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Najnovije spoznaje u istraZivanju
inhibitora aromataze

MIRZA BOJIC, MARICA MEDIC-SARIC

Zavod za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucdilista u Zagrebu, A. Kovacié¢a 1, 10000 Zagreb

UvoD

Davne 1929. godine Flemingovim otkricem penicilina zapocela je era kemoterapije. S
godinama je broj kemijskih agenasa koji se primjenjuju u eradikaciji patogena: bakterija,
virusa, gljivica, protozoa, helminta i ncoplazmi, eksponencijalno rastao. Usmjereno dje-
lovanje zbog specifi¢ne grade prokariotske stanice (npr. stani¢na stjenka, ribosomi) pose-
bice jc bilo izrazeno medu antibioticima. Veé s prelaskom na terapiju gljivicama (eukario-
tima) uzrokovanih infekcija, zbog nedostatne selektivnosti, broj nuspojava antifungalnih
lijckova se povecavao. Prvi pristup u terapiji tumora obiljezili su lijekovi s djclovanjem na
stanice koje se brzo dijele. No, pogodenc su bile i zdrave ljudske stanice s visokom frek-
vencijom diobe kao $to su stanice epitela, kose i krvi. Otkricem ciljanih makromolekul-
skih mjesta djelovanja kao $to su receptori i cnzimski sustavi omoguceno je specifi¢no
djelovanje lijekova, s minimalnim nuspojavama. Takvu uspjesnicu predstavljaju aroma-
taza i njezini inhibitori.

Fiziologija: estrogeni i aromataza

Aromataza je enzim iz superporodice citokrom P450 enzima (CYP enzimi), jedini enzim
koji katalizira aromatizaciju, pa odatle i nazivi CYP19 odnosno ARO. Aromataza sudje-
luje u pretvorbi androgena u estrogene: androstendiona u estron, testosterona u
17-f -estradiol, 5to je prikazano na slici 1. (1).

Za razliku od aromataze vec¢ina CYP enzima nije selektivna u odabiru supstrata. Spe-
cifi¢nosti pridonose grada i smjestaj u endoplazmatskom retikulumu jer se veliki broj
ksenobiotika, uklju¢ujuci lijekove, metabolizira pomoc¢u mikrosomalnih citokroma
P450. Aromataza je polipeptid sacinjen od 503 aminokiseline (12 alfa heliksa i 10 beta
plo¢a) na koji je vezana hemska skupina. Hidrofobne i polarne skupine peptidnog lanca
komplementarno stupaju u interakcije sa strukturom androgena, vodikovim i van der
Whaalsovim vezama. Aktivno mjesto aromataze zna¢ajno je manje u odnosu na CPY3A4

i CYP2D6 (400 naspram 530 AY) Q).

Specifi¢nost je posljedica smjestaja, a smjestaj je posljedica strukture. Ovaj enzim ima
7 cisteinskih ostataka podloznih oksidaciji, niz ostataka triptofana i arginina, koji zajedno
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Slika 1. Aromataza katalizira hidroksilaciju metilne skupine na polozaju C19,
a potom aromatizaciju steroidnog prstena A (173-HSD = 173-hidroksisteroidna
dehidrogenaza, ox = oksidacija).

s hidrofobnim lancima najbolje odgovaraju membranski integriranom proteinu. Mem-
brana endoplazmatskog retikuluma djeluje kao filtar: lipofilni steroidi prolaze kroz mem-
branu i ulaze u specifi¢ni dzep za steroide gdje se ispoljava kataliticki u¢inak (slika 2.) (2).

aktivno mjesto
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Slika 2. Specifi¢nosti aromataze pridonose grada, smjestaji veli¢ina mjesta vezanja
supstrata. Preuzeto s dozvolom Macmillan Publishers Ltd: Nature (2), © 2009.

Aromatizacija ide u tri koraka. Prva dva koraka uklju¢uju hidroksilaciju/oksidaciju na
polozaju C19 preko odgovarajuéeg hidroksida pri éemu nastaje C19 aldehid. Slijedi aro-
matizacija prema predlozenom mehanizmu: nukleofilni napad preko Thr310 na vodik
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(polozaj C2) i elektrofilni napad Asp309 na keto skupinu na polozaju C3. Thr310 djeluje
dakle direktno kao nukleofil ili posredno preko Ala3006. Nastaje 2,3-enol. Slijedi nukle-
ofilni napad s Fe-peroksidom na C19 aldehid i izdvajanje mravlje kiseline ¢ime je prsten
A aromatiziran (slika 3.) (2).
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Slika 3. PredloZeni mehanizam djelovanja aromataze. Preuzeto s dozvolom
Macmillan Publishers Ltd: Nature (2), © 2009.

Patofiziologija: rak dojke

Estrogeni pridonose inicijaciji i propagaciji tumora dojke dvojako: karcinogeni u¢inak
ispoljavaju hidroksilirani metaboliti cstrogena, a vezanjem na receptore estrogena poticu
sc signalni putovi u stanici uklju¢ujuci i one koje aktivira epidermalni faktor rasta, prven-
stveno mitogenu aktivnost fosfoinozitid-3-kinaze (3).

Dvije trecine tumora su pozitivni na hormonske receptore $to znaci da je kod njih eks-
presija receptora estrogena i progesterona veca od statisti¢ki utvrdenih granica. Upravo
na te tumore ima smisla djelovati selektivnim modulatorima receptora estrogena i inhibi-
torima aromataze.

Aromataza je primarno aktivna u jajnicima, ali je prisutna i u drugim tkivima (misici,
masno tkivo, jetra, dojke). S godinama produkcija u jajnicima opada, a periferna produk-
cija se povecava pri éemu se androgeni nadbubreznc zlijezde prevode u estrogene. Za peri-
fernu produkciju je odgovorno kako zdravo, tako i tumorsko tkivo, pa su ciljana mjesta
djelovanja intra-tumoralne i periferne aromataze.

Sve navedeno vodi do zaklju¢ka da je glavna indikacija inhibitora aromataze rak dojke
Zena u postmenopauzi pozitivan na receptore estrogena.

Farmakoterapija: inhibitori aromataze i selektivni modulatori receptora estrogena

U terapiji raka dojke godinama se koristi tamoksifen (antagonist receptora estrogena) kao
standard. S obzirom da u¢inak tamoksifena na pojedina tkiva nije uvijek antagonisticki,
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ved i agonisticki iz ega proizlaze i nuspojave, ova skupina lijekova naziva se selektivnim
modulatorima receptora estrogena (SERM, prema engl. selective estrogen receptor modw
lator).

Klinicka ispitivanja pokazuju da su inhibitori aromataze u¢inkovitiji od tamoksifena
posebice u posljednjem stadiju bolesti (3).

Inhibitori aromataze (1A)

Inhibitore aromataze po kemijskoj strukturi dijelimo u dva tipa (tip I i tip II), a po
pojavi na tritu u tri generacije (1., 2. i 3. generacija). Tip | su steroidni analozi andro-
stendiona: formestan i eksemestan, a tip I su svi ostali nesterodini inhibitori aromataze,

(slika 4.).
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Siika 4. Generacijska i strukturna podjela inhibitora aromataze.

Prvi predstavnik nesteroidnih inhibitora aromataze bio je aminoglutetimid, a pojavio
se u istrazivanju novih antikonvulziva. Sintetiziran je iz hipnotika glutetimida nitrira-
njem i redukcijom (slika 5.) te pripada prvoj generaciji inhibitora aromataze (4).
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Slika 5. Sinteza aminoglutetimida.

Prva generacija inhibitora aromataze nema izrazenu selektivnost, pa tako aminogluteti-
mid inhibira biosintezu kortizola, aldosterona i tiroidnih hormona, ali i inducira jetrene
enzime.

Qd niza sintetiziranih steroidnih inhibitora aromataze druge generacije zadrzao se
samo fermestan. Drugu generaciju karaktcrizira visoka selektivnost no niska bioras-
poloiivost, a nuspojave su primarno vezane uz dozu. Klini¢ki pokusi nisu pokazali bolje
rezultate druge generacije od tamoksifena (5).

Slijedila je treca generacija najnovijih inhibitora aromataze derivata benzilazola od ko-
jih su se anastrozol i letrozol pokazali kao najpotentniji i najsclektivniji. O visokoj selek-
tivnosti, bioraspolozivosti nakon oralne primjene i visokoj potentnosti trece generacije
sviedoéi i doziranje od jedanput dnevno u izrazito niskim miligramskim koli¢inama.

Inhibitori aromataze dostupni na hrvatskom trzistu su aminoglutetimid (Mamomit®,
Pliva), letrozol (Femara®, Novartis), anastrozol (Arimidex®, AstraZeneca) i eksemestan
(Aromasin®, Pfizer). S klinickog aspekta anastrozol i letrozol nisu pokazali statisticki
znadajnu razliku u uéinkovitosti $to sugerira postojanje maksimalne supresije aromataze

(7-8).

SAR inhibitora aromataze

lako vecina istrazivanja pokazuje da sc A tipa [ snazno veiu za cnzim jer se njegovim
katalickim djelovanjem prevode u reaktivne intermedijere koji se kovalentne vezu na
enzim, posljednje istrazivanje strukture aromataze sugerira da bi inhibicija mogla biti i
drugog uzroka. Bududi da je vezanje za enzim ireverzibilno moze se govoriti o steroidnim
inaktivatorima aromataze.

Tako je npr. dokazano da metilenska skupina na polozaju C6 cksemestana stupa u hid-
rofobne interakcije s postraniénim lancima aminokiselina, ukljucujuci i Thr310 koji je
direkeno ili indirektno odgovoran za kataliticki u¢inak aromataze. Kako je smjedtaj u
diepu time i cnergetski povoljan, ne dolazi ni do hidroksilacijc, a time niti do aromatiza-
cije eksemestana (slika 6.) (2).

Mehanizam djelovanja nesteroidnih inhibitora aromataze zasniva se na interakcijama
ieljeza CYP-a s dusikom odnosno triazolnim prstenom u strukturi trece generacije inhi-
bitora aromataze (slika 4.) (3).
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Slika 6. Mehanizam djelovanja steroidnih inhibitora aromataze.
Preuzeto s dozvolom Macmillan Publishers Ltd: Nature (2), © 2009.

Indikacije i nuspojave

U nekim slu¢ajevima inhibitori aromataze predstavliaju prvu liniju terapijc uznapre
dovalog ili lokalno uznapredovalog raka dojke, a mogu se primjenjivati i kao druga linija
nakon tamokisfena, a i treca nakon tamoksifena i megestrol acetata. Terapija tamoksife-
nom usporava rast metastaza te produljuje prezivljenjc bolesnica. Djelotvoran je u preme
nopauzalnih, perimenopauzalnih i postmenopauzalnih bolesnica, dok su inhibitori aro-
mataze anastrozol, letrozol i eksemestan uéinkoviti samo u postmenopauzalnih
bolesnica.

Moguca je i neoadjuvantna primjena (prije operacije) kod raka dojke pozitivnog na
receptore estrogena. Letrozol se takoder primjenjuje u ranoj fazi raka dojke pozitivnog na
receptore estrogena u trajanju od 5 godina, iako optimalno trajanje terapije nije poznato
(7-8).

Sve usporedbe u klini¢kim ispitivanjima provedene su s postojecim standardom - tamo-
ksifenom. Ono $to je od posebnog znacaja jest povecan rizik od tromboembolije i raka
endometrija u slu¢aju primjene tamoksifena. Navedene nuspojave manjec su uéestale kod
anastrozola iako i njegova primjena dovodi do nuspojava kao $to su valovi vrucine, vagi-
nalno krvarenje, povracanje i kostane frakture. Kod primjene [A desetina pacijentica se
zalila na bol u zglobovima, a povecan je i rizik nastanka osteoporoze (9).

Razlog znacajnih nuspojava tamoksifena u odnosu na inhibitore aromataze lezi u
¢injenici da inhibitori aromataze vrie totalnu supresiju produkcije estrogena. Tamoksi-
fen se veze na rcceptor estrogena onemogucujuci aktivaciju transkripcije estrogen ovis-
nih gena na razini aktivacijskog faktora 2, no ukoliko je aktivacijski faktor 1 prisutan u
stanici doci ¢e do prijepisa, a time i do ispoljavanja agonistickog u¢inka preparata (slika

7) (3).

Perspektive inhibitora aromataze

Aminoglutetimid je neselektivni inhibitor aromataze koji takoder inhibira produkciju
kortikosteroida u nadbubreinoj zlijezdi, pa ukoliko se Zeli postici totalna blokada biosinteze
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Slika 7. Najtesce nuspojave tamoksifena i anastrozola. Prilagodeno s dozvolom
Macmillan Publishers Ltd: Nat Rev Cancer (3), © 2003.

steroida primjenjuje se kod mctastaskog raka dojke, palijativne skrbi muskaraca s rakom
prostate i Cushingovog sindroma (doze 1-2 g dnevno) (7).

Kako estrogeni imaju vainu ulogu u sazrijevanju i longitudinalnom rastu kostiju, inhibi
tori aromataze mogli bi se primjenjivati i kod poremecaja njihova rasta, poremecaja meta-
bolizma lipida i inzulinske osjetljivosti. Takva ispitivanja napravljena su na letrozolu s
ciljem poveéanja visine dje¢aka koji konstitucijski imaju odgoden pubertet (10).

Za razumijevanje djelovanja inhibitora aromataze potrebno je imati na umu ¢injenicu
da se aromataza nalazi i u tumorskom tkivu koje za svoje potrebe sintetizira estrogene
pospjesujuci tako vlastiti rast. Ne samo da jc aktivnost aromataze pojacana nego se ona
dodatno eksprimira. Ekspresija se nalazi pod utjecajem tumorskih faktora kao $to su IL0,
IL 11, TNFa, prostaglandin E2. To opravdava potencijalnu klini¢ku primjenu selektivnih
modulatora aromataze (npr. inhibitori ciklooksigenaze) u kombinaciji s inhibitorima aro-

mataze (slika 8.) (6, 11-12).

S obzirom na relativno sigurnu primjenu inhibitora aromataze, moguce je da ce se
prosiriti broj novih indikacija za ove lijekove (npr. muska neplodnost, smetnje u rastu).
Tome pridonosi i ¢injenica da na inhibitore aromataze tumorske stanice nemaju razvi-
jene mehanizme rezistencije (npr. ABC transporteri), a njihova u¢inkovitost je i dalje

visoka (97-99%) (13-14).
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Slika 8. Utjecaj selektivnih modulatora aromataze (SMA) na ekspresiju aromataze.
Prilagodeno s dozvolom Macmillan Publishers Ltd: Nat Rev Cancer (3), © 2003.

Newest achievements in research of aromatase inhibitors
by M. Boji¢, M. Medi¢-Sari¢

Abstract

Most of the therapeutics used in chemotherapy are non selective drugs that act non
specifically, effecting healthy tissue and causing serious side effects (depression of bone
marrow, nausea, hair loss etc.). Every day new macromolecular targets arc discovered.
One of very important targets in therapy of breast cancer is aromatase - CYP enzyme
unique for its function of converting male into female hormones. This paper is focused
to the enzyme and its mechanism of action, as this was explained very recently. Physio-
logy and patophysiology of aromatase is explained, as the basis for understanding action
of aromatase inhibitors. Special attention is devoted to cxpression of aromatase and
potential use of selective modulators of aromatase, as well as new indications of aroma
tase inhibitors.
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