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Charakterystyka farmakologiczna i molekularna amifostyny

Ewa Gloc, Janusz Btlasiak

Amifostyna (WR2721; kwas S-2-[3-aminopropyloamino [-etylofosfotiolowy) jest analogiem cystaminy, stosowanym w terapii
przeciwnowotworowej w celu ochrony prawidlowych komdrek przed niepozgdanymi dziataniami chemioterapii. Amifostyna
zmniejsza objawy nefro -, neuro-, kardio-, mielo- i ototoksyczne dziatania lekow przeciwnowotworowych. Mechanizm
dzialania amifostyny jest zwigzany z jej wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, zdolnoscig do stabilizowania czgsteczki DNA
i inaktywacji zwigzkow elektrofilowych, udzialem w procesach naprawy DNA oraz w procesach apoptozy. Amifostyna jest
defosforylowana podczas transportu do komorki do formy aktywnej WRI1065, z udzialem blonowej fosfatazy alkalicznej.
Obserwowany nizszy poziom WR1065 w komorkach nowotworowych, w porownaniu z komdrkami prawidlowymi, jest
zwigzany z mniejszg aktywnoscig fosfatazy alkalicznej w tych komdrkach. Rowniez selektywny transport WR1065 do komdrek
wplywa na rézny mechanizm dzialania amifostyny w komorkach prawidiowych i nowotworowych.

Pharmacological and molecular characterization of amifostine

Amifostine (WR2721; S-2-(3-aminopropylamino)-ethylphosphorothioic acid) is an analog of cystamine used in cancer
therapy to reduce the adverse effects of oncolytic drugs in normal cells. It can diminish the nephro-, neuro-, cardio-, myelo-
and ototoxic effects of therapy. The mechanisms of the cytoprotective effects of amifostine include: scavenging of free
radicals, stabilizing and protecting the DNA by binding to it, participating in DNA repair, forming conjugates with electrophiles
and reducing cell death. Amifostine is dephosphorylated to its active form WR1065 by membrane-bound alkaline phosphatase.
The issuing selective uptake of WR1065 results from the lower concentration of this enzyme in malignant tissues, as compared
to their healthy counterparts. The different uptake of amifostine by healthu and cancer cells may also contribute to the
diversity of the action of this drug.

Stowa kluczowe: amifostyna, chemioterapia, dziatania niepozadane, biataczki
Key words: amifostine, chemotherapy, adverse effects, leukaemias

Wprowadzenie

Jednym z gtéwnych probleméw wspdlczesnej chemiotera-
pii sa dzialania niepozadane, czyli negatywny wplyw stoso-
wanych lekéw na komorki prawidiowe. Leki przeciwno-
wotworowe powoduja wystepowanie uszkodzen szpiku,
migSnia sercowego, nerek, uktadu nerwowego, bton §luzo-
wych, a czesto indukuja wtorne nowotwory. Toksycznosé
chemioterapeutykow w stosunku do tkanek prawidtowych
moze ograniczaé ich zastosowanie. Aby zapobiec szko-
dliwemu dziataniu lekéw stosuje si¢ rownolegle z tera-
pia przeciwnowotworowa zwiazki o charakterze ochron-
nym w stosunku do komérek prawidtowych. Zwigzkami
takimi sa witaminy, majace zdolno$¢ do usuwania wol-
nych rodnikéw, wytwarzanych podczas dziatania lekow
przeciwnowotworowych, jak réwniez zwiazki tiolowe,
wsrdd ktorych najwicksze znaczenie maja glutation
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(GSH), amifostyna, mesna (2-merkaptoetanosulfonian
sodu) i kardioksan.

Amifostyna (WR2721; ethiophos; Ethyol®) jest jed-
nym z ponad 4000 zwigzkéw, zsyntetyzowanych przez
Walter Reed Army Institute of Research w okresie ,,zimnej
wojny” w celu ochrony przeciwko skutkom promienio-
wania jonizujacego. Badania nad zwiazkami ochronnymi
pozwolily stworzy¢ profil substancji zabezpieczajacej przed
dzialaniem promieniowania. Miala to by¢ pochodna tiolo-
wa, posiadajaca dodatnio naladowang grup¢ aminowa
oraz wolna grupe — SH; najwieksza skuteczno$¢ dzialania
zwiazku byla osiagana, gdy byl on podawany przed ekspo-
Zycja na promieniowanie, jak rowniez w czasie ekspozycji;
ochronne dzialanie bylo proporcjonalne do dawki leku.
Takim zwigzkiem okazala si¢ amifostyna, ktéra w roku
1995 zostata zaakceptowana przez US Food and Drug Ad-
ministration jako lek stosowany w terapii przeciwnowotwo-
rowej w celu ochrony prawidiowych komoérek przed dzia-
faniami niepozadanymi chemio- i radioterapii.
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Metabolizm

Amifostyna (kwas S-2-[3-aminopropyloamino]-etylofosfo-
tiolowy; Ryc. 1) jest fosforylowanym prekursorem formy
aktywnej WR1065, zawierajacej wolna grupe tiolowa. De-
fosforylacja amifostyny odbywa si¢ na drodze hydrolizy
przebiegajacej spontanicznie w warunkach niskiego pH
lub z udziatem fosfatazy zasadowej. Nieenzymatyczna hy-
droliza amifostyny byla analizowana z zastosowaniem
spektroskopii rezonansu magnetycznego, chromatogra-
fii cieczowej z elektrochemiczng detekcja specyficzna dla
tioli oraz metoda spektrofotometryczna. Wyniki tych ba-
dan wskazuja, ze przebieg hydrolizy obejmuje przenie-
sienie protonu na atom siarki i powstanie formy WR1065
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Ryc. 1. Amifostyna

Figure 1. Amifostine

oraz metafosforanu (PO,). Reakcja ta zachodzi wylacznie
w pH=4, dlatego amifostyna jest hydrolizowana szybko
w niskim pH soku zotadkowego, gdzie jej okres poitrwa-
nia w fizjologicznej temperaturze wynosi 30,5 min [1].
Hydroliza enzymatyczna amifostyny zachodzi wylacznie
z udziatem fosfatazy zasadowej [2]. Ludzka i mysia izofor-
ma fosfatazy zasadowej ma optimum dzialania w pH 8-9
w przypadku, gdy substratem jest amifostyna. Fosfataza
zasadowa jest zlokalizowana na powierzchni biony cyto-
plazmatycznej, szczegdlnie w duzych iloSciach w komor-
kach §rodbtonka tetnic, komorkach nabtonkowych kana-
likow proksymalnych nerek i w mikrokosmkach jelito-
wych [2]. Aktywno$¢ fosfatazy w normalnych komoérkach
pluc jest 275 razy wigksza niz w komorkach nowotworo-
wych tego narzadu [3]. W aktywacji amifostyny ma zna-
czenie réwniez neutralne pH komoérek prawidlowych,
w ktorym aktywnoS$¢ fosfatazy alkalicznej jest wyzsza niz
w kwasnym Srodowisku guzdw [4]. Aktywacja amifostyny
zalezy takze od temperatury — przy temperaturze 0°C za-
chodzi konwersja 0,6% czasteczek amifostyny na godzing,
natomiast w temperaturze pokojowej reakcja ta zacho-
dzi 74 razy szybciej [1].

Metabolit amifostyny WR-1065 po hydrolizie jest
transportowany do komorki przez dyfuzje prosta [4]. Szla-
ki przemian amifostyny przedstawiono na Ryc. 2. Oprocz
gléwnego metabolitu amifostyny WR1065 pojawiaja si¢
inne zwigzki: disiarczek WR33278, mieszane disiarczki
WR1065-cysteina i WR1065-glutation oraz cysteamina.
Gtéwnymi metabolitami sa WR1065, a takze WR33278
oraz w mniejszym stopniu niebiatkowe disiarczki, ktoérych
rola w ochronnym dziataniu amifostyny nie zostafa okre-
§lona, ale prawdopodobnie wspomagaja dziatanie i trans-
port WR1065. Cysteamina jest metabolitem wykrywanym
we krwi w bardzo malych iloSciach u 0s6b zdrowych, nato-
miast u pacjentdw z nowotworami nie zanotowano obec-
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Ryc. 2. Metabolizm amifostyny [56]
Figure 2. Metabolism of amifostine

noSci tego metabolitu. Pochodne kwasu siarkawego i siar-
kowego sa farmakologicznie nieaktywnymi metabolitami
WR1065. Oprocz szlakow przedstawionych na rycinie,
WR-1065 moze by¢ takze substratem dla oksydazy diami-
nowej i w wyniku reakcji moga powstac: akroleina, nadtle-
nek wodoru i amoniak [5].

Farmakokinetyka

Amifostyna jest stosunkowo szybko metabolizowana
w krwi i tkankach. Czasy polowicznego rozpadu w surowi-
cy wynosza T1/2a < 1 min, T1/2f 8,8 min, a 90% leku jest
usuwane z surowicy w czasie 6 min. Badania nad tem-
pem metabolizmu amifostyny u myszy BALB/c wykazaly,
ze stezenie amifostyny 30 min po podaniu jest 10-krotnie
mniejsze w poréwnaniu ze stezeniem maksymalnym, ob-
serwowanym 5 min po podaniu. Metabolit WR1065 moze
by¢ z r6zna efektywnoscia transportowany do komorek
prawidiowych tkanek. Maksymalne st¢zenie wolnego tio-
lu w watrobie i nerkach 10 min po podaniu amifostyny
w dawce wynoszacej 365 mg/kg, rowne jest odpowiednio
965 i 2,195 umol/kg, podczas, gdy w sercu i jelicie
w 30 min po podaniu wartoSci te wynosza odpowiednio
739 1410 umol/kg [6]. Badania nad farmakokinetyka ami-
fostyny przy jednorazowym, dozylnym podaniu pacjen-
tom leku w dawce 150 mg/m2 w bolusie wskazuja na szyb-
kie usuwanie amifostyny z krwiobiegu, a Sredni klirens
dla surowicy rowny jest 2,17 L/min. Mniej niz 10% poda-
nego leku pozostaje w surowicy 6 min po podaniu, nato-
miast Srednie usuwanie amifostyny, WR1065, WR33278
z moczem wynosi odpowiednio 0,69, 2,64 i 2,22% w sto-
sunku do ilo$ci podanego leku [1]. Wyniki te potwierdza-
ja, ze amifostyna jest szybko defosforylowana przez fosfa-
taze zasadowa komorek §rodbtonka tetnic i komorek na-
btonkowych kanalikéw proksymalnych nerek. Szybki
metabolizm amifostyny jest zwigzany prawdopodobnie
z tym, ze nie tgczy si¢ ona z biatkami surowicy, co utatwia
wychwytywanie przez fosfataz¢ zasadowa. Badania nad
farmakokinetyka amifostyny u pacjentéw, u ktérych poda-
wano lek w 15-min wlewie w dawce 740 lub 910 mg/m?2 po-
twierdzaja szybki klirens amifostyny, przy czym maksy-
malne stezenie leku we krwi byto osiagane pod koniec
infuzji. Natomiast stezenie WR1065 we krwi osiagato



maksymalng warto$¢ po zakoficzeniu infuzji, i spadato 8-
-krotnie po 30 min od zakoficzenia podawania leku.
Stwierdzono rowniez r6zna dystrybucj¢ leku do tkanek.
Stezenie mierzone 15 min po podaniu dozylnym byto naj-
wyzsze w §liniankach i nerkach, nast¢pnie nizsze w ptu-
cach, watrobie, sercu, osoczu i §ledzionie. Amifostyna nie
ulegata natomiast dystrybucji do mozgu i rdzenia krego-
wego [7]. Czas utrzymania si¢ metabolitu WR1065 byt
réwniez rozny — najszybciej byt on eliminowany z ptuc
i skory, dalej z watroby, a w gruczotach §linowych wysokie
stezenie utrzymywalo si¢ przez 3 godz. Wykazano row-
niez, ze amifostyna ma zdolno$¢ przekraczania bariery
tozyska [8].

Badania in vivo i in vitro oraz zastosowanie kliniczne

W badaniach in vitro majacych na celu okre§lenie me-
chanizmu dziatania amifostyny wymagane jest dodawa-

nie do hodowli komoérkowych fosfatazy alkalicznej lub
10-20% nieinaktywowanej surowicy w celu aktywacji me-
tabolicznej leku. W takich warunkach WR1065 moze by¢
substratem dla oksydazy diaminowej, znajdujacej si¢ w su-
rowicy. W wyniku tej reakcji powstaja toksyczne zwiazki:
akroleina, nadtlenek wodoru i amoniak, pojedynczo lub
w kombinacjach, ktére moga wprowadzac artefakty w wy-
nikach badan. Wykazano, ze w warunkach ir vitro najko-
rzystniejsza jest ekspozycja komoérek na amifostyne 15
min przed zastosowaniem zwigzku toksycznego, co w pel-
ni odzwierciedla skuteczno$¢ podawania amifostyny pod-
czas stosowania w praktyce klinicznej [9].

Badania in vitro na zwierzgtach wykazaly ochronny
efekt amifostyny w przypadku wielu typdw nowotworéw
i terapii (Tab. Ii IT). Jednakze badania na myszach, ktore
maja zroznicowana czulo$¢ na amifostyne, zwiazane jest
z pewnymi problemami. Jest to widoczne w szerokim za-
kresie parametru LD, oznaczanym dla tych zwierzat

Tab. 1. Dzialanie ochronne amifostyny przed nefrotoksycznoScia cisplatyny
u szczuréw i myszy, a takze radiotoksycznoscia u myszy [55]

Table 1. Protective action of amifostine against nephrotoxic effects in rats
and mice as well as radioprotective effect of amifostine in mice [55]

Gatunek/Tkanka Metoda oznaczenia Dawka amifostyny (mg/kg) DMF
Szczur 100 1,3
200 1,7
Mysz 100 1,2
200 1,5
Mysz/
Uktad immunologiczny 1,8-3,4
Watroba 2,0-2,7
Migsnie 1,5-2,0
Pecherz moczowy 1,3-1,5
Szpik kostny Zywotnosé komorek macierzystych 200 2,3
LDy, 200 1,8
Pluca LD, 400 1.4
Uszkodzenia komorek II typu 400 1,2
Uszkodzenia komorek srodbtonka 400 1,2
Nerka Uszkodzenia tkanki lub masa narzadu 400 1,3
Slinianki Badanie przeptywu §liny 400 29
Przetyk LDy, (uszkodzenia ostre) 400 1,6
LDy (uszkodzenia przewlekle) 400 1,5
Jelito czcze Ilo$¢ zregenerowanych krypt 400 1,6-1,8
Okreznica Zywotnos§é komorek nabtonkowych 400 1,4-1,6
Prostnica Uszkodzenia stwierdzone histologicznie 400 1,3-1,4
Skora Uszkodzenia tkanki 200-500 1,2-1,6
Wiosy Utrata wlosow u 50% zwierzat 400 1,3

DMEF dose modification factor; czynnik ochronny, oznacza stosunek dawki cytostatyku lub promieniowania stosowanego z amifostyna do dawki bez
amifostyny, ktéry wywoluje oczekiwany efekt u 50% badanych zwierzat w okreslonym czasie. DMF > 1 oznacza dzialanie protekcyjne

Tab. II. Zahamowanie wzrostu guzéw u szczuréw leczonych cisplatyna i amifostyng (dni = SD) [57]

Table II. Inhibition of tumor growth in rats administrated with amifostine [57]

Guzy Cisplatyna Amifostyna
(5 mg/kg) (200 mg/kg)
Cisplatyna Cisplatyna
(5 mg/kg) (7,5 mg/kg)
3M2N (rak tuskowaty) 6,0+0,52 6,1+0,81 10,0+1,10
13762 (gruczolakorak) 8,3+0,37 7,9+0,66 12,6=0,91
R3230AC (gruczolakorak) 2,4+0,36 3,2+0,71 5,0+0,18
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i ktory wynosi od 550 do 1140 mg/kg [10]. Drugi problem
dotyczy zmian w uktadzie krazenia pod wplywem amifo-
styny. Lek ten powoduje rozszerzenie naczyf, w szcze-
gblnosci narzadéw brzusznych i powigkszenie §ledziony,
ktore jest proporcjonalne do dawki podawanego leku.
Maksymalne, dwukrotne powigkszenie jest obserwowa-
ne 1 godz. po podaniu amifostyny, podczas gdy $ledziona
powraca do normalnych rozmiaréw 2-3 godz. pdzniej
[11]. Amifostyna moze takze wywolywaé hipotermi¢ u my-
szy. Temperatura ciala zwierzgcia spada 5°C i 10°C w go-
dzing po podaniu dawki amifostyny odpowiednio 200
1 525 mg/kg. Hipotermia moze powodowaé opornos¢ ko-
morek nowotworowych na leki, takie jak cisplatyna, cyklo-
fosfamid, ktorych dziatanie jest zwigzane z efektywnym
metabolizmem, obnizonym w warunkach hipotermii. Na-
tomiast zwezenie naczyn krwiono$nych hamuje transport
leku do wszystkich obszaréw guza. W zwigzku z tym bada-
nia in vivo na modelu mysim moga dostarcza¢ wielu arte-
faktow i nie wyjaSnia¢ w pelni dziatania amifostyny.
Badania kliniczne, badania na zwierzgtach oraz ba-
dania in vitro pozwalaja jednakze stwierdzi¢ selektywne
ochronne dziatanie amifostyny w stosunku do prawidio-
wych komoérek szpiku kostnego [12], systemu odporno-
Sciowego [13], skory [14], jelit [15], Slinianek [16], watro-
by, nerek, miesni, ptuc [7] i pecherza moczowego [14],
natomiast nie wykazuje dzialania ochronnego w stosunku
do komoérek mozgu, rdzenia kregowego, jader, przetyku
i §luzowki jamy ustnej (Tab. I i IIT). Jest ona stosowana
w przypadku leczenia nowotwordw glowy i szyi [17], ptu-
ca [18], jajnika [19], szyjki macicy [20], piersi [21], prosta-
ty, pecherza moczowego, czerniaka [22], chtoniakéw, syn-
dromu mielodysplastycznego i biataczek [23, 24], a takze
w przypadku AIDS [25]. Amifostyna chroni przeciwko
takim dzialaniom niepozadanym chemioterapii jak: neu-
rotoksyczno$¢, zaburzenia stuchu, uszkodzenia nerek [26],
zapalenie btony §luzowej, plesnica [27], uszkodzenia ukta-

du migénio-szkieletowego, zapalenie jelita, kardiotok-
syczno$¢ [28] i mutagenno$¢ [29]. Stwierdzenie ochronne-
go dzialania amifostyny w badaniach in vitro i na zwie-
rzetach nie zawsze ma odzwierciedlenie w praktyce kli-
nicznej. Dyskutowana jest skuteczno$¢ amifostyny podczas
stosowania idarubicyny i innych antracyklin, alkaloidow
Vinca, a takze taksoidow, a w szczegdlnoSci paklitakselu,
ktory moze mie¢ dzialanie antagonistyczne do amifostyny
[23, 30]. Praktyczne stosowanie amifostyny jest rowniez
ograniczone, gtéwnie w zakresie nefrotoksycznosci, powo-
dowanej zwiazkami platyny i mielotoksycznosci, powstalej
po dziataniu zwiazkow alkilujacych.

Amifostyna moze roéwniez stymulowa¢ prawidiowe
komorki szpiku kostnego: mieloidalne komorki macie-
rzyste granulocytdéw, erytrocytow, makrofagdw i mega-
kariocytow (CFU-GEMM,; colony forming unit-granulocy-
te, erythrocyte, macrophage, megakaryocyte) oraz komorki
macierzyste erytrocytow (BFU-E; burst forming unit-eryth-
rocyte). Nalezy jednak podkre§li¢, ze amifostyna nie ma
wplywu na wezesne prawidiowe komdrki hematopoetycz-
ne [31]. Ochronny wplyw amifostyny na komorki prekur-
sorowe szpiku znalazl zastosowanie w oczyszczaniu szpiku
kostnego do przeszczepdéw autologicznych. Rowniez sto-
sowanie amifostyny po autologicznym przeszczepie szpiku
u chorych z guzami litymi znacznie zmniejsza czas poda-
wania plytek i antybiotykow oraz obniza temperature
[32]. Lek ten zmniejsza 10-krotnie wrazliwo$¢ komdrek
prekursorowych szeregu granulocytarno-makrofagowe-
go (CFU-GM) na dziatanie pochodnych cyklofosfamidu.
Wyniki badan klinicznych wskazuja réwniez, ze amifosty-
na moze stymulowaé erytro- mielo- i trombopoeze u pa-
cjentoéw z zespolem mielodysplastycznym (MDS) [33].

Amifostyna jest na ogdt dobrze tolerowana przez
organizm, ale pojawiaja si¢ skutki uboczne, takie jak:
nudno$ci, wymioty, drgawki, sennoS§¢, spadek ciSnienia
tetniczego krwi i zawroty glowy, z czego nudnosci i wymio-

Tab. II1. Amifostyna w badaniach przedklinicznych — wykorzystane komérki i leki [58]

Table III. Cells and drugs used in amifostine preclinical studies [58]

Komorki Lek
Linie komdrkowe: Bleomycyna
nowotwory jajnikow (PA-1, BG-1, A2780, 2780/S, 2780-CP79, OVCAR 3, OVCAR 10) Karboplatyna
ostra biataczka limfoblastyczna (REH CEM-CCRF/MOLT4) Cisplatyna
ostra bialaczka szpikowa Cytarbina
nowotwory piersi (CAMA) Doksorubicyna
widkniakomigsak Etopozyd

glejak
czerniak (SK-MEL, PAO1)
drobnokomdrkowy rak ptuca (ATCC, HTB-110, HTB-120)

Heteroprzeszczepy:

nowotwory piersi (MDA-MR-435)
nowotwory pluca

nowotwory jajnika

czerniak

Komorki macierzyste:
nowotwory piersi

nowotwory trzustki

nowotwory pecherza moczowego
nowotwory pluca

5-Florouracyl
4-Hydroperoksycyklofosfamid
Idarubicyna
Mafosfamid
Melfalen
Metyloprednizolon + etopozyd + ilmofosin
Mitomycyna C
Mitoksantron
Iperyt azotowy
Promieniowanie
Paklitaksel
Docetaksel
Winblastyna
Winkrystyna




ty sa bardzo czeste i nasilone, w zwigzku z tym amifostyna
uwazana jest za silny lek emetogenny [34]. Objawy ubocz-
ne czesciej obserwowane sa u kobiet, niz u me¢zczyzn. Na-
tomiast najlepsza tolerancje na lek obserwowano u dzie-
ci, w wypadku ktorych stosuje si¢ dawki amifostyny wyno-
szace nawet 2100 mg/m2. Jednym ze skutkéw ubocznych
dziatania amifostyny jest rowniez hipokalcemia. Znaczne
obnizenie wapnia w osoczu obserwowano okoto 4 godz.
po podaniu leku, podczas gdy powrdt do stanu wyjSciowe-
go nastgpowal po tygodniu. Amifostyna moze hamowaé
uwalnianie parathormonu, i na tej drodze prawdopodob-
nie powodowa¢ hipokalcemie [35]. Mimo licznych mozli-
wosci wystepowania skutkow ubocznych po zastosowa-
niu amifostyny do tej pory nie obserwowano powiktan
$miertelnych.

Mechanizm dzialania

Mechanizm dziatania amifostyny jest zwiazany z obecno-
Scig grupy tiolowej, ktéra stanowi miejsce aktywne cza-
steczki i dziafa jako czynnik usuwajacy lub przeksztalcaja-
cy w stabilne czasteczki wolne rodniki powstajace w ko-
moérce w wyniku dziatania lek6w przeciwnowotworowych
lub promieniowania (Ryc. 3) [36, 37]. Metabolit amifosty-
ny, WR-1065 jako tiol z wolng grupa — SH, wykazuje wia-
Sciwosci redukeyjne szczegdlnie w stosunku do rodnika
hydroksylowego [38]. Amifostyna powoduje zwigkszenia
aktywnoSci dysmutazy ponadtlenkowej, jak rowniez wply-
wa na aktywno$¢ reduktazy i peroksydazy glutationowej
oraz katalazy w watrobie szczuréw, ktorym podawano cy-
klofosfamid. Moze réwniez wplywaé na poziom nieenzy-

AMIFOSTYNA

Fosfataza
alkaliczna

WR-1065

Transporter.
poliamin

Metabolity

disulfidowe

Ryc. 3. Mechanizmy dziatania amifostyny w komorce prawidlowe;j
RFT - reaktywne formy tlenu; tk — kinaza tymidynowa [55]
Figure 3. Mechanisms of amifostine action in normal cells.

RFT - reactive axygen species, tk — thymidine kinase

matycznych antyoksydantéw oraz na zmniejszenie perok-
sydacji lipidow [39].

Podobnie jak naturalne poliaminy amifostyna ze
wzgledu na obecno$¢ dodatnio naladowanej grupy amino-
wej (+2 w formie tiolowej, +4 w formie disiarczkowej)
moze taczyC si¢ z ujemnie naladowanymi obszarami DNA
jadrowego i mitochondrialnego, co moze skutecznie bro-
ni¢ go przed uszkodzeniami wolnorodnikowymi [40]. Po-
za tym przytaczenie amifostyny stabilizuje fragmenty he-
lisy DNA, nie zwigzanej z histonami, co moze przyczy-
nia¢ si¢ do efektywniejszej naprawy uszkodzen DNA.
Charakter nukleofilowy amifostyny umozliwia takze jej
preferencyjne wiazanie si¢ z lekami i ich metabolitami
o charakterze elektrofilowym [41]. Zardwno in vivo jak i in
vitro amifostyna reaguje ze zwiazkami platyny, tworzac
z nimi kompleks po utracie grupy fosforanowe;j.

Tiole o charakterze antyoksydacyjnym, jak np. meta-
bolit WR1065, biora udzial w prawidiowych procesach
w komorce, takich jak reakcje redoks, modulowanie eks-
presji genéw biatek, zwiazanych z prawidiowym poten-
cjalem oksydo-redukcyjnym, synteza innych tioli i aktyw-
nos¢ enzymow. Ekspozycja komdrek Srodblonkowych na
WR1065 przez 30 min powoduje aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NFkB, jak rowniez aktywacje i kumula-
cje biatka p53, czemu towarzyszy zwigkszona ekspresja
cyklino-zaleznego inhibitora p21waf-1 [42, 43]. Ekspresja
genu kinazy tymidynowej zwigksza si¢ 3,5 razy w komor-
kach CHO, eksponowanych przez 4 godz. na WR1065
o stezeniu 40 uM [44]. Z drugiej strony amifostyna i jej
metabolity sa represorami genu c-myc [45]. Ponadto ami-
fostyna podawana wraz z cytostatykami moze powodo-
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wac redukcje apoptozy w prawidtowych limfocytach krwi
obwodowej pacjentéw oraz w szpiku kostnym [46], gdyz
moze by¢ inhibitorem kaspazy 3, jednego z biatek zwigza-
nych ze szlakiem apoptotycznym. Amifostyna moze
zmniejsza¢ aktywno$¢ kaspazy 3 nawet o 45% [47]. Hamo-
wanie apoptozy przez amifostyne i zatrzymanie cyklu ko-
moérkowego w fazie G1 jest zwigzane z aktywnym bial-
kiem p53 [43].

Ponadto amifostyna, podobnie jak inne tiole stoso-
wane w praktyce klinicznej (N-acetylocysteina, kaptopril,
cystamina), ma zdolno$¢ do chelatowania metali, takich
jak wapn, chrom, kobalt, magnez, cynk, otéw i bor. Tiole
te dziataja rowniez na enzymy zawierajace metale i moga
powodowac zmiany ich aktywnoSci. Enzymami tej grupy
sa metaloproteazy 2 i 9 zawierajace cynk — enzymy odgry-
wajace duza role w procesie metastazy. Amifostyna moze
rowniez wplywaé na procesy zwigzane z angiogeneza:
zmniejsza ilo§¢ naczyn, poziom mRNA czynnika wzrostu
Srodblonka naczyniowego VEGE, ekspresj¢ metalopro-
teazy 2 oraz zwigksza ekspresje plazminy [48].

Réwniez formy disulfidowe tioli biorg udziat w pro-
cesach komoérkowych, ze wzgledu na budowe podobna
do poliamin. Amifostyna jest inhibitorem transportu pu-
trescyny w komorkach ptuc szczurdw i jest substratem
dla oksydazy poliaminowej [49]. Formy disiarczkowe sg
transportowane do komorki aktywnie z udziatem trans-
porterdw poliamin, w przeciwienstwie do formy WR1065,
ktora jest transportowana na drodze dyfuzji prostej [50].
Disiarczek WR33278 jako analog spermidyny powoduje
zahamowanie transportu tej poliaminy do komdrki. Meta-
bolity amifostyny moga réwniez wplywac na aktywnos¢
enzymow zwigzanych z synteza i naprawa DNA. WR1065
jest inhibitorem egzonukleaz, a takze topoizomerazy Ila.
Ekspozycja komoérek na WR1065 o stezeniu 4 uM przez
30 min powodowata 50% zahamowanie aktywnosci tego
enzymu, ktore byto skorelowane ze zmniejszong fosfory-
lacja topoizomerazy [51]. Metabolity amifostyny biora
udzial w procesach naprawy poprzez taczenie si¢ bezpo-
$rednio z miejscem uszkodzenia, jak i z biatkami jadrowy-
mi. Poza tym wplyw amifostyny na aktywnos¢ topoizo-
merazy 11, biatka p21waf-1 oraz represje genu c-myc moze
w konsekwencji powodowa¢ zatrzymanie cyklu komor-
kowego w celu efektywniejszej naprawy uszkodzefi DNA,
zanim komorka rozpocznie mitoze. Podsumowujac, ami-
fostyna jest zaangazowana w wiele proceséw wewnatrz-
i zewnatrzkomdrkowych, takich jak procesy redoks, trans-
dukcja sygnatéw, ekspresja gendw, stabilno$¢ genomu,
aktywnoS$¢ enzymoOw, synteza i naprawa DNA oraz cykl
komoérkowy. W potaczeniu z jej zdolnoScia do zmiatania
wolnych rodnikéw oraz udziatem w naprawie DNA w che-
micznym procesie oddawania atomu wodoru (DNA +
R-SH = DNA + RS:) czyni to amifostyn¢ zwiazkiem
ochronnym i zapobiegajacym zachodzeniu wielu szkodli-
wych proceséw chemicznych.

Wplyw amifostyny na komorki bialaczkowe

Selektywne dziatanie amifostyny na komorki prawidto-
we jest zwigzane z wieloma czynnikami. Pierwszy z nich to

niska aktywno$¢ enzymu aktywujacego — fosfatazy alka-
licznej, w komorkach nowotworowych [2]. Komorki nie-
ktorych typdw bialaczek sa praktycznie catkowicie po-
zbawione tego enzymu. Poza tym w warunkach kwasnego
pH guzéw fosfataza zasadowa jest nieaktywna. Wyniki
niektoérych badan in vitro wskazuja, ze amifostyna moze
sama lub w polaczeniu z lekami przeciwnowotworowymi
wykazywac¢ dzialanie cytotoksyczne w komorkach biatacz-
kowych [52, 53]. Efekt ten moze by¢ zwigzany z trans-
portem metabolitéw amifostyny do komdrek nowotworo-
wych. Pochodna amifostyny disiarczek WR-33278 to ho-
molog sperminy (Ryc. 2), ktéry moze by¢ aktywnie
przenoszony do komorek prawidiowych przez transporte-
ry poliamin [54]. Poliaminy i ich pochodne, w tym zwiaz-
ki tiolowe, wplywaja na aktywacje niektorych genéw, zwia-
zanych z utrzymywaniem stabilnoSci komorki, chroniac
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Natomiast komorki
biataczkowe wykazuja wysoki poziom poliamin, przez co
nastepuje zachwianie rownowagi mi¢dzy aktywnym trans-
portem WR-33278 i bierng dyfuzja WR-1065. Wyzszy
poziom WR-1065 powoduje aktywacje enzyméw rozklada-
jacych poliaminy, a w konsekwencji obnizenie progu
apoptozy, gdyz w normalnych warunkach poliaminy zapo-
biegaja powstawaniu stresu oksydacyjnego.

W badaniach in vitro nad genotoksyczno$cia amifo-
styny i idarubicyny stwierdzono, ze wplyw amifostyny na
komorki biataczkowe jest zalezny od zmian genetycznych,
warunkujacych ich fenotyp biataczkowy. Preinkubacja
mysich komorek linii BaF3, transfekowanych genami ko-
dujacymi onkogenne kinazy tyrozynowe z amifostyna, po-
wodowata zwigkszenie poziomu uszkodzenh DNA w tych
komorkach, w poréwnaniu z komérkami poddanymi dzia-
faniu samej idarubicyny. Onkogenne kinazy tyrozynowe sa
to biatka fuzyjne, zwigzane z rozwojem rdéznych typow
biataczek, a kodujace je geny powstaja w wyniku translo-
kacji fragmentow gendw kinaz tyrozynowych oraz innych
genoéw. Wsrod onkogennych kinaz tyrozynowych najcze-
Sciej wystepujaca w bialaczkach jest biatko BCR/ABL.
Natomiast w przypadku komorek ludzkiej biataczki pro-
mielocytarnej linii HL-60, ktore charakteryzuja si¢ bra-
kiem aktywnoSci biatka p53, nie obserwowano wplywu
amifostyny na poziom uszkodzen DNA indukowanych
idarubicyna, nawet po zastosowaniu fosfatazy zasadowe;j
w Srodowisku reakcji. W przypadku prawidtowych limfo-
cytow oraz komorek kontrolnych, nietransfekowanych
BaF3 obserwowano obnizenie poziomu uszkodzenn DNA
pod wplywem amifostyny [36].

Amifostyna, jak juz wczeSniej wspomniano, ma zasto-
sowanie kliniczne w leczeniu r6znych typow bialaczek
i syndromu mielodysplastycznego, cho¢ dyskusyjna jest
sprawa jej skutecznoSci w przypadku stosowania antra-
cyklin, ktére zajmuja czotowe miejsce w chemioterapii
biataczek [23]. Z drugiej strony opisano przypadek sku-
tecznego zastosowania samej amifostyny w leczeniu ostrej
biataczki mieloblastycznej [24]. Roéwniez duze znaczenie
w terapii biataczek ma stosowanie amifostyny w oczyszcza-
niu szpiku kostnego i jej wplyw na komorki prekursorowe.



Podsumowanie

Liczne wyniki badan klinicznych, na zwierzetach i in vitro,
wskazuja na szerokie spektrum dziatania amifostyny, przy
stosunkowo duzej tolerancji na lek. Szczegdlnie intere-
sujace wydaja si¢ wyniki badan wskazujace na ztozony
mechanizm dzialania tego leku. Kontynuacja badafn moze
w przyszlosci potwierdzi¢ wysoka skuteczno$¢ amifostyny
jako zwiazku ochronnego w stosunku do komdrek prawi-
dlowych przeciwko niepozadanym dziataniom chemio-
i radioterapii, co moze umozliwi¢ zwigkszenie dawek sto-
sowanych chemioterapeutykow. Lek ten by¢ moze znaj-
dzie réwniez zastosowanie w zwiekszaniu skutecznosci
dziatania cytostatykow, a tym samym przyczyni si¢ do
skutecznoSci terapii przeciwnowotworowe;j.
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