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				Streszczenie

				Cytokininy stanowią jedną z grup hormonów roślinnych, które odgrywają ważną rolę we wzroście i rozwoju roślin. Wykazują różne efekty działania, szczególnie stymulują synte-zę białek i uczestniczą w kontroli cyklu komórkowego. Pierwszą odkrytą cytokininą była N6--furfuryloadenina (kinetyna). Jest ona uważana za silny inhibitor procesów utleniania białek i kwasów nukleinowych w warunkach in vitro oraz in vivo. Zarówno kinetyna, jak i jej rybozyd (N6-furfuryloadenozyna, rybozyd kinetyny) jako naturalne związki występują w mleku kokoso-wym w stężeniu nanomolarnym. Rybozyd kinetyny selektywnie hamuje proliferację komórek nowotworowych oraz indukuje ich apoptozę. W tym artykule skupiono się na występowaniu rybozydu kinetyny, a przede wszystkim na jego metabolizmie oraz aktywności biologicznej.

				Wprowadzenie

				Choroby nowotworowe są w Polsce i na świecie wraz z chorobami układu krą-żenia główną przyczyną przedwczesnych zgonów. Według danych epidemiolo-gicznych z 2010 roku Polskiej Unii Onkologii i Centrum Onkologii w Warszawie prognozuje się odpowiednio wzrost zachorowań z 130 tys. do 160 tys. oraz wzrost śmiertelności z 85 tys. do 100 tys. rocznie [1]. Dane te obrazują skalę problemu i wskazują na konieczność poszukiwania nowych terapeutyków. Aktualne zainte-resowania koncentrują się wokół nowych analogów obecnie stosowanych leków przeciwnowotworowych, małych związków chemicznych pochodzenia natural-nego oraz cząsteczek działających selektywnie na komórki nowotworowe i nie wpływających na komórki prawidłowe organizmu [2]. Wśród cząsteczek o wyso-kiej aktywności biologicznej i znacznym potencjale terapeutycznym znajdują się hormony roślinne (cytokininy), które są pochodnymi adeniny modyfikowanymi w pozycji N6 podstawnikami izoprenoidowymi bądź aromatycznymi. 

				Rolą cytokinin u roślin jest regulowanie wzrostu i różnicowania komórek oraz indukowanie apoptozy [3]. Prowadzone badania mają na celu określenie ich aktywności w komórkach zwierzęcych oraz wykorzystania ich w ogranicze-niu zaburzeń proliferacji i różnicowania komórek.

				Aktywność farmakologiczna analogów nukleozydów

				Modyfikowane nukleozydy purynowe i pirymidynowe stanowią bardzo róż-norodną grupę związków terapeutycznych i są stosowane w leczeniu chorób nowotworowych oraz zakażeń wirusowych. Działają cytotoksycznie na komór-ki dzielące się oraz pozostające w fazie G0/G1 cyklu komórkowego, który składa się z interfazy (okres między podziałami) oraz właściwego podziału - mitozy. W interfazie wyróżnia się fazy G1, S oraz G2, a jej celem jest podwojenie materiału genetycznego niezbędnego dla prawidłowego przebiegu mitozy. W pierwszym etapie G1 następuje wejście komórki w następny cykl replikacyjny i rozpoczęcie biosyntezy białek. W fazie S dochodzi do powielenia materiału genetycznego komórki i formowania chromosomów. W kolejnym etapie, G2 następuje dalszy wzrost i synteza dodatkowych składników niezbędnych w mitozie, a także na-prawa uszkodzeń DNA. Po zakończonym cyklu komórka może ponownie wejść w fazę G1 i dokonać następnego podziału lub w G0, która jest stanem zawieszenia aktywności podziałowej. Schematyczny przebieg cyklu komórkowego obrazuje rycina 1. Komórki w fazie syntezy DNA (S) i podziału (M) są podatne na działanie chemoterapeutyków, natomiast w stanie spoczynkowym (G0, G1 i G2), wykazują oporność na aktywność wielu cytostatyków [4,5]. 

				W komórkach proliferujących cytotoksyczność modyfikowanych nukleozydów obejmuje zahamowanie syntezy deoksyrybonukleotydów, inhibicję polimeraz DNA oraz indukowanie apoptozy na drodze zewnątrzpochodnej, a także mito-chondrialnej. Punktami uchwytu są m. in. specyficzne grupy enzymów wirusowych 
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				lub komórkowych odpowiedzialnych za powielanie materiału genetycznego i wpływających na syntezę nukleotydów, któ-re stanowią rdzeń cząstek wirusowych lub wchodzą w skład zmienionych genomowo komórek nowotworowych. Aby naturalny nukleozyd został włączony do syntetyzowanej nici DNA w komórce musi przejść trzystopniową fosforylację przy udziale kaskady wewnątrzkomórkowych kinaz. Podobnym przemianom metabolicznym podlegają wszystkie modyfiko-wane nukleozydy o działaniu przeciwnowotworowym, które dzięki właściwemu mechanizmowi molekularnemu są zdolne do indukowania programowanej śmierci komórki. Efektyw-ność ich działania jest zróżnicowana i zależy od specyficzności enzymów metabolizujących oraz interakcji z białkami uczest-niczącymi w procesach replikacji, naprawy i metylacji DNA.

				Aktywność przeciwnowotworowa analogów nukleozydów

				Modyfikowane nukleozydy i zasady azotowe jako leki przeciwnowotworowe były jedną z pierwszych grup cytosta-tyków stosowanych w onkologii. Wśród tych leków znalazły się pochodne purynowe oraz pirymidynowe, które znalazły zastosowanie zarówno w leczeniu nowotworów krwi jak i li-tych guzów nowotworowych. Historia badań nad nukleozy-dami i DNA rozpoczęła się już 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 są w leczeniu układu krwiotwórczego między innymi w przewlekłej białaczce limfatycznej [7-10]. Natomiast pirymidynowy analog – gemcytabina jest obec-nie stosowany w leczeniu nowotworów litych takich jak rak piersi, niedrobnokomórkowy rak płuc, a także rak pęcherza [11-13]. Analogi urydyny takie jak 5-fluoro-2’-deoksyurydy-na, oraz 5-fluoro-5’-deoksyurydyna są stosowane w leczeniu rozsianych nowotworów przewodu pokarmowego, trzustki, prostaty, piersi i jajników [14,15]. Ponadto analogi pirymidy-nowe takie jak: 2’,3’-dideoksycytydyna (zalcytabina), 3’-azi-

			

		

		
			
				do-3’-deoksytymidyna (zydowudyna) oraz analogi inozyny np. 2’,3’-dideoksyinozyna znalazły zastosowanie w terapii przeciwwirusowej [16-18]. Każdy z tych związków wykazuje zróżnicowaną aktywność w zależności od rodzaju schorze-nia lub typu komórek. Dla przykładu, cytotoksyczna aktyw-ność analogów puryny takich jak fludarabina i kladrybina w niedzielących się komórkach wynika raczej z zaburzeń na-prawy DNA niż z powodu terminacji replikacji czy wpływu na aktywność mitochondriów [19].

				Wspólną cechą nukleozydów jest transport błonowy przy udziale białkowych transporterów, wewnątrzkomór-kowa aktywacja oraz synteza nukleotydu [4]. Nukleozydy i ich analogi są związkami hydrofilowymi i aby przeniknąć do wnętrza komórki wymagają specyficznych białek trans-portujących. Istnieje coraz więcej dowodów, że liczebność oraz dystrybucja białkowych transporterów na powierzch-ni komórek jest przyczyną wrażliwości i specyficzności na analogi nukleozydów [20].

				Charakterystyka systemów transportowych nukleozydów

				Błony biologiczne (błony elementarne, błony cytopla-zmatyczne, biomembrany) zbudowane są z dwuwarstwy białkowo-lipidowej i stanowią barierę przepuszczalności dla jonów i cząsteczek polarnych. Przepuszczalność jest możliwa dzięki obecności pomp i kanałów. Pompy trans-portują jony lub cząsteczki w kierunku wzrastającego stęże-nia, zużywając do tego energię w postaci wiązań wysoko-energetycznych ATP. Natomiast kanały umożliwiają szybki przepływ jonów w kierunku termodynamicznie korzyst-nym. Cząsteczki o charakterze hydrofilowym wymagają selektywnie działających transporterów, natomiast związki hydrofobowe przenikają na zasadzie dyfuzji [21].

				Nukleozydy i ich analogi przechodzą przez błony plazma-tyczne dzięki specyficznym białkom – transporterom nukle-ozydowym. Możemy wyróżnić transport bierny nośnikowy (ang. sodium-independent equilibrative nucleoside transport) lub transport drogą 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+-niezależny, trasportuje nu-kleozydy przez błonę komórkową w obu kierunkach na zasadzie dyfuzji ułatwionej zgodnie z gradientem stężeń (Ryc. 2). System ten dzielimy na dwa podtypy: es (ang. equ-ilibrative sensitive) i ei (ang. equilibrative insensitive), w zależ-ności od wrażliwości na inhibicję przez nitrobenzylotioino-zynę (NBTI) [24, 25]. Zidentyfikowano cztery transportery należące do systemu Na+-niezależnego: ENT1, ENT2, ENT3 oraz ENT4 (Tab. 1). Transportery ENT1 i ENT3 zostały za-liczone do systemu es na podstawie wrażliwości na NBTI oraz ich selektywności substratowej. Natomiast ENT2, któ-ry nie jest hamowany przez ten inhibitor, należy do systemu ei [26]. Białka transportowe systemu ENT są szeroko roz-powszechnione w komórkach wielu typów i charakteryzu-ją się niską selektywnością wobec przenoszonych cząste-czek [22]. Najlepiej poznane są transportery ENT1 i ENT2. Ludzkie białka ENT1 (hENT1) oraz ENT2 (hENT2), które są wrażliwe na NBTI, są ponadto hamowane przez związki 
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				Rycina 1. Schemat cyklu komórkowego.
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				rozszerzające naczynia takie jak: dipirydamol, dilazep i dra-flazyna [22,27].

				W drugim systemie, CNT (ang. Concentrative Nucleoside Transport system), transport nukleozydów odbywa się tylko do wnętrza komórki w symporcie z jonem sodowym (Ryc. 2). W obrębie tego systemu wyszczególniono sześć funkcjonal-nie różnych podsystemów (N1–N6), ze względu na różnice w przenoszonych substratach [24]. Dotąd poznano i opisano trzy białka transportowe systemu CNT oznaczane jako CNT1, CNT2 oraz CNT3. Transporter CNT1 jest białkiem swoiście przenoszącym nukleozydy pirymidynowe, CNT2 jest specy-ficzny w stosunku do nukleozydów purynowych, natomiast transporter CNT3 transportuje zarówno nukleozydy pirymi-dynowe jak i purynowe [28-31]. Dane dotyczące poszczegól-nych systemów transportowych zostały zestawione w tabeli 1.

				Poza rodziną transporterów ENT oraz CNT znane są inne białka transportowe, które przemieszczają zarówno nukle-ozydy jak i ich analogi z komórki bądź do jej wnętrza. Ze względu na mechanizmy wykorzystywane do transportu wyróżnia się następujące rodziny transporterów: 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 występowanie

				Cytokininy stanowią jedną z głównych grup hormo-nów roślinnych. Stymulują procesy anaboliczne, cytoki-nezę, kariokinezę oraz tworzenie natywnej struktury bia-łek. Ponadto hamują aktywność enzymów, które uczest-niczą w degradacji kwasów nukleinowych i białek, przez co opóźniają procesy starzenia się komórek. Cytokininy są pochodnymi zasady purynowej – adeniny, w której przy N6 podstawiony jest najczęściej alifatyczny łańcuch izoprenowy lub podstawnik aromatyczny [33].

				W roślinach najczęściej występują cytokininy z łańcu-chem alifatycznym: trans-zeatyna, cis-zeatyna (N6-izopen-tenyloadenina), dihydrozeatyna i ich modyfikacje z pod-stawnikami metylowymi lub hydroksylowymi. Rzadziej spotykane są z podstawnikiem aromatycznym reprezen-towanym przez N6-benzyloadeninę i jej hydroksylowane pochodne m- i o-topoliny. Związki te występują w mikro molarnych stężeniach w liściach topoli [34]. Do grupy syntetycznych analogów cytokinin zaliczamy: N6-farne-zyloadeninę, N6-geranyloadeninę oraz do 1996 r. N6-fur-furyloadeninę (kinetynę), kiedy to Barciszewski i wsp. [35] potwierdzili jej występowanie w komercyjnie dostępnym i świeżo wyizolowanym DNA. Cytokininy występują w po-staci kilku form metabolicznych: wolnych zasad, rybozy-dów oraz 5’-fosforanów rybozydów (rybotydów). Nukle-otydy te występują w pętli antykodonu tRNA, fragmen-cie poliadenylowym mRNA oraz w rRNA, spełniając rolę regulacyjną w procesie translacji. Największą aktywność biologiczną wykazują cytokininy w formie wolnych zasad i połączeń rybozydowych [36].

				Najlepiej poznaną cytokininą jest kinetyna, która po raz pierwszy została wyizolowana z DNA plemników śledzi w 1955 r. Jej występowanie potwierdzono, także w: ko-mercyjnie dostępnym DNA, świeżo wyekstrahowanym z ludzkich komórek DNA oraz ekstraktach z komórek roślinnych i ludzkim moczu [35,37,38]. Kinetynę oraz jej rybozyd (Ryc. 3) również zidentyfikowano w płynnym endospermie młodych orzechów kokosowych (Cocos nuci-fera L.) za pomocą techniki LC-MS/MS. Średnie stężenia związków wynoszą odpowiednio 0,34 i 0,29 nM [39].
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				Tabela 1. Porównanie systemów transportujących nukleozydy.
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				Rycina 2. Typy transporterów nukleozydowych. W systemie CNT nukleozydy są transportowane do wnętrza komórki w symporcie z jonem sodowym. Białka ENT transportują nukleozydy przez błonę komórkową w obu kierunkach zgod-nie z gradientem stężeń.
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				Kinetyna wykazuje właściwości antyoksydacyjne zarów-no in vitro jak i in vivo. Chroni DNA komórek przed oksy-dacyjnymi uszkodzeniami, głównie guanozyny i gromadze-niem 8-oxo-dG [40]. Znane są jej właściwości spowalniania procesów starzenia się komórek roślinnych oraz ludzkich, m. in. fibroblastów [41-43]. Kinetyna w układzie bezkomórko-wym i w wysokich stężeniach (500 nM i więcej) nie wykazuje aktywności przeciwutleniającej. W przeciwieństwie do tego, niskie dawki (stężenia do 100 nM) chronią keratynocyty Ha-CaT oraz promielocyty HL-60 przed stresem oksydacyjnym [44]. Kinetyna nie tylko wydłuża życie nicienia Caenorhabditis elegans, ale również zwiększa odporność na stres oksydacyjny i opóźnia proces starzenia się. Jest to działanie niezależne od czynnika transkrypcyjnego DAF-16, a zatem prawdopodob-nie nie jest związane z szlakiem insulinopodobnego czynnika wzrostu. Wykazano również, że C. elegans przekształca kine-tynę do rybozydu kinetyny oraz 5’-monofosforanu rybozy-du kinetyny [45]. Kinetyna nie tylko odwraca alternatywny splicing pre-mRNA genu białkowego związanego z kinazą IκB (IKBKAP), który jest odpowiedzialny za tworzenie się ro-dzinnej dysautonomii (FD) w modelu komórkowym [46-48], ale również w warunkach in vivo [49,50]. Kinetyna podawa-na przez 8 dni 29 zdrowym nosicielom głównej mutacji FD w dawce 23,5 mg/kg/dzień zwiększała włączanie egzonu 20 z endogennego genu. Istniała liniowa zależność między poziomem kinetyny w osoczu, a odpowiadającą zmianą lo-garytmiczną w ekspresji mRNA IKBKAP [49].

				Antyproliferacyjna aktywność N6-pochodnych adenozyny

				Naturalnie występujące analogi nukleozydów takie jak: N6-izopentenyloadenozyna (iPR), rybozyd kinetyny (KR) oraz N6-benzyloadenozyna (BAR) wykazują inhibicję wzro-stu i indukcję apoptozy w komórkach nowotworowych [51-57]. Cytokininy w formie wolnych zasad, takie jak: N6-izo-pentenyloadenina (iP), kinetyna (K) oraz N6-benzyloadenina (BA) hamują proliferację komórek białaczkowych NB4, ML-1, U937 oraz powodują różnicowanie ich w dojrzałe granulo-cyty [58]. Wyniki korelują między stymulującym działaniem cytokinin na różnicowanie komórek w roślinach, a mecha-nizmem ich działania w procesie różnicowania się komórek białaczki szpikowej [51]. Z kolei rybozydy cytokinin zmniej-szają proliferację komórek białaczki mieloidalnej HL-60 oraz czerniaka M4Beu i B16 [59]. Cytokininy powodują różnico-wanie komórek nowotworowych w zakresie wysokich stężeń (25–100 μM), podczas gdy ich rybozydy wywołują apoptozę komórek białaczkowych w stężeniach mikromolarnych [60]. KR, iPR, BAR obniżają zawartość wewnątrzkomórkowego ATP, indukują powstawanie zaburzeń w funkcjonowaniu mitochondriów oraz generują RFT, podczas gdy cytokininy (iP, K, BA) nie wykazują takiej aktywności. Wyznaczone war-tości IC50 na linii komórkowej HL-60 dla cytokinin oraz ich rybozydów jako pochodnych adeniny zostały przedstawione w tabeli 2.

			

		

		
			
				Stwierdzono również, że apoptozie stymulowanej przez KR oraz BAR towarzyszy znaczący wzrost aktywności kaspazy 3 i 9. Uwolniony do cytoplazmy z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów cytochrom c, wiąże się z prokaspazami rozpo-czynając proces kaskadowej aktywacji kaspaz, prowadzący do apoptozy komórki. W komórkach nowotworowych traktowa-nych KR oraz BAR zaobserwowano apoptozę w obrębie jądra komórkowego. Była ona skutkiem kondensacji chromatyny częściowo zależnej od kaspaz i dostępności ATP oraz two-rzenia ciałek apoptotycznych i fragmentacji DNA zależnej od kaspaz. Wykazano, że cytotoksyczny efekt rybozydów cytoki-nin jest związany z wzrostem aktywności określonych kaspaz oraz dostępnością wewnątrzkomórkowego ATP [60,61].

				Badano wpływ N6-pochodnych adeniny i adenozyny na in-dukcję apoptozy w komórkach HL-60. Wykazano, że pochod-ne adenozyny oraz adeniny ulegają wewnątrz-komórkowej fosforylacji do monofosforanów. Analogi adenozyny były fos-forylowane przez kinazę adenozyny (AdK). Z kolei pochodne adeniny były przetwarzane w analogiczne mononukleotydy za pomocą transferazy fosforybozylowej, której wydajność jest 50–100 razy mniejsza, aniżeli AdK. W związku z tym N6–pochodne adeniny okazały się niewystarczającym induk-torem apoptozy. Natomiast zastosowanie inhibitorów AdK, które hamują reakcję fosforylacji N6-pochodnych adenozyny do odpowiednich monofosforanów zapobiegało procesowi apoptozy. Wynik ten wskazuje, że efekt wyzwalający apopto-zę komórek za pomocą N6-pochodnych adenozyny związany jest z wewnątrzkomórkową aktywacją do odpowiednich mo-nonukleotydów, których akumulacja prowadzi do indukcji zaprogramowanej śmierci komórki [62].

				Kinaza adenozyny (AdK, EC 2.7.1.20) jest wewnątrzkomór-kowym enzymem metabolizującym puryny (Ryc. 4), który odgrywa kluczową rolę w regulacji wewnątrz- i zewnątrzko-mórkowego stężenia adenozyny (Ado). AdK katalizuje reak-cję fosforylacji Ado do AMP przy udziale drugiego substratu, Mg/ATP2-. Ponadto AdK zaangażowana jest w procesy me-tylacji zachodzące w komórce. Niedobór AdK u transgenicz-nych myszy AdK–/– prowadzi do ostrego stłuszczenia wątroby i wczesnej śmiertelności urodzeniowej [63]. U ssaków, w tym u ludzi, występują dwie izoformy kinazy adenozynowej. Re-kombinowane białka obu izoform wykazują aktywność enzy-matyczną oraz nie przejawiają żadnych różnic we właściwo-ściach kinetycznych [64]. Sekwencje aminokwasów izoformy 
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				Rycina 3. Struktura rybozydu kinetyny (N6-furfurylo-adenozyny).

			

		

		
			
				Tabela 2. Efekt N6-pochodnych adeniny na przeżywalność komórek HL-60 [51].
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				długiej (AdK-L) oraz krótkiej (AdK-S) są identyczne za wyjąt-kiem N-końca, gdzie ludzka AdK-L zawiera dodatkowe 20–21 aminokwasów [65]. Wcześniejsze badania wskazują, że lokali-zacja AdK-L znajduje się w jądrze komórkowym, a AdK-S w cytoplaźmie [66]. Obie izoformy AdK ulegają ekspresji w róż-nych tkankach. Najwyższy poziom ekspresji AdK występuje w wątrobie i zmniejsza się w nerkach, płucach, sercu, mózgu oraz mięśniach szkieletowych [64,65]. W warunkach fizjolo-gicznych poziom Ado wynosi 10–100 nM [67]. Enzymem od-powiedzialnym za utrzymanie takiego stężenia poza AdK jest deaminaza adenozynowa (ADA), która katalizuje deaminację Ado do inozyny. Wiadomo też, że powinowactwo adenozyny do AdK (KM=1 μM) jest wyższe niż do ADA (KM=25 μM – 150 μM) [68 69]. Biorąc pod uwagę fakt, że poziom endogennej Ado osiąga wartości nanomolarne, zdaje się, że główną ścież-ką regulacji poziomu Ado jest fosforylacja przez AdK. Inną możliwą drogą inaktywacji Ado jest odwracalna reakcja katali-zowana przez hydrolazę SAH, która prowadzi do utworzenia S-adenozylohomocysteiny (SAH) z adenozyny i L-homocyste-iny [70]. Kinaza adenozynowa posiada szeroką specyficzność substratową, rozpoznaje pochodne adenozyny podstawione w zasadzie purynowej w pozycji C2-, N6-, N7- oraz C8- [71]. Modyfikacja części cukrowej jest dobrze tolerowana, ale obni-ża wydajność fosforylacji 2-5 krotnie. Jedynym wymogiem jaki substrat AdK musi spełniać jest obecność zasady purynowej oraz grupy 2’-OH rybozy, która jest niezbędna do aktywacji tego enzymu. Ponadto grupa 2’-OH musi być w konformacji trans w stosunku do pierścienia purynowego [71]. Związki takie jak: α-adenozyna czy β-D-arabinozylo-8-azaadenina nie są fosforylowane przez AdK ze względu na konformację cis grupy 2’-hydroksylowej względem zasady purynowej [71]. Jedną z bezpośrednich konsekwencji szerokiej specyficzności substratowej AdK wobec nukleozydów jest aktywacja dużej liczby antymetabolitów. Jednym z nich jest fludarabina, która po wniknięciu do komórki ulega fosforylacji i wywołuje efekt cytotoksyczny poprzez zaburzanie integralności DNA komór-ki [72]. Dowiedziono również, że selektywną cytotoksyczność komórek raka okrężnicy ludzkiej można osiągnąć w oparciu o nadekspresję białka AdK [73]. Co należy podkreślić, w ba-daniach klinicznych znajduje się nowa tricykliczna pochodna adenozyny (Triciribine) fosforylowana przez AdK do aktyw-nej postaci, która jest inhibitorem kinazy białkowej B. Związek 

			

		

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

				Wpływ rybozydu kinetyny na cykl komórkowy i apoptozę

				Pierwsze eksperymenty wykazujące zdolność hamowania proliferacji komórek nowotworowych i nienowotworowych przez KR zostały wykonane na początku drugiej połowy XX wieku na ludzkich kulturach komórkowych linii naskórka, raka sutka i jego przewlekłego zapalenia torbielowatego. Uży-te stężenie związku okazało się skuteczne do zahamowania proliferacji komórek [75]. Stwierdzono również zatrzymanie proliferacji i indukcję apoptozy w roślinnych komórkach no-wotworowych indukowanych przez zakażenie Agrobacterium tumefaciens [59].

				Zaobserwowano, że KR wpływa na przebieg cyklu komórkowego, jednakże wyniki badań różnią się w zależności od zastosowanego modelu doświadczalnego. Cheong i wsp. [53] wykazali w linii komórek raka wątrobowokomórkowego HepG2, że KR zatrzymuje cykl komórkowy w fazie G2/M, po-przez obniżenie odsetka komórek w fazie G0/G1 i zwiększenie w G2/M. Zatrzymaniu cyklu towarzyszyła zmiana morfologii oraz znaczny spadek proliferacji komórek w zależności od za-stosowanej dawki (IC50=8,33 mg/l). Pomimo, że nie stwierdzo-no aktywacji kaspazy-3, zdaniem autorów tłumienie przejścia z fazy G1 do S cyklu komórkowego jest konsekwencją ingeren-cji związku w łańcuch transportu elektronów zachodzący w mitochondriach.

				Wykazano ponadto, że KR indukuje cytotoksyczność zależ-ną od dawki w komórkach raka okrężnicy HCT-15 dla których wartość IC50 wynosi 2,5 µM. Przeżywalność komórek HCT-15 nie ulegała zmianie przy stężeniu mniejszym niż 0,5 µM, nato-miast hamowanie proliferacji o 15%, 35% oraz 70% występo-wało po 4 dniowej inkubacji w obecności odpowiednio 0,5 µM, 1 µM i 25 µM stężeń KR. Następowały zmiany morfologiczne typowe dla procesu apoptozy, tj. utrata przyczepności, zaokrą-glenie i kurczenie się komórek oraz oderwanie od podłoża. Analiza cyklu komórkowego wykazała, że przy stężeniu 5 µM KR następowało zwiększenie odsetka komórek w fazie G2/M i S oraz zmniejszenie w fazie G0/G1. Zahamowanie zdolności klonogennej komórek HCT-15 obserwowano po 2,5 µM esk-pozycji na KR. Czas trwania testu wynosił 14 dni [76].

				Antyproliferacyjny i proapoptotyczny mechanizm dzia-łania KR związany jest z hamowaniem ekspresji genów ko-dujących cykliny [54]. Kinazy cyklinozależne (CDK) są regu-latorami różnych faz cyklu komórkowego komórek eukario-tycznych. Regulacja cyklu komórkowego i wzrost są ze sobą ściśle związane. Aktywacja CDK zachodzi przez przyłączenie cykliny wraz z fosforylacją reszty treoninowej przez kinazę aktywującą CDK (CAK). Niewłaściwa ekspresja lub mutacje w genach kodujących CDK, cykliny lub inhibitory CDK wy-stępują w wielu typach nowotworów. 

				Do tej pory zidentyfikowano szesnaście cyklin, jednak tylko niektóre biorą aktywny udział w przebiegu cyklu [77]. Cykliny D (D1, D2, D3) tworzą kompleksy z kinazami CDK4 i CDK6, odpowiedzialnymi za modulację przebiegu fazy G1 oraz nie-
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				Rycina 4. Metabolizm adenozyny (opis w tekście); SAM, S-adenozylometionina; SAH, S-adenozylohomocysteina; Met, metionina; Hcy, homocysteina; X, akceptor grupy metylowej; X-CH3, zmetylowany związek; na podstawie [63].
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				zbędnymi do zapoczątkowania replikacji DNA w fazie S po-przez fosforylację kluczowych dla cyklu komórkowego białek, np. Rb. Cyklina E oraz A łączy się z CDK2 w czasie przejścia między fazami G1/S, a następnie w trakcie fazy S. Cykliny B wiążą się z CDK1 podczas fazy M. Ponadto aktywność CDK podlega hamowaniu przez inhibitory CDK (CKI). Wyróżnia się dwie grupy CKI. Rodzinę INK4 tworzą białka: p15, p16, p18 oraz p19, które wiążąc się z CDK4 i CDK6 uniemożliwiają ich połączenie z cyklinami D. Do rodziny Cip/Kip należą biał-ka: p21, p27 oraz p57, które hamują aktywność CDK1 i CDK2 [77,78]. Złożoność zależności między czynnikami mającymi wpływ na przebieg cyklu komórkowego ilustruje rycina 5.

				Tiedemann i wsp. [54] wykazali natomiast, że KR obniża poziom ekspresji cykliny D1 i D2 poprzez hamowanie cis- oraz trans-aktywacji genów CCND1 i CCND2 w pierwotnych ho-dowlach komórek szpiczaka mnogiego, co skutkuje aresztem cyklu komórkowego w fazie G0/G1. W zdrowych komórkach zachodzi koekspresja cyklin D1, D2 oraz D3, które zamiennie spełniają swoje funkcje tworząc kompleksy z CDK4 i CDK6 [79]. Z kolei komórki szpiczaka mnogiego, a także inne nowo-twory układu krwiotwórczego wykazują nadekspresję tylko jednej z cyklin D. Zablokowanie ekspresji genów indywidu-alnych cyklin stanowi skuteczniejszy cel terapii przeciwnowo-tworowej aniżeli stosowanie inhibitorów CDK będących obec-nie w trakcie badań klinicznych. Na poziomie molekularnym nowotwory te znacznie różnią się od zdrowych tkanek pod względem jakościowym i ilościowym w ekspresji genów dla cyklin D, natomiast w przypadku CDK różnica ta jest niewiel-ka. W grupie szpiczaka mnogiego 54% nowotworów wykazu-je nadekspresję genu cykliny D1 (CCND1), 48% nadekspresję genu cykliny D2 (CCND2), 3% nadekspresję genu cykliny D3 (CCND3) a 8% jednoczesną nadekspresję genów CCND1 oraz CCND2 [80]. Badania przeprowadzone na 12 liniach komórek białaczkowych charakteryzujących się znaczną nadekspresją cykliny D1 oraz D2, wykazały efekt antyproliferacyjny KR (IC50<15µM, 72 godziny) oraz spadek ilości cyklin D1 i D2 w ciągu 6 godzin od momentu inkubacji ze związkiem. Nato-miast nie stwierdzono zmian w poziomie cykliny D3. Badając mechanizm wyciszenia ekspresji cyklin D1 i D2 wykazano, że KR blokuje trans- oraz cis-aktywację genów CCND2 i CCND1 w znacznej mierze indukowaną cAMP, poprzez nadekspresję represora transkrypcji należącego do rodziny białek CREM 

			

		

		
			
				(ang. cAMP-response element modulator). Ponadto KR skutecz-nie wycisza trans-aktywację genu CCND2 spowodowaną nadekspresją czynnika transkrypcyjnego MAF, który bezpo-średnio łączy się z promotorem genu CCND2. Wynik ten su-geruje, że pod wpływem KR dochodzi do mobilizacji represo-rów transkrypcji dla promotora CCND2 lub zachodzi spadek kluczowych kofaktorów wymaganych do transkrypcji genu CCND2. Następnie sprawdzono czy wstrzymanie ekspresji cykliny D1 i D2 jest bezpośrednim efektem działania KR, czy może rezultatem aresztu cyklu komórkowego w fazie S, kiedy to fizjologicznie dochodzi do spadku ekspresji genów CCND1 i CCND2. W ciągu 20-godzinnej inkubacji, KR powodował zmniejszenie odsetka komórek w fazie S cyklu o 50–70% oraz zwiększenie w fazie G0/G1. Dane te sugerują, że mechanizm zatrzymania cyklu komórkowego wynika z bezpośredniego hamowania ekspresji genów cykliny D1 i D2. Cabello i wsp. [61] wykazali w linii komórek raka trzustki MIA Paca-2 oraz czerniaka złośliwego A375, że KR zwiększa ekspresję genu CDKN1A kodującego białko p21, które w odpowiedzi na stres cytotoksyczny hamuje cykl komórkowy w fazie G0/G1 oraz G2/M. Znaczącą akumulację komórek MIA PaCa-2 i A375 obserwowano w fazie G2/M w czasie 24-godzinnej hodowli. Wydłużenie czasu inkubacji do 72 godzin zwiększało odsetek komórek w fazie G2/M i spadek w fazie S cyklu.

				Choi i wsp. [55], a także Cabello i wsp. [61] badali zdol-ność rybozydu kinetyny do indukucji apoptozy poprzez me-chanizm wewnątrzkomórkowy, wywołujący depolaryzację błony mitochondrialnej. Szlak wewnętrzny apoptozy – mito-chondrialny ulega aktywacji na skutek stresu oksydacyjnego, uszkodzeń DNA oraz wzrostu tlenku azotu i stężenia jonów Ca2+ [81]. Do najbardziej poznanych czynników regulatoro-wych apoptozy, wpływających na zmiany przepuszczalności błony mitochondrialnej, należą białka z rodziny Bcl-2. W jej skład wchodzą białka proapoptotyczne i antyapoptotyczne, które działają antagonistycznie. Interakcja między czynnikami: antyapoptotycznym i proapoptotycznym stwarza podstawy modulowania programowanej śmierci komórki. Deregulacja białek Bcl-2 prowadzi do obumarcia komórek lub nadmiernej ich proliferacji, takiej jaka charakteryzuje choroby neurode-generacyjne lub nowotwory. Pomimo tego, że mutacje w ob-rębie rodziny białek Bcl-2 występują rzadko, stwierdzono, że nadekspresja białek antyapoptotycznych Bcl-2 oraz Bcl-XL jest zjawiskiem powszechnym w komórkach nowotworowych. Zablokowanie funkcji tych białek przez inhibitor niskoczą-steczkowy ABT-737 wzmaga apoptozę w ludzkich komórkach białaczkowych [82]. Ponadto terapia oligonukleotydami anty-sensownymi skierowanymi przeciwko mRNA Bcl-2 zwiększa odsetek komórek ulegających apoptozie [83].

				Wykazano, że antyproliferacyjna aktywność KR jest zwią-zana z modulacją rodziny białek Bcl-2 oraz kaspazy-3. Eks-perymenty przeprowadzono na dwóch liniach nowotworo-wych: ludzkim raku szyjki macicy (HeLa) i mysim czerniaku (B16F-10) oraz na dwóch liniach nienowotworowych: ludz-kich fibroblastach skóry (CCL-116) i pierwotnych fibrobla-stach bydlęcych. W czasie 24-godzinnej inkubacji komórek HeLa i B16F-10 z KR (1 µM–1 mM) zaobserwowano zależny od stężenia efekt cytotoksyczny związku. W tym samym cza-sie nie zauważono istotnych zmian w przeżywalności fibro-blastów obu linii. Barwienie aneksyną V i jodkiem propidyny potwierdziło działanie cytotoksyczne KR w komórkach HeLa 
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				Rycina 5. Regulacja cyklu komórkowego w czasie jego trwania. Opis w tekście.
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				wynikające z indukcji procesu apoptozy. Wykazano zdol-ność KR do nadmiernej aktywacji PARP-1 (ang. poly ADP-ri-bose polymerase) oraz fragmentacji DNA. Ponadto barwienie jąder komórkowych barwnikiem Hoechst33258 uwidoczniło ich fragmentację, która jest charakterystycznym objawem za-programowanej śmierci komórki. W kolejnym etapie zbada-no wpływ KR na funkcjonowanie mitochondriów. Wykaza-no, że w komórkach nowotworowych HeLa KR powodował mitochondrialne dysfunkcje poprzez stymulację proapopto-tycznych białek Bad i Bak oraz inhibicję antyapoptotycznych białek Bcl-2 i Bcl-XL. Zaburzenie równowagi białek rodziny Bcl-2 skutkowało uwolnieniem cytochromu c oraz aktywacją kaspazy-3, przyczyniając się do śmierci komórek nowotwo-rowych. W tym samym czasie w fibroblastach CCL-116 nie wykazano wzrostu aktywności kaspazy-3 oraz związanego z tym efektu cytotoksycznego. W celu potwierdzenia indukcji apoptozy zależnej od aktywacji kaspazy-3 zastosowano in-hibitor kaspaz – zVAD-fmk pod wpływem, którego doszło do skutecznego zablokowania kaspazy-3, a śmiertelność komórek HeLa była statystycznie nieistotna [55]. Podobnie, KR w komórkach raka trzustki MIA PaCa-2 powoduje utratę potencjału błony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy oraz aktywację kaspazy-3 [61].

				Zaobserwowano, że KR wykazuje zdolność do szybkiego i znacznego obniżenia wewnątrzkomórkowego ATP i akumu-lacji reaktywnych form tlenu, co w konsekwencji prowadzi do stresu genotoksycznego i nadekspresji genów uszkadzają-cych DNA (HMOX1, DDIT3, GADD45A) w komórkach raka trzustki MIA PaCa-2 oraz czerniaka złośliwego A375 [61]. 

				Potwierdzono również, że KR hamuje wzrost czernia-ka złośliwego w modelu in vivo. W tym celu posłużono się mysim modelem z wszczepionymi podskórnie komórkami czerniaka złośliwego. Bezpośrednie zastrzyki KR w okoli-ce guza w dawce 40 mg/kg masy ciała doprowadziły do znaczącej redukcji masy nowotworowej. Podobny efekty uzyskano stosując dawkę 20 mg/kg dakarbazyny – cytosta-tyku alkilującego używanego w leczeniu czerniaka. Wyniki potwierdzają selektywną skuteczność cytotoksyczną KR za-równo in vitro jak i in vivo [55].

				Cytotoksyczność rybozydu kinetyny jest zależna od po-ziomu ekspresji kinazy adenozynowej (AdK) i znoszona przez zastosowanie jej inhibitorów. Wyciszanie ekspresji genu kinazy adenozynowej za pomocą RNAi w linii czer-niaka złośliwego A375 objawiało się całkowitym znosze-niem antyproliferacyjnej aktywności KR. Podobny efekt ob-serwowano po zastosowaniu inhibitora nukleozydowego AdK – 5’-amino-5’-deoksyadenozyny (d’-AdA). W hodowli komórkowej raka trzustki MIA PaCa-2 blokowanie ekspre-sji genu kinazy skutkowało wysoką cytotoksycznością i tylko inhibicja białka za pomocą d’-AdA chroniła komórki przed proapoptotycznym działaniem KR [61].

				Podsumowanie

				Jedno z podstawowych założeń przeciwnowotworowego działania rybozydu kinetyny wpisuje się w prowadzone obec-nie intensywne poszukiwanie leków aktywowanych bezpo-średnio w komórce nowotworowej. Koncepcja ta oparta jest na spostrzeżeniu, że w komórkach nowotworowych często 

			

		

		
			
				dochodzi do zwiększonej ekspresji charakterystycznych dla danego typu nowotworu enzymów, które nie są obecne w ko-mórkach prawidłowych lub ich ekspresja jest ograniczona [84]. Poszukiwane są więc cząsteczki, które mogą ulegać aktywacji w komórkach nowotworowych za sprawą specyficznie wystę-pujących w nich enzymów. Poszczególne pochodne KR wska-zują wyraźnie na drogę wewnątrzkomórkowego przekształca-nia związku do monofosforanu, który zostaje przekształcony w komórce nowotworowej do difosforanu, a następnie trifos-foranu jako aktywna forma związku. W tym przypadku enzy-mem, który 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 N6-furfuryladenine (kinetin). It is a strong inhibitor of proteins and nucleic acids oxidation in vitro and in vivo. Both kinetin and its ribosides (N6-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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Aktywnosc biologiczna N-furfuryloadenozyn;

STRESZCZENIE

ytokininy stanowia jedna z grup hormon6w roélinnych, kiére odgrywaja wazna role we

wzrodcie i rozwoju roélin. Wykazuja rézne efekty dzialania, szczegolnie stymuluja synte-
2¢ bialek i uczestnicza w kontroli cyklu komérkowego. Pierwsza odkryta cytokining byla N
—furfuryloadenina (kinetyna). Jest ona uwazana za silny inhibitor proceséw utleniania bialek
i kwas6w nukleinowych w warunkach i 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 eraz indukuje ich apoptoze. W tym artykule skupiono sie na wystepowaniu
rybozydu kinetyny, a przede wszystkim na jego metabolizmie oraz aktywnosci biologicznej.

WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe sa w Polsce i na éwiecie wraz z chorobami ukladu kra-
Zenia glowna przyczyna przedwezesnych zgonsw. Wedlug danych epidemiolo-
gicznych z 2010 roku Polskiej Unii Onkologi i Centrum Onkologii w Warszawie
prognozuje sie odpowiednio wzrost zachorowart z 130 tys. do 160 tys, oraz wzrost
émiertelnosci z 85 tys. do 100 tys. rocznie [1]. Dane te obrazuja skale problemu
iwskazuja na koniecznosé poszukiwania nowych terapeutykow. Aktualne zainte-
resowania koncentruja sie wokol nowych analogow obecnie stosowanych lekéw
przeciwnowotworowych, malych zwiazkéw chemicznych pochodzenia natural-
nego oraz czasteczek dzialajacych selektywnie na komoérki nowotworowe i nie
wplywajacych na komerki prawidlowe organizmu [2]. Weréd czasteczek o wyso-
Kiej aktywnosci biologicznej i znacznym potencjale terapeutycznym znajduja sie
hormony roslinne (cytokininy), ktore sa pochodnymi adeniny modyfikowanymi
w pozycji N° podstawnikami izoprenoidowymi badz aromatycznymi.

Rola cytokinin u roslin jest regulowanie wzrostu i réznicowania komérek
oraz indukowanie apoptozy [3]. Prowadzone badania maja na celu okreslenie
ich aktywnosci w komorkach zwierzecych oraz wykorzystania ich w ogranicze-
niu zaburzen proliferaci i r6znicowania komorek.

AKTYWNOSC FARMAKOLOGICZNA ANALOGOW NUKLEOZYDOW

Modyfikowane nukleozydy purynowe i pirymidynowe stanowia bardzo 162
norodng grupe zwiazkow terapeutycznych i sa stosowane w leczeniu choréb
nowotworowych oraz zakazen wirusowych. Dzialaja cytotoksycznie na komor-
ki dzielace sie oraz pozostajace w fazie G/G, cyklu komorkowego, ktory sklada
sie z interfazy (okres miedzy podzialami) oraz wiasciwvego podziatu - mitozy. W
interfazie wyroznia sie fazy G, S oraz G, a jej celem jest podwojenie materialu
genetycznego niezbednego dla prawidlowego plzeblegn mitozy. W pierwszym
etapie G, nastepuje wejscie komorki w nastepny cykl replikacyjny i rozpoczecie
biosyntezy bialek. W fazie S dochodzi do powielenia materialu genetycznego
Komérki i formowania chromosoméw. W kolejnym etapie, G, nastepuje dalszy
wazrost i synteza dodatkowych skladnikéw niezbednych w mitozie, a takze na-
prawa uszkodzert DNA. Po zakoriczonym cyklu komérka moze ponownie wejéc
w faze G, i dokona¢ nastepnego podzialu lub w G,, ktéra jest stanem zawieszenia
aktywnosci podzialowej. Schematyczny przebieg cyklu komérkowego obrazuje
1ycina 1. Komérki w fazie syntezy DNA (5) i podzialu (M) sa podatne na dzialanie
chemoterapeutykow, natomiast w stanie spoczynkowym (G, G, i G,), wykazuja
opormosé na aktywnoéé wielu cytostatykow [4,5].

W komérkach proliferujacych cytotoksycznosé modyfikowanych nukleozydow
obejmuje zahamowanie syntezy deoksyrybonukleotydw, inhibicje polimeraz
DNA oraz indukowanie apoptozy na drodze zewnatrzpochodnej, a takze mito-
chondrialnej, Punktami uchwytu sq m. in. specyficzne grupy enzyméw wirusowych
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Slowa Kluczowe: cytokininy, rybozyd kinety-
ny, kinaza adenozyny, nowotwory, stres oksy-
dacyjny, szlaki sygnalowe

Wykaz skrétéw: 8-0x0-dG — 8-oksy-2-deok-
syoguanozyna; ADA - deaminaza adenozyny;
AdK - kinaza adenozyny; Ado - adenozyna;
BA - NP-benzyloadenina; BAR - Ne-benzy-
loadenozyna; CDK - kinazy cyKlinozalezne;
CKI - inhibitory kinaz cyklinozaleznych; IC,,
— stezenie hamujace, dla kiérego wzrost i pro-
liferacja komérek w hodowli zostaja zahamo-
wane w 50%; iP - N-izopentenyloadenina; iPR
- N®-izopentenyloadenozyna; K - kinetyna; KR
- rybozyd kinetyny; LC-MS/MS - tandemowa
spektrometria mas sprzezona z chromatografia
cieczowa; NBTI - nitrobenzylotioinozyna; RET
- reaktywne formy tlenu.
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