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Nizev objevu: Vliastnosti 5-azacytidinu

Pfedmé&t objevu:
1. Vlastnost 5-azacytidinu, spo&ivajici v cytostatickém, zejména antileukemickém plsobeni
u myS{ a &lov&ka, zaloZeném na z&sahu do biosyntézy nukleovych kyselin a bun&Znych bilkovin.

2. Vlastnost 5-azacytidinu podle bodu 1, spo&fvajic{ v zdsahu do biosyntézy nukleovych
kyselin, podmin&ném zabudovdnim S5-azacytidinu do molekuly nukleovych kyselin za nezbytného
spoluplisobeni enzymu uridinkinasy.

3. Vlastnost 5-azacytidinu podle bodu 1, spo&ivajic{ v z&sahu do biosyntézy nukleovych
kyselin, provdzend vznikem rezistence nddorovych bunék na cytostatické plsoben{ 5-azacytidinu,
podmin&n& poklesem aktivity uridinkinasy u rezistentnich buné&k.

4. Vlastnost 5-azacytidinu podle bodu 1, spo&ivajic{ v zdsahu do syntézy bun&&nych bilko-
vin, podmi{n&ném mechanismem jmenovanym v bod& 2 a rozpadem cytoplasmatickych polyribosomi.

5. Vlastnost S5-azacytidinu podle bodu 1, spo&ivajic{ v z&sahu do biosyntézy nukleovych
kyselin a bun&Znych bilkovin, podmin&ném n&kterym z mechanismi jmenovanych v bodech 2 a 4,
projevujici se z&stavou indukce jaternich enzymi a procesu jaterni regenerace.

6. Vlastnost 5-azacytidinu podle bodu 1, spo&Mvajici{ v zdsahu do biosyntézy nukleovych
kyselin a bun&&nych bflkovin, podmi{n&ném nékterym z mechanismi jmenovanych v bodech 2 a 4,
projevujic{ se v jatrech zvySenim aktivity enzymu uridinkinasy.



S-azacytidin je p¥irodn{f l4tka, kterd se vyskytuje v Yase Streptomyces ladakanus. Kromé&
toho je zndmd i jeji syntetickd& p¥iprava (Piskala A., Sorm F.: Collection Czech. Chem. Com-
mun., 29, 2 060-2 076, 1964; 3Sorm F., Piskala A.: Cs. patent &. 114 716). Z uvedeného piirod-
niho materi&lu byla izolovdna Hankou a spol. (Antimicrob. Agents Chemother., 619-624, 1966).

Objev se tyk& pfedeviim biologickych vlastnost{ 5-azacytidinu, které spo&ivaji zejména
v jeho cytostatickém pisobeni na rizné experimentdlni nddory (Vesely J., Sorm F.: Neoplasma
12, 3-9, 1965) a v jeho G&innosti antibakteridlni (Cihdk A., Sorm F.: Collection Czech. Chem.
Commun. 29, 2 091-2 102, 1964). Byly provedeny &etné preklinické a farmakologické studie,
ovéf¥eny stability 5-azacytidinu (Pithov4 P., Piskala A., Pitha J., Sorm F.: Collection Czech.
Chem. Commun. 30, 2 801-2 811, 1965), sledovén prib&h metabolickych pfemén této l&tky a jeji
osud v organismu a prokdz&na inkorporace této sloudeniny do riznych typt nukleovych kyselin
(Cihdk A., Vesely J., Sorm F.: Biochim. Biophys. Acta, 108, 516-518, 1965; Cihdk A., Tykva R.,
Sorm F.: Collection Czech. Chem. Commun., 31, 3 015-3 019, 1966).

V roce 1970 byl 5-azacytidin poprvé s lsp&chem pouZit p¥i 1é&b& 19 dét{ s leukemii
(Hrodek 0., Vesely J.: Neoplasma 18, 493-503, 1971). O 2 roky pozdé&ji byla vyraznd chemothe-
rapeutickd G&innost 5-azacytidinu potvrzena u 37 d&t{i s akutni myeloblastickou leukemii ve
Spojenych stdtech (Karon M., Sieger L., Leimbrock S., Finkelstein J. 2., Nesbit M.,

Swaney J. J.:Blood 42, 359-365, 1973), pfi¢emZ bylo pozorovdno 24 % Gplnych remisi. V dalSich
pracech (Vogle R. W., Arkun S., Velez-Garcia E.: Cancer Chemother. Rept. 58, 895-899, 1974)
byla vypracovdna nejvhodn&js{ forma klinické aplikace a latka byla s Uspéchem pouZita rovnéz
u 78 pacientl s akutn{ nelymfoblastickou leukemif (Saiki J.H., McCredie K.B., Vietti T.J.,
Hewlett J.S., Morrison F.S., Costanzi J.J., Stuckey W.J., Whitecar J., Hoogstraten B.: Blood
42, 2 111-2 114, 1978). Polet kompletnich remis{ doséhl 27 %.

S5-azacytidin se bé&Zné& pouZivd u akutni myeloblastické leukemie p¥ilemz polet remisi se
pohyboval kolem 30 %. P¥i srovndni 5-azacytidinu s 25 nejzndm&j&imi cytostatiky u spontdnni
my8{ leukemie, kterd je experimentdlnim modelem nejbliZ3im lidské leukemii se ukdzalo, Ze
pouze cytosin arabinosid a né&které alkylaminy mohou vést k lep3im vysledkim neZ 5-azacytidin
(Frei E., Schabel F.M., Goldin A.: Cancer Res. 34, 184-193, 1974). Na zaseddni Americké spo-
le¢nosti pro vyzkum rakoviny (Zubrod G.: Cancer Res. 38, 4 377-4 384, 1978) byl 5-azacytidin
oznalen spole&né s derivdty platiny za nejvyznaén&js{ novy kancerostaticky prepardt 70 let.
V disledku své G&innosti se 5-azacytidin stal standardnim lé&ivem klinické onkologické praxe,
a to pod komerénim ndzvem Ladakamycin. Souborné o klinickém pouZit{ 5-azacytidinu pojednédva
préce uvefejnénd v neddvné dob& v Sov&tském svazu (Vesely J., Cihdk A.: Voprosy ankologii
23, 65-72, 1977).

Krom& biologickych vlastnosti 5-azacytidinu podstata objevu spo&fv4d v zji%t&n{ jeho meta-
bolickych pfem&n v organismu. Soulasn€ s deaminac{ se 5-azacytidin fosforyluje a v prvé fazi
vznikd 5-azacytidin-5-monofosfat (Vesely J., Cihék A., Sorm F.: Biochem. Pharmacol. 17, 519
aZ 524, 1968). Tato reakce je katalyzovéna enzymem uridinkindzou, ktery neni{ p¥isn& substréi-
tové specificky a podil{ se na fosforylaci rovn&% strukturdlnfch analog uridinu a cytidinu
(Cihdk A., Rada B.: Neoplasma 23, 233-257, 1976). Vznikajfc{i 5—-monofosfdt S-azacytidinu je
dédle fosforylovdn a jako 5-trifosfd&t je posléze zabudovdn do molekul rlznych typd ribonukleo-
vych kyselin, pfedevSim transferovych a ribosomd&lnich RNA (Cihdk A., Vesely J., Sorm F.: Bio-
chim. Biophys. Acta 108, 516-518, 1965; Jurov&ik M., Raska K., Sormov4d Z., Sorm F.: Collection
Czech. Chem. Commun. 31, 3 370-3 376, 1965). Kli&ovou tlohu v tomto‘reakénim sledu vykazuje
uridinkinasa, kterd katalyzuje prvy stupefi a zahajuje tak vlastni sled metabolickych pfemén
5-azacytidinu.

Tato skutefnost je patrna rovné% ze studia zmé&n, k nimZ dochdz{ v prib&hu vzniku rezis-
tence organismu na 5-azacytidin (Cihdk A., Vesely J., Sorm F.: Biochim. Biophys. Acta 108,
516-518, 1965). Mechanismus vzniku rezistence byl studovdn u AKR my3{ s lymfatickou leukemif.
Bylo zjiSté&no, Ze rezistentni nddorové buniky vykazujf sniZené vyu?iti jak cytidinu, tak 5-aza-
cytidinu pro syntézu nukleovych kyselin (Vesely J., Cihdk A., Sorm F.: Inter. J. Cancer 2,



639-646, 1967). Postupny vznik rezistence leukemickych bun&k vi&i 5-azacytidinu byl provédzen
poklesem aktivity uridinkinasy v té&chto bunkdch, coZ brénilo pfem&né& S-azacytidinu na vlastni
biologicky @&innou formu, tj. vy33{i 5-fosfdty zabudované v dals{ f&zi do molekul nukleovych
kyselin (Vesely J., Cih&k A., Sorm F.: Cancer Res. 28, 1 995-2 000, 1968). Existuje p¥im4
zdvislost mezi zkrdcenim doby pfeZiti S5-azacytidinem léZenych zvi¥at a poklesem aktivity uri-
dinkinasy v leukemickych bufikdch, kterd je na druhé strané& provdzena zvySenim aktivity RNA
polymerdzy z té&chto bun&k (Vesely J., Cihdk A., 3Sorm F.: Cancer Res. 30, 2 180-2 186, 1970).
Uridinkinasa izolovan& z populace leukemickych bun&k rezistentnich na 5-azacytidin vykazuje
odlisné fyzikdln&-chemické vlastnosti neZ p¥isludny enzym z normdlnich leukemickych bunék
(Vesely J., Cihdk A., Sorm F.: Europ. J. Biochem. 22, 551-556, 1971).

Inkorporace 5-azacytidinu do riznych typd ribonukleové kyseliny (ddle RNA) je provdzena
sniZenou schopnost{ celuldrnich systéml syntetizovat bilkoviny. Tento jev je sekunddrni povahy
a je podmin&n zabudovdnim analoga do ribosomdlnich (Cih&k A., Veseld H., Sorm F.: Biochim.
Biophys. Acta 166, 277-279, 1968) a transferovych RNA (Kalousek F., Ra%ka K., Jurov&ik M.,
Sorm F.: Collection Czech. Chem. Commun. 31, 1 421-1 424, 1966). SouCasné po poddni S5-azacy-
tidinu dochdzi v jdtrech k rychlému rozpadu polyribosomi a k nahromad&n{i frakce obsahujici
monosomy a disomy (Cih&k A., Vesely J.: Collection Czech. Chem. Commun. 34, 910-918, 1969).
Obytek t&Z8ich polyribosomi, vystupujicich aktivn& pfi syntéze bilkovin, je v jatrech z&visly
na davce 5-azacytidinu a délce jeho pusobeni, pfifemZ maximdlni efekt byl pozorovadn za 4-8
hodin. Souasn& s rozpadem polyribosomi doch&z{ ke sniZen{ vazby transferovych RNA s navaza-
nymi aminokyselinami na polyribosomy, a to bez ohledu na jejich velikost (Cih&k A.,

Narurkar L.M., Pitot H.C.: Collection Czech. Chem. Commun. 38, 948-955, 1973). Pro stabilitu
polyribosomi je nutnd kontinudlni syntéza RNA. 5-azacytidin pusobi nejenom rozpad jiZ hotovych
polyribosomi, ale vede i k aberantnimu zrdni prekursorovych ribosomdlnich RNA (Reichman M.,
Penman S.: Biochim. Biophys. Acta 299, 173-175, 1973); Cih&k A., Weiss J.W., Pitot H.C.: Cancer
Res. 34, 3 003-3 009, 1974).

Zmé&ny v syntéze nukleovych kyselin, podmin&né zabudovdnim S5-azacytidinu, jakoZ i rozpad
cytoplasmatickych polyribosomi, provedeny aberantnim zrdnfm prekursorovych RNA, se projevuji
zdstavou induk&niho procesu v jdtrech. P¥isluZné studium bylo provedeno u enzymid v krysich
jdtrech a jako induktor poslouZily l&tky hormondln{ povahy i dietdrn{ faktory (Cihék A.,
Vesely J., Sorm F.: Biochim. Biophys. Acta 134, 486-489, 1967; Cih4dk A., Vesely J., Inoue H.,
Pitot H.C.: Biochem. Pharmacol. 21, 2 545-2 553, 1972; Cihédk A., Lamar C., Pitot H.C.: Arch.
Biochem. Biophys. 156, 176-187, 1973). Bylo prokdzé&no, Ze sniZeni{ aktivity nékterych induko-
vanych jaternich enzyml nastdvajic{ po aplikaci 5-azacytidinu neni{ provézeno pouze zéstavou
syntézy molekul enzymu de novo, ale i zmé&nami v rychlosti jeho degradace. Zv143t& markantné
se tento jev uplatnil u jatern{ tyrosin aminotransferasy, kde po poddni 5-azacytidinu do3lo
naopak aZ ke zvySeni enzymové aktivity (jev superindukce), a to v disledku sniZeni norm&lni
degradace enzymu, kter& provdz{ (Levitan I.B., Webb T.E.: J. Mol. Biol. 48, 339-348, 1970)
syntézu enzymu de novo.

Regenerujic{ jétra pfedstavuji model rychle proliferujic{, pivodn& klidové sav&{ tké&né.
Jde o model induk&niho procesu, na némZ byly jiZ v minulosti studovény zmé&ny v syntéze DNA,
kterd zde mi4 Casové pfesn& vymezeny prib&h (napf. viz Cihdk A., Rabes H.M.: Neoplasma 21,
497-518, 1974). Pfitom jsme zjistili, Ze poddnim 5-azacytidinu v riznych pfedopera&nich a
poopera&nich fdzich 1lze intenzitu a rychlost syntézy deoxyribonukleové kyseliny (ddle DNA)
v regenerujicich jatrech voliteln& modulovat (Cihdk A., Vesely J.: Collection Czech. Chem.
Commun. 34, 910-918, 1969; Cih&k A., Vesely J.: Biochem. Pharmacol. 21, 3 257-3 265, 1972;
Cihék A., Seifertovd M.: Inter. J. Cancer. 10, 20-27, 1972). Rovn&% v intaktnich krysich
jétrech lze opakovanym poddnim S5-azacytidinu zvyZit inkorporaci thymidinu-3H do DNA, avSak
v tomto pfipadé 3lo o analogem vyvolany pokles thymidinfosforyldzy, kterd se v prib&hu méfeni
podilela na 3té&peni podaného radioaktivnfho thymidinu (Cih&k A., Seifertovd M., Riches P.:
Cancer. Res. 36, 37-42, 1976). '

Podobné& jako v pfipadé zvySeni aktivity jaterni tyrosin ahinotransferézy, avSak odlisnym
&



mechanismem dochdzi po pod4dni S5-azacytidinu v jdtrech dosp&lych krys ke zvySeni{ aktivity uridin-
kinasy (Cih&k A., Seifertovd M., Vesely J.: Arch. Biochem. Biophys. 148, 400-406, 1972). Opako-
vané podadni této latky ve 24h intervalech m&lo po 4 dnech za ndsledek 6 aZ 8ndsobny vzrist
aktivity enzymu proti hodnotd&m u kontrolnich zvifat. Vzrist aktivity enzymu byl nezdvisly na
adrendlni sekreci, nebylo moZno jej ovlivnit Ffadou latek, které blokuji syntézu RNA a DNA

a rovnéZ polofas templdtové RNA pro uridinkinasu kontrolnich a analogem ovlivnénych zvifat

byl v obou pfipadech stejny (Cihdk A., Vesely J.: J. Biol. Chem. 248, 1 307-1 313, 1973).

Ke zvySen{ aktivity uridinkinasy dochdz{ po pod&ni 5-azacytidinu pouze v jatrech dospé&lych
zvifat, naopak v jdtrech embry{ mé&la aplikace 5-azacytidinu za nésledek sniZen{ aktivity

tohoto enzymu (Vesely J., Cih&k A.: Biochem. J. 133, 609-613, 1973).
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