologiczne

3.2.1. Osocze krwi

Osocze uzyskiwano przez pobranie do heparynizowanej probdwki krwi zylnej
zdrowego dawcy (10 ml) i odwirowanie krwinek przy 3000 x g przez 10 minut w temp. 37
°C (wirdbwka Centra MP4R, IEC, USA). W przypadkach wymagajacych rozcienczenia

osocza, uzywano do tego celu 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7 4.

3.2.2. Ludzkie komoérki jednojadrzaste z krwi obwodowej (KJKO)

Krew zylnag zdrowego dawcy pobierano do heparynizowanej probdéwki, mieszano
zrowng objetoscig soli fizjologicznej, a nastepnie naktadano na Lymphoprep
(w stosunku 2:1, v/v) wtaki sposéb, aby unikna¢ wymieszania. Tak przygotowana
prébke wirowano przy 600 x g przez 20 minut w temperaturze 20 °C. Po zakonczeniu
wirowania widoczng w probdéwce warstwe posrednia, zawierajgcg komorki
jednojadrzaste, odpipetowywano, a nastepnie komérki te przemywano 3-krotnie przez
dodanie ok. 9 objetosci 0,9% (w/v) NaCl, worteksowanie (worteks Genie-2, Scientific
Industries, USA), odwirowanie przy 800 x g przez 10 minut i odrzucenie nadsaczu.
Przemyte komorki zawieszano wilosci 1,2-1,5 min/ml w pozywce hodowlanej RPMI-

40 z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (10% v/v). Stezenie komorek w zawiesinie

oznaczano w komorze hematologicznej Burkera (Medlab Products, Polska).

3.2.2.1. Lizat KIKO

Lizat przygotowywano do uzycia w dniu doswiadczenia przez trzykrotne zamrozenie
w temperaturze -70 °C, rozmrozenie w temperaturze 37 °C (taznia wodna Isotemp 210,
Fisher Scientific, USA) iworteksowanie osadu KJKO. Po ostatnim cyklu probke
wirowano przy 3000 x g przez 10 minut. Osad odrzucano, nadsacz stanowit lizat

uzywany do doswiadczen.

3.2.3. Hodowle komérkowe

Linie ludzkich komérek nowotworowych, tj. ostrej biataczki promielocytowej HL60,
przewlektej biataczki szpikowej K562 oraz ostrej biataczki T-komérkowej limfoblastycznej
MOLT4, pochodzity z American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Komorki
te hodowano w 37°C, w mieszaninie 95% powietrza i 5% CO, (inkubator do hodowli
komérkowych ASSAB-3. Assab Ltd., Francja), w pozywce RPMI-1640 z dodatkiem
ptodowej surowicy bydlecej (10% v/v) oraz antybiotykdw: penicyliny sodowej G (100

U/ml), siarczanu streptomycyny (10 mg/ml) i amfoterycyny B (25 pg/ml). llos¢ komédrek
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w zawiesinie wyznaczano za pomocg aparatu Coulter Counter Z2 (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA).

3.3. Metody

3.3.1. Metody chromatograficzne

Do analiz HPLC uzywano uktadu chromatograficznego Merck Hitachi LaChrom HPLC
System (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokio, Japonia), sktadajacego sie
z autosamplera L-7250, programowalnego detektora L-7420, pompy L-7100 i modemu
komputerowego D-7000, potaczonych z kolumng chromatograficzng Supelcosil Cyg
(wielkosé ziarna: 5 o wymiarach 250 x 4,6 mm (Supelco Inc., USA). Objetosé
nastrzyku wynosita 20 , a przeptyw fazy ruchomej — 1 ml/min. Uktad chromatograficzny
kalibrowano z uzyciem standardow zewnetrznych 2CdA idA. Do analizy danych
stosowano oprogramowanie Chromatography Data Station Software version 4.1 (Hitachi

Ltd, Japonia).

3.3.1.1. Badanie czystosci i skladu 5’-O-estrow i preparatow estrowych

Pomiary wykonywano w gradiencie liniowym fazy ruchomej sktadajacej sie z wody
dejonizowanej (A) iacetonitrylu (B) w odpowiednich stosunkach objetosciowych.
W czasie t = 0: A—- 95%, B — 5%; w 55. minucie: A — 5%, B — 95%; nastepnie przez
kolejne 5 minut uktad utrzymywano w fazie izokratycznej. W 60. minucie analizy sktad
fazy ruchomej zmieniano skokowo do A - 95%, B — 5%; taki sktad fazy ruchomej
utrzymywano przez nastepne 10 minut do zakonczenia pomiaru. Detekcje prowadzono
przy dtugosci fali = 256 nm (dla dA ijej pochodnych estrowych) i 264 nm (dla 2CdA

i jej pochodnych estrowych).

3.3.1.2. Badanie stabilnosci estrow w roztworach wodnych

Do 10  roztworu podstawowego estru (10 mM w DMSO) dodawano 990 0,1 M
buforu fosforanowego o pH 7,4), probke mieszano i podgrzewano w tazni wodnej do
temperatury 37 °C. Stezenie wolnego nukleozydu mierzono w odstepach godzinnych
metodg HPLC, stosujac jako faze ruchoma mieszanine 0,05 M buforu fosforanowego
o pH 4,5 i acetonitrylu w stosunku 88:12 (v/v) dla 2CdA i94.6 (v/v) — dla dA. Detekcje
prowadzono przy dtugosci fali odpowiadajgcej maksimom absorbancji 2CdA (A = 264
nm) lub dA =256 nm).
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3.3.1.3. Badanie podatnosci estrow na enzymatyczng hydrolize

Do 10 pl roztworu podstawowego estru dodawano 980 0,1 M buforu fosforanowego

pH 7.4), probke mieszano i podgrzewano w tazni wodnej do temperatury 37 °C.
Wczasie t = 0 do prébki (990 ) dodawano 10 roztworu wieprzowej esterazy
watrobowej (EC 3.1.1.1, Sigma) o aktywnosci 5 x j/ml lub 10 lizatu KJKO.
Mieszanine reakcyjng poddawano co godzine analizie metodg HPLC (zob. rozdz.
3.3.1.2) w celu oznaczenia stezenia wolnego nukleozydu. W przypadku preparatéw AK1
i AK2 badano takze hydrolize estrow przy 5x j/ml zawartosci esterazy, stosujac
metode opisang w rozdz. 3.3.1.1.

Do badan hydrolizy estréw przez osocze krwi roztwér podstawowy badanego estru
w DMSO i osocze krwi (rozcienczone lub nierozcienczone) podgrzewano w tazni wodnej
do temperatury 37 °C. W czasie t = 0 roztwér podstawowy badanego estru rozciehczano
100-krotnie osoczem podgrzanym do temp 37 °C inadal inkubowano w temperaturze
37 °C. W godzinnych odstepach z mieszaniny inkubacyjnej odpipetowywano 1 ml prébki
roztworu, ktére odbiatczano przez dodanie 0,5 ml 76 mM roztworu octanu uranylu,
wymieszanie i odwirowanie przy 3000 x g przez 10 minut. Nastepnie z nadsaczu
usuwano octan uranylu przez dodanie 0,3 ml 100 mM buforu fosforanowego o pH 7,0,
wymieszanie i odwirowanie j.w. W nadsaczu z tego wirowania oznaczano metodg HPLC
(zob. rozdz. 3.3.1.2) stezenie wolnego nukleozydu.

We wstepnych doswiadczeniach, w ktérych badano hydrolize enzymatyczng
5-O-estrow dA pod wptywem osocza krwi lub lzatu KJKO, stwierdzono na
chromatogramach, ze stopniowemu zmniejszaniu sie piku odpowiadajacego estru nie
towarzyszy rownoczesny ciggty wzrost piku dA. Zamiast tego sygnat odpowiadajacy dA
przej$ciowo wzrasta, a nastepnie maleje, co uniemozliwia iloSciowy pomiar uwalniania
tego nukleozydu z estru. Zjawisko to prawdopodobnie byto skutkiem dezaminacji dA
przez ADA. Aby mu zapobiec, w dalszych eksperymentach do mieszaniny zawierajacej
estry dA i esterazy dodawano w nadmiarze swoistego inhibitora ADA, erytro-9-(2-
hydroksy-3-nonylo) adenine (EHNA). Uzyteczne stezenie EHNA w mieszaninie
reakcyjnej (25 M) ustalono biorac pod uwage dane literaturowe [6; 67; 170] oraz
wtasne obserwacje z eksperymentéw, w ktérych badano degradacje dA w osoczu krwi
lub lizacie KJKO w réznych stezeniach EHNA.

3.3.2. Metody radioizotopowe

Badane komorki (1,2 -1,5 min/probke) zawieszano w pozywce RPMI-1640 z dodat-
kiem ptodowej surowicy bydlecej (10% v/v) i umieszczano w tazni wodnej o tempera-
turze 37°C. Do zawiesin komoérek dodawano [8-'*C]2CdA Ilub [8-"C]dA wilosci
odpowiadajacej 0,015 Ci/ml (0,555 kBg/ml) mieszaniny inkubacyjnej. W celu
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oznaczenia radioaktywnosci nieswoiScie wigzanej przez filtr kilka probek nie
zawierajacych komorek, ale nie réznigcych sie pozostatym sktadem isposobem ich
obrébki od pozostalych probek (patrz nizej), poddawano inkubacji z radioaktywnym
nukleozydem.

Po zakonczeniu inkubacji komorki odfitrowywano na filtrach z widékna szklanego
Whatman GF/B (Whatman International Ltd., WIk. Brytania) za pomoca prézniowego
kolektora do filtracji prébek (Millipore Corp., USA). Filtry ptukano roztworem soli
fizjologicznej (15 ml), umieszczano w fiolkach scyntylacyjnych (Almed, Polska),
a nastepnie do kazdej z probek dodawano po 200  preparatu rozpuszczajacego btony
biologiczne (NCS-Il Tissue Solubilizer). Po 15 minutach do kazdej z fiolek dodawano po
10 ml ptynu scyntylacyjnego Bray’'a (otrzymanego przez mieszanie do catkowitego
rozpuszczenia 60 g naftalenu, 200 mg POPOP, 4 g PPO, 100 ml alkoholu metylowego,
20 ml glikolu etylenowego i 1,4-dioksanu — tym ostatnim uzupetniano objetosé
mieszaniny do 1 1). Po uptywie 12 godzin radioaktywnos¢ prébek mierzono za pomoca
licznika scyntylacyjnego 1409 LS (Wallac, Finlandia). llos¢ radioaktywnosci zwigzanej
przez komérki obliczano odejmujac od catkowitej radioaktywnosci odpowiednich prébek
radioaktywnos$¢ wigzang przez filtr.

Ze wzgledu na degradacje dA przez ADA obecng w komoérkach, we wszystkich
dos$wiadczeniach, w ktérych uzywano estréw dA, dA i/lub [8-'“C]dA — pét godziny przed

rozpoczeciem eksperymentu komorki preinkubowano EHNA 25 M.

3.3.2.1. Badanie kinetyki wychwytu znakowanej kiadrybiny [8-'*C]2CdA przez
komorki
W czasie t = 0 do umieszczonej w tazni wodnej (37°C) zawiesiny komérek w pozywce
(10 ml) dodawano [8-'“C]2CdA. W zadanych odstepach czasu komérki zawarte w 1 ml
prébkach mieszaniny inkubacyjnej oddzielano od pozywki na filtrach z wiékna
szklanego, a nastepnie postepowano zgodnie z procedurg opisang powyzej (zob. rozdz.
3.3.2).

3.3.2.2. Badanie wychwytu [8-'“C]dA przez komérki HL60 i MOLT4 preinkubowane
z dA-CLB lub zwiazkami macierzystymi
W czasie t = 0 do zawiesiny komoérek nowotworowych w pozywce hodowlanej,
inkubowanych w fazni wodnej (37°C), wprowadzano badane substancje (dA, dA-CLB,
CLB lub mieszanine dA iCLB). Koncowe stezenie tych zwigzkéw w mieszaninie
preinkubacyjnej wynosito 1 M, zawarto§¢ DMSO - 0,1%, a objeto$¢ mieszaniny
preinkubacyjnej — 1 ml. Prébka kontrolna zawierata zawiesine komérek nowotworowych

w pozywce hodowlanej bez dodatku substancji badanych. Prébki po wymieszaniu
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umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 37°C na 10 minut. Po uptywie 10 minut
wszystkie prébki przenoszono do lodu, dodawano do nich po 1 ml zimnej (ok. 0°C)
pozywki, odwirowywano przy 800 x g przez 5 minut, a nadsacz odrzucano. Osad
przemywano trzykrotnie przez zawieszenie komoérek w1 ml zimnej pozywki
i odwirowanie j.w. Po ostatnim wirowaniu do osadu komérek dodawano po 1 ml cieptej
pozywki (37°C) i po wymieszaniu umieszczano w tazni wodnej (37°C) na 10 minut.
Nastepnie do wszystkich prébek dodawano odpowiedniego radioaktywnie znakowanego
nukleozydu ([8-'*C]2CdA Iub [8-"*C]dA). Prébki po wymieszaniu pozostawiono w tazni
wodnej (37°C) na 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji komérki oddzielano od pozywki na
fitrach z widékna szklanego, a nastgpnie postepowano zgodnie z procedurg opisang

powyzej (zob. rozdz. 3.3.2).

3.3.2.3. Badanie wychwytu [8-'*C]nukleozydu przez komérki inkubowane z miesza-

ning radionukleozydu i substancji badanej

W czasie t = 0 do zawiesiny komérek w pozywce (temp. 37°C) wprowadzano badane
substancje (nukleozyd lub 5-O-ester nukleozydu z CLB). Koncowe stezenie tych
zwigzkdw w mieszaninie inkubacyjnej wynosito 1 M, zawartos¢ DMSO - 0,1%,
a objeto$¢ mieszaniny inkubacyjnej — 1 ml. Do prébek kontrolnych (zawiesina komérek
w pozywce) dodawano odpowiednig ilos¢ 0,1% roztworu DMSO w wodzie dejonizowane;.
W zaleznos$ci od uzytych w eksperymencie nukleozyddw (lub ich pochodnych) do prébek
dodawano odpowiedni radionukleozyd ([8-'*C]2CdA Iub [8-'“C]dA). Probki po
wymieszaniu inkubowano w temperaturze 37°C przez 40 minut. Po zakonczeniu
inkubacji komérki oddzielano od pozywki na filtrach z widkna szklanego, a nastepnie

postepowano zgodnie z procedurg opisang powyzej (zob. rozdz. 3.3.2.).

3.3.3. Badanie cytotoksycznosci estrow i substancji macierzystych

Do badan cytotoksycznosci uzywano komérek ludzkiej ostrej biataczki T-komorkowe]
limfoblastycznej MOLT4, ostrej biataczki promielocytowej HL60 i przewlektej biataczki
szpikowej K562.

Komérki te wprowadzano do 96-studzienkowych ptytek (Nunc, Dania) w postaci
zawiesin w pozywce RPMI-1640 z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (10% v/v),
w ilosci 2,5 x 10* komérek (dla doswiadczen 48-godzinnych) lub 1,5 x 10* komérek (dla
doswiadczen 96-godzinnych) na studzienke. W eksperymentach, w ktdérych komorki
inkubowane byty z roznymi stezeniami badanych substancji, roztwory podstawowe tych
zwigzkdéw (nukleozydu, 5-O- estru, kwasu organicznego lub mieszaniny nukleozydu

z kwasem organicznym) rozcienczano odpowiednio pozywka hodowlang w celu uzys-
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kania odpowiedniego koncowego stezenia zwigzku w mieszaninie inkubacyjne;j.
Catkowita objetos¢ zawiesiny inkubacyjnej wynosita 100 , a zawarto§¢ DMSO - 0,1%.
Wszystkie probki sporzadzano w tryplikatach. Inkubacje prowadzono w temperaturze
37°C w mieszaninie powietrza (95% obj.) i CO, (5% obj.).

Natychmiast po zakonczeniu inkubacji do kazdej studzienki dodawano 10  roztworu
PBS (ang. phosphate buffer saline, buforowany roztwér 0,9% NaCl) zawierajacego
5 mg/ml bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu (MTT), a po dalszych
4 godzinach — 100  10% roztworu dodecylosiarczanu sodowego w 10 mM HCI i pozos-
tawiano na 16 godzin w inkubatorze (37°C).

Absorbancje probek mierzono przy diugosci fali 570 nm i 690 nm za pomocg czytnika
PowerWave XS (Biotek, USA). Absorbancje swoista obliczano odejmujac od wartosci
absorbancji przy A= 570 nm wartos¢ absorbancji przy A= 670 nm. Przezywalnos¢
komérek mierzono jako stosunek swoistej absorbanciji prébek, w ktérych komorki byty

inkubowane z substancjami badanymi, do swoistej absorbancji prébek kontrolnych.

3.4. Analiza statystyczna

Wyniki wyrazano jako $rednig arytmetyczng + odchylenie standardowe (SD).
Znamienno$¢ statystyczng réznic miedzy grupami zmiennych okreslano stosujac,
w zalezno$ci od uzytego ukfadu doswiadczalnego, test t-Studenta dla zmiennych
niezaleznych lub analize wariancji (jedno- lub wieloczynnikowa) i testy post-hoc (test
Dunnetta lub Studenta-Newmana-Keulsa). Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu
pakietu oprogramowania statystycznego Statistica v. 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Jako prég istotnosci przyjeto p< 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena spektrofotometryczna ichromatograficzna czystosci 5’-O-estrow
nukleozydowych

Pomiary absorbancji roztworow wodnych badanych estréw i preparatéw estrowych
wykazaty, w przypadku kazdej z tych substanciji, istnienie w zakresie UV, przy pH 7,4,
jednego maksimum absorbancji:

dA-LA — przy =260 nm, dA-CLB - przy A=260 nm, 2CdA-LA - przy =266 nm,
2CdA-CLB - przy =262 nm, AK1iAK2 —przy =266 nm,

Te diugosci fal sg bliskie ditugo$ciom odpowiadajacym maksimum absorbancji
macierzystego nukleozydu:

2CdA - A=264 nm, dA — =256 nm.

Wszystkie badane substancje poddano nastepnie analizie HPLC z detekcjg UV.
Stezenia wszystkich badanych roztworéw wynosity 100 M w przeliczeniu na catkowita
zawartos¢ odpowiedniego nukleozydu, detekcji odpowiadat 10 M stezeniu
macierzystego nukleozydu.

Analiza HPLC 5-O-estrow dA i2CdA z LA Ilub CLB nie wykazata obecnosci
zanieczyszczenh nukleozydami.

Analiza HPLC preparatow estrowych AK1 i AK2 wykazata, ze oba te preparaty sq
mieszaninami zwigzkéw odpowiadajacych prawdopodobnie estrom o réznej diugosci
tancucha PHB przytaczonego w pozycji 5'-O- nukleozydu oraz pewnej (zob. ponizej)
domieszki macierzystego, niezestryfikowanego nukleozydu. Skfad jakosciowy obu
preparatow byt niemal identyczny, réznit sie jedynie brakiem zwigzku odp. pikowi Ilib
w preparacie AK1. W preparacie AK1 dominujacym sktadnikiem byt ester o czasie
retencji 19,9 min., na ktory przypadato niemal 2/3 (62%) catkowitej (tj. obecnej w formie
estru lub wolnego nukleozydu) ilosci 2CdA, a udziat zadnego z pozostatych sktadnikéw
nie przekraczat 14%. W preparacie AK2 udziat poszczegdlnych sktadnikéw byt mniej
zroznicowany, a na ester dominujacy pod tym wzgledem (o czasie retencji 27,6 min.)
przypadata 1/3 catkowitej ilosci 2CdA. Zawartos¢ niezestryfikowanej kladrybiny wynosita
dla AK1 i AK2 odpowiednio 0,9 + 0,05% i 1,9 + 0,06% ($rednia + SD, n=4) catkowite]
zawartosci 2CdA w tych preparatach. Na podstawie przeprowadzonych analiz nie byto
mozliwe przyporzadkowanie poszczegdélnym pikom chromatograficznym konkretnej
dtugosci tancucha polimerowego (Ryc. 15).

Wg informacji przedstawionej przez wytworce estréw kladrybiny z PHB prof.
Z. Jedlinskiego, $rednia dtugo$¢ tancucha PHB (Ngpc) wyznaczona metodg GPC (ang.
gel permeability chromatography) wynosita w preparacie AK1 ok. 5 merdw,

a w preparacie AK2 ok. 9 meréw kwasu (R,S)-B-hydroksymastowego. Dla weryfikacji
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tych danych postuzono sie metoda spektrofotometryczng, w sposéb opisany ponizej dla
przypadku preparatu AK1.

Ani kwas (R,S)- -hydroksymastowy, ani jego polimery PHB nie absorbujg $wiatta
w zakresie UV w okolicach maksimum absorbancji 2CdA tj. przy dtugosci fali ok. 264 nm
— a wiec absorbancja preparatu AK1 dla tej dtugosci fali musi pochodzi¢ od nukleozydu.
Zmierzona chromatograficznie zawarto$é wolnej 2CdA w preparacie AK1 jest niewielka
— mozna jg wiec byto zaniedbac i przyjaé, ze absorbancja roztworu AK1 przy tej dtugosci
fali powodowana jest przez nukleozyd zwigzany z tarnicuchami PHB (i ewentualnie przez
rozpuszczalnik). Przyjeto takze, ze przytaczenie tancucha PHB nie wptywa na wartosé
wspotczynnika ekstynkcji molowej 2CdA.

Srednia masa czasteczkowa AK1 (M jest suma masy czasteczkowej 2CdA (Macaa)

i masy czasteczkowej tancucha polimerowego (Mpys):

(1

Masa czgsteczkowa tahcucha PHB jest zas iloczynem liczby meréw kwasu (R,S)-
B-hydroksymastowego tworzacego fancuch polimerowy (N) i masy czasteczkowej tego
kwasu (M yg) od ktérej nalezy odjaé mase czasteczkowag wody (M woda), gdyz powstanie

kazdego wigzania estrowego zwigzane jest z ubytkiem jednej czasteczki H,O:
Meng = N (2)

Opierajac sie na informacji, zgodnie z ktérg $rednia liczba meréw kwasu (R,S)-
-hydroksymastowego w AK1 wynosi Ngpc = 5, sporzadzono roztwdr wyjsciowy
zawierajacy 7,15 mg preparatu AK1 w 1 ml DMSO, czyli roztwér o stezeniu wagowym
preparatu AK1 wynoszacym makx; = 7,15 g/l. (Gdyby $rednia liczba meréw kwasu
B-hydroksymastowego w tancuchach AK1 rzeczywiscie wynosita 5, to tak sporzadzony
roztwor miatby stezenie 10 mM.) Nastepnie ten roztwér rozciennczono 100-krotnie 0,1 M
buforem fosforanowym (sodowo-potasowym) o pH 7,4 i zmierzono jego absorbancje
wzgledem S$lepej préby odczynnikowej w postaci 1% wodnego roztworu DMSO (A ax1=
1,334). Jednoczesnie sporzadzono 102 M roztwér 2CdA w DMSO, rozcierczono go
100-krotnie 0,1 M buforem fosforanowym (sodowo-potasowym) o pH 7,4 i zmierzono
jego absorbancje wzgledem tej samej slepej préby odczynnikowej (A 1,462).
Znajac wartosci absorbancji roztworéw preparatu AK1 i 2CdA wyliczy¢ mozna

stezenie molowe estrow 2CdA z PHB w roztworze macierzystym, ktére wynosi:

(3)
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W konicu, znajgc stezenie molowe (Caki) i wagowe (mak;) preparatu w roztworze,
mozna w prosty sposob obliczyé jego $rednia mase czasteczkowa wyznaczong
spektrofotometrycznie:

Mak1 = Maki / Cakt = Mak1 / (A aki/Azcan) X 107 [g/mol] (4)
Znajac Maks, na podstawie wzordw (1) i (2) mozna za$ obliczyé $rednig dtugosé
tancucha PHB (N):
N = Mak1 — Macga / Mug — Muoda (5)
W identyczny sposdb mozna obliczy¢ $rednig dtugos¢ tancucha polimerowego dla
preparatu AK2. Warto$ci uzyskane za pomoca powyzszych obliczen przedstawione sg

w Tab. Il

Tabela Il.  Wyniki obliczen przeprowadzonych na podstawie pomiaréw
spektrofotometrycznych.

Preparat AK1 Preparat AK2
Mak1 7,15 g/l Mak2 10,59 g/l
A ak1/A 2cda 0,9123 A ak2/A ocaa 1,1078
C aki 9,1 x 102 M C a2 11,07 x 102 M
M aki 784,5 g/mol M ak2 956,5 g/mol
Ngrc ok. 5 meréw Nerc ok. 9 meréw
NspekTrR ok. 5,8 merow Nspektr ok. 7,8 meréow

NspekTr — Srednia dtugo$¢ tancucha polimerowego wyznaczona spektrofotometrycznie;
objasnienia do pozostatych oznaczen zawarte sg w tekscie.
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Ryc. 156. Chromatogramy HPLC preparatéw 5’-O-estrowych kladrybiny z kwasem poli(R,S-
B-hydroksymastowym): AK1 — (panel A), AK2 — (panel B). Liczbami rzymskimi oznaczono

identyfikowane przez uktad chromatograficzny estry o réznej dtugosci tancucha PHB (zob.

Tab. Il). Uwaga: uktad chromatograficzny nie oddzielat pikéw llic i llld od piku IV.
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4.2. Stabilnos¢ badanych estrow w roztworach wodnych iich podatno$é¢ na
enzymatyczng hydrolize

Stabilnos¢ wodnych roztworéw badanych estréw, tj. ich odpornos¢ na spontaniczng
hydrolize, byta warunkiem wstepnym dla dalszych badan. Wszystkie badane estry
i preparaty estrowe okazaty sie odporne na taka hydrolize w obserwacji 24-godzinnej
(pH 7,4, temp. 37°C) (dane nieprezentowane).

Wszystkie badane zwigzki ulegaty hydrolizie w obecnosci osocza krwi zdrowego
dawcy, lizatu KIKO zdrowego dawcy lub esterazy z watroby wieprzowej. We wszystkich
tych przypadkach hydrolizie najszybciej ulegaty estry 2CdA idA zLA. W reakcji
katalizowanej przez esteraze watrobowa zawarto8¢ niezwigzanego nukleozydu
w mieszaninie reakcyjnej po 1 godzinie wyniosta, odpowiednio dla 2CdA-LA i dA-LA,
951 + 06% 1844 + 1,2% (Srednia £+ SD, n=4) catkowitej wyjsciowe] zawartosci
nukleozydu w estrze (dane nieprezentowane graficznie).

Po 1-godzinnej inkubacji 2CdA-LA lub dA-LA z nierozcienczonym osoczem krwi
zdrowego dawcy stezenie uwolnionego nukleozydu bylo podobne do stezenia
uwalnianego przez wieprzowg esteraze watrobowg w stezeniu 5 x j/ml.
W przypadku inkubacji z lizatem KJKO otrzymanym z takiej samej ilosci krwi petnej
zdrowego dawcy z jakiej otrzymano osocze, stezenie dA lub 2CdA uwolnionej po 1
godzinie z odpowiedniego 5-O-estru z LA bylo wielokrotnie mniejsze. Aby blizej
poréwnaé kinetyke hydrolizy 2CdA-LA i dA-LA przez osocze krwi ilizat komérek,
przeprowadzono eksperymenty poréwnawcze, uzywajac 1000-krotnie mniejszej ilosci
osocza. Wyniki tych eksperymentéw przedstawiono na Ryc. 16. Tempo wzrostu
stezenia wolnego nukleozydu w roztworze 2CdA-LA inkubowanym czy to z osoczem
krwi, czy z lizatem KJKO, byto wyraznie nizsze, niz w inkubowanym w takich samych
warunkach roztworze dA-LA.

Wyniki inkubacji chlorambucylowych 5’-O- estréow dA i 2CdA z esterazg watrobowa,
osoczem krwi i lizatem KJKO zdrowego dawcy przedstawiono na Ryc. 17. W przypadku
inkubacji 2CdA-CLB z wieprzowa esterazg watrobowg ilos¢ wolnego nukleozydu w mie-
szaninie inkubacyjnej wykazywata ciggty wzrost i po uptywie 4 godzin odpowiadata 87,6
1 0,2% (wartosc¢ Srednia £ SD, n=4) wyjSciowej zawartosci estru. Natomiast w przypadku
inkubacji dA-CLB z esterazg watrobowg stezenie wolnego nukleozydu wzrastato
znacznie szybciej i po ok. 3 godz. osiggato plateau odpowiadajace 94 + 0,8% (Srednia
SD, n=4) wyj$ciowe] zawartosci nukleozydu w estrze. W przypadku inkubacji tychze
zwigzkoéw z osoczem krwi lub lizatem KJKO zdrowego dawcy wzrost stezenia wolnego
nukleozydu po 1-2 godzinach ulegat znacznemu spowolnieniu, osiagajac lub wykazujac

tendencje do osiggniecia plateau na poziomie nieprzekraczajacym 50% wyjSciowej
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zawartoSci nukleozydu w estrze, a w przypadku inkubacji dA-CLB z lizatem KJKO
znacznie ponizej tej wartosci, po 4 godzinach inkubacji.

W preparatach estrowych kladrybiny z PHB inkubowanych z lizatem KJKO lub
osoczem krwi stezenie wolnej 2CdA po 4 godzinach inkubacji ulegato jedynie
nieznacznemu wzrostowi. Znacznie szybszy wzrost stezenia wolnego nukleozydu
obserwowano w przypadku inkubacji z wieprzowg esterazg watrobowa (5 x jml,
Ryc. 18). W celu doktadniejszego zbadania procesu enzymatycznego uwalniania 2CdA
z tych preparatéw eksperyment z esteraza watrobowg powtérzono stosujgc 10-krotnie
wyzsze stezenie enzymu, wydluzajac czas inkubacji do 72 godzin ibadajac skiad
mieszaniny reakcyjnej metodg gradientowg HPLC. Wpyniki tych eksperymentow
przedstawiono na Ryc. 19 i 20. Analiza HPLC wykazata, ze w przypadku obu badanych
preparatow estrowych, w miare wydiuzania czasu inkubacji stezenie wolnej 2CdA
ulegato ciagtemu wzrostowi, a stezenie sktadnikéw ,dtugotaiicuchowych” (zwigzkéw 1V,
V, VI, VII; zob. Ryc. 19 i 20, Tab. ill) w sposéb ciagty malato az do ich wyczerpania.
Stezenie szeregu estréw o mniejszej liczbie meréw kwasu (R,S)- -hydroksymastowego
wykazywato przejsciowy wzrost z nastepnym spadkiem. Obserwowano takze pojawianie
sie pewnych niewykrywalnych wcze$niej sktadnikéw (AK1 —1 ai lllb, AK2 — a). Bylo to
najprawdopodobniej wynikiem wzrostu ich stezenia (absolutnego Ilub wzgledem
substancji o zblizonym czasie retencji), pozwalajagcego na identyfikacje tych zwigzkow
jako indywidualnych sktadnikow mieszaniny przez algorytm analizujacy chromatogram.

Tempo wzrostu stezenia niezestryfikowanej 2CdA w enzymatycznym hydrolizacie
preparatu AK2 dobie hydrolizy, a szczegdlnie iggu pierwszych 12 godzin,
przewyzszato szybko$c tego procesu w roztworze preparatu AK1. Jednak po 3 dobach
hydrolizy preparatu AK1 stezenie wolnej 2CdA w roztworze odpowiadato niemal 99%
catkowitej wyjsciowej ilosci 2CdA, natomiast w odpowiednim hydrolizacie preparatu AK2
niezestryfikowana 2CdA odpowiadata 90% wyjsciowej zawartosci, a pozostate 10%

przypadato na jeden z jej domniemanych 5’-O-estréw.
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Ryc. 16. Kinetyka hydrolizy enzymatycznej 2CdA-LA (panel A) i dA-LA (panel B). Wyniki
przedstawiono jako warto$ci $rednie £ SD (n=4) w procentach wyj$ciowej zawartosci
nukleozydu w estrze. * - osocze krwi uzyte w doswiadczeniach byto rozciehczone 1000 x
0,1 M buforem fosforanowym o pH 7 4.
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Ryc. 17. Kinetyka hydrolizy enzymatycznej 2CdA-CLB (panel A) i dA-CLB (panel B).
Wyniki przedstawiono jako warto$ci srednie + SD (n=4) w procentach wyjsciowe;j
zawarto$ci nukleozydu w estrze.

42
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Ryc. 18. Kinetyka hydrolizy enzymatycznej 5'-O-estrow kladrybiny z kwasem poli(R,S-
B-hydroksymastowym) AK1 (panel A) i AK2 (panel B). Wyniki przedstawiono jako
wartosci $rednie + SD (n=4) w procentach wyj$ciowej zawartosci nukleozydu

w preparacie.
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Ryc. 19. Kinetyka zmian sktadu roztworéw preparatéw estrowych AK1 (panel A) i AK2
(panel B) inkubowanych z wieprzowa esteraza watrobowg (stezenie esterazy: 5 x
jml).
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Ryc. 20. Kinetyka zmian skfadu preparatow estrowych AK1 (panel A) i AK2 (panel B),
inkubowanych z wieprzowa esteraza watrobowa (stezenie esterazy: 5x10 ° j/ml), w ciagu
pierwszych 24 godzin inkubacji. Krzywe przedstawiajgce estry VI i VIl na wykresie B
pokrywajq sie.
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Tabela lll. Kinetyka zmian zawartosci niezestryfikowanej 2CdA i estréow 2CdA z PHB w roz-
tworach preparatéw poddanych dziataniu wieprzowej esterazy watrobowej.

** - identyfikator skfadnika (czas retencji, min.)
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4.3. Wychwyt [8-'“C]2CdA przez komérki nienowotworowe i nowotworowe

Kinetyke wychwytu znakowanej izotopowo kladrybiny przez KJKO oraz komérki ostrej
biataczki promielocytowej HL60 przedstawiono na Ryc. 21. Zaréwno komorki normaine,
jak i nowotworowe akumulowaty radioaktywnos$é intensywnie przez ok. 45 minut, przy
czym akumulacja przez komérki HL60 byta ok. 4-krotnie szybsza. W ciagu nastepnych
15 minut szybko$é akumulacji '*C przez oba typy komérek wykazywata ciagly spadek,
aod 60. min. inkubacji ilo$¢ zakumulowanej radioaktywnosci '“C wykazywata w obu

typach komérek taki sam, nikty, praktycznie liniowy przyrost.

4.4. Wychwyt [8-"*C]dA przez komérki HL60 i MOLT4 preinkubowane z dA-CLB lub

zwiagzkami macierzystymi estru

Wychwyt radioizotopu przez komorki w probkach kontrolnych (wyrazony w procen-
tach catkowitej ilosci [8-'“C]dA dodanej do zawiesiny komoérek) byt dla lini HL60
znacznie nizszy (3,9% + 0,39%, $rednia + SD, n=4), niz dla linii MOLT4 (9,61% + 0,66%,
n=4). Preinkubacja komérek MOLT4 z 5'-O-estrem 2'-deoksyadenozyny z CLB istotnie
zmniejszata wychwyt radionukleozydu, natomiast w komérkach linii HL60 efekt ten nie
osiggat wartosci statystycznie istotnej. Preinkubacja z substancjami macierzystymi tego
estru nie wykazata istotnego wplywu na wychwyt [8-“C]dA w zadnej ztych linii
komérkowych (Ryc. 22).

4.5. Wychwyt [8-'*C]nukleozydu przez komorki HL60, MOLT4 i KJKO inkubowane

z mieszaninami radionukleozydu i substancji badanej

Rezultaty eksperymentdéw, w ktérych komorki inkubowano ze znakowanym
nukleozydem w nieobecnosci i w obecnosci 5-krotnego (molowo) nadmiaru jego
nieradioaktywnego odpowiednika lub 5'-O-estru z CLB jako kompetytora przedstawiono
na Ryc. 23. Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny wptyw typu komorek
(F218=348,5, p<10‘6, panel AiF,,4=335,5, p<10 , panel B) oraz rodzaju kompetytora
(F21s=748,8, p<10® panel A iF,4=853,3, p<10 , panel B) na wychwyt
radionukleozydu, atakze istotny efekt interakcji miedzy tymi czynnikami (
p<10° panel A i F;15=261,1, p<10®, panel B). Komérki MOLT4 wychwytywaty badane
nukleozydy znacznie silniej, niz komérki HL60, a wychwyt [8-'“C]dA i [8-'*C]2CdA przez
KJKO byt wielokrotnie stabszy, niz przez ktérakolwiek z tych linii nowotworowych. Oba
badane 5'-O-estry iich nukleozydy macierzyste hamowaty wychwyt radionukleozydéw
przez wszystkie te komérki. Wychwyt [8-'*C]dA i[8-"*C]2CdA przez komérki HL60
i KIKO byt hamowany w podobnym stopniu przez odpowiedni nieradioaktywny
nukleozyd i jego ester (Ryc. 23, panel A). W przypadku komorek MOLT4 wychwyt [8-

"“C]dA byt hamowany istotnie silniej przez dA-CLB, niz przez niezestryfikowany
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macierzysty nukleozyd; podobng tendencje (p =0,0504) zaobserwowano takze
w przypadku wychwytu [8-'*C]2CdA (Ryc. 23, panel B).

Ryc. 21. Wychwyt [8-"“C]2CdA przez komérki HL60 i KJKO.
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Ryc. 22. Wychwyt [8-"*C]dA przez komérki HL60 (panel A; ANOVA: F, 10=1,7, p = 0,23)

i MOLT4 (panel B; ANOVA: F, 0= 26,2, p = 2,8 x 10°). Wyniki przedstawiono jako

warto$ci Srednie + SD (n=4). * - warto$¢ réznigca sie w sposoéb znamienny statystycznie

(p< 0,01; test Dunnetta) od wartosci kontrolne;j.
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=

Ryc. 23. Wptyw chlorambucylowych 5-O-estréw 2'-deoksyadenozyny (panel A)

i kladrybiny (panel B) na wychwyt macierzystego nukleozydu przez komérki normalne

i biataczkowe. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD, n=4. * - p<0,01 wobec
wartosci kontrolnej, # - p<0,05 wobec odp. warto$ci dla komérek inkubowanych

z nadmiarem odp. nieradioaktywnego macierzystego nukleozydu (test Studenta-
Neumana-Keulsa).
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4.6. Toksycznos¢ 5’-O-estrow i zwiazkow macierzystych wobec komorek linii no-
wotworowych, wywodzacych sie z szeregu bialokrwinkowego
Do wstepnych badan cytotoksycznosci uzyto komérek MOLT4. Wyniki badania
przezywalnosci tych komérek hodowanych przez 48 Ilub 96 godzin w obecnosci
badanych 5'-O-estrow nukleozydowych lub ich zwigzkéw macierzystych obrazujg Ryc.
24-28. Stwierdzono, ze:
1° w stezeniu 5 nM zadna z badanych substancji lub ich kombinacji nie wywierata
istotnego wptywu na przezywalno$¢ komorek.
2° Ekspozycja na > 50 nM stezenie 2CdA lub jej 5'-O-estru z CLB lub LA powodowata
zmniejszenie przezywalnosci komorek. Efekt ten byt z reguty niewiele silniejszy po
dtuzszej ekspozycji (Ryc. 24 i 25).
3° Obecno$¢ w medium 500 nM 2CdA-CLB, 2CdA-LA, lub niezestryfikowanej 2CdA
wywolywata, zaréwno po 48, jak i 96 godz. hodowli spadek przezywalnos$ci komérek
przekraczajacy, z reguty, 90%. Efekt ten byt wyraznie stabszy jedynie w przypadku
komoérek inkubowanych z 2CdA-CLB przez 48 godzin (por. Ryc. 24 i 25).
4° Niezestryfikowany CLB, atakze dA-CLB, w stezeniu do 500 nM, niezaleznie od
czasu trwania ekspozycji na te zwigzki, nie wywieraty mierzalnego wpilywu na
przezywalno$¢ komérek. Przy podwyzszeniu stezenia do 5 M dA-CLB obnizat
przezywalno$¢ o ponad 90%, ale dla niezestryfikowanego CLB efekt ten byt
znacznie stabszy (Ryc. 26).
5° Niezestryfikowane LA idA, atakze dA-LA nie obnizaty przezywalnosci komoérek
w badanym zakresie stezen (Ryc. 27).
6° Preparaty estrowe AK1 i AK2 nieznacznie obnizaty przezywalnos¢ komérek MOLT4
dopiero w stezeniu 500 nM i przy 96-godzinnej ekspozycji (Ryc. 28). Przy 5 uM
stezeniu w medium hodowlanym wptyw tych preparatow, azwlaszcza AK1 na
przezywalno$¢ komoérek po 48-godzinne) ekspozycji réwniez byt znacznie stabszy
niz pozostatych badanych estrow 2CdA (por. Ryc. 28, panel A; Ryc. 24, panel A
i Ryc. 25 panel A). Réznica ta znikata jednak po wydtuzeniu ekspozycji do 96

godzin.

Wyniki powyzszych eksperymentow wykazaty, ze jedynie 5-O-ester dA z CLB jest
bardziej aktywny przeciwnowotworowo od macierzystego cytostatyku, tj. CLB.
Postanowiono zatem blizej okresli¢ jego cytotoksyczno$¢é wobec wybranych linii ludzkich
komérek  nowotworowych,  wywodzacych sie  zréznych  komérek  szeregu
biatokrwinkowego, przez ustalenie odpowiednich wartosci ICs,. Na podstawie wynikow

wczesniejszych doswiadczen nowe eksperymenty przeprowadzono dla nieco innych
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zakreséw stezen badanych substancji: 0,25-20 uM — dla dA-CLB i 0,5-40 uM — dla CLB.
Whyniki tych badan przedstawiono na Ryc. 29-31.

Ester dA-CLB okazat sie bardziej cytotoksyczny od niezestryfikowanego CLB wobec
wszystkich przebadanych linii komérkowych, przy czym najbardziej wrazliwe na
dziatanie obu tych zwigzkéw byty komorki linii MOLT4, a najmniej — linii K562. Dla
komorek HL60 1Csy dA-CLB byto ok. dwukrotnie mniejsze od ICs, niezestryfikowanego
CLB dla hodowli 48-godzinnej i ok. 6-ciokrotnie mniejsze — dla 96-godzinnej. Podobne
zaleznosci uzyskano w doswiadczeniach na komérkach MOLT4. Komorki K562
inkubowano z tymi zwigzkami jedynie przez 96 godzin; uzyskana wartos¢ ICs, dA-CLB
dla tych komérek byta ponad 2,5-krotnie nizsza od odpowiedniej wartosci dla CLB (Tab.
V).

Tabela IV. Wartosci ICs, dla CLB i dA-CLB wyznaczone na podstawie doswiadczen na
hodowlach komérkowych.

int : Czas .
Linia komdrkowa ekspozycii Zwiazek badany | IC;+SD [uM]
48 godzin dA-CLB 533+1,61*
CLB 11,38 + 3,08
HL 60
dA-CLB 1,04 £ 0,15*
96 godzin
CLB 6,31 £ 0,94
dA-CLB 1,63+0,13*
48 godzin
CLB 4,36 + 0,41
MOLT 4
dA-CLB 0,95 + 0,24*
96 godzin
CLB 4,40+ 0,70
dA-CLB 4,53 £ 0,70*
K562 96 godzin
CLB 12,39 £ 2,46

HL60 — ostra biataczka promielocytowa, MOLT4 — ostra biataczka T-komorkowa
limfoblastyczna, K562 - przewlekta biataczka szpikowa, ICs, — stezenie hamujace wzrost
hodowli komorkowej 0 50%. * - p< 0,01 w porownaniu z odpowiednig wartoscia dla
komérek inkubowanych z niezestryfikowanym CLB (test t-Studenta).
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Ryc. 24. Przezywalnos¢ komorek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z 2CdA-CLB, 2CdA, CLB lub réownomolarng mieszaning 2CdA i CLB.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD (n=4). * - wartosci roznigce sie

w sposob znamienny statystycznie (p< 0,01, test Dunnetta) od odpowiednich wartosci
dla 2CdA-CLB.
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Ryc. 25. Przezywalno$¢ komorek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z 2CdA-LA, 2CdA, LA lub réwnomolarng mieszaning 2CdA i LA. Wyniki
przedstawiono jako wartosci Srednie £+ SD (n=4). * - wartosci réznigce sie w sposob
znamienny statystycznie (p< 0,01, test Dunnetta) od odpowiednich wartosci dla

2CdA-LA
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Ryc. 26. Przezywalno$¢ komérek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z dA-CLB, dA, CLB lub rownomolarng mieszaning dA i CLB. Wyniki
przedstawiono jako wartosci srednie £ SD (n=4). * - wartosci réznigce sie w sposoéb
znamienny statystycznie (p< 0,01, test Dunnetta) od odpowiednich wartosci dla dA-CLB.
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Ryc. 27. Przezywalno$¢ komérek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z dA-LA, dA, LA lub rébwnomolarng mieszaning dA i LA. Wyniki
przedstawiono jako wartosci srednie £ SD (n=4).

56



Y\Iyniki 57

50 500 5000

stezenie [nM]

stezenie [nM]

Ryc. 28. Przezywalnos¢ komoérek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z 2CdA oraz preparatami estrowymi kladrybiny z PHB (AK1, AK2).
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD (n=4). * - warto$¢é réznigca sie

w sposob znamienny statystycznie (p< 0,01, test Dunnetta) od odpowiedniej wartosci dla
AK1.
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Ryc. 29. Przezywalno$¢ komérek HLB0 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z CLB lub dA-CLB. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD
(n=4).

58



Wyniki

Ryc. 30. Przezywalno$¢ komérek MOLT4 eksponowanych przez 48 (panel A) lub 96
godzin (panel B) z CLB lub dA-CLB. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD
(n=4).

59
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Ryc. 31. Przezywalno$¢ komoérek K562 eksponowanych przez 96 godzin z CLB lub
dA-CLB. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD (n=4).

60



Dyskusja 61

5. DYSKUSJA

Przedmiotem niniejszej rozprawy jest ocena wybranych wtasciwosci kilku nowych
estrowych pochodnych nukleozydéw purynowych, 2’-deoksyadenozyny (dA) i jej
cytotoksycznej pochodnej 2-chloro-2'-deoksyadenozyny (2CdA), pod katem celowosci
dalszego ich rozwijania jako lekéw przeciwbiataczkowych i przeciwnowotworowych.
Badaniami objeto estry dA i 2CdA z niskoczasteczkowymi kwasami organicznymi
(kwasem -liponowym — LA, oraz chlorambucylem — CLB), oraz preparaty zawierajace
estry 2CdA z kwasem organicznym o charakterze polimeru (kwas poli(R,S-B-
hydroksymastowy) — PHB). Wszystkie badane estry odpowiadajg definicji proleku
przytoczonej we wstepie (zob. rozdz. 1.2, str. 15). Podkresli¢ jednak nalezy, ze
niskoczasteczkowe kwasy organiczne LA i CLB majg zasadniczo odmienne wtasciwosci
fizykochemiczne i farmakologiczne niz PHB. Mianowicie wg danych literaturowych
zarowno CLB, jak LA wykazujg (choé¢ ten drugi dopiero w stosunkowo wysokich,
milimolarnych stezeniach) wtasciwosci cytotoksyczne. Natomiast ani PHB, ani koncowy
produkt jego hydrolizy, kwas B-hydroksymastowy (R lub S), nie sg cytotoksyczne.
Przeciwnie, w ukfadach doswiadczalnych bedacych modelami pewnych schorzenh
neurodegeneracyjnych  (choroba  Parkinsona, choroba  Alzheimera) kwas
-hydroksymastowy wykazywat witasciwosci cytoprotekcyjne [96; 171]. Jest wiec
oczywiste, ze synteza estrow dA i 2CdA z LA i CLB miata odmienne przestanki, niz
synteza estrowych koniugatéw 2CdA z PHB. W zwiazku z tym wyniki dotyczace estrow
z CLB i LA oraz estréw z PHB s3 dyskutowane oddzielnie.

5.1. Estry dA i 2CdA z niskoczasteczkowymi, cytotoksycznymi kwasami

organicznymi

Przestanka dla syntezy estréw ztozonych z nukleozyddw purynowych i niskoczastecz-
kowych cytotoksycznych kwaséw karboksylowych byta hipoteza robocza dotyczaca ich
przypuszczalnych przemian w komodrkach docelowych, tj. komérkach wykazujacych
wysoka aktywnosé enzymdw kinazy deoksycytydynowej (dCK) i/lub dezaminazy
adenozynowej (ADA). Koncepcja ta jest przedstawiona na Ryc. 8 (str. 20). Zaktada ona,
ze estry te wewnatrz komérek ulegajg enzymatycznej hydrolizie katalizowanej przez
esterazy, a nastepnie jeden z produktéw hydrolizy, a mianowicie nukleozyd, jest z tego
srodowiska usuwany - w przypadku 2CdA przez tréjstopniowa fosforylacje,
a w przypadku dA takze przez dezaminacje. Usuwanie z wnetrza komérki jednego
z produktow hydrolizy estru powinno prowadzi¢ do akumulacji w tym $rodowisku
drugiego produktu - cytotoksycznego kwasu organicznego - i potegowaé jego

cytotoksycznosé.
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Nalezy jednak zauwazyé, ze aby ester nukleozydu zachowywat sie zgodnie
z hipoteza robocza, musi by¢ spetniony szereg warunkow: 1. ester musi by¢ efektywnie
pobierany przez komoérki docelowe, 2. jego hydroliza w  $rodowisku
wewnatrzkomoérkowym sprzezona musi by¢ z usuwaniem nukleozydu przez reakcje
fosforylacji (w przypadku 2CdA) i/lub dezaminacji (w przypadku dA), oraz 3. kwas
organiczny uwolniony z estru musi wywiera¢ wptyw cytotoksyczny na komaorki. Warunki
te za$ z réznych powoddéw moga nie byé spetnione. Dla przyktadu, ester nie bedzie
efektywnie pobierany przez komérki docelowe, jesli jest bardzo niestabilny w $rodowisku
wodnym, badz jesli nie bedzie mogt dotrze¢ do komérek z innych przyczyn. Ta druga
sytuacja mogtaby nastapi¢ wowczas, gdy ester co prawda nie podlega spontanicznej
hydrolizie, ale jest tak podatny na hydrolize enzymatyczng, ze zostanie roztozony przez
esterazy zawarte w osoczu krwi, w watrobie badz w innych tkankach wczeséniej, niz
wejdzie do komérek docelowych. Do akumulacji kwasu organicznego w komérkach po
hydrolizie estru nie dojdzie réwniez, gdy kwas (lub jego metabolity) bedzie (beda)
z wnetrza komorki szybko usuwany(e). Z kolei gdyby hydroliza estru nastepowata
w innym przedziale komérkowym niz ten, w ktérym znajduja sie wewnatrzkomérkowe
enzymy fosforylujgce 2CdA czy enzym dezaminujacy dA, to nie dochodzitoby do
wewnarzkomérkowej akumulacji 2CdA w formie fosforanéw czy do usuwania dA przez
dezaminacje — a przeciez to te procesy warunkujg zwiekszony naptyw kwasu do
komérek docelowych. Wreszcie, uwolniony z nukleozydu kwas karboksylowy mogiby nie
by¢ cytotoksyczny lub byé mniej cytotoksyczny wobec komérek docelowych ze wzgledu
na jednoczesne dziatanie uwolnionego réwnolegle nukleozydu powodujace antagonizm
efektow cytotoksycznych.

Dla bezposredniego sprawdzenia hipotezy o zwiekszonym wychwycie sktadnikéw
estru w poréwnaniu do substancji macierzystych przez komérki limfoidalne nalezatoby
wykona¢ doswiadczenia z ekspozycjg komoérek na réwnomolowe ilosci znakowanego
radioaktywnie estru lub znakowanych radioaktywnie zwigzkdéw macierzystych. Jesli
hipoteza robocza jest prawdziwa, w komérkach inkubowanych z radioaktywnym estrem
nastapitaby wieksza akumulacja radioaktywnosci. Jednak radioaktywnie znakowane
estry dA i 2CdA z LA i CLB nie byly dostepne. W zwiazku z tym wykonano
eksperymenty, ktére mialy w sposéb posredni charakteryzowaé¢ gromadzenie
w komorkach nukleozyddw uwolnionych z estrow. Eksperymenty te polegaty na badaniu
wplywu inkubacji komérek z estrami lub ich substancjami macierzystymi na wychwyt
radioaktywnych macierzystych nukleozydéw (dA i 2CdA).

Aby zaplanowa¢ czas trwania tego rodzaju do$wiadczen, w pierwsze] kolejnosci
ustalono, przez jaki czas komérki inkubowane z radionukleozydem bedg go gromadzi¢.
W tym celu komérki KJKO i HL60 inkubowano z [8-'“C]2CdA i w 10-cio minutowych
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odstepach wyznaczano zgromadzong w nich radioaktywnos¢. Kinetyki wychwytu
radionukleozydu przez nowotworowe i nienowotworowe komorki (Ryc. 21, str. 48)
wykazaty, ze proces ten osiaga stan zblizony do réwnowagi po ok. 45 minutach.
W zwigzku z powyzszym dalsze doswiadczenia przeprowadzano w czasie
ograniczonym do 40 min.

W kolejnych doswiadczeniach komorki preinkubowano z 1 M roztworami substancji
badanych (estrow lub ich zwigzkéw macierzystych) i nastepnie dodawano znakowany
radioaktywnie macierzysty nukleozyd, Ilub wspdtinkubowano z mieszaninami
zawierajacymi 1 M substancji badanych i radionukleozyd. Przyjeto, ze wychwyt
radionukleozydu bedzie tym mniejszy, im szybciej transportowany jest do wnetrza
komoérek nieradioaktywny ester lub zwigzek macierzysty. Okazato sie, ze krotka (10
min.) preinkubacja komorek MOLT4 z dA-CLB w obecnoéci inhibitora ADA zmniejszata
wychwyt [8-"“C]JdA (p<0,01), podczas gdy substancje macierzyste tego zwiazku (ani
oddzielnie, ani w réwnomolarnej mieszaninie) nie miaty na ten proces wptywu (Ryc. 22,
panel B, str. 49). Uzyskane wyniki sugerowaty dwie mozliwosci: albo kontakt komoérek
z dA-CLB stopniowo blokuje lub unieczynnia biatka transportujgce nukleozyd (np.
alkilujgc je), albo ester jest szybciej niz dA transportowany do wnetrza komorek. Jednak
dA jest wytwarzana wewnatrz komorek de novo i alkilacja biatka transportujacego
nukleozyd w niewielkim zapewne stopniu wptynetaby na ich przezywalno$¢. Ester
dA-CLB nie bylby wiec znacznie bardziej cytotoksyczny od niezestryfikowanego CLB,
atak wtasnie okazato sie w dalszych eksperymentach (Ryc. 26, str. 55). Bardziej
prawdopodobna jest zatem druga ewentualno$¢, szybsze wchodzenie estru do wnetrza
komérek. Podobnie mozna zinterpretowa¢ wyniki eksperymentéw, w ktorych linie
komérkowe wspétinkubowano z [8-'*C]nukleozydem i estrem CLB lub radionukleozydem
i odpowiednim niezestryfikowanym nukleozydem. Okazato sie, ze dA-CLB istotnie silniej
hamowat akumulacje radioaktywnosci “C przez komérki MOLT4, niz przez komérki linii
HLB0 i komoérki KIKO. Na dodatek, ester dA-CLB istotnie silniej hamowat wychwyt
radioaktywnosci przez komérki MOLT4 niz niezestryfikowana dA (Ryc. 23, panel A, str.
50). Interesujace jest przy tym, ze wyniki doswiadczeh z estrem 2CdA-CLB
i radioaktywng 2CdA (Ryc. 23, panel B, str. 50) byty podobne do wynikéw doswiadczen
z estrem dA-CLB i radioaktywng dA — cho¢ z punktu widzenia toksycznosci jedynie
ester CLB zachowywat sie zgodnie z hipoteza robocza.

Pomiary toksycznosci badanych zwigzkow wobec komérek MOLT4 wykazaty, ze
cytotoksycznos¢ estru 2CdA-LA po inkubacji 96-godzinnej jest poréwnywalna
z cytotoksycznoscia rownomolarnej mieszaniny 2CdA i LA, podczas gdy po inkubacji
48-godzinnej jest znamiennie mniejsza (w zakresie stezen 0,5-5 uM; zob. Ryc. 25, str.

54). Natomiast zarowno ester dA-LA, jak i rownomolarna mieszanina dA i LA nie sg dla
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komoérek w badanym zakresie stezen (5 nM-5 pM) toksyczne (Ryc. 27, str. 56). Z kolei
0,5uMi 5 stezenia 2CdA-CLB byty bardziej cytotoksyczne od takich samych stezen
CLB dla obu czaséw inkubacji, ale w doswiadczeniu 48-godzinnym réwnomolarna
mieszanina 0,5 uM 2CdA i CLB byta bardziej cytotoksyczna od takiego samego stezenia
estru (Ryc. 24, str. 53). Ten ostatni wynik sugeruje, ze zamiast oczekiwanego
synergizmu lub addytywno$ci cytotoksycznych efektéw 2CdA i CLB uwalnianych z estru,
wewnatrz komérek zachodzg interakcje “ostabiajgce” cytotoksyczne efekty przynajmniej
jednego, a by¢ moze obu lekéw i prowadzace do ich antagonizmu. Jedynie ester
dA-CLB okazat sie bardziej toksyczny od macierzystego kwasu karboksylowego — i to
mimo, ze mieszanina dA i CLB nie byta bardziej cytotoksyczna od samego CLB (Ryc.
26, str. 55). Zresztg, zgodnie z przewidywaniami, sama dA nie wykazywata
toksycznosci wobec komoérek limfoidalnych — wieksza cytotoksyczno$¢ estru dA-CLB
w poréwnaniu do samego CLB nie jest wiec wynikiem synergizmu pomiedzy skfadnikami
estru.

Réznice pomiedzy wynikami doswiadczeh z estrami LA i estrami CLB wynikajg
zapewne z réznych mechanizmoéw dziatania tych dwdch kwaséw karboksylowych na
komorki. Donoszono, ze LA aktywuje apoptoze komoérek biataczkowych, ale efekt ten
miat miejsce dopiero przy stezeniach milimolarnych [122; 178]. By¢ moze poziom LA
w komérkach, mimo dziatania mechanizmu zgodnego z hipotezg robocza, nie osiggat
stezen milimolarnych. Mogto przeciez dochodzi¢ do usuwania z komoérek wolnego LA,
np. na drodze biernej dyfuzji. Niewykluczone, ze podczas inkubacji z estrami dA-LA czy
2CdA-LA stezenie LA wewnatrz komérek osiagato wartosci nie milimolarne, lecz
mikromolarne — a to mogtoby wyjasniaé, dlaczego ester 2CdA-LA byt mnigj
cytotoksyczny od ekwimolarnej mieszaniny jego substancji macierzystych (2CdA i LA).
Wykazano bowiem, ze mikromolarne stezenia LA nie sa cytotoksyczne, lecz
cytoprotekcyjne - zapobiegajg apoptozie stabilizujagc btony lizosomalne [129],
przywracajg prawidtowe funkcje ludzkich komérek jednojadrzastych izolowanych z krwi
obwodowej pacjentéw chorych na nowotwory zto$liwe [111], oraz powodujg wzrost
stezeniatioli wewnagtrzkomorkowych (np. GSH), chronigc komérki przed apoptozg [162].
Natomiast jesli chodzi o CLB, to jego wtasciwosci alkilujace sprawiaja, ze zwigzek ten
wchodzi w reakcje chemiczne ze sktadnikami réznych struktur komoérkowych i jest
toksyczny wobec komorek nowotworowych juz w stezeniach > 1 M (zob. rozdz. 1.4.2,
str. 22). Ponadto, nawet jesli CLB (lub jego metabolity) ulegatyby usuwaniu z komoérki,
nie zapobiegtoby to ich toksycznemu oddziatywaniu. Stopieh zniszczenia wnetrza
komoérki decydujgcy o cytotoksycznosci estru moze bowiem by¢ proporcjonalny nie do

réwnowagowego stezenia uwolnionego z estru CLB (i jego metabolitéw) w Srodowisku
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wewnatrzkomorkowym, lecz do wielkosci ,strumienia” CLB ktéry ,przeptywa” przez
komorki podczas ich ekspozycji na lek.

W wielu eksperymentach klinicznych obserwowano dobre wyniki sekwencyjnego lub
jednoczesnego podawania kladrybiny i leku alkilujgcego (zwykle stosowano
cyklofosfamid) [101; 118; 144; 145; 147, 169]. Z tego wzgledu potaczenie wigzaniem
estrowym kladrybiny i chlorambucylu wydawato sie pomystem szczegélnie atrakcyjnym.
Chlorambucyl przechodzi przez btony komérkowe na drodze dyfuzji biernej, natomiast
2CdA jest transportowany za pomocg biatek transportujacych nukleozydy, a wewnatrz
komoérek limfoidalnych podlega fosforylacji. Po podaniu do zawiesiny komoérek
rownomolarnej mieszaniny 2CdA i CLB sumaryczne wewnatrzkomérkowe stezenie
2CdA i jej fosforandéw powinno by¢ wielokrotnie wieksze niz stezenie rownowagowe
CLB. Natomiast podanie do zawiesiny komoérek estru 2CdA-CLB, gdyby jego hydroliza
zachodzita dopiero wewnatrz komorki, powinno skutkowac¢ podobnym lub zblizonym
wewnatrzkomérkowym uwalnianiem obu sktadnikéw estru. Nawet biorgc pod uwage
hipotetyczny proces usuwania CLB z komérki, ,strumien” CLB ktory ,przeptynat’ przez
komorki podczas ich ekspozycji na ester i tak powinien by¢ wielokrotnie wigkszy, niz po
ekspozycji na niezestryfikowany CLB. Mozna byto wiec oczekiwa¢, ze 2CdA-CLB bedzie
bardziej cytotoksyczny od mieszaniny macierzystych lekéw, a juz na pewno bardziej
cytotoksyczny od kazdego z nich. Tymczasem wyniki do$wiadczen, w ktérych
porownano cytotoksycznos¢ estru 2CdA-CLB i jego substancji macierzystych wobec
hodowli komérkowych, w zaskakujacy sposob nie potwierdzity tych przewidywan.

Uprzednio opublikowano kilka doniesien o toksyczno$ci wobec komorek
biataczkowych 2CdA i CLB stosowanych sekwencyjnie lub réownoczesnie. Jedno z nich
dotyczyto sekwencyjnej ekspozycji limfocytow izolowanych z krwi pacjentéw chorych na
przewlekitg biataczke limfatyczna, na CLB i 2CdA. Komérki te inkubowano najpierw
z CLB przez 6 godzin, a nastepnie z 2CdA przez 18 godzin lub odwrotnie, najpierw
przez 18 godzin z 2CdA a potem przez 6 godzin z CLB. W wigkszosci (10/12) badanych
przypadkéw odpowiedz cytotoksyczna mierzona po 72 godz. od zakohczenia ekspozycji
na drugi lek byta kilkukrotnie (od 2,3 do 7,5 raza) wieksza niz odpowiedz na kazdy z tych
lekéw oddzielnie, ale tylko wéwczas, gdy komérki eksponowano najpierw na CLB,
a nastepnie na 2CdA. Ustalono, ze zjawisko to nie byto zwigzane ani z aktywacjg
proceséw naprawy DNA i zwiekszong inkorporacjg 2CdA do DNA komoérek uprzednio
eksponowanch na CLB, ani z hamowaniem w tych komérkach proceséw reperacji DNA
przez 2CdA [10]. W innej pracy [28] interakcje miedzy 2CdA i CLB badano inkubujgc
izolowane od pacjentow komorki przewlektej biataczki limfatycznej z CLB i 2CdA
jednocze$nie. W 34,8% kombinacji roznych dawek obu lekéw uzyskano synergizm,

aw 157% - efekt addytywny. W potowie przypadkéw obserwowano jednak brak
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addytywnosci, badz nawet antagonizm 2CdA i CLB. Mniejszg toksyczno$s¢ mieszaniny
2CdA i CLB w poréwnaniu do toksycznosci samego 2CdA zaobserwowano réwniez
w hodowlach komérek ludzkich chtoniakéw SUDHL-4 i SUDHL-6 [85].

Jedna z przyczyn antagonizmu pomiedzy CLB i 2CdA moze by¢ alkilujace dziatanie

CLB na enzymy komoérkowe, w tym w szczegolno$ci na enzymy fosforylujace nukleozyd.
Jesli po podaniu estru 2CdA-CLB dochodzi do akumulacji CLB wewnatrz komérek badz
do zwiekszenia ,strumienia” CLB przeptywajacego przez komérki, to moze dochodzié¢
réwniez do wiekszej inaktywacji tych enzymoéw, a woéwczas cytotoksyczna akumulacja
2CdA w postaci fosforandéw bytaby mniejsza niz po ekspozycji komérek na samo 2CdA.
Inng mozliwa przyczyng tego zjawiska moze by¢ uszkodzenie przez lek alkilujacy biatek
enzymatycznych zaangazowanych w proces apoptotycznej Smierci kombrek
zachodzace] w odpowiedzi na kladrybine. Ze wzgledu na popularno$é¢ lekow
alkilujgcych (przede wszystkim cyklofosfamidu) w wielolekowych schematach terapii
biataczek zagadnienie to powinno by¢ przedmiotem dalszych badan.
Wyniki eksperymentéw, w ktorych dA-CLB okazat sie bardziej toksyczny od samego
CLB wobec komérek MOLT4, byly przestanka do zbadania toksycznosci tego zwigzku
wobec innych linii komorkowych. Wartosci I1Cso dla dA-CLB i CLB dla trzech badanych
linii (MOLT4, HL60 i K562, Ryc. 29-31, str. 58-60; Tab. IV, str. 52) wskazuja, ze we
wszystkich przypadkach ester ten jest bardziej cytotoksyczny od macierzystego kwasu
karboksylowego. Dalszym potwierdzeniem tych obserwacji sgq wyniki doswiadczeh
wykonanych przez zespot prof. Vilpo z Uniwersytetu w Tampere, w Finlandii (dane
zawarte w zgtoszeniu patentowym PL368093, [77]) na liniach komdrkowych kilku
nowotworow hematologicznych, a mianowicie ostrej biataczki szpikowej (KG-1), ostrej
biataczki limfatycznej z komérek T (CEM i MOLT-3), biataczki wtochatokomérkowej
(Jok-1) i ostrej biataczki limfatycznej z komérek B (BALL). Hodowle komorkowe
eksponowano na rézne stezenia CLB lub dA-CLB przez 72 godziny, a przezywalno$¢é
komorek po uptywie tego czasu mierzono przy pomocy testu wykluczania barwnika
Trypan blue. Wartosci ICg, czyli stezenia hamujace wzrost komérek o 80% zestawione
sa w Tab. V. Wyrazona w mikromolach warto$¢ ICg, dla estru dA-CLB byta nizsza niz
ICgo dla CLB dla wszystkich badanych linii komérkowych, przy czym najwieksza wartos¢
ICgo zanotowano dla komorek ostrej biataczki szpikowej KG-1.

Przedstawione powyzej wyniki eksperymentow in vitro sktaniajg do wniosku, ze ester
dA-CLB jest zwigzkiem o korzystniejszych witasciwosciach farmakologicznych niz
niezestryfikowany CLB — gdyz jest, w przeliczeniu na stezenie molowe, bardziej
toksyczny wobec komoérek nowotworowych. Jednak kilkukrotnie silniejsze dziatanie estru

dA-CLB w poréwnaniu z samym CLB na linie komorkowe in vitro nie moze byé uznane



Dyskusja 67

Tabela V. Wartosci ICg dla CLB i dA-CLB wyznaczone na podstawie doswiadczen na
hodowlach komérkowych.

. , ICgo (UM)

Linia komoérkowa CLB dA-CLB
CEM 10 7.1
Jok-1 25 83
KG-1 27 9.8

MOLT-3 7,0 2.3
BALL 8,0 4.5

za gwarancje wyzszej skutecznosci przeciwnowotworowej tej postaci chlorambucylu in
vivo. Estrowy prolek chlorambucylu moze bowiem w organizmie ulegaé¢ szybkiej
hydrolizie katalizowanej przez powszechnie wystepujace w organizmach ssakéw
esterazy (karboksylesterazy). Znaczaca aktywnos¢ esteraz wystepuje w wielu tkankach:
w nerkach, jelicie cienkim, skorze, miesniach, ptucach, a takze w osoczu i w komdrkach
krwi. Najwieksza aktywnosc¢ tych enzymow wystepuje w watrobie i uwaza sie, ze proleki
estrowe sg hydrolizowane gtéwnie w tym narzadzie [90; 156]. Wyniki wykonanych
w niniejszej pracy eksperymentédw z pomiarami tempa hydrolizy wskazuja, ze ester
dA-CLB jest stosunkowo wolno (np. wolniej niz estry dA-LA i 2CdA-LA; por. Ryc. 16
i 17, str. 41-42) hydrolizowany przez esterazy osocza krwi, jest natomiast znacznie
szybciej rozktadany przez esterazy obecne we wnetrzu komoérek limfoidalnych.
Jednakze aktywno$¢ esterazy w watrobie jest znacznie wyzsza niz w osoczu i wyzsza
niz w limfocytach. Nie jest wiec wykluczone, ze po podaniu do organizmu ester dA-CLB
ulegnie hydrolizie (np. w watrobie) szybciej, niz zdota osiagnaé komérki docelowe.
W takim zas przypadku toksycznos¢ estru dA-CLB in vivo bytaby identyczna jak
toksycznos¢ niezestryfikowanego chlorambucylu i dalsze badania nad wtasciwosciami
tej substancji bytyby nieuzasadnione.

Aby wykluczy¢ (lub potwierdzi¢) te mozliwo$¢, porownano toksyczno$¢ ostra estru
2CdA-CLB i niezestryfikowanego CLB. Badania przeprowadzone zostaty na dojrzatych
samicach myszy szczepu BALB/c w Instytucie Przemystu Organicznego w Pszczynie.
Testowane zwigzki podawano dootrzewnowo w postaci roztworéw, w DMSO. Wartosci
LDso (obliczone metodg regresji logarytmiczno-probitowej) wyniosty 159 umol/kg m.c. dla
CLB i 188 umol/kg m.c. dla dA-CLB (p<0,05). Oznacza to, ze wolny chlorambucyl jest
molowo bardziej toksyczny, niz jego ester z 2'-deoksyadenozyna. Co wiecej, u zwierzat,
ktorym  podawano CLB, wystepowaty drgawki (ktére sa wyktadnikiem
neurotoksycznosci), natomiast tego objawu nie stwierdzono u zwierzat, ktérym
podawano dA-CLB [195]. Warto wspomnieé, ze inny prolek chlorambucylu, a mianowicie

koniugat CLB z poliamina, spermidyna, byt co prawda 2 do 3 razy bardziej toksyczny
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wobec limfocytéw, ale jego neurotoksycznos$¢ byta dziesieciokrotnie wyzsza niz
neurotoksyczno$¢ wolnego CLB [184].

Czy warto kontynuowac badania nad estrem dA-CLB? Czy substancja ta ma szanse
stac sie klinicznie uzytecznym lekiem? Nie jest to przeciez jedyny prolek chlorambucylu,
jaki zostat zsyntetyzowany i poddany ocenom w badaniach przedklinicznych.
Przeciwnie, takich prolekéw byto bardzo wiele — ale zaden z nich (z jednym mato
znaczacym wyjatkiem, ktorym jest preparat prednimustyna, patrz nizej) nie zostat
zarejestrowany jako lek.

Doniesienia o syntezie pochodnych CLB, ktére miaty mie¢ stabsze dziatania
niepozadane niz CLB i/lub by¢ efektywniej pobierane przez komérki docelowe pojawity
sie juz w latach 70-tych. W 1972r. zsyntetyzowano koniugaty CLB z przeciwciatami
przeciwko powierzchniowym antygenom nowotworowym (ang. tumor-associated
antigens), ktore wystepujg w duzej ilosci na powierzchni komérek nowotworowych —
okazaty sie one jednak nieprzydatne ze wzgledu na niezadowalajacg powtarzalnosc
syntez [60; 61]. Udoskonalenie syntez pozwolito uzyskaé koniugaty, ktére wykazywaty
swoisto$¢ i byly bardziej cytotoksyczne in vitro od substancji macierzystych [11; 176],
aich toksycznos¢ obwodowa byta mniejsza od toksycznosci samego CLB [164; 165].
Pod koniec lat 90 zsyntetyzowano koniugaty CLB z niektorymi biatkami wystepujgcymi
naturalnie u cztowieka, albuming i transferyng. Byly one testowane na liniach
komorkowych biataczki (MOLT4) iraka piersi MCF-7, i okazato sie, ze ich aktywnos¢
przeciwnowotoworowa byta kilku-kilkunastokrotnie wyzsza od aktywnosci samego CLB,;
badania na myszach wykazaty ponadto mniejszg toksyczno$¢ obwodowg tych
zwigzkéw w pordéwnaniu z toksycznoscig CLB [15; 100].

Do syntezy prolekbw CLB wykorzystano takze proste zwigzki alifatyczne
i aromatyczne. W doswiadczeniach na szczurach stwierdzono, ze okres pottrwania
takich pochodnych w osoczu krwi byt krétszy, niz okres péttrwania CLB i byty one mniej
aktywne przeciwnowotworowo [74]. W przypadku tert-butylowego estru CLB uzyskano
jednak kilkukrotnie silniejszg penetracje zwigzku przez bariere krew-mézg w poréwnaniu
do CLB, co skionito badaczy do zaproponowania uzycia tego zwigzku w terapii
nowotworow mozgu [73]. Nastepnie zsyntetyzowano szereg pochodnych CLB
z nienasyconymi  kwasami tluszczowymi, m. in. z kwasem arachidonowym.
W doswiadczeniach na hodowlach komoérkowych zaobserwowano, ze aktywnos¢
przeciwnowotworowa tych zwigzkéw byta rowna Ilub wyzsza od aktywnosci
przeciwnowotworowej CLB. Stwierdzono réwniez, ze zwigzki te byly bardziej wybiorcze
w swoim dziataniu, tzn. cechowaly sie mniejszg toksycznoscig wobec komorek
normalnych [3].
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Do konstruowania prolekowych pochodnych CLB uzywano réwniez substancji, ktére
sg selektywnie wychwytywane przez komoérki nowotworowe. Przyktadem takich prolekow
sq koniugaty CLB z cukrami [89], proling [18; 19], cyklicznymi peptydami [163] lub
pochodnymi glicerolu [59]. Zwigzki te, np. wspomniany juz koniugat CLB ze spermidyng
[184], byly niekiedy bardziej toksyczne od samego CLB wobec komorek
nowotworowych, ale ich dziatania niepozadane in vivo bywaty rowniez znacznie
silniejsze.

Inng grupe prolekédw uwalniajacych CLB stanowity koniugaty CLB z glikolem
polietylenowym (PEG) o réznej dtugosci fancucha. Aby poprawic¢ selektywnos$¢ dziatania
takich koniugatéow, do drugiego konca tancucha PEG przytgczano sulfadiazyne -
substancje, ktéra ulega wybiorczej akumulacji w niektérych typach nowotworéw.
Doéwiadczenia in vitro i in vivo wykazaty wyzszo$¢ takich koniugatéw nad zwigzkami
niezawierajacymi reszty sulfadiazynowe;. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa
pegylowanych postaci CLB okazata sie jednak stabsza od aktywnosci wolnego CLB [92].

CLB wigzano réwniez chemicznie z substancjami o aktywnos$ci przeciwnowotworowej
badZz hormonalnej. Sposrod kilkunastu zbadanych zwigzkéw CLB z pochodnymi
antrachinowymi, osiem byto bardziej toksycznych od CLB wobec komoérek mysiej
biataczki L1210, a dwa okazaty sie by¢ réwniez bardziej aktywne od zwigzkéw
macierzystych wobec komérek mysiego migsaka S-180 in vivo [93]. Takze jeden
z estréow chlorambucylu z paclitaxelem byt bardziej toksyczny wobec komoérek mysiego
raka ptuc M109 in vivo niz ktérykolwiek z lekéw macierzystych lub ich mieszanina [192].
Wsrod  “dwufunkeyjnych” pochodnych CLB znalazly sie takze zwigzki tego leku
z hormonalnie czynnymi steroidami. Co ciekawe, to spos$rdéd nich pochodzi ester
prednizolonu i CLB (INN: prednimustine) bedacy jedynym lekiem, ktory przeszedt
pomysinie badania kliniczne [24; 117] i znalazt ograniczone zastosowanie kliniczne w
monoterapii lub kombinacji zinnymi lekami, wleczeniu niektérych chordb
hematoonkologicznych [86].

Opisane w literaturze naukowe] pochodne chlorambucylu byty wiec bardzo
réznorodne i niejednokrotnie wysoce oryginalne pod wzgledem koncepcji syntezy,
budowy chemicznej, oraz wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych. Jednakze,
z wyjatkiem wspomnianej powyzej prednimustyny, zadna z nich nie zostata dotychczas
zarejestrowana jako lek. By¢c moze prace nad niektérymi z wspomnianych powyzej
rozwigzan trwaja nadal, a nad innymi zostaty przerwane z przyczyn pozamerytorycznych
(np. brak ochrony patentowej). Pojawiaja sie jednak ciagle publikacje opisujace kolejne
proleki chlorambucylu, co wskazuje, ze ,doskonalenie” tego leku nadal uwazane jest za
kierunek badawczy mogacy przynies¢ praktycznie uzyteczne rozwigzania. W tym

kontekscie podkresli¢c nalezy, ze badany w niniejszej pracy 5’-O-ester dA-CLB nie jest
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podobny do zadnych dotychczas znanych rozwigzan. Jedynymi opisanymi dotychczas
zwigzkami dA iCLB sa addukty tworzace sie podczas ich wspdtinkubacji
w fizjologicznym pH, ale powstajg one w wyniku reakcji CLB z atomami azotu (N1, N3,
N6, N7) pierscienia purynowego dA [53] — a wiec sg strukturalnie zupetnie odmienne.
Woparciu o wyniki oméwionych powyzej badan cytotoksycznosci wobec linii
komaérkowych in vitro i tokszycznosci ostrej in vivo 5’-O-ester dA i CLB zostat zgtoszony
do patentu [77]. Odpowiedz na pytanie o jego przyszto$¢ jako leku przynie$é mogag

jedynie dalsze badania na modelach in vivo, a potem — ewentualnie — badania kliniczne.

5.2. Estry 2CdA z polimerem kwasu (R,S)-3-hydroksymastowego

Chromatograficzna analiza preparatow AK1 i AK2 wykazata, ze kazdy z nich byt
mieszaning wielu sktadnikéw réznigcych sie czasami retencji. Roznice te
prawdopodobnie wynikaja z réznej liczby meréw (R,S)- -hydroksymaslanu w tancuchu
polimerowym. W chromatogramach obu badanych preparatéw wystepowaty bowiem piki
o podobnych czasach retencji, a roznice dotyczyty ilosciowego udziatu poszczegéinych
sktadnikow w mieszaninie (Ryc. 15, str. 38). Zastosowany w ukfadzie
chromatograficznym detektor nie pozwolit na ustalenie ewentualnej obecnosci
w preparatach AK1 i AK2 tancuchdéw PHB niezawierajgcych nukleozydu, gdyz sam PHB
nie wykazuje istotnej absorbancji w zakresie UV. Stopien zanieczyszczenia badanych
preparatow tancuchami niezawierajacymi nukleozydu mozna jednak ustalié poréwnujac
$rednig dtugos¢ taricucha wyznaczong przy pomocy metody GPC (ktéra nie uwzglednia
réznicy pomiedzy taricuchami zakoniczonymi i niezakonczonymi nukleozydem), a $rednig
diugosé tancucha wyznaczong w niniejszej pracy w oparciu o wyniki
spektrofotometryczne. Dos¢é dobra zgodnos¢ obu ocen (zob. Tab. I, str. 37) pozwala
sgdzi¢, ze zanieczyszczenie to nie byto duze.

Przebieg hydrolizy AK1 i AK2 przez esteraze watrobowg pozwala wykluczyé, ze
szczegolnie podatne na hydrolize sg wigzania estrowe miedzy 2CdA, a tancuchem PHB.
Gdyby to wtasnie wigzanie preferencyjnie ulegato hydrolizie, wysokos$ci poszczegdlnych
pikédw chromatogramu obnizatyby sie rownomiernie. Tymczasem w ciggu pierwszych 6-8
godzin hydrolizy obserwowano wzrost udziatu sktadnikow o krétszych czasach retenc;i
(zapewne estrow o krétszych tancuchach) kosztem sktadnikdw o dtuzszych czasach
retencji (przypuszczalnie estrow o dtuzszych tafncuchach) (Ryc. 20, str. 45). Zachodzacy
w tym samym czasie wzrost udziatu niezestryfikowanej 2CdA w badanej mieszaninie
wskazuje, ze hydrolizie nie ulegaly wytacznie wigzania estrowe wewnatrz tancucha PHB,
ale takze wigzanie estrowe z nukleozydem. Najbardziej prawdopodobne jest, ze
wigzania estrowe na kraincach i we wnetrzu tancucha podlegaty hydrolizie z podobng

szybkoscia.
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W trakcie enzymatycznej hydrolizy preparatow AK1 i AK2 zaobserwowano na
chromatogramach pojawianie sie pikéw substancji niewykrywanych przed hydrolizg
(Tab. llI, str. 46). By¢ moze przed rozpoczeciem hydrolizy zwigzkéw tych nie byto lub ich
stezenie w roztworze byto zbyt niskie, aby algorytm analizujacy chromatogram wykryt je
lub odréznit od pikdw zwigzkéw o zblizonym czasie retencji obecnych w znacznie
wiekszej ilosci. Jest takze mozliwe, ze podczas hydrolizy tworzg sie niewielkie iloSci
substancji o charakterze oligomerdw nieliniowych (np. oligomery cykliczne). Doktadna
charakterystyka wszystkich produktéw hydrolizy badanych preparatéw polimerowych,
wymagajgca zastosowania metod analizy strukturalnej takich jak chromatografia
cieczowa ze spektrometrig masowg (LC-MS), byto poza zakresem niniejszej rozprawy.

Uwalnianie 2CdA z preparatow AK1 i AK2 pod wptywem esterazy byto o 2-3 rzedy
wielkosci wolniejsze, niz uwalnianie tego nukleozydu z estrow 2CdA-LA i 2CdA-CLB
(por. Ryc. 18 z Ryc. 16 i 17, str. 41-43). W ciggu pierwszej godziny hydrolizy z estru
2CdA-LA uwalniane byto ok. 95%, z estru 2CdA-CLB - ok. 45%, a z AK1 i AK2 — mnigj
niz 1% nukleozydu. Obserwacja ta moze by¢ czeSciowo wyjasniona przez to, ze
substratem dla hydrolizy enzymatycznej sg wigzania estrowe. Zauwazyé nalezy, ze
w przypadku estréow z kwasami niskoczgsteczkowymi stezenie molowe wigzah
estrowych jest takie samo jak stezenie molowe nukleozydu, ale w przypadku estréw
z polimerami jest ono prawie o rzad wielkosci wyzsze niz stezenie nukleozydu. Sg dwa
mozliwe wyjasnienia wolniejszej hydrolizy estréw 2CdA z tancuchami PHB w pordéwnaniu
do estrow z kwasami niskoczgsteczkowymi. Po pierwsze, jest mozliwe, ze wigzania
estrowe w tahcuchach PHB hydrolizuja znacznie wolniej niz wigzania w estrach
niskoczasteczkowych. Jednakze woéwczas nalezatoby spodziewaé sie szybkiego
przebiegu ostatniego etapu hydrolizy, a wiec rozpadu wigzania miedzy kladrybing
i kwasem -hydroksymastowym, a przeto odpowiadajacy temu estrowi pik na
chromatogramie (prawdopodobnie jest to pik nr |, zob. Ryc. 15, str. 38; Ryc. 20, str. 45;
Tab. Ill, str. 46) powinien by¢ znacznie mniejszy, niz nastepne piki. Takie zjawisko
jednak nie =zostato zaobserwowane. Wyjasnieniem alternatywnym i bardziej
prawdopodobnym jest wiec to, ze hydroliza wigzan estrowych zaréwno kladrybiny
z kwasem B-hydroksymastowym, jak i pomiedzy dwoma resztami -hydroksymaslanu
przebiega znacznie wolniej, niz hydroliza wigzan estrowych w innych badanych
W niniejszej pracy estrach.

Polimery kwasu B-hydroksymastowego sg lipofilowe, a wiec ich przytaczenie do
substancji hydrofilowej (takiej jak nukleozyd) nada jej wiasciwosci hydrofobowe.
Przytaczenie PHB doprowadzi wiec do odwrotnych efektéw, jak przytaczenie PEG
(glikolu polietylenowego), polimeru najczesciej uzywanego w farmacji do stabilizac;ji

lekéw oraz do zwiekszania ich rozpuszczalnosci w wodzie. Postawi¢ wiec mozna
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pytanie, czy koniugaty 2CdA (badz innych lekéw cytotoksycznych) z PHB moga znalez¢
jakies zastosowanie medyczne, czy tez rozwigzanie to nalezy uznac¢ za ,ciekawostke
laboratoryjng” pozbawiong praktycznego znaczenia.

Istotnie, wiele lekow (w tym cytostatykdéw) jest stabo rozpuszczalne w wodzie,
a woéwczas znaczenie praktyczne ma zwiekszanie ich hydrofilowosci. Sg jednak
rowniez sytuacje, w ktorych farmakologicznie korzystne jest zwiekszenie lipofilowosci
cytostatykow hydrofilowych. Po pierwsze, wiele typdw komérek nowotworowych
wykazuje na swojej powierzchni zwigkszong gesto$¢ receptorow dla lipoprotein LDL
[109; 186] i od ponad 20 lat prowadzone sg prace nad wykorzystaniem LDL-i do
selektywnego wprowadzania cytostatykéw oraz radiofarmaceutykéw do nowotworéw
[45-47; 49; 106]. Jednak jesli cytostatyk jest rozpuszczalny w wodzie, dla wytworzenia
stabilnego kompleksu z LDL-ami trzeba uzy¢ jego pochodnej lipofilowej [79; 113; 185].
Koniugaty z krétkotarncuchowymi polimerami PHB miatyby w tym zastosowaniu istotng
zalete, bowiem po wejsciu do komoérek docelowych uwalnianie leku z koniugatu
polimerowego zachodzitoby powoli, ze statg szybkoscia.

Po drugie, wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze ester 2CdA i PHB jest
mniej toksyczny niz macierzysty nukleozyd wobec komérek biataczkowych MOLT4 (Ryc.
28, str. 57), a wiec ta posta¢ leku nie wydaje sie interesujaca w zastosowaniach
hematoonkologicznych. Jednakze, ze wzgledu na swoje wtasciwosci fizykochemiczne,
koniugaty 2CdA i PHB moga zastugiwa¢ na kliniczne sprawdzenie w zastosowaniu do
chemoembolizacji pierwotnego raka watroby. Nowotwodr ten, zwany hepatoma,
wystepuje dos¢ czesto — corocznie na $wiecie rejestruje sie okoto 0,5-1 min nowych
przypadkow [21]. Leczenie chirurgiczne (resekcja), ukfadowa chemioterapia
i radioterapia nie majg wiekszego wptywu na przezywalno$¢ pacjentédw [20]. Czesto
stosowanym sposobem leczenia hepatomy jest tzw. chemoembolizacja. Polega ona na
podaniu do tetnicy zaopatrujacej nowotwor mieszaniny leku przeciwnowotworowego
(zazwyczaj antracykliny) i srodka zamykajacego $wiatto naczyn (ktérym zwykle jest
lipiodol, jodowany olej z nasion maku) [39; 173; 174]. W ten sposdb osigga sie
selektywne niedokrwienie okolicy guza oraz dostarcza cytostatyk do obszaréw tkanek
zajetych nowotworem. Po takim zabiegu czesto dochodzi do rozlanej nekrozy guza, ale
catkowitg remisje choroby uzyskuje sie rzadko. Chociaz u prawie 75% pacjentow
leczonych w ten sposob uzyskuje sie czesciowa lub catkowita odpowiedz na leczenie,
poprawa przezywalnosci jest niewielka [2]. Tymczasem, zgodnie z doniesieniem
Graziadei i wsp. [69], kladrybina jest bardzo silnie toksyczna wobec ludzkiej hepatomy —
jej 1Csq in vitro wobec linii HepG2 wynosi 16,7 + 0,4 nM. Nalezy takze zauwazy¢, ze po
jednorazowym podaniu rozpuszczonego W lipiodolu preparatu zawierajacego 2CdA

potaczong z polimerem PHB, takiego jak AK1 czy AK2, powinno dojs¢ do utworzenia
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wewnatrzkomérkowego depozytu estrow 2CdA-PHB, z ktérego esterazy watrobowe
uwalnia¢ powoli beda cytotoksyczny nukleozyd. Jednak, podobnie jak w przypadku
omoéwionego uprzednio estru dA z CLB, odpowiedz na pytanie o celowos$¢ klinicznego
stosowania preparatéw zawierajacych 2CdA zestryfikowang polimerami PHB przyniesé

mogaq jedynie dalsze badania doswiadczalne i kliniczne.
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6. WNIOSKI

1. Wihasciwosci fizykochemiczne preparatow 5-O-estrowych 2CdA i PHB wskazuja,
ze substancje te mogtyby by¢ przydatne jako proleki uwalniajace kladrybine w leczeniu

pacjentéw z guzami litymi o duzej aktywnosci dCK, np. z pierwotnym rakiem watroby.

2. Poréwnanie wtasciwosci fizykochemicznych, toksycznosci wobec ludzkich
biataczkowych linii komérkowych oraz toksycznosci ostrej CLB oraz 5'-O-estru dA i CLB
u myszy wskazuje, ze ester dA-CLB mogtby znalez¢ praktyczne zastosowanie, jako

prolek, w zakresie podobnym lub wiekszym od swego macierzystego cytostatyku.

3. Poréwnanie witasciwosci biologicznych (cytotoksycznosci wobec ludzkiej
biataczkowej linii komorkowej MOLT4) 5-O-estru 2CdA-CLB i jego substancji
macierzystych wskazuje na istnienie antagonizmu miedzy substancjami czynnymi
uwalnianymi wewnatrzkomérkowo z tego estru, co wydaje sie wykluczaé¢ jego

terapeutyczng przydatnos¢.

4. Szybka hydroliza 5-O-estrow 2CdA i dA z LA przez osocze krwi oraz dane
eksperymentalne wskazujgce (posrednio) na nieefektywny wychwyt tych estréw przez
komorki ludzkich linii biataczkowych, przemawiajg przeciwko uzyciu ich jako prolekow

w terapii choréb hematoonkologicznych.
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8. STRESZCZENIE

2'-Deoksyadenozyna (dA) jest naturalnym nukleozydem dostarczanym do wnetrza
komorek przez biatkowe transportery nukleozydowe. Wewnatrz komérek dA podlega
fosforylacji przez kinaze deoksycytydynowg (dCK), badz dezaminacji katalizowanej
przez dezaminaze adenozynowa (ADA). 2-Chloro-2'-deoksyadenozyna (2CdA,
kladrybina), analog dA zawierajacy w pozycji 2 pierscienia purynowego atom chloru
zamiast atomu wodoru, ulega fosforylacji podobnie jak dA, lecz jest oporna na
dezaminacje. Szczegélnie wysoka aktywno$¢ dCK w limfocytach sprawia, ze zwigzek
ten jest wybiérczo gromadzony w komérkach limfoidalnych i jest wobec nich toksyczny.
Dzieki temu 2CdA znalazta zastosowanie w medycynie jako lek przeciwbiataczkowy oraz
immunosupresyjny.

Niniejsza rozprawa dotyczy niektérych fizykochemicznych i biologicznych wiasciwosci
przyktadowych 5-O-estrow dA i 2CdA =z kwasami karboksylowymi. Badano
zsyntetyzowane przez zespot prof. Z. Kazimierczuka (SGGW, Warszawa) estry tych
nukleozydéw z chlorambucylem (CLB), ktéry jest Srodkiem alkilujgcym stosowanym jako
lek pierwszego rzutu w przewlekiej biataczce limfatycznej, oraz kwasem (R,S)- -
liponowym (LA), ktéry wg danych literaturowych wykazywat w milimolarnych stezeniach
wybiércze wiasciwosci przeciwbiataczkowe. Ponadto badano dwa preparaty (okreslane
skrotami AK1 i AK2) zawierajgce estry 2CdA z krétkotancuchowymi polimerami kwasu
(R,S)- -hydroksymastowego (PHB), zsyntetyzowane przez zespét prof. Z. Jedlinskiego
(Centrum Chemii Polimeréw PAN w Zabrzu).

Przestankg badan byta hipoteza, ze jesli estry dA i 2CdA beda podatne na dziatanie
wewnatrzkomérkowych esteraz, to fosforylacja uwolnionej wewnatrz komérek 2CdA lub
dezaminacja uwolnionej wewnatrz komérek dA uczyni te estry bardziej
limfocytotoksycznymi  od  substancji  macierzystych. Celem badan  byio:
a) scharakteryzowanie stabilnosci estréw w roztworach wodnych i ich podatnosci na
enzymatyczng hydrolize; b) stwierdzenie, czy estry te wchodzg do komérek, a uwalniane
z nich nukleozydy ulegaja wewnatrzkomorkowej akumulacji (2CdA) badz degradacii
(dA); c) poréwnanie toksycznosci estrow i ich substancji macierzystych wobec komorek
ludzkich linii biataczkowych. Uzyskane wyniki miaty postuzyé do selekcji badanych
preparatébw z punktu widzenia celowosci dalszego ich rozwijania jako Iekéw
przeciwnowotworowych.

Badania czystosci, stabilnosci i podatno$ci na enzymatyczng hydrolize wykonano
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stwierdzono, ze 5’-O-estry
nukleozydow z CLB i LA nie zawierajg mierzalnych zanieczyszczen, a preparaty AK1
i AK2 sg zanieczyszczone niezwigzang 2CdA w ilosci odpowiednio 0,9 £ 0,05% i 1,9 +

0,06% catkowitej zawartosci 2CdA w tych preparatach (Srednia + SD, n=4). Stwierdzono
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ponadto, ze preparaty AK1 i AK2 nie sg substancjami jednorodnymi, lecz mieszaninami
wielu chromatograficznie rozréznialnych sktadnikéw réznigcych sie prawdopodobnie
liczba meréw w tancuchach PHB dotaczonych do nukleozydu.

Wszystkie 5'-O-estry okazaty sie stabilne w $rodowisku wodnym o pH 7,4 i temp.
37°C, nie zawierajacym esteraz oraz podatne na enzymatyczng hydrolize przez
esteraze watrobowa. Najszybciej hydrolizowaty estry dA i 2CdA z LA, a najwolniej — AK1
i AK2. Obserwowane podczas hydrolizy preparatow AK1 i AK2 zmiany sktadu tych
mieszanin wskazuja, ze esterazy powodowaly stopniowe skracanie tarncuchow PHB.

Badania hydrolizy estrow przez osocze krwi i lizat komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej (KJKO) mialy na celu ustalenie kinetyki degradacji tych zwigzkow
w warunkach przypominajacych srodowisko krwi cztowieka. Okazato sie, ze najszybciej
hydrolizowaty w obecnosci esteraz osocza krwi 5’-O-estry dA i 2CdA z LA, a najwolniej —
AK1 i AK2. W przypadku 5-O- estrow dA i 2CdA z CLB reakcje te po 2 godzinach
ulegaly dramatycznemu spowolnieniu, a $redni udziat niezestryfikowanego nukleozydu
w mieszaninach reakcyjnych nie przekraczat 55% (2CdA) i 45% (dA).

Badania kinetyki wchodzenia estrow do komérek in vitro wykonano metodami
radioizotopowymi na komérkach ostrej biataczki promielocytowej HL60, ostrej biataczki
T-komérkowej limfoblastycznej MOLT4 i KJKO. Poniewaz badane estry nie byly
dostepne w formach znakowanych radioaktywnie i ich wychwyt przez komorki nie mégt
byé badany bezposrednio, zaprojektowano doswiadczenia, w ktérych uzyto
radionukleozydy [8-'*C]dA i [8-"*C]2CdA.

Na podstawie kinetyk wychwytu [8-"*C]2CdA przez komérki normalne i nowotworowe
ustalono, ze tempo akumulacji radionukleozydu jest najintensywniejsze w ciggu
pierwszych 45 minut ekspozycji komérek na ten zwigzek. W zwigzku z powyzszym czas
inkubacji komoérek z estrami, ich substancjami macierzystymi i radionukleozydami
w kolejnych doswiadczeniach radioizotopowych nie przekraczat 40 minut. Poréwnano
wplyw preinkubacji komérek z 5’-O- estrem dA z CLB, zwigzkami macierzystymi tego
estru lub mieszaning tych zwiazkéw na wychwyt [8-'*C]dA. Okazato sie, ze preinkubacja
komérek MOLT4 z tym estrem istotnie zmniejszata, w poréwnaniu do zwigzkéw
macierzystych, wychwyt radionukleozydu. Takiego efektu nie zaobserwowano
w eksperymentach z komérkami HL60.

W  kolejnym eksperymencie komorki  wspétinkubowano z  mieszaninami
radionukleozydu i nukleozydu nieradioaktywnego lub 5-O-estrami dA lub 2CdA z CLB.
Zaobserwowano, ze wychwyt [8-"“C]dA i[8-'“C]2CdA przez komérki HL60 i KIJKO byt
hamowany w podobnym stopniu przez ester jak i jego odpowiedni nieradioaktywny
nukleozyd. W przypadku komérek MOLT4 wychwyt [8-"“C]dA byt hamowany istotnie

silniej przez 5'-O-ester dA z CLB, niz przez dA. Podobng tendencje zaobserwowano
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takze w przypadku wychwytu [8-"*C]2CdA przez te komorki wspétinkubowane z 5'-O-
estrem 2CdA z CLB. Powyzsze wyniki wykazuja, ze tempo wychwytu 5-O-estrow dA
i 2CdA z CLB przez komorki jest znaczaco wigksze niz nukleozydow macierzystych, co
prawdopodobnie jest skutkiem intensywnej wewnatrzkomérkowej hydrolizy tych
Zwigzkow.

Dla poréwnania cytotoksycznosci estréw i ich substancji macierzystych, komorki
ludzkich biataczek (HL60, MOLT4 i przewlektej biataczki szpikowej K562) inkubowano
zroznymi stezeniami badanych substancji przez 48 i 96 godzin i mierzono
przezywalno$¢ komorek przy pomocy testu MTT. Na podstawie wyznaczonych wartosci
ICso stwierdzono, ze jedynie 5-O-ester dA 2z CLB byt bardziej aktywny
przeciwnowotworowo od macierzystego cytostatyku, tj. CLB. Jego toksyczno$¢ wobec
komorek HLB0 byta ok. 2 — 6-krotnie wigksza od niezestryfikowanego CLB, 3,5 — 4-
krotnie wieksza wobec komérek MOLT4 i 2,5-krotnie wieksza wobec komoérek K562.
Pozostate estry okazaty sie mniej cytotoksyczne od substancji macierzystych, a ester
dA-LA nie wykazat zadnych wiasciwosci przeciwnowotworowych w testowanym zakresie
stezen.

Na podstawie prezentowanych wynikdéw badan przyja¢ nalezy, ze jedyng substancja,
ktora ewentualnie rokuje nadzieje na praktyczne zastosowanie w leczeniu nowotworéw
uktadu krwiotworczego jest 5-O-ester dA z CLB.
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