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Streszczenie: Tyrozyno-swoiste kinazy biatkowe, receptorowe (RTKs), jak i niereceptorowe (NTKs),
pehnia centralng rol¢ w przenoszeniu sygnatéw zewnatrzkomorkowych zarowno w komorkach prawi-
dlowych, jak i neoplastycznych. Od lat poszukiwano inhibitoréw uniemozliwiajacych przekaz sygnatu
przez kinazy tyrozynowe. Biorac za wzor naturalne inhibitory kinaz biatkowych (kwercetyna, erbstaty-
na itp.) LevitzKky i wsp. zsyntetyzowali w latach 1988—1989 pierwsze syntetyczne inhibitory kinaz
tyrozynowych i nadali im nazwg tyrfostiny. Ponad 30 tyrfostindw jest obecnie w fazie badan klinicz-
nych. Struktura, aktywno$¢ biologiczna i aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wybranych inhibitorow
kinaz receptorow EGF, IGF, VEGF oraz niereceptorowej kinazy BRC-ABL jest tematem niniejszego
artykutu. Wydaje sig, ze najwigksze szanse zastosowania w terapii przeciwnowotworowej maja tyrfosti-
ny podawane w mieszaninie z innymi inhibitorami transdukcji sygnatu lub z cytostatykami.

Stowa kluczowe: inhibitory kinaz tyrozynowych, aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

Summary: Receptor (RTK) and nonreceptor (NTK) protein tyrosine kinases play a central role in trans-
duction of extracellular signals, both in normal and neoplastic cells. Therefore, several approaches to
inhibit PTKs have been developed. According to the structure of natural protein kinase inhibitors (quer-
cetin, erbstatin ) Levitzki and coworkers prepared first synthetic tyrosine kinase inhibitors and coined the
term ,,tyrphostins” (tyrosine phosphorylation inhibitors). Over 30 tyrphostins are now in various stages
of clinical development. The structure, biological properties and antitumor activity of selected receptor
tyrosine kinase inhibitors (EGFRs, IGFRs, VEGFRs) and nonreceptor kinase BRC-ABL are discussed.
The recent results indicate, that most effective therapy may be administration of the combination of PTK
inhibitors with other signal transduction inhibitors or cytostatics.
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Drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz biatkowych byly od lat 80. XX wieku obiektem
badan naukowych, takze pod katem ich przydatnosci w terapii przeciwnowotworowe;j.
Jednak dopiero po roku 2001 zostaly uznane jako zwiazki, ktore obok klasycznych
cytostatykow zostaly dopuszczone, gtownie w USA, jako leki przeciwnowotworowe.
Nadzieje, jakie budza kazde nowe mozliwosci przeciwdziatania rozwojowi chorob
hiperproliferacyjnych, uzasadniaja wprowadzenie takze i tych zwiazkéw do terapii
przeciwnowotworowej. Trudno dzis jednak jednoznacznie odpowiedzie¢, czy ta nadzieja
jest w petni uzasadniona.

I. KINAZY TYROZYNOWE JAKO ATRAKCYJNY CEL TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

W przeciwienstwie do proteolizy, fosforylacja jest procesem odwracalnym i realizo-
wanym wylacznie wewnatrzkomorkowo (wymaga naktadu energii uzyskiwanej z
hydrolizy ATP). Kinazy bialkowe posrednicza w regulacji wickszo$ci drog przenoszenia
sygnatu zewnatrzkomoérkowego w komorkach eukariotycznych, a przez modyfikacje
swoich substratow kontroluja rowniez wiele innych waznych procesow komorkowych.
Eukariotyczne kinazy biatkowe sa zwykle dzielone na 9 grup, 140 rodzin i 209 podrodzin
[34]. Wsrod nich jest 518 kinaz i 130 fosfataz biatkowych. Ludzki ,.kinom” (zestaw
genow cztowieka kodujacych kinazy biatkowe) liczy 518 genoéw (i 106 pseudogendw),
ktére koduja biatka zaliczane do 187 podrodzin [34,35]. Najlepiej poznano dotad enzymy
zaliczane do kinaz serynowo/treoninowych i kinaz tyrozynowych, z ktoérych nieliczne
maja podwdjna swoistos¢. Mimo ogromnej ich r6znorodnosci, wszystkie poznane kinazy
eukariotyczne maja zbudowana z okoto 270 aminokwaséw domeng katalityczna o
wysokim stopniu homologii [30]. Najbardziej konserwatywna czgs¢ czasteczki kinaz
biatkowych stanowi charakterystyczna sekwencja aminokwasow (petla G), tzw. motyw
Rossmana -G-X-G-X-X-G-, odpowiedzialna za wiazanie ATP. Pierwsza z Gly motywu
Rossmana wystgpuje w 94% wszystkich kinaz biatkowych. Domena katalityczna ma
takze krotkie sekwencje aminokwasowe odrozniajace kinazy serynowo/treoninowe od
kinaz tyrozynowych.

Kinazy serynowo/treoninowe wystgpuja powszechnie we wszystkich komoérkach
eukariotycznych, a nawet w niektoérych komoérkach prokariotycznych (np. w Strepto-
myces coelicolor) [4].

Tyrozyno-swoiste kinazy biatkowe (PTKs) to enzymy selektywnie fosforylujace
tyrozyne w czasteczkach biatek. Ich obecno$¢ wykazano prawie wylacznie w
organizmach wielokomorkowych [6]. Enzymy te nie wystepuja w drozdzach, grzybach
i roslinach kwiatowych. Znaleziono je natomiast w algach zielonych [50]. 99 genow
koduje ludzkie kinazy tyrozynowe. Zazwyczaj dzieli si¢ je na kinazy tyrozynowe:
receptorowe (tab. 1) i niereceptorowe (ryc.1) [21, 23, 44,54]. Fosforylacja tyrozyny
odgrywa istotng rol¢ w bardzo wielu procesach biologicznych, takich jak: regulacja
wzrostu (takze patologicznego), regulacja réznicowania, kontrola cyklu komérkowego,
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TABELA 1. Rodziny kinaz tyrozynowych receptorowych czlowieka i ich ligandy

RODZINY KINAZ TYROZYNOWYCH
RECEPTOROWYCH*

LIGANDY KINAZ TYROZYNOWYCH
RECEPTOROWYCH

ALK (AL, Lyk)

Receptor sierocy

AXL (Axl, Mer, Tyro3 [Sky])

Gas 6

DDR (DDR1, DDR2)

Kolageny

EGFR (ErbB1-ErbB4)

EGF, TGFa, AR, HB-EGF, BTC, ER, HRs

EPHR (EphAR1-8 i 10, EphBR1-4 i 6)

EphA (1-8), EphB (1-6)

FGFR (FGFR1-FGFR4)

FGF (1-23)

IR (IR, IGFIR)

Insulina, IGF (I-II)

LMR Receptor sierocy
MET (Met, Ron) HGF, MSP
MuSK Agryna

NGFR (Trk A-Trk C)

NGF, BDGF, NT-3, NT-4/5

PDGFR (PDGFa, PDGFp), CSF-1R, KIT, Fit3

PDGF (AA, AB, BB, CC, DD), CSF-1, SCF, FL

RET GDNF, NRTN, PSPN, ARTN
ROR (Rorl, Ror2) Receptor sierocy
ROS Receptor sierocy

RYK (Ryk, Rykps)

Receptor sierocy

TIE (Tie, Tek)

Ang (1-4)

TKU

Receptor sierocy

VEGFR (VEGFR1-VEGFR3)

VEGF (A-E), PIGF

* — pogrubiong czcionka zaznaczono receptory czynnikOw wzrostowych

ALK — anaplastic lymphoma kinase, Ang — angiopoetin, AR — amphiregulin, ARTN — artemin,
AXL — (greek) anexelekto, BGF — brain-derived growth factor, BTC — betacellulin, CSF — colony
stimulating factor, DD — discoidin domain, EGF — epidermal growth factor, EPH (Eph) — ephrin,
ER — epiregulin, ErbB — erythroblastoma B, FGF — fibroblast growth factor, FL— FIt3 ligand,
Flt — fetal liver tyrosine kinase, Gas6 — growth arrest specific gene 6, GDNF — glial cell derived
neurotrophic factor, HARP — heparin affin regulatory peptide, HGF — hepatocyte growth factor, HR —
heuregulin, I — insulin, IGF — insulin-like growth factor, LMR — lemur, Ltk — leukocyte tyrosine kinase,
MET - protoonkogen c-Met, MSP — macrophage stimulating protein, MuSK — muscle skeletal,

NGF — nerve growth factor, NRTN — neurturin, NT — neurotrophin, PDGF — platelet-derived growth
factor, PIGF — placenta growth factor, PSPN — persephin, PTN — pleiotrophin, R — receptor,

RET — rearranged during transfection, Ryk — related to tyrosine kinase, SCF — stem cell factor,

TIE — tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology domain, Trk — tyrosine
kinase, TKU — tyrosine kinase unique, EGF — vascular endothelial growth factor

regulacja ksztaltu komorek i adhezji komorkowej, sygnalizacja transbtonowa i
wewnatrzkomorkowa, kontrola wielu szlakow metabolicznych, regulacja transkrypcji,
regulacja dziatania kanatéw jonowych oraz receptorow niektorych neurotransmiterow.
Przyczyna tej wielostronnej aktywnosci jest plejotropowy sygnat inicjowany aktywacja
receptorowych kinaz tyrozynowych (RTKSs) (ryc. 2) oraz udzial kinaz tyrozynowych
niereceptorowych (NTKs) w wielu szlakach sygnatowych.
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M.cz.Rodzina Charakterystyczne domeny
(kDa) kinaz

150  Abl

130  Jak

125  Fak

120 Ack

92-98 Fes/ Fer

70-72 Syk/Zap
62-77 Tec

53-64 Src =&

i)

50 Csk

RYCINA 1. Domenowa struktura kinaz tyrozynowych niereceptorowych. Domeny:
B - kinazy tyrozynowe), — pseudokinazy,

1 -sH2, CXCE  -wiazaca integryny, £33 - sH3,

E—3 -PH, {® -wiazaca Cdc42, [ — Wiazaca DNA,

E==d - wigzaca aktyne, 1

Przekaz sygnatu przez receptorowe kinazy tyrozynowe przebiega w kilku etapach
obejmujacych: wiazanie liganda, dimeryzacj¢ receptorow, autofosforylacje, wiazanie
biatek adaptorowych oraz inicjacje kaskad sygnatowych (wieloenzymatycznych).
Precyzyjna regulacja aktywnosci RTKSs jest warunkiem prawidtowego funkcjonowania
wszystkich komorek organizmu. Niestety w wielu chorobach stwierdzono zaburzenia
w przekazie sygnatu realizowanego za posrednictwem RTKs. Jednym z najbardziej
niebezpiecznych jest onkogenna aktywacja tych kinaz, ktéra moze by¢ wynikiem zmian
zarowno w ich strukturze, jak i w ich ilosci [32,42,44]. Zmiany spowodowane mutacja,
delecja lub translokacja genow kinaz tyrozynowych moga skutkowaé konstytutywna
aktywacja tych enzyméw. Natomiast, zwigkszenie poziomu RTKs i ich ligandow
prowadzi do powstania tzw. autokrynnej petli wzrostowej. W obu przypadkach skutkiem
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RYCINA 2. Plejotropowy sygnal inicjowany aktywacja kinaz tyrozynowych receptorowych: BA —
biatko adaptorowe, Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne, GF — czynnik wzrostowy, MAPK — kaskada
kinaz MAP, PI3K — 3-kinaza fosfatydyloinozytoli, PKB — kinaza biatlkowa B (Akt), PLCy — fosfolipaza
Cy, RTK — kinaza tyrozynowa receptorowa, Src — kinaza z rodziny Src, STAT — cytoplazmatyczne
czynniki transkrypcyjne posredniczace w dziataniu cytokin i czynnikow wzrostowych

jestniekontrolowany wzrost komorkowy. Nic wigc dziwnego, ze zahamowanie sygnatu
przekazywanego przez kinazy tyrozynowe jest celem wielu prac badawczych
[7,10,25,41,59]. W przypadku RTKs na kazdym z wymienionych etapow sygnalizacji
transblonowej mozna zahamowac przekaz sygnatu i dla wszystkich poszukiwano bardziej
lub mniej swoistych inhibitoréw [3] (ryc. 3). W pierwszym etapie wykorzystano miedzy
innymi monoklonalne przeciwciala, z ktorych najbardziej znane sa: Herceptyna —
przeciwcialo anty-HER2, Erbitux —przeciwciato dla EGFR, bevacizumab — przeciwciato
dla VEGFR2 czy CDP 860 — przeciwciato dla PDGFR [3,24,27]. Takze etap dimeryzacji
receptorow byl przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych. Chociaz induko-
wana ligandem dimeryzacja RTKs wymaga prawdopodobnie udziatu r6znych domen
receptora, to istotne znaczenie w tym procesie ma domena transbtonowa i jej okolice.
Zsyntetyzowano wiele krotkich peptydéw 12—-30 reszt aminokwasowych, wiazacych
si¢ z tymi fragmentami receptora, efektywnie blokujacych dimeryzacjg receptorow
[9,47]. Podobnie efektywne okazaty si¢ mate peptydy blokujace domeny biatek adaptoro-
wych, wiazacych si¢ z fosfotyrozynami receptora lub blokujacych wiazanie biatek
adaptorowych do kolejnych uczestnikow szlaku mitogennego. W przypadku Grb2 uzyto
bogatych w proling ,,peptidimeréw” (majacych dwie identyczne sekwencje prolinowe)
do zablokowania jego dwoch domen SH3 [5,15], przerwania sygnatu Grb2 — GEF
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RYCINA 3. Mozliwosci zahamowania aktywacji i przekazu sygnatu przez kinazy tyrozynowe
receptorowe: 1 —antagonisci liganda, 2 — przeciwciata monoklonalne dla RTK, 3 — inhibitory dimeryzacji,
4 — inhibitory kinazy tyrozynowej (tyrfostiny), 5 — zwiazki blokujace oddziatywania receptor -
wewnatrzkomorkowe biatka sygnatowe

iuniemozliwienia aktywacji kaskady MAP. Ale, najbardziej, zaawansowane sg obecnie
prace nad drobnoczasteczkowymi inhibitorami kinaz tyrozynowych, nazwanych
tyrfostinami (¢yrphostin, ang. tyrosine phosphorylation inhibitor).

II. TYRFOSTINY

Historia tyrfostindw rozpoczeta si¢ w poczatku lat 80. Pierwszym krokiem w bada-
niach drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinaz tyrozynowych byto odkrycie, ze
naturalne zwiazki, takie jak: kwercetyna, erbstatyna, genisteina hamuja aktywnos¢
wybranych kinaz tyrozynowych zaré6wno receptorowych, jak i niereceptorowych. Mimo
matej selektywnosci tych inhibitorow, postuzyly one jako pierwowzor syntetycznych
inhibitorow kinaz tyrozynowych (PTKs). W latach 19881989 Levitzki i wsp. rozpoczgli
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Kinaza Tyrfostin Wiazanie innych kinaz Producent
docelowa
Receptorowa
EGFR ZD1839; [O], (ATP) ErbB2 AstraZeneca
(ErbB1) | OSI-774 [O], (ATP) ErbB2 Tarceva
CI-1033; [N], (ATP) ErbB2-ErbB4 Pfitzer
PKI-166; [O], (ATP) ErbB2 Novartis
PDGFR | SU11248; [O], (ATP) VEGFR (1-3), FLT-3, Kit | Pfitzer
IGFIR PPP; [O], (S)
NVP-ADW742; [O], (ATP) | IR
FGFR SU6668; [O], (ATP) PDGFR SUGEN/Pharmacia
TRK CEP-701; [O], (ATP) FLT-3 Cephalon
VEGFR2 | SU5416; [O],(ATP) VEGFR (1 i3), FLT-3 SUGEN/Pharmacia
7ZD6474; [O], (ATP) VEGEFR (1 13), EGFR AstraZeneca
BAY 43-9006; [O], (ATP) VEGFR3, PDGEFR, Kit, Bayer/Onyx
FLT-3, p38
Niereceptorowa
SRC PPI; [O], (ATP) Kit, BRC-ABL
PD116285; [O], (ATP)
ABL STI-571; [O],( ATP) Kit, PDGFR Novartis
AMN107; [O], (ATP) Novartis
BMS-354825; [O], (B) Kit, PDGFR, SRC Bristol-Myers Squibb

[O] — wiazany odwracalnie, [N] — wiazany nieodwracalnie, (ATP) — konkurujacy o wiazanie
z ATP, (S) — konkurujacy o wiazanie z substratem, (B) — bisubstratowy

od syntezy hydroksyfenoli nasladujacych swoja budowa tyrozyng. Najpierw byta rodzina
»malononitryli”, ktorych strukture opracowano wykorzystujac obserwowana aktywno$¢
biologiczna kwasu itakonowego i erbstatyny, a jednym z pierwszych takich zwiazkow
byt tyrfostin AG99 [28]. Wiele z tych zwiazkow hamowato wydajnie aktywnosé PTKs
1 co wazne wykazywato niewielka toksyczno$¢ in vitro i in vivo. Wyniki te sktonily
szefa f-my Novartis, Daniela Vaselle do poszukiwan efektywnego inhibitora kinazy
BCR-ABL, charakterystycznej dla wczesnej fazy (3—5 lat) chronicznej biataczki
szpikowej (CML). To biatko fuzyjne jest niezbgdne dla przezycia komoérek CML i
wydawalo si¢ prawdopodobne, Zze zahamowanie aktywnosci tej kinazy moze prowadzi¢
do eliminacji tych komoérek w drodze apoptozy. Pierwsze, selektywne drobnoczas-
teczkowe inhibitory PTKs opisano w roku 1992. Sposréd wielu na uwage zashuguje
tyrfostin AG957 wspotzawodniczacy z substratem inhibitor, dziatajacy proapoptotycznie,
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ktorego analog, adafostin byl testowany klinicznie [29,40]. Ale prawdziwa karierg
zrobity inhibitory konkurujace z ATP o wiazanie z enzymem (inhibitory wspotzawod-
niczace z ATP), migdzy innymi: tyrfostiny AG1112 i AG1318. Dzisiaj superrodzina
tyrfostindw liczy kilkaset zwiazkow i jest zazwyczaj dzielona na cztery grupy
inhibitoréw: a) wspolzawodniczace z substratem, a niewspotzawodniczace z ATP, b)
konkurujace z ATP, ¢) o mieszanej kompetycji, d) bisubstratowe.

Dotychczas, zastosowanie kliniczne znalazty gtownie tyrfostiny konkurujace z ATP
lub te o mieszanej kompetycji. Wytlumaczeniem jest fakt, ze znacznie tatwiej jest
zsyntetyzowaé zwiazki dopasowane do strukturalnie zwartej domeny wiazacej ATP
niz do bardziej otwartej domeny wiazacej substrat. Najbardziej popularnymi inhibitorami
grupy inhibitorow ATP-podobnych sa: anilinochinazoliny, anilinochinoliny i
anilinopirydopirymidyny [28]. Wydawalo sig, ze trudno bgdzie uzyska¢ odpowiednia
selektywnos¢ dziatania tej grupy inhibitorow, ze wzgledu na konserwatywna strukture
domeny wiazacej ATP, ale okazato sig, ze drobne rdéznice, gldownie w regionach
flankujacych domeng, pozwolity na synteze w miarg selektywnych inhibitoréw PTKs,
chociaz nie wszystkie z nich sg catkowicie specyficzne.

Mimo ze inhibitory wspotzawodniczace z ATP sa bardziej popularne niz wspotzawod-
niczace z substratem, to nadal trwaja poszukiwania specyficznych tyrfostinow hamujacych
wigzanie substratu. Po pierwsze domena wiazaca substrat jest mniej konserwatywna niz
wiazaca ATP, a po drugie zwiazki chemiczne nasladujace substrat nie musza wspotza-
wodniczy¢ z wysokim, wewnatrzkomorkowym poziomem ATP. To ostatnie stwierdzenie
jest istotne, poniewaz wptywa bezposrednio na dawki tyrfostindw stosowanych in vivo,
a co za tym idzie, obnizaja toksyczno$¢ lekow stosowanych w terapii. Selektywno$¢
wybranych tyrfostindow przedstawiono w tabeli 2. Przyjmuje sig, ze selektywne sa te
zwiazki, ktorych aktywnosc jest o co najmniej jeden lub dwa rzedy wielkosci wigksza dla
kinazy docelowej niz dla innych kinaz biatkowych. Za bisubstratowe uwaza sig tyrfostiny
hamujace aktywnos¢ co najmniej dwoch kinaz, przy stezeniu tego samego rzedu.

Chociaz rocznie syntetyzowane sa dziesiatki nowych tyrfostindow, tylko niektore z
nich docieraja do trzeciej fazy badan klinicznych. Przyczyny sa rozne, ale przede
wszystkim sa nimi efekty wtorne dlugotrwatego podawania tych zwiazkow. Dotychczas,
najwicksze nadzieje budza tyrfostiny hamujace aktywnos$¢ receptorow EGF, VEGF i
IGF oraz inhibitory fuzyjnej kinazy BCR-ABL.

Inhibitory EGFR

Nadekspresja receptoréw nalezacych do rodziny ErbB byta stwierdzona w bardzo
wielu chorobach nowotworowych, migedzy innymi w nowotworach: przewodu
pokarmowego, prostaty, piersi, pgcherza, nerek, trzustki, jajnikow i ptuc [2,19]. W
przypadku niektorych typow nowotworu piersi liczba receptorow EGFR osiagata poziom
10%/komorke (okoto 100-krotnie wigkszy od prawidtowego). Z drugiej strony takze
liczne delecje i mutacje tych receptoréw opisano w niektorych typach nowotworow.
Szczegolnie niebezpieczne sa te, ktore skutkuja ciagla aktywacja EGFR, jak np. delecja
6-276 reszty aminokwasowej w czgsci zewnatrzkomorkowej (EGFRvIII). Liczba tego
typu ,,uszkodzonych” receptoréw na ogot nie ulega obnizeniu w procesie endocytozy,
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RYCINA 4. Wybrane tyrfostiny swoiste dla kinazy EGFR

a liczne przypadki ich obecnosci zostaty stwierdzone w glejakach oraz w nowotworach:
piersi i prostaty. Dlatego, poszukiwania tatwo przyswajalnych, nietoksycznych inhibito-
row kinaz receptorow EGF sa prowadzone na szeroka skalg.

W trakcie ostatnich 10 lat ponad 20 inhibitorow EGFR byto testowanych na réznych
szczeblach badan podstawowych i klinicznych. Pierwszymi tego typu inhibitorami byty:
zwiazki o budowie anilinochinazolin: ZD 1839 (Gefitinib) i OSI-774 (Erlotinib), a p6zniej
CI-1033 i pochodna pirolopirymidyny PKI166 (ryc. 4) [1,22,45,56]. Wszystkie te
tyrfostiny wspotzawodnicza z ATP. Gefitinib i Erlotinib maja podobna strukturg i
aktywnos$¢ biologiczna. Sa stosunkowo selektywne, np. Gefitinib wiaze si¢ z EGFR
(HER1) z powinowactwem okoto 100-krotnie wigkszym nizz HER2. Gefitinib testowany
byt od roku 2002 w leczeniu niedrobnokomorkowego raka ptuc, ale okazato sig (podobnie
jak w przypadku Erlotinibu), Ze jest skuteczny dla matego odsetka pacjentow [42,51] z
mutacja w domenie kinazowej, ktorej konsekwencja jest konstytutywna stymulacja
aktywno$ci EGFR. We wszystkich innych przypadkach inhibitory te zawodzily. I trudno
bylo rozstrzygnac, czy aktywnos¢ EGFR jest nieistotna dla przezycia komorek nowotwo-
rowych czy brak efektu dzialania inhibitora wynika ze zbyt krotkiego czasu trwania
kompleksu enzym-inhibitor. Niepowodzenia te spowodowaly, ze obecnie Zzadne nowe
odwracalne inhibitory EGFR nie sa badane klinicznie.

Gtowne wady odwracalnych, ATP-kompetytywnych inhibitorow PTKSs to koniecz-
no$¢ stosowania duzych dawek tych zwiazkow (wynikajaca z wysokiego stezenia
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komorkowego ATP) oraz ich krotki czas pottrwania w krazeniu [26,28]. Dlatego
zsyntetyzowano serig¢ tyrfostinow wiazacych si¢ nieodwracalnie z RTKs (PD168393,
CI-1033, HKI272, EKB-569), z ktorych trzy: CI-1033, HKI272 i EKB-569 sa obecnie
testowane klinicznie [Levitzki 2006].

Najlepsze wyniki uzyskano stosujac tyrfostiny w kombinacji z innymi czynnikami.
Moga to by¢ potaczenia tyrfostindw z przeciwciatami skierowanymi przeciw tej samej
kinazie, np. tyrfostin RG 13022 i przeciwciato (anty-EGFR) mAb108 przeciw rakowi
ptaskokomorkowemu lub Gefitinibu i przeciwciata (anty-EGFR) mAb 225 w hamowaniu
guzow generowanych komoérkami A431 u bezwtosych myszy [28,36].

Inhibitory IGFIR

Insulino-podobne czynniki wzrostowe (IGFIs) stymuluja wzrost i przezywalnos¢
komorek prawidtowych i nowotworowych, a zaburzenia w ich funkcji wskazuja na
udzial tych zwiazkow w powstawaniu nowotworu[38]. Chociaz tylko jeden z receptorow
IGFs ma aktywno$¢ kinazy tyrozynowej, oba ligandy moga (aczkolwiek z réznym
powinowactwem) z nim oddziatywac¢ [23]. Dlatego prace nad synteza inhibitoréw kinazy
IGFIR mimo obiektywnych trudnosci trwaja nadal.

Poszukiwanie swoistych inhibitoréw dla kinazy receptora insulino-podobnego
czynnika wzrostowego typu I (IGFIR) jest szczeg6lnie trudne, poniewaz domena
kinazowa tego biatka jest bardzo podobna (84% homologii sekwencji aminokwasowej)
do domeny kinazowej receptora insuliny (IR), a w obrebie subdomeny wiazacej ATP
podobienstwo to wynosi 100% [17]. To stwarza niebezpieczenstwo oddziatywania
inhibitora IGFIR z receptorem insuliny i modyfikacje metabolizmu weglowodanow i
lipidow. W ostatnich latach zsyntetyzowano kilka tego typu zwiazkow, z ktorych dwa
NVP-ADW742 i PPP zastuguja na uwagg. Pierwszy znich hamuje aktywnos¢ kinazy
IGFIR okoto 16 razy silniej niz IR. W dawkach NVP-ADW742 efektywnie hamujacych
aktywno$¢ IGFIR nie obserwowano wptywu na efekty metaboliczne (utlenianie glukozy,
poziom insuliny, masg ciala) zwierzat doswiadczalnych [16]. NVP-ADW742 okazat
si¢ wydajnym inhibitorem szpiczaka mnogiego (in vitro i in vivo), bez widocznych
efektow toksycznych. Hamowat takze wspolnie z imatinibem lub z etopozydem wzrost
wybranych linii nowotworowych komorek ptuc [58]. Inny wysoko selektywny inhibitor
IGFIR jest cyklolignanem, pochodna pikropodofiliny (PPP). Badania kinetyczne
wskazuja, ze ten tyrfostin nie wiaze si¢ z domena ATP i sugeruja inny nieokreslony
dotychczas mechanizm jego dziatania [52]. Hamuje fosforylacje IGFIR (i nie oddziatuje
z IR) i Akt, stymulujac proces apoptozy [18].

Inhibitory BCR-ABL

Chromosom Philadelphia (Ph) zostal po raz pierwszy opisany przez Nowella i
Hungerforda w roku 1960. W 1973 Rowley wykazat, Ze ten nieprawidtowy chromosom
wystepuje u 95% pacjentdw z chroniczng biataczka szpikowa (CML) oraz u 25-40%
dorostych i 5-10% dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna (ALL). Znanych jest dzisiaj
kilka biatek fuzyjnych BCR-ABL (p180, p185-190, p203, p210, p230). Najwigksza
aktywno$¢ maja p185-190bc-a!j p2 10! a to ostatnie biatko wystepuje najczesciej w
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ludzkich przewlektych biataczkach szpikowych [31,33]. p210°#! jest konstytutywnie
aktywna kinaza tyrozynowa, rozniaca si¢ od c-ABL takze lokalizacja komorkowa,
fosforylacja substratow nierozpoznawanych przez prawidtowa kinaze, hamowaniem
procesu apoptozy i zdolnoscia do naprawy uszkodzen DNA wywotanych cytostatykami
lub promieniowaniem jonizujacym [31]. We wczesnej fazie (3-5 lat) przewleklej biataczki
mieloblastycznej (szpikowej) (CML), komorki wymagaja do przezycia aktywnej kinazy
BCR-ABL, co sugerowato, ze zahamowanie tej kinazy moze eliminowa¢ komorki
nowotworowe. Pierwsze silne inhibitory BCR-ABL (AG597, adafostyna, AG1112,
AG1318) opisano w 1992 roku.

W roku 1996 zespdt naukowcow firmy Novartis zsyntetyzowal nowy inhibitor, tyrfostin
STI-571, znany dzisiaj pod nazwami Imatinib, Gleevec lub Glivec [12]. Okazalo sig, ze
jest dobrze tolerowany przez pacjentow i ma niewielkie efekty uboczne. Laczy sig z
nieaktywna kinaza BCR-ABL i blokuje jej domeng wiazaca ATP. Hamuje nie tylko
aktywnos$¢ BCR-ABL, ale takze kinaz PDGFR 1 c-Kit. Ta ostatnia informacja byta
niepokojaca, bowiem kinazy te odgrywaja istotna rol¢ w przezyciu komorek prawidto-
wych. Na szczescie wickszos¢ komorek prawidlowych potrafi wykorzystywac alterna-
tywne drogi sygnalowe i nawet w 90% zahamowanie aktywnosci wymienionych kinaz
nie jest dla nich $miertelne. W przeciwienstwie do komorek biataczkowych, ktorych
przezycie jest catkowicie zalezne od aktywnej kinazy BRC-ABL [28].

Niestety nie wszystkie przypadki przewleklej biataczki szpikowej okazaly sig wrazliwe
na STI-571. Opornos¢ na leczenie tym tyrfostinem wynikata z réznych przyczyn.
Najczestsza byty mutacje w obrebie domeny wiazacej ATP [48,57], np. zastapienie
Thr 315 przez lle. Inne to: amplifikacja genu Ber-Abl irzadko spotykane, uruchomienie
alternatywnej drogi przekazu sygnatu. Te obserwacje byly przyczyna podjgcia poszuki-
wan nowych inhibitorow ATP-kompetytywnych oraz uzycie mieszanin inhibitorow
o roznym wspotzawodnictwie. Przykladem tych pierwszych sa: tyrfostiny AMN107
1 BMS-354825 (byty aktywne we wszystkich badanych przypadkach poza mutacja
T315I), a drugich zastosowanie mieszaniny (1:1) inhibitorow wiazacych si¢ zdomena
ATP (STI-571) i z domena substratowa (ON012380). Taka mieszanina byta aktywna
in vitro juz w stezeniach subnanomolowych (IC, = 0,1 nM). Budowg najbardziej
skutecznych inhibitoréw kinazy EGFR przedstawiono narycinie 5.

Nowym polem zastosowan STI571 okazaty si¢ nowotwory przewodu pokarmowego
objete wspdlna nazwa GIST (ang. gastrointestinal stromal tumor). GIST wystepuja
najczegsciej w zotadku (65%) 1 jelicie matym (25%), a rzadziej w okreznicy, odbycie 1w
przetyku [13]. Nawet po catkowitej resekcji guzow nastgpuja nawroty, a 50% pacjentow
przezywa okoto 5 lat. Typowym, pierwotnym miejscem przerzutu sa: watroba, otrzewna
lub oba narzady. Ponadto, GIST sa oporne na konwencjonalng chemioterapig, a liczba
pacjentow odpowiadajacych na te leki nie przekracza 5%. Odkrycie STIS71 zrewolucjo-
nizowato leczenie metastatycznych lub niecoperowalnych GIST. Stosowano maksymalne
dawki 400 mg dwa razy dziennie i obserwowano stosunkowo niewielkie efekty uboczne.
W ponad 60% przypadkow guzy ulegaty czgsciowej regresji. Niestety, pierwsze sukcesy
zostaly przy¢mione obserwacja, ze dluzsze stosowanie STI571 nie jest oboj¢tne dla
organizmu. Stwierdzono pojawianie si¢ nowych mutacji i amplifikacji genow [14].
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AMNI107

RYCINA 5. Wydajne inhibitory kinazy BCR-ABL

AMN107 jest przedstawicielem drugiej generacji inhibitorow ABL, wprowadzonych
przez firme¢ Novartis Pharmaceuticals [33]. Jest to pochodna anilinopirymidyny podobna
strukturalnie do STI571 i podobnie jak imatinib wiaze si¢ z kinaza w formie nieaktywne;.
AMNI107 okazat si¢ 10—25-krotnie bardziej aktywny w hamowaniu autofosforylacji
receptora i proliferacji oraz w stymulacji apoptozy transformowanych ludzkich linii
komorek hematopoetycznych. Hamuje wydajnie autofosforylacje Tyrl177, uczestniczacej
w wigzaniu bialka adaptorowego Grb2 i dalszy przekaz sygnatu.

Pirydyno[2,3-d]pirymidyna (BMS-354825, dasatinib) jest nowym inhibitorem ABL
wprowadzonym przez firme¢ Bristol-Meyers Squibb (USA), ktory hamuje takze
aktywno$¢ kinaz z rodziny Src [33,39]. W przeciwienstwie do STIS71 i AMNI107,
BMS-354825 wiaze si¢ zarowno z nieaktywna, jak i aktywna postacia BRC-ABL.
Wykazano, ze BMS-354825 (dasatinib) jest nawet 100-krotnie (zaleznie od testowane;j
linii komorkowej) silniejszym inhibitorem kinazy ABL niz imatinib. Jest takze silnym
(IC,, rzgdu 0,5 nM) inhibitorem kinaz LCK, FYN, SRC i HCK. Co wigcej, tyrfostin
ten hamuje takze aktywno$¢ c-Kit (IC,,= 5 nM) i PDGFRb (IC,, = 28 nM). BMS-
354825 hamowat catkowicie wzrost wybranych linii komorek transformowanych w
zakresie IC, 0,1-1 mM. Testy kliniczne wskazuja, ze dasatinib hamuje kinazg ABL 1
ma zdolno$¢ hamowania wzrostu nowotwordéw opornych na imatinib [57]. To zapewne
(obok dobrej tolerancji przez organizm) zadecydowato o dopuszczeniu w ubiegtym roku
tego tyrfostinu do leczenia nowotworow w Stanach Zjednoczonych. Porownanie
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TABELA 3. Poroéwnanie aktywnosci inhibitorow kinazy BCR-ABL (wartosci IC50)
w przeliczeniu na aktywno$¢ imatinibu (IC50 = 1) [obliczone z danych [57]

Mutacja AMN107 BMS-354825 ONO012380
p210 (wt) 0,075 0,004 0,092
L248R < 0,046% < 0,001* n.t.
Y253H 0,042* <0,001* <0,001*
E255K < 0,09 0,001 <0,001
T3151 1* 0,1% <0,001*
F317L 0,051 0,022 n.d.

489

* — dane orientacyjne ze wzgledu na bardzo niska aktywno$¢ imatinibu (STI-571),
n.d. — nie oznaczono

aktywnosci czterech tyrfostinow (STI-571, AMN107, ON012380 i BMS-354825)
przedstawiono w tabeli 3.

Inhibitory kinaz tyrozynowych posredniczacych w angiogenezie

Tworzenie nowych naczyn krwiono$nych jest powaznym problemem w licznych
chorobach, takich jak: reumatoidalne zapalenie stawow, tuszczyca i nowotwory. Uwaza
si¢ powszechnie, ze wzrost guzow nowotworowych o wymiarach wigkszych od 1-2
mm wymaga uformowania nowych naczyn. Zahamowanie angiogenezy jest jednym z
celow terapii przeciwnowotworowej, ograniczajacym wzrost i przezycie nowotworow.
Regulacja procesu angiogenezy jest skomplikowana i wielostopniowa. Uczestniczy w
niej wiele czynnikow, migdzy innym czynniki wzrostowe. Wazna rolg odgrywaja VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor) 1 angiopoetyny, a zwlaszcza ich wspot-
dziatanie [46,49]. Dlatego poszukuje si¢ takze metod blokowania aktywnos$ci ich
receptorow, gtdéwnie VEGFR2 i Tie-2. Zsyntetyzowano wiele drobnoczasteczkowych
inhibitorow kinaz tyrozynowych receptorow VEGF (m.in. SU5416, ZD6474, SU11248),
ale zaden znich nie znalazt zastosowania praktycznego. Natomiast, multien-zymatyczny
inhibitor VEGFR - BAY 43-9006 jest stosowany w leczeniu wybranych chorob
nowotworowych. Okazalo si¢, ze zwiazek ten hamuje takze aktywnos¢ VEGFR2,
VEGFR3, FLT-3, PDGFR, p38 ic-Kit[53,60]. Odkryty poczatkowo jako inhibitor
c-Raf i B-Raf i z tego wzgledu stosowany w leczeniu metastatycznych czerniakow
(czgste mutacje aktywujace B-Raf). Jego skuteczno$¢ w leczeniu czerniakoéw okazata
si¢ jednak niewystarczajaca i dzisiaj jest stosowany gtdwnie w zwalczaniu nowotworow
nerek [43,55].

Pierwszym, dobrze scharakteryzowanym inhibitorem Tie-2 byt kwas triterpeno-
karboksylowy wyizolowany z akacji (Acacia aulacocarpa) o stosunkowo niskiej
aktywnosci biologicznej. Syntetyczne inhibitory, takie jak heterocykliczne pochodne
aminotiazoli (IC,;= 5 UM), pochodne idolu (IC,, = 3 uM) czy pirymidyny (IC,, =
4 nM) byty juz bardziej efektywne [20,37], aczkolwiek ich uzycie w terapii przeciw-
nowotworowej jest nadal kwestia przysztosci. Najbardziej prawdopodobne wydaje sig,
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TABELA 4. Tyrfostiny dopuszczone przez amerykanska FDA (Food and Drug
Administration) do uzytku klinicznego

Tyrfostin Typ nowotworu Dopuszczenie Tolerowana dzienna
dawka*[mg]
Imatinib (STIS71) CMLGIST 05.2001 700
02.2002 2 x 400
Gefitinib ZD1839) NSCLC 05.2003 700
Erlotinib (OSI 774) NSCLC 11.2004 150
Sorafenib (Bay 43-9006) | mRCC 12.2005 2 x 400
Sunitinib SU11248) mRCC/GIST 01.2006 50
Dasatinib BMS-354825) CML 05.2006 180

*zazwyczaj lek podawano przez okres 4—6 tygodni, po czym nastgpowala 2-tygodniowa
przerwa; CML — chroniczna biataczka szpikowa, NSCLC — niedrobnokomérkowy rak ptuc,
mRC — metastatyczny rak nerek, GIST — stromalny nowotwor przewodu pokarmowego

ze zastosowanie kombinacji inhibitorow dla receptorow VEGF 1 Tie-2 wydajnie
stymulujacej proces apoptozy komorek endotelialnych [37]. Uzycie mieszanin inhibitorow
moze potggowac efekt pojedynczych tyrfostindw.

Mimo ze nie uzyskano dotychczas jednoznacznie pozytywnych wynikow klinicznego
stosowania tyrfostinow, nadal trwajq proby syntezy nowych, bardziej skutecznych lekow
z tej grupy zwiazkow. Wiele z nich jest obecnie w roznej fazie testow klinicznych w
przypadku ré6znych choréb proliferacyjnych, a niektore z nich [30] zostaly zatwierdzone
przez amerykanska FDA (Food and Drug Administration) jako leki przeciwnowo-
tworowe (tab. 4)

III. UWAGI KONCOWE

Corocznie syntetyzowane sa setki potencjalnych inhibitoréw kinaz biatkowych
zarOwno tyrozynowych, jak i serynowo/treoninowych w nadziei, ze nowe zwiazki b¢da
bardziej aktywne, bardziej selektywne i lepiej tolerowane przez organizm ludzki. Sukces
tych lekow w leczeniu okreslonych populacji pacjentéw byt przyczyna entuzjastycznego
podejscia do badan, ktorych celem byta regulacja aktywnosci kinaz biatkowych. Szacuje
si¢ obecnie, ze jedna trzecia programow ukierunkowanych na poszukiwanie nowych
lekow przeciwnowotworowych jest zwiazana bezposrednio (lub posrednio) z kinazami
biatkowymi. Aczkolwiek, wiele inhibitorow kinaz biatkowych zawodzi nadzieje ich
odkrywcéw w badaniach przedklinicznych i klinicznych. Gtéwna przyczyna jest mata
selektywno$¢ dziatania i zwigzane z tym efekty uboczne, a to wynika z konserwatywnej
budowy domeny katalitycznej tych enzyméw zarowno pod wzgledem sekwencji
aminokwasowej, jak i struktury przestrzenne;j.

Czy rzeczywiscie tyrfostiny beda alternatywa w leczeniu, nawet wybranych chorob
nowotworowych? Odpowiedz na to pytanie jest trudna. Za ich stosowaniem przemawia
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przede wszystkim to, ze sa znacznie lepiej tolerowane przez organizm niz klasyczne
cytostatyki, sa skuteczne w przypadku nowotwordw, w ktorych klasyczne cytostatyki
zawodza oraz ze moga by¢ podawane doustnie, co zmniejsza uciazliwos¢ terapii
przeciwnowotworowej. Przeciw §wiadcza wyniki dotychczasowych, dlugoterminowych
prob klinicznych. Po pierwsze zaden z tyrfostindw stosowanych samodzielnie nie
doprowadzit do catkowitej regresji nowotworu, a po drugie wraz z przedtuzaniem terapii
wzrastato prawdopodobienstwo nowych mutacji i amplifikacji genéw promitogennych.
Wigkszo$¢ badaczy sktania si¢ ku koncepcji, Zze najlepsze perspektywy stwarza uzycie
mieszanin: a) tyrfostindow o réznym mechanizmie inhibicji, np. STIS71 (wspodt-
zawodniczacy z ATP) 1 N012380 (wspotzawodniczacy z substratem), b) tyrfostinow i
przeciwciatl skierowanych przeciwko tej samej kinazie, np. Gefitinib i anty-EGFR
(mAB2245), c) tyrfostinow i klasycznych cytostatykow.
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