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Ludzka topoizomeraza typu 11
jako molekularny punkt uchwytu
lekow przeciwnowotworowych

Human topoisomerase Il as a molecular target of anticancer drugs

STRESZCZENIE: ludzka topoizomeraza
typu Il stanowi punkt uchwytu natural-
nychi syntetycznych zwigzkéw o zréznico-
wanej budowie strukturalnej. Wiele spo-
$rod tych lekow wykazuje silne dziatanie
przeciwnowotworowe. Reprezentujg one
jedna z najbardziej efektywnych grup che-
mioterapeutykéw wykorzystywanych
obecnie w leczeniu nowotwordéw piersi,
jajnikoéw, prostaty, miesakéw, chtoniakéw,
jak rowniez ztosliwych nowotwordéw ukta-
du krwiotwodrczego. Najwieksza, a zara-
zem najwazniejsza grupa chemioterapeu-
tykéw wsréd inhibitoréw ludzkiej topoizo-
merazy typu |l s zwiazki posiadajace zdol-
nos¢ stabilizacji kompleksu rozszczepial-
nego DNA-topoizomeraza Il, tzw. trucizny
topoizomerazy Il takie jak doksorubicyna,
etopozyd, czy genisteina. Zrozumienie
mechanizmu dziatania inhibitoréw topo-
izomerazy |l doprowadzito do syntezy sze-
regu nowych zwiagzkéw przeciwnowotwo-
rowych znajdujacych sie obecnie we wcze-
snych fazach badan klinicznych.

SLOWA KLUCZOWE: leki przeciwnowotwo-
rowe, ludzka topoizomeraza typu Il, inhibi-
tory topoizomerazy |l

SUMMARY: human topoisomerase Il is the
target of a diverse group of natural and syn-
thetic compounds. Some of them are used
for the treatment of breast cancer, prostatic
cancer, sarcomas, lymphomas and hemato-
logical malignancies. The most important
topoisomerase Il targeting substances act
by trapping the cleaved G-strand-enzyme
intermediate, thus, blocking religation and
enzyme release, leaving the DNA with a per-
manent double strand break (topoisomera-
se |l poisons). The best known topoisomera-
se ll-poisons belong to two classes of anti-
neoplastic agents, the epipodophyllotoxins
(e.g. etoposide and teniposide) and the an-
thracyclines (e.g. doxorubicin). New cataly-
tic inhibitors of human topoisomerase Il
have been developed and are currently in
clinical trials.
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Budowa i mechanizm dziatania
ludzkiej topoizomerazy typu Il

Topoizomerazy naleza do enzymow
katalizujacych zmiany w strukturze prze-
strzennej DNA poprzez udziat we wszyst-
kich procesach zwigzanych z rozplata-
niem komplementarnych nici DNA. Uta-
twiaja one przeprowadzenie procesow,
takich jak: replikacja, transkrypcja i re-
kombinacja. Dodatkowo sa odpowie-
dzialne za utrzymanie struktury chro-
matyny. Topoizomerazy odgrywaja row-
niez wazng rolg w kondensacji chromo-
somoOw i segregacji chromatyd siostrza-
nych. Ponadto wykazuja one zdolnoS§¢
rozpoznawania endogennych i egzogen-
nych zmian patologicznych DNA.

Rozpatrujac budowe ludzkiej topoizo-
merazy typu II mozna wyrdznic: dwie
domeny ATP-azowe, domeng rdzeniowq
polaczong z reszta tyrozynowaq oraz do-
meng¢ C-koficowa. Topoizomeraza II wy-
stepujaca u ssakow skiada sie z dwdch
izoform: o (0 masie 170 kD) i 3 (0 masie
180 kD). Ekspresja obu tych izoform
uzalezniona jest od etapu cyklu komor-
kowego. Ekspresja topoizomerazy Ila
wzrasta podczas fazy S, aby osiagnac
swoj szczyt w fazach G2-M, a maleje
podczas fazy Gl, podczas gdy ekspresja
topoizomerazy IIf utrzymuje si¢ na sta-
tym poziomie we wszystkich fazach cy-
klu komdrkowego. W przypadku izofor-
my B stwierdzono, ze moze ona wspoma-
gac funkcjonowanie topoizomerazy Ila
w sytuacji gdy jej ekspresja jest zbyt ni-
ska, badz w przypadku gdy doszio do jej
zahamowania lub mutacji. Przeprowa-
dzone przez roznych autoroéw badania
wykazaly, ze obie izoformy biora udziat
w naprawie uszkodzeir DNA bedacych
wynikiem dzialania lekdw alkilujacych.
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Ludzka topoizomeraza typu II jest
biatkiem (homodimerem), ktore posiada
zdolno§¢ przecinania obu nici DNA
w miejscach znajdujacych si¢ naprzeciw-
ko siebie, przemieszczenia przecigtych
nici, a nastepnie ligacji wigzan fosfodie-
strowych. Podczas przeci¢cia nici DNA
dochodzi do utworzenia wigzania kowa-
lencyjnego pomiedzy grupa hydroksylo-
wa tyrozyny, znajdujacej si¢ w centrum
aktywnym enzymu, a koficem 5’ przecie-
tej nici DNA. W ten sposob rozpoczyna

24

© GF kwiecien 2011



ARTYKUL NAUKOWY

si¢ cykl katalityczny topoizomerazy 11,
ktory polega na wigzaniu topoizomerazy
IT do dwdch segmentow dwuniciowego
DNA. Drugi etap to przylaczenie dwoch
czgsteczek ATP idimeryzacja domen
ATP-azowych. Kolejny, trzeci etap to
przecigcie jednego z segmentow DNA,
a nastepnie przeniesienie nieprzeci¢tego
segmentu DNA przez powstalg przerwe
w pierwszym segmencie DNA, czemu to-
warzyszy hydroliza jednej czasteczki
ATP. W piatym etapie przecicty segment
DNA zostaje potaczony, a druga cza-
steczka ATP ulega hydrolizie. Po odta-
czeniu dwoch czasteczek ADP nieprze-
ciety segment DNA zostaje przetrans-
portowany przez otwor w domenie C-
koficowe] topoizomerazy I (etap szosty).
Nastepnie otwor ulega zamknieciu.
Ostatni, siodmy etap to ponowne otwar-
cie domen ATP-azowych pozwalajace na
odtaczenie enzymu od DNA.

Katalityczne inhibitory ludzkiej
topoizomerazy typu ll

Substancjami hamujacymi pierwszy
etap cyklu katalitycznego topoizomerazy
II sa: aklarubicyna i suramina. Aklarubi-
cyna to antybiotyk antracyklinowy stoso-
wany w leczeniu chtoniakow i ostrych bia-
taczek mielocytowych. W pordwnaniu do
pozostalych antybiotykow z tej grupy
m.in. doksorubicyny i daunorubicyny wy-
kazuje mniej dziatafi niepozadanych.
Aklarubicyna nalezy do interkalatorow
DNA. Zjawisko interkalacji to niekowa-
lencyjne oddzialywanie zwigzku z DNA
polegajace na wnikaniu, najczesciej poli-
cyklicznej i aromatycznej czasteczki
zwigzku, pomigdzy pary zasad w podwoj-
nej helisie DNA. W wyniku interkalacji
dochodzi do rozkrecenia helisy i zmniej-
szenia liczby superhelikalnych zwojow, co
prowadzi do zmniejszenia powinowactwa
enzymu do DNA. Wbudowanie interkala-
tora do faficucha DNA powoduje zabu-
rzenia w strukturze DNA poprzez zmia-
ny: kata skrecenia helisy, odleglosci mie-
dzy parami zasad oraz Srednicy czastecz-
ki DNA. Laczenie si¢ interkalatora z chro-
mosomalnym DNA prowadzi czesto do
jego fragmentacji. Peknigcia DNA po-
wstalte pod wplywem interkalatorow moga
stac si¢ miejscem wigzania biafek.

Suramina to kolejny inhibitor pierw-
szego etapu cyklu katalitycznego topo-

izomerazy II, ktory zapobiega potacze-
niu si¢ enzymu z DNA, prowadzac tym
samym do zahamowania katalitycznej
aktywnosci tego enzymu. Ponadto zwig-
zek ten hamuje kinaze C, polimerazg
DNA i RNA. Suramina stosowana jest
w leczeniu nowotwordw prostaty i gleja-
kow. Do dziataf niepozadanych wywo-
tanych przez suraming nalezy gtownie
neuropatia i limfopenia.

Inhibitorem drugiego etapu cyklu ka-
talitycznego jest nowobiocyna, otrzy-
mywana z hodowli grzyba Streptomyces
spheroides lub Streptomyces niveus. Na-
lezy ona do antybiotykow kumaryno-
wych, budowana jest z 3-amino-4,7-di-
hydroksykumarynowego rdzenia pola-
czonego z cukrem nowiozg. Nowobio-
cyna hamuje topoizomerazg¢ II ssakow
i gyraze B poprzez blokowanie miejsca
wigzacego ATP.

Inhibitorem trzeciego etapu cyklu kata-
litycznego topoizomerazy II jest merba-
ron wiazacy si¢ specyficznie do topoizo-
merazy Ila. Prowadzi to do unieczynnie-
nia tego enzymu i uniemozliwia powsta-
nie kompleksu rozszczepialnego. Przepro-
wadzone badania cyklu katalitycznego to-
poizomerazy II wykazaty, ze merbaron
nie wplywa na wigzanie enzymu z DNA
ani na hydrolize¢ ATP. Zwiazek ten konku-
ruje z etopozydem o to samo miejsce wig-
zania z topoizomerazg I1.

Najwieksza, a zarazem najwazniejsza
grupa chemioterapeutykow wsrdd inhi-
bitorow ludzkiej topoizomerazy typu II
sq zwigzki hamujace czwarty etap cyklu
katalitycznego, zwane truciznami topo-
izomerazy II. Posiadaja one zdolnoS§¢
stabilizacji kompleksu rozszczepialnego
DNA-topoizomeraza II. Wsrod nich wy-
stepuja interkalatory oraz substancje
o wiasciwoSciach nieinterkalujacych. Do
trucizn ludzkiej topoizomerazy I1 o wta-
SciwoSciach interkalujacych naleza am-
sakryna ijej modyfikacje: 0o-AMSA
i m-AMSA, ktore wigza sie niekowalen-
cyjnie z kompleksem rozszczepialnym.
Oba zwigzki jednakowo wbudowuja si¢
pomiedzy faficuchy DNA, jednak tylko
m-AMSA wykazuje dziatanie przeciw-
nowotworowe. Fragmentacja DNA
w obecno$ci m-AMSA jest podobna do
peknigé powstalych przy udziale topo-
izomerazy II. Prawdopodobnym mecha-
nizmem dziatania interkalatorow DNA

wydaje sie by¢ stabilizacja kompleksu
rozszczepialnego 1 uniemozliwienie pro-
cesu ligacji przecietych przez topoizome-
razg taficuchow DNA.

Pochodne antracykliny — doksorubicy-
naidaunorubicyna - sg truciznami ludz-
kiej topoizomerazy II, ktdre wiaza si¢
w sposdb kowalencyjny z kompleksem
rozszczepialnym oraz posiadaja zdol-
nos¢ do interkalacji. Doksorubicyna (ad-
riamycyna) zostala wyizolowana ze
Streptococcus peucetius vario cassius.
Aglikon doksorubicyny posiada zdol-
nos¢ interkalacji, natomiast reszta cu-
krowa bierze udzial w powstawaniu i sta-
bilizacji kompleksu doksorubicyna-
DNA-topoizomeraza II. Zdolnos¢ do-
ksorubicyny do utworzenia trzyczeScio-
wych kompleksow z topoizomerazg 11
i DNA hamuje ponowne polaczenie prze-
cietych nici DNA, co prowadzi do apop-
tozy komorki. Doksorubicyna to chemio-
terapeutyk o szerokim spektrum dziata-
nia wykazujacy aktywnos¢ wobec nowo-
tworu piuc, tarczycy ijajnika, jak row-
niez w chorobie Hodgkina. Ponadto jest
stosowana w leczeniu chtoniakow ztosli-
wych (w skojarzeniu z cyklofosfamidem),
mi¢sakow: koSciotworczego, Ewinga
i tkanek migkkich, wykazuje takze sku-
tecznoS$¢ w raku piersi. Jej zastosowanie
w lecznictwie jest ograniczone ze wzgle-
du na kardiotoksycznos¢ i rozwoj opor-
nosci wielolekowej.

Do trucizn ludzkiej topoizomerazy
typu II, ktore nie posiadaja wtasciwosci
interkalujacych naleza: pochodne epipo-
dofilotoksyny oraz izoflawonoidy. Eto-
pozyd (Etoposide, Lastet, Vepesid) jest
potsyntetyczna pochodng epipodofilo-
toksyny. Wykazuje selektywnoS¢ w sto-
sunku do izoformy o topoizomerazy 11
iwigze si¢ kowalencyjnie z kompleksem
DNA-topoizomeraza Ila. Wykorzysty-
wany jest w leczeniu nowotworow cen-
tralnego uktadu nerwowego, nowotwo-
row jader i zioliwych chtoniakow. Naj-
nowsze badania wskazuja, ze etopozyd
hamuje wzrost komorek za posrednic-
twem androgenu/AR oraz synteze¢ DNA
stymulowang androgenem w komorkach
nowotworowych prostaty. Nowym ana-
logiem epipodofilotoksyny jest 46-{[4-
(pirolidyno-1-ylometylo)fenyloJamino}-
4’-O-demetylo-4-epipodofilotoksyna.
Zwiazek ten nalezy do trucizn topoizo-

GF kwiecien 2011

25



ARTYKUL NAUKOWY

merazy II. Podobnie jak etopozyd w spo-
sob kowalencyjny wigze si¢ z tym kom-
pleksem oraz moze indukowa¢ dwuni-
ciowe przerwy w DNA. Charakteryzuje
si¢ on wyzsza aktywnoscia przeciwno-
wotworowa w porownaniu z etopozydem
w hodowlach komérkowych réznych ty-
pow nowotwordw. Jest on skuteczny za-
réwno w warunkach in vivo, jak i in vitro
w stosunku do komorek wykazujacych
opornos¢ wielolekowa.

Genisteina jest izoflawonoidem otrzy-
mywanym z nasion soi. Mechanizm
dzialania genisteiny polega na wigzaniu
si¢ w sposob niekowalencyjny z komplek-
sem rozszczepialnym DNA-topoizome-
raza IL. Jej chemoprewencyjne wtasciwo-
Sci wykorzystywane sg gtownie w przy-
padku nowotworéw hormonozaleznych
takich jak: rak piersii prostaty. Rdznico-
waniu komdrek nowotworowych podda-
nych dzialaniu genisteiny towarzyszy
zmniejszenie wzrostu komorek i obnize-
nie aktywnoSci topoizomerazy II.

Do trucizn ludzkiej topoizomerazy I1
naleza tez alkaloidy benzofenandrynowe
oraz ich syntetyczna pochodna - zwiazek
NK314. Zwiazek ten tworzy kompleks
z topoizomerazg Il i wywotuje dwunicio-
we przerwy w chromosomalnym DNA.
Do zbadania specyficznosci NK314 wo-
bec izoform topoizomerazy 11 zostaty
uzyte ludzkie linie komdrkowe nowotwo-
ru szyjki macicy HeLaS3 i biataczki lim-
focytowej Nalm-6. Badania wykazaly, ze
za cytotoksyczno$¢ zwigzku NK314 od-
powiedzialna jest izoforma o.

Do inhibitoréw czwartego etapu (tru-
cizn topoizomerazy II) nalezy tez mitok-
santron, ktory budowa przypomina an-
tybiotyki antracyklinowe, ale posiada
mniejsza od nich kardiotoksycznoSc¢.
Wykorzystywany jest w leczeniu nowo-
tworOw piersi, jajnikow i pecherza mo-
czowego. Ponadto zwiazek ten znalazi
takze zastosowanie w leczeniu zaawan-
sowanego, wtornie postepujacego
stwardnienia rozsianego.

Nie wyodrebniono jeszcze zwigzkow
bedacych inhibitorami piatego etapu cy-
klu katalitycznego. Inhibitorami szoste-
go etapu cyklu katalitycznego topoizo-
merazy II sa pochodne bisdioksopipera-
zyny. Deksrazoksan (ICRF-187) to cy-
kliczny analog kwasu etylenodiaminote-
traoctowego (EDTA) bedacy jednocze-

Snie S(+)enancjomerem razoksanu
(ICRF-159). Katalityczna inhibicja topo-
izomerazy przy udziale ICRF-187 moze
prowadzi¢ do indukcji apoptozy. Proces
taki zaobserwowano w komorkach bia-
taczki ludzkiej linii: CEM i K562. Glow-
nym zastosowaniem klinicznym ICRF-
187 jest obnizenie kardiotoksycznosci to-
warzyszacej chemioterapii nowotworow
prowadzonej z uzyciem antracyklin. Po-
nadto jest stosowany facznie z mitoksan-
tronem w leczeniu skojarzonym stward-
nienia rozsianego. Kolejna pochodna
bisdioksopiperazyny jest ICRF-193.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze
sposrdd wszystkich analogow zalicza-
nych do tej grupy zwiazek ICRF-193 naj-
silniej hamuje topoizomeraz¢ 11. Zaob-
serwowano rowniez, ze jego dzialanie
jest dziesieC razy silniejsze w stosunku
doizoformy o niz 3. Zaréwno ICRF-187
i ICRF-193 posiadaja miejsca wigzace
topoizomeraze w obrebie domeny N-
koficowej i domeny rdzeniowej. Mecha-
nizm dziatania pochodnych bisdioksopi-
perazyny polega na stabilizacji komplek-
su DNA-enzym poprzez niekowalencyj-
ne oddziatywanie tych zwigzkow z enzy-
mem przed potaczeniem z DNA, co pro-
wadzi do zahamowania aktywnoSci
ATP-azowej enzymu.

Katalityczne inhibitory ludzkiej
topoizomerazy Il o mieszanym
mechanizmie dziatania

Do katalitycznych inhibitorow topoizo-
merazy II o nie do kofica ustalonym me-
chanizmie dzialania zaliczamy nowe
zsyntetyzowane chinolony, ktorych przy-
ktadem jest zwigzek oznaczony symbolem
Cp-115,953. Chinolony sg to jedyne leki,
ktore wykazuja wysoka aktywnoS$¢ za-
rowno wobec eukariotycznej, jak i proka-
riotycznej topoizomerazy II. Do wspo-
mnianej grupy zwiazkow nalezy takze
3,3-diindolometan. Zwiazek ten posiada
zlozony mechanizm dzialania: hamuje
izoform¢ a oraz czgSciowo izoforme 3 to-
poizomerazy II. Nie posiada on jednak
zdolnosci do stabilizacji kompleksu roz-
szczepialnego DNA z topoizomerazg 1.
Kolejnym zwiazkiem nalezacym do kata-
litycznych inhibitor6w o nie do kofica
ustalonym mechanizmie dziatania jest si-
mocyklinon D8 (SD8). Mechanizm jego
dziatania polega na bezpoSrednim bloko-

waniu wigzania si¢ topoizomerazy I do
DNA, bez indukowania przerw w nici
DNA, nawet przy wysokich dawkach.
W badaniu Sadiq i wsp. sprawdzali ak-
tywnoS$¢ samego SD8 oraz w polaczeniu
z cisplatyng wobec komorek ztosliwego
mi¢dzybtoniaka MM i komorek nowo-
tworu ptuc NSCLC. Wykazano, ze zwia-
zek SD8 hamuje wzrost komorek NSCLC
i MM poprzez indukcje apoptozy. W przy-
padku terapii skojarzonej z etopozydem
potwierdzono, ze zwiazek SD§ warunku-
je szybka i silng indukcje apoptozy.

Zaobserwowano réwniez, ze benzo-
chinon mozna zaliczy¢ do grupy silnych
inhibitor6w topoizomerazy II. Jest to
zwiazek addycyjny, ktory wiaze si¢ kowa-
lencyjnie z enzymem. Benzochinon pod-
czas inkubacji z kompleksem DNA-topo-
izomeraza II zachowuje si¢ jak trucizna
topoizomerazy II, natomiast w przypad-
ku braku DNA hamuje inne etapy cyklu
katalitycznego topoizomerazy II. Zwia-
zane jest to prawdopodobnie ze zdolno-
Scig benzochinonu do tworzenia wigza-
nia krzyzowego z domeng N-koficowg
topoizomerazy II. Badania potwierdzaja
zdolno$¢ benzochinonu do hamowania
izoformy a topoizomerazy 1. Przepro-
wadzono takze kilka doS$wiadczen,
w ktorych wykazano stabg zdolno$¢ ben-
zochinonu do hamowania izoformy B to-
poizomerazy II.

Kolejny zwigzek wplywajacy na ak-
tywnosS¢ topoizomerazy II to berenil.
Jest to silny inhibitor ludzkiej topoizo-
merazy I, posiadajacy takze zdolno§¢
do rozpoznawania i wbudowywania si¢
w sekwencje DNA bogate w pary zasad
AT. Otrzymane niedawno berenilowe
pochodne platyny wykazuja oprocz zdol-
nosci alkilujacych DNA takze zdolno$¢
hamowania topoizomerazy II przy dwu-
krotnie nizszym st¢zeniu niz berenil.
Trwaja badania nad poznaniem dokfad-
nego mechanizmu warunkujacego ak-
tywnoS§¢ przeciwnowotworowa tych
zwigzkow. Prowadzone w wielu oSrod-
kach naukowych badania dowodza, ze
topoizomerazy typu II moga by¢ efek-
tywnym punktem uchwytu dla nowych
lekow przeciwnowotworowych.
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