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Streszczenie

Cel pracy: Ocena wptywu wybranych zwigzkdw pirymidynowych na aktywnosc enzymu fosforylazy tymidynowej

(TP) komdrek endometrialnych prawidtowych oraz nowotworowych.

Materiaty i metody: Zbadano wptyw 28 zwigzkow na aktywnosc TP w cytosolu komdrek endometrialnych mie-
rzong metodg spektrofotometryczng. Jednag grupe badang stanowity kobiety w wieku pomenopauzalnym leczone
chirurgicznie z powodu raka endometrium - adenocarcinoma endometrialis (Adeno Ca E) a drugg kobiety poddane

zabiegowi ginekologicznemu w zwigzku z nieonkologicznymi dolegliwosciami.

Wyniki: Najsilniejszym inhibitorem TP zaréwno w prawidfowym endometrium jak i w raku endometrium byt zsyn-
tetyzowany 5-bromo-6-acetyloaminouracyl, ktory w 0,2mM stezeniu przy 0,2mM stezeniu tymidyny jako substratu
zmniejszat aktywnosc¢ TP w cytosolu o okoto 80%. 5-bromo-6-aminouracyl, 5-nitrouracyl i 5-bromouracy! zmniej-
szaty te aktywnosc rowniez w sposob statystycznie istotny. Sposrod zsyntetyzowanych pochodnych 1-N-allilok-
symetylopirymidynowych aktywnosc TP w endometrium najsilniej hamowata 1-N-alliloksymetylotymina, a w raku
endometrium 1-N-alliloksymetylo-4-hydroksy-5-nitro-6-oksopirymidyna. Najskuteczniejszym aktywatorem TP w
raku endometrium byta 5-bromodeoksyurydyna i zsyntetyzowany 1-N-alliloksymetylo-5-nitrouracy! (zwiekszaty
one aktywnosc¢ enzymu w stosunku do kontroli o okoto 100%,). 5-fluorodeoksyurydyna, 5-jododeoksyurydyna oraz
2'-deoksyurydyna aktywowaty enzym rowniez istotnie statystycznie. Aktywatory dziataty silniej w raku endometrium

anizeli w prawidfowym endometrium.

Whioski: Zsyntetyzowany 5-bromo-6-acetyloaminouracy! znacznie hamowat aktywnosc TP komorek endometrial-
nych dlatego mdgtby znalez¢ zastosowanie w ograniczaniu angiogenezy w raku endometrium. Z kolei podwyzsza-
jaca aktywnos¢ TP komdrek raka endometrium 5-bromodeoksyurydyna i zsyntetyzowany 1-N-alliloksymetylo-5-
nitrouracyl mogtyby zwiekszy¢ wydajnosc terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem cytostatykow. Whioski te

muszg byc potwierdzone przez analize wiekszej liczby przypadkow chorych na raka endometrium.

Stowa kluczowe: fosforylaza tymidynowa / nowotwory endometrium /
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the influence of the selected pyrimidine compounds on the
activity of thymidine phosphorylase (TP) of normal and tumor endometrial cells.

Materials and methods: Influence of 28 chemical compounds on the TP activity in the cytosol of the endometrial
cells was studied by the spectrophotometric method.

The studied group comprised postmenopausal women with endometrial cancer: adenocarcinoma endometrialis
(Adeno Ca E). The second group included women with normal endometrium after surgery due to non-oncologic
reasons.

Results: The most potent inhibitor of TP activity from cancer and endometrium was synthesized 5-bromo-6-
acetyloaminouracil, which at the 0,2mM concentration, by 0,2mM concentration thymidine reduced the cytosol TP
activity by about 80%. 5-bromo-6-aminouracil, 5-nitrouracil and 5-bromouracil reduced this TP activity in statistically
significant manner. From among synthesized 1-N-allyloxymethylpyrimidine derivatives 1-N-allyloxymethyithymine
was the strongest inhibitor of the TP activity in endometrium, and 1-N-allyloxymethyl-4-hydrokxy-5-nitro-6-oxopyri-
midine in endometrial cancer, respectively. The most potent activators of TP in endometrial cancer was 5-bromode-
oxyuridine and 1-N-allyloxymethyl-5-nitrouracil, which increased the TP activity about 100%. 5-fluorodeoxyuridine,
5-jododeoxyuridine and 2’-deoxyuridine activated the TP in statistically significant manner too, but stronger in case
of endometrial cancer than in normal endometrium.

The synthesized 5-bromo-6-acetyloaminouracil strongly inhibited the TP activity of endometrial cells and might be
useful in reducing endometrial cancer angiogenesis. On the other hand 5-bromodeoxyuridine and the synthesized

1-N-allyloxymethyl-5-nitrouracil might increase the effect of antitumor therapy with the cytostatics.
These conclusions ought to be confirmed by analyzing more tumor cases.

Key words: thymidine phosphorylase / endometrial neoplasms

Wstep

Poniewaz neowaskularyzacja jest przetomowym etapem w
rozwoju guza, szukanie przyczyn wyzwalajacych procesy angio-
genezy i Sposobow jej przerwania jest wspotczesnie istotne w za-
biegach zmierzajacych do hamowania wzrostu nowotworowego.
Badania angiogenezy prowadzone byly od potowy lat szes¢dzie-
siatych, ale dopiero w osiemdziesiatych latach nastapit gwattowny
ich wzrost, co byto spowodowane odkryciem i zsekwencjonowa-
niem kilku czynnikow wzrostowych, endogennych inhibitoréw
angiogenezy 1 innych czasteczek macierzy zewnatrzkomorkowe;j.
Zainteresowanie fosforylaza tymidynowa nastapito w potowie
lat dziewiecdziesiatych, gdy zaczgto ja identyfikowaé z ptytko-
pochodnym czynnikiem wzrostowym komorek srodbtonka (PD
-ECGF) wplywajacym na angiogeneze [1-6]. StwierdziliSmy w
naszym laboratorium, ze aktywnos$¢ TP w raku endometrium jest
wyzsza anizeli w prawidlowym endometrium i dodatnio skorelo-
wana z ekspresja biatka PD-ECGF oraz z ggstoscia mikronaczyn,
co sugeruje, ze jest ona czynnikiem angiogennym (w druku). Z
tego wzgledu, poszukujemy skutecznych inhibitoréw tego enzy-
mu.

Fluoropirymidyny reprezentuja najczgsciej zalecana na $wie-
cie grupg lekow przeciwnowotworowych. Koncepcja uzycia flu-
oropirymidyn pojawita si¢ w p6znych latach pigédziesiatych [7].
TP katalizuje pierwszy etap konwersji zasad pirymidynowych
oraz nukleozydowych metabolitow takich jak S-fluorouracyl
(5-FU), 5-fluoro-5’deoksyurydyna (5-F-5’dUrd), tegafur (FT,
1-tetrahydro-2-furanylo-5-fluorouracyl) do antynowotworowych
nukleotydéw ingerujacych w replikacje DNA i syntezg RNA [7].
Odkryto, ze kapecytabina (karbaminian fluoropirymidyny beda-
cy prekursorem S-fluorouracylu) po podaniu per os wchiania sig
dobrze i jest pozbawiona dziatania cytotoksycznego w pierwszym
etapie przemiany. Kapecytabina jest poczatkowo metabolizowana
w watrobie przez esterazg karboksylowa do 5-F-5’dCyt, nastep-
nie ulega przemianie w 5-F-5’dUrd pod wptywem deaminazy cy-
tydyny, wystepujacej gtdéwnie w watrobie i w tkankach nowotwo-
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rowych. Dalsza aktywacja katalityczna 5-F-5’dUrd nastgpuje pod
wpltywem TP. Ta sekwencyjna enzymatyczna biotransformacja
kapecytabiny do 5-FU prowadzi do zwigkszenia st¢zenia leku w
tkance nowotworowe;j [8]. Stosowana jest obecnie w potaczeniu z
innymi lekami i radioterapia [9, 10]. Biorac pod uwagg powyzsze
wzrost aktywno$ci TP w tkance nowotworowej wydawat si¢ nam
by¢ droga poprawiajaca skutecznos¢ dziatania lekéw fluoropiry-
midynowych.

Odpowiednia modulacja aktywnosci TP w guzach endome-
trium moze okaza¢ si¢ wigc nowym sposobem leczenia raka en-
dometrium.

Cel pracy

Ze wzgledu na fakt, iz TP jest potencjalnym czynnikiem
zaangazowanym w kancerogenezg oraz z drugiej strony w me-
tabolizm cytostatykow, poszukuje si¢ zwiazkow modulujacych
aktywnos¢ tego enzymu. Celem pracy bylo zbadanie wplywu
wybranych zwiazkow pirymidynowych na aktywnos$¢ TP w raku
endometrium 1 prawidtowym endometrium.

Materiaty i metody

Pierwsza grupg badana stanowily kobiety w wieku pome-
nopauzalnym leczone chirurgicznie z powodu raka endometrium
adenocarcinoma endometrialis (Adeno Ca E), w stopniu zaawan-
sowania klinicznego FIGO 1. W sklad drugiej grupy wchodzity
kobiety poddane zabiegowi ginekologicznemu w zwiazku z nie-
onkologicznymi dolegliwosciami, w I Klinice Ginekologii i On-
kologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Po
pobraniu odpowiedniego fragmentu tkanki materiat zamrazano
(-80°C).

Rozpoznania histopatologiczne dokonywane byly bezpo-
srednio po zabiegu operacyjnym. Przeprowadzono oznaczenia
immunohistochemiczne z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
CD31 celem obliczenia ilo$ci mikronaczyn, oraz z uzyciem prze-
ciwcial monoklonalnych TP/PD-ECGF celem badania ekspresji
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biatka enzymatycznego i oznaczenia aktywnosci wlasciwej TP (w
druku). Na ich podstawie do badan wptywu zwiazkow pirymidy-
nowych na aktywno$¢ TP w cytosolu komodrek endometrialnych
wybrano guzy charakteryzujace si¢ wysoka aktywnoscia wlasci-
wa TP skorelowana z wysoka ekspresja TP/PD-ECGF i ggstoscia
mikronaczyn.

Zamrozone fragmenty guzow endometrium oraz endome-
trium homogenizowano w temp. 4°C w czterech objgtosciach
buforu 1mM Tris maleinowego (pH 6,5) z dodatkiem glicerolu
do 10% objetosci. Aktywnos¢ TP oznaczano w cytosolu komdrek
metoda spektrofotometryczna [11].

Badania wptywu wybranych zwiazkow na aktywnos¢ TP pro-
wadzone byly w analogiczny sposob jak oznaczanie aktywnosci
TP bez udziatu badanych zwiazkow, z ta rdznica, ze mieszanina
inkubacyjna w koncowej objgtosci 0,5ml zawierata odpowiednio
dobrane w wyniku wczesniejszych dos§wiadczen st¢zenie substra-
tu (0,2mM stgzenie tymidyny) oraz badanego zwiazku (pochodna
pirymidynowa o stgzeniu 0,2mM).

Aktywnos¢ enzymatyczna TP w obecno$ci badanych zwiaz-
koéw okreslano w pmolach tyminy uwolnionej w ciagu jednej
godziny reakcji, w temperaturze 37°C w przeliczeniu na mililitr
proby. Kontrolg (K) stanowita aktywnos$¢ enzymatyczna TP ozna-
czona bez dodatku badanych zwiazkow. Otrzymane wyniki poda-
no w % aktywnosci w stosunku do tej kontroli.

Stosowane w pracy odczynniki to pochodne pirymidynowe
o potencjalnych wlasciwos$ciach inhibitorowych lub aktywato-
rowych wobec TP. Pochodzity one z firmy Sigma, Fluka, lub z
syntezy. Metoda syntezy opracowana zostata w Zaktadzie Chemii
Ogoblnej Akademii Medycznej im. L. Rydygiera w Bydgoszczy
pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Draminskiego.

Zbadano wplyw nastgpujacych zwiazkow na aktywnosé
enzymu:

* 4 6-dihydroksy-5-nitropirymidyna
* 5-bromo-6-aminoyracyl
* 6-acetyloaminouracyl
* 5-bromo-6-propionyloaminouracyl
* 5-bromo-6-acetyloaminouracyl
uracyl
* 1-N-alliloksymetylo-5-nitrouracyl
* 1-N-alliloksymetylo-5-bromouracyl
* 1-N-alliloksymetylotymina
. * 1-N-alliloksymetylo-5,6-trimetylenouracyl
. * 1-N-alliloksymetylo-5,6-tetrametylenouracyl
. * 1-N-alliloksymetylo-6-acetoaminouracyl
. * 1-N-alliloksymetylo-4-hydroksy-5-nitro-6-oksopirymi-
dyna
14. 5-nitrouracyl
15. 5-bromouracyl
16. * 5,6-trimetylenouracyl
17. * 5,6-tetrametylenouracyl
18. S5-aminouracyl
19. urydyna
20. 5-metylourydyna
21. 5-fluorodeoksyurydyna
22. 2’-deoksyurydyna
23. 5-jododeoksyurydyna
24. 5-fluorouracyl
25. 5-bromo-2’-deoksyurydyna
26. 2’3’-dideoksyurydyna
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27. 5-bromourydyna
28. 3’azido3’deoksytymidyna

* Zwiazki zsyntetyzowane na potrzeby prezentowanej pracy.

W analizie statystycznej uwzgledniono $rednig statystycz-
na, odchylenie standardowe oraz test t-Studenta. Warto§¢ p<0,05
uznano za istotna.

Wyniki

Aktywno$¢ enzymatyczna TP w cytosolu komoérek endo-
metrialnych badana byta wzgledem 0,2mM tymidyny jako sub-
stratu w obecno$ci zwigzkow o stezeniu 0,2mM 1 okre§lana w
pmolach tyminy uwolnionej w ciagu jednej godziny reakcji, w
temperaturze 37°C w przeliczeniu na mililitr proby. Otrzymane
wyniki poréwnano z kontrola, dla ktorej przyjgto 100% aktywno-
$ci. Kontrolg stanowita aktywno$¢ enzymatyczna TP oznaczona
bez dodatku badanych zwiazkéw. Otrzymane wyniki podano w
% aktywnosci TP, ktory jest §rednia z prob uzyskanych z guzéw
od trzech kobiet.

Wplyw zsyntetyzowanych pochodnych uracylu na ak-
tywno$¢ TP w raku endometrium

Sposrod tej grupy zwiazkow inhibitorami TP sg 5-bromo-6-
aminouracyl (2) oraz 5-bromo-6-acetyloaminouracyl (5). Zmniej-
szaja one aktywnos$¢ TP o okoto 70-80%. 6-acetyloaminouracyl
(3) nieznacznie podwyzsza aktywnos¢ TP (o okoto 6%). 5-bromo
-6-acetyloaminouracyl jest najsilniejszym inhibitorem zaréwno w
raku endometrium jak i endometrium. (Rycina 1, 5).

Wplyw zsyntetyzowanych pochodnych 1-N-alliloksyme-
tylopirymidynowych na aktywno$¢ TP w raku endometrium

Z tej grupy zwiazkéw 1-N-alliloksymetylo-4-hydroksy-5-
nitro-6-oksopirymidyna (13) hamuje aktywno$¢ TP o okoto 15%.
Pozostate zwiazki w stezeniu 0,2mM 1 przy st¢zeniu tymidyny
0,2mM nie hamuja aktywnosci enzymu. (Rycina 2).

1-N-alliloksymetylo-5-nitrouracyl (5) podwyzsza aktywnosé¢
enzymu w raku endometrium o okoto 100%, natomiast nie wpty-
wa istotnie na aktywno$¢ TP w endometrium. (Rycina 2, 5).

Wplyw zwigzkéw komercyjnie dostepnych o potencjal-
nych wlasciwos$ciach inhibitorowych na aktywnos$¢ TP w raku
endometrium

Sposrod tej grupy zwiazkow najskuteczniejszymi inhibitora-
mi TP sg S-nitrouracyl (14) oraz 5-bromouracyl (15), gdyz hamuja
aktywnos¢ TP odpowiednio o okoto 70 i 50%. Aminouracyl (18)
oraz 5-fluorouracyl (24) hamujg aktywno$¢ enzymu réwniez sta-
tystycznie istotnie. Adekwatna sytuacja ma miejsce w przypadku
dziatania tych zwiazkow w endometrium. (Rycina 3, 5).

Wplyw zwigzkéw komercyjnie dostepnych o potencjal-
nych wlasciwosciach aktywatorowych na TP w raku endome-
trium

Najsilniejszymi aktywatorami TP w raku endometrium sa:
5-bromodeoksyurydyna (25) 5-fluorodeoksyurydyna (21). Pod-
wyzszaja one aktywno$¢ enzymu w stosunku do kontroli o okoto
100%. 5-jododeoksyurydyna (23) aktywuje enzym réwniez w
sposOb statystycznie istotny. 5-bromodeoksyurydyna aktywuje
enzym najsilniej roOwniez w endometrium. (Rycina 4, 5).
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Rycina 1. Wptyw zsyntetyzowanych pochodnych uracylu na aktywno$¢ TP w raku
endometrium (n = 3), * p<0,05.
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Rycina 2. Wptyw zsyntetyzowanych pochodnych 1-N-alliloksymetylopirymidy-
nowych na aktywno$¢ TP w raku endometrium (n = 3), * p<0,05.
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Rycina 5. Zwigzki najsilniej modulujace aktywno$¢ TP w endometrium i raku
endometrium (n = 3), * p<0,05.
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Rycina 3. Wptyw zwiazkéw komercyjnie dostepnych o potencjalnych
wtasciwosciach inhibitorowych na aktywno$¢ TP w raku endometrium (n = 3),
* p<0,05.
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Rycina 4. Wptyw zwiazkéw komercyjnie dostepnych o potencjalnych
wtasciwosciach aktywatorowych na TP w raku endometrium (n = 3), * p<0,05.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Rycina 6. Wzory zwigzkéw najsilniej modulujacych aktywno$¢ TP w raku
endometrium i prawidtowym endometrium.

Poréwnanie dzialania badanych zwigzkéw na aktywnos¢
fosforylazy tymidynowej w endometrium i raku endome-
trium

Dodane pochodne pirymidynowe skuteczniej aktywuja TP
w raku endometrium niz w endometrium. Istotne statystycznie
réznice (p<0,05) wystgpuja w dziataniu 1-N-alliloksymetylo-
S-nitrouracylu (7), oraz 5-bromodeoksyurydyny (25), 5-fluoro-
deoksyurydyny (21). Wsrod zwiazkow hamujacych aktywnos$c
TP istotne statystycznie roznice migdzy rakiem endometrium i
prawidtowym endometrium wystgpuja w dziataniu 5-bromo-6-
acetyloaminouracylu (5), 5-bromo-6-aminoyracylu (2) i 5-bro-
mouracylu (15) (p<0,05), natomiast brak jest tych réznic dla 5-jo-
dodeoksyurydyny (23) i 2’-deoksyurydyny (p>0,05). (Rycina 5).

Wzory zwiazkow najsilniej modulujacych aktywnos¢ TP w
endometrium prawidlowym i nowotworowym przedstawiono na
rycinie 6.

Nie umieszczono danych dotyczacych pozostatych badanych
zwiazkow ze wzgledu na brak istotnych roznic statystycznych w
ich dziataniu na TP raka endometrium i prawidtowego endome-
trium.
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Dyskusja

W cytosolu komoérek ssakow wystgpuja dwie fosforylazy
nukleozydéw pirymidynowych: tymidynowa [EC.2.4.2.4.] TP
i urydynowa [EC. 2.4.2.3.] UP [12, 13]. Enzymy te odgrywaja
znaczng rol¢ w metabolizmie nukleozydow, jak rowniez w proce-
sie odzysku (,,szlak oszczgdzania™) zasad pirymidynowych [14],
uczestnicza wigc takze w metabolizmie komoérek nowotworo-
wych. Inhibitory tych enzymoéw znalazty poczatkowo zastosowa-
nie w chemioterapii zmniejszajac in vivo rozklad analogow nukle-
ozydoéw pirymidynowych wykazujacych aktywno$¢ antyrakowa
[15, 16]. Znane byly glownie inhibitory UP, bedace pochodnymi
uracylu z ré6znymi podstawnikami w pozycji 5, ktore byly testo-
wane przede wszystkim na materiale zwierzecym [17, 18, 19]. W
obecnej pracy zbadany zostat wptyw pochodnych uracylu, ktore
byly najsilniejszymi inhibitorami TP guza fagodnego - migéniaka
macicy [20], na aktywno$¢ TP w cytosolu raka endometrium, kt6-
ry jest guzem zlo§liwym. Z tej puli zwiazkéw S-nitrouracyl oraz
5-bromouracyl hamowaty aktywnos$¢ enzymu réwniez skutecznie
w komorkach endometrialnych. Wcze$niejsze nasze doswiadcze-
nia prowadzone byly po oczyszczeniu TP z mig$niaka gladko-
komoérkowego macicy przez frakcjonowanie do nasycenia 40%
siarczanem amonu i chromatografi¢ na DEAE-Sefarozie. Uzy-
skaliSmy w ten sposob prawie 40-krotny wzrost aktywnosci TP
W preparacie enzymatycznym, co umozliwilo wyznaczenie typu
inhibicji 1 statych inhibitorowych poprzez zastosowanie réznych
stgzen badanego zwiazku i substratu [20]. Opierajac si¢ na tych
doswiadczeniach postanowilismy zsyntetyzowa¢ nowe pochodne
pirymidynowe o potencjalnych wiasciwosciach inhibitorowych
TP, celem zbadania ich wptywu na aktywnos¢ TP w cytosolu
guza ztosliwego. Sposrod tej puli zwiazkéw 5-bromo-6-amino-
uracyl (2) oraz 5-bromo-6-acetyloaminouracyl (5) zmniejszaty
aktywnos¢ TP przy 0,2mM stgzeniu inhibitora 1 0,2mM stgzeniu
tymidyny o okoto 70%. 5-bromo-6-acetyloaminouracyl byt naj-
silniejszym inhibitorem zar6wno w raku endometrium jak i endo-
metrium.

Obecnie wiadomo, ze TP utozsamiana jest z ptytkopochod-
nym czynnikiem wzrostowym komorek $rodbtonka (PD-ECGF)
i w tkance nowotworowej jest aktywowana przez chemiczny i fi-
zyczny stres [21, 22]. Indukcja ta chroni komorki guza przed apo-
ptoza i pomaga przetrwaé niekorzystne warunki, poprzez zwigk-
szenie metabolizmu nukleozydowego oraz angiogenezy. Z tego
wzgledu, poszukiwane sa w dalszym ciagu skuteczne inhibitory
tego enzymu. Znaleziono kilka nowych zwiazkow, ktore hamo-
waty aktywnos$¢ TP ograniczajac wzrost guza i proces angiogene-
zy, oraz thumity odporno$¢ komorek na apoptozg¢ wywotana bra-
kiem tlenu [23]. Donoszono, o zsyntetyzowanym chlorowodorku
5-chloro-6-[1-(2-iminopirolidyno) metylo] uracylu (TPI), ktory
byt 1000 razy bardziej aktywny niz 5-bromo-6-aminouracyl [24].
W odréznieniu od badan aktywnosci TPI prowadzonych w ludz-
kiej linii komorkowej [24], nasze eksperymenty byly wykonywa-
ne bezposrednio w cytosolu komodrek rakowych otrzymanym od
pacjentek poddanych operacji.

Opierajac si¢ na wezesniejszych naszych badaniach pochod-
nych alliloksymetylowych, ktére w pewnym stopniu hamowaty
aktywno$¢ TP w migsniaku macicy [20], zostaty zsyntetyzowane
potencjalne inhibitory TP zawierajace grupe alliloksymetylowa,
celem przetestowania ich wplywu na aktywno$¢ TP w cytosolu
guzéw zlosliwych czlowieka. Otrzymane wyniki wskazaty, ze z
tej grupy zwiazkow najsilniej aktywnos¢ TP hamowata jedynie
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1-N-alliloksymetylotymina (9) w endometrium, a 1-N-alliloksy-
metylo-4-hydroksy-5-nitro-6-oksopirymidyna w raku endome-
trium zmniejszata aktywno$¢ TP jedynie okoto 15%. Pozostate
zwiazki w stezeniu 0,2mM i przy st¢zeniu tymidyny 0,2mM wy-
kazaty niski procent hamowania enzymu. Zastugiwaty one jednak
na uwagg, ze wzgledu na obecno$¢ podstawnika alliloksymetylo-
wego, ktory mogltby utatwia¢ przedostanie si¢ zwiazkoéw przez
btong komodrkowa.

Cytostatyki wrazliwe na dzialanie TP to fluoropirymidyny.
Sposréd nich 5-’dFUrd, 5-FU, FT sa szeroko uzywane w lecze-
niu guzoéw stalych takich jak raki sutka, okr¢znicy, odbytu czy
zoladka [25-31]. Wzrost ekspresji biatka TP w komoérkach raka
jelita grubego, podnosit ich odpowiedz na leczenie 5-FU zaréwno
in vitro, jak 1 w komorkach zwierzat [7]. TP byla gléownym en-
zymem odpowiedzialnym za fosforoliz¢ 5-’dFUrd i 5-FdUrd do
5-FU zaréwno w watrobie ludzi, jak i watrobie myszy [31] czy
w komorkach raka naskorka cztowieka [25]. Fosforoliza ta byta
katalizowana w guzach ludzkich przez TP, a w guzach zwierzg-
cych przez fosforylazg urydynowa (UP) [26, 32, 33]. Poniewaz
aktywnos$¢ fosforylazowa jest wigksza w guzach niz w tkankach
niezmienionych chorobowo, 5’-dFUrd byta efektywnie zamienia-
na do 5-FU dopiero w guzach docelowych [26]. Rowniez oczysz-
czona z raka watroby ludzkiej TP zamieniata FT do 5-FU aktyw-
niej niz z watroby zdrowej, czy krwi [26]. Dlatego poszukiwano
sposobow podwyzszajacych aktywnos$¢ TP, na przyktad efekt
terapeutyczny 5°-dFUrd zwigkszano przez transfekcje TP do ko-
morek [29]. Oprocz transfekcji stosowano tez dodatkowy kosub-
strat oraz aktywatory TP, takie jak interferony (IFN). Substraty
dla TP mogtly stuzy¢ jako donory 2’-deoksyrybozy w nastg¢pnej
reakcji syntezy i razem z IFN i 5-FU zwigksza¢ aktywnos$¢ TP
istotna w tworzeniu 5-FdUrd. Takimi substratami byty np. 5-etok-
sy-2’-deoksyurydyna i 5-propynyloksy-2’-deoksyurydyna. 5-FU
w potaczeniu z nukleozydem i IFN dziatat bardziej efektywnie
niz bez tych czynnikow i byt znacznie mniej toksyczny [34]. W
prezentowanej pracy aktywno$¢ enzymu byla podwyzszona w
cytosolu komorek raka endometrium o prawie 100% przez 5-bro-
mo 2’-deoksyurydyng i zsyntetyzowany 1-N-alliloksymetylo-5-
nitrouracyl. 5-fluorodeoksyurydyna, 5-jododeoksyurydyna oraz
2’-deoksyurydyna aktywowaly enzym rowniez istotnie staty-
stycznie. Aktywatory dziataty silniej w raku endometrium anizeli
w prawidtowym endometrium.

Opierajac si¢ na literaturze wydaje sig, ze spetniaty one rolg
kosubstratow [34]. Z drugiej strony jednak Drabikowska i wsp.
[19, 35] oraz Niedzwiecki i wsp. [17] stwierdzili, ze acyklonukle-
ozydy byty inhibitorami UP i nie hamowaty aktywnosci TP. Inne
syntetyczne acyklonukleozydy o potencjalnych wlasciwosciach
cytostatycznych i przeciwwirusowych roéwniez nie hamowaty
aktywnosci TP [36-39]. Pochodne alliloksymetylowe stosowane
w naszych badaniach sa acyklonukleozydami, ktore obnizaty ak-
tywnos¢ TP w migéniaku i mig$nidéwce macicy [20] oraz w pew-
nym stopniu w raku endometrium i endometrium prawidtowym, a
jeden z nich podwyzszat ta aktywno$¢ istotnie.

Poniewaz TP jest zaangazowana w proces aktywacji 5-FU
oraz jego pochodnych, wysoka aktywnos¢ enzymu moze korzyst-
nie wptywac na wzrost efektywnosci dziatania lekéw przeciwno-
wotworowych [40]. U pacjentow z wyzsza ekspresja TP w tkance
nowotworowe] uzyskuje si¢ lepsze efekty leczenia. Jednak nie
wszystkie badania to potwierdzaja. Rownowaga ryzyko/korzy$¢
migdzy angiogeneza a aktywacja lekow przeciwnowotworowych
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wydaje si¢ przesuwa¢ w kierunku wzrostu agresywnosci guzow
z pozniejszym spadkiem przezywalnosci pacjentéw mimo poda-
nia im pochodnych 5-fluorouracylu [41]. Sprzecznosci te moze
wyjasnia¢ fakt, ze odpowiedZ na leki przeciwnowotworowe jest
uzalezniona od wspoétdziatania wielu czynnikow. Dlatego tez wy-
soka ekspresja TP w guzach, jako pojedynczy czynnik nie jest
wystarczajaca do zagwarantowania powodzenia leczenia.

Dlatego tez, z powodu swojego podwojnego charakteru en-
zym ten jest obiektem intensywnych badan.

Opierajac sig na publikacji Ciccolini i wsp. fosforylazg tymi-
dynowa mozna nazwa¢ molekularnym Dr Jekyll i Mr Hyde [41].
Z jednej strony enzym ten bierze udzial w metabolizmie cyto-
statykow, dzigki czemu przyczynia si¢ do wzrostu wrazliwosci
komorek nowotworowych na terapi¢ lekowa, z drugiej strony
jednak, TP jest potencjalnym czynnikiem angiogennym chronia-
cym komorki nowotworowe przed apoptoza. Przeprowadzone
weczesniejsze nasze dos§wiadczenia wskazaly, ze TP w raku en-
dometrium jest czynnikiem angiogennym gdyz istniala korelacja
migdzy aktywnoscia TP, a wysoka ekspresja biatka TP/PD-ECGF
i gegstoscia mikronaczyn w guzie (art. w druku).

Whnioski

Zsyntetyzowany 5-bromo-6-acetyloaminouracyl, znacznie
hamowal aktywno§¢ TP w cytosolu komorek endometrialnych
prawidtowych i nowotworowych, co mogloby znalez¢ zastosowa-
nie w ograniczeniu angiogenezy raka endometrium. Zwiazkiem
znacznie podwyzszajacym aktywno§¢ TP w cytosolu komorek
endometrialnych nowotworowych byl zsyntetyzowany 1-N-alli-
loksymetylo-5-nitrouracyl, ktory moglby zwigkszy¢ wydajnos¢
terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem cytostatykow.

Whioski te musza by¢ potwierdzone przez analizg wigkszej
liczby przypadkoéw chorych na raka endometrium.
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