v

v

ZDRAVOTNE SOCIALNI VEDY

442

PROTINADOROVA LECIVA DALS{ GENERACE
New generation of anti-cancer medicines

) 10: 247-482, 2008
Petr Hanak ISSN 1212-4117

Vyzkumny dstav potravinafsky Praha, v. v. i.

Summary

New anti-cancer medicines take advantage of knowledge of molecular mechanisms of malignities for
aimed intervention suppressing the pathological process. The targets of the intervention are on the
one hand receptors of growth factors, their ligands and molecules from connected signal paths and,
on the other hand, deacetylases of histones and further molecules of the transcription apparatus. The
first group comprises antibodies against receptors and mainly “small molecules” inhibiting their
function. In contrast, inhibitors of histone deacetylases are a chemically heterogeneous group of
substances providing the transcription of genes of different molecules exerting anti-oncogenic action
by maintaining a high level of the acetylation of target molecules. A number of substances from both
groups successfully passed preclinical or also clinical tests and certain products, patticularly antibod-
ies, already principally affected the treatment of particular malignities. The purpose of the present
article is to offer a review of at least most important substances from these recently occurring groups
of anti-cancer medicines. A general mechanism of effects, achieved level of preclinical and clinical
testing, chemistry and possibly particular molecular interactions in the malignant cells are described
with each group.

Key words: therapeutic antibodies — small inhibitor molecules — inhibitors of histone deacetylases —
anti-cancer medicines — review

Souhrn

Nové protinadorové léky vyuzivaji znalosti molekularnich mechanizma malignit pro cileny zisah
potlacujici patologicky proces. Cilem zasahu jsou jednak receptory rastovych faktord, jejich ligandy
a molekuly z navazujicich signaliza¢nich drah, jednak deacetyldzy histont a dalsich molekul tran-
skripénfho aparatu. V prvé skupiné jde o protilatky proti receptoram a pfedevsim o ,,malé molekuly*
inhibujic{ jejich funkci. Naproti tomu inhibitory histonovych deacetyldaz jsou chemicky heterogenni
skupina latek, které udrzovanim vysoké miry acetylace cilovych molekul zajist’uji prepis gend ruz-
nych antionkogenné pusobicich molekul. Rada litek z obou skupin progla uspésné preklinickymi
nebo i klinickymi testy, nékteré preparaty, zvlaste z kategorie protilatek, jiz zasadnim zptasobem pro-
menily 1écbu konkrétnich malignit. Cilem tohoto clianku je podat pfehlednou informaci alespor
o nejvyznamnéjsich latkach z téchto nove nastupujicich skupin protinadorovych 1é¢iv. Je popisovan
obecny mechanizmus G¢inku u kazdé skupiny, dosazena uroven preklinického a klinického testovant,
chemie a pfipadné konkrétn{ molekularnf interakce v maligni burice.

Klicova slova: terapeutické protilatky — malé inhibitorové molekuly — inhibitory histonovych deace-

tylaz — protinadorové léky — piehled
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UVOD

V soucasné dob¢ stale pfedstavuji klasicka che-
moterapie spolu s radioterapif a pfedevsim chi-
rurgickym zakrokem hlavni metody lécby vétsi-
ny malignit. I v ramci tohoto schematu doslo
béhem poslednich desitek let k zna¢nému zvyse-
nf Gc¢innosti lécby. Presto ale uplné vyléceni neni
v fadé pfipadd mozné a moznosti oddalovani
terminalni faze nemoci jsou mnohdy limitované.

Paralelné s pokroky v 1é¢bé nadorid pomoci
cytostatik  doslo  k prohloubeni  znalosti
o mechanizmech malignfho zvratu a naslednych
procesech v nadorové pozmeénénych burnkach.
Tyto znalosti poskytly platformu pro snahy
o0 jiné zpusoby terapeutického zasahu, nez jaky
pouziva klasickd chemoterapie.

Na rozdil od obecné antiproliferacniho
mechanizmu pisobeni stavajicich chemoterape-
utik se nova generace protinadorovych Iéciv
zaméfuje na ty konkrétni molekularni interakce,
které hraji klicovou roli v patologii jednotlivych
typt nadorového bujeni.

Terapeutika namifena proti onkogennim
receptorim rastovych faktora

Biologika

Soucasny moderni trend v 1é¢bé raznych druht
nadort (nejcastéji nadora prsu) piedstavuje bio-
logicka 1écba, pouziti takzvanych biologik. Oba
nazvy jsou synonymem pro terapeutické proti-
latky namifené proti ne¢kterému receptoru urci-
tého ristového faktoru, umisténému
v plazmatické membrané.

Receptory rastovych faktora hraji duleZitou
ulohu pfi pfenaseni signalt z okoli bunky do
bunécného jadra. Po navazani rastového faktoru
na svij povrch prochazeji konformacni zménou,
casto 1 agregaci vice molekul receptort a nasled-
nou autofosforylaci své cytoplazmatické domé-
ny. V takové podobé pak fosforyluji tyroziny na
dalsich molekulach — soucastech signalizacnich
kaskad, které vedou az do bunécného jadra.
Vjadfe dochazi k expresi specifickjch gent
a v dasledku toho k odpovédi bunky na podnét,
ktery zvnéjsku pfisel.

Tyto receptory — protoonkogeny jsou ve
své pozméneéné (nebo hyperstimulované) podo-
bé molekularni piicinou nadorového bujeni,
pifpadné faktorem agresivity nadoru.

Pouziti protilatky, ktera navazanim na re-
ceptor zablokuje jeho funkci, je tak ve srovnan{
s klasickymi schematy chemoterapie pomérné

vysoce specifickym lé¢ebnym zasahem. Jednim
z piiklada takového biologika je preparat trastu-
zumab (Herceptin), uspésny pii lé¢beé predevsim
téech typa rakoviny prsu, které overexprimuji
receptor HER2/neu (erbB2). Trastuzumab se
vaze na tento receptor.

Cetuximab se zase vaze na receptor epider-
malnfho rastového faktoru (EGFR), ktery je
nadmérné exprimovan na metastatickém kolo-
rektalnim karcinomu.

Preparat bevacizumab (Avastin) je dalsim
biologikem. V tomto ptipadé¢ se jedna o protilat-
ku proti vaskularnimu endotelidlnimu ristové-
mu faktoru (VEGF) (Kocakova et al., 2000).

Nevyhodou biologické 1écby zalozené na
protilatkach je relativni velikost molekul protila-
tek. To s sebou nese omezeni lécebného zasahu
pfevazné na povrch rakovinnych bunek. Nelze
tak postihnout napfiklad mutace cytoplazmatic-
ké casti receptoru — protoonkogenu, kdy nava-
zani ligandu nebo agregace receptori prestavaji
hrat roli.

Také se pfedpoklada, Ze lécebné protilatky
pro svou velikost nemohou prostupovat hema-
toencefalickou bariérou a jsou tak neacinné
proti vétsiné metastaz v mozku, souvisejicich
s nadory v jiné ¢asti téla. Nekdy jde o takzvanou
»minimalni rezidualni nemoc™, pro kterou se
tak muze mozek stat dGtocistém béhem 1écby
pomoci biologik.

I pfes popsané nevyhody pfedstavuji biolo-
gika kvalitativni posun v 1éc¢bé alespon vybra-
nych typa nadort.

Analoga a inhibitorové malé molekuly
Snaha po odstranéni nevyhod biologik dala
vzniknout latkam, které maji eliminovat maligné
pozménény receptor nebo dalsi ¢leny jeho sig-
naliza¢ni kaskady na ponékud jiném principu.
Jako piiklad jde uvést homolog ligandu hepato-
cytarntho  rastového  faktoru  (Hepatocyte
Growth Factor), schopny se navazat na pifslus-
ny (HGF neboli Met) receptor, nikoli jej ale
stimulovat. Tato latka, oznacovana NK4 (podle
vlasenkové struktury z N konce a ¢tyf motiva
»kringle®, spole¢né prevzatych z HGF) (Date et
al., 1997; Matsumoto et al., 1998), tak obsaze-
nim vsech receptort eliminuje jejich funkci.
NK4 prosla aspésné fadou jak in vitro testd, tak
in vivo testovanim na zvifecich modelech, neby-
la v8ak zatim testovana klinicky.

Pomoci jiného mechanizmu pracuji ribozy-
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my (katalyticky aktivn{ fetezce RNA), které se
navazuji na mRNA pro HGF receptor a $tépf ji
(Jiang et al., 2005).

Takzvané ,malé inhibitorové molekuly*
jsou navrzeny tak, aby se navazaly do vazebného
mista pro ATP (vyjimecné se vaz{ i mimo néj)

na cytoplazmatické casti receptorové kinazy.
Jejich vazbou dochazi ke konformacni zméné
molekuly receptoru a tato zména znemozni pfe-
nos signalu prostfednictvim fosforylace dalsich
proteind. Pfehled malych inhibitorovych mole-
kul shrnuje tabulka (tab. ¢. 1).

Tab. ¢. 1 Malé inhibitorové molekuly

Y ——
receptorova kinaza inhibitor chemicka struktura Or:néez::' typ nadoru wrobce poznamka
terapeuticky efekt
obcas
HER2/ erbB2 = cNeu gefitinib derivat chinazolinu Irass nemalobu’elcny karcinom plic, AstraZeneca zpochylﬁ?van; pro
nadory prsu odpovidavost
zrejme klicova
mutace L857]
derivat chinazolinu (N-
HER2/ erbB2 = cNeu erlotinip (G-ethynylphenyD-6,7- o nemalobuncny karcinom plic, Genentech
bis (2-methoxyethoxy)- karcinom slinivky
4-chinazolinamin)
HER1(erbB1) + . . - . .
HER2(erbB2 lapatinib derivat chinazolinu Tykerb nadory prsudaypy nadokr GlaxoSmithKline
(32)-5-[(2.6-
dichlorobenzyl)sulfon
yl-3-[(3,5-dimethyl-4-
Met/HGF PHA-665752 1(2R)-2-(Pyrrolidin-1- nadory plic, papilami karcinom Pfizer
ylmethylpyrrolidin-1- Stitné Zlazy
yllkarbonyl}-1H-pyrol-
2-yl)methylene]-1,3-
dihydro-2H-indol-2-on
derivat 3-pyrol indolin-
2-on[(3Z)-N-(3-
chlorophenyl)-3-({3,5-
dimethyl-4-[(4-
Met/HGF SuU11274 methylpiperazin-1- karcinom vajénika Sugen
ylhcarbonyl]-1H -pyrrol
2-ylimethylene)N -
methyl-2-oxoindoline-!
sulfonamide]
papilarni karcinom ledvin,
Met + VEGFR XL-880 neuvadise karcinom zaludku, nadory hlavy Exelixs klinické testy faze II.
krku
Met + - nadory prsu, nadory plic, gliom, - A, -
VEGFR2+KIT+Flt3+Tie-2 XL184 neuvadise nadory §itné zlazy BExelixis Klinické testy faze I.
na rozdil od
ostatnich inhibitax
Met ARQ197 sarkom, nadory ledvin v pediatrii ArQule se nev:?\zempo ve
vazebném mistu pro
ATP, ale v jeho
blizkosti
Met SGX523 karcln?rr'l zaluqku. i SGX )
nemaloburény karcinom plic  Pharmaceutical
Met MP470 Supergen
VEGFR sorafenib bi-aryl movina Nexavar svetlobureeny k’arc’lnom.ledvm. Bayer
hepatocelularni karcinc
. (ZH.\‘»(Z- swtlobunseny karcinom ledvin,
(diethylamino)ethyl)-5- P oo
((5-fluoro-2-oxoindolin gastrointestinalni stromalni tun
VEGFR sunitinib 3ryliden)methyl)-2,4- Sutent (GIST), zkousen iu melanomu, Pfizer
4 Y ’ nemaloburgéného karcinomu pli
dimethyl-1H-pyrol-3-
a mesotheliomu
karboxamid
VEGFR-1, 2 a 3, platelet-
derived growth factor
rec:gg)':rél_)bz(t};l:):ﬁha. pazopanib slrukuél;ﬂrlé\;(z;(rec ViZ Gw-786034 swtlobungeny karcinom ledvin  GlaxoSmithKline
(receptor stemcell
faktoru;
fazni protein BCR-ABL (B-
cell receptor - Abelson) a L chronicka myeloidni leukemie,
kit (receptor stem cell imatinib 2-fenylaminopyrimidin Glivec cIST Novartis
faktoru) a PDGFR
BCR-ABL nilotinib chronicka myeloidni leukemie Novartis
BCR-ABL dasatinit Spryce chronicka myeloidni leuken
BCR-ABL bosutinik chronicka myeloidni leuken Wyeth
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Preklinicky a klinicky vyzkum

Latky PHA-665752 a SU11274 jsou dva pfed-
stavitelé tzv. malych molekul, které specificky
inhibuji kinazovou aktivitu cytoplazmatické ¢asti
HGF receptoru (Christensen et al., 2003; Sattler
et al,, 2003). V preklinickych testech vykazovala
latka PHA-665752 cytostaticky efekt u bunééné
linie vzacného malignfho pleuralnfho mezenteli-
omu, zatimco u bunécné linie tumoru Zaludku
GTL-16 navozuje PHA-665752 apoptézu.

Multikinazovy inhibitor imatinib zasadnim
zpusobem promeénil lé¢bu myeloidni leukemie
(Orlowski, 2005). Podobny pfinos znamena
v 1écbé gastrointestinalnfho stromalnfho tumoru
(GIST) (van Oosterom et al., 2001).

Sunitinib je pouzivan pfi lécbé pokrocilého
svétlobunééného karcinomu ledvin a gastroin-
testinalnitho sttomalntho tumoru (GIST). Aktivi-
tu vykazuje i u nadora prsu, kolorektalniho kar-
cinomu, pokrocilého nemalobunééného nadoru

plic a neuroendokrinnich tumort. Studie faze II.
probfha u  pacientd s hepatokacinomem
(LeTourneau et al., 2007).

Preparat pazopanib (obr. ¢. 1) vykazoval
v pilotni klinické studii faze 1. odpoved
u svétlobunééného karcinomu ledvin, karcino-
mu §titné zlazy, neuroendokrinnich nadord,
GIST, adenokarcinomu plic, chondrosarkomu,
leiomyosarkomu a melanomu. In vitro a také in
vivo (na xenotransplantatu voeseném do imuno-
deficientnich kment mysi) vykazoval terapeutic-
ky efekt u mnohocetného myelomu (Podar et
al., 2000).

Sorafenib se uplatnuje pfedevsim u obtizné
zvladnutelného hepatocelularntho  karcinomu
(Pang, Poon, 2007). U renalniho buné¢ného
karcinomu prokazala III. faze klinickych testd
prodlouzeni doby bez progrese nemoci (Larkin,
Eisen, 2006).

Obr. ¢. 1 Pazopanib

Modulatory biologické odpovédi

Nazev této skupiny 1ékt predstavuje latky ozna-
cované jako inhibitory histonovych deacetylaz
(HDAC ;). Bazické proteiny histony tvoii zaklad
supramolekularnich komplext — nukleozémai.
Kolem nich je v bunééném jadfe navinuto dvoj-
vlakno DNA. Kovalentni navazani acetylové,
metylové nebo fosfatové skupiny na pfilehlé
histony v nukleozémovych komplexech je epi-
genetickym nastrojem fizeni exprese sekvenci
DNA.

Utinek inhibitora histonovych deacetylaz
spociva v tom, ze pomoci inhibice HDAC udt-
zuji N-terminalni konce nékterych histont
v acetylovaném  stavu.  Pifslusné  histony
s acetylovanymi lyziny na svém N konci umoz-
nuji nasednutf transkripénich faktort a tim pfe-
pis genu v prilehlém useku DNA.

Jedna se pfedevsim o histony v sousedstvi

NH\‘/N M J
s, —_
|\j/ \CC<N_CH‘3 -HC
M. = e
CH,

promotora pro nékteré tumor supresorové ge-
ny. Ty jsou mimo jiné dualeZité pro apoptdzu,
pro jiné typy bunécné smrti (poruchy mitdzy,
smrt z nahromadéni volnych radikala a dalsi),
blokovani buné¢ného cyklu nebo pro bunécnou
diferenciaci (Xu et al. 2007).

K bunécéné smrti indukované pusobenim
HDACI dochézi u nadorové transformovanych
bunék ve stavu zablokovaného bunééného cyk-
lu, pii zvysené expresi p2l. To kontrastuje
s vétsinou soucasnych chemoterapeutik, jejichz

protinadorovy  uc¢inek je naopak svazan
s bunéénou proliferaci.
Zajimavé také je, ze vSechny anti-

proliferacné pusobici efekty jsou navozovany
s fadoveé vyssi ucinnost! v maligné transformo-
vanych bunkach oproti bunkam nenadorovym.
To je mimo jiné vysvétlovano tim, Ze zvysena
uroven acetylace histont v dasledku inhibice
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deacetylaz vede k vyssi expresi gent pro protei-
ny, které zesiluji funkci G2 kontrolntho bodu
buné¢ného cyklu. Tento kontrolni bod je casto
vyfazen z funkce pravé u nddorovych bunek.

Mechanizmus udinku

TBP
Jeden z mechanizmt indukce bunééné smrti
inhibitorem histonovych deacetylaz — latkou

SAHA (suberoylanilid hydroxamova kyselina)
u nadorovych bunek, je zaloZen na vazbé thio-
rodeoxin vazajictho proteinu (TBP) na reduko-
vany thioredoxin. SAHA inhibici HDAC navo-
zuje u nadorovych bunék zvysené hladiny TBP
(Butler et al., 2002). Tim je inaktivovan reduko-
vany  thioredoxin. Ten  ovSem  pravé
v redukované formé pusobi jako scavenger vol-
nych radikdla (a také interaguje napf. s NFxB
nebo estrogenovym receptorem) a tim zabranuje
ROS- indukované bunécné smrti (Dokmanovic,
Marks, 2005).

p21a p27

Dalsim velmi v{znamnym prostfednikem proti-
nadorového ucinku inhibitora histonovych dea-
cetylaz je inhibitor kindz buné¢ného cyklu p21.
HDAC inhibitory indukuji expresi jeho genu
p21wafl (Gui, Ngo et al., 2004).

Naslednou inhibici kinaz CDK 4 a CDKG6
dochazi k zablokovani v G1; zainhibovani CD-
K2 zabran{ pfechodu z G1 do S faze. Inhibice
PCNA blokuje replikaci a inhibice cdc2/CDKI1
zastavi pfechod S2/M (Vidal a Koff 2000). Al-
ternativnim inhibitorem cyklin dependentnich
kinaz (CDK) je HDACIi rovnéz aktivovany p27
(Huang, Pardee 2000; Nimmanapalli et al,
2003).

apoptotické signalizaéni drahy

HDACI pusob{ také proapoptoticky pfes zvyse-
ni exprese receptort a liganda vnéjsi apoptotic-
ké drahy (Fas, Fasl, DR-5 a TRAIL)(Glick et al.
1999; Insinga et al. 2005). V piipadé interni apo-
ptotické drahy HDACi zpuasobuji uvolnovani
cytochromu ¢ z mitochondrialntho mezimem-
branového prostoru a tim spousténi této drahy
(Marks, Dokmanovic, 2005). Zaroven zvysuji
expresi proapoptotickych proteind Bim, Bmf,
Bax, Bak a Bik z rodiny Bcl-2 (Zhang et al.,
2004) a snizuji expresi antiapoptotickych.

acetylace nehistonovych proteini

a angiogeneza

Inhibitory HDAC neovliviuji pouze histony,
nebot’ ucinek deacetylace lysind se projevuje
ina jinych proteinech, naptiklad z promotoro-
vych komplexa nekterych gent. Prostfednictvim
téchto nehistonovych proteint se tak nejspis
uplatfiuje dalsi slozka protinidorové aktivity
HDAC inhibitort. Je také popisovan jejich vliv
na angiogenezu a tudiZz tfeti mozny mechani-
zmus jejich anitikancerézniho acinku.

Chemie

Z chemického hlediska pfedstavuji inhibitory
histonovych deacetylaz raznorodou skupinu.
Jedna se o hydroxamaty, cyklické peptidy, alifa-
tické kyseliny a benzamidy.

SAHA i trichostatin A se svou strukturou
fadi do skupiny hydroxamatd. Piirodni latka
depsipeptid (FK 228), izolovana z mikroorganis-
mu Chromobacterium violaceum, patii mezi
cyklické peptidy (Ueda et al. 1994; Piekarz et al.,
2001) (obr. ¢. 2).

Inhibitory histonovych deacetylaz interaguji
s vazebnym mistem deacetylazy, kde vazbou na
zinek brani jeho katalytické funkci.

Obr. ¢. 2 Depsipeptid
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Preklinicky a klinicky vyzkum

V preklinickych pokusech byl u fady histono-
vych deacetylaz véetné SAHA a Trichostatinu
A prokazan tumor inhibujici efekt na lidské
tumory kultivované ve zvifecich modelech. Jed-
nalo se o takové tumory, jako jsou karcinom
prsu, karcinom prostaty, karcinom plic a karci-
nom zaludku, nebo o leukemie, neuroblastom,
meduloblastom a  mnohocetny
(Dokmanovic, Matks, 2005).

Do klinickych studif ve fazi I. nebo II. byly
ze skupiny hydroxamatovych inhibitora HDAC
zafazeny SAHA, LAQ824, LBH589A a PXD-
101. V piipadé SAHA (Vorinostat) bylo proka-
zano dobré vstfebavan{ pfi oralnim podavani,
uspokojiva farmakokinetika a dcinek proti fadé
solidnich i hematologickych nadort. Jedna se
naptiklad o 1écbu kozntho T-lymfomu (Duvic,
Vu, 2007), akutni myeloidni leukémie, rakoviny
¢ipku nebo multiformniho glioblastomu.

Depsipeptid prosel fazi 1. klinickych testd
a v ruznych kombinacich byl testovan ve fazi II.
pii 1écbé celé fady solidnich i hematologickych
nadoru (Piekarz, Bates, 2004).

myelom

ZAVER

Spole¢nym rysem vsech vyse popsanych 1éciv je
zacileni na nékterou z patologickych zmén téch
molekul nddorovych bunek, které zpusobuji
nekontrolované déleni a které zaroven tyto bun-
ky odlisuji od svych nepozmeénénych protéjski.

Kategorie Iéku proti rakoviné vychazejici
z nejnovejsich poznatkd molekularné-biologické
podstaty raznych malignit pfinesou do 1écby
rakoviny fadu novych prvkd, v podstaté nezna-
mych u klasické chemoterapie nebo radiotera-
pie:

Velkou roli zac¢ina hrat typizace pacientl se
stejnym druhem nadoru podle riznych moleku-
larnich markert. Nové typy léka maji mnohdy
pouzitelnost omezenou pravé jen na pacienty
s uréitou variantou takového markeru. Na dru-
hou stranu vyvoj nékterych novych 1éka zname-
nal soucasné Gzké propojeni Grovné testovani
molekulirniho mechanizmu inhibice mutované
kindzy s urovni navrhovani uprav jednotlivych
funkénich skupin na molekule farmaka. V bu-
doucnu je tak nejspi§ mozné cekat i vyvoj tera-
peutik zaméfenych na konkrétni jednotlivé mu-
tace (Lackey, 20006).

Vznik aplné novych kategorii 1ékt s casto
nekolika riznymi preparaty v kazdé kategorii na
stran¢ jedné a sSiroka plejada typt nadoru a jejich
dalsich podskupin podle riznych markert ane-
bo biologického pozadi jednotlivych pacientd na
strané druhé bude pravdépodobné znamenat
mnohaleté obdobi zkouseni optimalnich kombi-
nacf a protokola 1écby. Béhem tohoto obdobi
lze nejspise predpokladat dalsi postupné zvyso-
van{ Gc¢innosti a uspeésnosti 1écby i jen na zaklade
takovéhoto ,,odlad’ ovani*.
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