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L-asparaginase (L-asp) is the basis of contemporary protocols used in the treatment of
pediatric acute lymphoblastic leukemia and non-Hodgkin lymphomas. The key factor
during L-asparaginase treatment is achieving sufficient serum activity of the drug during
particular time period. There are several specified factors influencing L-asp activity. One
is the preparation of the enzyme and their different pharmacokinetics. The other is L-
asparaginase inactivation due to immunological response. The next factor, indirectly
affecting L-asp activity, is the expression of asparagine synthetase, which is an enzyme
of the opposite function to L-asparaginase.
The least known process is the enzymatic degradation of L-asparaginase by lisosomal
cathepsin B and asparaginyl endopeptidase.
© 2013 Polskie Towarzystwo Hematologdw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii i
Transfuzjologii. Published by Elsevier Urban & Partner Sp. z o.0. All rights reserved.

L-asparaginaza (L-asparaginase;

pozostaje jednym L-asparaginaza jest enzymem o masie czasteczkowej okoto

z kluczowych elementéw terapii ostrej biataczki limfoblas-
tycznej i chloniakéw nieziarniczych. Jej dziatanie znane jest
od lat 60.-tych XX wieku, kiedy to w surowicy $winki morskiej
zidentyfikowano jako L-asp substancje o aktywnosci prze-
ciwnowotworowej [1]. Od tego czasu L-asp ugruntowala
swoja pozycje w terapii choréb limfoproliferacyjnych
i stanowi podstawe obowigzujacych obecnie protokotéw
terapeutycznych, zwlaszcza w populacji pediatrycznej.

140 kDa wykazujacym aktywnos$¢ hydrolazy, dla ktérej sub-
stratem jest asparagina i, w duzo mniejszym stopniu, gluta-
mina. Dzialanie przeciwnowotworowe L-asp wynika z faktu,
ze nowotworowo transformowane limfoblasty charakteryzujg
sie niskg aktywnoscig syntetazy asparaginy, w zwigzku
z czym sg zalezne od zewngtrzkomérkowej puli asparaginy
[2]. W sytuacji deplecji tego aminokwasu w komérkach blas-
tycznych dochodzi do zahamowania syntezy bialek oraz
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uruchomienia proceséw apoptozy [3]. Celem terapii z udzialem
L-asp jest odpowiednio trwale obnizenie stezenia asparaginy
w surowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym pacjenta. Warun-
kiem tego jest uzyskanie odpowiedniej aktywnosci enzymu
W surowicy. Uznaje sig, ze aktywno$¢ L-asp powyzej 100 U/l
warunkuje pozadane obnizenie stezenia asparaginy zaréwno
w surowicy, jak i w ptynie mézgowo-rdzeniowym [4], jednakze
pojawiajg sie réwniez doniesienia, ze nizsze wartoéci aktyw-
noéci powodujg podobny efekt [S5]. W badaniach in vitro
wykazano, ze minimalny czas trwania deplecji asparaginy
powodujacy apoptoze komoérek biataczkowych wynosi 4 dni
[6].

Ostra bialaczka limfoblastyczna jest heterogenng grupa
chordb i ta heterogenno$¢ odnosi sie réwniez do wrazliwosci
na L-asp. Bialaczki z translokacja TEL-AML1 - t(12;21),
charakteryzujgce sie w wieku dzieciecym stosunkowo
dobrym rokowaniem, wykazujg wysoka wrazliwos¢ na ten
lek [7]. Z kolei grupa bialaczek, do niedawna nie wyodreb-
niana za pomocg klasycznych metod diagnostycznych,
o profilu ekspresji genéw podobnym do biataczek z obecno-
Scig translokacji BCR-ABL1, charakteryzuje sie opornoscig na
L-asparaginaze [8]. Posrednio moze to ttumaczy¢ obserwacje,
ze odpowiedZz na L-asp stanowi wazny czynnik progno-
styczny w ostrej bialaczce limfoblastycznej — wg Asselin
i wsp. brak takiej odpowiedzi in vitro zwigzany jest
z wysokim prawdopodobienistwem wznowy biataczki, nieza-
leznie od wyjsciowej kwalifikacji pacjenta do grupy ryzyka
[9]. Potwierdza to réwniez fakt, Ze stosowane kryteria
czynnikéw ryzyka niepowodzenia leczenia nadal nie sag
doskonate, mimo ich ciaglego uzupelniania w oparciu
o postep wiedzy na temat mechanizméw patogenetycznych
choroby czy opornosci na stosowane terapie. Czynniki
warunkujgce skuteczno$¢ terapeutyczng L-asparaginazy
maja istotne znaczenie kliniczne, poniewaz L-asp jest jed-
nym z kluczowych lekéw stosowanych w obowigzujgcych
obecnie programach terapeutycznych, a jednoczesnie wia-
domo, ze jej aktywnos$¢ jest parametrem o duzej zmiennosci
osobniczej. Tym samym, jak najlepsze poznanie czynnikdéw
mogacych wplywac na aktywnos$¢ L-asp pozwoli dostosowaé
terapie do poszczegdlnego pacjenta, optymalizujac dziatanie
leku wraz z redukcjg potencjalnych dziatan niepozadanych.

Rodzaj preparatu

Obecnie w naszym kraju stosuje sie trzy preparaty
L-asparaginazy pochodzace z dwoéch zrédel bakteryjnych:
Escherichia coli i Erwinia chrysantemii. E. coli-asparaginaza
wystepuje w dwodch postaciach: natywnej i zwigzanej
z glikolem polietylenowym (PEG-asparaginaza). Kazdy
z wymienionych preparatéw wykazuje réznice w zakresie
parametréw farmakokinetycznych, immunogennosci czy tez
wystepowania dzialan niepozadanych. Okres poéltrwania
pegylowanej postaci L-asp jest wielokrotnie dtuzszy (okoto
tygodnia) niz w przypadku formy natywnej E. coli-asparagi-
nazy (ponad dobe) czy Erwinia-asparaginazy (mniej niz dobe)
[10]. Dlatego dla uzyskania odpowiedniej aktywnosci tera-
peutycznej leku konieczne jest dostosowanie dawkowania
leku do tych parametréw. Potrzeba modyfikacji dawkowania
L-asp w zaleznosci od stosowanego preparatu jest wyraznie

widoczna po przeanalizowaniu wynikéw badania Duval
i wsp., ktére poréwnywalo wyniki leczenia dzieciecych
choréb limfoproliferacyjnych z zastosowaniem jednakowych
dawek natywnej E. coli-asparaginazy i asparaginazy pocho-
dzacej z Erwinia chrysantemii [11]. Zaobserwowano istotnie
gorsze wyniki przezycia wolnego od zdarzen i ryzyka
wznowy w grupie pacjentéw leczonych z zastosowaniem
Erwinia-asparaginazy, wynikajgce z niedostosowania dawki
leku do jego parametrow farmakokinetycznych. Wymie-
nione praparaty réznig sie miedzy sobg réwniez potencja-
tem generowania odpowiedzi immunologicznej. Wydaje sie,
ze bardziej immunogenna, w pordéwnaniu z PEG-asp, jest
natywna L-asp E. coli [12]. Nie obserwuje sie natomiast
znaczgcych réznic w zakresie immunogennosci E. coli-aspa-
raginazy i Erwinia-asparaginazy [13]. Czesto$¢é dziatan niepo-
zgdanych, niezwigzanych z nadwrazliwoscig na lek, wydaje
sie zalezna od farmakokinetyki leku - preparaty L-asparagi-
nazy o krétszym okresie poéttrwania rzadziej powodujg
toksycznosci [11, 14]. Nie znajduje to jednak potwierdzenia
we wszystkich wynikach badan [12, 15].

Inaktywacja na drodze odpowiedzi
immunologicznej i ,,cicha inaktywacja”

L-asparaginaza jako obcogatunkowe biatko o wysokim cieza-
rze czasteczkowym ma duzy potencjal generowania odpo-
wiedzi immunologicznej. W efekcie u czesci pacjentéw po
jej zastosowaniu dochodzi do pojawienia sie objawdéw nad-
wrazliwo$ci pod postacia reakcji miejscowych (rumien,
obrzek, swigd), a takze objawdéw ogdlnych (dusznoscé, wysyp-
ka, a nawet wstrzags anafilaktyczny). Najczesciej objawy te
pojawiajg sie podczas kolejnej ekspozycji na lek, po dtuzszej
przerwie w jego stosowaniu i mogg dotyczy¢é nawet 60%
pacjentéw [12, 16]. Powstajace przeciwciala majg charakter
przeciwcial inaktywujgcych, co powoduje, ze u pacjentéw
dochodzi do znaczgcego obnizenia aktywnosci L-asp. W tej
sytuacji dalsze podawanie leku, nawet przy skutecznym
wygaszeniu objawéw nadwrazliwosci poprzez zastosowanie
lekéw przeciwalergicznych, jest bezcelowe. Celowa jest
natomiast zmiana preparatu na inny z dostepnych. Vroo-
man i wsp. obserwowali skuteczne zastosowanie Erwinia-
-asparaginazy u pacjentéw pediatrycznych, u ktérych wystg-
pita alergia na E. coli-asparaginaze, zaréwno w zakresie
tolerancji preparatu, jego skutecznosci mierzonej jako nadir
aktywnosci L-asp w surowicy, jak tez wynikéw leczenia [17].
W leczeniu drugiej linii, po wystgpieniu alergii na natywna
E. coli-asparaginaze, stosowana jest réwniez PEG-asparagi-
naza. Mimo mniejszej immunogennosci tego preparatu jego
stosowanie moze by¢ nieefektywne, poniewaz przeciwciata
wytworzone w odpowiedzi na natywng E. coli-asparaginaze
reaguja krzyzowo z jej pegylowang forma [18-20]. W $wietle
tych informacji po wystapieniu alergii na natywng E. coli-
asparaginaze bardziej wskazane wydaje sie by¢ stosowanie
Erwinia-asparaginazy.

Wytworzenie przeciwcial przeciwko L-asp wplywa nie
tylko na samg aktywno$é¢, ale réwniez na farmakokinetyke
leku. W grupie pacjentéw, u ktérych obecne byly przeciw-
ciata, obserwowano zwiekszenie klirensu L-asp [21]. Aktyw-
no$¢ L-asp na drodze zaleznej od przeciwcial moze z kolei
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obnizy¢ sie niezaleznie od wystgpienia objawéw klinicznych
nadwrazliwosci. Ma wéwczas miejsce tzw. cicha inaktywacja
leku. Moze ona dotyczy¢ nawet ponad 40% pacjentéw [16, 22],
ktérzy rekrutujg sie przede wszystkim z grupy wysokiego
ryzyka [23]. Zjawisko to prawdopodobnie jest odpowiedzialne
za wystepujgce u niektérych pacjentéw gwaltowne obnizenie
aktywnosci preparatu w trakcie leczenia. Poniewaz pomiar
aktywnosci L-asp nadal nie nalezy do rutynowej praktyki
klinicznej, brak objawéw nadwrazliwosci zwigzanych
z powstaniem przeciwcial nie implikuje zmiany preparatu,
a tym samym aktywnos¢ enzymu w surowicy pacjenta
nie osigga wartoéci skutecznych terapeutycznie, co moze
wplynaé negatywnie na wyniki leczenia. Wraz ze stosowa-
niem L-asparaginazy sprzezonej z glikolem polietylenowym
(PEG) pojawia sie takze problem obecnosci przeciwciat anty-
PEG. Poczatkowo obecnos¢ tych przeciwcial stwierdzano
u 0,2% zdrowej populacji i uwazano, ze nie majg one
znaczenia klinicznego [24]. W ciggu ostatnich lat obserwuje
sie jednak wzrost odsetka populacji ze stwierdzanymi
przeciwciatami przeciwko glikolowi polietylenowemu do
ponad 25% [25]. Armstrong i wsp. obserwowali je u blisko
polowy pacjentéw leczonych PEG-asparaginazg i, co
niezwykle istotne, ich obecno$¢ wiazala sie z brakiem
aktywnosci leku, mimo nieobecnych przeciwcial anty-L-asp
[26].

Na podstawie niektérych doniesienn mozna wnioskowag,
ze droga podania leku réwniez wplywa na czesto$¢ wyste-
powania alergii na L-asp. Opisywane bylo czestsze wystepo-
wanie reakcji alergicznych po podaniu dozylnym leku
w stosunku do podania domie$niowego [27]. Prébowano
ttumaczy¢ to faktem, ze stosowane woéwczas preparaty byty
preparatami o wiekszej liczbie zanieczyszczen. Jednak podob-
ne reakcje obserwowane sg réwniez obecnie, mimo zasto-
sowania wysoko oczyszczonych preparatéw [23]. Sprzeczne
dane na temat pojawiania sie przeciwcial dotyczg takze
wieku pacjentéw otrzymujgcych L-asp: wedilug niektérych
badan, czesto$¢ wystepowania przeciwcial nie zalezy od
wieku chorego [28], natomiast autorzy innych opracowan
podkreslaja wzrost ryzyka powstania odpowiedzi immunolo-
gicznej i reakcji nadwrazliwosci wraz z wiekiem pacjentéw
[29].

Znaczenie kliniczne przeciwcial przeciwko L-asp i ich
wplyw na wyniki leczenia nie s jednoznaczne. Istniejg
doniesienia, ze obecno$¢ przeciwcial anty-L-asp czy tez
wystapienie reakcji alergicznej nie wigzg sie z niekorzystnym
rokowaniem [22, 30]. Z drugiej strony wyniki niektérych
badan wykazuja, ze do wystgpienia reakcji nadwrazliwosci
dochodzi czeSciej u pacjentdw z grup wysokiego ryzyka [23].
Ponadto, wedlug czesci autordéw, pacjenci, ktérzy wytworzyli
przeciwciala przeciwko L-asp, trudniej osiagaja remisje cho-
roby [15]. Brak aktywnos$ci L-asp spowodowany inaktywacjg
immunologiczng u pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka moze
odpowiadaé¢ za gorsze wyniki leczenia [16]. Istnieja takze
doniesienia na temat wpltywu odpowiedzi immunologicznej
na L-asp na farmakokinetyke deksametazonu - kolejnego
kluczowego elementu terapii przeciwbialaczkowej. Wykazano
w nich, ze obecno$¢ przeciwcial przeciwko L-asp wigze
sie z szybszym klirensem deksametazonu oraz wyzszym
ryzykiem wznowy, w tym wznowy w osrodkowym uktadzie
nerwowym [31].

Syntetaza asparaginy

Jak juz wspomniano na wstepie, dziatanie przeciwnowotwo-
rowe L-asp opiera si¢ na zalezno$ci komoérek blastycznych
od zewnetrznych Zrédel asparaginy, wynikajacej z niskiej
aktywnosci syntetazy asparaginy (asparagine synthetase;
ASNS). Biataczki z prekursoréow limfocytu B sg heterogenng
grupg pod wzgledem aktywnosci syntetazy asparaginy,
niemniej jednak jest ona nizsza niz w bialaczkach T-komér-
kowych [32]. Nadekspresja syntetazy asparaginy nasuwa sie
wiec jako jeden z potencjalnych mechanizméw opornosci na
L-asp. Nie hamuje ona bezposrednio aktywnosci leku, obniza
jednak jego skuteczno$é¢ poprzez zwigkszenie puli egzogennej
asparaginy. Teoria ta znalazlta potwierdzenie w badaniu Li
i wsp. Wykazali oni, Ze obnizenie ekspresji genu dla ASNS za
pomocy intereferencji RNA powodowalo wzrost wrazliwosci
na L-asp badanych linii komérkowych [33]. Niestety
w badaniach in vivo nie mozna stwierdzié¢ takiej bezposredniej
zaleznosci. W ostrej biataczce limfoblastycznej z translokacja
TEL-AML1, charakteryzujacej sie w badaniach in vitro zna-
czacyg wrazliwo$cig na L-asp, stwierdzono 5-krotnie wyzsza
ekspresje mRNA syntetazy asparaginy w poréwnaniu z grupa
pacjentéw bez wymienionej translokacji oraz kontrolng grupg
oséb zdrowych. Biataczki z TEL-AML1 wykazywaly rézny
poziom wrazliwosci na L-asp, nie byt on jednak zalezny od
poziomu ekspresji ASNS [34]. Wedlug innych autoréw, wyzszy
poziom ekspresji syntetazy asparaginy w biataczkach
z TEL-AML1 wigzal sie z lepszym rokowaniem [35]. Trudno
w tym przypadku jednoznacznie okresli¢ role ekspresji ASNS,
niemniej jednak mozna stwierdzi¢, ze wysoka wrazliwos¢ na
L-asp bialaczek z t(21,21) nie wynika z niskiej aktywnosci
ASNS. Z drugiej strony natomiast istniejg dane na to, ze
wyzsza ekspresja ASNS u pacjentéw z bialaczky bez trans-
lokacji TEL-AML1 cze$ciej dotyczy wzndw i jest wskaznikiem
rokowniczo niekorzystnym [36].

Nie wolno jednak zapomina¢ o istotnych interakcjach, jakie
mogg zachodzi¢ miedzy komoérkami biataczkowymi a $rodo-
wiskiem oraz fakcie, Ze odpowiedZ na leczenie moze by¢
wynikiem nie tylko wlasciwosci samej komoérki nowotworo-
wej. I tak, wedlug Iwamoto i wsp., komoérki podscieliska szpiku
kostnego charakteryzuja sie 20-krotnie wyzszg ekspresjg ASNS
niz komorki biataczkowe i w zwigzku z tym mogg dziatac
ochronnie na limfoblasty w sytuacji deplecji asparaginy spo-
wodowanej podaniem L-asp [37]. Dotychczasowe badania
in vivo nie potwierdzily tej teorii: nie wykazano zmian
stezenia asparaginy w szpiku kostnym w trakcie terapii
z zastosowaniem L-asp [38].

Degradacja L-asparaginazy

Kolejnym z mechanizméw mogacych wplywaé na aktyw-
nos¢ terapeutyczng L-asparaginazy jest proces jej degradacji.
Sposréd proceséw mogacych odpowiadaé za brak skutecz-
noéci L-asp jest to proces stosunkowo najmniej dotych-
czas poznany i scharakteryzowany. W 2009 roku ukazata
sie praca, ktérej autorzy wykazali udzial dwdch enzy-
moéw lizosomalnych - katepsyny B (cathepsin B; CTSB)
i endopeptydazy asparaginylowej (asparaginyl endopeptidase;
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AEP), zwanej réwniez legumaing (legumain; LGMN) w procesie
rozktadu L-asparaginazy [39]. Co ciekawe, od wielu lat
dyskutowano o udziale zaréwno CTSB, jak i AEP w procesach
nowotworzenia. Dotyczylo to jednak przede wszystkim
guzéw litych, a zwlaszcza proceséw ich przerzutowania oraz
miejscowej inwazji. Jesli za§ chodzi o choroby limfoprolife-
racyjne, to dotychczas zaobserwowano zwiekszong ekspre-
sje AEP w grupie ostrych bialaczek limfoblastycznych z obec-
noscig cytogenetycznych markeréw wysokiego ryzyka [40]
oraz wykazano, ze wysoka aktywnos¢ CTSB wraz z wysoka
aktywnoscig katepsyny L w ostrej bialaczce szpikowej zwig-
zana jest z gorszym rokowaniem [41]. Podjeto réwniez probe
wyjasnienia na modelu zwierzecym mechanizméw patogene-
tycznych zajecia oSrodkowego ukladu nerwowego (OUN)
w ostrej biataczce limfoblastycznej pre-B common, gdzie
wykazano, ze AEP ulatwia inwazje komorek blastycznych,
jednak wydaje sie, ze nie jest to jedyny mechanizm odpo-
wiedzialny za zajecie OUN [42]. Z kolei wysoka aktywno$c
CTSB zaobserwowana w plynie mobzgowo-rdzeniowym
pacjentéw moze odpowiadaé za szerzenie sie u nich prze-
rzutéw nowotworowych wiasnie tg droga [43].

W procesie degradacji L-asp uczestniczg obie wymie-
nione proteazy, jednak w chwili obecnej wiadomo, ze
katepsyna B jest enzymem degradujgcym zaréwno E. coli-,
jak i Erwinia-asparaginaze, podczas gdy AEP specyficznie
rozklada natywna E. coli-asparaginaze. Dodatkowo produk-
tami ostatniej z wymienionych reakcji sg znane epitopy
L-asparaginazy, w zwigzku z czym endopeptydaza asparagi-
nylowa moze wplywa¢ na aktywno$¢ L-asp nie tylko
poprzez jej rozktad, ale réwniez poprzez potencjalne nasila-
nie odpowiedzi immunologicznej na lek, powodujac jego
inaktywacje. Wyniki niniejszej pracy daly poczatek prébie
stworzenia enzymu opornego na dziatanie endopeptydaz -
stworzone przez Offmana i wsp. zmutowane formy L-asp sa
nie tylko oporne na dziatanie AEP, ale tez réznig sie
w zakresie wlasciwosci antygenowych, wykazujac przy tym
nie mniejszg aktywno$¢ enzymatyczng co forma natywna
[44]. Stanowi to kolejny krok, po prébach enkapsulacji L-asp
w erytrocytach oraz stworzenia pegylowanej formy Erwinia-
asparaginazy, na drodze do dalszej optymalizacji terapii
z zastosowaniem L-asparaginazy.

Podsumowanie

L-asparaginaza warunkuje skuteczne leczenie ostrej bia-
taczki limfoblastycznej i chtoniakéw nieziarniczych. Jako ze
jest to bardzo heterogenna grupa choréb, mozna wsréd nich
wyodrebnié¢ te o szczegdlnej wrazliwosci na lek, jak i te
cechujgce sie wysoka opornoscig na L-asp. Aby osiagnaé
pozadany efekt terapeutyczny L-asp, nalezy uzyskaé¢ odpo-
wiednio trwalg deplecje asparaginy w osoczu i ptynie méz-
gowo-rdzeniowym. Jest to mozliwe dzieki osiggnieciu odpo-
wiedniej aktywnosci enzymu w surowicy pacjenta. Niestety
istnieje wiele czynnikéw mogacych te aktywnosé modyfiko-
wac czy nawet zaburzac. Ponadto, cze$¢ z nich jest nieod-
lgcznie zwigzana z dzialaniami niepozgdanymi leku, co
czesto ogranicza jego zastosowanie. Poznanie tych czynni-
kéw jest warunkiem poprawy wynikéw leczenia choréb

limfoproliferacyjnych zaréwno wéréd pacjentéw pediatrycz-
nych, jak i w grupie dorostych chorych.
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