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UuvoD

1.1 RAZDELITEV IN FUNKCIJA DRUZINE

ENCIMOV TOPOIZOMERAZ

POVZETEK

DNA-topoizomeraze sodijo v druzino encimov, ki
katalizirajo topoloske spremembe v molekuli DNA.
Med njimi je tudi DNA topoizomeraza lla, znana in
dobro validirana tar€a ve¢ protirakavih u¢inkovin, ki
jin uporabliamo za zdravljenje raka dojk, pljuc in pro-
state, sarkoma ter hematoloskih oblik raka. U&in-
kovine, ki zavirajo aktivnost topoizomeraze lla,
razdelimo glede na mehanizem delovanja v skupini
topoizomeraznih strupov in kataliticnih zaviralcev.
Topoizomerazni strupi stabilizirajo kovalentni kom-
pleks med DNA in topoizomerazo lla in tako spre-
menijo encim v mocan celi¢ni toksin, ki onemogoca
normalno delitev celic. Kar nekaj ucinkovin iz te sku-
pine pogosto uporabliamo v klini¢ni praksi, a je za-
radi nezelenih ucinkov, predvsem kardiotoksi¢nosti,
nujen nadaljnji razvoj zaviralcev tega encima. V no-
vejso skupino sodijo inhibitorji posameznih korakov
kataliticnega cikla DNA topoizomeraze lla. V pri-
spevku predstavljamo to pomembno tarco protira-
kavih ucinkovin in nekatere novosti na podrodju
razvoja zaviralcev v obeh razredih.

KLJUCNE BESEDE:
topoizomeraza lla, kataliticni zaviralci,
topoizomerazni strupi

ABSTRACT

DNA topoisomerases are a group of enzymes that
catalyze topological changes in DNA molecules.
Human DNA topoisomerase lla is a well known and
validated target of several anticancer drugs used in
therapy of breast cancer, lung cancer, prostate can-
cer, sarcoma, and haematological malignancies. To-
poisomerase lla inhibitors are, depending on their
mechanism of action, classified into two groups; to-
poisomerase poisons and catalytic inhibitors. Topo-
isomerase poisons stabilize the covalent complex
between DNA and topoisomerase, and in doing so
transform the enzyme into a potent cellular toxin.
Many poisons are currently in clinical use, but their
adverse effects, especially cardiotoxicity, necessi-

DNA topoizomeraze (topoizomeraze) sodijo v veliko sku-
pino encimoyv, ki spreminjajo topolosko obliko DNA. V gro-
bem jih razdelimo v dve skupini: tip |'in tip Il. Prve cepijo
eno verigo v dvoverizni DNA, druge pa cepijo obe verigi (1,
2). Glede na organizem, mehanizem cepitve in aminokislin-
sko zaporedije obstaja Se podrobnejSa delitev na posame-
zne druzine (preglednica 1).

tate the search for improved compounds. Catalytic
inhibitors belong to a new group of compounds that
can inhibit several steps of the topoisomerase lla
catalytic cycle. In this review, we present a brief
overview of the human DNA topoisomerase lla as

326 farm vestn 2015; 66




an important anticancer target and highlight some
of the advances made in the development of topo-
isomerase lla inhibitors.

KEY WORDS:
topoisomerase lla, catalytic inhibitors,
topoisomerase poisons

Cloveska topoizomeraza lIA se nahaja v dveh izooblikah:
ain B. Encima imata loCen genski zapis (70-odstotno uje-
manje aminokislinskega zaporedja) in se razlikujeta v veli-

Preglednica 1: Razdelitev znanih topoizomeraz (3)
Table 1: Classification of known topoisomerases (3)

kosti, afiniteti do razli¢nih topoloskih oblik DNA in izrazanju
v celicah. Alfa oblika je najbolj izrazena v hitro deleCih se
tkivih, beta oblika pa je izrazena bolj sistemsko. Njuna kon-
centracija se spreminja tudi med potekom celi¢nega cikla;
najvecja je v delecih se celicah, beta izooblika topoizome-
raze Il prevladuje v nedelecih in pomitoticnih celicah (4, 5).
Na sliki 1 so shematsko predstavljene topoloske spre-
membe, ki jih v DNA uvajajo topoizomeraze tipa Il, ki so
osrednja tema tega prispevka.

Topoizomeraze tipa Il so preko tvorbe kovalentnega kom-
pleksa z DNA sposobne sprosc¢ati dodatne zavoje, razple-

Druzina Ime topoizomeraze

Izolirano iz:

Bakterijska DNA topoizomeraza |

Bakterijska DNA topoizomeraza Il

Kvasovkina DNA topoizomeraza lll

IA Cloveska DNA topoizomeraza llla
Cloveska DNA topoizomeraza Il

Bakterijska in arhejska reverzna DNA giraza

Escherichia coli
Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae
Homo sapiens
Homo sapiens
Sulfolobus acidocaldarius

Bakterijska reverzna DNA giraza Methanopyrus kandleri
Evkariontska DNA topoizomeraza | Homo sapiens
B Poksivirusna topoizomeraza Vaccinia
Bakterijska DNA topoizomeraza V Methanopyrus kandleri
IC Arhejska DNA topoizomeraza V Methanopyrus kandleri

Bakterijska DNA giraza
Bakterijska DNA topoizomeraza IV
1A Kvasovkina DNA topoizomeraza Il
Cloveska DNA topoizomeraza lla
Cloveska DNA topoizomeraza I

Escherichia coli
Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae
Homo sapiens
Homo sapiens

1B

Arhejska DNA topoizomeraza VI
Rastlinska DNA topoizomeraza VI

Sulfolobus shibatae

Arabidopsis thaliana

razpletanje DNA

prepletanje DNA

razvozlanje DNA

vozlanje DNA

sproséanje dodatno
zvite DNA
_—
-«
uvajanje dodatnih
zavojev v DNA

Slika 1: Shematski prikaz topoloskih
sprememb, ki jih v DNA uvajajo
topoizomeraze tipa Il (6).

Figure 1: Schematical representantion of
the DNA topological changes catalyzed by
topoisomerases type Il (6).
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N konéni del:
-GHKL
-transducer

Centralni del:
-TOPRIM  /
-WHD
-tower

I';‘ DNA vrata

C konéni del: /'
-C rep 2
= C vrata

Slika 2: Kristalna struktura kvasovkine topoizomeraze tipa ll, ki je
strukturno podobna c¢loveski topoizomerazi lla, v kompleksu z
dvoverizno DNA (koda strukture, deponirane v bazi Protein Data
Bank (PDB): 4GFH) (7). DNA (kroglicni model) je obarvana sivo, en
protomer ¢rno in drugi protomer belo. Na sliki so oznacene tudi
posamezne proteinske enote in njihovi deli ter dimerizacijske
podenote (glejte mehanizem delovanja).

Figure 2: Crystal structure of the whole yeast topoisomerase Il
which is structurally similar to the human topoisomerase lla, in
complex with DNA (PDB structure: 4GFH) (7). DNA (spheres) is
depicted in grey, one protomer is shown in black and the other one
in white. Individual protein subunits and their parts, as well as
dimerization units (see mechanism of action) are also marked.

tanja in razvozlanja, kar je nujno za nemoten potek celicne
delitve in prepisovanja. Na tem mestu naj omenimo, da je
bakterijska topoizomeraza, DNA-giraza, edinstvena v svoji
sposobnosti glede na ostale predstavnike druzine, da v
DNA lahko uvaja tudi negativne zavoje (6).

1.2 STRUKTURA TOPOIZOMERAZE IIA

Tridimenzionalna struktura celotne ¢loveske topoizomeraze
lla Se ni znana, lahko pa na podlagi posameznih izkristali-
ziranih delov in homologije z drugimi topoizomerazami tipa
Il sklepamo o prostorski urejenosti proteina. V ta namen je
posebej uporabna kvasovkina topoizomeraza ll, za katero
so uspeli doloditi celotno strukturo v kompleksu z DNA
(slika 2) (7). Protein je homodimer in vsak protomer je raz-
delien na tri enote: N-kon¢no, centralno in C-konéno. N-
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koncni del, ki ga imenujemo tudi ATPazna domena, je se-
stavljen iz ATP-vezavnega mesta iz druzine encimov GHKL
(giraza, Hsp90, histidin-kinaza in MutL protein), in t. i.
transducer domene. Centralna enota vsebuje tri domene:
TOPRIM (Topoisomerase/Primase), WHD (winged helix
domain) in tower domeno. C-koncni del pa vsebuje C-rep
(8, 9).

MEHANIZEM DELOVANJA
TOPOIZOMERAZE IIA

Topoizomeraze lIA delujejo preko zapletenega vecstopeni-
skega mehanizma, pri katerem encim preko nadzorovane
asociacije in disociacije dimerizacijskih podenot (t. i. vrat)
cepi in usmerja premikanje molekul DNA, tako da pride do
prehoda ene verige skozi drugo. Topoizomeraza llA ima v
ta namen tri take podenote. N-vrata vklju€ujejo GHKL- in
ATP-vezavno mesto, pod DNA vrata sodita domeni TO-
PRIM ter WHD, C-vrata pa tvori konec C-repa (10).

Slika 3 prikazuje shemo celotnega kataliticnega cikla. V
prvem koraku se DNA (veriga G, gate) veze na DNA vrata
(N-vrata morajo biti odprta). V drugem koraku se na vsako
ATPazno domeno veze po ena molekula ATP, kar povzrodi
njuno dimerizacijo (zaprtje N-vrat) in s tem ujetje verige T
(transport). V tretiem koraku topoizomeraza cepi verigo G,
pri ¢emer Mg?+ ion sodeluje kot potrebni kofaktor. V Cetr-
tem koraku se veriga T prenese skozi novo nastalo cepitev
v verigi G. V petem koraku na verigi G potece religacija in
ena molekula ATP hidrolizira do ADP, kar povzro¢i odprtje
C-vrat. V Sestem koraku se veriga T sprosti z encima in C-
vrata se zaprejo. V sedmem in zadnjem koraku pride do
hidrolize druge molekule ATP in odprejo se N-vrata, veriga
G in dve molekuli ADP se sprostijo z encima in encim je
pripravljen na nov cikel (11, 12).

ZAVIRALCI
TOPOIZOMERAZE lla

Cloveska DNA topoizomeraza lla je dobro uveljaviiena
tarCa za zdravljenje Stevilnih oblik raka: raka plju¢, prostate,
dojk, krvotvornih tkiv in sarkoma. UCinkovine lahko glede
na mehanizem delovanja razdelimo v dve skupini: kataliti-
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¢ne inhibitorje, ki zavirajo Stevilne korake kataliticnega cikla,  in ze dobro uveljavljeni, drugi pa so novejsi in Sele na za-
int. i. strupe, ki po vezavi encim spremenijo v mocan celi-  Cetku svoje farmakoterapijske poti (1, 2).
¢ni toksin (od tod tudi ime strupi) (slika 4). Prvi so stargjSi

DNA veriga G
]

DNA veriga T
/ prepreéitev vezave
ﬁDP ' encima na DNA

©
®/’ N vrata
X N2

DNA vrata

C vrata

", e ATP
. vezava na vezavno
@ @ mesto za ATP

ae”
N
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zaviranje cepitve DNA

zaviranje hidrolize ATP '

stabilizacija kovelentnega kompleksa

Slika 3: Shema mehanizma delovanja topoizomeraze IIA z oznacenimi mesti, kjer delujejo znani inhibitorji (117)
Figure 3: Schematic representation of the topoisomerase lIA catalytic cycle. The known possible inhibition steps are also noted (11).

zaviralci topoizomeraz |l

kataliticni inhibitorji strupi

zaviranje zaviranje
cepitve DNA hidrolize ATP

preprecstev vezave)| (vezava navezavno (interkalatorji) (neinterkalirajoﬁa
encima na DNA mesto za ATP

nekovalentni kovalentni

Slike 4: Ena izmed razdelitev ucinkovin, ki delujejo na clovesko DNA topoizomerazo Il
Figure 4: One possible classification of human DNA topoisomerase Il inhibitors
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3.1 TOPOIZOMERAZNI STRUPI

Pri normalni rasti celic je kovalentni kompleks, ki se tvori
med DNA in encimom pri cepitvi verige DNA (slika 3, korak
3), kratkoziv in njegova prisotnost skorajda nezaznavna. V
ravnotezju je namre¢ religacija DNA bolj favorizirana kot pa
njena cepitev. Topoizomerazni strupi stabilizirajo ta kova-
lentni kompleks (slika 3, korak 4) in encim spremenijo v ce-
li¢ni toksin. Posledi¢no pride do trajnih prekinitev DNA, kar
povzro€i kromosomske premestitve in celicno smrt. Slika
5 shematsko predstavlja delovanje strupov.

Topoizomerazne strupe delimo na kovalentne in nekova-
lentne, slednje pa nadalje na interkalatorje in neinterkalira-
joCe spajine (1, 2). V preglednici 2 so zbrane ucinkovine, ki

jih uporabljamo v Sloveniji (13), in na sliki 6 so prikazane
strukture izbranih topoizomeraznih strupov.

3.1.1 Nekovalentni topoizomerazni strupi

NeinterkalirajoCe ucinkovine iz skupine nekovalentnih to-
poizomeraznih strupov se vezejo na sam encim in s tem
ovirajo njegovo delovanje, interkalatorji pa se vrivajo med
bazne pare molekul DNA in na ta nacin otezujejo religacijo

@).

Eden najbolj znanih neinterkalirajocih ucinkovin je etopozid
(1), polsintezni derivat podofilotoksina, nealkaloidnega li-
gnana iz razli¢nih vrst podofilov (Podophyllum sp.) (14). In-
dikacije za njegovo uporabo so drobno-in nedrobnocelicni

nekovalentni kompleks
DNA-topoizomeraza 11

cepitev
P — —
religacija

normalna celi¢na rast

kovalentni kompleks
DNA-topoizomeraza 11

stabiliziran
kovalentni kompleks

Vezava topoizomeraznega
strupa

kromosomska T
translokacija, —~——
apopotoza
trajno prekinjena
molekula DNA

Slika 5: Mehanizem delovanja topoizomeraznih strupov. Vezava strupa stabilizira kovalentni kompleks DNA topoizomeraza, kar vodi do trajnih

prekinitev v molekuli DNA in posledi¢no poskodb v celici (2).

Figure 5: Mechanism of action of topoisomerase Il poisons. Binding of a DNA poison stabilizes the DNA topoisomerase covalent complex,
which leads to permanent double-strand breaks and, consequently, cell damage (2).

Preglednica 2: Topoizomerazni strupi, ki jih uporabljamo v Sloveniji
Table 2: Topoisomerase poisons in use in Slovenia

U¢inkovina Indikacije Mehanizem
. rak testisov, rak plju¢, limfom, akutna mieloticna levkemija . L
etopozid (1) . . . . neinterkalirajoCi strup
(otroci in odrasli), horiokarcinom
doksorubicin (2) levkemija, limfom, sarkom interkalator
L sarkom mehkih tkiv, levkemija, hormonsko .
epirubicin (3) o interkalator
neodvisni rak prostate
idarubicin (4) akutna nellmfgblastna levkemija (9dras||), interkalator
akutna limfoblastna levkemija
mitoksantron (5) multipla skleroza, rak dojke, levkemija interkalator
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pliucni rak, neseminomatozni rak testisov, akutna mielo-
citna levkemija (pri otrocih in odraslih), Hodgkinov in ne-
Hodgkinov limfom ter horiokarcinom. Njegovo delovanie je
fazno specifi€no: deleCe se celice zaustavi v fazi S in zgod-
nji fazi G2 celiCnega cikla. V zelji po izboljSanju farmakolo-
Skih lastnosti (predvsem slabe vodotopnosti), so pripravili
predzdravilo etopozid fosfat; prosto OH skupino so zaestrili
s fosforjevo(V) kislino (15).

Najbolj znani interkalatorji so antraciklini doksorubicin (2) in
davnorubicin ter njuni analogi, epirubicin (3) (sterecizomer
doksorubicina), idarubicin (4) in pirarubicin. Antraciklini vse-
bujejo tetracikli¢ni sistem s kinonskim jedrom in pripetim
sladkorjem, davnozaminom. Planarna struktura jim omo-
goca vrivanje med bazne pare, hkrati pa pride Se do do-
datnih poskodb DNA, ker je osrednji obro¢ reaktiven in se
tvorijo radikali (16). Doksorubicin (2) uporabljamo pri zdra-
vlienju raka bezgavk, endometrija, plju¢, mehurja, Zelodca,
SCitnice, prostate, trebusne slinavke, levkemijah, sarko-
momu, pri Hodgkinovem in ne-Hodgkinovem limfomu,
Wilmsonovem tumorju ter rakavih boleznih neznanega iz-
vora. Indikacije za epirubicin (3) so limfomi, sarkomi mehkih
tkiv, raki Zelodca, pljug, jajénikov in hormonsko neodvisni

raki prostate. Idarubicin (4) je namenjen zdravljenju akutne
nelimfoblastne levkemije pri odraslih in je zdravilo drugega
izbora za akutne limfoblastne levkemije pri odraslih ter otro-
cih. Zaradi odstranitve metoksi skupine s tetraciklinskega
obroca je bolj lipofilen in bolje prodira v celice (16, 17). Z
mitoksantronom (5), antraciklinskim analogom z antraki-
nonskim skeletom, zdravimo akutno nelimfocitno levke-
mijo, napredovan rak dojke, hepatocelularni rak in
ne-Hodgkinov limfom. To uc¢inkovino uporabljamo tudi za
zdravljenje multiple skleroze (17, 18).

3.1.2 Kovalentni topoizomerazni strupi

Te spojine se preko redoks reakcij kovalentno vezejo na
encim in poSkodujejo celice. Njihovo delovanje je v prisot-
nosti reducentov zmanjsano. Sem sodijo tako kinonski me-
taboliti kot bioflavonoidi, na trziS¢u pa Se ni protirakavih
zdravil, ki bi delovale po tem mehanizmu (2). Znan pred-
stavnik kinonov je spojina 6, NAPQI (N-acetil-p-benzokinon
imin), metabolit paracetamola, ki nastaja v velikih koli¢inah
pri prekomernem odmerkih le-tega in mo¢no poskoduje
jetra (19). Med bioflavonoide sodijo Stevilne polifenolne
spojine, ki so del vsakodnevne prehrane in delujejo kemo-
protektivno. Eden izmed predstavnikov je spojina 7, epi-

“3"\/0 OH
0
0"
[§]
2409
0
[4]
=13 ! 00—
OH
1 2
etopozid doksorubicin

OH

Slika 6: Kemijske
strukture izbranih
strupov topoizomeraze

OH OH
0 ¢ lla
OH Figure 6: Chemical
6 7 OH structures of select
topoisomerase lla
idarubicin mitoksantron NAPQI epigalokatehin galat poisons
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galokatehingalat, ki je najpogostejsi polifenol v zelenem
¢aju. Opozoriti velja, da nosecnicam odsvetujemo uZivanje
z bioflavonoidi bogate hrane, ker se s tem lahko poveCa
tveganje za razvoj levkemije pri otroku (20).

3.2 KATALITICNI INHIBITORJI = NOVA IN
OBETAVNA SKUPINA ZAVIRALCEV
DNA TOPOIZOMERAZE lla

Zaradi nezelenih ucinkov strupov, predvsem karditoksi¢no-
sti pri molekulah iz skupine interkalatorjev ter pojava akutne
mielogene anemije pri neinterkalirajoCih strupih (21), se ra-
ziskave na tem podro&ju usmerjajo v nadaljnji razvoj in op-
timizacijo ucinkovin, ki bi zavirale topoizomerazo lla.
Kataliti¢ni inhibitorji so obetavna in raznovrstna skupina
spojin, ki lahko zavirajo Stevilne korake prej opisanega ka-
taliticnega cikla (slika 3); preprecijo lahko vezavo encima
na DNA, tekmuijejo za vezavo z ATP ter zavirajo cepitev
DNA ali pa hidrolizo ATP. Na sliki 7 so prikazane strukture
izbranih topoizomeraznih kataliticnih inhibitorjev.

Aklarubicin (8) je antraciklin, ki indirektno zavira topoizome-
razo lla; veze se na DNA in s tem onemogodi dostop en-
cimu do substrata (slika 3, kataliticni korak 1). Dokazali so
tudi, da stabilizira kovalentni kompleks pri topoizomerazi |,
torej je tudi topoizomerazni | strup (22, 23). Indiciran je pri
zdravlienju levkemije (24) in limfoma (25). Merbaron (9), tio-
barbituratni analog, prepreci cepitev verige DNA (slika 3,
katalitini korak 3), ne da bi vplival na vezavo encima na
DNA. Zacetni in vitro rezultati so bili obetavni, a druge faze

klinicnih testiranj ni prestal zaradi premajhne antitumorne
aktivnosti in tezav z nefrotoksi¢nostjo (11). Deksrazoksan
(10) je edini kataliti¢ni inhibitor v Klini¢ni uporabi v Sloveniji
(13). Deluje tako, da zavira hidrolizo ATP (slika 3, katalitiCni
korak 5) in s tem prepreci zaCetek novega katalitichega
cikla. Uporabliamo ga kot kardioprotektiv pri zdravijenju z
antraciklini (26). U&inkovin, ki bi se vezale na ATP-vezavno
mesto topoizomeraze lla, Se ni na trzis€u, toda na tem pri-
jemalis€u v zadnijih letih intenzivno potekajo raziskave (1).
Predstavniki tega razreda so derivati pirazolopirimidina (11)
(27), triazina (12) (28) in triazinona (13) (29) ter spojina na-
ravnega izvora, gambojska kislina 14, ki so jo izolirali iz dre-
vesa Garcinia hurburyi (30). Te ucinkovine preprecijo
vezavo molekule ATP (slika 3, kataliticni korak 2) in tako
zaustavijo kaskado konformacijskih sprememb, ki vodijo
do cepitve molekule DNA (1).

SKLEP

Rakave bolezni, ki predstavljajo enega izmed najpogostej-
Sih vzrokov smrti, so teZka ter obremenjujo&a bolezenska
stanja s kompleksnim mehanizmom nastanka. Topoizome-
raza lla je znana in validirana tar¢a mnogih zdravil v terapi-
jah stevilnih karcinomov. Kljub Stevilnim v terapijo uvedenim
spojinam so pogosti nezeleni ucinki, predvsem kardiotok-
si¢nost, in parenteralna aplikacija Se vedno problematicni.
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Slika 7: Izbrane strukture kataliticnih inhibitorjev ¢loveske DNA topoizomeraze lla
Figure 7: Selected structures of human DNA topoisomerase lla catalytic inhibitors
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Mnoga mesta v katalitiCnem ciklu topoizomeraz Se niso
dobro izkoris¢ena kot prijemaliS¢a ucinkovin, tako da
ostaja Se veliko potenciala za razvoj novih, do pacienta pri-
jaznejsih zdravil. Nedavno objavljene kristalne strukture in
mehanisti¢ne raziskave bodo gotovo v veliko pomog pri
optimizaciji obstojecih u€inkovin ter pri nacrtovanju in od-
krivanju novih molekul, predvsem iz skupine kataliti¢nih in-
hibitorjev, ki so Sele na zaCetku svoje farmakoterapijske
poti.
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