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Moznosti uporabe protimikrobnih ucinkovin pri
zdravljenju raka

Possible use of antimicrobial agents in cancer therapy

Ana Mitrovié,! Janko Kos!?

lzvlecek

Rak je veliko breme za zdravstvene sisteme in Se vedno drugi najpogostejsi vzrok smrti v razvitem svetu. Zato se, kljub
velikem napredku v zadnjih letih, Se vedno veliko sredstev usmerja v iskanje novih ucinkovitejsih protitumorskih zdravil,
ki bi omogocila bolj ucinkovito zdravljenje, daljSe preZivetje bolnikov z rakom, preprecila ponovni pojav raka in zmanjsala
stranske ucinke, povezane z zdravljenjem raka, s tem pa povecala kakovost Zivljenja bolnikov z rakom. Uvajanje novih
zdravil v klini¢no uporabo pa je hkrati povezano z vse vecjimi stroski. Zato je zaradi velike potrebe po prepoznavanju novih
protitumorskih zdravil iskanje novih indikacij za Ze obstojeca zdravila na podrocju onkologije pritegnilo veliko pozornosti.
Pri tem se je med drugim protitumorsko delovanje pokazalo tudi za nekatere antibiotike in druge protimikrobne ucinko-
vine. Slednje se je med drugim izkazalo za doksiciklin, klorokin, nitroksolin in nekatere predstavnike fluorokinolonov. V
preglednem clanku povzemamo razlicne molekulske mehanizme, uporabljene tumorske modele in raziskave, ki oprede-
ljujejo njihovo protitumorsko delovanje. To so prikazale Stevilne neodvisne Studije tako in vitro kot in vivo, strukture ob-
stojecih ucinkovin pa so se hkrati uporabile kot spojine za razvoj novih derivatov in identificiranje strukturnih elementov,
ki izboljSajo protitumorsko delovanje. Te raziskave tako kaZejo na nove moZznosti za uporabo Ze dobro znanih ucinkovin,
ki bi lahko razsirile svoj spekter uporabe in samostojno ali v kombinaciji z Ze obstojec¢im zdravljenjem izboljSale uspesnost
protitumorskega zdravljenja.

Abstract

Cancer represents a major burden for health systems and is the second leading cause of death in the developed world.
Despite major progress during past years, a lot of resources are still directed towards the identification of new antitumour
drugs that would allow more efficient treatment, and prolonged patients’ survival, lower cancer recurrence rate, and de-
creased side effects associated with cancer therapy, thus increased quality of life for cancer patients. However, the intro-
duction of new drugs to clinical practice is associated with high costs. To keep the health system sustainable, the search for
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new indications of existing drugs has attracted a lot of attention in the field of oncology. Among others, antitumour activity
has been shown for some antibiotics and other antimicrobial agents, including doxycycline, chloroquine, nitroxoline, and
certain fluoroquinolones. In this review, we summarize various molecular mechanisms and tumour models used to define
their antitumour activity. The latter has been demonstrated in a number of independent studies both in vitro as well as in
vivo. Moreover, structures of existing compounds were used as lead compounds for the development of new derivatives
and the identification of structural elements that improve antitumour activity. Together, these studies point to new possi-
bilities for the use of already well-established drugs, which could expand their range, and, either, alone or in combination

with existing therapy, improve the effectiveness of antitumour therapy.

1 Uvod

Pri raku gre za eno najvecjih zdravstvenih tezav ta-
koj za sréno-zilnimi boleznimi in je drugi najpogostejsi
vzrok smrti v razvitem svetu, vklju¢no s Slovenijo. Po
podatkih Svetovne zdravstvene organizacije, SZO (angl.
WHO) je leta 2018 po svetu za rakom umrlo 9,6 mili-
jonov ljudi (1). Poleg velikega zdravstvenega problema
pa je rak danes v sodobni druzbi tudi veliko socialno in
ekonomsko breme (1). Kljub velikemu napredku v zad-
njih letih se pri zdravljenju raka Se vedno spopadamo s
Stevilnimi izzivi (2). Kljuéni izzivi pri razvoju uc¢inkovi-
tejSe terapije so prepreCevanje ponovnega pojava raka,
izogibanje odpornosti na terapijo in zmanjsanje $tevilnih
stranskih ucinkov, ki so povezani z vecino terapevtskih
pristopov, ki se trenutno uporabljajo v klini¢ni praksi in
$e dodatno zmanjsujejo kakovost Zivljenja bolnikov z ra-
kom (3). Razvoj novih zdravil je povezan z izredno viso-
kimi stroski, ki se samo Se povecujejo, zaradi Cesar se je v
zadnjem desetletju, kljub visokim investicijam v raziska-
ve in razvoj, Stevilo novih zdravil na trgu zmanjsalo (4).

Kot odgovor na visoke stroske in majhno stevilo zdra-
vil, ki uspe$no prestanejo vse faze testiranj in pridejo na
trg, se vedno ve¢ pozornosti posveca iskanju novih indi-
kacij in moznosti uporabe zdravil, ki so Ze na trgu (angl.
drug repurposing, repositioning) (5,6). Pri teh zdravilih
so ze dobro znani njihovi toksikoloski profili, toleranca,
farmakokineti¢ne in farmakokodinamic¢ne lastnosti, kar
so tudi glavne prednosti, ki povecujejo njihove moznosti
za uporabo pri zdravljenju raka. Za obstojeca zdravila
poleg tega poznamo njihov na¢in odmerjanja, farmako-
loske lastnosti in njihove interakcije z drugimi zdravili
(2,5-7). Zaradi stevilnih Ze znanih podatkov je uporaba
ze obstojecih zdravilnih u¢inkovin za nove indikacije ta-
ko povezana s kraj$im ¢asom in manj$imi stroski, ki so
potrebni za njihov uspesen prenos v klinicno uporabo
(2,5,6).

Pri iskanju novih indikacij za Ze obstojeca zdravila je
v prvi vrsti najprej potrebno podrobno raziskati njihov
mehanizem delovanja na nove tarce ter njihovo ucin-
kovitost in varnost preveriti v klini¢nih $tudijah, saj je

216

lahko uporaba zdravila za novo indikacijo povezana z
novimi $e nepoznanimi stranskimi ucinki (5,6). Vendar
pa je pri obstojecih zdravilih mozen hitrejsi prehod v 2.
in 3. fazo klini¢nih testiranj zaradi stevilnih znanih in-
formacij, pridobljenih Ze v predhodnih predklini¢nih in
klini¢nih testiranjih (2). Poleg zdravil, ki so v klini¢ni
uporabi, pa so za iskanje novih indikacij zelo primerne
tudi zdravilne u¢inkovine, ki so se v klini¢nih testiranjih
izkazale kot varne, vendar zaradi drugih razlogov niso
prisle v klini¢no uporabo (6).

Zaradi velike potrebe po prepoznavanju novih bolj
uc¢inkovitih u¢inkovin je iskanje novih indikacij pri ze
obstojecih zdravilih posebej veliko pozornosti pritegnilo
na podrocju onkologije (3,5). Danes je tako znano, da
$tevilne u¢inkovine, ki so v uporabi za zdravljenje drugih
indikacij in se razlikujejo tako po svoji strukturi kot me-
hanizmu delovanja, lahko pokazejo tudi protitumorsko
delovanje. Med drugim so protitumorsko delovanje ze
dokazali za talidomid, metformin, acetilsalicilno kislino,
statine, raloksifen, tamoksifen, nekatere antidepresive in
antipsihotike in mnoga druga zdravila (2,5).

Poleg teh se je protitumorsko delovanje pokazalo tu-
di pri nekaterih antibiotikih in protimikrobnih uéinko-
vinah, med drugim za doksiciklin, klorokin, nitroksolin
in florokinolone (Slika 1). V preglednem ¢lanku se bo-
mo osredotoc¢ili na moznost uporabe nekaterih proti-
mikrobnih uc¢inkovin za zdravljenje raka in predstavili
mozne mehanizme za njihovo protitumorsko delovanje.

2 Doksiciklin

Doksiciklin (Slika 1) je antibiotik iz skupine tetra-
ciklinov, ki se uporablja za zdravljenje Sirokega spektra
bakterijskih okuzb (5,8). Uporablja se tudi profilaktiktic¢-
no za preprecevanje malarije, v kombinaciji s kininom,
pa je ucinkovit tudi pri zdravljenju malarije. Doksiciklin
se po peroralnem jemanju hitro absorbira in prestopi
krvno-mozgansko pregrado, znane so njegove farmako-
kineti¢ne lastnosti in razpolovni ¢as, bolniki pa ga po
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Slika 1: Strukture protimikrobnih ucinkovin, ki izkazujejo protitumorsko delovanje.

jemanju nac¢eloma dobro prenasajo (8).

V zadnjih letih je ve¢ raziskav pokazalo, da ima
doksiciklin poleg mocnega protibakterijskega delova-
nja tudi protitumorsko delovanje. Protitumorsko delo-
vanje doksiciklina so pokazali pri razli¢nih vrstah raka,
vklju¢no z rakom dojk, materni¢nega vratu, jaj¢nikov,
prostate, pljuc, ustne votline, trebusne slinavke in dva-
najstnika, rakom debelega Crevesa in danke, melano-
mom in levkemijo (5,8). Pri celicah levkemije so ze pred
ve¢ kot 30 leti pokazali, da zdravljenje z doksiciklinom
zavira proliferiranje celic T in vodi v njihovo popolno
unicenje, pri ¢emer so pokazali, da je mehanizem delo-
vanja doksiciklina odvisen od njegove koncentracije in
stopnje napredovanja tumorja (9).

Skupaj je bilo opisanih ve¢ mehanizmov, preko kate-
rih doksiciklin zavira nastanek in napredovanje tumor-
jev (8). Kot eden od njegovih mehanizmov delovanja
doksiciklin zavira matriks metalopeptidazi MMP-2 in
MMP-9, ki sta pomembno udelezeni v razli¢nih procesih
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nastanka in napredovanja raka. Dodatno zavira aktiv-
nost MMP Se s povecanjem izrazanja tkivnega inhibi-
torja MMP-2 (TIMP-2) (5,10-12). Na zivalskih mode-
lih so pokazali, da doksiciklin z inhibiranjem MMP-2
in MMP-9 zavira nastanek metastaz (5,13,14). Nadalje
doksiciklin zavira napredovanje raka preko S$tevilnih
signalnih poti (5,8). Med drugim neposredno zavi-
ra signalizacijo s proteazami aktiviranega receptorja 1
(PAR-1) in zniza signalizacijo VEGF (10,15,16). Doksi-
ciklin zavira adhezijo, migracijo in invazijo tumorskih
celic tudi z zaviranjem izrazanja in fosforilacije adhezij-
skih molekul, kot je sredi$¢na adhezijska kinaza (FAK)
pri celicah levkemije in pri celicah melanoma (11,12).
Angiogenezo in migracijo rakavih celic zmanj$a tudi z
inhibiranjem izrazanja interlevkina 8 (IL-8) (17). Z inhi-
biranjem signalnih poti doksiciklin inhibira invazijo tu-
morskih celic, epitelno-mezenhimski prehod tumorskih
celic in nastanek metastaz (5,8,14).

Doksociklin sprozi apoptozo in zavira proliferiranje
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celic (8,17). Pri zaviranju apoptoze je udelezen tako v
poti, odvisni od mitohondrijev, kakor tudi poti, odvisni
od kaspaz (8,18). Za celice raka prostate so pokazali, da
doksiciklin povzroci zastoj celi¢nega cikla v fazi G2/M
(19). Glede na rezultate pri razli¢nih tipih raka, doksi-
ciklin spodbuja apoptozo in zavira proliferacijo celic z
zaviranjem razli¢nih molekulskih tar¢, ki so pomembno
udelezene v teh procesih (8).

Kot protitumorska ucinkovina je doksiciklin pred-
vsem zanimiv zaradi delovanja proti tumorskim ma-
ti¢nim celicam (8). Pri raku materni¢nega vratu so po-
kazali, da doksiciklin zmanj$a izrazanje oznacevalcev
tumorskih mati¢nih celic, kot so SOX-2, OCT-4, NA-
NOG in NOTCH (20).

Protitumorsko delovanje doksiciklina so ovrednotile
tudi klini¢ne $tudije. Pri tem pa v 2. fazi klini¢ne $tudi-
je na bolnikih z rakom dojk in metastazami na kosteh
doksiciklin ni pokazal znacilnih uc¢inkov (21), medtem
ko se je v majhni pilotni klini¢ni $tudiji, ki je vkljuc¢evala
15 bolnikov, njegov pozitiven ucinek pokazal pri skoraj
90 % oseb z zgodnjo obliko raka dojk, ki so prejemali
doksiciklin 14 dni pred operacijo. Pri tem se je v vzorcih
tumorjev po jemanju doksiciklina zmanjsalo izrazanje
oznacevalcev tumorskih mati¢nih celic (22), kar ponuja
obetavne moznosti za njegovo uporabo pri zdravljenju
raka. To pa je potrebno Se dodatno ovrednotiti v bolj ob-
sezni klini¢ni $tudiji.

Doksiciklin je u¢inkovit tudi v kombinaciji z drugimi
znanimi kemoterapevtiki, zato je obetavna uc¢inkovina,
ki se ze uporablja v klini¢ni praksi in bi se lahko upora-
bila v onkologiji za zdravljenje raka samostojno ali sku-
paj skupaj z Ze obicajno terapijo za zdravljenje raka in
preprecevanje, da se ta ponovno pojavi (8).

3 Klorokin

Klorokin (7-kloro-4-(4-dietilamino-1-metilbutila-
mino)-kinolin) (Slika 1) in njegov analog hidroksiklo-
rokin se uporabljata za preprecevanje in zdravljenje ma-
larije (23-25). Klorokin je stara u¢inkovina, sintetizirana
ze leta 1934. Uporabljala se je kot uc¢inkovina izbire pri
zdravljenju malarije, dokler se niso pojavili nanjo od-
porni sevi (24). Pozneje se je uporaba razsirila tudi za
zdravljenje revmatoidnega artritisa in lupusa eritema-
tozusa (23,25). Protitumorsko delovanje klorokina so
prvic¢ opazili Ze v 70. letih, ko se je med $tudijo njegovega
ucinka proti malariji v skupini, ki je prejemala klorokin,
zmanjs$ala pojavnost Burkitovega limfoma. Slednje je Se-
le pozneje pritegnilo ve¢ zanimanja (26). Do danes pa
so protitumorsko delovanje klorokina in hidroksikloro-
kina prikazali v ve¢ in vitro in in vivo $tudijah na misjih
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modelih z razli¢nimi tipi raka, vklju¢no z rakom dojk,
jeter, debelega Crevesa, glioblastomom in z melanomom.
Zmanjsal je napredovanje tumorjev in upocasnil njihovo
rast (25). Na mi$jem modelu raka jeter pa so pokazali tu-
di zmanjsanje $tevila in velikosti metastaz v pljucih (27).
Kot protitumorski u¢inkovini se lahko klorokin in hi-
droksiklorokin uporabljata samostojno ali kot podporno
zdravljenje za izbolj$anje uc¢inka kemoterapije in radio-
terapije pri razli¢nih tipih raka. Trenutno sta vklju¢ena
v ve¢ klini¢nih $tudij (23-25). Na naslovu clinicaltrials.
gov je bilo februarja 2021 registriranih 21 klini¢nih $tu-
dij za uporabo klorokina pri raku in 89 klini¢nih $tudij
za hidroksiklorokin, ki se nahajajo v razli¢nih stopnjah,
mnoge od njih Se potekajo, rezultati pa so ze dostopni
le za nekatere $tudije (28). V klini¢nih $tudijah so bol-
niki klorokin in hidroksiklorokin ve¢inoma prejemali v
kombinaciji z drugimi protitumorskimi uc¢inkovinami
(25,28). Dosedanji rezultati kazejo, da se je pri nekate-
rih vrstah raka pri bolnikih, ki so kot podporno terapijo
prejemali klorokin ali hidroksiklorokin, podaljsalo pre-
zivetje v primerjavi s kontrolno skupino (25,29). Znatno
izbolj$anje prezivetja bolnikov, ki so poleg radioterapije
in kemoterapije prejemali klorokin, so opazili Ze v eni
prvih klini¢nih $tudij, ki so jo zaceli maja 1998 pri 18
bolnikih z glioblastomom (30). Podobno izboljsanje v
prezivetju bolnikov z glioblastomom, ki so poleg obicaj-
ne kemoterapije in obsevanja prejemali klorokin, v pri-
merjavi s tistimi, ki so prejeli placebo, so opazili tudi v
klini¢ni $tudiji, izvedeni oktobra 2000. V $tudiji je bilo v
vsako skupino vkljucenih 15 bolnikov (31). V retrospek-
tivni Studiji so zbrali vse podatke, pridobljene v obdob-
ju 5 let, od 41 bolnikov z glioblastomom, ki so prejeli
klorokin kot pomozno terapijo in niso bili vkljuceni v
prej omenjeni $tudiji (31). V dveh neodvisnih $tudijah
2. faze klini¢ne $tudije (32) in prospektivni $tudiji so na
eni skupini (33) pri bolnikih z metastazami na mozga-
nih pokazali, da klorokin poveca obcutljivost celic na
radioterapijo pri bolnikih z mozganskimi meteastazami.
Podaljsa tako obdobje brez napredovanja metastaz in
celokupno prezivetje, kar nakazuje moznost za njegovo
uporabo kot podporno zdravljenje pri obsevanju (25).
Nadalje je ve¢ klini¢nih $tudij na razli¢nih tipih raka po-
kazalo, da dodatek hidroksiklorokina k obicajni terapiji
izbolj$a odziv na terapijo z zaviranjem avtofagije (25).
Zaradi dolgotrajne uporabe v klini¢ni praksi so stran-
ski uc¢inku klorokina in hidoroksiklorokina dobro znani.
Po njuni kratkotrajni uporabi se redko pojavijo resni
stranski ucinki. Lahko pa se pojavijo nezeleni toksi¢ni
ucinki, zlasti nefrotoksi¢nosti, po daljSem jemanju visjih
odmerkov in jemanju hkrati z drugimi protitumorskimi
u¢inkovinami (23,25,34). Prisotnost dodatne skupine
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hidroksi pri hidroksiklorokinu znacilno zmanjsa toksic-
nost in vpliva na farmakokineti¢ne lastnosti spojine,
medtem ko razlike v protitumorskem delovanju kloroki-
na in hidroksiklorokina niso povsem znane (25,35).

Klorokin in hidoroksiklorokin sta dobro topna in se
hitro ter dobro absorbirata ze po peroralnem jemanju
(24,25). Klorokin je $ibka baza in se pri fizioloskem pH
7,4 nahaja v neprotonirani ali delno protonirani obliki,
zaradi Cesar dobro prehaja celicne membrane in vstopa v
kisle predele celic. Kot sibka baza se klorokin po vstopu
v kislo okolje lizosomov protonira in zadrzuje v lizoso-
mih. Pri tem pride tudi po povisanja pH v lizosomih,
zaradi Cesar se zmanj$a njihovo delovanje, saj ima vecina
proteinov, prisotnih v lizosomih, svoj optimum delova-
nja pri kislem pH (23-25).

Zadrzevanje klorokina znotraj celic vodi k inhibici-
ji avtofagije, ki je eden klju¢nih mehanizmov njegovega
protitumorskega delovanja (23-25,34). Klorokin in hi-
droksiklorokin zavirata avtofagijo z inhibiranjem zlitja
avtofagosomov in razgradnje znotraj lizosomov zara-
di zvisanja pH (25,36). Na avtofagijo vpliva tudi preko
PI3K/Akt/mTOR signalne poti, pri kateri ima sinergi-
sti¢ni ucinek skupaj z inhibitorji AMPK signalne poti in
aktivirane kinaze signalne poti Janus 2 (JAK2) / STAT3
(23,25,37). Poleg zgodnje avtofagije klorokin zavira tudi
pozne faze avtofagije in lahko sprozi celi¢no smrt tudi
pri pogojih, pri katerih inhibitorji zgodnjih stopenj av-
tofagije tega ne zmorejo (23).

Ve¢ neodvisnih $tudij je pokazalo tudi protitumor-
sko delovanje klorokina v neodvisnosti od inhibiranja
avtofagije (24). Eden od mehanizmov je tako modula-
cija celicnega metabolizma, kar vpliva na metabolizem
aminokislin, glukoze in na metabolizem v mitohondrijih
(23,24). Klorokin in hidroksiklorkoin vplivata tudi na
apoptozo in zaustavitev celi¢nega cikla z regulacijo mo-
lekul, ki so pomembno udelezene pri teh procesih (25).
Med drugim lahko klorokin sprozi celicno smrt tudi
preko z lizosomi spodbujene apoptoze z delovanjem na
katepsine (24). Pri reguliranju celi¢nega stresa in modu-
latorjev vnetja je klorokin udelezen tudi z reguliranjem
proteostaze preko sistema ubikvintin/proteasom (23).
Na proliferacijo celic in njihovo prezivetje pa vpliva tudi
z delovanjem na aktivnost glutamat dehidrogenaze (25).
Dodatno klorokin deluje protitumorsko z normalizacjo
tumorskih zil z zmanj$anjem gostote Zil in s povec¢ano
tvorbo tesnih stikov (25,38).

Znanih je ve¢ molekulskih tar¢ protitumornega delo-
vanja klorokina in hidroksiklorokina, vklju¢no s signal-
nimi potmi transkripcijskega faktorja NF-kB, tumor
supresorskega dejavnika p53 in signalno potjo CXCL12/
CXCR4 (24,25). Z inhibiranjem signalne poti CXCL12/
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CXCR4 klorokin zmanjsa fosforiliranjesignalnih mole-
kul ERK in STAT3 (25) in s tem deluje tudi na tumorske
mati¢ne celice (23). Polega tega na celi¢ni liniji raka
zol¢nih vodov klorokin zavira metastaziranje tumorskih
celic z vplivom na s hipoksijo induciran faktor la (HIF-
-la), VEGF in na proces epitelno-mehenhimskega pre-
hoda (25).

Z inhibiranjem avtofagije lahko klorokin obide ome-
jitve obstojece kemoterapije, saj je avtofagija med drugim
eden klju¢nih procesov za prezivetje in odpornost na
obstojeco kemoterapijo pri tumorskih mati¢nih celicah
in omogoca epitelno-mezenhimski prehod tumorskih
celic. To je eden od procesov, pri katerem lahko celice
pridobijo lastnosti tumorskih mati¢nih celic (23,25). Pri
tumorskih mati¢nih celicah so pokazali, da klorokin pri
koncentraciji 20 uM s specifi¢cnim delovanjem na avto-
fagijo vpliva na mati¢nost (23,39). Nadalje so pokazali,
da pri tumorskih mati¢nih celicah v nizkih mikromolar-
nih koncentracijah vpliva na signalne poti JAK2/STAT3,
Hedgehog in CXC4, izrazanje DNA metil transferaze ter
izrazanje oznacevalcev mati¢nosti (23,25,40). Poleg tega
so za klorokin v ve¢ studijah pokazali, da je udelezen tu-
di pri uravnavanju imunskega sistema in vnetnega odzi-
va preko razli¢nih mehanizmov (23,24).

Klorokin ob socasni uporabi izboljsa u¢inek kemote-
rapije in radioterapije. Z inhibiranjem avtofagije pove-
¢a obcutljivost tumorskih celic na radioterapijo, kar so
pokazali pri razli¢nih tipih raka vklju¢no z rakom dojk,
plju¢ in gliomom. Metaanaliza opravljenih raziskav je
pokazala, da dodatek klorokina h kemoterapiji ali k radi-
oterapiji poveca prezivetje bolnikov in podaljsa cas brez
bolezni (23). Klorokin in hidroksiklorokin imata siner-
gisti¢ni ucinek z inhibitorji BET ze v nizkih koncentra-
cijah in povzrocita apoptozo tumorskih mati¢nih celic
pri raku trebusne slinavke in akutni mieloidni levkemiji
(23,41,42). Klorokin poveca ucinkovitost in ubijanje tu-
morskih celic tudi v kombinaciji z inhibitorji celi¢cnega
cikla in vodi v apoptozo skupaj z inhibitorji proteaso-
ma, kot so pokazali na mis$jem modelu raka jeter (23,43).
Nadalje so sinergisti¢en ucinek na celi¢no smrt pokazali
tudi z inhibitorji signalne poti AMPK in signalne poti
STAT3 (23).

Kljub obetavnim rezultatom predklini¢nih $tudij se v
klini¢nih $tudijah $e ni pokazal zadosten protitumorski
ucinek klorokina. Klju¢na vzroka za to bi bila lahko slab-
$e prehajanje klorokina v tumorske celice zaradi kislega
zunajceli¢nega okolja tumorjev in pa dejstvo, da kloro-
kin z inhibiranjem avtofagije v lizosomih pomembno
vpliva na uravnavanje imunskega odziva (23,25). Poleg
tega pa se zaradi razli¢ne odvisnosti tumorjev od av-
tofagije pri razli¢nih tipih tumorjev razlikuje odziv na
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terapijo s klorokinom (25). Hkrati pa so pokazali, da so
za doseganje terapevtskega uc¢inka na inhibiranje avtofa-
gije pri levkemiji potrebne visoke koncentracije kloroki-
na, kar omejuje njegovo uporabo. Ne glede na to pa so
pokazali, da klorokin vpliva na tumorske celice, ki me-
tastazirajo in se ne nahajajo v kislem tumorskem okolju
ter so $e posebej obcutljive na inhibiranje lizosomov.
Tako se zmanj$a moznost nastanka metastaz (23). Pri
trojno negativnem raku dojk klorokin uspes$no ubija tu-
morske maticne celice in zmanjsa sposobnost tumorjev,
da metastazirajo na misjih modelih tako in vitro kot in
vivo (44). Pokazalo se je, da klorokin deluje predvsem na
tumorske celice z lastnostmi tumorskih mati¢nih celic.
Zato je njegova uporaba smiselna predvsem ob socasni
uporabi u¢inkovin, ki so usmerjene proti diferenciranim
tumorskim celicam (23,25).

4 Nitroksolin

Nitroksolin (5-nitro-8-hidroksikinolin) (Slika 1) je
dobro znana protimikrobna uc¢inkovina, ki se uporab-
lja pri zdravljenju okuzb secil. Protimikrobno delovanje
nitroksolina so odkrili ze v 50. letih prej$njega stoletja
in so ga kmalu zaceli uporabljati v klini¢ni praksi (45).
Kljub dolgi uporabi bakterije Se vedno niso razvile od-
pornosti za nitroksolin (45,46). Nitroksolin je ucinko-
vit proti vecini po Gramu pozitivnih in po Gramu ne-
gativnih patogenih bakterij secil, mikoplazmam (M.
hominis, Ureaplasma urealyticum) in humanim patoge-
nom Candida spp. (45). Dodatno je nitroksolin izkazal
ucinkovitost proti vecini drugih po Gramu negativnih
bakterij in je bil u¢inkovit tudi proti Gramu pozitivnim
bakterijam, kar poleg zdravljenja okuzb secil nakazuje
na moznost uporabe kot protimikrobne uc¢inkovine tu-
di za druge indikacije (47). Nitroksolin deluje protimi-
krobno predvsem s kelacijo razli¢nih bivalentnih ionov
(45,48,49). Na ta nacin stabilizira lipopolishararide na
povrsini bakterij, kar poveca hidrofobnost njihove po-
vr$ine in zmanj$a njihovo adhezijo (45,48,49). S tem ni-
troksolin zavira tudi sintezo RNA med celi¢no delitvijo
kvasovk (45,50), hkrati pa v nizjih koncentracijah zavira
nastanek bakterijskih biofilmov (45,46,51). Kot uveljav-
ljena protimikrobna uc¢inkovina ima nitroksolin dobro
znane farmakokineti¢ne in farmakodinamic¢ne lastnosti
(45,52-54). Nitroksolin se po peroralnem jemanju po-
polnoma in hitro absorbira v se¢ilih (52,54), pri tem pa
so opazili le manjse in znosne stranske uc¢inke, kar naka-
zuje, da je jemanje nitroksolina varno (45).

Protitumorsko delovanje nitroksolina je do danes
prikazalo ve¢ raziskav. Prvi¢ so njegovo protitumorsko
delovanje prepoznali pri iskanju inhibitorjev metionin
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aminopeptidaze tipa 2 (MetAP2), ki bi se lahko upo-
rabljali kot nove uc¢inkovine za zmanj$anje angiogene-
ze (55). Pokazali so, da je nitroksolin mocan inhibitor
MetAP2 in vitro in zavira proliferacijo in angiogenezo
endotelnih celic tako in vitro kot in vivo. Dodatno sprozi
nitroksolin senescenco in zavira proliferacijo endotel-
nih celic HUVEC s hkratnim inhibiranjem MetAP2 in
Sirtuina 1 (Sirtl). Z zaviranjem Sirtl poveca nitrokso-
lin koli¢ino aceteliranega tumorskega supresorja p53,
zaradi Cesar se zmanj$a angiogeneza. Hkrati nitroksolin
znacilno zmanjsa velikost tumorjev dojk na misjem mo-
delu in zavira rast raka mehurja na ortotopnem misjem
modelu (55). Kasneje so pokazali $e, da nitroksolin pri
raku mehurja zmanjsa izrazanje proteinov, povezanih z
epitelno-mezenhimskim prehodom tumorskih celic, in
delez mieloidnih supresorskih celic (MDSC) v periferni
krvi (56). Poleg tega so nitroksolin v drugi, neodvisni,
studiji z reSetanjem visoke zmogljivosti knjiznice spojin
in biokemijskim vrednotenjem najboljsih zadetkov pre-
poznali kot mocan, reverzibilen in nekovalentni inhibi-
tor lizosomske cisteinske peptidaze katepsina B (57), ki
igra pomembno vlogo pri nastanku in napredovanju ra-
ka, njegovi invaziji in metastaziranju ter je znan kot obe-
tavna tar¢a za razvoj novih protitumorskih ucinkovin
(58-60). Iz kristalne strukture kompleksa nitroksoina in
katepsina B je razvidno, da se nitroksolin veze v rezo ak-
tivnega mesta katepsina B in s tem selektivno zavira nje-
govo endopeptidazno aktivnost v nizkih mikromolarnih
koncentracijah (57). V razli¢nih funkcijskih testih na ce-
li¢nih linijah in misjih tumorskih modelih je nitroksolin
znacilno zmanjsal razgradijo zunajceli¢nega matriksa,
invazijo tumorskih celic, metastaziranje in tvorbo endo-
telnih cevk v in vitro modelu angiogeneze (58).

Nitroksolin protitumorsko deluje in zavira migracijo
tumorskih celic tudi z zmanj$anjem izrazanja tumor-
skega transkripcijskega faktorja FOXM1, ki pomembno
uravnava napredovanje raka. V isti $tudiji so pokazali,
da nitroksolin prav tako zmanj$a izrazanje MMP-2 in
MMP-9, ki so pomembno udelezene pri migraciji in
invaziji tumorjev in katerih izrazanje med drugim nad-
zoruje FOXMI. Poleg inhibiranja MMP-2 in MMP-9 z
inhibicijo FOXM1 pa studije molekulskih interakcij na-
kazujejo, da nitroksolin tudi neposredno medsebojno
deluje s kataliticnima domenama MMP-2 in MMP-9
(61).

Nadalje je ve¢ studij pokazalo, da nitroksolin zavira
proliferacijo tumorskih celic. To so pokazali na celicah
razli¢nih tipov raka, vklju¢no z malignim gliomom,
multiplim mielomom, glioblastomom, levkemijo, rakom
prostate, rakom zol¢nih vodov (holangiokarcinim), ra-
kom trebusne slinavke, drobnoceli¢nim plju¢nim rakom
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in rakom mehurja (56,62). Pokazalo se je, da je proti-
tumorsko delovanje nitroksolina odvisno od odmerka
kakor tudi od obdobja dajanja, saj nizji odmerki vodijo
predvsem v zastoje celicnega cikla v fazi GO/G1, med-
tem ko visji odmerki spodbujajo apoptozo. Nitroksolin
spodbuja apoptozo in zastoj celicnega cikla v fazi GO/
G1 z delovanjem na razli¢ne molekulske tarce, ki so po-
membno vpletene v te procese (62). Protitumorsko de-
lovanje nitroksolina na celi¢ne linije trebusne slinavke se
je Se dodatno izboljsalo ob soc¢asni uporabi nitroksolina
z nefinavirom, kompetitivnim inhibitorjem HIV aspar-
tatne peptidaze in drugimi protivirusnimi u¢inkovina-
mi za zdravljenje okuzbe s HIV (63). Glede na podatke,
dostopne na naslovu clinicaltrials.gov, pa protitumorsko
delovanje nitroksolina $e ni bilo ovrednoteno v klini¢nih
Studijah (28).

Da bi $e dodatno izboljsali protitumorsko delovanje
nitroksolina, je bilo s strukturno podprto kemijsko sin-
tezo, temeljeCo na strukturi nitroksolina, pripravljenih
vec novih derivatov z razli¢nimi strukturnimi modifika-
cijami (62). S spreminjanjem razli¢nih substituentov je
bilo tako pripravljeno vecje stevilo derivatov nitroksoli-
na z namenom izboljsati inhibiranje katepsina B (57,64-
66), njegovo antiangiogeno delovanje z inhibiranjem
MetAP2 in SIRT1 (67) ter inhibiranjem proteinov BET,
ki se kompetitivno vezejo na BRD-BD1 in sodelujejo pri
vzdrzevanju stabilnosti kromatina in s tem nadzorujejo
napredovanje celi¢nega cikla (62,68,69). Priprava novih
derivatov je tudi razkrila strukturne znacilnosti, pot-
rebne za izbolj$anje aktivnosti na posamezni tarci (62).
Dodatno sta se protitumorsko delovanje nitroksolina in
inhibicija katepsina B izboljsala tudi s pripravo organo-
rutenijevih kompleksov z nitroksolinom in njegovimi
derivati (70). Protitumorsko delovanje nitroksolina,
predvsem njegov privzem v lizosome, pa je izboljsalo tu-
di njegovo vklju¢evanje v nanodelce, sestavljene iz gove-
jega serumskega albumina, bakrovih ionov in nitrokso-
lina (BSA/Cu/NQ) (71).

Nitroksolin je obetavna Ze znana ucinkovina, ki bi
se lahko upodabljala tudi pri zdravljenju razli¢nih vrst
raka. Hkrati pa je nitroksolin tudi zanimiva spojina za
razvoj novih derivatov z izboljSanim protitumorskim
delovanjem in selektivnostjo za posamezne tarce.

5 Fluorokinoloni

Fluorokinoloni (Slika 1) so najvecja skupina protimi-
krobnih ucinkovin. Fluorokinoloni zavirajo podvajanje
in transkripcijo bakterijske DNA, bodisi z inhibiranjem
bakterijske DNA giraze bodisi topoizomeraze II (4). Kot
prvi kinolon s protimikorbnim delovanjem so odkrili
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nalidiksno kislino Ze v 60. letih prejsnjega stoletja. Od-
kritju je sledil nadaljnji razvoj in optimiziranje kinolo-
nov. Lahko jih razdelimo v $tiri generacije na podlagi
njihovih farmakokineti¢nih in protimikrobnih lastnosti.
Sprva so bili kinoloni u¢inkoviti le proti po Gramu ne-
gativnim bakterijam, z optimizacijo njihove strukture pa
se je spekter njihovega delovanja razsiril. Tako so fluoro-
kinoloni iz Cetrte generacije uc¢inkoviti proti po Gramu
negativnim in po Gramu pozitivnim bakterijam, anae-
robom Pseudomonas sp. in atipi¢nim bakterijam (72).
Poleg protibakterijsega delovanja je bilo za nekatere
fluorokinolone dokazano, da so v kombinaciji s kloro-
kinom ucinkoviti pri zdravljenju malarije. Dodatno so
zanje prikazali, da delujejo tudi proti nekaterim drugim
parazitom, kot so Trypanosoma brucei in Toxoplasma
gondii (4). Poleg neposrednega vpliva na rast bakterij
so za fluorokinolone prikazali, da k protimikrobnem
delovanju prispevajo tudi imunomodulacijske lastnosti.
Fluorokinoloni, predvsem novejse generacije, kot so cip-
rofloksacin, norfloksacin in ofloksacin, namre¢ zavirajo
sintezo citokinov ze v nizkih koncentracijah. Zanje pa so
pokazali tudi protivnetni odziv in zas¢itno vlogo proti z
lipopolisaharidom povzroceni poskodbi jeter (4,73).
Vec¢ neodvisnih raziskav je pokazalo tudi protitumor-
sko delovanje fluorokinolonov, pri ¢emer je opisanih vec¢
razlicnih mehanizmov protitumorskega delovanja. Za
ve¢ fluorokinolonov so pokazali, da zaustavijo napredo-
vanje tumorjev z zaustavitvijo celi¢nega cikla predvsem
v fazi S/G2 in s sprozitvijo apoptoze tumorskih celic (4).
Kot najmocnejsi sprozilec apoptoze se je izkazal cipro-
floskacin, za katerega so pokazali, da sprozi apoptozo pri
celicah razli¢nih tipov raka, vklju¢no z rakom prostate,
mehurja, trebusne slinavke, rakom debelega ¢revesa in
danke in drugimi (4,74,75). Nasprotno pa so v novej-
$i raziskavi za ciprofloksacin pokazali nasproten vpliv
na napredovanje raka, pri tem so na celicah humanega
drobnoceli¢nega raka plju¢ pokazali, da spodbuja na-
stanek celic s fenotipom tumorskih mati¢nih celic. Pri
tem so prikazali, da ciprofloksacin poveca izrazanje
oznacevalcev mati¢nosti in proteinov, potrebnih za sa-
moobnovitev celic (76). Izmed fluorokoinolonov so tako
le za gemifloksacin dokazali, da zavira metastaziranje
tumorskih celic z inhibiranjem migracije in invazije z
zaviranjem s TNFa spodbujene aktivacije NFxB (77,78).
Dodatno pa so vpliv na invazijo in migracijo tumorskih
celic raka kolona pokazali Se za sparfloksacin (79). Eno-
ksacin zaradi svoje edinstvene strukture deluje tudi pro-
titumorsko $e z zaviranjem nastanka mikroRNA (miR-
NA), ker deluje onkogeno in prispeva k napredovanju
tumorjev (4,80,81). Za fluorokinolone, med drugimi za
ciprofloksacin, fleroksacin, moksifloksacin in enokascin,
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so v ve¢ neodvisnih Studijah pokazali, da pri so¢asnem
vnosu z obstoje¢imi kemoterapevtiki, ki se uporabljajo v
klini¢ni praksi, dodatno izbolj$ajo protitumorske ucin-
ke kemoterapevtikov (4). Trenutno poteka tudi ve¢ kli-
ni¢nih $tudij za preverjanje protitumorskega delovanja
fluorokinolonov v kombinaciji z uveljavljeno terapijo pri
razli¢nih tipih raka, kot sta rak mehurja in akutna mie-
loidna levkemija. Kon¢ni rezultati pa $e niso objavljeni
(28).

Protitumorsko delovanje fluorokinolonov lahko do-
datno izboljsa tvorba njihovih kompleksov s kovinskimi
ioni. Slednje so najprej prikazali za komplekse norflo-
ksacina z bakrom, ki je kazal boljSe protitumorsko de-
lovanje proti celicam leukemije (82). Na podlagi tega
so pripravili kovinske komplekse $e z drugimi fluoro-
kinoloni, s ¢imer so dodatno izboljsali protitumorsko
delovanje proti razlicnim celi¢nim linijam raka v pri-
merjavi z izhodno spojino. Pri tem so se kot u¢inkoviti
izkazali predvsem kompleksi z zlatom in rutenijem, ki
so protitumorsko delovali predvsem proti metastat-
skim tumorskim celicam, niso pa toksi¢no ucinkovali
na normalne, zdrave celice. Za komplekse z rutenijem
se predvideva, da je protitumorsko delovanje posledica
delovanja na ve¢ tar¢, medtem ko naj bi bilo protitumor-
sko delovanje kompleksov z zlatom predvsem posledica
spremembe funkcije mitohondrijev in inhibiranja sin-
teze proteinov. Dodatno uvedba aduktov z dusikom v
kovinske komplekse s fluorokinoloni zavira njihovo iz-
loc¢anje iz celic in tako omogoca povecano zadrzevanje
uc¢inkovin v tumorjih (4).

Poleg tega se raziskave na fluorokinolonih usmerjajo
tudi v smeri iskanja strukturnih modifikacij na moleku-
lah obstojecih fluorokinolonov, s katerimi bi bilo mozno
dodatno izboljsati njihovo protitumorsko delovanje. Pri
tem se je izkazalo, da je za povecanje protitumorskega
delovanja ugodna prisotnost ve¢jih funkcionalnih sku-
pin na mestu C-7 (4,83).

Obsezna skupina fluorokinolonov predstavlja obe-
tavno skupino protimikrobnih zdravil, katerih uporabo
bi bilo mozno zaradi njihovega protitumorskega delova-
nja razsiriti tudi za zdravljenje raka. Hkrati pa bi struk-
turne modifikacije obstojecih fluorokinolonov lahko

vodile k razvoju novih molekul z izboljsanim protitu-
morskim delovanjem.

6 Zakljucek

Uspesno zdravljenje raka se Se vedno sooca s $tevil-
nimi izzivi. Pri tem je eden pomembnih korakov tudi
razvijanje novih zdravil, ki bi omogoc¢ila, da se izogne-
mo pomanjkljivostim trenutnih terapevtskih pristopov,
kot so odpornost na terapijo in Stevilni stranski ucinki,
ki so povezani z obstoje¢imi kemoterapevtiki. Zaradi vi-
sokih stroskov, povezanih s prihodom novega zdravila
na trg, pa se v zadnjem casu vedno ve¢ pozornosti na-
menja iskanju novih indikacij za Ze obstojeca zdravila.
Pri tem se je med drugim pokazalo, da nekatera proti-
mikrobna zdravila, ki se Ze dolgo uspe$no uporabljajo v
klini¢ni praksi, delujejo protitumorsko. Izmed slednjih
se je med drugim protitumorsko delovanje pokazalo za
doksiciklin, klorokin, nitroksolin in fluorokinolone, kar
podrobneje predstavi ta pregledni ¢lanek. Njihovo pro-
titumorsko delovanje je bilo prikazano v $tevilnih tu-
morskih modelih in pri razli¢nih tipih raka, opisani pa
so bili tudi razli¢ni mehanizmi protitumorskega delova-
nja. Znane protimikrobne uc¢inkovine s protitumorskim
delovanjem pa hkrati predstavljajo tudi zanimive spojine
za razvoj novih derivatov z izboljsanim protitumorskim
delovanjem. Kljub $tevilnim raziskavam, ki potrjuje-
jo protitumorsko delovanje protimikorbnih uc¢inkovin,
pa bodo potrebne $e dodatne klini¢ne studije, ki bodo
potrdile u¢inkovitost in omogocile uspesno uvedbo v
klini¢no prakso. Pri tem je treba nameniti pozornost tu-
di moznim interakcijam z obstojec¢imi terapijami, pred-
vsem z imunskimi terapijami in z antibioti¢no terapijo,
ki jo bolniki z rakom pogosto prejemajo zaradi okuzb,
ki so poledica njihovega oslabljenega imunskega siste-
ma. Iskanje novih indikacij za ze obstojeca zdravila tako
pomeni obetaven pristop, ki bo omogo¢il hitrejsi in bolj
ucinkovit razvoj novih protitumorskih terapij in izbolj-
$al uspesnost zdravljenja raka.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorji nimamo navzkrizja interesov.
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