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CYTOKININY, ICH AKTYWNOSC BIOCHEMICZNA
W PROCESACH PODZIALOW, STARZENIA SIE I
APOPTOZY KOMOREK LUDZKICH I ZWIERZECYCH

CYTOKININS, THEIR BIOCHEMICAL ACTIVITY IN DIVISION
PROCESS, AGEING AND APOPTOSIS IN HUMAN AND ANIMAL CELLS

Agata JABLONSKA-TRYPUC, Romuald CZERPAK

Zaktad Nauk Biologicznych, Wyzsza Szkota Kosmetologii i Ochrony Zdrowia
w Biatymstoku

Streszczenie: Cytokininy stanowia jedna z gtownych grup hormonow roslinnych. Stymuluja one procesy
anaboliczne, wzrost i podziaty komdrek. Pierwsza odkryta cytokining byta kinetyna, czyli N-6-furfury-
loadenina. Kinetyna jest waznym komponentem sciezki metabolicznej, ktéra umozliwia komoérce pozby-
cie si¢ nadmiaru wolnych rodnikow. Jest to odpowiedz na stres oksydacyjny. W komorkach roslinnych
we frakcji cytosolowej, mikrosomalnej i btonach tylakoidéw wystepuja biatka wigzace cytokininy — CBP
(ang. Cytokinin Binding Protein). Zwiazanie si¢ z nimi cytokininy indukuje okreslong odpowiedz fizjolo-
giczna. Kinetyna uwazana jest za silny inhibitor proceséw oksydacji i glikozylacji bialek i kwasow
nukleinowych in vitro. Jest ona silnym antyoksydantem, zar6wno in vitro jak i in vivo, opdznia procesy
starzenia si¢ ludzkich komérek w kulturach komdrkowych in vitro. Kinetyna wptywa na wzrost i ksztalt
komorek, tempo ich wzrostu, struktur¢ cytoszkieletu, syntez¢ makromolekut i zawartos¢ lipofuscyny.
Dziata ona korzystnie na skorg, poprawia funkcje barierowe warstwy kolczystej, zmniejsza utratg¢ wody
przez naskorek — TEWL (ang. Transepidermal Water Loss) i poprawia koloryt skory. Zaréwno kinetyna,
jak i jej rybozyd wykazuja cytotoksycznos¢ wzgledem komorek czerniaka. Kolejna cytokining jest
N-6-benzyloadenina. Wptywa ona gldwnie na podziaty komorek. Ma réwniez zdolnos¢ hamowania
niektorych ludzkich kinaz biatkowych, wlacznie z CDKs. Jest to wazne zwlaszcza w komorkach nowo-
tworowych. Pochodne benzyloadeniny stymuluja apoptoz¢ w komdrkach nowotworowych w réznych
typach nowotworow. N-9-benzyloadenina hamuje aktywno$¢ fosfodiesteraz (PDE). Ponadto w kultu-
rach fibroblastoéw wykazano, ze pochodne N-6-benzyloadeniny indukuja wydtuzanie komorek, ostabie-
nie ich ruchéw i zwigkszenie adhezji do podtoza.

Stowa kluczowe: cytokininy, kinetyna, benzyloadenina, hormony.

Summary: Cytokinins are one of the main group of plant hormones. They stimulate anabolic processes
and cells growth and divisions. First invented cytokinin was kinetin, N-6-furfuryloadenine. Kinetin is
important component of metabolic pathway, which enable cells to release excess free radicals. This is
response to oxidative stress. Cytokinin binding proteins (CBP) can be found in plant cells, especially in
cytosol, microsomes and thylacoid membranes. Cytokinins combined with CBP cause certain physiolo-
gical response. Kinetin is a strong inhibitor of proteins and nucleic acids oxidation and glycosylation in
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vitro. It is a strong antioxidant both in vitro and in vivo. It delays the onset of human cells ageing in cell
culture in vitro. Kinetin influences on cell growth and shape, rate of their growth, cytoskeleton structure,
macromolecules biosynthesis and lipofuscin content. It acts favorably on skin, enhances barier functions
of stratum corneum, decreases TEWL (Transepidermal Water Loss) and improves skin colour. Both
kinetin and its ribosides are cytotoxic to melanoma cells. Another cytokinin is N-6-benzyloadenine. It
influences mainly on the cell divisions. It can also inhibit some of human kinases, including CDKs (Cyclin
Dependent Kinases). It is important especially for cancer cells. Benzyloadenine derivatives stimulate
apoptosis in many types of cancer cells. N-9-benzyladenine inhibits phosphodiesterases (PDE) activity.
Furthermore, it was shown in fibroblasts culture that N-6-benzyladenine derivatives stimulate cells
elongation, decreasing of their movement and increase of their adhesion to medium.

Key words: cytokinins, kinetin, benzyladenine, hormones.

1. WSTEP

Jedna z gléwnych grup hormondw roslinnych stymulujacych procesy anaboliczne
oraz wzrost i podzialy komorek sg cytokininy. Stymuluja one cytokineze, kariokineze,
replikacje, transkrypcje, translacje oraz transport aktywny przez btony komorkowe.
Potwierdzone jest tez ich dziatanie hamujace aktywnos¢ enzymow, ktore rozktadaja
kwasy nukleinowe i biatka, czyli opdzniaja procesy starzenia si¢ komorek. Cytokininy
przyspieszaja takze procesy regeneracyjne tkanek oraz wydtuzaja cykl rozwojowy
komorek. Stymuluja biosynteze kwasoéw nukleinowych i tworzenie natywnej struktury
bialek. Wbudowujac si¢ w sasiedztwie antykodonu tRNA Iub w jego petli bocznej
oraz we fragmencie poliadenylowym mRNA przyspieszaja odczytywanie kodondw
znajdujacych si¢ w mRNA przez komplementarne antykodony zlokalizowane w tRNA
z przytaczonym aminokwasem. Oddzialuja réwniez na proces translacji na etapie
inicjacji i elongacji poprzez aktywacje syntazy aminoacylowej i aminoacylotransferaz.
Roéwniez korzystnie wplywaja na strukture chemiczna komponentéw bton komorko-
wych przyspieszajac biosynteze lipidow i protein blonowych oraz poliamin, fitosteroli
i cyklitoli.

Cytokininy sg pochodnymi zasady purynowej adeniny, w ktérej do grupy
aminowej znajdujacej si¢ przy atomie wegla C-6 przylaczony jest najczesciej
piecioweglowy, izoprenowy tancuch alifatyczny, a rzadziej aromatyczny podstawnik
benzylowy w roznych modyfikacjach chemicznych (ryc.1). W roslinach najpowszech-
niej wystepuja cytokininy z podstawnikami alifatycznymi, takie jak: zeatyna,
dihydrozeatyna i ich rézne modyfikacje z podstawnikami hydroksylowymi lub
metylowymi. Cytokininy z aromatycznym podstawnikiem benzylowym, takie jak
benzyloadenina, sa rzadziej spotykane. Do tej grupy zwiazkow zalicza si¢ rowniez
m- 1 o-topoling, czyli m- i o-hydroksybenzyloadenine. Znane sg syntetyczne analogi
cytokinin adeninowych, takie jak: N-6-farnezyloadenina, N-6-geranyloadenina i N-
6-furfuryloadenina (kinetyna), ktdra jest jedna z najbardziej aktywnych biologicznie
cytokinin. W komorkach roslinnych cytokininy wystepuja zwykle w postaci polaczen
N-glikozydowych lub w formie wolnych zasad. Jezeli wykrywane sa w postaci
potaczen N-glikozydowych, to zwykle z §-D-ryboza, rzadziej z B-D-glukoza, a
sporadycznie z 3-D-ksyloza z azotem w pozycji N6 lub N7. Laczac si¢ z ryboza
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RYCINA 1. Chemiczna struktura pospolitych wolnych form cytokinin pochodnych adeniny [13]
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N-6-(A-2-izopentenylo)adenina, i-6-Ade.
N-6-(y,y-dimetyloalliloamino)-puryna, (2iP) (syn.)

frans-zeatyna, zeatyna
N-6-(A-2-hydroksyizopentenylo)adenina (syn.)

cis-zeatyna

dihydrozeatyna.
N-6-(A-2-hydroksyizopentenylo)adenina

N-6-benzyloadenina, (BA)

N-6-(2-hydroksybenzylo)adenina
orto-topolina

N-6-(3-hydroksybenzylo)adenina
meto-topolina

N-6-furfuryloadenina, (FA).
kinetyna (syn.).

FIGURE 1. Chemical structure of common, free cytokinins, adenine derivatives [13]
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tworza rybozyd, a po przylaczeniu do niego kwasu ortofosforowego przeksztalcaja si¢
w mononukleotyd zwany rybotydem. Nukleotydy te wystepuja w sasiedztwie
antykodonu i petli bocznej tRNA, fragmencie poliadenylowym mRNA oraz w rRNA,
gdzie spehiaja one rolg regulacyjng o charakterze stymulujacym w procesie translacji.
Najwigksza aktywnoscia biologiczna charakteryzuja si¢ cytokininy w formie wolnych
zasad i polaczen rybozydowych. Stymulacyjna aktywnos¢ cytokinin zalezy przede
wszystkim od charakteru chemicznego podstawnika w pozycji N6. Aktywnosé
cytokinin z podstawnikiem alifatycznym jest uwarunkowana dtugoscia tancucha, liczba
i rozmieszczeniem w nim wiazan podwojnych oraz dodatkowo przylaczona grupa
hydroksylowa badz metylowa. Zeatyna jest przyktadem zwiazku, ktéry ma piecio-
weglowy tancuch pochodny izoprenu z wigzaniem podwdjnym w $rodku czasteczki i
przylaczona do czwartego atomu wegla grupa hydroksylowa. Wprowadzenie dodat-
kowych podstawnikdéw do cytokinin, np. do azotu grupy aminowej lub bezposrednio
do pierscienia purynowego wplywa niekorzystnie na ich dziatanie stymulujace procesy
biochemiczno-fizjologiczne. Cytokininy zawierajace podstawnik aromatyczny, (np.
N-6-benzyloadenina) badz heterocykliczny (np. kinetyna) wykazuja najwigksza
aktywnos¢ biologiczna wowczas, gdy maja tylko jeden jednoweglowy mostek alkilowy
przy azocie N6 grupy aminowej adeniny. Modyfikacje chemiczne w tej grupie
zwiazkdow, polegajace na wprowadzeniu do grupy aminowej, a zwlaszcza do pierscienia
zasady purynowej, dodatkowych podstawnikow, takich jak: chlorowce, grupy sulthydry-
lowe, azowe, aminowe lub inne, powoduje wytworzenie si¢ silnych wilasciwosci
antycytokininowych, hamujacych wzrost, podziaty i metabolizm komodrek. Wykazano
réwniez dzialania mutagenne tak zmodyfikowanych zwiazkéw [12, 13, 46].

2. STRUKTURA, WELASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE
I MECHANIZMY TWORZENIA SIE KINETYNY

Pierwsza wykryta i jak dotad najlepiej poznang cytokining jest kinetyna
(N-6-furfuryloadenina) (ryc. 2). Po raz pierwszy zostatla wyizolowana z DNA
plemnikow sledzi w 1955 r. i przez dlugi czas uwazano ja za artefakt powstajacy
w procesach przebudowy DNA. W 1996 r. stwierdzono wystepowanie kinetyny w
komercyjnie dostepnym DNA, w $wiezo wyekstrahowanym z ludzkich komorek
DNA, w ekstraktach z komoérek roslinnych i ludzkim moczu [3, 7, 37, 38].

Kinetyna jest zwiazkiem amfoterycznym o pKa wynoszacym 4 i 10. Jest ona
rozpuszczalna w stezonych kwasach, zasadach, czgsciowo w etanolu, butanolu,
acetonie i eterach, a praktycznie nierozpuszczalna w wodzie destylowanej. Sublimuje
w 220°C przy cisnieniu atmosferycznym (1013,25 hPa). Molekularna konformacja
kinetyny moze by¢ rozpatrywana w dwojaki sposob: poprzez strukturg reszty adeni-
nowej lub poprzez strukture grupy furfurylowej. Kat pomigedzy tymi dwoma struktu-
rami wynosi 79°. Poniewaz podstawnik przy N(6) jest znacznie oddalony od
pierscienia imidazolowego, wigzania wodorowe typu Watson-Crick nie sa obecne
w krystalograficznej strukturze zasady purynowej. Natomiast orientacja podstawni-
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kéw prowadzi do parowania zasad wg Hoogsteena

przez krystalograficzne centra inwersji i tworzenie J{' '\.\\
wiazan wodorowych N6-H...N7 i N9-H...N3, ktore w
rezultacie daja zasady purynowe potaczone w postaci
wstazki z wystajacymi pierscieniami furfurylowymi.
Odlegty uktad podstawnikow N(6) w stosunku do piers-
cienia imidazolowego jest podobny do innych N(6) N7
pochodnych adeninowych. Interesujaca konsekwencja
obecnosci wigzan typu Hoogsteena jest wigzanie wodo- k
rowe pomiedzy C(8)-H(8)...0(15) o 2.64A . Kazdy H'N
podstawnik na pozycji N1 znaczaco ogranicza wolna
przestrzen w konformacji wiazania N6-CH, z powodu RYCINA 2. Kinetyna — wz6r
sferycznegf) OdpyChan,ia tej p(,)zycji [>1 . lsstlrgll(}lgrl;ﬂ;y Kinetin — chemical

Znany jest fakt, ze adenina w wodzie o tempe- gy ycture
raturze pokojowej wystepuje jako mieszanina dwoch
izomerow: 7H (22%) i 9H (78%). W warunkach
kwasnych dwa tautomery: 7H i 9H sg uprotonowane w pozycji odpowiednio N3 i
N1. N(6) pochodne adeniny, takie jak kinetyna, w warunkach pH oboj¢tnego
wystepuja w postaci tautomeru 9H, natomiast w warunkach kwasnych zachodzi
przejscie do tautomeru 7H. Ta transformacja jest konsekwencja zmian dlugosci
wigzania i wartosci poszczegolnych katow w obrebie pierscienia adeninowego.
Podstawnik w pozycji N(6) adeniny indukuje pojawienie si¢ specyficznej aktywnosci
biologicznej, ktdra jest rezultatem zmian w budowie chemicznej i fizycznej zwigzku.
Z analizy krystalograficznej struktury kinetyny wiadomo, ze N1 nie jest zaangazo-
wany w tworzenie sieci wigzan wodorowych [16, 56, 58].

Analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas umozliwity zaproponowanie wyjas-
nienia mechanizmu formowania si¢ kinetyny in vivo (ryc. 3). Rezultaty ekspery-
mentow wskazuja na fakt, ze kinetyna jest waznym komponentem $ciezki meta-
bolicznej, ktéra umozliwia komdrce pozbycie si¢ nadmiaru wolnych rodnikow. W
ten sposob komorki neutralizuja szkodliwy wptyw produktow reakcji wolnorod-
nikowych, takich, jak furfural i odpowiadaja na stres oksydacyjny poprzez indukcj¢
mechanizméw obronnych i reperacyjnych. Identyfikacja kinetyny, ktéra jak dotad
wystepowata jedynie jako zwiazek syntetyczny w naturalnych czasteczkach DNA,
spowodowala pojawienie si¢ pytan dotyczacych wyjasnienia mechanizmu jej
powstawania na poziomie kwaséw nukleinowych. Struktura chemiczna N-6-furfury-
loadeniny sugeruje, ze reakcja reszty adeninowej DNA z furfuralem zachodzi tylko
w drodze syntetycznej. Jednakze dotychczas nie wyjasniono, w jaki sposob synte-
zowany jest ten aldehyd. Furfural jest dietetycznym mutagenem znajdujacym si¢ w
wielu produktach zywnosciowych, napojach (np. w kawie, bialym pieczywie) i
powstaje w procesie intensywnego podgrzewania cukrow. Jest on tez obecny w
fazie gazowej dymu tytoniowego w dos$¢ duzych ilosciach (rzgdu 45-110 mg na
papieros). Furfural zostat zidentyfikowany w ludzkim osoczu krwi, moczu, homoge-
nacie z serca i ekstraktach z kultur ludzkich osteoblastow [35, 45].
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RYCINA 3. Schemat syntezy kinetyny i jej rybozydu [2]
FIGURE 3. Schema of synthesis of kinetin and its riboside [2]
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Ostatnie wyniki badan wskazuja, ze furfural jako utleniona reszta cukrowa, jest
formowany podczas uszkadzajacych DNA reakcji utleniania. Glownym celem w
reakcji utleniania deoksyrybozy jest wegiel anomeryczny (C1), a jego hydroksylacja
dostarcza 5-metyleno-2-furanonu. Furfural byl rowniez identyfikowany wsrod
produktow reakcji metaloporfiryn z DNA [56]. Mechanizm tej reakcji wskazuje na
mozliwo$¢ tworzenia sie furfuralu w wyniku reakcji hydroksylacji zachodzacej przy
weglu C5 deoksyrybozy w DNA. Przewidywana ilos¢ furfuralu powstalego w
wyniku hydroksylacji C5 w stosunku do 5-metyleno-2-furanonu (hydroksylacja C1)
stanowi 15%. Rezultaty te wskazuja na to, ze furfural jest jednym z gltéwnych
produktow powstajacych wskutek reakcji wolnorodnikowych uszkodzen DNA [6].
Tworzenie si¢ furfuralu, a potem z niego kinetyny, jest tez dla komdrki swego rodzaju
»Sciezka ratunkowa” umozliwiajaca usunigcie wolnych rodnikéw z wnetrza komorki.
Obecnos¢ furfuralu w potaczeniu z resztami adeninowymi jako pierwszego produktu
utleniania deoksyrybozy sugeruje, ze degradacja reszt cukrowych jest jedng z glow-
nych Sciezek uszkodzen DNA, oprécz modyfikacji zasad kwasoéw nukleinowych.
Obserwacje te sq zgodne z nowym podejsciem do mozliwosci i potencjatu terapeuty-
cznego uktadu immunologicznego uwzgledniajacym tworzenie si¢ zasad Schiffa.
Czasteczki powstate wskutek tworzenia si¢ zasad Schiffa moga dziataé jako donory
grup karbonylowych i moga by¢ wyrazane na powierzchni komoérek prezentujacych
antygen. Dlatego wchodza one w interakcje z aminami na komoérkach receptorowych
T i dostarczaja sygnatéw stymulujacych do limfocytow T, ktore to sygnaly sa
niezbedne dla zapoczatkowania fosforylacji biatek. Aktualnie prowadzone sa badania
nad wyjasnieniem mozliwej roli furfuralu, ktory jest rowniez zasada Schiffa, w
uktadzie immunologicznym [8, 50].

Sugeruje sig, ze furfural tworzy polaczenia z adening w DNA, ktdre jest nastgpnie
odwadniane w niskim pH i powstaje kinetyna. Jest to zgodne z wczesniejszymi
obserwacjami reakcji furfuralu z DNA i oligonukleotydami bogatymi w AT, ktore
powodowaly destabilizacje drugorzedowej struktury DNA poprzez modyfikacje zasad
w DNA. Obecnos¢ N-6-furfuryloadeniny w DNA wskazuje na bezposrednie pola-
czenie pomigdzy utlenianiem deoksyrybozy i nowym typem modyfikacji zasad pury-
nowych. Kinetyna jest ubocznym produktem reakcji utlenienia, ktory powstaje w
wyniku reakcji reszty adeninowej z furfuralem, ktory jest z kolei glownym produktem
wolnorodnikowego utleniania DNA [8].

3. BIALKA RECEPTOROWE WIAZACE CYTOKININY

Biatka wiazace cytokininy — CBP (ang. Cyrokinin-binding Protein) zostaly
zidentyfikowane we frakcji cytosolowej, mikrosomalnej i btonach tylakoidow komdrek
roslinnych. Zwiazanie si¢ z nimi cytokinin inicjuje okreslong odpowiedz fizjologiczng
komorki. Jednym z takich bialek jest CKI-1 (ang. Cytokinin-independent 1) o masie
czasteczkowej 125 kDa i dlugosci fancucha polipeptydowego — 1122 aminokwasow.
Moze ono petni¢ role domniemanego receptora cytokinin [1]. Domena receptorowa,
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czyli miejsce wigzania cytokinin, to domena N-koncowa w zewnatrzblonowej petli
biatka CKI1, znajdujaca si¢ pomigdzy dwiema domenami transbtonowymi. Sktada
si¢ ona z 300 aminokwasow i1 zawiera 11 potencjalnych miejsc N-glikozylacji.
Domena pehiagca role enzymu kinazy histydynowo-asparaginianowej (czes$é
C-koncowa) oraz domena regulatora odpowiedzi znajduja si¢ wewnatrz komorki.
Po przytaczeniu cytokininy do domeny receptorowej nastepuje indukcja dimeryzacji
i autofosforylacji receptora. Aktywacji ulggaja kolejne biatka szlaku transdukcji
sygnatu i w koncowym etapie zachodzi indukcja ekspresji specyficznych genow [23,
28, 42, 53]. Kolejnym biatkiem jest biatko CRE1 (ang. Cytokinin Resistant 1). Gen
CREI koduje nietypowa hybrydowa kinaze histydynowa CREI, ktéora wykazuje
podobienistwo do sekwencji aminokwaséw biatka CRE1. Biatlko CRE1 ma dwie
C-koficowe domeny regulatora odpowiedzi, dwie katalityczne domeny kinazy
histydynowej i dwie transbtlonowe domeny flankujace zewnatrzkomorkowa domeng
N-koncowa. Stad tez biatko CRE1 moze pehi¢ role receptora i generatora sygnalu
transdukcyjnego, ktory pojawia si¢ w komorce po percepcji cytokinin [33]. Kolejne
biatka naleza do rodziny kinaz histydynowych AHK (ang. His Kinase in Arabido-
psis). Trzy kinazy histydynowe AHK2, AHK3 i AHK4 reguluja aktywnos¢
promotorow gendw ARR, ktére prawdopodobnie sa genami wczesnej odpowiedzi
na cytokininy i indukuja ich transkrypcje w protoplastach mezofilu [46, 57].

Kolejnymi sktadnikami szlaku transdukcji sygnatu cytokininowego sa biatka AHP
— fosfotransferowe bialka zawierajace histydyne (ang. His-containing Phospho-
transfer Proteins of Arabidopsis). Wchodza one w interakcje z hipotetycznymi
receptorami cytokinin (CKI1, CREI, rodzina biatek AHK) i funkcjonuja jako pomost
przenoszacy grupe fosforanowa miedzy resztami histydynowymi obecnymi w dome-
nie receptorowej (odbiorcy) hybrydowej kinazy a resztami asparaginowymi w
domenie biatka regulatora odpowiedzi [2, 24, 43, 46].

4. ROLA KINETYNY W PROCESACH OKSYDACJI
I GLIKOZYLACJI METABOLITOW

Kinetyna moze oddziatywa¢ na metabolizm komorek w dwojaki sposob. Po
pierwsze moze indukowaé syntezg enzymdw reperacyjnych, ktore usuwaja zmodyfi-
kowane zasady z tancucha DNA i ktdére sg zaangazowane w ochrong przeciwko
wolnym rodnikom i stresowi oksydacyjnemu. Po drugie tworzy zwiazki kompleksowe
z jonami miedzi (I), ktére aktywujg dysmutaz¢ nadtlenkowa. Kinetyna wykazuje
wlasciwosci antyoksydacyjne zaréwno in vitro, jak i in vivo. Chroni DNA komorek
przed oksydacyjnymi uszkodzeniami spowodowanymi gromadzeniem 8-oxo-dG
powstajacego wskutek reakcji Fentona. Hamuje tworzenie si¢ 8-oxo-dG w sposob
zalezny od dawki, z maksimum dziatania w stezeniu 100 uM [44]. Kinetyna hamuje
réwniez tworzenie si¢ pentozydyny — jednego z produktéw reakcji nieenzymatycznej
glikacji biatek i znacznie redukuje agregacje biatek podczas glikacji. Dlatego jest
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uwazana za silny inhibitor procesow oksydacji i glikozylacji biatek i kwasow
nukleinowych, zwlaszcza in vitro [60].

Utlenione biatka sg waznym czynnikiem w procesach starzenia, poniewaz sg one
produktami glikacji i oksydacji, ktore ulegaja znacznej kumulacji w komodrkach i
tkankach podczas starzenia. Glikacja prowadzi do wiazania reszt cukrowych do
wolnych grup aminokwaséw lub nukleotydow, natomiast glikoksydacja polega na
nastgpujacych po sobie reakcjach glikacji i oksydacji. Procesy glikoksydacji zacho-
dzace poza komorka sa procesami powolnymi, poniewaz ich szybko$¢ zalezy od
stezenia glukozy, ktdora jest najmniej reaktywnym cukrem. Natomiast procesy
wewnatrzkomorkowe zachodza duzo szybciej, poniewaz sa zalezne od wzrostu
wewnatrzkomorkowego stezenia bardziej reaktywnych czynnikow glikacji niz glukoza,
takich jak: pentozy (np. ryboza i arabinoza) oraz alfa-oksoaldehydy (np. glioksal).
W efekcie tych przemian powstaja zaawansowane produkty glikacji — AGEs (ang.
Advanced Glycation/Glycoxidation End Products), takie jak pentozydyna.
Stwierdzono, ze kinetyna hamuje procesy powolnej i szybkiej glikacji i glikoksydacji.
Hamuje ona takze procesy utleniania bialek oraz ich agregacje oraz dziata jako
antyoksydant katalizujacy reakcje prowadzone przez SOD i chroni przed stresem
oksydacyjnym wywolanym dziataniem askorbinianu. Zaréwno kinetyna, jak i adenina
wykazuja podobne dziatanie antyoksydacyjne, jednak kinetyna jest bardziej efektywna.
Wydaje sig¢, ze podstawnik furfurylowy w pozycji N6 jest wazny dla utrzymania
ochronnych wlasciwosci kinetyny. Paradoksalnie ten wlasnie podstawnik jest odpo-
wiedzialny za uszkodzenia spowodowane przez ROS i jednoczesnie wydaje si¢ by¢
odpowiedzialny za antyoksydacyjne wlasciwosci kinetyny [60].

Najpowszechniej obserwowana modyfikacja w DNA, ktéra jest uznawana za
marker oksydatywnych uszkodzen materiatu genetycznego, jest 8-oxo-dG. Ta
modyfikacja powstaje migdzy innymi w wyniku reakcji Fentona. W tym typie reakcji
generowane sg zwlaszcza rodniki hydroksylowe (*OH). Stwierdzono, ze kinetyna
znaczaco hamuje tworzenie si¢ 8-oxo-dG. Proces ten moze zachodzi¢ na dwdch
szlakach metabolicznych. Po pierwsze kinetyna moze zapobiegaé tworzeniu si¢
wolnych rodnikow hydroksylowych, a po drugie moze ona nie dopuszcza¢ do reakcji
tychze wolnych rodnikéw hydroksylowych z DNA. Moze ona wiaza¢ zelazo, ktore
wowczas nie moze by¢ wykorzystane w reakcji Fentona jako reduktor oraz nie moze
by¢ ono wiazane przez DNA. Kinetyna moze zachowywac sie jak pochtaniacz
wolnych rodnikdéw na dwa rézne sposoby, poniewaz wolne rodniki moga: bezposred-
nio wigza¢ woddr z atomu wegla wiazania aminowego kinetyny lub podlega¢ szybkiej
dysmutacji, ktora wynika z analogicznej do SOD aktywnosci kompleksu metal-
kinetyna. Tworzy ona kompleksy z miedzia (II), ktére maja aktywnos¢ analogiczng
Jak SOD. W systemach biologicznych jony O, odgrywaja podwdjna role w tworzeniu
ROS: poprzez reakej¢ Fentona, gdzie sa zamieniane w H O,, ale tez poprzez ich
dziatanie jako reduktory dla wolnych jonoéw zelaza lub biatek wiazacych zelazo i
dostarczajacych je dla reakcji Fentona. Dzieki aktywnosci kompleksow kinetyny i
Cu(Il) usuwany jest nadmiar jonow O, i mniej jest Fe?" dostepnego dla reakcji
Fentona [4, 44].
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S. ZNACZENIE KINETYNY W PROCESACH STARZENIA SIE
KOMOREK

Kinetyna jest pierwszym stabilnym ubocznym produktem powstajacym wskutek
uszkodzenn DNA, majacym potwierdzone wlasciwosci cytokininowe i przeciw-
starzeniowe zwiazane z procesami oksydacyjnymi zachodzacymi w komorkach.
Opoznia ona procesy starzenia ludzkich komorek in vitro, a takze powoduje spowol-
nienie rozwoju owaddéw i wydluza ich cykl zyciowy [51, 52]. Kinetyna dziala
stymulujaco na aktywnos$¢ niektorych genéw w kulturach ludzkich fibroblastow.
Zmiany, jakie mozna zaobserwowa¢ po jej dziataniu stymulujacym, to przede
wszystkim wzrost wrazliwosci chromatyny na hydroliz¢ kwasowa, co zwiazane jest
ze wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej oraz ilosci DNA w jadrze komorek
fibroblastowych. Kinetyna w stezeniu 40200 M powoduje opoznienie charakte-
rystycznych zmian komérkowych i biochemicznych zwiazanych z procesem starzenia
si¢ w kulturach komorkowych fibroblastow [31, 38, 48]. Zmiany te zwiazane sa z
wplywem kinetyny na ksztatt komorek, ich tempo wzrostu, strukture cytoszkieletu,
syntez¢ makromolekut i zawarto$¢ lipofuscyny. Gromadzenie si¢ w komodrkach
lipofuscyny i ceroiddw zwigzane jest z postepujacym wraz z wiekiem zaburzeniem
réwnowagi pomigdzy procesami generacji ROS i zdolnos$ciami antyoksydacyjnymi
komorki. Przewaga procesow oksydacyjnych powoduje akumulacje¢ utlenionych bialek
i thuszczow oraz produktow glikacji, takich jak pentozydyna. Dziatanie antyceroidowe
kinetyny moze wynika¢ z jej wlasciwosci antyoksydacyjnych. Wszystkie zmiany
zachodza bez potencjalnych szkodliwych efektow, takich jak: zaburzenia normalnego
cyklu zyciowego komorki, niekontrolowanego wzrostu i proliferacji komoérek oraz
stymulacji kancerogenezy [17].

Przeciwstarzeniowe dziatanie kinetyny zostato réwniez potwierdzone dla komoérek
srddbtonka skornego. Podawanie kinetyny spowodowalo wzrost ekspresji miozyny i
aktyny — biatek cytoszkieletu. Cytokinina aktywowata rowniez proliferacje komorek,
opdzniata starzenie si¢ komorek srodblonkowych i stymulowata ich zdolnosci prolife-
racyjne i metaboliczne [32].

Stwierdzono réwniez pozytywne dziatanie kinetyny w profilaktyce zakrzepicy
tetniczej. Dziala ona przeciwwolnorodnikowo i przeciwzakrzepowo. W stezeniu
50-150 uM wykazuje dziatanie hamujace agregacje plytek krwi, hamowanie mobili-
zacji wewnatrzkomorkowego wapnia i rozpadu fosfoinozytolu w plytkach stymulo-
wang przez kolagen, a takze hamowanie tworzenia tromboksanu A2 stymulowana
réowniez przez kolagen i kwas arachidonowy oraz znaczaco wzmaga syntezg cAMP.
Szybka fosforylacja bialek plytkowych, ktora oznacza zwigkszona aktywnos¢ kinazy
biatkowej C, jest stymulowana przez kolagen, a hamowana przez kinetyne. Wydaje
sig, ze efekt dziatania kinetyny wynika z zahamowania aktywacji fosfolipazy C,
inhibicji tworzenia tromboksanu A2 i wzrostu syntezy cAMP, co zachodzi zaraz po
spadku stezenia wewnatrzkomdrkowego wapnia i aktywnosci kinazy biatkowej C.
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Stad wynika, ze kinetyna ma efektywne dziatanie przeciwzakrzepowe i jest
potencjalnym srodkiem terapeutycznym w zakrzepicy tetniczej [21, 54].

Kinetyna odwraca réwniez alternatywny splicing pre-mRNA IKBKAP, ktory jest
odpowiedzialny za tworzenie si¢ rodzinnej dysautonomii. Choroba ta jest wywoly-
wana przez mutacj¢ w intronie 20 IKBKAP, w efekcie ktorej powstaje unikalny,
specyficzny dla tkanki wzor pominigcia egzonu. Kinetyna znaczaco zwigksza
wlaczanie egzonu 20 zaréwno z endogennego genu, jak i z minigenu IKBKAP. Jezeli
dalsze eksperymenty potwierdza skuteczno$¢ kinetyny, to moze by¢ ona rozpatry-
wana jako srodek zapobiegawczy przeciwko wzrostowi poziomu normalnego IKAP
w rodzinnej dysautonomii i w innych zaburzeniach splicingu o podobnym mechanizmie
dziatania [55].

Kinetyna jest pomocna w usuwaniu uszkodzen skéry spowodowanych nadmierna
ekspozycja na promienie UV. Poprawia ona struktur¢ skéry i powoduje, ze wiokna
kolagenowe i elastynowe odzyskuja wilasciwg gestos¢ utkania oraz zmniejsza
nadmierng pigmentacj¢ skory. Nawet bardzo niskie dawki kinetyny moga by¢
dermatologicznie efektywne, a skuteczno$¢ jej dziatania zalezy w znacznym stopniu
od czasu stosowania. Badania potwierdzaja, ze hormon ten poprawia funkcje bariero-
we warstwy kolczystej skory (stratum corneum), zmniejsza TEWL (ang. Trans-
epidermal Water Loss) i poprawia koloryt skory, rowniez poprzez zmniejszenie
istniejacych przebarwien. Wykazano, ze zwiazek ten nie powoduje powstawania
alergii lub zmian skérnych nawet w przypadku wrazliwej skory [11, 22, 29, 59, 63].

6. ROLA KINETYNY W APOPTOZIE KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

Sama kinetyna, jak i jej rybozyd wykazuja cytotoksycznos¢ wzgledem komorek
czerniaka. Jednak kinetyna wykazuje IC,  (IC,  oznacza taka koncentracj¢ produktu,
przy ktorej 50% komorek jest zdolnych do tworzenia klondw) 100 razy wyzsza niz
rybozyd kinetyny. Dlatego tez rybozyd jest bardziej wskazany do stosowania przeciwko
czerniakowi. W celu zniszczenia komorki lub prewencji tworzenia si¢ kolonii niezbedna
jest obecnos$¢ wiazania czesci furfurylowej z czgscia purynowa [18].

Stwierdzono, ze niektore rybonukleozydy znaczaco indukuja apoptoze w komor-
kach HL-60. Sa to: adenozyna, N-6-dimetyloadenozyna, N-6-(2-izopentenylo)-adeno-
zyna i N-6-dimetyloguanozyna. W badaniach in vitro nad modulowana apoptoza
sposrod modyfikowanych rybonukleozydow najwigksza aktywnos¢ wykazaty:
N-6-izopentenylo-2-adenozyna, N-6-dimetyloadenozyna, izopentenylo-6-adenozyna
[36]. Cytokininy w formie rybozydow wykazuja duzy potencjat inhibicji wzrostu i
indukcji apoptozy w komorkach biataczki szpikowej (komorkach HL-60). Moga one
dziata¢ bezposrednio jako antyoksydanty lub posrednio jako regulatory aktywnosci
antyoksydantow. Te ich cechy pozwalaja zrozumie¢, dlaczego cytokininy maja
aktywnos$¢ indukujaca réznicowanie komorek bez indukcji apoptozy. Cytokininy w
postaci nukleozyddéw maja taka sama aktywnos¢ indukujaca réznicowanie komorek,
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jak wolne cytokininy w komorkach bialaczki szpikowej. Cytokininy w formie rybozyddw
indukuja powstawanie zaburzen w funkcjonowaniu mitochondriéw, podczas gdy wolne
cytokininy chronig przed tymi zakldceniami oraz przed apoptoza komorki nowotworowe.
Rybozydy cytokininowe znaczaco redukujg zawartos¢ wewnatrzkomérkowego ATP i
zakldcaja potencjal blony mitochondrialnej oraz akumulacje ROS, podczas gdy wolne
cytokininy nie wykazuja takiej aktywnosci. Komorki inkubowane z cytokininami w formie
rybozydéw w obecnosci zwigzku pochlaniajacego wolne rodniki tlenowe, antyoksydanta
oraz inhibitora kaspazy wykazywaty zahamowanie apoptozy i wzmozenie réznicowania
komorek. Wyniki badan Honma Y. i Ishii Y. z Saitama Cancer Center Research
Institute w Japonii wskazuja na fakt, ze cytokininy indukuja réznicowanie granulocytarne
komoérek HL-60, natomiast rybozydy cytokinin indukuja apoptoze w komoérkach nowo-
tworowych. Wyniki badan pochodzace z wyzej wymienionego osrodka wskazuja na
korelacj¢ miedzy stymulujacym dziataniem cytokinin na réznicowanie komorek w
roslinach, a mechanizmem ich dziatania w procesie réznicowania si¢ komorek biataczki
szpikowej [20, 25].

Kinetyna w postaci rybozydéw stymuluje w komodrkach nowotworowych proces
apoptozy. Wplywa ona takze na regulacj¢ Bad i Bak oraz Bcl-2 w komorkach Hela.
Rodzina biatek Bcl-2 to grupa bardzo waznych w apoptozie czynnikow. Interakcja
migdzy czynnikami: antyapoptotycznym i proapoptotycznym stwarza podstawy
modulowania programowanej Smierci komorki. Dysregulacja biatek Bcl-2 prowadzi do
obumarcia komoérek lub nadmiernej ich proliferacji, takiej jaka charakteryzuje choroby
neurodegeneracyjne lub nowotwory. Mimo ze mutacje wsrod biatek Bel-2 sg rzadkie
w nowotworach, to jednak stwierdzono w komodrkach rakowych antyapoptotyczne
czasteczki, takie jak Bcl-2 lub Bel-XL. Rybozydy kinetyny powoduja mitochondrialne
dysfunkcje poprzez stymulacje¢ proapoptotycznych biatek Bad i Bak i inhibicjg¢ anty-
apoptotycznych biatek Bel-2 i BeIXL. To z kolei powoduje uwolnienie cytochromu ¢
i aktywacje kaspazy-3, co jest bezposrednia przyczyna smierci komodrek rakowych.
Dlatego tez rybozydy kinetyny sa rozwazane jako potencjalny lek antynowotworowy,
zwlaszcza przeciwko czerniakowi zlosliwemu [10]. Wykazano rowniez, ze inne analogi
chemiczne zasady purynowej z czgscia rybozydowa sa efektywne w inhibicji zarowno
wezesnych, jak i péznych faz procesu angiogenezy [47].

7. WPLYW N-6-BENZYLOADENINY NA PODZIALY KOMOREK

N-6-benzyloadenina (BAP) i jej pochodne sa aktywnymi i fatwo dostgpnymi
substancjami stymulujacymi wzrost i metabolizm roslin (ryc. 4). Zaliczane sa do grupy
hormonéw roslinnych — cytokinin. Przez dlugi czas byly uwazane za zwiazki
wylacznie syntetyczne, jednakze zostaly one wykryte w tkankach roslinnych. Zwiazki
nalezace do tej grupy reguluja wiele procesow biochemicznych na poziomie komdrko-
wym, ale najwigkszy wpltyw maja na podzialy komorek. W cyklu komoérkowym sa
zaangazowane w regulacje przejs¢ z fazy G1/S i G2/M. Zwigkszaja ekspresj¢ genu
CYCD3, ktory koduje cykliny typu D. W komorkach zwierzecych aktywnos¢ cyklin
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D jest regulowana przez wiele czynnikdw wzrosto-
wych, ktore odgrywaja kluczowa role w regulacji
cyklu komdrkowego, zwlaszeza fazy G1 [15].
Bardzo wazna wlasciwoscig cytokinin pochodnych
BAP jest ich zdolnos¢ do hamowania niektorych ludzkich
kinaz biatkowych w sposdb niespecyficzny, wlacznie z
CDKs (ang. Cyklin Dependent Kinases). Kinazy
CDK sa regulatorami roznych faz cyklu komérkowego HN
komorek eukariotycznych. Regulacja cyklu komorko-

wego i wzrost nowotwordw sa ze soba scisle zwigzane. N
Niewlasciwa ekspresja lub mutacje pojawiajace sie w N \
genach kodujacych kinazy cyklino-zalezne (CDKs), | >
cykliny badz inhibitory kinaz cyklino-zaleznych sa >~ N
odnajdywane w wielu typach nowotworow. Dodatkowy N H

podstawnik w miejscu C2 lub N9 czasteczki BAP .

. e . RYCINA 4. N-6-benzyloadenina —
prowadzi do pojawienia si¢ silnego i specyficznego strukturalny
hamowania réznych waznych kinaz biatkowych, takich  FIGURE 4. N-6-benzyloadenine —
jak: CDK 1/cyklina B, CDK/cyklina A, CDK2/cyklina E,  chemical structure
mozgowa CDK5/p35 i kinaza ERK1/MAP. Te czynniki
maja duza zdolno$¢ do zatrzymania pewnych faz cyklu
komodrkowego 1 indukcji apoptozy. Kinazy CDK1 odgrywaja role w fazie mitozy,
natomiast pozostate kinazy CDK we wczesnych fazach podziatu komorki (interfazie).
Kontrola tych procesow jest wazna zwlaszcza w komorkach nowotworowych, w ktérych
regulatory cyklu komdrkowego podlegaja czesto réznorakim mutacjom. Zaburzenia
procesu apoptozy prowadza do roznych schorzen, w tym nowotworowych. Dlatego tez
aktywnos¢ CDKs i ich potencjalna inhibicja jest nowym celem dla opracowania nowych
lekoéw antynowotworowych [14, 15, 61].

Analogi BAP wykazuja silng aktywnos¢ inhibicyjng w stosunku do CDK oraz
podobny efekt hamowania na procesy proliferacji komorek. Grupa benzyloaminowa
w pozycji C6 pierscienia purynowego jest uwazana za odpowiedzialng w specyficznej
inhibicji CDK. Efekt ten jest jeszcze dodatkowo wzmocniony poprzez dodanie jedne;j
grupy hydroksylowej do podstawnika benzyloaminowego w pozycji C6. Wszystkie
analogi BAP z podstawnikiem 6-hydroksybenzyloaminowym wykazuja silne hamo-
wanie CDK1/CDK2 oraz wzrostu komérek. Wykazano rowniez znaczna korelacje
migdzy tymi procesami w odniesieniu do komdrek szpikowych i limfoblastycznych,
co wskazuje na fakt, ze efekt antyproliferacyjny wynika z inhibicji CDK [62].

8. MOLEKULARNE MECHANIZMY ODDZIALYWANIA BAP
1 JEGO POCHODNYCH NA PROCES APOPTOZY KOMOREK

Antyproliferacyjna aktywnos¢ inhibitoréw CDK jest zwigzana z apoptoza. W
liniach komdrek nowotworowych apoptoza stymulowana lekami zalezy od aktywacji
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kaspaz — gléwnych efektoréw apoptozy. Aktywacja kaspaz zachodzi na dwoch
sciezkach metabolicznych: po pierwsze receptory Smierci komorek, takie jak Fas, moga
stymulowac kaspaze-8, ktora z kolei aktywuje kaspaze-3; po drugie mitochondria moga
uwalnia¢ czynniki apoptotyczne, takie jak: cytochrom C i APAF-1, co prowadzi do
depolaryzacji blony mitochondrialnej i aktywacji kaspazy-9, ktora rowniez aktywuje
kaspaze-3. Indukcja apoptozy przez inhibitory CDK zachodzi poprzez aktywacje
mechanizmu zaleznego od receptoréw smierci komorkowej, a blokowanie funkcji
receptorow Fas nie wplywa na indukcje apoptozy przez inhibitory CDK. Apoptoza,
indukowana przez analogi BAP majace aktywno$¢ inhibitorow CDK, jest bardzo
szybka i zachodzi poprzez aktywacje Sciezki mitochondrialnej, nastepnie pojawienie
si¢ fosfatydyloinozytolu, aktywacje¢ kaspaz i kondesacje DNA. Sposob, w jaki analogi
chemiczne cytokinin aktywuja sciezke mitochondrialna, dotychczas nie jest wyjasniony.
Uszkodzenia mitochondrium sa koncowym etapem wsréd mnogosci réznych sygnatow,
ktére pojawiaja sie podczas apoptozy. Sciezki, ktore prowadza do uszkodzen mitochon-
drialnych, sa ztozone i jeszcze stabo poznane [14, 19, 61].

Wedlug Mlejnek P. i Kuglik P. (2000 r.) w komérkach HL-60 juz mikromolarne
stezenia N-6-benzyloadenozyny (N-6-rybozydu N-6-benzyloaminopuryny — BAPR) sa
wystarczajace dla zapoczatkowania w nich apoptozy [40]. Smier¢ komérek induko-
wana przez BAPR jest szybka i zachodzi w sposdb synchroniczny. Badania struktury
chromatyny i integralnosci DNA w trakcie tego procesu wykazaly, ze przemieszczanie
si¢ chromatyny w kierunkach obrzeza jadra komdrkowego jest jednym z jego
najwazniejszych etapdw. Taka rearanzacja chromatyny jest procesem nieodwracalnym
i zachodzi bez wyraznej degradacji DNA. Rozpad DNA nalezy juz do raczej p6znych
faz Smierci komérkowej i jest obserwowany w komdrkach wykazujacych typowe
zmiany apoptotyczne, takie jak obecnos$¢ cialek apoptotycznych. Na podstawie
czasowych zmian w poziomie ATP w umierajacych komdrkach wysnuto wniosek, ze
ATP jest niezbedny do przemieszczania si¢ chromatyny w kierunku obrzezy jadra, ale
nie dla nastgpujacej pdzniej kondensacji chromatyny prowadzacej do formowania si¢
ciatek apoptotycznych. Fragmentacja DNA wydaje si¢ réwniez niezalezna od ATP.
Wyzej opisane zmiany sa charakterystyczne dla apoptozy zachodzacej bez udziatu
BAPR, jednakze BAPR réwniez indukuje wszystkie te zmiany apoptotyczne
zachodzace w komoérkach HL-60. Natomiast adenozyna, ktorej BAPR jest pochodna,
znaczaco je redukuje. Poniewaz transport egzogennej adenozyny do komorek jest
niezbedny, aby pojawit si¢ jej efekt protekcyjny, to adenozyna okazala si¢ kompe-
tycyjnym inhibitorem kinazy adenozynowej i dlatego wykazuje ona efekt redukcji
wewnatrzkomorkowej fosforylacji BAPR. Wykazano rowniez, ze potencjalne inhibitory
kinazy adenozynowej calkowicie zapobiegaja apoptozie indukowanej przez BAPR.
Rezultaty te wskazuja, ze cytotoksyczny efekt dziatania BAPR jest zwiazany z jego
aktywacja poprzez fosforylacje wewnatrz komorki bardziej niz z jego interakcja z
pozakomdrkowymi receptorami adenozynowymi [30, 36, 39, 40].

Bardzo wazna jest rowniez rola kaspaz w komoérkach HL-60, w ktorych wyin-
dukowano apoptoze przy pomocy BAPR. Apoptozie stymulowanej przez BAPR
towarzyszy znaczacy wzrost aktywnosci kaspazy-3 i -9. W komorkach HL-60
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traktowanych BAPR zaobserwowano objawy apoptozy w obrebie jadra komorko-
wego, ktore pojawiaja si¢ wskutek wystapienia dwoch proceséw charakteryzujacych
si¢ rozng wrazliwoscig na inhibicje kaspaz. Pierwszy to proces kondesacji chroma-
tyny, ktéry jest tylko czesciowo wrazliwy na inhibicj¢ kaspaz i dlatego tylko
czesciowo i niebezposrednio zalezny od kaspaz. Jest to obserwacja zgodna z wezes-
niejszymi doniesieniami, ze wczesne etapy apoptozy, ktore poprzedzaja aktywacje
kaspaz, takie jak translokacja czynnika indukujacego apoptoze — AIF (ang. Apoptosis
Inducing Factor) z mitochondrium do jadra jest odpowiedzialna za kondensacje
chromatyny. Drugi proces to tworzenie ciatek apoptotycznych i rozpad DNA, ktory
jest wrazliwy na inhibicje kaspaz i catkowicie od niej zalezny. Kondensacja chroma-
tyny jest zalezna nie tylko od aktywnosci kaspaz, ale tez od dostepnosci ATP.
Wynika to z faktu, ze BAPR indukuje zmniejszenie si¢ poziomu wewnatrz-
komorkowego ATP, a spadek ilosci ATP jest proporcjonalny do stezenia BAPR.
Powiazanie migdzy apoptoza a nekroza jest kontrolowane zaréwno przez aktywnosé¢
kaspaz, jak i przez poziom wewnatrzkomorkowego ATP. Wyniki badan wskazuja
rowniez na fakt, ze podczas apoptozy indukowanej przez BAPR w komdrkach
HL-60 obserwuje si¢ wzrost aktywnosci innych kaspaz, np. kaspazy-2 i -6. Dlatego
tez uwaza sie, ze nie tylko znaczny wzrost aktywnosci okreslonych kaspaz, ale
réwniez dostgpnosé wewnatrzkomdrkowego ATP ma istotne znaczenie dla rozpocze-
cia procesu programowanej smierci komorki [41].

Badano réwniez indukcje apoptozy przez N6-podstawione pochodne adeniny i
adenozyny w komorkach HL-60. Okazalo si¢, ze zardbwno pochodne adeniny, jak i
adenozyny ulegaja w obrebie komorki fosforylacji do poziomu monofosforanow.
Podczas gdy pochodne adenozyny byly fosforylowane przez kinaze adenozyny, w
efekcie tworzyly si¢ duze ilosci analogicznych mononukleotydow. Przede wszystkim
pochodne adeniny byly przetwarzane w analogiczne mononukleotydy poprzez
transferaze fosforybozylowa, ktora dostarcza 50—100 razy mniejszych ilosci mononu-
kleotydow, anizeli dzialanie kinazy adenozynowej. Dlatego tez N6-pochodne adeniny
s relatywnie niewystarczajacym induktorem apoptozy. Natomiast inhibitory kinazy
adenozynowej, ktére zatrzymywaly formowanie si¢ monofosforanow z N6-pocho-
dnych adenozyny catkowicie zapobiegaty wkroczeniu komorki na droge apoptozy.
Wskazuje to, ze pro-apoptotyczny efekt N6-pochodnych adenozyny jest zwigzany z
ich wewnatrzkomoérkowa przemiang do analogicznych mononukleotydow, ktére
stymuluja apoptoze, gdy ich zawarto$¢ w komoérce przekroczy okreslony metabo-
licznie poziom. Wewnatrzkomdrkowa akumulacja mononukleotydéw pochodzacych
z przemian N6-pochodnych adenozyny prowadzi do szybkiego wzrostu poziomu ATP
i w konsekwencji — indukcji apoptozy. Jednak szczegélowy mechanizm tego procesu
na poziomie molekularnym jest nie do konca poznany [39].

BAP okazala si¢ rowniez bardzo efektywnym czynnikiem stymulujacym roznico-
wanie si¢ komorek ludzkiej biataczki szpikowej. Przemiany cytokinin do ich nukleo-
tydoéw sa blisko zwiazane ze stymulowana cytokininami inhibicjg réznicowania i
wzrostu komoérek. Wyniki badan wskazuja na fakt, ze nukleotydy cytokininowe nie
sa bezposrednio wiaczane w DNA lub RNA, ale efektywnie indukujg fosforylacje
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kinaz MAP — MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases). Aktywacja kinaz
MAPK jest niezbedna do réznicowania si¢ komorek wywotanego obecnos$cia cyto-
kinin, co wynika z faktu, ze inhibitor kinazy MAPK tlumi réznicowanie indukowane
przez cytokininy. Rezultaty te sugeruja, ze same nukleotydy cytokininowe odgrywaja
wazng role w indukcji roznicowania komoérek nowotworowych [26].

Natomiast 9-benzyloadenina, pochodna adeniny podstawiona w pozycji NO,
wykazuje znaczng zdolnos¢ do inhibicji fosfodiesteraz (PDE), szczegdlnie w stosunku
do fosfodiesterazy-4 (PDE-4). PDE sa szeroko rozpowszechnione w tkankach
ssakow, gdzie odgrywaja glowna role w transdukcji sygnatow komorkowych, poprzez
hydrolize cAMP i cGMP. Ich réznorodnos¢ pozwala na specyficzna dystrybucje¢ na
poziomie komérkowym i subkomérkowym. Dlatego tez PDE mogg selektywnie
regulowac¢ rozne biochemiczne funkcje komérkowe. Wazna rola, jaka odgrywaja PDE
w transdukcji sygnatow wewnatrzkomorkowych, stwarza mozliwosci wykorzystania
ich jako terapeutycznych czynnikow w procesach zapalnych. Superrodzina PDE
sktada si¢ z 11 rodzin (PDE1 do PDEI1).

PDE4 (cAMP-PDE) wczesniej nazywana ROI-PDE lub PDE-IV jest gtéwnie
obecna w moézgu, komodrkach stanu zapalnego, mig$niu sercowym i naczyniach
krwionosnych oraz migs$niach gladkich. Jest to najwieksza rodzina sposréd wszyst-
kich PDE. Jest kodowana przez cztery rézne geny (PDE4A, PDE4B, PDE4C,
PDE4D), a w wyniku alternatywnego splicingu mRNA powstaja rézne izozymy
PDE4 (co najmniej 35 roznych bialek). Rodzina PDE4 hydrolizuje tylko cAMP i
zawiera unikalny region o sekwencji aminokwasowej nazywanej UCR1 i UCR2 (ang.
Upstream Conserved Region I and 2). Sa one ulokowane pomigdzy koncem
aminoterminalnym i regionem katalitycznym w enzymach PDE4. Aktywnos¢ PDE4
jest regulowana przez fosforylacje, asocjacje z biatkami, czynniki endogenne i prote-
olize. Przedtuzona akumulacja cAMP indukuje dltugoterminowa regulacj¢ PDE4, a
zwlaszcza jej aktywacj¢ [34]. Pochodne benzyloadeniny okazaty sie selektywnymi
inhibitorami PDEA4. Inhibicja PDE4 wiaze si¢ z wlasciwosciami przeciwzapalnymi
pochodnych BAP. Hamuja one réwniez w znacznym stopniu syntezg czynnika
TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor). Jest on kluczowym wsrdéd cytokin czynni-
kiem wplywajacym na rozwoj chorob o charakterze zapalnym. Wysoki poziom
TNF-a jest obserwowany w roznych stanach patologicznych, takich jak: astma,
reumatoidalne zapalenie stawoéw i stany zapalne jelit. Inhibitory PDE4 naleza do
czynnikow anty-TNF-c, hamujacych jego synteze, ktdre sa stosowane w wielu
chorobach z przebiegiem stanu zapalnego, takich jak: astma, przewlekta obturacyjna
choroba ptuc, atopia skérna, reumatoidalne zapalenie stawdéw i rézne choroby
neurologiczne [9, 34, 49].

Ponadto w kulturach fibroblastow zaobserwowano, ze pochodne N-6-benzylo-
adeniny indukuja elongacje komorek, ostabienie ich ruchéw i gwaltowny wzrost
adhezji ich do podtoza. Podobny wptyw na ksztalt, intensywnos¢ ruchu i adhezje
komorek byt obserwowany w przypadku stymulacji hodowli inhibitorami PDE, ktdre
zwigkszaly wewnatrzkomérkowy poziom cAMP [27].
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9. PODSUMOWANIE

Cytokininy jako pochodne adeniny z podstawnikami alifatycznymi, aromatycznymi,
badz heterocyklicznymi przy azocie grupy aminowej wegla C-6 szkieletu purynowego
odgrywaja kluczowa role w regulacji cyklu komérkowego u roslin i zwierzat,
zwlaszcza podezas przejscia z fazy G1 do S i G2 do M. Badania dotyczace wptywu
kinetyny na ludzkie i zwierzece komodrki normalne i patologiczne — nowotworowe
wykonywane in vitro, a takze in vivo wykazaly, ze maja one zdolno$¢ opodzniania
procesOw starzenia sie, a takze wykazuja w licznych przypadkach patologii dzialanie
prewencyjne badz lecznicze. Ponadto szczegdlna wlasciwoscia pochodnych BA jest
zdolno$¢ do niespecyficznego hamowania niektérych kinaz biatkowych, zwlaszcza
cyklinozaleznych (CDK), ktdre sa regulatorami cyklu komorkowego eukariontow w
réznych jego fazach przebiegu. Ma to istotne znaczenie w praktycznym zastosowaniu
w niedalekiej przysztosci w terapii nowotworow i innych schorzen, a takze w
opOznianiu procesow starzenia si¢ organizmu, zwlaszcza niektorych tkanek i narza-
dow, np. skory. Wiasciwos¢ indukowania apoptozy komorkowej przez niektore analogi
BA majace aktywnos¢ inhibitoréw CDK jest uwarunkowana miedzy innymi szybka
aktywacja kaspaz, uszkodzeniem mitochondriow i nadmierna kondensacja chroma-
tyny. Dotychczasowe doswiadczenia wskazuja na duze mozliwosci wykorzystania
pochodnych badz analogéw chemicznych typowych cytokinin roslinnych, szczegolnie
BA w terapii choréb nowotworowych innych schorzen, zwlaszcza z silnie rozwi-
nigtym procesem zapalnym. Jednakze niezbedne sg dalsze badania genetyczne,
molekularne i immunologiczne, ktore by w petni potwierdzily efekt pozytywnego ich
dziatania na organizm ludzki, wykluczajac jednoczesnie mozliwos¢ ich dziatania
toksycznego.
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