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Obecnie uznana za standardowag tera-
pia ostrych biataczek szpikowych z za-
stosowaniem cytarabiny i chemiotera-
peutykow z grupy antracyklin pozwa-
la na uzyskanie catkowitej remisji
u wiekszosci pacjentow, jednak u cze-
Sci z nich, u ktdrych niemozliwe byto
przeszczepienie macierzystych komo-
rek krwiotwdrczych, nalezy oczekiwac
wznowy choroby. Stosowane leczenie
drugorzutowe cechuje znacznie nizsza
skutecznosc, a uzyskiwane remisje sg
krotkotrwate. Konieczne jest wiec za-
stosowanie nowych lekdw, o mechani-
zmie dziatania odmiennym od dotych-
czas bedgcych w uzyciu chemiotera-
peutykow. W artykule przedstawiono
przebieg i mechanizmy regulujgce
przekazywanie sygnatow do komaorek
za posrednictwem bfonowych recep-
torow pobudzanych przez zewngtrzko-
morkowe cytokiny, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli biatek RAS i kinaz
biatkowych C. Ponadto opisano wta-
sciwosci i dziatanie zwigzkow modyfi-
kujgcych aktywnosc wymienionych
biatek, przedstawiajgc wyniki przepro-
wadzonych dotychczas badari klinicz-
nych nad zastosowaniem inhibitorow
biatek RAS i modulatorow kinazy biat-
kowej C u pacjentow z nawrotowg lub
oporng na dotychczasowe leczenie
biataczkg szpikowa.

Stowa kluczowe: biatka RAS, inhibi-
tory transferazy farnezylowej, kinaza
proteinowa C, briostatyna 1.

Considered as a standard, therapy of
acute myeloid leukernia with cytarabi-
ne and antracyclins allows to achieve
complete remission in the majority of
patients. However some of them, who
are not eligible for stem cell transplan-
tation, are likely to relapse. The second
line treatment is much less effective
and does not allow for durable remis-
sions. Hence, the new therapeutics,
with novel mechanism of action, are re-
quired. In the article we reviewed the
process of signal transduction, under-
lining the role of RAS proteins and pro-
tein kinases C. Moreover, the biologi-
cal and chemical properties of agents
that modify the function of mentioned
proteins are described, followed by the
results of finished to date or currently
undergoing clinical trials of the effecti-
veness of farnesyltransferase inhibitors
and protein kinase C downregulators
in patients with refractory or relapsed
acute myeloid leukemia.

Key words: RAS proteins, farnesyl-
transferase inhibitors, protein kinase
C, bryostatin 1.
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Zewnatrzkomoérkowe sygnaty pochodzace
ze $rodowiska, w ktérym komorki sie znajdu-
ja, wptywajg na podstawowe procesy zacho-
dzace w ich wnetrzu i warunkujg ich prze-
trwanie, proliferacje i réznicowanie. Wptyw
ten wywierany jest poprzez regulacje steze-
nia i aktywnosci biatek wewngtrzkomaorko-
wych. Zawartos¢ biatek w komdrkach zalezy
bezposrednio od transkrypciji i translacji od-
powiednich gendw oraz szybkosci rozpadu
czasteczek (proteolizy), podczas gdy aktyw-
nos¢ biatek i mozliwos¢ petnienia przez nie
naleznych im funkcji zalezg od odpowiednie;j
lokalizacji w komdrce i oddziatywan z inny-
mi biatkami wewnatrzkomorkowymi. Wszyst-
kie te procesy regulowane sg posrednio
przez zewnatrzkomorkowe cytokiny. Obecnie
uwaza sie, ze obecnos¢ cytokin w srodowi-
sku zewnatrzkomdrkowym jest niezbedna do
przezycia komorek. W odpowiednim stezeniu
cytokiny oddziatujgce na swoiste receptory,
poza sygnatem do przetrwania komorek,
przekazujg bodzce do ich wzrostu, podziatu
i roznicowania (stgd powszechnie nazywane
sg czynnikami wzrostowymi). Brak czynnikéw
wzrostowych réwnowazny jest z brakiem sy-
gnatu do przezycia i zapoczatkowuje apop-
toze, czyli programowang smier¢ komorki [1].

Zwigzanie sie zewnatrzkomorkowych cyto-
kin z receptorami btonowymi zapoczatkowuje
kaskade zjawisk polegajacych na aktywacji
lub deaktywacji (najczesciej poprzez przyta-
czenie lub odtgczenie grupy fosforanowej, czy-
li odpowiednio fosforylacje i defosforylacje)
biatek rozpoczynajgcych faricuch przekazni-
kow wewnatrzkomorkowych. Biatka te posia-

dajg aktywno$¢ kinaz, dzieki czemu mogag
w podobny sposdb aktywowad biatka tworza-
ce kolejne, nizsze pietra kaskady. Ostatnim
ogniwem fancucha sg znajdujace sie w obre-
bie jadra komdrkowego czynniki transkrypcyj-
ne i regulowane przez nie geny, ktérych eks-
presja umozliwia proliferacje i réznicowanie sie
komorek oraz powoduje synteze biatek regu-
lujgcych cykl komorkowy, transport endoso-
malny i mechanizmy apoptotyczne (ryc. 1.).

Jednymi z najlepiej poznanych biatek
uczestniczacych w przekazywaniu zewnagtrz-
komadrkowych sygnatéw do jgdra komoérkowe-
go i wptywajgcych na aktywacje posrednicza-
cych w tym procesie kinaz sg biatka RAS
oraz kinazy C. Poznanie ich funkcji, budowy
i znaczenia w procesie onkogenezy stwarza
szansg na opracowanie nowych metod farma-
koterapii nowotwordw. Takich metod wymaga-
ja m.in. pacjenci z biataczka szpikowa, u kto-
rych nie udaje sie uzyskac¢ remisji catkowitej
za pomocg standardowej chemioterapii cyta-
rabing, lekami z grupy antracyklin (daunoru-
bicyna, idarubicyna, mitoksantron) i hamuja-
cymi topoizomerazy (topotekan, etopozyd) lub
u ktérych dochodzi do wznowy zwigzanej naj-
czesciej z obecnoscig blastow opornych na
wczesniej stosowane leki. Nadzieje stanowig
nowe zwigzki, 0 odmiennym od tradycyjnych
chemioterapeutykow mechanizmie dziatania,
ktorym poswiecony jest ponizszy artykut.

INHIBITORY TRANSFERAZY
FARNEZYLOWEJ

Biatka RAS nalezg do rodziny biatek G,
czyli niskoczgsteczkowych biatek wewnatrz-
komodrkowych posiadajgcych zdolnos¢ roz-
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ktadania (hydrolizy) wigzania wysokoenerge-
tycznego w czgsteczkach GTP (guanozyno-
tréjfosoforanu). Biatka te wystepuja we
wszystkich komdrkach eukariotycznych i od-
powiadajg za ich wzrost i réznicowanie pod
wptywem zewnatrzkomérkowych cytokin.
Przytgczenie sie cytokiny do receptora za-
poczatkowuje pierwszy etap przekazywania
sygnatu, czyli aktywacje biatek, ktérych rola
polega na przytaczaniu GTP do czgsteczek
RAS (sg to biatka GRB-2, czyli growth fac-
tor receptor-binding protein i GEF — guani-
ne nucleotide exchange factors). W tej kon-
formacji biatka RAS mogg aktywowac kolej-
ne biatka przekaznikowe o wtasciwosciach
kinaz (np. RAF-1, MAPK, ERK, Rac, Rho),
ktérych miejscem docelowym dziatania sg
czynniki transkrypcyjne znajdujace sie na ob-
szarze jgdra komorkowego oraz biatka regu-
lujgce cykl komdrkowy, srédkomdrkowy trans-
port endosomalny i adhezje komodrek. Obok
biatek aktywujgcych RAS, obecne sg w ko-
morce inne biatka (GAP, czyli GTPase acce-
lerator protein i NF1 czyli neurofibromina)
przyspieszajace hydrolize GTP i zatrzymuja-
ce proces przekazywania sygnatu [2].

Biatka RAS sg produktem jednego z trzech
protoonkogendw: H-Ras, K-Ras i N-Ras. Wy-
nikiem translacji sg biatka H-RAS, N-RAS, K-
RAS4A i K-RAS4B zbudowane ze 189 lub 188
aminokwasow, o masie czasteczkowej 21 kD.
Znajdujgca sie na jednym z koncow taricucha
specyficzna sekwencja aminokwasow (okre-
$lana jako CAAX, gdzie C odpowiada cyste-
inie, A to aminokwasy alifatyczne, X to metio-
nina lub seryna) jest miejscem potranslacyj-
nej modyfikacji czasteczek umozliwiajgcej im,
niezbedng dla funkcjonowania, integracje
z wewnetrzng warstwg btony komadrkowej [3].
Enzymem biorgcym udziat w tym procesie jest
transferaza farnezylowa, przy udziale ktérej do-
chodzi do przytaczenia 15-weglowej grupy far-
nezylowej, koniecznej dla integraciji biatka z li-
pidami bfony komdrkowej (ryc. 2.).

Powstanie czgsteczki biatka RAS o od-
miennych wiasciwosciach jest wynikiem mu-
tacji punktowej (przewaznie w pozycji 12, 13
i 61), ktéra dotyczy najczesciej protoonkoge-
nu N-Ras, rzadziej K-Ras i tylko sporadycz-
nie H-Ras. W raku gruczofowym trzustki zmu-
towany protoonkogen Ras stwierdzany jest
w 90 proc. przypadkdw, w raku jelita grube-
go w 50 proc., w raku ptuc w 30 proc. [4].
Mutacje zwigkszajgce ekspresje onkogennych
biatek RAS u oséb z ostrg biataczkg szpiko-
wg zidentyfikowano po raz pierwszy w 1983
r., a czestos¢ ich wystepowania oceniono na
30 proc. W wiekszosci przypadkéw mutacje
dotycza N-Ras [14], rzadziej wystepujg w ob-
rebie K-Ras [5]. Zmutowane biatka stwierdza-
no z tg samg czestoscig w komadrkach nie-
zréznicowanych (M1), jak i zréznicowanych
(M4 i M5). W przypadku pacjentéw z ostrg
biataczkg szpikowg, przewlektg biataczkag
szpikowg i przewlektg biataczka limfatyczna,
u ktorych w klonie komorek biataczkowych
nie stwierdzono mutacji w obrebie protoon-
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Ryc. 1. Schemat przekazywania sygnatu z udziatem hiatek RAS. Zaznaczono miejsce dziatania inhibitorow transferazy
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Ryc. 2. Schemat modyfikacii biatek RAS przy udziale transferazy famezylowej (strona prawa) i regulacji aktywacii biatek RAS
przez biatka Grb-2 (biatho wigzace si¢ z receptorem dla czynnika wzrostu), GEF (czynniki biorace udziat w wymianie nukleoty-
déw guaninowych), GAP (biatko przyspieszajace dziatanie hydrolazy guanozynotréjfosforanu), NF1 (neurofibromina 1)

kogenu Ras, zaobserwowano zwigkszong je-
go ekspresje. Nadekspresja spowodowana
jest w tych przypadkach najprawdopodobniej
mutacjg w obrebie regionu promotorowego
Ras, ktérej skutkiem jest zmienione wigzanie
sie czynnikéw transkrypcyjnych z promotoro-
wym odcinkiem DNA [6].

Wspomnie¢ nalezy, ze réwniez w innych
chorobach rozrostowych uktadu krwiotwor-
czego stwierdzono mutacje, ktére cho¢ nie
dotyczg samych protoonkogendw Ras, po-
woduja nadmierng aktywacje biatek beda-
cych ich produktem. Sg to mutacje biatek
receptorowych lub przekaznikowych tworza-
ce wczesniejsze ogniwa tancucha transduk-
cji sygnatow (takie zmiany stwierdzano
w przypadkach przewlektej biataczki szpiko-
wej [7] i przewlektej biataczki mielomonocy-
towej [8]) lub mutacje biatek regulujgcych
bezposrednio aktywnos¢ RAS (w przewlektej
biataczce szpikowej typu dzieciecego [9]).

Fakt, ze transferaza farnezylowa jest en-
zymem kluczowym w procesie tworzenia cza-
steczek RAS zdolnych do integracji z war-
stwg wewnetrzng btony komorkowej (ktéra
jest jednym z wielu, ale niezbednym warun-
kiem dziatania tych biatek), czyni z tego en-

zymu cel starari majgcych za zadanie zaha-
mowanie procesu przekazywania, za posred-
nictwem wewnatrzkomorkowych kinaz biatko-
wych, sygnatow zapewniajgcych komaorkom
nowotworowym warunki do przetrwania.

Wsrdd czasteczek o witasciwosciach ha-
mowania transferazy farnezylowej znajdujg sie
zwigzki syntetyczne, jak i naturalne produkty
komoarek roslinnych i grzybiczych [10]. W ba-
daniach przedklinicznych udowodniono ich
wiasciwosci hamowania wzrostu komorek za-
wierajgcych zmutowane H-RAS i K-RAS
w hodowlach in vitro [11, 12] oraz na zwie-
rzecych modelach biataczki szpikowej, raka
ptuc i raka trzustki [13, 14].

Pierwszym zwigzkiem poddanym bada-
niom klinicznym Il fazy jest przeznaczony do
stosowania doustnego R115777 (pod nazwag
tipifornib), heterocykliczny analog zwigzku
przeciwgrzybiczego, zawierajacego grupe
imidazolowa. W badaniach przedklinicznych
jego stosowanie powodowato u zwierzat od-
wracalne i zalezne od dawki zaburzenia ze
strony przewodu pokarmowego, zanik jgder
i mielosupresje. W badaniach Klinicznych | fa-
zy pacjenci z guzami litymi przyjmowali lek
doustnie w roznych dawkach przez rézny
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Ryc. 3. Udziat kinaz hiatkowych C w przekazywaniu sygnatéw zewnatrzkomorkowych. Zaznaczono miejsce dziatania

briostatyny

czas — od 5 dni co 2 tyg. az do stosowania
ciggtego. Towarzyszyty temu niewielkie dzia-
tania niepozadane w postaci ostabienia, nud-
nosci i wymiotdw, przemijajgcej w ciggu do-
by po odstawieniu leku neuropatii, odwracal-
nego uszkodzenia nerek oraz neutropenii
i matoptytkowosci stopnia 3. i 4. [15]. U jed-
nego z pacjentow z przerzutami raka jelita
grubego uzyskano zmniejszenie stezenia CEA
i brak progresji choroby przez 5 mies.

Po zastosowaniu leku u 34 pacjentéw
z nawrotowg lub oporng na leczenie ostrg bia-
taczkg remisja czesciowa wystgpita w 8 przy-
padkach, a remisja catkowita trwajgca ponad
3 mies., w 2 przypadkach. Lek stosowano
przez 7 do 21 dni, a w przypadku wystgpie-
nia odpowiedzi na leczenie lub braku progre-
sji choroby powtarzano cykl leczenia po tygo-
dniowej przerwie. Maksymalna tolerowana
dawka leku wyniosta 1 200 mg i powodowa-
ta zaburzenia ze strony osrodkowego uktadu
nerwowego. Mniejszym dawkom towarzyszyto
podwyzszenie stezenia kreatyniny (przy 600
mg 2 razy dziennie), parestezje, polidypsja
i krotkotrwata niewydolnos¢ nerek (przy 900
mg 2 razy dziennie). Wptyw leku na aktyw-
nos¢ transferazy farnezylowej kontrolowano po-
Srednio, poprzez ocene zawartosci w komor-
kach farnezylowanej lamininy A. W trwajacym
obecnie badaniu klinicznym Il fazy R115777
podawany jest doustnie pacjentom z oporng
na leczenie lub nawrotowg ostrg biataczka
szpikowg w dawce 600 mg 2 razy/dobe przez
21 dni w cyklach 28-dniowych.

INHIBITORY KINAZ BIALKOWYCH C

Kinazy biatkowe C (PKC) wystepujg nie-
mal we wszystkich komdrkach eukariotycz-
nych i odpowiedzialne sg za fosforylacje
szeregu biatek wewngtrzkomdérkowych. Wy-
stepujg one w komodrkach w postaci aktyw-
nej, podobnie jak biatka RAS, w potgczeniu
z warstwg lipidowa btony komodrkowej [16].
PKC bierze udziat w fosforylacji inhibitora

czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny NF?
B/Rel. Powoduje to uwolnienie czynnikéw
transkrypcyjnych i umozliwia im wnikanie do
jadra komorkowego i aktywacje odpowied-
nich gendéw [17]. Kinazy biatkowe C aktywu-
ja takze bezposrednio jedno z biatek stano-
wigcych element kaskady biatek przekazni-
kowych zwigzanych z RAS (ryc. 3.).
Zwiekszenie degradacji czasteczek kinazy
biatkowej C prowadzi do zmniejszenia ak-
tywnosci kompleksu kinaz biatkowych, cze-
go skutkiem jest zahamowanie mechanizmow
antyapoptotycznych w komaorkach [18].

Zdolnos¢ do wigzania sie z kinazag biatko-
wag C i przyspieszania jej degradacji posiada
briostatyna 1, 26-weglowy zwigzek o budowie
makrolidowej, bedacy naturalnym produktem
morskiego bezkregowca Bugula neritina.
Obecnos¢ w réznych komdrkach odmiennych
izoform kinazy biatkowej C jest najprawdopo-
dobniej przyczyna niejednorodnego wptywu
briostatyny na komérki. Poza obnizaniem ak-
tywnosci PKC i dziataniem pro-apoptotycznym,
briostatyna in vitro indukuje réznicowanie ko-
morek nowotworowych, zwieksza posrednio
wrazliwo$¢ komorek na niektére cytokiny
(zwtaszcza wazne dla uktadu krwiotworzenia
CFU-GM, CFU-E, GM-CSF i G-CSF), a takze
wywiera efekt przeciwnowotworowy przez dzia-
tanie immunomodulujgce (zwieksza aktywnosé
komorek fagocytujacych) [19].

Wptyw briostatyny na apoptoze komodrek
biataczkowych wykazano w badaniu z zasto-
sowaniem linii ludzkich komorek biataczki
szpikowej, ktére wykazujg zmniejszona wraz-
liwos¢ na arabinozyd cytozyny (wynikajaca
ze zwiekszonej ekspresji antyapoptotyczne-
go biatka BCL-2). Po inkubaciji tych komo-
rek (oraz komdrek z prawidtowg produkcjg
tego biatka) z briostatyng 1, cechy apopto-
zy po dodaniu ara-C byty podobnie nasilo-
ne w obydwu liniach komdrek, a nawet in-
tensywniejsze w komodrkach z nadmiarem
biatka antyapoptotycznego [20].

W badaniach klinicznych pierwszej fazy
podawanie briostatyny 1 w catodobowym
wlewie dozylnym przez 8 tyg., zwigzane by-
to z ograniczajgcym dalsze zwiekszanie
dawki dziataniem niepozgdanym w postaci
mialgii, dotyczgcej przede wszystkim miesni
koriczyn dolnych i miesni ruchowych gatek
ocznych. W trakcie stosowania wystepowa-
ta takze niewielkiego stopnia trombocytope-
nia, niedokrwistos¢ i granulocytopenia oraz
gorgczka i sennos¢. U niemal wszystkich pa-
cjentéw wystepowato obnizenie stezenia he-
moglobiny o 1 g/dl i obnizenie hematokrytu
w przeciggu tygodnia od podania leku.
W badaniu z zastosowaniem znakowanych
radioizotopem erytrocytow wykazano, ze
przyczyng takich zmian byta sekwestracja
krwinek w watrobie. Maksymalna tolerowana
dawka wynosita 25 pg/m?® [21].

W zwigzku z obserwowanym w bada-
niach przedklinicznych synergizmem briosta-
tyny i ara-C w indukowaniu apoptozy ludz-
kich komorek biataczkowych, rozpoczeto ba-
danie | fazy, w ktérym pacjenci z oporng na
leczenie lub nawrotowg ostrg biataczkg szpi-
kowa lub limfatyczng otrzymywali briostaty-
ne w zwiekszanej stopniowo dawce, przed
i po terapii z zastosowaniem wysokich da-
wek ara-C. Wstgpna dawka briostatyny wy-
nosita 12,5 pg/m? (wlew catodobowy), a po
godzinie od zakoriczenia wlewu podawano
ara-C w dawce 1,5 g/m* co 12 godz. przez
2 kolejne dni. W dniu 8 i 9 powtarzano wlew
ara-C, a nastgpnie (dnia 10) wlew briostaty-
ny, w takich samych dawkach jak poczatko-
wo. Zwiekszanie pierwszej dawki briostatyny
ograniczane byto przez przedtuzajgca sie
granulocytopenie i matoptytkowos¢ oraz
przemijajgcag hiperbilirubinemie. U wszystkich
pacjentow uczestniczgcych w badaniu za-
obserwowano zmniejszenie sie liczby bla-
stow we krwi obwodowej. Oceniono takze
wplyw leku na aktywnos¢ kinazy C w komor-
kach biataczkowych — aktywnos¢ ta zmniej-
szata sie w niektérych komorkach o 85
proc., pozostajgc bez zmian w innych.
U jednego z pacjentéw z chorobg nawroto-
wg uzyskano catkowitg remisje, a u innego,
z nawrotem choroby po autologicznym prze-
szczepieniu komodrek macierzystych, nie
stwierdzano znamiennej liczby blastow we
krwi przez ponad 5 mies., cho¢ wymagat
wielokrotnych przetoczen preparatow krwio-
pochodnych przez caty ten czas [22]. Ba-
dania kliniczne trwajg i pozwolg na ocene
dziatania i ustalenie wskazan optymalnego
zastosowania leku w monoterapii lub w kom-
binacji z innymi chemioterapeutykami.

PODSUMOWANIE

Sposréd dotychczas stosowanych metod
tylko przeszczepienie szpiku pozwala na uzy-
skanie remisji u pacjentow z nawrotowg bia-
taczka szpikowa. Przeszkode w stosowaniu
chemioterapii wysokodawkowej i transplanta-
cji komoérek macierzystych stanowi czesto
wiek chorych i brak dawcy zgodnego w ukta-
dzie HLA. Z drugiej strony, przyczyna niepo-
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