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HFD PREGLEDNI RADOVI 

Uvod 

lnhibitori histonskih 
deacetilaza kao 
protutumorski lijekovi 

GORAN POJE, ZRINl<A RAJIČ 

Sveučilište u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, 

Zavod za farmaceutsku kemiju 

Istraživanja novijeg datuma pokazuju da epigenetske modifika
cije imaju jednaku važnost u procesu razvoja tumora kao i mutacije gena (1). 

Epigenetske modifikacije uključuju metilaciju, odnosno hidroksimetilaciju mole
kule DNA, potom promjene histona i regulaciju nekodirajućih RNA. Promjene 

histona se ostvaruju kao acetilacije i deacetilacije, fosforilacije te ubikvitinizacije 
(2,3). Posebno su značajne acetilacije i deacetilacije histona jer, uz metilaciju 

molekule DNA, određuju tzv. epigenetički kod koji regulira transkripcijski sta
tus pojedinih gena (4). Reakcija acetilacije histona katalizirana je histonskim 

acetil-transferazama (engl. histone acetyltransferases, HAT), a obrnuta reakcija 

uklanjanja acetilne skupine histonskim deacetilazama ( engl. histone deacetylases, 
HDAC). Navedene promjene događaju se na lizinskim aminokiselinskim osta
cima unutar repne domene histona (5). 

Lizinski aminokiselinski ostatci su pri fiziološkim uvjetima pozitivno nabi
jeni što omogućava povezivanje histona s negativno nabijenim fosfatnim skupi
nama u okosnici molekule DNA. Zbog prethodnog, kromatin je kondenziran 

(heterokromatin) te transkripcijski neaktivan. Acetilacijom amino skupine neu

tralizira se pozitivni naboj te slabe veze s fosfatima iz molekule DNA, a struktura 
kromatina postaje dekondenziranija. Ovakva rahla struktura omogućava pri
stup replikacijskoj ili transkripcijskoj mašineriji (6). Dakle, stupanj kondenza
cije kromatina ima utjecaj na raspoloživost molekule DNA kao kalupa za tran
skripciju što se očituje u ekspresiji gena. 
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Poremećaj ravnoteže acetilacije i deacetilacije histona podloga je za razvoj 
brojnih poremećaja. U raznih vrsta tumora uočena je povišena koncentracija i 
aktivnost HDAC u odnosu na normalne stanice (7) što je navedene enzime uči
nilo zanimljivom i pogodnom metom za razvoj novih antitumorskih lijekova. 

Histonske deacetilaze 

Histonske deacetilaze su enzimi koji kataliziraju reakciju hidrolize acetilne sku
pine bočnog ogranka L-lizina u histonima, ali i nehistonskim proteinima (8). 
Nazvane su histonskim jer se prvotno smatralo da su njihove jedine mete histoni. 
Danas se zna da postoji više od 50 nehistonskih proteina koji su mete HDAC, 
poput transkripcijskih faktora, receptora hormona, prenositelja signala i prote
ina citoskeleta (9). 

U ljudi je do sada otkriveno 18 HDAC koje se prema sličnosti s kvaščevim 
proteinima razvrstavaju u četiri glavne skupine. Međusobno se razlikuju prema 
strukturi, enzimskoj aktivnosti, subcelularnoj lokalizaciji i ekspresiji (10). Za 
djelovanje lijekova, inhibitora histonskih deacetilaza, najznačajnija je prisutnost 
iona cinka u aktivnom mjestu enzima. HDAC iz skupina l, 2 i 4 u aktivnom 
mjestu sadrže ion cinka kao kofaktor zbog čega se nazivaju cink-ovisnim ili kla
sičnim histonskim deacetilazama (11 ). Skupina 3 slična je kvaščevom proteinu 
Sir2 te su ove HDAC poznatije kao sirtuini. U katalitičkom mjestu ne sadrže ion 
cinka, već im je za aktivnost neophodan koenzim nikotinamid adenin dinukle
otid (NAD+ ) (12). 

Učinci inhibicije histonskih deacetilaza 

Lijekovi inhibitori HDAC blokiraju deacetilaciju histona, ali i nehistonskih pro
teina. Rezultat je zaustavljanje staničnog ciklusa i proliferacije, apoptoza tumor
skih stanica te inhibicija angiogeneze. Uočen je i učinak na stanične signalne 
putove i nekodirajuće RNA te sposobnost modulacije imunosnog odgovora (13,14). 

Relativnu specifičnost HDAC inhibitora na stanice tumora objašnjava 
hipoteza »epigenetičke ranjivosti stanica tumora«. Prema toj teoriji, stanicama 
tumora za ekspresiju gena odgovornih za nekontroliranu proliferaciju nužni su 
enzimi HDAC, dok normalne stanice imaju više epigenetičkih regulatornih 
mehanizama te njihovo preživljavanje nije isključivo ovisno o aktivnosti HDAC 
enzima (15). 

Zaustavljanje staničnog ciklusa. HDAC inhibitori uzrokuju zaustavljanje 
staničnog ciklusa putem nekoliko mehanizama, od kojih je najvažniji povećana 
ekspresija gena CDKNlA, koji kodira za protein p21. Protein p21 sprječava stva
ranje dimera iz ciklina i ciklin ovisne kinaze koji je neophodan za napredovanje 
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stanice kroz G 1 kontrolnu točku staničnog ciklusa (16). Drugo, ekspresija gena 
CDKNlA regulirana je proteinom p53 koji se veže na njegov promotor. HDAC 
inhibitori povećavaju acetilaciju p53 što pridonosi njegovoj stabilizaciji i pove
ćanoj aktivnosti. štoviše, na CDKNlA promotor kompetitivno se veže i HDACl, 
ali s inhibirajućim učinkom na ekspresiju. Lijekovi inhibitori uzrokuju otpušta
nje HDACl s promotora što povećava ekspresiju gena CDKNlA (17). 

Induciranje apoptoze. HDAC inhibitori uzrokuju apoptozu povećanjem 
ekspresije proapoptotičkih te utišavanjem ekspresije antiapoptotičkih gena (18). 
Utjecaj na vanjski apopotozni put očituje se u povećanju broja receptora smrti: 
TRAIL, DRS i Fas na membranama stanica. Pojačano su eksprimirani i njihovi 
ligandi: Fas-L, LIGHT i TLAl. Vezanjem liganada receptori se aktiviraju, pre
nose apoptotički signal nizvodno kroz signalnu kaskadu te u konačnici dolazi 
do aktivacije kaspaza koje su izvršitelji apoptoze (19,20). Na unutarnji put apop
toze HDAC inhibitori utječu tako što uzrokuju pojačanu ekspresiju proteina 
BAX, BAK i APAFl koji dovode do aktivacije kaspaza, a smanjuju ekspresiju 
proteina Bcl-2 koji inhibira aktivaciju istih (21,22). 

Učinak na stanične signalne putove. HDAC inhibitori ostvaruju učinak na 
stanične signalne putove aktivacijom odgovarajućih protein kinaza. Primjerice, 
aktivacijom ERK aktivira se transkripcijski faktor AP-1 te se povećava njegova 
sposobnost vezanja za molekulu DNA. AP-1 ima utjecaj na brojne stanične pro
cese poput proliferacije, diferencijacije i apoptoze (22). 

Antiangiogeni učinak. Antiangiogeni učinak HDAC inhibitori postižu uti
šavanjem proangiogenih gena poput gena za faktor rasta vaskularnog endotela 
(VEGF) i/ili gena za endotelnu sintazu dušikovog oksida (eNOS) (23). Jedan od 
mogućih mehanizama djelovanja je hiperacetilacija proangiogenetskog tran
skripcijskog faktora HIF-la, što potiče njegovu degradaciju (24). Lijekovi inhi
bitori također smanjuju količninu VEGF receptora na stanicama neuroblastoma 
(25) te narušavaju stabilnost eNOS mRNA tako što se vežu za netranslatirani 
S' - kraj (26). 

Učinak na nekodirajuće RNA. HDAC inhibitori utječu na ekspresiju neko
dirajuće RNA (miRNA). Primjerice, vorinostat ili suberoilanilid hidroksamska 
kiselina ( engl. suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA) inducira prekomjernu 
ekspresiju miR-129-Sp. Ova nekodirajuća RNA sama inducira apoptozu tumor
skih stanica štitnjače (27). Štoviše, neke miRNA same djeluju na HDAC i inhibi
raju ih (28). 

Moduliranje imunosnog odgovora. Smanjena aktivnost HDAC uzrokuje pove
ćanu ekspresiju glavnog sustava tkivne podudarnosti ( engl. Major Histocompa
tibility Complex, MHC) i kostimulirajućih molekula što rezultira aktivacijom 
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T-stanica (29). U određenih vrsta tumora (dojka, prostata, gušterača) zapažena 
je da izlaganje tumorskih stanica HDAC inhibitoru (SAHA) povećava osjetlji
vost istih na lizu posredovanu T-stanicama (30). 

Lijekovi inhibitori histonskih deacetilaza 

Razvoj inhibitora histonskih deacetilaza kao potencijalnih citostatika započeo je 
90-ih godina prošlog stoljeća. Otkriće japanskog znanstvenika Yoshide i surad
nika kako trihostatin A, produkt Streptomyces sp. , ostvaruje antileukemijskh uči
nak zahvaljujući inhibiciji HDAC enzima (31), potaknula je sintezu brojnih, 
strukturna različitih inhibitora HDAC (32). 

Kristalografijom rendgenskih zraka utvrđeni su dijelovi u molekulama 
inhibitora koji su bitni za interakciju s katalitičkim mjestom enzima. Površinska 
vezujuća domena (cap grupa) omogućava interakciju s površinom enzima. Vrlo 
često sadrži polarnu vezujuću jedinicu. Poveznica je hidrofobni dio u strukturi 
molekule inhibitora kojoj je uloga povezivanje cap grupe i cink-kompleksirajuće 
skupine pri čemu premoštava kanal dug oko 11 A. Na poveznicu se nastavlja 
cink-kompleksirajuća skupina koja se smješta u katalitičko mjesto enzima, kom
pleksira ion cinka te inhibira aktivnost enzima (slika 1.). Manji broj sintetizi
ranih inhibitora HDAC u strukturi posjeduje hidrofobnu skupinu koja ulazi u 
tzv. unutrašnju šupljinu unutar katalitičkog mjesta i povećava jakost vezanja na 
enzim (33). 

Slika 1. <li Dijelovi 

katalitičkog mjesta 

H DAC enzima (označeni 

plavom bojom) te dijelovi 

molekule inhibitora 

(označeni crvenom 

bojom) bitni za 

interakciju s enzimom 

(modificirana prema 34) 
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Cap grupe su vrlo različitih struktura: od jednostavnih, poput benzena ili 
piridina (primjerice u trihostatinu A i SAHA-i), do tricikličkih prstenastih 
sustava, odnosno cikličkih peptida (romidepsin). Polarna vezujuća jedinica 
može biti keton, amid, sulfonamid, sulfonanilid, karbamat ili heterociklički 
prsten poput oksazola i tiazola. Poveznica je najčešće nerazgranati ugljikovo
dični lanac dugačak od 4 do 6 ugljikovih atoma (vrlo rijetko je razgranat i neza
sićen), ali može sadržavati i cinamilni, odnosno cinamilu sličan motiv. Postoji 
nekoliko mogućih cink-kompleksirajuća skupina. Najzastupljenija je hidrok
samska, a često se u strukturama inhibitora pronalaze i karboksilna, tiolna, ace
tiltiolna, eterska i 2-aminoanilidna (35). 

Prema kemijskoj strukturi HDAC inhibitori se mogu podijeliti u četiri 
glavne skupine: karboksilne kiseline (masne kiseline kratkog lanca), hidroksam
ske kiseline, cikličke peptide i orto-aminoanilide (slika 2.). 
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Slika 2. IJ> Predstavnici glavnih skupina HDAC inhibitora i njihove kemijske značajke 
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Karboksilne kiseline 

Karboksilne kiseline i njihove konjugirane baze su prva razvijena skupina HDAC 
inhibitora. Poznate su i pod nazivom masne kiseline kratkog lanca. Karboksilna 
kiselina ima ulogu cink-vezujuće skupine dok se hidrofobni alkilni lanac, neraz
granat ili razgranat, smješta u hidrofobnu šupljinu enzima. Karboksilna kiselina 
ima malu sposobnost keliranja iona cinka što ove inhibitore čini slabo aktivnima 
(36). S obzirom na prethodno, ne iznenađuje da je ovo vrlo mala skupina HDAC 
inhibitora, bez registriranih predstavnika. Određene molekule iz ove skupine 
spojeva već se duže primjenjuju u terapiji, ali ne kao citostatici. Valproična kise
lina, odnosno njena natrijeva sol, koristi se u liječenju epilepsije, a fenilbutanska 
kiselina, odnosno natrijev fenilbutirat, se koristi za liječenje poremećaja ciklusa 
ureje (37,38). Zbog slabe biorasploživosti i potentnosti te brze metaboličke raz
gradnje, potrebna su dodatna istraživanja i strukturne modifikacije unutar ove 
skupine. Na tragu tome su novije alkanske kiseline s cap grupom koja pojačava 
djelovanje te prolijekovi s boljim farmakokinetičkim karakteristikama (36,39). 

Hidroksamske kiseline 

Hidroksamska kiselina je najčešća cink-vezujuća skupina zbog velikog afiniteta 
za keliranje iona cinka. Putem karbonilnog kisika te kisika iz hidroksilaminske 
skupine ostvaruje dvije koordinativne veze s ionom cinka u aktivnom mjestu 
HDAC enzima. Prednosti hidroksamske kiseline kao cink-vezujuće skupine, uz 
već spomenuti veliki afinitet za keliranje iona cinka, su dobra topljivost, jedno
stavna sinteza te stabilnost in vitro. Zbog prethodnog, to je preferirana grupa 
spojeva pri razvoju novih HDAC inhibitora ( 40). 

Treba napomenuti da prisutstvo ove cink-vezujuće skupine donosi i neže
ljene učinke, prvenstveno zbog keliranja iona cinka u cink-ovisnim enzimima 
poput aminopeptidaza, metaloproteinaza, karboanhidraze, ali i zbog vezanja 
drugih metala (41). Selektivnost se može poboljšati promjenama poveznice ili 
cap grupe. Hidroksamsku kiselinu također karakteriziraju loša farmakokine
tička svojstva u vidu brzog metaboliziranja i klirensa in vivo. Za ovu skupinu 
spojeva karakteristično je više mogućih metaboličkih putova. Hidroksamska 
skupina može se 0-sulfonirati i 0-glukuronidirati. Moguća je i hidroliza do kar
boksilne kiseline ili redukcija do amida koji se onda hidrolizira do karboksilne 
kiseline (42). Predstavnici su trihostatin A, pionir u istraživanju HDAC inhibi
tora, te vorinostat, panobinostat i belinostat. 

Vorinostat 

Kemijsko ime vorinostata je N-hidroksi-N'-feniloktandiamid, ali je poznatiji 
kao suberoilanilid hidroksamska kiselina, skraćeno SAHA. Fenilna skupina je 
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cap grupa, s amidnom skupinom kao polarnom vezujućom jedinicom. Hidro
fobni ugljikovodični lanac građen od 6 metilenskih jedinica je poveznica, a 
hidroksamska kiselina ima ulogu cink-vezujuće skupine. Također je zaslužna za 
ostvarivanje međumolekulskih interakcija (vodikove veze) s aminokiselinskim 
ostacima što je preduvjet pravilnog smještanja inhibitora i kompleksiranja (slika 
3 .)  (36). 
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Vorinostat inhibira skupinu 1 i 2 HDAC enzima te se ubraja u pan inhibitore 
(39). Citostatsko djelovanje ostvaruje na razini transkripcije gena, ali i putem 
netranskripcijskih učinaka. Transkripcijski učinci mogu biti izravni i neizravni. 
Izravni transkripcijski učinci posljedica su promjena u ekspresiji gena: određeni 
geni, poput gena za p21, TBP-2, metalotionein lL, histon H2B, su inducirani, dok 
su drugi (geni za ciklin Dl , ErbB2, timidilat sintaza, importin b) utišani (43). 
Neizravne transkripcijske učinke vorinostat ostvaruje povećanom acetilacijom 
transkripcijskih faktora (E2F-l , YYl, Smad7, EKLF, p53, BCL-6, HIF-1, NF-Y i dr.) 
što u konačnici opet dovodi do promjene u ekspresiji gena. Primjerice, acetilacija 
transkripcijskog promotora p53 povećava njegovu sposobnost vezanja za DNA što 
se očituje u povećanoj ekspresiji gena reguliranih tim transkripcijskim faktorom 
(44). Netranskripcijske učinke vorinostat postiže acetilacijom nehistonskih prote
ina. Primjer su a-tubulin i protein toplinskog šoka 90 (Hsp90). Inhibicija HDAC 6 
dovodi do povećane acetilacije Hsp90, a to rezultira smanjenom aktivnošću prote
ina koji potiču rast i preživljavanje stanice (Bcr-Abl, c-Raf i AKT) ( 45). Povećana 
razina acetiliranih histona i nehistonskih proteina narušava stanični ciklus i kon -
trolne točke te je spriječena mitoza tumorskih stanica (46). 
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Vorinostat primijenjen peroralno u dozama od 200 do 600 mg pokazuje 
linearnu ovisnost između primijenjene doze i koncentracije u plazmi ( 47). 
Apsorpcija i bioraspoloživost ovog lijeka nisu ovisne o hrani, iako uzimanje 
lijeka s hranom može spriječiti gastrointestinalne nuspojave. Vorinostat se meta
bolizira glukuronidacijom putem uridin difosfat glukuronozil transferaze 
(UGT). Polimorfizam gena koji kodira za ovaj enzim odgovoran je za toksičnost 
lijeka u pojedinaca (48). Vorinostat se ne metabolizira preko CYP enzima, niti 
inhibira iste. Poluvrijeme života lijeka iznosi od 60 do 100 minuta. 

Vorinostat je odobrila Američka agencija za hranu i lijekove (engl., Food 

and Drug Administration, FDA) za liječenje kožnog limfoma T-stanica. Primje
njuje se peroralno, u dozi od 400 mg, jednom dnevno ( 49). U ovoj dozi rijetko 
izaziva po život opasne nuspojave. Ukoliko nuspojave ipak postanu životno 
ugrožavajuće moguće je smanjenje doze na 300 mg dnevno. Ispitivana je učin
kovitost i sigurnost intravenske primjene ovoga lijeka pri čemu je zaključeno 
kako je jednako učinkovita kao i peroralni oblik. Međutim, zabilježene su 
ozbiljne hematološke nuspojave prilikom intravenske primjene. Zbog toga su 
oralne kapsule preferirani oblik primjene (50). 

Kada se vorinostat primjenjuje unutar odobrene doze, nuspojave su slabe 
do umjerne, a uključuju: umor, mučninu, povraćanje, dijareju. Ozbiljnije nuspo
jave, pogotovo ako se prekorači preporučena dnevna doza, su: anemija, trombo
citopenija, dehidratacija, plućna embolija te karcinom skvamoznih stanica (51). 
Zabilježeni su i slučajevi produljenja QTc-intervala prilikom terapije vorinosta
tom (52). Ovaj lijek je u kategoriji D za primjenu u trudnoći. Studije na životi
njama pokazale su da prolazi placentu te ozbiljno oštećuje plod (53). 

Panobinostat 

Panobinostat također spada u skupinu HDAC inhibitora koji sadrže hidroksam
sku kiselinu. Osim spomenute kelirajuće skupine, u strukturi su indolski prsten 
supstituiran metilnom skupinom na položaju 2 kao cap grupa te ugljikovodični 
lanac isprekidan amino skupinom, benzenskim prstenom i dvostrukom vezom 
u E konfiguraciji kao poveznica (slika 4.) (39). Desni dio molekule lijeka (ozna
čen crvenom bojom) pokazuje sličnost s cimetnom kiselinom kojoj su pridru
žena brojna farmakološka djelovanja, između ostalog i antitumorska (54). 

Panobinostat je snažniji HDAC inhibitor od vorinostata, a također se 
ubraja u pan inhibitore (55,56). Ostvaruje antitumorski učinak putem višestru
kih mehanizama koji uključuju izravnu i neizravnu regulaciju genske ekspresije 
te inhibiciju staničnih mehanizama koji uzrokuju degradaciju neželjenih ili 
krivo smotanih proteina. Inhibicijom skupine 1 HDAC može ponovno aktivirati 
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Slika 4. ll>- Struktura panobinostata i sličnost s molekulom cimetne kiseline 

tumor-supresorske gene (primjerice p21) koji su u stanicama tumora epigene
tički utišani (57). Dobar primjer je i protutumorski gen tetraspanin CD9 koji 
kodira protein s inhibitornim učinkom na progresiju tumora, metastaziranje i 
izbjegavanje imunosnog odgovora. U primarnim plazma stanicama multiplog 
mijeloma ekspresija ovog proteina je utišana. Terapija panobinostatom omogu
ćava ponovnu ekspresiju proteina (58). 

Povećanom acetilacijom nehistonskih proteina panobinostat neizravno 
regulira gensku ekspresiju. Primjerice, povećani broj acetiliranih proteina p53 
uzrokuje povećanu transkripciju gena p21. Također, panobinostat može inhibi
rati aktivnost STAT-3, Akt i HIF-a izravno ili ometanjem šaperonske uloge pro
teina toplinskog šoka 90 čime su narušeni preživljavanje tumorskih stanica i 
angiogeneza (55). Panobinostat zaustavlja alternativni put degradacije proteina 
djelovanjem na agresom, inkluziju koje se temelji na mikrotubulima. Inhibici
jom HDAC6 spriječava acetilaciju mikrotubula koja je ključna za funkcional
nost agresoma. Upravo je spomenuti alternativni put zaslužan za razvoj rezisten
cije na bortezomib (inhibira proteasom). Kombinacijom bortezomiba i 
panobinostata u terapiji se stoga postiže sinergistički učinak i nadvladava rezi
stencija (59). 

Panobinostat se primjenjuje peroralno, najčešće kao jednokratna dnevna 
doza od 20 mg, i to 1., 3 . ,  5., 8 . ,  10. i 12. dana 21-dnevnog ciklusa kroz osam 
ciklusa. Brzo se apsorbira iz gastrointestinalnog sustava, a oralna bioraspoloži
vost iznosi 21 %. Hrana može usporiti, ali ne i smanjiti apsorpciju lijeka (60,61). 
Za proteine plazme se veže oko 90 %, neovisno o koncentraciji u plazmi. Pano
biostat je supstrat P-glikoproteina. Intenzivno se metabolizira redukcijom, oksi
dacijom, hidrolizom i glukuronidizacijom. Glavni enzim u metabolizmu je 
CYP3A4, a manje su važni CYP2D6 i CYP2Cl9. Lijekovi CYP3A4 inhibitori 
mogu povećati, a lijekovi CYP3A4 induktori smanjiti koncentraciju panobino
stata te je u tom slučaju potrebna prilagodba doze lijeka (62). 
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Lijek se izlučuje iz organizma uglavnom fecesom, u manjoj mjeri renalno. 
Uglavnom se eliminira u obliku metabolita, dok se u malom postotku izlučuje 
nepromijenjen (manje od 2,5 %). Vrijeme poluživota je 30 sati (61). 

Česte nuspojave uključuju mučninu, povraćanje i dijareju. Mogu se razviti 
lokalne ili sistemske infekcije, bakterijskog, gljivičnog ili virusnog podrijetla te 
pojaviti krvarenje. Ostale ozbiljne nuspojave su mijelosupresija, kardiotoksič
nost i hepatotoksičnost. Prije početka i tijekom liječenja potrebno je kontrolirati 
krvnu sliku, odnosno broj trombocita i neutrofila. Kardiotoksični učinci najče
šće uključuju produženje WQTc intervala, što je vidljivo na elektrokardiogramu. 
Lijek oštećuje plod te se ne bi trebao uzimati za vrijeme trudnoće. Ne postoje 
informacije da li se izlučuje u majčino mlijeko pa se ne preporuča korištenje za · 
vrijeme dojenja (60). 

Panobinostat je za sada jedini registrirani HDAC inhibitor u Republici 
Hrvatskoj. U kombinaciji s bortezomibom i deksametazonom, indiciran je za 
liječenje odraslih bolesnika s recidivirajućim i/ili refraktornim multiplim mije
lomom koji su primili najmanje dva prethodna režima uključujući bortezomib i 
imunomodulator (63) .  

Belinostat 

Prema kemijskoj strukturi belinostat je (2E)-N-hidroksi-3-[3-(fenilsulfamoil)fenil] 
prop-2-enamid (slika 5.). Fenil sa sulfonamidom (polarna vezujuća jedinica) 
čini cap grupu. Hidrofobni lanac je kra
tak: sastoji se od fenila te dvostruke veze. 
Hidroksamska kiselina ima ponovno 
ulogu kelirajuće skupine. Valja primije
titi sličnost dijela molekule belinostata 

Q 
o� //o 

,,-S
�

� ,,-OH 

N 
I 

N H H 

# 

(hidrofobni lanac i kelirajuća skupina) Slika 5. li> Struktura belinostata 

s molekulom panobinostata (39). 
Belinostat inhibira HDAC enzime skupina I, II i IV (pan-inhibitor). Uzro

kuje povećanu akumulaciju acetiliranih histona što ima sljedeće učinke: pove
ćana ekspresija epigenetički utišanih tumor-supresorskih gena (TGF-� receptor 
II), utišava se ekspresija survivina (protein uključen u mitozu, s antiapoptotskim 
učinkom) te konačno dovodi do zaustavljanja staničnog ciklusa i apoptoze (64). 

Belinostat je indiciran za liječenje relapsirajućeg ili refraktornog perifernog 
limfoma T-stanica. Ova indikacija odobrena je ubrzanim postupkom. Lijek se pri
mjenjuje intravenskom infuzijom jednom dnevno u dozi 1 mg/m2

, kroz 30 minuta, 
od prvog do petog dana 21-dnevnog ciklusa. Ciklus se može ponoviti svaki 21 
dan sve dok se ne uoči napredovanje bolesti ili neprihvatljiva toksičnost (65) .  
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B elinostat ima ograničen volumen raspodjele u organizmu, a više od 90 % 
lijeka je vezano za proteine plazme. Belinostat je supstrat P-glikoproteina, među
tim ne inhibira ga. Metabolizam je pretežito hepatički, prvenstveno glukuroni
dizacijom preko enzima UGTl Al. Također se metabolizira preko enzima 
CYP2A6, CYP2C9 i CYP3A4, a produkti su odgovarajući amid i kiselina. Enzimi 
putem kojih nastaju metaboliti metilbelinostat i 3 -(anilinosulfonil)-benzenkar
boksilna kiselina (3-ASBA) zasada nisu poznati. Belinostat i njegovi metaboliti 
inhibiraju enzime CYP2C8 i CYP2C. Izlulučuju se urinom, s tek 2 % nemetabo
liziranog lijeka ( 65,66). 

Belinostat može uzrokovati ozbiljne nuspojave. Od hematoloških, česte su 
trombocitopenija, leukopenija i anemija zbog čega je potrebno kontrolirati broj 
krvnih stanica na tjednoj bazi te, prema potrebi, prilagoditi dozu lijeka. Tijekom 
terapije belinostatom zabilježene su opasne, a ponekad i fatalne infekcije poput 
pneumonije ili sepse te se lijek ne bi trebao primjenjivati pacijentima s aktivnom 
infekcijom. Zabilježena je i fatalna hepatotokičnost te abnormalnosti u rezulta
tima jetrenih testova. Potrebno je napraviti jetrene testove prije početka terapije 
belinostatom te prije svakog 21-dnevnog ciklusa. Moguća je pojava sindroma 
raspadanja tumora. Česte, ali manje opasne nuspojave uključuju umor, muč
ninu, povraćanje i vrućicu. B elinostat je u kategoriji D za primjenu u trudnoći. 
Gentotoksičan je i teratogen (65). 

Ciklički peptidi i ostali makrocikli 

Ciklički peptidi se u literaturi spominju kao ciklički tetrapeptidi, budući da do 
sada poznati spojevi sadrže u strukturi četiri peptidne jedinice povezane u 
prsten. Često se susreće i termin depsipeptidi koji se odnosi na peptide prirod
nog ili sintetskog podrijetla u kojima je jedna ili više amidnih skupina zamije
njena esterskom (67). Depsipeptide možemo smatrati podskupinom cikličkih 
peptida. Makrociklima općenito smatramo prstenove koji sadrže 12 ili više 
atoma (68), a upravo su takvih veličina ciklički peptidi ove skupine. Skupina 
cikličkih peptida strukturno je najsloženija. Može se reći da spojevi iz ove sku
pine slijede opću strukturnu formulu HDAC inhibitora. Ciklički tetrapeptid, 
depsipeptid ili makrocikl imaju ulogu cap-grupe. Poveznice su različite varijante 
alkilnih lanaca. Cink-vezujuće skupine su veoma raznolike (hidroksamska kise
lina, karboksilna kiselina, tiol, keton i druge skupine). Spojevi iz ove skupine su 
snažni inhibitori HDAC te su selektivni prema grupi 1 HDAC enzima (35). Naj
poznatiji i jedini registrirani predstavnik je romidepsin. 
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Romidepsin 

Romidepsin je prirodni produkt, izoliran iz bakterije Chromobacterium viola

ceum (69). Pripada skupini depsipeptida. U odnosu na ostale HDAC inhibitore, 
karakterizira ga kompleksnija struktura: građen je od bicikličkog prstenastog 
sustava (70). Romidepsin je prolijek. Izvan stanice nalazi se u oksidiranom 
obliku, a u strukturi sadrži disulfidnu vezu. Takav romidepsin je stabilan, ali i 
hidrofoban što mu omogućava prelazak stanične membrane. Unutar stanice 
romidepsin se djelovanjem glutationa reducira te nastaju slobodne tiolne sku
pine. Tiolna skupina koja je preko kratkog ugljikovodičnog lanca s dvostrukom 
vezom (poveznica) vezana na ciklički prsten ima sposobnost keliranja iona cinka 
u aktivnom mjestu HDAC. Ciklički sustav djeluje kao cap-grupa (slika 6.). Akti
virani romidepsin je nestabilan te hidrofilan. Nestabilnost se posebno očituje u 
mogućnosti metiliranja slobodnih tiolnih skupina i gubitku aktivnosti (71). 

ekstracelularni prostor 

hidrofobni romidepsin 
prolazi s. membranu 

Romidepsin izvan stanice: 

1) inaktivan (prolijek) 
2) stabilan 
3) hidrofoban 

stanica 

st. membrana 

0 o "'' �g�lu-ta�tio-n• ; 
- � J= 
o ""--Ćo ) o 

SH 

Romidepsin u stanici: 
1) aktivan 
2) nestabilan 
3) hidrofilan 

Slika 6 . ., Ulazak romidepsina u stanicu, aktivacija unutarstaničnim glutationom i inhibicija HDACl 

(modificirana prema 71) 

U liječenju limfoma T-stanica romidepsin se primjenjuje intravenski u dozi 
14 mg/m2, kroz četiri sata, prvi, osmi i petnaesti dan 28-dnevnog ciklusa. Romi
depsin se jako veže za proteine plazme, uglavnom za al -kiseli-glikoprotein. Inten
zivno se metabolizira preko enzima CYP3A4, u manjoj mjeri preko CYP3A5, 
CYPl Al, CYP2B6 i CYP2Cl9. U terapijskoj dozi romidepsin ne inhibira CYP 
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enzime. Poluvrijeme života ovoga lijek je 3 h. Istraživanja su pokazala da spol, 
dob ili rasa nemaju utjecaja na farmakokinetiku lijeka (72). 

Uobičajene nuspojave uključuju mučninu, povraćanje, dijareju, umor, gubi
tak apetita. Od ozbiljnijih nuspojava moguće su trombocitopenija, leukopenija i 
anemija te promjene T-vala i ST-segmenta na elektrokardiogramu. Iako nema 
odgovarajućih studija, ne preporuča se primjena ovog lijeka u trudnoći (73). 

Orto-am i noan ii idi 
Ova skupina HDAC inhibitora u strukturi sadrži motiv benzenske jezgre s nepo
sredno vezanom amidnom skupinom te amino skupinom u orto-položaju. U 
literaturi se često susreće i termin benzamidi koje možemo smatrati podskupi
nom orto-aminoanilida. Benzamidi, uz orto-aminoanildni motiv, sadrže benzen 
kao poveznicu amidne skupine s ostatkom molekule (35,39). Upravo su atomi 
dušika iz amidne, odnosno amino skupine odgovorni za keliranje iona cinka u 
aktivnom mjestu HDAC. S druge strane, slobodna amino skupina u strukturi 
zaslužna je za potencijalnu in vivo toksičnost ovih spojeva (74). 

Pokazuju selektivnost prema skupini 1 HDAC što smanjuje neželjene 
učinke. Negativna strana visoke selektivnosti je sposobnost stanica tumora da 
razviju rezistenciju što predstavlja problem prilikom dugotrajne terapije. 
Dodatni nedostatak ovih inhibitora je skroman terapijski učinak u kliničkim 
ispitivanjima, zbog čega je samo jedan orto-aminoanilid, pod nazivom kidamid 
(slika 7.), odobren za uporabu u Kini, za liječenje relapsirajućeg ili perzistentnog 
perifernog limfoma T-satnica (40,75). 

Slika 7. I> Struktura 
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Maligne bolesti su, prema mnogim autorima, posljednje neizlje
čive bolesti. Postoje brojne skupine antitumorskih lijekova, od klasičnih citosta
tika do novih, »pametnih« lijekova, koji pokazuju određenu selektivnost prema 
tumorskim stanicama. Unatoč tome, maligne bolesti još uvijek nisu potpuno 
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kontrolirane te i dalje predstavljaju terapijske izazove za budućnost. Zbog pret
hodnog, istraživanje patofizioloških mehanizama nastanka tumora i unaprjeđe
nje terapijskih mogućnosti temeljni su ciljevi suvremene biomedicine. Otkriće 
kako su epigenetičke modifikacije bitne u procesu nastanka tumora jednako kao 
i mutacije gena, omogućilo je razvoj nove skupine citostatika - inhibitora HDAC 
enzima. Proučavanje i razvijanje ove skupine lijekova do sada je rezultiralo s pet 
registiranih lijekova iz tri kemijske skupine: hidroksamske kiseline (vorinostat, 
panobinostat, belinostat), ciklički peptidi (romidepsin) i orto-aminoanilidi 
(kidamid) . Brojne molekule sa svojstvom inhibicije HDAC enzima u različitim 
su fazama ispitivanja, od pretkliničkih do kliničkih, te će se zasigurno neka od 
tih molekula u budućnosti pojaviti na tržištu kao novi lijek. 

4-5 
2020 

Histone deacetylase inh ibitors 
as antitumour d rugs 

G .  Poje, z. Rajić 

A b s  t r a c t Histone deacetylases (HDACs) catalyze the removal of the 
acetyl group from an e-N-acetyl lysine on a histone, resulting in 

a more tight DNA structure. In this way, they affect chromatin structure and 
gene expression. They catalyze the same reaction on some non-histone proteins. 
Inhibition of overexpressed HDACs in tumour cells results in cell cycle arrest, 
induction of apoptosis, inhibition of angiogenesis and regulation of cellular 
signaling pathways in a survival-negative manner. Out of 4 known HDAC cla
sses, classes I, II and IV are zinc-dependent enzymes, while class III is NAD+ 

dependent. All known HDACs inhibitors contain zinc-binding group, responsi
ble for complexation of Zn2+ from the enzyme's active site. Other main structu
ral features include cap group and the linker. With respect to the zinc-binding 
group, inhibitors can be divided into hydroxamic acids (the most pronounced 
ability to chelate Zn2+) ,  carboxylic acids, cyclic peptides, and o-aminoanilides. 
Up to date, five HDACs inhibitors have reached the market: vorinostat, belino
stat, and panobinostat (hydroxamic acids), romidepsin (cyclic peptide) and chi
damide (o-aminoanilide). They are used in the therapy of T-cell lymphomas and 
multiple myeloma. 
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