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Streszczenie: Tyrozyno-swoiste kinazy bia³kowe, receptorowe (RTKs), jak i niereceptorowe (NTKs),
pe³ni¹ centraln¹ rolê w przenoszeniu sygna³ów zewn¹trzkomórkowych zarówno w komórkach prawi-
d³owych, jak i neoplastycznych. Od lat poszukiwano inhibitorów uniemo¿liwiaj¹cych przekaz sygna³u
przez kinazy tyrozynowe. Bior¹c za wzór naturalne inhibitory kinaz bia³kowych (kwercetyna, erbstaty-
na itp.)  Levitzky i wsp. zsyntetyzowali w latach 1988�1989  pierwsze syntetyczne  inhibitory kinaz
tyrozynowych i nadali im nazwê tyrfostiny. Ponad 30 tyrfostinów jest obecnie w fazie badañ klinicz-
nych. Struktura, aktywno�æ biologiczna i aktywno�æ przeciwnowotworowa wybranych inhibitorów
kinaz receptorów EGF, IGF, VEGF oraz niereceptorowej kinazy BRC-ABL jest tematem niniejszego
artyku³u. Wydaje siê, ¿e najwiêksze szanse zastosowania w terapii przeciwnowotworowej maj¹ tyrfosti-
ny podawane w mieszaninie z innymi inhibitorami transdukcji sygna³u  lub z cytostatykami.

S³owa kluczowe: inhibitory kinaz tyrozynowych, aktywno�æ 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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Drobnocz¹steczkowe inhibitory kinaz bia³kowych by³y od lat 80. XX wieku obiektem
badañ naukowych, tak¿e pod k¹tem ich przydatno�ci w terapii przeciwnowotworowej.
Jednak dopiero po roku 2001 zosta³y uznane jako zwi¹zki, które obok klasycznych
cytostatyków zosta³y dopuszczone, g³ównie w USA, jako leki przeciwnowotworowe.
Nadzieje, jakie budz¹ ka¿de nowe mo¿liwo�ci przeciwdzia³ania rozwojowi chorób
hiperproliferacyjnych, uzasadniaj¹ wprowadzenie tak¿e i tych zwi¹zków do terapii
przeciwnowotworowej. Trudno dzi� jednak jednoznacznie odpowiedzieæ, czy ta nadzieja
jest w pe³ni uzasadniona.

I. KINAZY TYROZYNOWE JAKO ATRAKCYJNY CEL TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

W przeciwieñstwie do proteolizy, fosforylacja jest procesem odwracalnym i realizo-
wanym wy³¹cznie wewn¹trzkomórkowo (wymaga nak³adu energii uzyskiwanej z
hydrolizy ATP). Kinazy bia³kowe po�rednicz¹ w regulacji wiêkszo�ci dróg przenoszenia
sygna³u zewn¹trzkomórkowego w komórkach eukariotycznych, a przez modyfikacjê
swoich substratów kontroluj¹ równie¿ wiele innych wa¿nych procesów komórkowych.
Eukariotyczne kinazy bia³kowe s¹ zwykle dzielone na 9 grup, 140 rodzin i 209 podrodzin
[34]. W�ród nich jest 518 kinaz i 130 fosfataz bia³kowych. Ludzki �kinom� (zestaw
genów cz³owieka koduj¹cych kinazy bia³kowe) liczy 518 genów (i 106 pseudogenów),
które koduj¹ bia³ka zaliczane do 187 podrodzin [34,35]. Najlepiej poznano dot¹d enzymy
zaliczane do kinaz serynowo/treoninowych i kinaz tyrozynowych, z których nieliczne
maj¹ podwójn¹ swoisto�æ. Mimo ogromnej ich ró¿norodno�ci, wszystkie poznane kinazy
eukariotyczne maj¹ zbudowan¹ z oko³o 270 aminokwasów domenê katalityczn¹ o
wysokim stopniu homologii [30]. Najbardziej konserwatywn¹ czê�æ cz¹steczki kinaz
bia³kowych stanowi charakterystyczna sekwencja aminokwasów (pêtla G), tzw. motyw
Rossmana -G-X-G-X-X-G-, odpowiedzialna za wi¹zanie ATP. Pierwsza z Gly motywu
Rossmana wystêpuje w 94% wszystkich kinaz bia³kowych. Domena katalityczna ma
tak¿e krótkie sekwencje aminokwasowe odró¿niaj¹ce kinazy serynowo/treoninowe od
kinaz tyrozynowych.

Kinazy serynowo/treoninowe wystêpuj¹ powszechnie we wszystkich komórkach
eukariotycznych, a nawet w niektórych komórkach prokariotycznych (np. w Strepto-
myces coelicolor) [4].

Tyrozyno-swoiste kinazy bia³kowe (PTKs) to enzymy selektywnie fosforyluj¹ce
tyrozynê w cz¹steczkach bia³ek. Ich obecno�æ wykazano prawie wy³¹cznie w
organizmach wielokomórkowych [6]. Enzymy te nie wystêpuj¹ w dro¿d¿ach, grzybach
i ro�linach kwiatowych. Znaleziono je natomiast w algach zielonych [50]. 99 genów
koduje ludzkie kinazy tyrozynowe. Zazwyczaj dzieli siê je na kinazy  tyrozynowe:
receptorowe  (tab. 1) i niereceptorowe (ryc.1) [21, 23, 44,54]. Fosforylacja tyrozyny
odgrywa istotn¹ rolê w bardzo wielu procesach biologicznych, takich jak: regulacja
wzrostu (tak¿e patologicznego), regulacja ró¿nicowania, kontrola cyklu komórkowego,
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regulacja kszta³tu komórek i adhezji komórkowej, sygnalizacja transb³onowa i
wewn¹trzkomórkowa, kontrola wielu szlaków metabolicznych, regulacja transkrypcji,
regulacja dzia³ania kana³ów jonowych oraz receptorów niektórych neurotransmiterów.
Przyczyn¹ tej wielostronnej aktywno�ci jest plejotropowy sygna³ inicjowany aktywacj¹
receptorowych kinaz tyrozynowych (RTKs) (ryc. 2) oraz udzia³ kinaz tyrozynowych
niereceptorowych (NTKs) w wielu szlakach sygna³owych.
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Przekaz sygna³u przez receptorowe kinazy tyrozynowe przebiega w kilku etapach
obejmuj¹cych: wi¹zanie liganda, dimeryzacjê receptorów, autofosforylacjê, wi¹zanie
bia³ek adaptorowych  oraz inicjacjê kaskad sygna³owych (wieloenzymatycznych).
Precyzyjna  regulacja aktywno�ci RTKs jest warunkiem prawid³owego funkcjonowania
wszystkich komórek organizmu. Niestety w wielu chorobach stwierdzono zaburzenia
w przekazie sygna³u realizowanego za po�rednictwem RTKs. Jednym z najbardziej
niebezpiecznych jest onkogenna aktywacja tych kinaz, która mo¿e byæ wynikiem zmian
zarówno  w ich strukturze, jak i w ich ilo�ci [32,42,44]. Zmiany spowodowane mutacj¹,
delecj¹ lub translokacj¹ genów kinaz tyrozynowych mog¹ skutkowaæ konstytutywn¹
aktywacj¹ tych enzymów. Natomiast, zwiêkszenie poziomu RTKs i ich ligandów
prowadzi do powstania tzw. autokrynnej pêtli wzrostowej. W obu przypadkach skutkiem

RYCINA 1. Domenowa struktura kinaz tyrozynowych niereceptorowych. Domeny:
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jest niekontrolowany wzrost komórkowy. Nic wiêc dziwnego, ¿e zahamowanie sygna³u
przekazywanego przez kinazy tyrozynowe jest celem wielu prac badawczych
[7,10,25,41,59]. W przypadku RTKs na ka¿dym z wymienionych  etapów sygnalizacji
transb³onowej mo¿na zahamowaæ przekaz sygna³u i dla wszystkich poszukiwano bardziej
lub mniej swoistych inhibitorów [3] (ryc. 3). W pierwszym etapie wykorzystano miêdzy
innymi monoklonalne przeciwcia³a, z których najbardziej znane s¹: Herceptyna �
przeciwcia³o anty-HER2, Erbitux � przeciwcia³o dla EGFR, bevacizumab � przeciwcia³o
dla VEGFR2 czy CDP 860 � przeciwcia³o dla PDGFR [3,24,27]. Tak¿e etap dimeryzacji
receptorów by³ przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych. Chocia¿  induko-
wana ligandem dimeryzacja RTKs wymaga prawdopodobnie udzia³u ró¿nych domen
receptora, to istotne znaczenie w tym procesie ma domena transb³onowa i jej okolice.
Zsyntetyzowano wiele krótkich peptydów 12�30 reszt aminokwasowych, wi¹¿¹cych
siê z tymi fragmentami receptora, efektywnie blokuj¹cych dimeryzacjê receptorów
[9,47]. Podobnie efektywne okaza³y siê ma³e peptydy blokuj¹ce domeny bia³ek adaptoro-
wych, wi¹¿¹cych siê z fosfotyrozynami receptora lub blokuj¹cych wi¹zanie bia³ek
adaptorowych do kolejnych uczestników szlaku mitogennego. W przypadku Grb2 u¿yto
bogatych w prolinê �peptidimerów� (maj¹cych dwie identyczne sekwencje prolinowe)
do  zablokowania  jego  dwóch  domen SH3 [5,15], przerwania sygna³u Grb2       GEF

RYCINA 2. Plejotropowy sygna³ inicjowany aktywacj¹ kinaz tyrozynowych receptorowych: BA �
bia³ko adaptorowe, Bcl-2 �  bia³ko antyapoptotyczne, GF � czynnik wzrostowy, MAPK �  kaskada
kinaz MAP, PI3K � 3-kinaza fosfatydyloinozytoli, PKB � kinaza bia³kowa B (Akt), PLCγ � fosfolipaza
Cγ, RTK � kinaza tyrozynowa receptorowa, Src � kinaza z rodziny Src, STAT � cytoplazmatyczne
czynniki transkrypcyjne po�rednicz¹ce w dzia³aniu cytokin i czynników wzrostowych

↓
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i uniemo¿liwienia aktywacji kaskady MAP. Ale, najbardziej, zaawansowane s¹ obecnie
prace nad drobnocz¹steczkowymi inhibitorami kinaz tyrozynowych, nazwanych
tyrfostinami (tyrphostin, ang. tyrosine phosphorylation inhibitor).

II. TYRFOSTINY

Historia tyrfostinów rozpoczê³a siê w pocz¹tku lat 80. Pierwszym krokiem w bada-
niach drobnocz¹steczkowych inhibitorów kinaz tyrozynowych by³o odkrycie, ¿e
naturalne zwi¹zki, takie jak: kwercetyna, erbstatyna, genisteina hamuj¹ aktywno�æ
wybranych kinaz tyrozynowych zarówno receptorowych, jak i niereceptorowych. Mimo
ma³ej selektywno�ci tych inhibitorów, pos³u¿y³y one jako pierwowzór syntetycznych
inhibitorów kinaz tyrozynowych (PTKs). W latach 1988�1989 Levitzki i wsp. rozpoczêli

RYCINA 3. Mo¿liwo�ci zahamowania aktywacji i przekazu sygna³u przez kinazy tyrozynowe
receptorowe: 1 � antagoni�ci liganda, 2 � przeciwcia³a monoklonalne dla RTK, 3  �  inhibitory dimeryzacji,
4 � inhibitory kinazy tyrozynowej (tyrfostiny), 5 � zwi¹zki blokuj¹ce oddzia³ywania receptor -
wewn¹trzkomórkowe bia³ka sygna³owe
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od syntezy hydroksyfenoli na�laduj¹cych swoj¹ budow¹ tyrozynê. Najpierw by³a rodzina
�malononitryli�, których strukturê opracowano wykorzystuj¹c  obserwowan¹ aktywno�æ
biologiczn¹ kwasu itakonowego i  erbstatyny, a jednym z pierwszych takich zwi¹zków
by³ tyrfostin AG99 [28].  Wiele z tych zwi¹zków hamowa³o wydajnie aktywno�æ PTKs
i co wa¿ne wykazywa³o niewielk¹ toksyczno�æ in vitro i in vivo. Wyniki te sk³oni³y
szefa f-my Novartis, Daniela Vasellê do poszukiwañ efektywnego inhibitora kinazy
BCR-ABL, charakterystycznej dla wczesnej fazy (3�5 lat) chronicznej bia³aczki
szpikowej (CML). To bia³ko fuzyjne jest niezbêdne dla prze¿ycia  komórek CML  i
wydawa³o siê prawdopodobne, ¿e zahamowanie aktywno�ci tej kinazy mo¿e prowadziæ
do eliminacji tych komórek w drodze apoptozy. Pierwsze, selektywne drobnocz¹s-
teczkowe inhibitory PTKs opisano w roku 1992. Spo�ród wielu na uwagê zas³uguje
tyrfostin AG957 wspó³zawodnicz¹cy z substratem inhibitor, dzia³aj¹cy proapoptotycznie,
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którego analog, adafostin by³  testowany klinicznie [29,40]. Ale prawdziw¹ karierê
zrobi³y inhibitory konkuruj¹ce z ATP o wi¹zanie z enzymem (inhibitory wspó³zawod-
nicz¹ce z ATP), miêdzy innymi: tyrfostiny AG1112 i AG1318. Dzisiaj superrodzina
tyrfostinów liczy kilkaset zwi¹zków i jest zazwyczaj dzielona na  cztery grupy
inhibitorów: a) wspó³zawodnicz¹ce z substratem, a niewspó³zawodnicz¹ce z ATP, b)
konkuruj¹ce z ATP, c) o mieszanej kompetycji, d) bisubstratowe.

Dotychczas, zastosowanie kliniczne znalaz³y g³ównie tyrfostiny  konkuruj¹ce z ATP
lub te o mieszanej kompetycji. Wyt³umaczeniem jest fakt, ¿e znacznie ³atwiej jest
zsyntetyzowaæ zwi¹zki dopasowane do strukturalnie zwartej domeny wi¹¿¹cej ATP
ni¿ do bardziej otwartej domeny wi¹¿¹cej substrat. Najbardziej popularnymi inhibitorami
grupy inhibitorów ATP-podobnych s¹: anilinochinazoliny, anilinochinoliny i
anilinopirydopirymidyny [28]. Wydawa³o siê, ¿e trudno bêdzie uzyskaæ odpowiedni¹
selektywno�æ dzia³ania tej grupy inhibitorów, ze wzglêdu na konserwatywn¹ strukturê
domeny wi¹¿¹cej ATP, ale okaza³o siê, ¿e drobne ró¿nice, g³ównie w regionach
flankuj¹cych domenê, pozwoli³y na syntezê w miarê selektywnych inhibitorów PTKs,
chocia¿ nie wszystkie z nich s¹ ca³kowicie specyficzne.

Mimo ¿e inhibitory wspó³zawodnicz¹ce z ATP s¹ bardziej popularne ni¿ wspó³zawod-
nicz¹ce z substratem, to nadal trwaj¹ poszukiwania specyficznych tyrfostinów hamuj¹cych
wi¹zanie substratu. Po pierwsze domena wi¹¿¹ca substrat jest mniej konserwatywna ni¿
wi¹¿¹ca ATP, a po drugie zwi¹zki chemiczne na�laduj¹ce substrat nie musz¹ wspó³za-
wodniczyæ z wysokim, wewn¹trzkomórkowym poziomem ATP. To ostatnie stwierdzenie
jest istotne, poniewa¿ wp³ywa bezpo�rednio na dawki tyrfostinów stosowanych in vivo,
a co za tym idzie, obni¿aj¹ toksyczno�æ leków stosowanych w terapii. Selektywno�æ
wybranych tyrfostinów  przedstawiono w  tabeli 2. Przyjmuje siê, ¿e selektywne s¹ te
zwi¹zki, których aktywno�æ jest o co najmniej jeden lub dwa rzêdy wielko�ci wiêksza dla
kinazy docelowej ni¿ dla innych kinaz bia³kowych. Za bisubstratowe uwa¿a siê tyrfostiny
hamuj¹ce aktywno�æ co najmniej dwóch kinaz, przy stê¿eniu tego samego rzêdu.

Chocia¿ rocznie syntetyzowane s¹ dziesi¹tki nowych tyrfostinów, tylko niektóre z
nich docieraj¹ do trzeciej fazy badañ klinicznych. Przyczyny s¹ ró¿ne, ale przede
wszystkim s¹ nimi efekty wtórne d³ugotrwa³ego podawania tych zwi¹zków. Dotychczas,
najwiêksze nadzieje budz¹ tyrfostiny hamuj¹ce aktywno�æ receptorów EGF, VEGF i
IGF oraz inhibitory fuzyjnej kinazy BCR-ABL.

Inhibitory EGFR

Nadekspresja receptorów nale¿¹cych do rodziny ErbB by³a stwierdzona w bardzo
wielu chorobach nowotworowych, miêdzy innymi w nowotworach: przewodu
pokarmowego, prostaty, piersi, pêcherza, nerek, trzustki, jajników i p³uc [2,19]. W
przypadku niektórych typów nowotworu piersi liczba receptorów EGFR osi¹ga³a poziom
106/komórkê (oko³o 100-krotnie wiêkszy od prawid³owego). Z drugiej strony tak¿e
liczne delecje i mutacje tych receptorów opisano w niektórych typach nowotworów.
Szczególnie niebezpieczne s¹ te, które skutkuj¹ ci¹g³¹ aktywacj¹ EGFR, jak np. delecja
6-276 reszty aminokwasowej w czê�ci zewn¹trzkomórkowej (EGFRvIII). Liczba tego
typu �uszkodzonych� receptorów na ogó³  nie ulega obni¿eniu w procesie endocytozy,



                                            485TYRFOSTINY �   INHIBITORY KINAZ TYROZYNOWYCH

a liczne przypadki ich obecno�ci zosta³y stwierdzone w glejakach oraz w nowotworach:
piersi i prostaty. Dlatego, poszukiwania ³atwo przyswajalnych, nietoksycznych inhibito-
rów kinaz receptorów EGF s¹ prowadzone na szerok¹ skalê.

W trakcie ostatnich 10 lat ponad 20 inhibitorów EGFR by³o testowanych na  ró¿nych
szczeblach badañ podstawowych i klinicznych. Pierwszymi tego typu inhibitorami by³y:
zwi¹zki o budowie anilinochinazolin: ZD1839 (Gefitinib) i OSI-774 (Erlotinib), a pó�niej
CI-1033 i pochodna pirolopirymidyny PKI166 (ryc. 4) [1,22,45,56]. Wszystkie te
tyrfostiny wspó³zawodnicz¹ z  ATP. Gefitinib i Erlotinib maj¹ podobn¹ strukturê i
aktywno�æ biologiczn¹. S¹ stosunkowo selektywne, np. Gefitinib wi¹¿e siê z EGFR
(HER1) z powinowactwem oko³o 100-krotnie wiêkszym ni¿ z HER2. Gefitinib testowany
by³ od roku 2002 w leczeniu niedrobnokomórkowego raka p³uc, ale okaza³o siê (podobnie
jak w przypadku Erlotinibu), ¿e jest skuteczny dla ma³ego odsetka pacjentów [42,51] z
mutacj¹ w domenie kinazowej, której konsekwencj¹ jest konstytutywna stymulacja
aktywno�ci EGFR. We wszystkich innych przypadkach inhibitory te zawodzi³y. I trudno
by³o rozstrzygn¹æ, czy aktywno�æ EGFR jest nieistotna dla prze¿ycia komórek nowotwo-
rowych czy brak efektu dzia³ania inhibitora wynika ze zbyt krótkiego czasu trwania
kompleksu enzym-inhibitor. Niepowodzenia te spowodowa³y, ¿e obecnie ¿adne nowe
odwracalne inhibitory EGFR nie s¹ badane klinicznie.

G³ówne wady odwracalnych, ATP-kompetytywnych inhibitorów PTKs to koniecz-
no�æ stosowania du¿ych dawek tych zwi¹zków (wynikaj¹ca z wysokiego stê¿enia

RYCINA 4. Wybrane tyrfostiny swoiste dla kinazy EGFR
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komórkowego ATP) oraz ich krótki czas pó³trwania w kr¹¿eniu [26,28]. Dlatego
zsyntetyzowano seriê tyrfostinów wi¹¿¹cych siê nieodwracalnie z RTKs (PD168393,
CI-1033, HKI272, EKB-569), z których trzy: CI-1033, HKI272 i EKB-569 s¹ obecnie
testowane klinicznie [Levitzki 2006].

Najlepsze wyniki uzyskano stosuj¹c tyrfostiny w kombinacji z innymi czynnikami.
Mog¹ to byæ po³¹czenia tyrfostinów z przeciwcia³ami skierowanymi przeciw tej samej
kinazie, np. tyrfostin RG 13022 i przeciwcia³o (anty-EGFR) mAb108 przeciw rakowi
p³askokomórkowemu lub Gefitinibu i przeciwcia³a (anty-EGFR) mAb 225 w hamowaniu
guzów generowanych komórkami A431 u bezw³osych myszy [28,36].

Inhibitory IGFIR

Insulino-podobne czynniki wzrostowe (IGFIs) stymuluj¹ wzrost i prze¿ywalno�æ
komórek prawid³owych i nowotworowych, a zaburzenia w ich funkcji wskazuj¹ na
udzia³ tych zwi¹zków w powstawaniu nowotworu[38]. Chocia¿ tylko jeden z receptorów
IGFs ma aktywno�æ kinazy tyrozynowej, oba ligandy mog¹ (aczkolwiek z ró¿nym
powinowactwem) z nim oddzia³ywaæ [23]. Dlatego prace nad syntez¹ inhibitorów  kinazy
IGFIR mimo obiektywnych trudno�ci trwaj¹ nadal.

Poszukiwanie swoistych inhibitorów dla kinazy receptora insulino-podobnego
czynnika wzrostowego typu I (IGFIR) jest szczególnie trudne, poniewa¿ domena
kinazowa tego bia³ka jest bardzo podobna (84% homologii sekwencji aminokwasowej)
do domeny kinazowej receptora insuliny (IR), a w obrêbie subdomeny wi¹¿¹cej ATP
podobieñstwo to wynosi 100% [17]. To stwarza niebezpieczeñstwo oddzia³ywania
inhibitora IGFIR z receptorem insuliny i modyfikacjê metabolizmu wêglowodanów i
lipidów. W ostatnich latach zsyntetyzowano kilka tego typu zwi¹zków, z których dwa
NVP-ADW742 i PPP zas³uguj¹ na uwagê. Pierwszy z nich  hamuje aktywno�æ kinazy
IGFIR oko³o 16 razy silniej ni¿ IR. W dawkach NVP-ADW742 efektywnie hamuj¹cych
aktywno�æ IGFIR nie obserwowano wp³ywu na efekty metaboliczne (utlenianie glukozy,
poziom insuliny, masê cia³a) zwierz¹t do�wiadczalnych [16]. NVP-ADW742 okaza³
siê wydajnym inhibitorem szpiczaka mnogiego (in vitro i in vivo), bez widocznych
efektów toksycznych. Hamowa³ tak¿e wspólnie z imatinibem lub z etopozydem wzrost
wybranych linii nowotworowych komórek p³uc [58]. Inny wysoko selektywny inhibitor
IGFIR jest cyklolignanem, pochodn¹ pikropodofiliny (PPP). Badania kinetyczne
wskazuj¹, ¿e ten tyrfostin nie wi¹¿e siê z domen¹ ATP i sugeruj¹ inny nieokre�lony
dotychczas mechanizm jego dzia³ania [52]. Hamuje fosforylacjê IGFIR (i nie oddzia³uje
z IR) i Akt, stymuluj¹c proces apoptozy [18].

Inhibitory BCR-ABL

Chromosom Philadelphia (Ph) zosta³ po raz pierwszy opisany przez Nowella i
Hungerforda w roku 1960. W 1973 Rowley wykaza³, ¿e ten nieprawid³owy chromosom
wystêpuje u 95% pacjentów z chroniczn¹ bia³aczk¹ szpikow¹ (CML) oraz u 25�40%
doros³ych i 5�10% dzieci z ostr¹ bia³aczk¹ limfoblastyczn¹ (ALL). Znanych jest dzisiaj
kilka bia³ek fuzyjnych BCR-ABL (p180, p185-190, p203, p210, p230).  Najwiêksz¹
aktywno�æ maj¹ p185-190bcr-abl i p210bcr-abl, a to ostatnie bia³ko wystêpuje najczê�ciej w
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ludzkich przewlek³ych bia³aczkach szpikowych [31,33].  p210bcr-abl jest konstytutywnie
aktywn¹ kinaz¹ tyrozynow¹, ró¿ni¹c¹ siê od c-ABL tak¿e lokalizacj¹ komórkow¹,
fosforylacj¹ substratów nierozpoznawanych przez prawid³ow¹ kinazê, hamowaniem
procesu apoptozy i zdolno�ci¹ do naprawy uszkodzeñ DNA wywo³anych cytostatykami
lub promieniowaniem jonizuj¹cym  [31]. We wczesnej fazie (3�5 lat) przewlek³ej bia³aczki
mieloblastycznej (szpikowej) (CML), komórki  wymagaj¹ do prze¿ycia aktywnej kinazy
BCR-ABL, co sugerowa³o, ¿e zahamowanie tej kinazy mo¿e eliminowaæ komórki
nowotworowe. Pierwsze silne inhibitory BCR-ABL (AG597, adafostyna, AG1112,
AG1318) opisano w 1992 roku.

W roku 1996 zespó³ naukowców firmy Novartis zsyntetyzowa³ nowy inhibitor, tyrfostin
STI-571, znany dzisiaj pod nazwami Imatinib, Gleevec lub Glivec [12]. Okaza³o siê, ¿e
jest dobrze tolerowany przez pacjentów i ma niewielkie efekty uboczne. £¹czy  siê z
nieaktywn¹ kinaz¹ BCR-ABL i blokuje jej domenê wi¹¿¹c¹ ATP. Hamuje nie tylko
aktywno�æ BCR-ABL, ale tak¿e kinaz PDGFR i c-Kit. Ta ostatnia informacja by³a
niepokoj¹ca, bowiem kinazy te odgrywaj¹ istotn¹ rolê w prze¿yciu komórek prawid³o-
wych. Na szczê�cie wiêkszo�æ komórek prawid³owych potrafi wykorzystywaæ alterna-
tywne drogi sygna³owe i nawet w 90% zahamowanie aktywno�ci wymienionych  kinaz
nie jest dla nich �miertelne. W przeciwieñstwie do komórek bia³aczkowych, których
prze¿ycie jest ca³kowicie zale¿ne od aktywnej kinazy BRC-ABL [28].

Niestety nie wszystkie przypadki przewlek³ej bia³aczki szpikowej okaza³y siê wra¿liwe
na STI-571. Oporno�æ na leczenie tym tyrfostinem wynika³a z ró¿nych przyczyn.
Najczêstsz¹ by³y mutacje w obrêbie domeny wi¹¿¹cej ATP [48,57], np. zast¹pienie
Thr 315 przez Ile. Inne to: amplifikacja genu Bcr-Abl  i rzadko spotykane, uruchomienie
alternatywnej drogi przekazu sygna³u. Te obserwacje by³y przyczyn¹ podjêcia poszuki-
wañ  nowych  inhibitorów  ATP-kompetytywnych  oraz  u¿ycie mieszanin inhibitorów
o ró¿nym wspó³zawodnictwie. Przyk³adem  tych  pierwszych  s¹: tyrfostiny AMN107
i BMS-354825  (by³y aktywne we wszystkich badanych przypadkach poza mutacj¹
T315I), a drugich zastosowanie mieszaniny (1:1) inhibitorów wi¹¿¹cych siê z domen¹
ATP (STI-571) i z domen¹ substratow¹ (ON012380). Taka mieszanina by³a aktywna
in vitro ju¿ w stê¿eniach subnanomolowych (IC

50
 = 0,1 nM). Budowê najbardziej

skutecznych inhibitorów kinazy EGFR przedstawiono na rycinie 5.
Nowym polem zastosowañ STI571 okaza³y siê nowotwory przewodu pokarmowego

objête wspóln¹ nazw¹ GIST (ang. gastrointestinal stromal tumor).  GIST wystêpuj¹
najczê�ciej w ¿o³¹dku (65%) i jelicie ma³ym (25%), a rzadziej w okrê¿nicy, odbycie i w
prze³yku [13]. Nawet po ca³kowitej resekcji guzów nastêpuj¹ nawroty, a  50% pacjentów
prze¿ywa oko³o 5 lat. Typowym, pierwotnym miejscem przerzutu s¹: w¹troba, otrzewna
lub oba narz¹dy. Ponadto, GIST s¹ oporne na konwencjonaln¹ chemioterapiê, a  liczba
pacjentów odpowiadaj¹cych na te leki nie przekracza 5%. Odkrycie STI571 zrewolucjo-
nizowa³o leczenie metastatycznych lub nieoperowalnych GIST. Stosowano maksymalne
dawki 400 mg dwa razy dziennie i obserwowano stosunkowo niewielkie efekty uboczne.
W ponad 60% przypadków guzy ulega³y czê�ciowej regresji. Niestety, pierwsze sukcesy
zosta³y przyæmione obserwacj¹, ¿e d³u¿sze stosowanie STI571 nie jest obojêtne dla
organizmu. Stwierdzono pojawianie siê nowych mutacji i amplifikacji genów [14].
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AMN107 jest przedstawicielem drugiej generacji inhibitorów ABL, wprowadzonych
przez firmê Novartis Pharmaceuticals [33]. Jest to pochodna anilinopirymidyny podobna
strukturalnie do STI571 i podobnie jak imatinib wi¹¿e siê z kinaz¹ w formie nieaktywnej.
AMN107 okaza³ siê 10�25-krotnie bardziej aktywny w hamowaniu autofosforylacji
receptora i proliferacji oraz w stymulacji apoptozy transformowanych ludzkich linii
komórek hematopoetycznych. Hamuje wydajnie autofosforylacjê Tyr177, uczestnicz¹cej
w wi¹zaniu bia³ka adaptorowego Grb2 i dalszy przekaz sygna³u.

Pirydyno[2,3-d]pirymidyna (BMS-354825, dasatinib) jest nowym inhibitorem ABL
wprowadzonym przez firmê Bristol-Meyers Squibb (USA), który hamuje tak¿e
aktywno�æ kinaz z rodziny Src [33,39]. W przeciwieñstwie do STI571 i AMN107,
BMS-354825 wi¹¿e siê zarówno z nieaktywn¹, jak i aktywn¹ postaci¹ BRC-ABL.
Wykazano, ¿e BMS-354825 (dasatinib) jest nawet 100-krotnie (zale¿nie od testowanej
linii komórkowej) silniejszym inhibitorem kinazy ABL ni¿ imatinib. Jest tak¿e silnym
(IC

50
 rzêdu 0,5 nM) inhibitorem kinaz LCK, FYN, SRC i HCK. Co wiêcej, tyrfostin

ten hamuje tak¿e aktywno�æ c-Kit (IC
50 

= 5 nM) i PDGFRb (IC
50 

 = 28 nM). BMS-
354825 hamowa³ ca³kowicie wzrost wybranych linii komórek transformowanych w
zakresie IC

50
 0,1�1 mM. Testy kliniczne wskazuj¹, ¿e dasatinib hamuje kinazê ABL i

ma zdolno�æ hamowania wzrostu nowotworów opornych na imatinib [57]. To zapewne
(obok dobrej tolerancji przez organizm) zadecydowa³o o dopuszczeniu w ubieg³ym roku
tego tyrfostinu do leczenia nowotworów w Stanach Zjednoczonych. Porównanie

RYCINA 5. Wydajne inhibitory kinazy BCR-ABL
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aktywno�ci czterech tyrfostinów (STI-571, AMN107, ON012380 i BMS-354825)
przedstawiono w  tabeli 3.

Inhibitory kinaz tyrozynowych po�rednicz¹cych w angiogenezie

Tworzenie nowych naczyñ krwiono�nych jest powa¿nym problemem w licznych
chorobach, takich jak:  reumatoidalne zapalenie stawów, ³uszczyca i nowotwory. Uwa¿a
siê powszechnie, ¿e wzrost guzów nowotworowych o wymiarach wiêkszych od 1�2
mm wymaga uformowania nowych naczyñ. Zahamowanie angiogenezy jest jednym z
celów terapii przeciwnowotworowej, ograniczaj¹cym wzrost i prze¿ycie nowotworów.
Regulacja procesu angiogenezy jest skomplikowana i wielostopniowa. Uczestniczy w
niej wiele czynników, miêdzy innym czynniki wzrostowe. Wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor) i angiopoetyny, a zw³aszcza ich wspó³-
dzia³anie [46,49]. Dlatego poszukuje siê tak¿e metod blokowania aktywno�ci ich
receptorów, g³ównie VEGFR2 i Tie-2. Zsyntetyzowano wiele drobnocz¹steczkowych
inhibitorów kinaz  tyrozynowych receptorów VEGF (m.in. SU5416, ZD6474, SU11248),
ale ¿aden z nich  nie znalaz³ zastosowania praktycznego. Natomiast, multien-zymatyczny
inhibitor VEGFR - BAY 43-9006 jest stosowany w leczeniu wybranych chorób
nowotworowych. Okaza³o siê, ¿e zwi¹zek ten hamuje tak¿e aktywno�æ VEGFR2,
VEGFR3,  FLT-3,  PDGFR,  p38  i c-Kit [53,60].  Odkryty pocz¹tkowo jako inhibitor
c-Raf i B-Raf i z tego wzglêdu stosowany w leczeniu metastatycznych czerniaków
(czêste mutacje aktywuj¹ce B-Raf). Jego skuteczno�æ w leczeniu czerniaków okaza³a
siê jednak niewystarczaj¹ca i dzisiaj jest stosowany g³ównie w zwalczaniu nowotworów
nerek [43,55].

Pierwszym, dobrze scharakteryzowanym inhibitorem Tie-2 by³ kwas triterpeno-
karboksylowy wyizolowany z akacji (Acacia aulacocarpa) o stosunkowo niskiej
aktywno�ci biologicznej. Syntetyczne inhibitory, takie jak heterocykliczne pochodne
aminotiazoli (IC

50
 ≈  5  µM), pochodne idolu (IC

50
 =  3 µM)  czy  pirymidyny  (IC

50 
 =

4 nM) by³y ju¿ bardziej efektywne [20,37], aczkolwiek ich u¿ycie w terapii przeciw-
nowotworowej jest nadal kwesti¹ przysz³o�ci. Najbardziej prawdopodobne wydaje siê,
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¿e zastosowanie kombinacji inhibitorów dla receptorów VEGF i Tie-2 wydajnie
stymuluj¹cej proces apoptozy komórek endotelialnych [37]. U¿ycie mieszanin inhibitorów
mo¿e potêgowaæ efekt pojedynczych tyrfostinów.

Mimo ¿e nie uzyskano dotychczas jednoznacznie pozytywnych wyników klinicznego
stosowania tyrfostinów, nadal trwaj¹ próby syntezy nowych, bardziej skutecznych leków
z tej grupy zwi¹zków. Wiele z nich jest obecnie w ró¿nej fazie testów klinicznych w
przypadku ró¿nych chorób proliferacyjnych, a niektóre z nich [30] zosta³y zatwierdzone
przez amerykañsk¹ FDA (Food and Drug Administration) jako leki przeciwnowo-
tworowe (tab. 4)

III. UWAGI KOÑCOWE

Corocznie syntetyzowane s¹ setki potencjalnych inhibitorów kinaz bia³kowych
zarówno tyrozynowych, jak i serynowo/treoninowych w nadziei, ¿e nowe zwi¹zki bêd¹
bardziej aktywne, bardziej selektywne i lepiej tolerowane przez organizm ludzki. Sukces
tych leków w leczeniu okre�lonych populacji pacjentów by³ przyczyn¹ entuzjastycznego
podej�cia do badañ, których celem by³a regulacja aktywno�ci kinaz bia³kowych. Szacuje
siê obecnie, ¿e jedna trzecia programów ukierunkowanych na poszukiwanie nowych
leków przeciwnowotworowych jest zwi¹zana bezpo�rednio (lub po�rednio) z kinazami
bia³kowymi. Aczkolwiek, wiele inhibitorów kinaz bia³kowych zawodzi nadzieje ich
odkrywców w badaniach przedklinicznych i klinicznych. G³ówn¹ przyczyn¹ jest ma³a
selektywno�æ dzia³ania i zwi¹zane z tym efekty uboczne, a to wynika z konserwatywnej
budowy domeny katalitycznej tych enzymów zarówno pod wzglêdem sekwencji
aminokwasowej, jak i struktury przestrzennej.

 Czy rzeczywi�cie tyrfostiny bêd¹ alternatyw¹ w leczeniu, nawet wybranych chorób
nowotworowych? Odpowied� na to pytanie jest trudna. Za ich stosowaniem przemawia
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przede wszystkim to, ¿e s¹ znacznie lepiej tolerowane przez organizm ni¿ klasyczne
cytostatyki, s¹ skuteczne w przypadku nowotworów, w których klasyczne cytostatyki
zawodz¹ oraz ¿e mog¹ byæ podawane doustnie, co zmniejsza uci¹¿liwo�æ terapii
przeciwnowotworowej. Przeciw �wiadcz¹ wyniki dotychczasowych, d³ugoterminowych
prób klinicznych. Po pierwsze ¿aden z tyrfostinów stosowanych samodzielnie nie
doprowadzi³ do ca³kowitej regresji nowotworu, a po drugie wraz z przed³u¿aniem terapii
wzrasta³o prawdopodobieñstwo nowych mutacji i amplifikacji genów promitogennych.
Wiêkszo�æ badaczy sk³ania siê ku koncepcji, ¿e najlepsze perspektywy stwarza  u¿ycie
mieszanin: a) tyrfostinów o ró¿nym mechanizmie inhibicji, np. STI571 (wspó³-
zawodnicz¹cy z ATP) i  N012380 (wspó³zawodnicz¹cy z substratem), b) tyrfostinów i
przeciwcia³ skierowanych przeciwko tej samej kinazie, np. Gefitinib i anty-EGFR
(mAB2245), c) tyrfostinów i klasycznych cytostatyków.
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