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STRESZCZENIE

Rak piersi jest najczestszym nowotworem ztosliwym u kobiet. Przyczyn jego powstawania jest wiele: gene-
tyczne, srodowiskowe, hormonalne. Chemioterapia obejmuje kilkadziesiat lekow, ktore maja jednak wiele
niebezpiecznych dziatan niepozadanych, i miedzy innymi dlatego celowe jest poszukiwanie nowych substancji
leczniczych. Jednym ze zwiazkow, ktorego aktywnos$¢ przeciwnowotworowa jest analizowana, jest 3,3’-
diindolilometan (DIM), powstajacy w organizmie cztowieka po spozyciu roslin krzyzowych takich jak kapusta,
brukselka lub kalafior. Obecnie w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej sa prowadzone prace nad otrzy-
maniem analogdw DIM-u, mogacych znalez¢ zastosowanie w lecznictwie.

SLOWA KLUCZOWE: nowotwor, rak piersi, chemioterapia, 3,3’-diindolilometan

ABSTRACT
BREAST CANCER DISEASE AND NEW COMPOUNDS WITH ANTICANCER ACTIVITY

Breast cancer is the most common women’s malignant tumour. Many drugs used in chemotherapy are hazard-
ous because of side-effects, therefore, the search for new active compounds is advisable. 3,3’-
diindolilomethane (DIM) is known to inhibit DNA synthesis and cell proliferation in human breast cancer cells.
It is a natural product produced during the autolytic breakdown of glucobrassicin, that occurs in Crucifereae
(cabbage, Brussels sprouts, cauliflower). At present, in the Department of Organic Chemistry derivates

of DIM are synthesised, which could be considered as potential chemotherapeutics.
KEYWORDS: tumour, breast cancer, chemical therapy, 3,3’-diindolylmethane

1. Wstep

Choroby nowotworowe u ludzi maja dtuga historie:
pierwsze wzmianki o raku piersi pochodza ze starozytnego
Egiptu. Chorobe te opisat takze w V wieku p.n.e. Hipokra-
tes. Jednakze dopiero w ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat
nastapit szybki wzrost liczby zachorowan i nowotwory
zaczety stanowi¢ powazny problem. W Polsce juz od dtuz-
szego czasu nowotwory ztosliwe jako przyczyny zgondow
zajmuja drugie miejsce po chorobach uktadu krazenia i ich
udziat stale rosnie [1]. Szczegdlnie niebezpieczny jest rak
piersi, ktory jest najczestszym nowotworem ztosliwym u
kobiet. W 2000 roku w Polsce zmarto z jego powodu 4700
chorych i wykryto 11000 nowych przypadkéw [2]. Stanowi
to ponad 10% zachorowan na wszystkie nowotwory. Zwiazki
mogace stuzy¢ do leczenia raka piersi stanowia jeden z
przedmiotow badan w naszym zespole.

Chociaz obecnie w lecznictwie dostepnych jest kilka-
dziesiat lekow przeciwnowotworowych, poszukuje sie
nowych zwiazkow dziatajacych bardziej selektywnie i nie-
majacych dziatan ubocznych. W profilaktyce zaczeto zwra-
cac takze uwage na styl zycia, a w szczegolnosci na diete,
jako na czynnik wptywajacy na ryzyko wystapienia choroby
nowotworowej. Poszukuje sie produktéow spozywczych,
ktore moga mie¢ znaczenie w profilaktyce. Do nich naleza
m.in. brokuty i brukselka, poniewaz zwiazki w nich zawarte
wykazuja w badaniach na zwierzetach aktywnos¢ przeciw
rakowi piersi. Wyizolowano z nich zwigzek czynny, 3-
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indolokarbinol, i teraz trwaja prace naszego zespotu nad
otrzymaniem jego bardziej aktywnych pochodnych, ktore
mogtyby mieé znaczenie w terapii nowotworow.

2. Proces nowotworzenia
2.1. Powstawanie nowotworu

W przypadku komdrek nowotworowych dochodzi do
zaburzenia naturalnego tego cyklu rozwojowego. Komorki
te dziela sie i rosng w sposob niekontrolowany i nie ulegaja
réznicowaniu lub tez ulegaja nieprawidtowemu roznicowa-
niu. Zmiany nowotworowe ogolnie dzieli sie na tagodne i
ztosliwe. Nowotwory ztosliwe powstate w tkance nabton-
kowej nazywamy rakami. Zalicza sie do nich rak piersi,
ktory jest nowotworem ztosliwym gruczotu sutkowego.

Zmiany nowotworowe sa warunkowane przez mutacje
dwoch zasadniczych grup genéw [3]. Pierwsza grupe sta-
nowig protoonkogeny. Sa to geny naturalnie wystepujace w
genomie cztowieka, ktoére w wyniku nieprawidtowych
przemian moga wywotywac proces nowotworowy. Protoon-
kogeny (c-onc) w wyniku mutacji punktowych i aberracji
chromosomowych ulegaja aktywacji i staja sie onkogenami.
Sa one genami dominujacymi, czyli wystarczy mutacja w
jednym allelu chromosomu, aby ujawnit sie wptyw mutacji.
Transkrypcja tych genow daje zmienione produkty biatko-
we, ktore nadmiernie stymuluja komoérke do wzrostu i
podziatow lub tez daje prawidtowe biatka, ale w zwiekszo-
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nej ilosci, co wywotuje ten sam efekt. Biatka te dziataja na
drodze trzech mechanizméw. Stymulacja moze zachodzi¢
pod wptywem biatek bedacych czynnikami wzrostu lub
receptorami tych czynnikéw. Moze ona by¢ wynikiem uta-
twienia i przyspieszenia transmisji sygnatow aktywujacych
transkrypcje od receptora btonowego do jadra komérkowe-
go. Wreszcie biatka te moga bezposrednio aktywowac
transkrypcje. Zatem taka przeksztatcona komorka dzieli sie
i rosnie znacznie szybciej niz prawidtowe, otaczajace ja
komorki. W zaleznosci od tego, w ktorym miejscu zaszta
mutacja punktowa, mozemy sie spodziewac réznych rodza-
jOW nowotworow.

Druga grupe modyfikowanych genéw stanowia supre-
sory transformacji nowotworowej. Nazywane sa takze
antyonkogenami lub recesywnymi onkogenami [4], ponie-
waz ujawnienie efektu nowotworowego wymaga unieczyn-
nienia obu kopii genu, czyli obu alleli chromosomu. Muta-
cja jednej kopii moze by¢ przekazana potomstwu, co jest
przyczyna rodzinnych sktonnosci do zapadania na dany
nowotwor. Geny te dziataja wedtug dwoch gtownych me-
chanizmoéw. Pierwszy polega na wptywie na transkrypcje -
wytworzone produkty biatkowe zatrzymuja rozwoj i podziat
komorki w przypadku wystapienia jakiegokolwiek uszko-
dzenia genomu, wigc jest czas na naprawe uszkodzenia.
Gdy juz naprawa zostanie zakonczona, transkrypcja tych
genow maleje i komorka moze sie dalej rozwijac. Nato-
miast geny dziatajace wedtug drugiego mechanizmu sa
bezposrednio odpowiedzialne za naprawe uszkodzonego
DNA, sa to zatem geny przeciwdziatajace zmianom nowo-
tworowym komorki. Jesli geny supresorowe ulegna mutacji
lub delecji, to nastepuje ich dezaktywacja i nie moga
spetnia¢ swoich funkcji. Komorka jest wtedy pozbawiona
mechanizméw naprawczych lub utatwiajacych naprawe
uszkodzonego genomu. Prowadzi to do szybkiego nagroma-
dzenia dalszych mutacji, a w efekcie do transformacji
nowotworowej komorki.

W przypadkach, gdy zachodzi mutacja tylko w jed-
nym genie, protoonkogenie albo supresorze, powstaje
tagodna zmiana nowotworowa. Natomiast ztosliwa zmiana
jest skutkiem kilku mutacji obejmujacych obie grupy ge-
now.

2.2. Etapy rozwoju nowotworu

Powstawanie zmian nowotworowych trwa zwykle wie-
le lat i jest procesem wieloetapowym. Mozemy podzieli¢ go
na trzy fazy: inicjacje, promocje i progresje [5]. Fazy te
przechodza w siebie ptynnie i trudno jest jednoznacznie
okresli¢ granice miedzy nimi.

Pierwsza faza rozwoju nowotworu jest inicjacja. Za-
chodza podczas niej nieodwracalne zmiany w obrebie
komorki pod wptywem dziatania jakiego$ czynnika inicjuja-
cego bedacego mutagenem. Zmiany te polegaja na po-
wstawaniu mutacji w genach, w wyniku ktorych komérka
zaczyna sie dzieli¢ w sposob niekontrolowany oraz docho-
dzi do zaburzenia programu réznicowania. Powstate muta-
cje sa przekazywane nastepnym pokoleniom komoérek. Po
inicjacji komorka przechodzi w stan uspienia i moze tak
trwac przez dtuzszy czas. Oczywiscie proces inicjacji moze
zajs¢ jednoczesnie w wielu komorkach.

Jesli nowotwor zatrzyma sie na tym etapie, to mamy
do czynienia z tagodna zmiang nowotworowa. Jego komorki
moga namnazac sie nadmiernie tworzac niewielkie guzy,
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ktore moga uciska¢ sasiednie tkanki i powodowaé pewne
komplikacje zdrowotne. Zazwyczaj jednak nie zagrazaja
one w powazny sposob zyciu ani zdrowiu.

Aby wejs¢ w nastepna faze, promocje, komorka musi
by¢ poddana dziataniu kolejnego czynnika nazywanego
promotorem. Czesto czynnik inicjujacy jest jednoczesnie
promotorem, czyli promotor jest takze mutagenem. Ale nie
jest to konieczne, moze on réwnie dobrze by¢ tylko czyn-
nikiem pobudzajacym wzrost i zmieniajacym ekspresje
genow, jak np. hormony steroidowe. Promotor pobudza
zainicjowana komorke do podziatow, czyli przyspiesza
wzrost guza. Pojawiaja sie takze pierwsze oznaki "zeztosli-
wienia" komorki: zwiekszona ruchliwo$¢, utrata prawidto-
wego oddziatywania z sasiednimi komoérkami, inwazyjnosc¢
(naciekanie najblizszych tkanek) i utrata swoistych funkcji
enzymatycznych. W tej fazie niektére cechy moga jeszcze
zosta¢ odwrocone.

Nastepna faza jest progresja. Komoérka traci tu cat-
kowicie zdolnos¢ reagowania na zewnetrzne czynniki kon-
trolujace jej wzrost i zyje samodzielnie. Zaczyna wydzielac
czynniki wzrostu, ktore jeszcze bardziej przyspieszaja jej
namnazanie. Niektore nowotwory zaczynaja wytwarzac
czynniki angiogenne, ktore powoduja unaczynienie guza,
czyli powstanie w nim sieci naczyn krwionosnych. Jest to
niezbedne, aby komorki guza miaty wystarczajaca ilos¢
substancji odzywczych i tlenu, ktorych potrzebuja bardzo
duzo ze wzgledu na intensywny wzrost i namnazanie. Ko-
morki nowotworu wydzielaja tez czynniki peptydowe,
ktore pobudzaja sasiadujace z nimi prawidtowe komorki do
wydzielania swoistych peptydow, ktore z kolei zwiekszaja
jeszcze ruchliwos¢ i inwazyjnos¢ komdrek nowotworu.
Zaczynaja rowniez wytwarza¢ enzymy proteolityczne. W
tej fazie dochodzi do kolejnych mutacji i aberracji chro-
mosomalnych i dalszego rozchwiania genomu komorki.

W zaawansowanej fazie progresji dochodzi do two-
rzenia przerzutow, ktore sa ostatnim stadium procesu
nowotworzenia ztosliwego. Komorki nowotworowe odrywa-
ja sie od guza pierwotnego i dostaja sie do naczyn krwiono-
snych lub limfatycznych. Nastepnie wedruja nimi do innych
tkanek i tam tworza wtorne ogniska nowotworowe. Zazwy-
czaj pierwsze zostaja zaatakowane wezty chtonne i watro-
ba, ktore zatrzymuja komorki stransformowane jako obce i
probuja je zniszczy¢. Przy obnizonej odpornosci organizmu
nie sa jednak w stanie zniszczy¢ wszystkich komorek inwa-
zyjnych i same staja sie wtornym siedliskiem nowotworu.
Procesy tworzenia przerzutow sa utatwione ze wzgledu na
swoiste cechy komorek nowotworowych, takie jak zmniej-
szona adhezja oraz wydzielanie enzymow proteolitycznych.

2.3. Mutacje genowe w raku piersi

Ostatnio zidentyfikowano wiele genow bioracych
udziat w procesie nowotworowym lub utatwiajacych go [6].
W przypadku raka piersi chodzi gtownie o wspomniane juz
geny: BRCA1, BRCA2, P53, ATM i HER2. Wiekszos$¢ z nich
stanowiag supresory transformacji nowotworowej, a tylko
HER2 jest protoonkogenem.

Najlepiej poznany zostat gen P53. Wynika to z faktu,
Ze jego mutacje sa bardzo pospolite w réznych rodzajach
nowotworow. Zlokalizowany jest on na krotkim ramieniu
chromosomu 17 (17p13). Jego produkt biatkowy (p53) jest
fosfoproteing i znajduje sie w jadrze. Biatko p53 posiada
zdolnos¢ wigzania okreslonych biatek wirusowych tworzac z
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nimi nieaktywne kompleksy. Moze dziata¢ jako aktywator
transkrypcji regulujac pewne geny uczestniczace w podzia-
le komdrkowym, a takze przeciwdziata powielaniu uszko-
dzonego DNA. Jesli dochodzi do znacznego uszkodzenia
DNA, aktywnosc p53 wzrasta, co zatrzymuje cykl komorko-
wy w fazie G4 i daje czas do naprawy uszkodzen. Ze wzgle-
du na te wtasciwosci jest nazywane straznikiem genomu.
Biatko to petni jeszcze jedna funkcje, a mianowicie bierze
udziat w inicjacji apoptozy, czyli programowanej smierci
komorki. Ma ona na celu wyeliminowanie komorek uszko-
dzonych, ktoére np. po transformacji nowotworowej moga
stac sie grozne dla organizmu. Gen P53 moze by¢ mutowa-
ny na rézne sposoby, poznano juz ponad 100 odmiennych
mutacji, przy czym rodzaj mutacji jest rézny dla réznych
nowotworow. Wszystkie mutacje prowadza do dezaktywa-
cji produktu biatkowego p53. Wiele z tych mutacji jest
dominujacych negatywnych, co oznacza, ze produkt tak
zmutowanego genu jest nieaktywny i dodatkowo dezakty-
wuje aktywne formy, ktore jeszcze pozostaty w komorce.
Skutkiem tego procesu jest niekontrolowany przebieg cyklu
komorkowego, co skutkuje powielaniem uszkodzonego,
nieprawidtowego DNA i prowadzi do szybkiego nagroma-
dzenia kolejnych mutacji i zmniejszenia stabilnosci gene-
tycznej komorki.

Podobne funkcje spetnia inny gen - Rb. Jego mutacje
powoduja gtownie rozwoj nowotworu siatkowki oka (siat-
kowczaka), ale sa takze czesto obserwowane w innych
nowotworach, m.in. w raku sutka [7]. Gen ten znajduje sig
na 13 chromosomie (13q14). Jego produkt biatkowy, pRb,
ma tak samo jak p53 zdolnosc¢ do wigzania pewnych biatek
wirusow onkogennych i dezaktywuje je tworzac z nimi
kompleksy, a takze bierze udziat w regulacji podziatow
komarkowych. Biatko pRb jest fosfoproteing i znajduje sie
w jadrze komoérkowym. Przy wejsciu w faze S jest ono
fosforylowane, a ulega defosforylacji podczas mitozy i
wejscia w faze Gq. Posta¢ defosforylowana przez wiazanie
z kompleksem transkrypcyjnym uniemozliwia transkrypcje
gendw, ktorych produkty biatkowe sa niezbedne do repli-
kacji DNA, i w ten sposdb hamuje podziat komorki. Przy
wytaczonym przez mutacje lub delecje genie Rb dochodzi
do niekontrolowanych podziatow komorkowych.

Innymi genami supresorowymi transformacji nowo-
tworowej sa geny BRCA1 i BRCA2, ulokowane na chromo-
somach odpowiednio 1721 i 13q12.3. Sa one genami zwia-
zanymi z dziedzicznym rakiem sutka [8]. Oba geny koduja
biatka bedace czynnikami transkrypcji, a ich mutacje pro-
wadza do utraty funkcji. Mutacje te moga by¢ dziedziczo-
ne, a dziecko otrzymuje od rodzicow mutacje w jednym
allelu ktoregos z tych gendw. Do powstania raka konieczne
jest uszkodzenie juz tylko drugiego allelu. Dlatego tez
kobiety majace mutacje jednego z tych gendéw naleza do
grupy o wysokim ryzyku zachorowania na raka sutka. Muta-
cje genu BRCA1 warunkuja powstawanie takze innych
rodzajow raka, m.in. jajnika. Nowotwory ztosliwe piersi
wywotane mutacja genu BRCA1 stanowia 60% wszystkich
dziedzicznych rakow sutka, zas w przypadku genu BRCA2
ten udziat wynosi 35%. Mutacje genu BRCA1 sg dosc czeste;
szacuje sie, ze wystepuja u 1 osoby na 200-500.

Kolejnym genem bedacym supresorem transformacji
nowotworowej i majacym zwiazek z rakiem sutka jest gen
ATM. Jego produkt biatkowy uczestniczy w wykrywaniu
uszkodzen DNA i ich naprawie [9]. Zmiany w tym genie
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prowadza do rozwoju ataksji teleagiektazji. Objawia sie
ona wieloma nieprawidtowosciami fizjologicznymi i gene-
tycznymi, a takze zwigekszonym ryzykiem zachorowania na
rézne nowotwory, w tym na raka sutka. Mutacje ATM wy-
stepuja dosc rzadko - u 1 osoby na 40 000.

Ostatnio poznano jeszcze jeden gen, ktorego mutacje
moga wywotywac rozwoj raka sutka. Jest nim protoonko-
gen HER-2/neu [10], zwany takze c-erbB-2. Zlokalizowany
zostat na chromosomie 17 (17q21), czyli znajduje sie blisko
genu BRCA1. Jego produktem jest biatko HER-2, ktore jest
powierzchniowym receptorem czynnika wzrostu z we-
wnetrzng aktywnoscig kinazy tyrozynowej. Jest on homolo-
giczny do receptora naskdrkowego czynnika wzrostu, ale
nie identyczny. Amplifikacja onkogenu HER-2/neu, lub
nadprodukcja HER-2, jest obserwowana w 25-30% przypad-
kow wszystkich rakow piersi. Skutkiem jest zwiekszona
ilos¢ receptorow i nadmierne pobudzenie komorki przez
czynniki wzrostu. Pod wptywem aktywacji receptora czyn-
nikiem wzrostu dochodzi do jego autofosforylacji. Kinaza
tyrozynowa fosforyluje reszty tyrozynowe w podbtonowej
czesci receptora. Rola onkogenu HER-2/neu w nasilaniu
raka piersi nie jest doktadnie wyjasniona, jednakze sugeru-
je sie, ze nasila on proliferacje, formowanie naczyn krwio-
nosnych, a takze inwazyjnosc [11].

3. Terapia raka piersi

W walce z chorobami nowotworowymi bardzo istotne
jest wczesne wykrycie choroby i wdrozenie terapii. Mamy
do dyspozycji kilka metod leczenia. W przypadku raka
piersi [12] mozna podzieli¢ je na kilka podstawowych klas:
leczenie chirurgiczne, radioterapia, chemioterapia, hor-
monoterapia, terapia biologiczna. Blizej rozwazone beda
chemioterapia, hormonoterapia i terapia biologiczna.

3.1. Chemioterapia

Chemioterapia [13,14] to leczenie z zastosowaniem
lekow cytostatycznych. Niszcza one komorki szybko dziela-
ce sie, czyli gtownie komorki nowotworowe. Dziataja na
wiele sposobow, zaktocajac rozwdj lub podziaty komorek,
co w konsekwencji prowadzi do ich $mierci. Niedawno
stwierdzono, ze mechanizm dziatania tych lekow polega na
indukcji apoptozy w komérkach nowotworowych. Jest to
proces odwrotny do procesu nowotworzenia. Zachodzi tu
zatem supresja protoonkogenow lub indukcja supresorow
transformacji nowotworowej.

Leki cytostatyczne sa przenoszone przez krew i do-
cieraja do wszystkich komoérek organizmu. Stad tez wynika-
ja ich dziatania niepozadane, poniewaz komorki szybko
dzielace sie wystepuja naturalnie w ustroju i sa warunkiem
szybkiej odbudowy tkanek. Cytostatyki uszkadzaja je wy-
wotujac czesto efekt mielotoksyczny, neuropatie obwodo-
wa, wytysienie skory gtowy oraz nudnosci i wymioty.

Chemioterapia jest stosowana pomocniczo, jako me-
toda zmniejszajaca guz przed zabiegiem chirurgicznym, lub
uzupetniajaco po tym zabiegu, w celu zapobiezenia po-
wstawaniu nawrotow choroby w miejscu pierwotnym oraz
przerzutow w nowych siedliskach. Takie zastosowanie
cytostatykow wydtuza czas przezycia catkowitego chorych.
Chemioterapia stosowana jest tez jako leczenie podstawo-
we zaawansowanych rakéw piersi, zwtaszcza przy ich dy-
namicznym wzroscie lub jesli wystapity przerzuty, a takze
w przypadkach, gdy komorki raka nie maja receptorow
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hormonowych lub gdy je posiadaja, ale leczenie hormonal-
ne nie przyniosto oczekiwanych wynikow.

W terapii przeciwrakowej stosowanych jest ponad
czterdziesci substancji czynnych, ale przy leczeniu raka
piersi wykorzystuje sie okoto dwudziestu. Klasyfikuje sie je
wedtug ich mechanizmu dziatania [13,14].

Pochodne iperytu azotowego

Leki z tej grupy maja wiele dziatan ubocznych. Moga
powodowac supresje szpiku: gtownie leukopenie, a takze
trombocytopenie i niedokrwistos¢; nudnosci, wymioty,
owrzodzenia bton sluzowych, wytysienie, krwotoczne zapa-
lenie pecherza moczowego, zaburzenia czynnosci gruczo-
tow ptciowych, a nawet wtorne nowotwory.

Cyklofosfamid (w Polsce wchodzi w sktad preparatu o
nazwie Endoxan):

_CH;—CH;—ClI

o._NcHrcH;—cl
N
@NH o

2-tlenek2-[bis-(2-chloroetylo)amino]tetrahydro-2H-1,3,2-
oksazafosforyny
Jeden z najczesciej stosowanych cytostatykow. Ma
bardzo szeroki zakres dziatania przeciwnowotworowego.
Jest niespecyficzny dla fazy, cho¢ najsilniej dziata w fazie
S, gdy zachodzi intensywna synteza DNA.

Chlorambucil (Leukeran):

Ch=CH;=CH,,
N‘@*CH;CH;CH;COOH
CHCHyCHy

Kwas 4-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]fenylo}mastowy

Tworzy potaczenia krzyzowe miedzy dwoma tancu-
chami DNA, czego skutkiem sa zaburzenia replikacji. Ma
tez dziatanie immunosupresyjne.

Triazeny

Do dziatan niepozadanych tych terapeutykow zali-
czamy: nudnosci, wymioty oraz uszkodzenie szpiku i wa-
troby, a takze zakazenia grypopodobne.

Dakarbazyna (Dacarbazin):

HC, H

H3C/N*N:N\§7W
N

H,N—CO
5-(3,3-dimetylo-1-triazeno)imidazolo-4-karboksamid

Wykazuje dziatanie alkilujace i antymetaboliczne.
Powoduje zahamowanie syntezy puryn. Oddziatuje rowniez
z grupami SH. Wymaga aktywacji przez enzymy mikroso-
malne watroby.

Antagonisci kwasu foliowego

Sa to leki bardzo toksyczne. Podobnie jak antagonisci
pirymidyn, moga one uszkadzac szpik, btone sluzowa prze-
wodu pokarmowego i powodowac stany zapalne, nadzerki,
nudnosci, wymioty, biegunke oraz wypadanie wtosow,
marskos¢ watroby, a takze dziata¢ nefro- i neurotoksycz-
nie.
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Metotreksat (Methotrexat, Trexan):
N _N.__NH
= X 2
CHy i
N X N
N
H
HOOC\QN NH,

(0]

COOCH

Kwas N-{p-[N-(2,4-diamino-6-
pterydynylometylo)metyloamino]benzoilo}glutaminowy

Jest on inhibitorem dehydrogenazy tetrahydrofolia-
nowej, enzymu, ktory redukuje kwas foliowy (dihydrofo-
liowy) do kwasu folinowego (tetrahydrofoliowego), aktyw-
nej formy tej witaminy. Hamuje w ten sposob synteze DNA
i RNA, co prowadzi do zaburzenia funkcji zyciowych ko-
morki i jej Smierci. Wywiera takze dziatanie immunosupre-
syjne.

Antagonisci pirymidyn
Fluorouracy! (Fluoro - uracil):
(6]

H
5- fluorouracyl

Wewnatrz komorki ulega on przeksztatceniu w postac
czynng - fosfodeoksyrybonukleotyd (5-dUMP) i trifosforan
fluorourydyny (FUTP). 5-dUMP blokuje syntetaze tymidylo-
wa, enzym syntetyzujacy kwas tymidylowy Hamuje two-
rzenie nowego DNA i prowadzi do Smierci komorki. Nato-
miast FUTP wbudowuje si¢ do kwasu rybonukleinowego i
blokuje fosfataze uracylowa, czego efektem jest powsta-
wanie nieprawidtowego RNA i zaburzenia syntezy biatek.

Alkaloidy Vinca rosea i ich analogi

Sa swoiste fazowo, bo dziataja na faze M. Maja wiec
wtasciwosci antymitotyczne. Ich dziatania niepozadane
manifestuja sie uszkodzeniem szpiku: granulocytopenia,
niedokrwistosciag i matoptytkowoscia oraz zaburzeniami
funkcji przewodu pokarmowego. Moga wystapi¢ takze
objawy neurologiczne i zapalenie zyt.

Winblastyna (Vinblastin, Velbe):

R= -CH,

Winblastyna

R  COOCH,

Te zwiazki dziataja ona na wrzeciono podziatowe
wigzac sie z tubuling i hamujac tworzenie mikrotubul,
przez co prowadza do zatrzymania podziatu komorki w
stadium metafazy. Zaburzaja takze produkcje energii
potrzebnej do mitozy.
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Taksoidy

Leki z tej grupy moga powodowac mielosupresje
(uszkodzenia szpiku), reakcje nadwrazliwosci na lek z
obrzekiem naczynioruchowym i zaburzeniami oddychania
oraz obrzeki i wysieki, bole stawow i miesni oraz wytysie-
nie. Dziatajq takze kardiotoksycznie i neurotoksycznie.
Paklitaksel (Taxol):

R,0 o
Paklitaksel  Docetaksel

R,= -COCH, -H

He CH;_oH
o ® %‘ R= -COCiH; -COOC(CH,),
R 0
H

OH 0OO0C

OH OOCCH,

Interkaluje z mikrotubulami utatwiajac ich tworzenie
z dimerdw tubuliny [15]. Powstajace niefunkcjonalne mi-
krotubule sa dodatkowo stabilizowane, co uniemozliwia ich
depolimeryzacje. Powoduje to zahamowanie reorganizacji
siatki mikrotubul niezbednej do przebiegu podziatu mito-
tycznego.

Antracykliny i zwiazki pochodne

Rowniez wywotuja bardzo wiele dziatan ubocznych.
Sa przyczyna wytysienia, nudnosci, wymiotow, zapalen i
nadzerek bton sluzowych. Maja kardiotoksyczne dziatanie
réznej mocy: od zaburzen rytmu po ostra niewydolnos¢
lewokomorowa i kardiomiopatie z zastoinowa niewydolno-
scia krazenia oraz dziatanie mielotoksyczne, jak leukope-
nia.

Doksorubicyna (Adriblastina, Biorubina, Doxolem, Rasto-
cin):

HO

Jest to antybiotyk swoisty dla cyklu komorkowego.
Mechanizm dziatania polega na interkalacji z spirala DNA,
co powoduje miejscowe rozerwanie tancucha, czego wyni-
kiem jest szybkie zatrzymanie mitozy i syntezy kwasow
nukleinowych. Dziata w fazie S replikacji komorki, wywotu-
jac powstawanie aberracji chromosomowych.

Inne
Cisplatyna (Blastolem, Platamine, Platidiam):

c|\ t/NHS

P

N
cl NH,

Jest to nieorganiczny kompleks platyny o mechani-
zmie dziatania zblizonym do innych zwiazkow alkilujacych.
Cisplatyna jest swoista dla cyklu komoérkowego, ale niespe-
cyficzna fazowo, bardzo czesto powoduje nudnosci i wy-
mioty, dziata tez oto- i nefrotoksycznie.

Przedstawione tu leki moga by¢ stosowane pojedyn-
czo w monoterapii, np. paklitaksel lub docetaksel, jednak

zazwyczaj stosowane sa rozne programy leczenia, polega-
jace na jednoczesnym podawaniu kilku lekéw, co daje
lepsze efekty.

3.2. Hormonoterapia

Hormony, takie jak estrogeny, pobudzaja stransformowane

komorki do wzrostu, a tym samym przyczyniaja sie do

rozwoju nowotworu. Podjeto wiec préby hamowania roz-

woju raka przez zapobieganie dziataniu estrogenow w

leczeniu hormonalnym, ktore jest skuteczne u okoto 30%

ogo6tu chorych. Warunkiem skutecznosci jest wrazliwosc

nowotworu na hormony, czyli obecnos¢ w jego komdrkach
receptorow estrogenowych i progestagenowych. Leczenie

hormonalne prowadzi sie réznymi metodami [16]:

- usuniecie zrodta estrogendw w wyniku kastracji chirur-
gicznej, radiologicznej lub farmakologicznej;

- blokowanie receptora estrogenowego za pomoca anty-
estrogendw, ktore zapobiegaja potaczeniu sie estrogenu
z receptorem i uniemozliwiaja jego dziatanie.

Do antyestrogenéw naleza np.: tamoksyfen, toremifen,

raloksyfen. Najczesciej stosowanym lekiem hormonalnym

przy leczeniu raka piersi jest tamoksyfen.

Tamoksyfen (Nolvadex, Tamofen, Tamoxifen, Zitazonium):

H,C (6]
CH,

o

(2)-2-[p-(1,2-difenylo-1-butenylo)fenoksy]-N,N-
dimetyloetyloamina

Dziata on antagonistycznie do receptorow estrogeno-
wych w komoérkach raka piersi, przez co uniemozliwia
przytaczenie sie do nich estrogenu. Lek ten dziata nie tylko
na komorki raka, ale i na wszystkie inne, ktore posiadaja
receptory estrogenowe. Ma zatem korzystny wptyw na
uktad krazenia oraz w okresie pomenopauzalnym zapobiega
obnizeniu sie gestosci mineralnej kosci. Jest to efektem
jego czesciowego dziatania agonistycznego na receptor
estrogenowy w innych komorkach. Stosowany jest profilak-
tycznie u chorych z grupy wysokiego ryzyka, uzupetniajaco
po zabiegu chirurgicznym oraz w leczeniu zaawansowanego
raka piersi. We wszystkich przypadkach wykazuje dos¢
duza skutecznos$¢, ale ma rowniez dziatania niepozadane,
zwtaszcza przy dtugotrwatej terapii. Naleza do nich zwiek-
szone ryzyko zatorow zakrzepowych i raka trzonu macicy
[17].

3.3. Terapia biologiczna

Termin ten w przypadku raka piersi obejmuje im-
munoterapig: leczenie przeciwciatami monoklonalnymi i
swoista immunoterapie szczepionkami nowotworowymi
oraz terapie genowa [18]. Polegaja one na stosowaniu
zwiazkow naturalnie wystepujacych w naszym organi-
zmie. Metody te sa dopiero na etapie badan klinicznych,
ale wiaze sie z nimi duze nadzieje.

Stosowanym juz w lecznictwie przeciwciatem mono-
klonalnym jest trastuzumab [19] (Herceptin). Atakuje on
zewnatrzkomodrkowa czes¢ biatka HER-2, wiaze sie z nim i
je blokuje. HER-2 jest receptorem czynnika wzrostu, wiec
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jego blokowanie zapobiega pobudzeniu komoérki do wzro-
stu. Niestety lek ten jest skuteczny tylko wobec raka, ktory
wykazuje nadprodukcje tego receptora, co ma miejsce w
25-30% przypadkow. Moze by¢ stosowany sam, jak tez w
potaczeniu z chemio- lub hormonoterapia, zwiekszajac ich
skutecznos¢, a czasem wystepuje efekt synergistyczny
[20]. Jest przy tym mato toksyczny.

Nadal trwaja badania nad nowymi lekami, do ktérych
naleza swoiste szczepionki nowotworowe. Jedna z nich jest
Theratope, ktora stymuluje odpowiedz immunologiczna
przeciw rakowemu antygenowi STn, inna zas ma pobudzac
reakcje przeciw komoérkom z nadprodukcja receptora HER-
2. Do nowosci naleza takze preparaty genowe wprowadza-
jace do komorki raka gen, ktory zostat w niej unieczynnio-
ny, a normalnie kontroluje cykl komérkowy i apoptoze, np.
P53.

4, Poszukiwanie nowych zwiazkéw przeciwnowotworo-
wych

4.1. Wystepowanie i wtasciwosci niektoérych naturalnych
pochodnych indolu

Znajdowanie w roslinach zwiazkow, ktére mogtyby
postuzy¢ jako struktury wiodace w poszukiwaniu nowych
chemioterapeutykow jest znang strategia badawcza. Jed-
nym z takich zwiazkow jest 3,3’-diindolilometan (DIM),
ktory wykazuje dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do
komorek rakowych in vitro. Powstaje on w S$rodowisku
kwasnym zotadka jako gtowny produkt kondensacji indolo-
3-karbinolu (I13C) [21], ktory z kolei jest zwiazkiem natu-
ralnie tworzacym sie w roslinach z rodziny Crucifereae,
gtownie z rodzaju Brassica. Zostat on znaleziony m.in. w
kabaczkach, brokutach, brukselce i kalafiorze [22,23].

O O [ L—j "OH
| | |
N N N

H H H

3,3-diindolilometan (DIM) indolo-3-karbinol (13C)

Aktywnos$¢ DIM-u badano na modelu zwierzecym i
zwiazek ten wykazat skutecznos¢ przeciw nowotworom
sutka [24], macicy [25,26], prostaty [27] i okreznicy [28].
Najdoktadniej zostato poznane dziatanie przeciwko rakowi
piersi. DIM zmniejsza ryzyko powstania samorzutnych jak i
indukowanych przez DMBA rakéw piersi [24], hamuje ich
wzrost i prowadzi do apoptozy. Dziata na komorki nowo-
tworéw zarowno zaleznych od estrogenu jak i niezalez-
nych. Obniza poziom protoonkogenu Bcl-2 jak i mRNA, z
ktorego ten powstaje, a takze podwyzsza poziom biatka
Bax [29]. Biatko Bcl-2 hamuje mechanizm apoptozy, nato-
miast Bax inicjuje smier¢ komorek. Biatka te tacza sie ze
soba, przez co hamowane jest dziatanie biatka Bax. DIM
powoduje wystapienie w przewadze inicjatora apoptozy
(Bax) nad jego inhibitorem (Bcl-2). Prowadzi to do zapo-
czatkowania apoptozy i ostatecznie $mierci komorki.
Stwierdzono takze, ze DIM wywotuje zatrzymanie komorek
w fazie Gy. Spowodowane jest to znaczna redukcja aktyw-
nosci enzymatycznej cyklino-zaleznej kinazy (CDK) 2 po-
przez podwyzszenie poziomu jej inhibitora, p21WAF!/cIPt
[30]. Wykazano takze, ze DIM wiaze sie stabo z receptorem
weglowodoréow aromatycznych (Ah) i pobudza go, przez co
indukuje ekspresje genu cytochromu P450 CYP1A1, co

15

powoduje zwiekszony metabolizm estrogenu i obnizenie
jego poziomu we krwi, a to hamuje wzrost estrogeno-
zaleznych nowotwordow [31]. Ma to jednak mate znaczenie,
poniewaz pobudzenie syntezy cytochromu P450 pojawia sie
przy znacznie wyzszych dawkach niz dziatanie przeciwe-
strogenowe, a co za tym idzie rowniez przeciwnowotworo-
we [32]. Skutecznos¢ dziatania 3,3’-diindolilometanu zain-
spirowata nas do wybrania go jako zwiazku modelowego. W
Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu Farma-
ceutycznego rozpoczeto prace nad jego pochodnymi w celu
znalezienia zwiagzkow, ktore mogtyby by¢ zastosowane jako
leki przeciwnowotworowe.

4.2. Metody syntezy

Podstawowa metoda otrzymywania pochodnych 3,3’-
diindolilometanu jest kondensacja odpowiednio podstawio-
nego indolu. W pismiennictwie naukowym zostato przed-
stawionych kilka metod przeprowadzenia takiej reakcji. W
wiekszosci doniesienia pochodza z lat 50-tych. Chronolo-
gicznie pierwsza metoda byta kondensacja indolu z formal-
dehydem prowadzona bez dostepu s$wiatta, ktora opisat
Thesing [33]. Powstawat produkt z najlepsza jak do tej

pory wydajnoscia rowng 95,5%.
0+ v Suls®
N 80°C N N

H H H

H,O

Nastepna byta metoda =z zastosowaniem N,N-
dietyloaminoacetonitrylu, podczas ktorej najpierw powsta-
je dietyloaminoskatol, a nastepnie zachodzi wtasciwa
kondensacja [34].

@j * NCCHN(CHY), —50e= O I O
N N N
H H H

Sprzegano takze czwartorzedowe sole amoniowe ska-
tolu z indolem w srodowisku alkalicznym [35].

N 34%

W nastepnej metodzie zastosowano N-tlenek grami-
ny, ktory poddano dziataniu wrzacej wody [36].

Mot h0 ‘ | \ ‘
N N
H H

DIM mozna otrzymac réwniez poprzez reakcje indolu
z 1,3-oksazyng we wrzacym acetonitrylu z dodatkiem kwa-
su octowego [37].

100°C
5%

O/\NH CH,CN
L ) on I
N 70% N N

Pochodne DIM-u powstaja takze w wyniku anodowej
oksydacji podstawionego indolu i alkoholu w obecnosci
cyklodekstryn. DIM zostat otrzymany ta metoda z dobra
wydajnoscia 74% [38].
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R2
| 4 RcHoH 2
N + R NaClO,/H,0
| \
R3 R1 R3 Rl Rl R3

W ostatnich latach pojawity sie doniesienia o wyko-
rzystaniu roznych katalizatorow, w celu polepszenia wyni-
kow kondensacji. W pierwszych probach zastosowano tri-
flat dysprozu jako katalizator i uzyskano DIM z niska wy-
dajnoscia wynoszaca 18%. Lepsze wydajnosci otrzymano
dla jego pochodnych [39].

gy e QL T
+ H,C=N—CHCN — ——~
2 2
N EtOH/H,0 N N
H H H

Nastepnym zastosowanym katalizatorem byt wodoro-
siarczan potasu. W tym przypadku otrzymano znacznie
lepsze wyniki, wydajnosc byta wysoka (83%) [40].

KHSO,
‘ + HCHO CH.OH ‘ ‘
N = N N
H temp. pok. H H

4.3. Cze$¢ doswiadczalna
4.3.1. Otrzymywanie pochodnych 3,3’-diindolilometanu

W naszych pracach zajmowalismy sie zaréwno synte-
za pierscienia indolu podstawionego w pozycji C5, metoda
cyklizacji redukcyjnej pochodnej styrenowej, jak i konden-
sacja pochodnych indolu metoda Thesinga. Pierwszym
otrzymanym zwiazkiem byt 5,5’dimetoksy-3,3’-diindolilo-
metan [41].

MeO
\©j + HCHO
N

H

H,O/EtOH

MeO OMe
T T
N N

78°C

T
I

Nastepnie otrzymano pochodne dinitrowa [42] i dicy-
janowa wedtug zmodyfikowanej metody Thesinga. Przy
potwierdzaniu struktur zwiagzkow metoda NMR w roztwo-
rach przypisanie sygnatow rezonansowych byto mozliwe
dzieki wykorzystaniu korelacyjnych widm heterojadro-
wych '"H / C NMR. Przyktadowe widmo HMBC 5,5’-
dicyjano-3,3’-diindolilometanu pokazano nizej (Rys. 1).
Przypisano sygnaty atomoéw C6, Cé’, C4, C4’ oraz C2, C2’.

4.3.2. Mechanizm reakcji kondensacji

Mechanizm reakcji kondensacji indolu nie zostat do-
ktadnie ustalony i powinien by¢ przedmiotem dodatkowych
badan. Mozemy zaproponowac [42] nastepujaca kolejnosc¢
przeksztatcen reagentow - Rys 2.

4.4. Aktywnos¢ biologiczna

Pierwsza otrzymang przez nas pochodna, 5,5’-
dimetoksy-3,3’-diindolilometan, przekazano na badania
przesiewowe do National Cancer Institute w Bethesda
(USA). Prdby przeprowadzono na trzech liniach komérek
nowotworowych: MCF7 (nowotwor piersi), NCI-H460 (nowo-
twor ptuc), SF-268 (nowotwor centralnego uktadu nerwo-
wego, CUN). Zwiazek okazat sie bardzo skuteczny przeciw
rakowi ptuc, a nieco mniej przeciw nowotworom piersi i
centralnego uktadu nerwowego [41]. Obecnie zwiazek jest
przedmiotem rozszerzonych badan na 60 liniach komarek
nowotworowych.

4.5. Badania rentgenostrukturalne

Przeprowadzono takze badania krystalograficzne
5,5’-dimetoksy-3,3’-diindolilometanu.  Ponizszy rysunek
(Rys. 3) jest prezentacja struktury krystalograficznej.

T
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Rys. 1. Przyktadowe widmo HMBC 5,5’-dicyjano-3,3’-diindolilometanu.
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Rys. 3. Projekcja struktury krystalograficznej 5,5’-dimetoksy-3,3’-diindolilometanu.

Badania krystalograficzne ujawnity wystepowanie in-
teresujacych oddziatywan typu mh, mogacych mie¢ zna-
czenie w interpretacji aktywnosci biologicznej pochodnych
dim-u. Wyniki tych badan beda opublikowane osobno.

5. Podsumowanie

Wyniki badan biologicznych otrzymane w NCI (USA)
dla 5,5’-dimetoksy-3,3’-dindolilometanu sugeruja, ze po-
chodne 3,3’-diindolilometanu, a w szczegolnosci syme-
tryczne 5,5’-dipodstawione pochodne wykazuja oczekiwa-
na aktywnos¢ i powinny by¢ poddane dalszym badaniom w
celu sprawdzenia ich przydatnosci w terapii przeciwnowo-
tworowej. W Katedrze prowadzone sa syntezy dalszych
zwiazkow o analogicznej strukturze oraz prace zwiazane z
optymalizacja metody cyklizacji redukcyjnej, prowadzacej
do utworzenia pierscienia indolu zawierajacego pozadane
podstawniki.
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WYKAZ SKROTOW

DIM 3,3’-diindolilometan

c-onc protooncogen

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

BRCA1  gen dziedzicznego raka sutka 1

BRCA2  gen dziedzicznego raka sutka 2

P53 gen, jeden z supresoréw transformacji nowotworo-
wej

p53 produkt biatkowy genu P53

Rb gen, jeden z supresorow transformacji nowotworo-
wej

pRb produkt biatkowy genu Rb

ATM gen, jeden z supresorow transformacji nowotworo-

wej
HER-2/neu (c-erbB-2) - protoonkogen zwigzany z rakiem sutka

HER-2  biatkowy produkt genu HER-2/neu



P. Zero et al. /Biul. Wydz. Farm. AMW, 2005, 2, 10-18

RNA kwas rybonukleinowy

5-dUMP  fosfodeoksyrybonukleotyd

FUTP trifosforan fluorourydyny

STn jeden z rakowych antygenow

13C indolo-3-karbinol

DMBA 5,10-dimetylo-1,2-benzoantracen

Bcl-2 protoonkogen, inhibitor apoptpzy

Bax biatko inicjujace apoptoze

mRNA  matrycowy kwas rybonukleinowy

CDK cyklino-zalezna kinaza

p21WAF/CPT jnhibitor cyklino-zaleznej kinazy

Ah receptor weglowodorow aromatycznych

CYP1A1 gen cytochromu P450 podrodziny 1A1

MCF7 linia komorek nowotworu piersi

NCI-H460 linia komorek nowotworu ptuc

SF-268  linia komdrek nowotworu centralnego uktadu nerwo-
wego

CUN centralny uktad nerwowy

NCI National Cancer Institute
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