Aktywno$é biologiczna Né-furfuryloadenozyny

STRESZCZENIE

ytokininy stanowia jedna z grup hormonéw roslinnych, ktére odgrywaja wazna role we

wzroscie i rozwoju roslin. Wykazuja rézne efekty dzialania, szczegélnie stymuluja synte-
ze bialek i uczestnicza w kontroli cyklu komérkowego. Pierwsza odkryta cytokinina byta N*
-furfuryloadenina (kinetyna). Jest ona uwazana za silny inhibitor proceséw utleniania biatek
i kwaséw nukleinowych w warunkach in vitro oraz in vivo. Zaréwno kinetyna, jak i jej rybozyd
(N¢-furfuryloadenozyna, rybozyd kinetyny) jako naturalne zwiazki wystepuja w mleku kokoso-
wym w stezeniu nanomolarnym. Rybozyd kinetyny selektywnie hamuje proliferacje komérek
nowotworowych oraz indukuje ich apoptoze. W tym artykule skupiono si¢ na wystepowaniu
rybozydu kinetyny, a przede wszystkim na jego metabolizmie oraz aktywnosci biologicznej.

WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe sa w Polsce i na $wiecie wraz z chorobami uktadu kra-
Zenia gléwna przyczyna przedwczesnych zgonéw. Wedtug danych epidemiolo-
gicznych z 2010 roku Polskiej Unii Onkologii i Centrum Onkologii w Warszawie
prognozuje sie odpowiednio wzrost zachorowan z 130 tys. do 160 tys. oraz wzrost
$miertelnosci z 85 tys. do 100 tys. rocznie [1]. Dane te obrazuja skale problemu
i wskazujg na koniecznosé¢ poszukiwania nowych terapeutykéw. Aktualne zainte-
resowania koncentruja sie wokét nowych analogéw obecnie stosowanych lekow
przeciwnowotworowych, malych zwiazkéw chemicznych pochodzenia natural-
nego oraz czasteczek dzialajacych selektywnie na komoérki nowotworowe i nie
wplywajacych na komorki prawidlowe organizmu [2]. Wéréd czasteczek o wyso-
kiej aktywnosci biologicznej i znacznym potencjale terapeutycznym znajduja sie
hormony roslinne (cytokininy), ktére sa pochodnymi adeniny modyfikowanymi
w pozycji N® podstawnikami izoprenoidowymi badz aromatycznymi.

Rola cytokinin u roslin jest regulowanie wzrostu i ré6znicowania komorek
oraz indukowanie apoptozy [3]. Prowadzone badania maja na celu okreslenie
ich aktywnosci w komoérkach zwierzecych oraz wykorzystania ich w ogranicze-
niu zaburzen proliferacji i réZnicowania komorek.

AKTYWNOSC FARMAKOLOGICZNA ANALOGOW NUKLEOZYDOW

Modyfikowane nukleozydy purynowe i pirymidynowe stanowia bardzo r6z-
norodng grupe zwigzkoéw terapeutycznych i sg stosowane w leczeniu choréb
nowotworowych oraz zakazen wirusowych. Dzialaja cytotoksycznie na komor-
ki dzielace si¢ oraz pozostajace w fazie G /G, cyklu komérkowego, ktory sktada
sie z interfazy (okres miedzy podziatami) oraz wlasciwego podzialu - mitozy. W
interfazie wyréznia sie fazy G,, S oraz G, a jej celem jest podwojenie materiatu
genetycznego niezbednego dla prawidlowego przebiegu mitozy. W pierwszym
etapie G, nastepuje wejécie komorki w nastepny cykl replikacyjny i rozpoczecie
biosyntezy bialek. W fazie S dochodzi do powielenia materialu genetycznego
komorki i formowania chromosoméw. W kolejnym etapie, G, nastepuje dalszy
wzrost i synteza dodatkowych skladnikéw niezbednych w mitozie, a takze na-
prawa uszkodzern DNA. Po zakoriczonym cyklu komérka moze ponownie wejsé
w faze G, i dokonac nastepnego podziatu lub w G, ktéra jest stanem zawieszenia
aktywnosci podzialowej. Schematyczny przebieg cyklu komérkowego obrazuje
rycina 1. Komorki w fazie syntezy DNA (S) i podziatu (M) sa podatne na dziatanie
chemoterapeutykéw, natomiast w stanie spoczynkowym (G, G, i G,), wykazuja
opornos¢ na aktywnoséc wielu cytostatykow [4,5].

W komérkach proliferujacych cytotoksycznosé modyfikowanych nukleozydéw
obejmuje zahamowanie syntezy deoksyrybonukleotydéw, inhibicje polimeraz
DNA oraz indukowanie apoptozy na drodze zewnatrzpochodnej, a takze mito-
chondrialnej. Punktami uchwytu sa m. in. specyficzne grupy enzymoéw wirusowych
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Rycina 1. Schemat cyklu komérkowego.

lub komérkowych odpowiedzialnych za powielanie materiatu
genetycznego i wplywajacych na synteze nukleotydow, kté-
re stanowia rdzen czastek wirusowych lub wchodza w sktad
zmienionych genomowo komoérek nowotworowych. Aby
naturalny nukleozyd zostal wlaczony do syntetyzowanej nici
DNA w komoérce musi przejsé trzystopniowa fosforylacje przy
udziale kaskady wewnatrzkomérkowych kinaz. Podobnym
przemianom metabolicznym podlegaja wszystkie modyfiko-
wane nukleozydy o dzialaniu przeciwnowotworowym, ktére
dzieki wlasciwemu mechanizmowi molekularnemu sg zdolne
do indukowania programowanej $mierci komorki. Efektyw-
nosc ich dziatania jest zréznicowana i zalezy od specyficznosci
enzymoéw metabolizujacych oraz interakcji z biatkami uczest-
niczacymi w procesach replikacji, naprawy i metylacji DNA.

AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA
ANALOGOW NUKLEOZYDOW

Modyfikowane nukleozydy i zasady azotowe jako leki
przeciwnowotworowe byty jedna z pierwszych grup cytosta-
tykoéw stosowanych w onkologii. Wéréd tych lekéw znalazty
sie pochodne purynowe oraz pirymidynowe, ktére znalazty
zastosowanie zaréwno w leczeniu nowotworéw krwi jak i li-
tych guzéw nowotworowych. Historia badan nad nukleozy-
dami i DNA rozpoczeta sie juz w 1847 r. od odkrycia pierw-
szego nukleotydu purynowego - 5'-fosforanu inozyny przez
Justusa von Liebiga [6].

Analogi nukleozydowe purynowe, np. kladrybina, fluda-
rabina, klofarabina oraz pirymidynowe, np. cytarabina, 5-aza-
cytydyna stosowane sa w leczeniu ukladu krwiotwoérczego
miedzy innymi w przewleklej bialaczce limfatycznej [7-10].
Natomiast pirymidynowy analog - gemcytabina jest obec-
nie stosowany w leczeniu nowotworéw litych takich jak rak
piersi, niedrobnokomérkowy rak pluc, a takze rak pecherza
[11-13]. Analogi urydyny takie jak 5-fluoro-2'-deoksyurydy-
na, oraz 5-fluoro-5"-deoksyurydyna sa stosowane w leczeniu
rozsianych nowotworéw przewodu pokarmowego, trzustki,
prostaty, piersi i jajnikéw [14,15]. Ponadto analogi pirymidy-
nowe takie jak: 2’,3’-dideoksycytydyna (zalcytabina), 3'-azi-
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do-3’-deoksytymidyna (zydowudyna) oraz analogi inozyny
np. 2',3’-dideoksyinozyna znalazly zastosowanie w terapii
przeciwwirusowej [16-18]. Kazdy z tych zwiazkéw wykazuje
zréznicowang aktywnos¢ w zaleznosci od rodzaju schorze-
nia lub typu komoérek. Dla przyktadu, cytotoksyczna aktyw-
nos¢ analogéw puryny takich jak fludarabina i kladrybina w
niedzielgcych sie komoérkach wynika raczej z zaburzer na-
prawy DNA niz z powodu terminacji replikacji czy wplywu
na aktywno$¢ mitochondriéow [19].

Wspélng cecha nukleozydéw jest transport blonowy
przy udziale biatkowych transporteréw, wewnatrzkomor-
kowa aktywacja oraz synteza nukleotydu [4]. Nukleozydy
iich analogi sq zwiazkami hydrofilowymi i aby przenikna¢
do wnetrza komoérki wymagaja specyficznych biatek trans-
portujacych. Istnieje coraz wiecej dowodéw, ze liczebnosé
oraz dystrybucja biatkowych transporteré6w na powierzch-
ni komérek jest przyczyng wrazliwosci i specyficznosci na
analogi nukleozydow [20].

CHARAKTERYSTYKA SYSTEMOW
TRANSPORTOWYCH NUKLEOZYDOW

Btony biologiczne (blony elementarne, btony cytopla-
zmatyczne, biomembrany) zbudowane sa z dwuwarstwy
biatkowo-lipidowej i stanowia bariere przepuszczalnosci
dla jonéw i czasteczek polarnych. Przepuszczalnosé jest
mozliwa dzieki obecnosci pomp i kanatéw. Pompy trans-
portuja jony lub czasteczki w kierunku wzrastajacego steze-
nia, zuzywajac do tego energie w postaci wigzar wysoko-
energetycznych ATP. Natomiast kanaty umozliwiaja szybki
przeptyw jonéw w kierunku termodynamicznie korzyst-
nym. Czasteczki o charakterze hydrofilowym wymagaja
selektywnie dziatajacych transporteréw, natomiast zwiazki
hydrofobowe przenikaja na zasadzie dyfuzji [21].

Nukleozydy iich analogi przechodza przez blony plazma-
tyczne dzieki specyficznym biatkom - transporterom nukle-
ozydowym. Mozemy wyréznic¢ transport bierny noénikowy
(ang. sodium-independent equilibrative nucleoside transport) lub
transport droga aktywnego symportu z jonami sodu (ang.
sodium-dependent equilibrative nucleoside transport) [22, 23].

Pierwszy z nich, ENT (ang. Equilibrative Nucleoside Trans-
port system) - transport Na'-niezalezny, trasportuje nu-
kleozydy przez blone komoérkowa w obu kierunkach na
zasadzie dyfuzji ulatwionej zgodnie z gradientem stezeri
(Ryc. 2). System ten dzielimy na dwa podtypy: es (ang. equ-
ilibrative sensitive) i ei (ang. equilibrative insensitive), w zalez-
nosci od wrazliwosci na inhibicje przez nitrobenzylotioino-
zyne (NBTI) [24, 25]. Zidentyfikowano cztery transportery
nalezace do systemu Na*-niezaleznego: ENT1, ENT2, ENT3
oraz ENT4 (Tab. 1). Transportery ENT1 i ENT3 zostaly za-
liczone do systemu es na podstawie wrazliwosci na NBTI
oraz ich selektywnosci substratowej. Natomiast ENT2, kto-
ry nie jest hamowany przez ten inhibitor, nalezy do systemu
ei [26]. Bialka transportowe systemu ENT sg szeroko roz-
powszechnione w komoérkach wielu typéw i charakteryzu-
ja sie niska selektywnoscia wobec przenoszonych czaste-
czek [22]. Najlepiej poznane sa transportery ENT1 i ENT2.
Ludzkie biatka ENT1 (hENT1) oraz ENT2 (hENT?2), ktére
sa wrazliwe na NBTI, sa ponadto hamowane przez zwiazki
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Rycina 2. Typy transporterow nukleozydowych. W systemie CNT nukleozydy
sa transportowane do wnetrza komérki w symporcie z jonem sodowym. Biatka
ENT transportuja nukleozydy przez btone komérkowa w obu kierunkach zgod-
nie z gradientem stezen.

rozszerzajgce naczynia takie jak: dipirydamol, dilazep i dra-
flazyna [22,27].

W drugim systemie, CNT (ang. Concentrative Nucleoside
Transport system), transport nukleozydéw odbywa sie tylko
do wnetrza komérki w symporcie z jonem sodowym (Ryc. 2).
W obrebie tego systemu wyszczegolniono szes¢ funkcjonal-
nie ré6znych podsystemoéw (N1-N6), ze wzgledu na réznice
w przenoszonych substratach [24]. Dotad poznano i opisano
trzy biatka transportowe systemu CNT oznaczane jako CNT1,
CNT2 oraz CNT3. Transporter CNT1 jest biatkiem swoiscie
przenoszacym nukleozydy pirymidynowe, CNT?2 jest specy-
ficzny w stosunku do nukleozydéw purynowych, natomiast
transporter CNT3 transportuje zaréwno nukleozydy pirymi-
dynowe jak i purynowe [28-31]. Dane dotyczace poszczego6l-
nych systeméw transportowych zostaty zestawione w tabeli 1.

Poza rodzing transporter6w ENT oraz CNT znane sg inne
biatka transportowe, ktére przemieszczaja zaréwno nukle-
ozydy jak i ich analogi z komérki badz do jej wnetrza. Ze
wzgledu na mechanizmy wykorzystywane do transportu
wyréznia sie nastepujace rodziny transporteréw: MRP (ang.
multidrug resistance protein), PEPT (ang. peptide transporter),
OAT (ang. organic anion transporter) oraz OCT (ang. organic
cation transporter) [32].

STRUKTURA CHEMICZNA CYTOKININ
I ICH WYSTEPOWANIE

Cytokininy stanowia jedna z gtéwnych grup hormo-
noéw roélinnych. Stymuluja procesy anaboliczne, cytoki-
neze, kariokineze oraz tworzenie natywnej struktury bia-
tek. Ponadto hamuja aktywnos¢ enzymoéw, ktére uczest-
nicza w degradacji kwaséw nukleinowych i biatek, przez
co opdzniajg procesy starzenia sie komorek. Cytokininy
sq pochodnymi zasady purynowej - adeniny, w ktorej
przy N°® podstawiony jest najczesciej alifatyczny tanicuch
izoprenowy lub podstawnik aromatyczny [33].

W roslinach najczesciej wystepuja cytokininy z fancu-
chem alifatycznym: trans-zeatyna, cis-zeatyna (N®-izopen-
tenyloadenina), dihydrozeatyna i ich modyfikacje z pod-
stawnikami metylowymi lub hydroksylowymi. Rzadziej
spotykane sg z podstawnikiem aromatycznym reprezen-
towanym przez N°-benzyloadenine i jej hydroksylowane
pochodne m- i o-topoliny. Zwiazki te wystepuja w mikro
molarnych stezeniach w lisciach topoli [34]. Do grupy
syntetycznych analogéw cytokinin zaliczamy: N°-farne-
zyloadenine, N°-geranyloadenine oraz do 1996 r. N°-fur-
furyloadenine (kinetyne), kiedy to Barciszewski i wsp. [35]
potwierdzili jej wystepowanie w komercyjnie dostepnym i
swiezo wyizolowanym DNA. Cytokininy wystepuja w po-
staci kilku form metabolicznych: wolnych zasad, rybozy-
déw oraz 5'-fosforanéw rybozydéw (rybotydéw). Nukle-
otydy te wystepuja w petli antykodonu tRNA, fragmen-
cie poliadenylowym mRNA oraz w rRNA, spelniajac role
regulacyjng w procesie translacji. Najwieksza aktywnosé
biologiczna wykazuja cytokininy w formie wolnych zasad
i potaczen rybozydowych [36].

Najlepiej poznana cytokining jest kinetyna, ktéra po raz
pierwszy zostala wyizolowana z DNA plemnikéw $ledzi
w 1955 r. Jej wystepowanie potwierdzono, takze w: ko-
mercyjnie dostepnym DNA, $wiezo wyekstrahowanym
z ludzkich komorek DNA oraz ekstraktach z komorek
roslinnych i ludzkim moczu [35,37,38]. Kinetyne oraz jej
rybozyd (Ryc. 3) réwniez zidentyfikowano w plynnym
endospermie mtodych orzechéw kokosowych (Cocos nuci-
fera L.) za pomoca techniki LC-MS/MS. Srednie stezenia
zwigzkéw wynosza odpowiednio 0,34 1 0,29 nM [39].

Tabela 1. Poré6wnanie systeméw transportujacych nukleozydy.

Systemy transportowe nukleozydéw Biatko

Selektywnos¢ substratowa

ei ENT2

Nukleozydy purynowe, pirymidynowe i niektére zasady

? ENT4 Nukleozydy purynowe

N2 CNT1 Nukleozydy pirymidynowe

Nukleozydy purynowe, pirymidynowe

Guanozyna
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Kinetyna wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne zaréw-
no in vitro jak i in vivo. Chroni DNA komérek przed oksy-
dacyjnymi uszkodzeniami, gléwnie guanozyny i gromadze-
niem 8-oxo-dG [40]. Znane sa jej wlasciwosci spowalniania
procesow starzenia sie komoérek roslinnych oraz ludzkich, m.
in. fibroblastow [41-43]. Kinetyna w ukladzie bezkomorko-
wym iw wysokich stezeniach (500 nM i wiecej) nie wykazuje
aktywnosci przeciwutleniajacej. W przeciwienistwie do tego,
niskie dawki (stezenia do 100 nM) chronia keratynocyty Ha-
CaT oraz promielocyty HL-60 przed stresem oksydacyjnym
[44]. Kinetyna nie tylko wydtuza zycie nicienia Caenorhabditis
elegans, ale rowniez zwieksza odpornosé na stres oksydacyjny
i opdznia proces starzenia sie. Jest to dziatanie niezalezne od
czynnika transkrypcyjnego DAF-16, a zatem prawdopodob-
nie nie jest zwigzane z szlakiem insulinopodobnego czynnika
wzrostu. Wykazano réwniez, ze C. elegans przeksztalca kine-
tyne do rybozydu kinetyny oraz 5-monofosforanu rybozy-
du kinetyny [45]. Kinetyna nie tylko odwraca alternatywny
splicing pre-mRNA genu biatkowego zwiazanego z kinaza
IxB (IKBKAP), ktory jest odpowiedzialny za tworzenie sie ro-
dzinnej dysautonomii (FD) w modelu komérkowym [46-48],
ale réwniez w warunkach in vivo [49,50]. Kinetyna podawa-
na przez 8 dni 29 zdrowym nosicielom gléwnej mutacji FD
w dawce 23,5 mg/kg/dzien zwiekszala wlaczanie egzonu
20 z endogennego genu. Istniala liniowa zalezno$¢ miedzy
poziomem kinetyny w osoczu, a odpowiadajaca zmiana lo-
garytmiczna w ekspresji mRNA IKBKAP [49].

ANTYPROLIFERACYJNA AKTYWNOSC
N¢-POCHODNYCH ADENOZYNY

Naturalnie wystepujace analogi nukleozydow takie jak:
N¢-izopentenyloadenozyna (iPR), rybozyd kinetyny (KR)
oraz N¢-benzyloadenozyna (BAR) wykazuja inhibicje wzro-
stu i indukcje apoptozy w komérkach nowotworowych [51-
57]. Cytokininy w formie wolnych zasad, takie jak: N-izo-
pentenyloadenina (iP), kinetyna (K) oraz N°-benzyloadenina
(BA) hamuja proliferacje komoérek bialaczkowych NB4, ML-
1, U937 oraz powoduja réznicowanie ich w dojrzale granulo-
cyty [58]. Wyniki koreluja miedzy stymulujacym dziataniem
cytokinin na réznicowanie komoérek w roslinach, a mecha-
nizmem ich dzialania w procesie réznicowania si¢ komorek
biataczki szpikowej [51]. Z kolei rybozydy cytokinin zmniej-
szaja proliferacje komorek biataczki mieloidalnej HL-60 oraz
czerniaka M4Beu i B16 [59]. Cytokininy powoduja réznico-
wanie komoérek nowotworowych w zakresie wysokich stezeri
(25-100 pM), podczas gdy ich rybozydy wywotuja apoptoze
komoérek bialaczkowych w stezeniach mikromolarnych [60].
KR, iPR, BAR obnizaja zawarto$¢ wewnatrzkomérkowego
ATP, indukuja powstawanie zaburzeni w funkcjonowaniu
mitochondriéw oraz generuja RFT, podczas gdy cytokininy
(iP, K, BA) nie wykazuja takiej aktywnosci. Wyznaczone war-
toéci IC,; na linii komérkowej HL-60 dla cytokinin oraz ich
rybozydoéw jako pochodnych adeniny zostaly przedstawione
w tabeli 2.
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Stwierdzono réwniez, ze apoptozie stymulowanej przez KR
oraz BAR towarzyszy znaczacy wzrost aktywnosci kaspazy 3
i 9. Uwolniony do cytoplazmy z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw cytochrom c, wiaze sie z prokaspazami rozpo-
czynajac proces kaskadowej aktywacji kaspaz, prowadzacy do
apoptozy komoérki. W komoérkach nowotworowych traktowa-
nych KR oraz BAR zaobserwowano apoptoze w obrebie jadra
komorkowego. Byla ona skutkiem kondensacji chromatyny
czedciowo zaleznej od kaspaz i dostepnosci ATP oraz two-
rzenia cialek apoptotycznych i fragmentacji DNA zaleznej od
kaspaz. Wykazano, ze cytotoksyczny efekt rybozydéw cytoki-
nin jest zwigzany z wzrostem aktywnosci okreslonych kaspaz
oraz dostepnoscia wewnatrzkomoérkowego ATP [60,61].

Badano wptyw N°-pochodnych adeniny i adenozyny na in-
dukcje apoptozy w komoérkach HL-60. Wykazano, ze pochod-
ne adenozyny oraz adeniny ulegaja wewnatrz-komoérkowej
fosforylacji do monofosforanéw. Analogi adenozyny byly fos-
forylowane przez kinaze adenozyny (AdK). Z kolei pochodne
adeniny byly przetwarzane w analogiczne mononukleotydy
za pomocy transferazy fosforybozylowej, ktérej wydajnosé
jest 50-100 razy mniejsza, anizeli AdK. W zwiazku z tym
Ne-pochodne adeniny okazaly sie niewystarczajacym induk-
torem apoptozy. Natomiast zastosowanie inhibitoréw AdK,
ktore hamujg reakcje fosforylacji Né-pochodnych adenozyny
do odpowiednich monofosforanéw zapobiegalo procesowi
apoptozy. Wynik ten wskazuje, ze efekt wyzwalajacy apopto-
ze komoérek za pomoca N°-pochodnych adenozyny zwiazany
jest z wewnatrzkomoérkowa aktywacja do odpowiednich mo-
nonukleotydéw, ktérych akumulacja prowadzi do indukcji
zaprogramowanej $mierci komoérki [62].

Kinaza adenozyny (AdK, EC 2.7.1.20) jest wewnatrzkomor-
kowym enzymem metabolizujagcym puryny (Ryc. 4), ktéry
odgrywa kluczowa role w regulacji wewnatrz- i zewnatrzko-
morkowego stezenia adenozyny (Ado). AdK katalizuje reak-
qje fosforylacji Ado do AMP przy udziale drugiego substratu,
Mg/ ATP?. Ponadto AdK zaangazowana jest w procesy me-
tylacji zachodzace w komorce. Niedobér AdK u transgenicz-
nych myszy AdK~/~ prowadzi do ostrego sttuszczenia watroby
i wezesnej $miertelnoéci urodzeniowej [63]. U ssakéw, w tym
u ludzi, wystepuja dwie izoformy kinazy adenozynowej. Re-
kombinowane biatka obu izoform wykazuja aktywnos¢ enzy-
matyczng oraz nie przejawiaja zadnych réznic we wlasciwo-
Sciach kinetycznych [64]. Sekwencje aminokwaséw izoformy

Tabela 2. Efekt N6-pochodnych adeniny na przezywalnos¢ komérek HL-60 [51].

Pochodne adeniny

IC50 (uM)

Adenina 261,0

Kinetyna 48,8

Trans-zeatyna 516,0

Izopentenyloadenozyna 0,972

Rybozyd benzyloadeniny 0,706
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dlugiej (AdK-L) oraz krétkiej (AdK-S) sa identyczne za wyjat-
kiem N-korica, gdzie ludzka AdK-L zawiera dodatkowe 20-21
aminokwaséw [65]. Wcze$niejsze badania wskazuja, ze lokali-
zacja AdK-L znajduje sie w jadrze komérkowym, a AdK-S w
cytoplazmie [66]. Obie izoformy AdK ulegajg ekspresji w r6z-
nych tkankach. Najwyzszy poziom ekspresji AdK wystepuje
w watrobie i zmniejsza si¢ w nerkach, ptucach, sercu, mézgu
oraz mies$niach szkieletowych [64,65]. W warunkach fizjolo-
gicznych poziom Ado wynosi 10-100 nM [67]. Enzymem od-
powiedzialnym za utrzymanie takiego stezenia poza AdK jest
deaminaza adenozynowa (ADA), ktéra katalizuje deaminacje
Ado do inozyny. Wiadomo tez, ze powinowactwo adenozyny
do AdK (K,=1 pM) jest wyzsze niz do ADA (K,=25 pM - 150
M) [68 69]. Biorac pod uwage fakt, ze poziom endogennej
Ado osigga wartoéci nanomolarne, zdaje sie, ze gtéwna Sciez-
ka regulacji poziomu Ado jest fosforylacja przez AdK. Inna
mozliwa droga inaktywacji Ado jest odwracalna reakcja katali-
zowana przez hydrolaze SAH, ktéra prowadzi do utworzenia
S-adenozylohomocysteiny (SAH) z adenozyny i L-homocyste-
iny [70]. Kinaza adenozynowa posiada szeroka specyficznosé
substratowg, rozpoznaje pochodne adenozyny podstawione
w zasadzie purynowej w pozycji C>-, N°-, N’- oraz C*- [71].
Modyfikacja czesci cukrowej jest dobrze tolerowana, ale obni-
za wydajnosé fosforylacji 2-5 krotnie. Jedynym wymogiem jaki
substrat AdK musi spelnia¢ jest obecno$¢ zasady purynowej
oraz grupy 2’-OH rybozy, ktéra jest niezbedna do aktywacji
tego enzymu. Ponadto grupa 2"-OH musi by¢ w konformacji
trans w stosunku do pierécienia purynowego [71]. Zwiazki
takie jak: a-adenozyna czy p-D-arabinozylo-8-azaadenina nie
sa fosforylowane przez AdK ze wzgledu na konformacje cis
grupy 2’-hydroksylowej wzgledem zasady purynowej [71].
Jedna z bezposrednich konsekwencji szerokiej specyficznosci
substratowej AdK wobec nukleozydéw jest aktywacja duzej
liczby antymetabolitéw. Jednym z nich jest fludarabina, ktéra
po wniknieciu do komoérki ulega fosforylacji i wywoluje efekt
cytotoksyczny poprzez zaburzanie integralnosci DNA komor-
ki [72]. Dowiedziono réwniez, ze selektywna cytotoksycznos¢
komorek raka okreznicy ludzkiej mozna osiagnaé¢ w oparciu
o nadekspresje biatka AdK [73]. Co nalezy podkresli¢, w ba-
daniach klinicznych znajduje sie¢ nowa tricykliczna pochodna
adenozyny (Triciribine) fosforylowana przez AdK do aktyw-
nej postaci, ktéra jest inhibitorem kinazy biatkowej B. Zwiazek

SAM/\

Met
Metylotransferazy
X-CH,

SAH

SAH \» Hcy

Hydrolaza

Adenozyna

5-Nukleotydaza Kinaza
adenozyny

AMP Inozyna

Rycina 4. Metabolizm adenozyny (opis w tekscie); SAM, S-adenozylometionina;
SAH, S-adenozylohomocysteina; Met, metionina; Hcy, homocysteina; X, akceptor
grupy metylowej; X-CH,, zmetylowany zwigzek; na podstawie [63].

Deaminaza
adenozyny
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ten zaproponowano jako terapeutyk do spersonalizowanej te-
rapii przeciwnowotworowej opartej o profilowanie ekspresji
AdK u chorego [74].

WPLYW RYBOZYDU KINETYNY NA
CYKL KOMORKOWY I APOPTOZE

Pierwsze eksperymenty wykazujace zdolnosé hamowania
proliferacji komoérek nowotworowych i nienowotworowych
przez KR zostaly wykonane na poczatku drugiej potowy XX
wieku na ludzkich kulturach komoérkowych linii naskérka,
raka sutka ijego przewleklego zapalenia torbielowatego. Uzy-
te stezenie zwigzku okazalo sie skuteczne do zahamowania
proliferacji komérek [75]. Stwierdzono réwniez zatrzymanie
proliferagji i indukcje apoptozy w roslinnych komérkach no-
wotworowych indukowanych przez zakazenie Agrobacterium
tumefaciens [59].

Zaobserwowano, ze KR wplywa na przebieg cyklu
komoérkowego, jednakze wyniki badan rézniq sie w zaleznosci
od zastosowanego modelu doswiadczalnego. Cheong i wsp.
[53] wykazali w linii komérek raka watrobowokomérkowego
HepG2, ze KR zatrzymuje cykl komérkowy w fazie G,/ M, po-
przez obnizenie odsetka komérek w fazie G /G, i zwigkszenie
w G,/M. Zatrzymaniu cyklu towarzyszyta zmiana morfologii
oraz znaczny spadek proliferacji komoérek w zaleznosci od za-
stosowanej dawki (IC,=8,33 mg/1). Pomimo, Ze nie stwierdzo-
no aktywagji kaspazy-3, zdaniem autoréw tlumienie przejscia
zfazy G, do S cyklu komoérkowego jest konsekwencja ingeren-
qji zwigzku w laricuch transportu elektronéw zachodzacy w
mitochondriach.

Wykazano ponadto, ze KR indukuje cytotoksycznosc zalez-
na od dawki w komérkach raka okreznicy HCT-15 dla ktérych
wartoé¢ IC,, wynosi 2,5 uM. Przezywalnoé¢ komérek HCT-15
nie ulegata zmianie przy stezeniu mniejszym niz 0,5 uM, nato-
miast hamowanie proliferacji o 15%, 35% oraz 70% wystepo-
walo po 4 dniowej inkubacji w obecnosci odpowiednio 0,5 pM,
1 pM i 25 uM stezen KR. Nastepowaly zmiany morfologiczne
typowe dla procesu apoptozy, tj. utrata przyczepnosci, zaokra-
glenie i kurczenie sie¢ komoérek oraz oderwanie od podioza.
Analiza cyklu komoérkowego wykazata, ze przy stezeniu 5 M
KR nastepowato zwigkszenie odsetka komérek w fazie G,/M
i S oraz zmniejszenie w fazie G /G,. Zahamowanie zdolnosci
klonogennej komérek HCT-15 obserwowano po 2,5 pM esk-
pozycji na KR. Czas trwania testu wynosit 14 dni [76].

Antyproliferacyjny i proapoptotyczny mechanizm dzia-
tania KR zwigzany jest z hamowaniem ekspresji genéw ko-
dujacych cykliny [54]. Kinazy cyklinozalezne (CDK) sa regu-
latorami réznych faz cyklu komérkowego komoérek eukario-
tycznych. Regulacja cyklu komérkowego i wzrost sa ze soba
Scisle zwigzane. Aktywacja CDK zachodzi przez przylaczenie
cykliny wraz z fosforylacja reszty treoninowej przez kinaze
aktywujacg CDK (CAK). Niewtasciwa ekspresja lub mutacje
w genach kodujacych CDK, cykliny lub inhibitory CDK wy-
stepuja w wielu typach nowotworéw.

Do tej pory zidentyfikowano szesnascie cyklin, jednak tylko
niektére biorg aktywny udziat w przebiegu cyklu [77]. Cykliny
D (D1, D2, D3) tworza kompleksy z kinazami CDK4 i CDKS6,
odpowiedzialnymi za modulacje przebiegu fazy G, oraz nie-
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zbednymi do zapoczatkowania replikacji DNA w fazie S po-
przez fosforylacje kluczowych dla cyklu komérkowego bialek,
np. Rb. Cyklina E oraz A aczy sie¢ z CDK2 w czasie przejécia
miedzy fazami G, /S, a nastepnie w trakcie fazy S. Cykliny B
wigza sie z CDK1 podczas fazy M. Ponadto aktywnos¢ CDK
podlega hamowaniu przez inhibitory CDK (CKI). Wyréznia
sie¢ dwie grupy CKI. Rodzine INK4 tworza biatka: p15, p16,
p18 oraz p19, ktére wiazac sie z CDK4 i CDK6 uniemozliwiaja
ich polaczenie z cyklinami D. Do rodziny Cip/Kip naleza bial-
ka: p21, p27 oraz p57, ktére hamuja aktywnosé CDK1 i CDK2
[77,78]. Ztozonoé¢ zaleznosci miedzy czynnikami majgcymi
wplyw na przebieg cyklu komoérkowego ilustruje rycina 5.

\ hamowanie

INK4 p21
p15
plé

p18

P19 hamowanie

cyklina D1 cyklina D2, D3 cyklinaE cyklina A—> cyklina A

+ + + g+ +
CDK4/6 CDK2/4/6 CDK2 — CDK2 CDK1 — CDK1

cyklina B1, B2
+

G1 S G2 M

Rycina 5. Regulacja cyklu komorkowego w czasie jego trwania. Opis w tekscie.

Tiedemann i wsp. [54] wykazali natomiast, ze KR obniza
poziom ekspresji cykliny D1 i D2 poprzez hamowanie cis- oraz
trans-aktywacji genéow CCND1 i CCND2 w pierwotnych ho-
dowlach komérek szpiczaka mnogiego, co skutkuje aresztem
cyklu komérkowego w fazie G,/G,. W zdrowych komérkach
zachodzi koekspresja cyklin D1, D2 oraz D3, ktére zamiennie
spelniaja swoje funkcje tworzac kompleksy z CDK4 i CDK6
[79]. Z kolei komérki szpiczaka mnogiego, a takze inne nowo-
twory uktadu krwiotwoérczego wykazuja nadekspresje tylko
jednej z cyklin D. Zablokowanie ekspresji genéw indywidu-
alnych cyklin stanowi skuteczniejszy cel terapii przeciwnowo-
tworowej anizeli stosowanie inhibitoréw CDK bedacych obec-
nie w trakcie badan klinicznych. Na poziomie molekularnym
nowotwory te znacznie r6znig si¢ od zdrowych tkanek pod
wzgledem jako$ciowym i ilosciowym w ekspresji genoéw dla
cyklin D, natomiast w przypadku CDK réznica ta jest niewiel-
ka. W grupie szpiczaka mnogiego 54 % nowotworéw wykazu-
je nadekspresje genu cykliny D1 (CCND1), 48% nadekspresje
genu cykliny D2 (CCND?2), 3% nadekspresje genu cykliny D3
(CCNDB3) a 8% jednoczesng nadekspresje genéw CCND1 oraz
CCND2 [80]. Badania przeprowadzone na 12 liniach komérek
biataczkowych charakteryzujacych sie znaczna nadekspresja
cykliny D1 oraz D2, wykazaly efekt antyproliferacyjny KR
(IC,,<15uM, 72 godziny) oraz spadek ilosci cyklin D1 i D2 w
ciagu 6 godzin od momentu inkubacji ze zwigzkiem. Nato-
miast nie stwierdzono zmian w poziomie cykliny D3. Badajac
mechanizm wyciszenia ekspresji cyklin D1 i D2 wykazano, ze
KR blokuje trans- oraz cis-aktywacje genéw CCND2 i CCND1
w znacznej mierze indukowana cAMP, poprzez nadekspresje
represora transkrypcji nalezacego do rodziny biatek CREM
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(ang. cAMP-response element modulator). Ponadto KR skutecz-
nie wycisza trans-aktywacje genu CCND2 spowodowana
nadekspresjg czynnika transkrypcyjnego MAF, ktéry bezpo-
$rednio Iaczy sie z promotorem genu CCND2. Wynik ten su-
geruje, ze pod wplywem KR dochodzi do mobilizacji represo-
réw transkrypdji dla promotora CCND2 lub zachodzi spadek
kluczowych kofaktor6w wymaganych do transkrypgji genu
CCND2. Nastepnie sprawdzono czy wstrzymanie ekspresji
cykliny D1 i D2 jest bezposrednim efektem dziatania KR, czy
moze rezultatem aresztu cyklu komérkowego w fazie S, kiedy
to fizjologicznie dochodzi do spadku ekspresji genéw CCND1
i CCND2. W ciagu 20-godzinnej inkubacji, KR powodowal
zmniejszenie odsetka komérek w fazie S cyklu o 50-70% oraz
zwigkszenie w fazie G /G,. Dane te sugeruja, ze mechanizm
zatrzymania cyklu komoérkowego wynika z bezposredniego
hamowania ekspresji genéw cykliny D1 i D2. Cabello i wsp.
[61] wykazali w linii komorek raka trzustki MIA Paca-2 oraz
czerniaka zlosliwego A375, ze KR zwieksza ekspresje genu
CDKNI1A kodujacego biatko p21, ktére w odpowiedzi na stres
cytotoksyczny hamuje cykl komérkowy w fazie G /G, oraz
G,/M. Znaczaca akumulacje komérek MIA PaCa-2 i A375
obserwowano w fazie G,/M w czasie 24-godzinnej hodowli.
Wydtuzenie czasu inkubacji do 72 godzin zwigkszato odsetek
komoérek w fazie G,/M i spadek w fazie S cyklu.

Choi i wsp. [55], a takze Cabello i wsp. [61] badali zdol-
nos¢ rybozydu kinetyny do indukucji apoptozy poprzez me-
chanizm wewnatrzkomoérkowy, wywotujacy depolaryzacje
blony mitochondrialnej. Szlak wewnetrzny apoptozy - mito-
chondrialny ulega aktywagji na skutek stresu oksydacyjnego,
uszkodzenn DNA oraz wzrostu tlenku azotu i stezenia jonéw
Ca?" [81]. Do najbardziej poznanych czynnikéw regulatoro-
wych apoptozy, wptywajacych na zmiany przepuszczalnosci
blony mitochondrialnej, nalezg bialka z rodziny Bcl-2. W jej
sklad wchodza bialka proapoptotyczne i antyapoptotyczne,
ktore dziatajg antagonistycznie. Interakcja miedzy czynnikami:
antyapoptotycznym i proapoptotycznym stwarza podstawy
modulowania programowanej $mierci komérki. Deregulacja
biatek Bcl-2 prowadzi do obumarcia komoérek lub nadmiernej
ich proliferacji, takiej jaka charakteryzuje choroby neurode-
generacyjne lub nowotwory. Pomimo tego, Ze mutacje w ob-
rebie rodziny biatek Bcl-2 wystepuja rzadko, stwierdzono, ze
nadekspresja bialek antyapoptotycznych Bcl-2 oraz Bcl-X jest
zjawiskiem powszechnym w komorkach nowotworowych.
Zablokowanie funkgji tych biatek przez inhibitor niskocza-
steczkowy ABT-737 wzmaga apoptoze w ludzkich komérkach
biataczkowych [82]. Ponadto terapia oligonukleotydami anty-
sensownymi skierowanymi przeciwko mRNA Bcl-2 zwigksza
odsetek komoérek ulegajacych apoptozie [83].

Wykazano, ze antyproliferacyjna aktywnosc KR jest zwia-
zana z modulacjg rodziny biatek Bcl-2 oraz kaspazy-3. Eks-
perymenty przeprowadzono na dwéch liniach nowotworo-
wych: ludzkim raku szyjki macicy (HeLa) i mysim czerniaku
(B16F-10) oraz na dwoch liniach nienowotworowych: ludz-
kich fibroblastach skéry (CCL-116) i pierwotnych fibrobla-
stach bydlecych. W czasie 24-godzinnej inkubacji komérek
HeLa i B16F-10 z KR (1 pM-1 mM) zaobserwowano zalezny
od stezenia efekt cytotoksyczny zwigzku. W tym samym cza-
sie nie zauwazono istotnych zmian w przezywalnoéci fibro-
blastéw obu linii. Barwienie aneksyna V i jodkiem propidyny
potwierdzito dzialanie cytotoksyczne KR w komoérkach HeLa
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wynikajace z indukgji procesu apoptozy. Wykazano zdol-
nos$¢ KR do nadmiernej aktywacji PARP-1 (ang. poly ADP-ri-
bose polymerase) oraz fragmentacji DNA. Ponadto barwienie
jader komérkowych barwnikiem Hoechst33258 uwidocznito
ich fragmentacje, ktora jest charakterystycznym objawem za-
programowanej $mierci komorki. W kolejnym etapie zbada-
no wptyw KR na funkcjonowanie mitochondriéw. Wykaza-
no, ze w komérkach nowotworowych HeLa KR powodowat
mitochondrialne dysfunkcje poprzez stymulacje proapopto-
tycznych biatek Bad i Bak oraz inhibicje antyapoptotycznych
biatek Bcl-2 i Bel-X|. Zaburzenie rownowagi biatek rodziny
Bcl-2 skutkowalo uwolnieniem cytochromu c oraz aktywacja
kaspazy-3, przyczyniajac sie¢ do $mierci komérek nowotwo-
rowych. W tym samym czasie w fibroblastach CCL-116 nie
wykazano wzrostu aktywnosci kaspazy-3 oraz zwigzanego z
tym efektu cytotoksycznego. W celu potwierdzenia indukcji
apoptozy zaleznej od aktywacji kaspazy-3 zastosowano in-
hibitor kaspaz - zZVAD-fmk pod wplywem, ktérego doszto
do skutecznego zablokowania kaspazy-3, a $miertelnos¢
komoérek HeLa byla statystycznie nieistotna [55]. Podobnie,
KR w komérkach raka trzustki MIA PaCa-2 powoduje utrate
potencjatu btony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c
do cytoplazmy oraz aktywacje kaspazy-3 [61].

Zaobserwowano, ze KR wykazuje zdoInos¢ do szybkiego i
znacznego obnizenia wewnatrzkomérkowego ATP i akumu-
lacji reaktywnych form tlenu, co w konsekwencji prowadzi
do stresu genotoksycznego i nadekspresji genéw uszkadzaja-
cych DNA (HMOX1, DDIT3, GADD45A) w komorkach raka
trzustki MIA PaCa-2 oraz czerniaka zlodliwego A375 [61].

Potwierdzono réwniez, ze KR hamuje wzrost czernia-
ka zlodliwego w modelu in vivo. W tym celu postuzono sie
mysim modelem z wszczepionymi podskérnie komérkami
czerniaka zlosliwego. Bezposrednie zastrzyki KR w okoli-
ce guza w dawce 40 mg/kg masy ciata doprowadzily do
znaczacej redukcji masy nowotworowej. Podobny efekty
uzyskano stosujac dawke 20 mg/kg dakarbazyny - cytosta-
tyku alkilujacego uzywanego w leczeniu czerniaka. Wyniki
potwierdzaja selektywna skutecznosé cytotoksyczna KR za-
réwno in vitro jak i in vivo [55].

Cytotoksycznoé¢ rybozydu kinetyny jest zalezna od po-
ziomu ekspresji kinazy adenozynowej (AdK) i znoszona
przez zastosowanie jej inhibitoréw. Wyciszanie ekspresji
genu kinazy adenozynowej za pomoca RNAi w linii czer-
niaka zlosliwego A375 objawialo sie catkowitym znosze-
niem antyproliferacyjnej aktywnosci KR. Podobny efekt ob-
serwowano po zastosowaniu inhibitora nukleozydowego
AdK - 5"-amino-5"-deoksyadenozyny (d’-AdA). W hodowli
komoérkowej raka trzustki MIA PaCa-2 blokowanie ekspre-
sji genu kinazy skutkowalo wysoka cytotoksycznoscia i
tylko inhibicja biatka za pomoca d’-AdA chronita komoérki
przed proapoptotycznym dziataniem KR [61].

PODSUMOWANIE

Jedno z podstawowych zalozen przeciwnowotworowego
dziatania rybozydu kinetyny wpisuje si¢ w prowadzone obec-
nie intensywne poszukiwanie lekéw aktywowanych bezpo-
$rednio w komoérce nowotworowej. Koncepcja ta oparta jest
na spostrzezeniu, ze w komorkach nowotworowych czesto
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dochodzi do zwiekszonej ekspresji charakterystycznych dla
danego typu nowotworu enzymoéw, ktdére nie sa obecne w ko-
morkach prawidlowych lub ich ekspresja jest ograniczona [84].
Poszukiwane sa wiec czasteczki, ktére moga ulega¢ aktywacji
w komoérkach nowotworowych za sprawg specyficznie wyste-
pujacych w nich enzyméw. Poszczegélne pochodne KR wska-
Zuja wyraznie na droge wewnatrzkomorkowego przeksztalca-
nia zwigzku do monofosforanu, ktéry zostaje przeksztalcony
w komoérce nowotworowej do difosforanu, a nastepnie trifos-
foranu jako aktywna forma zwiazku. W tym przypadku enzy-
mem, ktory katalizuje pierwszy etap biotransformacji KR do
aktywnego metabolitu - monofosforanu KR jest kinaza adeno-
zynowa [76,85].
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ABSTRACT

Cytokinins are a group of plant hormones which play an important role in plant growth and development. They produce various effects when
applied to intact plants. They particularly stimulate protein synthesis and participate in cell cycle control. First discovered cytokinin was N°-
furfuryladenine (kinetin). It is a strong inhibitor of proteins and nucleic acids oxidation in vitro and in vivo. Both kinetin and its ribosides (N°-
furfuryladenosine, kinetin riboside) as natural compounds occur in the milk of coconuts on the nanomole level. Kinetin riboside selectively
inhibits the proliferation of cancer cells and induce their apoptosis. This review focuses on the kinetin riboside occurrence, and primarily on

its metabolism, and biological activity.
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