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Overview	  	  

Introduc)on	  

n  Malignant	  disease	  accounts	  for	  a	  high	  proporaon	  of	  deaths	  

in	  industrialised	  countries.	  

n  The	  treatment	  of	  anacancer	  drug	  is	  to	  give	  palliaaon,	  induce	  

remission	  and,	  if	  possible,	  cure.	  



Overview	  

Introduc)on	  
•  Cancer	  occurs	  ager	  normal	  cells	  have	  been	  transformed	  into	  

neoplasac	  cells	  through	  alteraaon	  of	  their	  geneac	  material	  and	  
the	  abnormal	  expression	  of	  certain	  genes.	  	  

•  Neoplasac	  cells	  usually	  exhibit	  chromosomal	  abnormali)es	  and	  
the	  loss	  of	  their	  differen)ated	  proper)es.	  These	  changes	  lead	  to	  
uncontrolled	  cell	  division	  and	  many	  result	  in	  the	  invasion	  of	  
previously	  unaffected	  organs,	  a	  process	  called	  metastasis.	  



Advances	  in	  Cancer	  Chemotherapy	  	  

Treatment	  opaons	  of	  cancer:	  

•  Surgery:	  before	  1955	  
•  Radiotherapy:	  1955~1965	  
•  Chemotherapy:	  ager	  1965	  

•  Immunotherapy	  and	  Gene	  therapy	  





Advances	  in	  Cancer	  Chemotherapy	  

The	  treatment	  of	  a	  paaent	  with	  cancer	  may	  aim	  to:	  
•  give	  palliaaon,	  for	  example	  prompt	  relief	  of	  unpleasant	  

symptoms	  such	  as	  superior	  vena	  cava	  obstrucaon	  from	  a	  
mediasanal	  tumor	  

•  induce	  ‘remission’	  so	  that	  all	  macroscopic	  and	  microscopic	  
features	  of	  the	  cancer	  disappear,	  though	  disease	  is	  known	  to	  
persist	  

•  cure,	  for	  which	  all	  the	  cells	  of	  the	  clone	  must	  be	  destroyed.	  



Cancer	  Chemotherapy	  

Disease	  Name	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	  	  5	  Years	  Survival	  Rate	  
•  Small	  Cell	  Lung	  Cancer	  (Limited	  Stage) 	   	  10~20%	  
•  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Extensive	  Stage) 	   	  0~5%	  
•  Non-‐Hodgkin’	  s	  lymphoma* 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	  40~65%	  
•  Ovarian	  Cancer 	   	   	   	  40~60%	  
•  Children	  Solid	  Tumor	  

	  (Nephroblastoma,	  Rhabdomyosarcoma, 
   	  Lymphoma,	  Osteosarcoma)*             	   	  60~90%	  

•  Trophoblastoma	  (Chorion	  Epithelioma) 	   	  80~90%	  
•  Seminoma	  of	  Tesas 	   	   	   	  60~90%	  
•  Embryonic	  Carcinoma	  of	  Tesas 	   	   	  60~80%	  

* Combina(on	  with	  other	  therapeu(cs 	  	  



Interfere	  Protein	  Synthesis	  	  

•  An)tubulin:	  vinca	  alkaloids	  and	  taxanes;	  
•  Interfere	  the	  func)on	  of	  	  ribosome:	  harringtonines； 

•  Influence	  amino	  acid	  supply:	  L-‐asparaginase	  

	  	  Bind	  tubulin,	  destroy	  spindle	  to	  produce	  mitoac	  

arrest.	  



The	  Long	  Road	  of	  a	  New	  Medicine	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  	  

•  Non-‐clinical	  Research：	  

1.Anacancer	  Drug	  Screen:	  
	  	  	  in	  vitro：tumor	  cell	  culture,	  tumor	  inhibitor/kill	  test	  

	  	  	  in	  vivo：animal	  xenograg	  model	  	  
	   	   	  e.g. 	  Ehrlich	  ascites	  tumor,	  	  
	   	   	   	  S180	  lymphosarcoma	  

2.	  Pharmacodynamics,	  pharmacokineacs	  and	  
toxicology	  test	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  

•  Clinical	  Research:	  
	   	  Phase	  1	  clinical	  trial	  

	   	  Phase	  2	  clinical	  trial	  
	   	  Phase	  3	  clinical	  trial	  
	   	  Phase	  4	  clinical	  trial	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  

Phase	  1	  clinical	  trial	  

	  	  	  In	  Phase	  1	  clinical	  trials,	  researchers	  test	  a	  new	  drug	  or	  

treatment	  in	  a	  small	  group	  of	  people	  (20-‐80)	  for	  the	  first	  

ame	  to	  evaluate	  its	  safety,	  determine	  a	  safe	  dosage	  range,	  

and	  idenafy	  side	  effects.	  

•  TOLERANCE	  

•  PHARMACOKINETICS	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  

Phase	  2	  clinical	  trial	  

	  In	  Phase	  2	  clinical	  trials,	  the	  study	  drug	  or	  treatment	  is	  given	  

to	  a	  larger	  group	  of	  people	  (40-‐100)	  to	  see	  if	  it	  is	  effecave	  

and	  to	  further	  evaluate	  its	  safety.	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  

Phase	  3	  clinical	  trial	  

	  In	  Phase	  3	  studies,	  the	  study	  drug	  or	  treatment	  is	  given	  to	  

large	  groups	  of	  people	  (more	  than	  200)	  to	  further	  determine	  

its	  effecaveness,	  monitor	  side	  effects,	  compare	  it	  to	  

commonly	  used	  treatments,	  and	  collect	  informaaon	  that	  will	  

allow	  the	  drug	  or	  treatment	  to	  be	  used	  safely.	  



The	  Main	  Step	  of	  Anacancer	  Drug	  Research	  

Phase	  4	  clinical	  trial	  
	  	  	  Phase	  4	  studies	  are	  done	  ager	  the	  drug	  or	  treatment	  has	  

been	  marketed.	  These	  studies	  conanue	  tesang	  the	  study	  

drug	  or	  treatment	  to	  collect	  informaaon	  about	  their	  effect	  in	  

various	  populaaons	  and	  any	  side	  effects	  associated	  with	  

long-‐term	  use.	  	  



The	  Classificaaon	  of	  Anacancer	  Drugs	  

1.   According	  to	  chemical	  structure	  and	  

resource	  of	  the	  drug;	  

2.   According	  to	  biochemistry	  mechanisms	  of	  

anacancer	  acaon;	  

3.   According	  to	  the	  cycle	  or	  phase	  specificity	  of	  
the	  drug	  



The	  Classificaaon	  of	  Anacancer	  Drugs	  



The	  Classificaaon	  of	  Anacancer	  Drugs	  



n  According	  to	  the	  cycle	  or	  phase	  specificity	  of	  the	  
drug:	  

1.  	  	  cell	  cycle	  nonspecific	  agents	  (CCNSA)	  
2.  	  	  cell	  cycle	  specific	  agents	  (CCSA)	  

Κατάταξη	  αντικαρκινικών	  φαρμάκων	  



Κατάταξη	  αντικαρκινικών	  φαρμάκων	  



Alkylaang	  Agents	  

•  One	  of	  the	  frightening	  developments	  of	  World	  War	  I	  was	  the	  

introducaon	  of	  chemical	  warfare.	  These	  compounds	  were	  
known	  as	  the	  nitrogen	  mustard	  gases.	  The	  nitrogen	  

mustards	  were	  observed	  to	  inhibit	  cell	  growth,	  especially	  of	  
bone	  marrow.	  Shortly	  ager	  the	  war,	  these	  compounds	  were	  

invesagated	  and	  shown	  to	  inhibit	  the	  growth	  of	  cancer	  cells.	  



Alkylaang	  Agents	  
Mechanism	  of	  Acaon	  

•  Nitrogen	  mustards	  inhibit	  cell	  reproducaon	  by	  binding	  
irreversibly	  with	  the	  nucleic	  acids	  (DNA).	  The	  specific	  type	  

of	  chemical	  bonding	  involved	  is	  alkyla)on.	  Ager	  
alkylaaon,	  DNA	  is	  unable	  to	  replicate	  and	  therefore	  can	  no	  

longer	  synthesize	  proteins	  and	  other	  essenaal	  cell	  
metabolites.	  Consequently,	  cell	  reproducaon	  is	  inhibited	  

and	  the	  cell	  eventually	  dies	  from	  the	  inability	  to	  maintain	  

its	  metabolic	  funcaons.	  



Μηχανισµός δράσης αλκυλιωτικών παραγόντων 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

Mechanism	  of	  acaon	  of	  alkylaang	  agents	  	  



http://en.wikipedia.org/wiki/Dihydrofolate_reductase_inhibitor 

Tetrahydrofolate	  synthesis	  



In	  alkyla)on	  chemistry	  (see	  a),	  chlorine	  is	  a	  good	  leaving	  group	  that	  facilitates	  nucleophilic	  a�ack	  of	  nitrogen	  to	  form	  an	  imminium	  ion	  
(R3N)	  in	  a	  strained	  ring	  system.	  This	  readily	  undergoes	  alkylaaon	  at	  N7	  of	  guanine	  to	  form	  a	  monoalkylaaon	  adduct	  (see	  b).	  This	  
process	  can	  then	  be	  repeated	  to	  form	  the	  crosslinked	  DNA.	  Crosslinking	  can	  occur	  either	  between	  two	  complementary	  strands	  of	  DNA	  
(interstrand),	  as	  generated	  by	  chlorambucil	  and	  melphalan,	  or	  within	  a	  strand	  of	  DNA	  (intrastrand),	  as	  generated	  by	  cisplaan	  (see	  b).	  

Hurley	  LH.	  Nature	  Reviews	  Cancer	  2,	  188-‐200	  	  

Alkylaaon	  of	  DNA	  	  



Κατάταξη	  παραγόντων	  αλκυλίωσης	  
u  Δις	  χλωροαίθυλ	  αμίνες	  (Bis	  Chloroethyl	  Amines)： 
 	  Cyclophosphamide,	  	  

	  Chlormethine,	  	  
	  Chlorambucil,	  	  
	  Sarcolysine	  

u  Νιτροζουρίες	  (Nitrosoureas)： 
  Carmusane，Lomusane	  

u  Αιθυλεναμμώνιο,	  ή	  Αριζιδίνες,	  
	  	  (Ethyeneammonium	  or	  Aziridines)： 

  	  Thiotepa	  
	  triethylene	  melamine	  

u  Αλκυλοσουλφονικά	  (Alkysulfonates)：Busulfan	  



Alkylaang	  Agents——Musane	  

•  Musane	  must	  be	  injected	  intravenously	  because	  it	  
is	  highly	  reacave.	  It	  disappears	  very	  rapidly	  from	  
the	  blood,	  the	  acavity	  of	  Musane	  lasts	  only	  a	  few	  
minutes.	  

•  The	  main	  indicaaon	  for	  Musane	  is	  in	  treatment	  of	  
Hodgkins	  disease	  and	  lymphomas,	  but	  it	  may	  also	  
be	  useful	  in	  other	  malignancies.	  



Alkylaang	  Agents——	  	  	  	  Cyclophosphamide	  

Cyclophosphamide	  can	  also	  be	  given	  orally.	  
Indicaaons： 
u  It	   is	   used	   in	   the	   treatment	   of	   chronic	   lymphocycac	   leukemia,	  

non-‐Hodgkin’s	   lymphomas,	   breast	   and	   ovarian	   cancer,	   and	   a	  
variety	  of	  other	  cancers.	  

u  It	   is	   also	   a	   potent	   immunosuppressant,	   it	   is	   used	   in	   the	  
management	   of	   rheumatoid	   disorders	   and	   autoimmune	  
nephrias.	  

Adverse	  Effects:	  
u  Alopecia,	   nausea,	   vomiang,	   myelosuppression,	   and	  

hemorrhagic	  cysaas.	  



Alkylaang	  Agents——Nitrosoureas	  

Carmus)ne,	  Lomus)ne,	  Semus)ne	  

Pharmacokineacs:	  
•  Nitrosoureas	  are	  highly	  lipophilic	  and	  reach	  
cerebrospinal	  fluid	  concentraaons	  that	  are	  about	  
30%	  of	  plasma	  concentraaons.	  

Indicaaons:	  

•  Because	  of	  their	  excellent	  CNS	  penetraaon,	  
carmusane	  and	  lomusane	  have	  been	  used	  to	  treat	  
brain	  tumors.	  



Alkylaang	  Agents	  
	  Phenylalanine	  Nitrogen	  Mustard	  

•  Melphalan	  is	  a	  nitrogen	  mustard	  that	  is	  primarily	  

used	  to	  treat	  mulaple	  myeloma	  (plasma	  cell	  

myeloma),	  breast	  cancer,	  and	  ovarian	  cancer.	  



Alkylaang	  Agents——Alkysulfonates	  

Busulfan	  [Myleran]	  
Indicaaons:	  
•  Busulfan	  is	  administered	  orally	  to	  treat	  chroic	  granulocyac	  

leukemia	  and	  other	  myeloproliferaave	  disorders.	  

Adverse	  Effects:	  
•  Busulfan	  produces	  advers	  effects	  related	  to	  

myelosuppression.	  It	  only	  occasionally	  produces	  nausea	  
and	  vomi�ng.	  In	  high	  doses,	  it	  produces	  a	  rare	  but	  
someames	  fatal	  pulmonary	  fibrosis,	  ”busulfan	  lung”.	  



Alkylaang	  Agents——Thiotepa	  

	  	  	  Thiotepa	  is	  converted	  rapidly	  by	  liver	  mixed-‐funcaon	  

oxidases	  to	  its	  acave	  metabolite	  

triethylenephosphoramide	  (TEPA);	  it	  is	  acave	  in	  

bladder	  cancer.	  



Resistance	  of	  Alkylaang	  Agents	  

	  	  Resistance	  to	  alkyla)ng	  agents	  has	  several	  causes:	  	  

u  Membrane	  transport	  may	  be	  decreased.	  
u  The	  drug	  may	  be	  bound	  by	  glutathione	  (GSH)	  via	  
GSH-‐S-‐transferase	  or	  metallothioneins	  in	  the	  
cytoplasm	  and	  inacavated.	  

u  The	  drug	  may	  be	  metabolized	  to	  inacave	  species.	  



Δυσμενείς	  επιπτώσεις	  παραγόντων	  αλκυλίωσης	  

•  Μυελοκαταστολή	  

	  Myelosuppression	  is	  the	  dose-‐limi)ng	  adverse	  effect	  for	  alkyla)ng	  
agents.	  

•  Ναυτία	  
	  Nausea	  and	  vomiang	  are	  common	  as	  are	  teratogenesis	  and	  gonadal	  
atrophy,	  although	  in	  the	  la;er	  cases	  these	  are	  variable,	  according	  to	  the	  
drug,	  its	  schedule,	  and	  route	  of	  administra)on.	  

•  Καρκινογενέσεις,	  λευχαιμιογένεση,	  
	  Treatment	  also	  carries	  a	  major	  risk	  of	  leukemogenesis	  and	  
carcinogenesis.	  



Αντιμεταβολίτες	  

Χαρακτηριστικά 

Ø Φάρμακα	  ειδικά	  για	  την	  S-‐φάση	  του	  κύκλου.	  

Είναι	  δομικά	  ανάλογα	  απαραίτητων	  

μεταβολιτών	  που	  εμπλέκονται	  στη	  σύνθεση	  του	  

DNA.	  	  

Ø Η	  μυελοκαταστολή	  είναι	  ο	  περιορισμός	  της	  
δόσης	  της	  κατηγορίας	  



Κατάταξη	  αντιμεταβολιτών	  

u 	  Ανταγωνιστές	  φυλλικού	  οξέος	  : 	  MTX	  

u 	  Ανταγωνιστές	  πουρινών:	   	  6MP	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	   	  6TG	  

u 	  Ανταγωνιστές	  πυριμιδιών: 	  5FU	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	   	  araC	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	   	  HU	  

Folic	  acid	  	  



Folate	  metabolism	  



Anametabolites——	  
Folic	  Acid	  Antagonist	  

Methotrexate	  （MTX） 

Mechanism	  of	  Acaon： 

Ø  The	  structures	  of	  MTX	  and	  folic	  acid	  are	  similar.	  MTX	  

is	  acavely	  transported	  into	  mammalian	  cells	  and	  
inhibits	  dihydrofolate	  reductase,	  the	  enzyme	  that	  
normally	  converts	  dietary	  folate	  to	  the	  tetrahydrofolate	  

form	  required	  for	  thymidine	  and	  purine	  synthesis.	  



http://en.wikipedia.org/wiki/Dihydrofolate_reductase_inhibitor 

Tetrahydrofolate	  synthesis	  



Δράση methotrexate 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

MTX,	  Mechanism	  of	  acaon	  





Anametabolites——	  
Folic	  Acid	  Antagonist	  

Methotrexate	  （MTX） 

Indicaaons： 

•  The	  use	  of	  MTX	  in	  the	  treatment	  of	  choriocarinoma,	  a	  

trophoblasac	  tumor,	  was	  the	  first	  demonstraaon	  of	  curaave	  
chemotherapy.	  

•  It	  is	  especially	  effecave	  for	  treaang	  acute	  lymphocyac	  
leukemia	  and	  for	  treaang	  the	  meningeal	  metastases	  of	  a	  

wide	  range	  of	  tumors.	  



Αντιμεταβολίτες	  
Ανταγωνιστές	  φυλλικού	  οξέος	  

Methotrexate	  （MTX） 
Δυσμενείς	  συνέπειες 

u  Το	  MTX	  είναι	  μυελοκατασταλτικό,	  προκαλεί	  οξεία	  
λευκοπενία,	  απλασία	  του	  μυελού,	  θρομβοπενία	  

u  Γαστρεντερολογικές	  διαταραχές.	  

u  Τοξικότητα	  σε	  νεφρούς	  λόγω	  κατακρήμνισης	  (crystalluria)	  
του	  μεταβολίτη	  7-‐OH	  του	  MTX.	  	  



Μηχανισµοί αντίστασης στο methotrexate 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

Μηχανισμοί	  αντίστασης	  στο	  MTX	  





Αντιμεταβολίτες	  
Ανταγωνιστές	  πουρινών	  

6-‐Mercapapurine（6-‐MP） 
    The	  drugs	  are	  believed	  to	  act	  similarly	  to	  inhibit	  purine	  base	  

synthesis,	  although	  their	  exact	  mechanisms	  of	  acaon	  are	  sall	  
uncertain.	  

Indicaaons:	  
•  Mercaptopurine	  is	  used	  primarily	  for	  the	  maintenance	  of	  

remission	  in	  paaents	  with	  acute	  lymphocyac	  leukemia	  and	  is	  
given	  in	  combinaaon	  with	  MTX	  for	  this	  purpose.	  

Adverse	  Effects:	  
•  Well	  tolerate.	  
•  Myelosuppression	  is	  generally	  mild	  with	  thioguanine.Long-‐

term	  mercaptopurine	  use	  may	  cause	  hepatotoxicity.	  	  



Τα ανάλογα πυριµιδινών 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

Αντιμεταβολίτες,	  ανταγωνιστές	  πυριμιδινών	  



Anametabolites——	  
Pyrimidine	  Antagonists	  

5-‐Fluorouracil	  (5-‐FU)	  
Mechanism	  of	  Acaon： 
•  Fluorouracil	  is	  an	  analogue	  of	  thymine	  in	  which	  the	  methyl	  

group	  is	  replaced	  by	  a	  fluorine	  atom.	  	  

•  It	  has	  two	  acave	  metabolites:	  5-‐FdUMP	  and	  5-‐FdUTP.	  	  

•  5-‐FdUMP	  inhibits	  thymidylate	  synthetases	  and	  prevents	  the	  
synthesis	  of	  thymidine,	  a	  major	  building	  block	  of	  DNA.	  	  

•  5-‐FdUTP	  is	  incorporated	  into	  RNA	  by	  RNA	  polymerase	  and	  
interferes	  with	  RNA	  funcaon.	  



Δράση 5-φθοροουρακίλης 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

5FU,	  mechanism	  of	  acaon	  



Δράση 5-φθοροουρακίλης 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

5FU,	  mechanism	  of	  acaon	  



Anametabolites——	  
Pyrimidine	  Antagonists	  

5-‐Fluorouracil	  (5-‐FU)	  
Indicaaons： 

•  Fluorouracil	  is	  exclusively	  used	  to	  treat	  solid	  
tumors,	  especially	  breast,	  colorectal,	  and	  gastric	  

tumors	  and	  squamous	  cell	  tumors	  of	  the	  head	  and	  

neck.	  



5-‐Fluorouracil	  (5-‐FU)	  
Δυσμενείς	  επιπτώσεις 
•  ναυτία	  και	  εμέσεις	  (ήπιες),	  	  
•  μυελοκαταστολή,	  	  
•  έλκη.	  	  

Αντιμεταβολίτες	  
Ανταγωνιστές	  πυριμιδινών	  



Τροποποιητές της κυτταροτοξικότητας της 5-φθοροουρακίλης 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

Modulators	  of	  5FU	  cell	  toxicity	  



Balatsos et al, Int J Biol Mark. 2000; 15: 294 

Time, h 

5-FUR 5-FdUR 

PAP	  acavity:	  Drug	  acaon,	  5-‐FU	  



PAP	  as	  a	  biological	  marker	  for	  breast	  cancer	  



Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 



PYRIMIDINE ANALOGS 
(συνέχεια) 

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 



Anametabolites——	  
Pyrimidine	  Antagonists	  

Cytarabine	  
Indicaaons： 
•  Cytarabine	  has	  a	  narrow	  clinical	  spectrum	  and	  is	  primarily	  used	  

in	  combinaaon	  with	  daunorubicin	  or	  thioguanine	  for	  the	  
treatment	  of	  acute	  nonlymphocyac	  leukemia.	  

Adverse	  Effects:	  

•  High	  doses	  of	  cytarabine	  can	  damage	  the	  liver,	  heart,	  and	  other	  
organs.	  



Κατάταξη	  αντιβιοτικών	  
•  Αντριαμυκίνη	  Adriamycin	  (Anthracyaline	  Anabioacs)	  	  

•  Μιτομυκίνη	  C	  	  

•  Μπλεομυκίνη,	  Bleomycin	  

•  Ακτινομυκίνη	  D,	  Acanomycin	  D	  



Adriamycin	  and	  Daunorubicin： 
Properaes:	  
•  Adriamycin	  and	  Daunorubicin	  are	  tetracycline	  rings	  with	  the	  

sugar	  daunosamine.	  They	  are	  DNA	  intercalaang	  agents	  that	  
block	  the	  synthesis	  of	  DNA	  and	  RNA.	  

•  These	  agents	  are	  primarily	  toxic	  during	  the	  S	  phase	  of	  cell	  cycle.	  
•  These	  agents	  imparts	  a	  red	  ange	  to	  the	  urine.	  

•  Adramycin	  is	  used	  to	  treat	  acute	  leukemias,	  lymphoma,	  and	  a	  
number	  of	  solid	  tumors.	  	  



Mitomycin	  C:	  
Μηχανισμός	  
•  Αλκυλίωση	  DNA.	  Αναστολή	  σύνθεσης,	  επαγωγή	  διπλών	  

σπασιμάτων	  
Ενδείξεις	  
•  Χρήση	  σε	  συνδυασμό	  με	  άλλες	  ουσίες	  (π.χ.,	  vinvrisane)	  

έναντι	  καρκίνου	  του	  μαστού.	  
Δυσμενείς	  επιπτώσεις	  
•  Μυελοκαταστολή.	  



Ac)nomycin	  D:	  
•  Acanomycin	  D	  intercalates	  DNA	  and	  thereby	  prevents	  DNA	  

transcripaon	  and	  messenger	  RNA	  synthesis.	  

•  The	  drug	  is	  given	  intravenously,	  and	  its	  clinical	  use	  is	  limited	  
to	  the	  treatment	  of	  trophoblasac	  (gestaaonal)	  tumors	  and	  
the	  treatment	  of	  pediatric	  tumors,	  such	  as	  Wilms’	  tumor	  and	  
Ewing’s	  sarcoma.	  



Bleomycin:	  
Mechanism:	  
•  The	  drug	  has	  its	  greatest	  effect	  on	  neoplasac	  cell	  in	  the	  G2	  

phase	  of	  the	  cell	  replicaaon	  cycle.	  	  Although	  bleomycin	  
intercalates	  DNA,	  the	  major	  cytotoxicity	  is	  believed	  to	  
result	  from	  iron-‐catalyzed	  free	  radical	  formaaon	  and	  DNA	  
strand	  breakage.	  

Indicaaons:	  
•  It	  is	  useful	  in	  Hodgkin’s	  and	  non-‐Hodgkin’s	  lymphomas,	  

tesacular	  cancer,	  and	  several	  other	  solid	  tumors.	  
Adverse	  Effects:	  
•  Bleomycin	   produces	   very	   li�le	   myelosuppression.	   The	  

most	   serious	   toxiciaes	   of	   Bleomycin	   are	   pulmonary	   and	  
mucocutaneous	  reacaons.	  



Ana-‐Cancer	  Plant	  Allaloids	  

•  Tubulin-‐Binding	  Agents	  
	  	  Vinca	  Alkaloids:	  The	  cellular	  mechanism	  of	  acaon	  of	  

vinca	  alkaloids	  is	  the	  prevenaon	  of	  microtubule	  

assembly,	  causing	  cells	  to	  arrest	  in	  the	  late	  G2	  phase	  by	  

prevenang	  formaaon	  of	  mitoac	  filaments	  for	  nuclear	  

and	  cell	  division.	  



Ana-‐Cancer	  Plant	  Allaloids	  

•  Tubulin-‐Binding	  Agents	  
•  Vinca	  alkaloids:	  

	  	  	  	  	  Vinblas)ne,vincris)n,	  vindesine	  and	  vinorelbine	  are	  all	  alkaloids	  derived	  
from	  the	  periwinkle	  plant	  (Vinca	  rosea).	  

Indicaaons:	  

•  Vinblasane	  is	  used	  in	  combinaaon	  with	  Bleomycin	  and	  Cisplaan	  
for	  metastaac	  tesacular	  tumors.	  

•  Vincrisane	  is	  used	  in	  combinaaon	  with	  prednisone	  to	  induce	  
remission	  in	  childhood	  leukemia.	  

•  Vinorelbine	  is	  used	  to	  treat	  non-‐small-‐cell	  lung	  cancer	  and	  
breast	  cancer.	  



Ana-‐Cancer	  Plant	  Allaloids	  

•  Tubulin-‐Binding	  Agents	  
•  Paclitaxel:	  
	  	  Taxanes	  enhance	  all	  aspects	  of	  tubulin	  polymerizaaon,	  an	  

acaon	  that	  is	  the	  opposite	  to	  that	  of	  vinca	  alkaloids,	  but	  they	  
are	  also	  cytotoxic,	  emphasizing	  the	  dynamic	  importance	  of	  
tubulin	  polymerizaaon	  as	  a	  target	  for	  cytotoxic	  drugs.	  

	  	  	  Paclitaxel,	  Taxotere	  



Ana-‐Cancer	  Plant	  Allaloids	  

•  Interfere	  the	  Funcaon	  of	  Ribosome:	  

•  Cephalotaxus	  Alkaloids	  :	  	  
	  	  	  	  Harringtonine	  

	  	  	  	  Homoharringtonine	  



Plaanum	  Compound	  

Cispla)n:	  
Mechanism	  of	  Acaon:	  

•  Cisplaan	  binds	  to	  guanine	  in	  DNA	  and	  RNA,	  and	  the	  
interacaon	  is	  stabilized	  by	  hydrogen	  bonding.	  The	  

molecular	  mechanism	  of	  acaon	  is	  unwinding	  and	  
shortening	  of	  the	  DNA	  helix.	  



Plaanum	  Compound	  

Cispla)n:	  
Indicaaons:	  
•  Cisplaan	  has	  efficacy	  against	  a	  wide	  range	  of	  neoplasms.	  It	  is	  

given	  intravenously	  as	  a	  first-‐line	  drug	  for	  tesacular,	  ovarian,	  
and	  bladder	  cancer,	  and	  it	  is	  also	  useful	  in	  the	  treatment	  of	  
melanoma	  and	  a	  number	  of	  other	  soild	  tumors.	  

Adverse	  Effect:	  
•  Cisplaan	  produces	  relaavely	  li�le	  myelosuppression	  but	  can	  

cause	  severe	  nausea,	  vomiang,	  and	  nephrotoxicity.	  



Plaanum	  Compound	  

Carbopla)n:	  

Indicaaon:	  
•  Carboplaan	  has	  a	  similar	  spectrum	  of	  acavity,	  but	  it	  
is	  approved	  only	  as	  a	  second-‐line	  drug	  for	  ovarian	  
cancer.	  



Hormones	  

•  Several	  types	  of	  hormone-‐dependent	  cancer	  (especially	  
breast,	  prostate,	  and	  endometrial	  cancer)	  respond	  to	  
treatment	  with	  their	  corresponding	  hormone	  antagonists.	  

•  Estrogen	  antagonists	  are	  primarily	  used	  in	  the	  treatment	  of	  
breast	  cancer,	  whereas	  androgen	  antagonists	  are	  used	  in	  the	  
treatment	  of	  prostate	  cancer.	  Coracosteroids	  are	  paracularly	  
useful	  in	  treaang	  lymphocyac	  leukemias	  and	  lymphomas.	  



Hormones	  

Estrogens:	  

•  Estrogens	  inhibit	  the	  effects	  of	  endogenous	  androgens	  and	  
androgen-‐dependent	  metastaac	  prostaac	  carcinoma.	  

Diethylsalbestrol	  is	  usually	  the	  agent	  of	  choice.	  

•  Cardiac	  and	  cerebrovascular	  complicaaons	  and	  carcinoma	  of	  

the	  male	  breast	  are	  potenaal	  adverse	  effects.	  



Hormones	  

Progensans:	  

•  Progesans	  are	  useful	  in	  the	  management	  of	  endometrial	  

carcinoma	  and	  back-‐up	  therapy	  for	  metastaac	  hormone-‐

dependent	  breast	  cancer.	  



Hormones	  

Anaestrogen:	  Tamoxifen	  
•  Tamoxifen	  is	  the	  drug	  of	  choice	  in	  postmenopausal	  women	  

with	  or	  recovering	  from	  metastaac	  breast	  cancer.	  It	  is	  most	  
effecave	  in	  paaents	  who	  have	  estrogen	  receptor-‐posiave	  
tumors.	  

•  Tamoxifen	  is	  also	  used	  as	  adjunvcave	  therapy	  to	  
oophorectomy	  to	  leuprolide	  or	  goserelin	  in	  premenopausal	  
women	  with	  estrogen	  receptor-‐posiave	  tumors.	  



Hormones	  

Androgens:	  
•  Androgen	  acavity	  in	  breast	  cancer	  is	  similar	  to	  that	  of	  

estrogens,	  perhaps	  for	  the	  same	  mechanisac	  reasons.	  

•  Virilizing	  effects	  and	  hepaac	  toxicity	  make	  them	  
unacceptable	  to	  most	  paaents.	  

•  Fluoxymesterone	  is	  the	  most	  widely	  used	  agent.	  

•  Danazol	  has	  use	  in	  hematology	  in	  aplasac	  anemia	  and	  
congenital	  anemias.	  



Hormones	  

Glucocoracoids:	  
•  They	  are	  integral	  components	  of	  curaave	  therapy	  for	  acute	  

lymphoblasac	  leukemia,	  non-‐Hodgkin’s	  lymphoma,	  and	  
Hodgkin’s	  disease.	  

•  Glucocoracoids	  have	  essenaal	  roles	  in	  the	  prevenaon	  of	  
allergic	  reacaon,	  emesis	  control,	  relief	  of	  intracranial	  
hypertension	  or	  spinal	  cord	  compression	  in	  neurologic	  
complicaaons,	  and	  pain	  relief.	  



Κατάταξη	  αντικαρκινικών	  φαρμάκων	  



Block	  Nucleic	  Acid	  (DNA,	  RNA)	  Biosynthesis	  

Anametabolites:	  

•  Folic	  Acid	  Antagonist:	  inhibit	  dihydrofolate	  reductase	  
(methotrexate)	  

•  Pyrimidine	  Antagonist:	  	  

	   	  inhibit	  thymidylate	  synthetase	  (fluorouracil)	  ;	  	  

	   	  inhibit	  DNA	  polymerase	  (cytarabine)	  

•  Purine	  Antagonist:	  	  
	   	  inhibit	  interconversion	  of	  purine	  nucleoade	   	  

	  (mercaptopurine)	  

•  Ribonucleoside	  Diphosphate	  Reductase	  Antagonist:	  
(hydroxyurea)	  	  	  	  



Interfere	  Transcripaon	  and	  Block	  RNA	  Synthesis	  

•  Bind	  with	  DNA	  to	  block	  RNA	  producaon.	  	  	  	  	  	  
doxorubicin	  



Influence	  the	  Structure	  and	  Funcaon	  of	  DNA	  

•  Alkyla)ng	  Agent: 	   	  mechlorethamine,	   	   	   	  
	   	   	   	  cyclophosphamide	  and	   	   	  
	   	   	   	  thiotepa	  

•  Pla)num:	   	   	   	  cis-‐plaanium	  

•  An)bio)c: 	   	   	  bleomycin	  and	  mitomycin	  C	  

•  Topoismerase	  inhibitor: 	  camptothecine	  and	  	  

	  	  	   	   	   	   	   	  podophyllotoxin	  	  



Influence	  Hormone	  Homeostasis	  

	  	  	  	  These	  drugs	  bind	  to	  hormone	  receptors	  to	  block	  the	  
acaons	  of	  the	  sex	  hormones	  which	  results	  in	  inhibiaon	  of	  
tumor	  growth.	  

•  Estrogens	  and	  estrogen	  antagonisac	  drug	  
•  Androgens	  and	  androgen	  antagonisac	  drug	  
•  Progestogen	  drug	  
•  Glucocoracoid	  drug	  
•  gonadotropin-‐releasing	  hormone	  inhibitor:	  leuprolide,	  

goserelin	  
•  aromatase	  inhibitor:	  aminoglutethimide,	  anastrazole	  



Κατάταξη	  των	  αντικαρκινικών	  φαρμάκων	  

n  Σύμφωνα	  με	  την	  φάση	  του	  κυτταρικού	  κύκλου:	  

1.  	  	  Μη	  ειδικά	  σχετικά	  με	  τον	  κύκλο	  cell	  cycle	  
nonspecific	  agents	  (CCNSA)	  

2.  	  	  Ειδικά	  για	  τον	  κύκλο	  cell	  cycle	  specific	  agents	  
(CCSA)	  



The	  Basic	  Concept	  of	  Cell	  Generaaon	  Cycle	  

•  The	  cycle	  of	  cell	  replicaaon	  includes:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  M（Mitosis）phase	  
	  	  	  	  	  	  	  	  G1（Gap1,	  period	  before	  S）phase	  
	  	  	  	  	  	  	  	  S（DNA	  synthesis）phase	  

	  	  	  	  	  	  	  	  G2（Gap2,	  period	  ager	  S）phase	  

u  	  Growth	  Fracaon	  (GF） 



Site-‐of-‐acaon	  of	  Cell	  Cycle	  specific	  Ananeoplasacs	  



Κυτταρικός κύκλος και αντικαρκινικά φάρµακα 

Η	  P53	  αντιλαμβάνεται	  βλάβες	  στο	  DNA	  
και	  ενεργοποιεί	  την	  απόπτωση	  σε	  	  
απόκριση	  με	  αλκυλίωσή	  του.	  	  	  
Μεταλλάξεις	  στο	  p53	  οδηγεί	  σε	  	  
αντίσταση	  σε	  αλκυλιωτικούς	  παράγοντες	  

Hardman JG, Limbird LE (eds,  Gilman AG (cons. ed). 
The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed., 2001, McGraw-Hill 

Cell	  Cycle	  and	  anacancer	  	  drugs	  



Growth	  Fracaon	  (GF)	  

GF＝ 

CCNSA:	  drugs	  that	  are	  acave	  throughout	  the	  cell	  
cycle.	  

CCSA:	  drugs	  that	  act	  during	  a	  specific	  phase	  of	  

the	  cell	  cycle.	  



Cell	  cycle	  specific	  agents	  and	  Cell	  cycle	  	  
Non-‐specific	  agents	  



Cell	  cycle	  specific	  agents	  and	  	  
Cell	  cycle	  Non-‐specific	  agents	  



Problems	  With	  Cancer	  Chemotherapy	  	  

•  Drug	  Resistance	  	  
•  Drug	  Toxicity	  



Drug	  Resistance	  	  

u  De	  novo	  Resistance	  

•  Acquired	  Resistance	  
•  Muladrug	  Resistance	  (MDR)	  



Drug	  Resistance	  

	  De	  novo	  resistance:	  
l  De	  novo	  resistance	  can	  be	  de	  novo	  geneac	  (i.e.	  the	  cells	  are	  

iniaally	  inherently	  resistant),	  or	  can	  arise	  because	  drugs	  are	  
unable	  to	  reach	  the	  target	  cells	  because	  of	  permeability	  

barriers	  such	  as	  the	  blood-‐brain	  barrier.	  



Drug	  Resistance	  	  

Acquired	  Resistance:	  
•  Acquired	  drug	  resistance	  may	  result	  from	  genomic	  

mutaaons,	  such	  as	  the	  inducaon	  or	  deleaon	  of	  enzymes	  
involved	  in	  drug	  inacavaaon	  or	  drug	  acavaaon,	  respecavely.	  



Drug	  Resistance	  

Muladrug	  Resistance	  (MDR):	  

•  P-‐glycoprotein	  transports	  many	  naturally	  occurring	  drugs	  out	  
of	  neoplasac	  cells,	  and	  its	  inducaon	  may	  lead	  to	  muladrug	  
resistance.	  

•  As	  scienafic	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  of	  drug	  
resistance	  increases,	  new	  treatments	  may	  be	  developed	  to	  

counteract	  resistance.	  



Drug	  Toxicity	  

•  The	  most	  common	  toxiciaes	  of	  ananeoplasac	  drugs	  result	  

from	  inhibiaon	  of	  cell	  	  replicaaon	  in	  the	  bone	  marrow,	  

gastrointesanal	  epithelium,	  and	  hair	  follicles.	  	  

•  Many	  ananeoplasac	  drugs	  also	  samulate	  the	  chemoreceptor	  

trigger	  zone	  in	  the	  medulla	  and	  thereby	  elicit	  nausea	  and	  

vomiang.	  



Immunomodulaang	  Drugs	  

Immunosuppressive	  Agents:	  

•  Act	  to	  suppress	  immune	  mechanisms	  and	  are	  used	  to	  treat	  

autoimmune	  diseases	  or	  to	  prevent	  grag	  rejecaon	  

following	  assue	  transplantaaon.	  

•  Ciclosporin,	  Tacrolimus,	  adrenocor)cal	  hormones,	  

an)metabolites,	  alkyla)ng	  agent,	  an)lymphocyte	  

globulin,	  Mycophenolate	  Mofe)l	  



Immunomodulaang	  Drugs	  

Immunopotenaator	  :	  

•  Enhance	  anatumor	  immunity	  and	  are	  used	  to	  treat	  

neoplasac	  disease.	  

•  Recombinant	  Interferons	  and	  Cytokines.	  



Αναδίπλωση	  πρωτεϊνών	  (protein	  folding)	  



Η	  φυσιολογική	  αναδίπλωση	  (ή	  διαμόρφωση)	  
(na)ve	  structure)	  	  
μιας	  πρωτεΪνης	  καθορίζεται	  μόνο	  από	  
την	  αλληλουχία	  αμινοξέων	  στο	  περιβάλλον	  	  
όπου	  γίνεται	  η	  αναδίπλωση	  	  
(Θερμοκρασία,	  συγκ/ση	  και	  σύσταση	  διαλύτη,	  κλπ)	  

Η	  φυσική	  αναδίπλωση	  χαρακτηρίζεται	  από:	  

"   Μοναδικότητα	  (uniqueness)	  
"   Σταθερότητα	  (stability)	  	  
"   Κινητική	  προσβασιμότητα	  (kine)cal	  accessibility)	  

Το	  δόγμα	  του	  Anfinsen	  

Anfinsen C.B. 
1916-1995 

       1972 



Αναδίπλωση	  πρωτεϊνών	  (protein	  folding)	  



Θ/νση 

Αναδίπλωση	  πρωτεϊνών	  (protein	  folding)	  



Παρατηρήσεις	  

"   Αρχές	  δεκαετίας	  ‘60	  F.	  Ritossa:	  ανακάλυψε	  τη	  θερμική	  απόκριση	  (HS)	  
response	  ενώ	  μελετούσε	  τους	  σιελογόνους	  αδένες	  της	  Drosophila	  
melanogaster.	  	  

"   Θέρμανση	  των	  κυττάρων	  προκαλούσε	  επαγωγή	  θυλάκων	  (puffs)	  
σχηματίζοντας	  πολυτενικά	  χρωμοσώματα.	  	  
	  Περαιτέρω	  ανάλυση	  έδειξε	  οτι	  οι	  θύλακες	  ήταν	  περιοχές	  	  
	  αυξημένης	  μεταγραφής	  συγκεκριμένων	  ομάδων	  πρωτεϊνών.	  	  

"   Η	  απόκριση	  ονομάστηκε	  “απόκριση	  θερμικού	  σοκ”	  γιατί	  η	  θέρμανση	  
ήταν	  ο	  πιό	  κοινός	  επαγωγέας.	  	  

"   Επάγονται	  όμως	  και	  σε	  καταστάσεις	  ψύχους,	  έλλειψης	  οξυγόνου.	  



Heat-‐shock	  (HSP)	  proteins	  

Υπάρχουν	  σε	  όλα	  τα	  κύτταρα	  

Επάγονται	  σε	  καταστάσεις	  στρές	  
"  	  	  Θέρμανση	  
"  	  	  Ψύχος	  
"  	  	  Ελλειψη	  οξυγόνου	  

Σε	  φυσιολογικές	  συνθήκες	  λειτουργούν	  ως	  chaperones	  
"  	  	  Διατήρηση	  δομής	  πρωτεϊνών	  
"  	  	  Μετακίνηση	  πρωτεϊνών	  μεταξύ	  κυτταρικών	  διαμερισμάτων	  
"  	  	  Μετακίνηση	  πεπτιδίων	  στην	  κυτταρική	  μεμβράνη	  



Δράση	  HSPs	  

Ανάκαμψη	  από	  στρες:	  

	   	  Επαναδιάταξη	  (refolding)	  
	   	  Αποικοδόμηση	  	  

πρωτεϊνών	  που	  υπέστησαν	  βλάβη	  

Διατήρηση	  ομοιόστασης	  

Κυτταρική	  επιβίωση	  



HSP family Members Intracellular location 

Small HSPs HSP10, GROES, HSP16, -crystallin, 
HSP20, HSP25, HSP26, HSP27 

Cytosol 

HSP40 HSP40, DNAJ, SIS1 Cytosol 
HSP47 HSP47 Endoplasmic reticulum 

Calreticulin Calreticulin, calnexin Endoplasmic reticulum 

HSP60 HSP60, HSP65, GROEL Cytosol and mitochondria 

HSP70‡ HSP72, HSC70 (HSP73), HSP110/SSE, 
DNAK 

Cytosol 

SSC1, SSQ1, ECM10 Mitochondria 

GRP78 (BiP), GRP170 Endoplasmic reticulum 

HSP90 HSC84, HSP86, HTPG Cytosol 
gp96 (GRP94, HSP108, endoplasmin) Endoplasmic reticulum 

HSP100 HSP104, HSP110§ Cytosol 
CLP proteins Cytosol 
HSP78 Mitochondria 

The	  main	  families	  of	  Heat-‐shock	  proteins	  



Antigen source HSP with which 
associated 

MHC class I molecule that 
presents epitope 

Tumour antigens 
PRL1a mouse leukaemia Hsp70, Hsp90, gp96 H–2Ld 
Human melanoma MART-1 HSP70 HLA-A2 
Human melanoma tyrosinase HSP70 HLA-A2 

Human melanoma gp100 HSP70 HLA-A2 
Viral antigens 
Vesicular stomatitis gp96 H–2Kb 
Herpes simplex -2 gp96 H–2d 
Influenza gp96, Hsp70 H–2Kb 
Simian virus 40 gp96 H–2Db, H–2Kb 
Hepatitis B gp96 
Intracellular bacterial antigens 

Mycobacterium tuberculosis gp96 H–2d 
Listeria monoctyogenes gp96 H–2d 
Model antigens 
-Galactosidase gp96 H–2Ld 
Ovalbumin gp96, Hsp70 H–2Kb 
Normal cellular antigens 
Minor histocompatibility antigens gp96 H–2Kd, H–2Kb 

Associaaon	  of	  specific	  anagen	  pepades	  with	  HSPs	  



HSPs	  και	  ανοσοαπόκριση	  	  

Οι	  HSPs	  ενεργοποιούν	  το	  ανοσοποιητικό	  σύστημα	  μέσω	  

"   Ενδοκυττάριων	  

"   Εξωκυττάριων	  δραστηριοτήτων	  



HSPs	  και	  καρκίνος	  

•  Καρκινικά	  κύτταρα	  μπορούν	  να	  εξασθενήσουν	  ή	  καθυστερήσουν	  
(aDenuated)	  ,	  	  

•  Τότε	  μπορούν	  να	  ενεθούν	  (εμβολιασμός)	  σε	  ποντίκια.	  
•  Αν	  στη	  συνέχεια	  τα	  ίδια	  κύτταρα	  -‐όχι	  όμως	  εξασθενημένα-‐	  ενεθούν	  στα	  

ποντίκια,	  αποβάλλονται	  και	  δεν	  αναπτύσσεται	  όγκος.	  	  
•  Αν	  τα	  ποντίκια	  δεν	  ενεθούν	  με	  αυτόν	  τον	  τρόπο,	  δεν	  προστατεύονται.	  

A B C D E 

A + - - - - 
B - + - - - 
C - - + - - 
D - - - + - 
E - - - - + 

Tumor	  used	  for	  challenge	  	  

Tumor	  used	  for	  
vaccina)on	  	  

+	  Tumor	  rejected	  
-‐	  	  Tumor	  grows	  



Dr.	  Pramod	  Srivastava	  

•  Ο	  παράγοντας	  που	  προστάτευε	  
τα	  ποντίκια	  ήταν	  οι	  HSPs.	  

•  Η	  δράση	  τους	  δεν	  γινόταν	  από	  
μόνη	  της,	  αλλά	  όταν	  
συνδεόταν	  σε	  πεπτίδια	  

•  Ιδρυση	  της	  εταιρείας	  
An)genics.	  

•  Η	  εταιρεία	  έλαβε	  την	  πρώτη	  
πατέντα	  το	  1998	  για	  
εμβολιασμό	  με	  HSPs	  για	  χρήση	  
έναντι	  καρκίνων.	  

HSPs	  και	  εξειδίκευση	  



Τι	  έδωσε	  στις	  HSPs	  την	  τόσο	  μεγάλη	  
εξειδίκευση;	  



"   Τα	  άρρωστα	  κύτταρα	  πεθαίνουν	  ελευθρώνοντας	  σύμπλοκα	  HSP-‐πεπτιδίων	  	  

"   Τα	  σύμπλοκα	  αναγνωρίζονται	  από	  περιφερόμενα	  κύτταρα	  του	  ανοσοποιητικού	  
(an(gen-‐presen(ng	  cells,	  APCs):	  	  

	   	  μακροφάγα	  (macrophages)	  και	  	  
	   	  δενδρίτες	  (dendri(c	  cells).	  	  

"   Τα	  σύμπλοκα	  HSP-‐πεπτιδίων	  προσδένουν	  τον	  CD91	  υποδοχέα	  των	  APC	  κυττάρων	  
και	  έτσι	  παίρνουν	  το	  σύμπλοκο.	  	  

"   Κατόπιν	  τα	  APCs	  πηγαίνουν	  στους	  λεμφαδένες	  

"   Εκεί,	  τα	  APCs	  εμφανίζουν	  τα	  πεπτίδια	  στην	  επιφάνειά	  τους	  

"   Τα	  πεπτίδια	  είναι	  αντιγονικά	  (προκαλούν	  ανοσοαπόκριση)	  

"   Τα	  Τ-‐κύτταρα	  “διαβάζουν”	  τα	  πεπτίδια	  και	  τα	  αναζητούν	  σε	  άλλα	  κύτταρα	  

"   Τα	  πεπτίδια	  αυτά	  είναι	  μοναδικά	  για	  κάθε	  ασθενή	  

HSPs	  και	  ανοσοαπόκριση	  	  



The	  HSP-‐APC	  interacaon	  integrates	  adapave	  and	  	  
innate	  immune	  events	  

The	  adapave	  (anagen-‐specific)	  consequences	  
[re-‐presenta)on	  of	  heat-‐shock	  protein	  (HSP)-‐	  
chaperoned	  pep)des	  by	  the	  MHC	  I	  and	  MHC	  II	  	  
and	  the	  consequent	  respec)ve	  s)mula)on	  of	  	  
pep)de-‐specific	  CD8+	  and	  CD4+	  T	  lymphocytes]	  	  
are	  mediated	  by	  the	  CD91	  HSP	  receptor.	  	  
The	  non-‐anagen-‐specific	  consequences	  	  
(e.g.	  cytokine	  and	  chemokine	  release,	  dendri)c-‐cell	  matura)on)	  	  
are	  mediated	  by	  other	  receptors.	  	  



HSPs	  in	  anagen	  presentaaon:	  	  
The	  presentosome	  



"   Επιβεβαιώθηκε	  σε	  διαφορετικές	  σειρές	  ποντικιών	  και	  σε	  άλλα	  είδη	  

"   Αύτη	  είναι	  η	  βασική	  αρχή	  της	  ανοσίας	  έναντι	  του	  καρκίνου.	  	  

"   Ισχύει	  για	  σειρά	  καρκίνων	  όπως:	  
	  Δέρματος	  
	  Εντέρου	  
	  Μαστού	  
	  Ηπατος	  
	  Νεφρών	  
	  Εγκεφάλου	  
	  Ογκους	  από	  καρκινογόνα	  
	  Αυθόρμητους	  καρκίνους	  

"   Οι	  HSPs	  	  έδειξε	  πως	  η	  δράση	  τους	  είναι	  πολύ	  εξειδικευμένη	  	  
	   	  Κύτταρα	  από	  όγκο	  Χ	  μπορούν	  να	  εμβολιάσουν	  έναντι	  

	   	  καρκίνου	  Χ	  και	  όχι	  έναντι	  του	  καρκίνου	  Υ.	  	  

Εμβολιασμός	  με	  καρκίνο	  έναντι	  του	  καρκίνου	  

A B C D E 

A + - - - - 

B - + - - - 

C - - + - - 

D - - - + - 

E - - - - + 

Tumor	  used	  for	  challenge	  	  

Tu
m
or
	  u
se
d	  
fo
r	  
va
cc
in
a)

on
	  	  

+	  Tumor	  rejected	  
-‐	  	  Tumor	  grows	  



 www.antigenics.com/ news/graphics/ 

Hpss	  ‘mechanism	  of	  acaon’	  diagram	  



•  The	  	  pa;ern	  	  of	  	  heat	  shock	  	  proteins	  in	  	  mammalian	  	  brain,	  either	  	  
synthesized	  in	  a	  	  developmentally	  	  regulated	  manner	  or	  in	  response	  to	  stress,	  
is	  non-‐random.	  	  This	  has	  	  been	  	  related	  to	  specific	  func)ons	  of	  different	  parts	  
of	  the	  brain,	  including	  role	  of	  Hsps,	  par)cularly	  the	  Hsp70,	  in	  short-‐	  and	  long-‐
term	  memory	  and	  making	  different	  parts	  of	  the	  brain	  more	  or	  less	  
suscep)ble	  to	  stress-‐induced	  injuries.	  	  

•  	  	  	  *	  A	  	  variety	  of	  	  pollutants	  induce	  	  detectable	  	  levels	  of	  	  stress	  	  proteins	  	  and	  	  
therefore,	  rela)vely	  simple	  methods	  	  are	  	  being	  	  developed	  to	  use	  	  the	  	  stress-‐
proteins	  as	  	  important	  	  bio-‐markers	  	  for	  environmental	  pollu)on.	  	  Such	  
studies	  will	  be	  of	  significance	  in	  public	  health.	  	  

•  	  	  	  *	  Recent	  studies	  have	  shown	  significant	  roles	  for	  different	  Hsps	  in	  the	  
immune	  response.	  A	  number	  of	  Hsps	  	  such	  	  as	  	  Hsp70,	  	  Hsp90	  and	  	  Gp96/
Grp94	  	  have	  	  been	  	  shown	  	  to	  	  chaperone	  	  a	  	  broad	  	  array	  of	  pep)des,	  	  derived	  	  
from	  different	  cellular	  proteins,Hsp-‐pep)de	  complexes,	  whether	  isolated	  
from	  cells	  or	  recons)tuted	  in	  vitro,	  have	  the	  ability	  to	  vaccinate	  against	  the	  
complexed	  pep)des.	  	  



Telomerase is a ribonucleoprotein enzyme complex (a cellular reverse transcriptase) that maintains chromosome ends and has been referred to as a cellular 
immortalizing enzyme. Telomerase is a ribonucleoprotein reverse transcriptase enzyme (composed of both RNA and proteins) that uses its internal RNA 
component (complementary to the telomeric single stranded overhang) as a template in order to synthesize telomeric DNA (TTAGGG)n, directly onto the 
ends of chromosomes. Telomerase is present in most fetal tissues, normal adult male germ cells, inflammatory cells, in proliferative cells of renewal tissues, 
and in most tumor cells. After adding six bases, the enzyme is thought to pause while it repositions (translocates) the template RNA for the synthesis of the 
next six base pair repeat. This extension of the 3' DNA template end in turn permits additional replication of the 5' end of the lagging strand, thus 
compensating for the end-replication problem.  

Τελομερή	  και	  τελομεράση	  



Τελομερή	  -‐	  Τελομεράση	  



Η	  ρύθμιση	  του	  μήκους	  των	  τελομερών	  
Figure 1. Regulation of telomere 

length in normal and cancer 
cells by telomerase.  

(a)  In normal somatic cells 
telomerase is absent. Every time 
a normal cell divides, the 
telomeric repeat sequence 
(depicted as a purple bar) is lost 
from the end of the 
chromosome. Eventually, after 
many cell divisions, the gradual 
erosion of the telomere is sensed 
by the cell (an orange flag on 
the chromosome in the diagram 
depicts this event) and, when 
the telomeres reach a critically 
short length (red flag), a cell-
signalling pathway initiates the 
senescence programme, 
resulting in a cessation of 
cellular proliferation. 

(b)   (b) In cancer cells, the 
expression of telomerase allows 
the senescence program to be 
bypassed (Refs 4,  7). Once 
activated, telomerase maintains 
telomeres at a length compatible 
with cell proliferation through 
the addition of telomere repeat 
sequences. Thus, the cancer cell 
becomes immortal (fig001nkg). 



Αναστολείς	  της	  τελομεράσης	  

The emphasis here is on  
G-quadruplex-interacting  
ligands,  
which generally have  
planar aromatic  
chromophores 

Neidle and Parkinson Nature Reviews Drug Discovery 1, 383-393 (2002) 



A | The basis for the rational design of second-generation acridine inhibitors, showing how a third substituent on an acridine skeleton (yellow) can interact in a third 
groove of a quadruplex. Such a molecule has inherent selectivity over DNA-duplex-binding molecules, as the two grooves of B-form duplex DNA cannot readily 
accommodate tri-substitution. The views are down onto the plane of a G-quartet. B | Views from molecular modelling of several inhibitors that interact with the G-
quartet surface of a quadruplex. a | A di-substituted anthraquinone, b | the PIPER molecule, c | a tetrapyridyl-porphyrin and d | the telomestatin molecule. 
Differences in ligand–G-quartet overlap are clearly apparent. We are grateful to Martin Read for these figures. 

Structure-‐based	  design	  of	  G-‐quadruplex	  ligands.	  

Neidle and Parkinson Nature Reviews Drug Discovery 1, 383-393 (2002) 



"for	  the	  discovery	  of	  how	  chromosomes	  are	  protected	  by	  telomeres	  and	  the	  enzyme	  
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Chronic	  Myeloid	  Leukemia	  (CML)	  

•  Cancer	  in	  the	  bone	  
marrow	  

•  Abnormal	  overproduc)on	  
of	  progenitor	  white	  blood	  
cells	  

•  Philadelphia	  chromosome	  
abnormality	  



Philadelphia	  	  
Chromosome	  

•  A	  shortened	  chromosome	  22	  
resul)ng	  from	  the	  
transloca)on	  between	  
chromosome	  9	  and	  
chromosome	  22	  

•  Produces	  BCR-‐ABL	  oncogene	  





Three	  Phases	  of	  CML	  

Phase	  One:	  Chronic	  Phase	  
-‐  Minor	  symptoms	  such	  as	  fa)gue,	  infec)on,	  bleeding,	  

and	  weight	  loss	  
-‐  Progresses	  slowly	  

Phase	  Two:	  Accelerated	  Phase	  
-‐  White	  blood	  cells	  increase	  and	  disease	  is	  	  	  
	  	  	  	  	  	  harder	  to	  treat	  

Phase	  Three:	  Myeloid	  Blast	  Crisis	  



Epidemiology	  of	  CML	  

•  Median	  age	  range	  :	  45-‐55	  years	  

•  Male-‐to-‐female	  ra)o—1.3	  :	  1	  

•  50%	  diagnosed	  by	  rou)ne	  lab	  tests	  
	  	  	  85%	  diagnosed	  during	  the	  chronic	  phase	  



Chronic	  phase	  

Accelerated	  phase	   Blas)c	  phase	  (blast	  crisis)	  

Advanced	  phases	  

Median	  4–6	  years	  
stabiliza)on	  

Median	  dura)on	  
up	  to	  1	  year	  

Median	  survival	  3–6	  months	  
Terminal	  phase	  



Alternaave	  Treatments	  for	  CML	  

•  Chemotherapy:	  Hydroxyurea,	  Busulfan	  
•  Bone	  marrow	  transplant	  

•  Interferon-‐alpha	  
•  Gleevec	  



Class:	  Phenylaminopyrimidines,	  

C30H35N7SO4	  	  

MW=589.7	  

• CH3SO3H 



Mechanism	  of Gleevec	  



BCR-‐ABL	  Mutaaons	  

•  Detected	  in	  up	  90%	  of	  pa)ents	  who	  develop	  
secondary	  resistance	  to	  Gleevec	  

•  Rare	  in	  pa)ents	  with	  primary	  resistance	  

•  Caveat:	  PCR	  techniques	  used	  may	  only	  iden)fy	  
most	  dominant	  clonses	  



BCR-‐ABL	  Kinase	  Domain	  Mutaaons	  



Kinase	  Domain	  Mutaaons	  

•  Evidence	  for	  clonal	  selec)on	  of	  preexis)ng	  
BCR-‐ABL	  selec)on	  

•  Sequences	  upstream	  of	  kinase	  domain	  do	  not	  
show	  addi)onal	  muta)ons	  

•  Mul)ple	  independent	  BCR-‐ABL	  muta)ons	  
found	  in	  several	  pa)ents	  who	  relaps	  within	  3	  
months	  of	  therapy	  

•  Oligonucleo)de-‐PCR	  to	  detect	  specific	  
muta)ons	  



Strategies	  to	  Overcome	  	  
Gleevec	  Resistance	  

•  Novel	  BCR-‐ABL	  kinase	  inhibitors	  
•  Target	  other	  aspects	  of	  BCR-‐ABL	  protein	  
•  Inhibit	  downstream	  signaling	  



New	  Compounds	  

•  Hsp-‐90	  Inhibitors	  
–  Geldamycin	  (17-‐AAG)	  

•  Farnesyl	  Transferase	  Inhibitors	  
–  Downregulate	  Ras-‐MAPK	  pathway	  

•  SRC/ABL	  kinase	  inhibitors	  
–  PD166326:	  Can	  bind	  both	  inac)ve	  and	  ac)ve	  abl	  
conforma)ons	  

–  BMS-‐354825:	  Ac)ve	  against	  14/15	  ima)nib	  resistant	  BCL-‐
ABL	  isoforms	  including	  all	  muta)ons	  located	  in	  phosphate	  
binding	  P-‐loop	  



Side	  Effects	  

– Mild:	  Nausea,	  vomi)ng,	  diarrhea,	  heart	  burn,	  
headache,	  and	  muscle	  cramps	  

– Severe:	  Ascites,	  Pulmonary	  Edema,	  
Neutropenia,	  Thrombocytopenia,	  etc	  



Advantages	  of	  Gleevec	  

•  Specifically	  targets	  an	  enzyme	  in	  cancer	  cells,	  
not	  normal	  healthy	  cells	  

•  Minimal	  side	  effects	  compared	  to	  other	  
treatments	  

•  Given	  orally	  instead	  of	  injec)ons	  



Conclusions	  

•  Based	  on	  diversity	  of	  muta)ons	  and	  
mechanisms	  causing	  ima)nib	  resistance	  
unlikely	  that	  a	  single	  agent	  will	  be	  effec)ve	  

•  Iden)fica)on	  of	  resistance	  mechanisms	  may	  
be	  able	  to	  guide	  therapy	  in	  future	  



Conclusions	  

•  CML	  is	  a	  result	  of	  a	  single	  gene)c	  muta)on	  	  
	  	  	  	  -‐	  the	  Philadelphia	  Chromosome	  
•  Gleevec®	  is	  a	  Tyrosine	  Kinase	  Inhibitor	  that	  targets	  the	  

protein	  product	  of	  the	  muta)on	  
•  Clinical	  Trials	  show	  Gleevec®	  to	  be	  effec)ve	  in	  Chronic	  Phase	  

CML>Accelerated>Blast	  Crisis	  
•  Gleevec®	  is	  generally	  well-‐tolerated	  



Fig.	  1.	  Biological	  func)on	  of	  M1	  RNA	  from	  Escherichia	  coliRNase	  P.	  
Pre-‐tRNA	  (le¦)	  is	  the	  natural	  target	  of	  RNase	  P,	  which	  recognizes	  the	  
double-‐stranded	  RNA	  structure	  of	  the	  pre-‐tRNA	  T-‐stem	  and	  the	  3′	  CCA	  
unpaired	  stretch,	  and	  cleaves	  the	  5′	  leader	  to	  release	  the	  mature	  tRNA.	  

Cobaleda	  and	  Sachez-‐Garcia,	  TRENDS	  Biotechnol,	  2001	  

H	  RNaseP	  και	  το	  Μ1	  RNA	  



M1	  RNA	  	  και	  ptRNA	  



Fig. 2. 
Proposed secondary structure (A) (Haas  et al., 1994)  
and three-dimensional structure (B and C)  
(Massire et al., 1998) of the RNA subunit 
(M1 RNA) of RNase P from E. coli. 
B. A complex of M1 RNA and a ptRNA substrate (in purple) (courtesy from Massire et al., 1998). 
C. A complex of M1 RNA (in purple and red) and a substrate consisting of a GS and a mRNA targeting sequence (in white). The red regions 
represent those sequences that were found in close proximity to a mRNA substrate by UV crosslinking and nuclease footprint analysis (Trang 
et al., 1999; Hsu et al., 2000; Kilani et al., 2000). C is generated with a SGI-O2 Workstation using the two current three-dimensional models of 
M1 RNA from Dr Eric Westhof’s and Dr Norman Pace’s laboratories (Chen et al., 1998; Massire et al., 1998). The mutated positions (G224G225) 
(circled) of selected variant R29 and R6 (Kilani et al., 2000) at the secondary structure of M1 RNA are also shown in (A). 

Liu and Altman S.  
Nucleic Acids Research,  
1996, 24: 2690–2696 



H	  RNaseP	  το	  	  Μ1	  RNA	  και	  η	  τεχνολογία	  (E)GS	  	  

Liu and Altman S. Nucleic Acids Research, 1996, 24: 2690–2696 



Fig. 2. M1 RNA as a gene therapy tool.  
(a) Use of a external guide sequence (EGS) to anneal with the 
mRNA and to mimic the structure of M1 RNA natural target, by producing a 3′ CCA 
unpaired tail, a doublestranded RNA region and 
a 5′ leader-like region in the strand that has to be cut after interaction with the ribozyme. 
The cleavage site in the target mRNA is between U7 and G8.  
(b) Structure of a M1 RNA with an internal guide sequence (IGS) 
covalently linked to its 3′ end, joined to its target substrate and providing all the necessary 
structural requirements to cleave it at the desired point. 

Cobaleda and Sachez-Garcia, TRENDS Biotechnol, 2001 

H	  RNaseP	  το	  	  Μ1	  RNA	  και	  η	  τεχνολογία	  (E)GS	  	  



Fig.	  3BC.	  Destrucaon	  of	  chimeric	  oncogenes	  by	  M1	  RNA	  
with	  an	  internal	  guide	  sequence	  (M1-‐RNA-‐IGS).	  	  

(a)	  The	  products	  of	  the	  t(9;22)(q28;q11)	  transloca)on.	  	  
Different	  oncogenes	  can	  arise	  depending	  on	  the	  precise	  
breakpoints	  in	  the	  BCRgene.	  Two	  are	  shown:	  	  
ΒR-‐ABLp190,	  associated	  with	  B-‐acute	  lymphoblas)c	  
leukaemias	  (B-‐ALL)	  and	  	  
BCR-‐ABLp210,	  which	  produces	  chronic	  myelogenous	  
leukaemia	  (CML).	  
They	  differ	  in	  the	  part	  coming	  from	  BCRgene	  but	  share	  the	  
same	  region	  of	  ABLgene.	  	  

(b)	  The	  structure	  of	  the	  an)-‐	  BCR-‐ABLp190	  
M1-‐RNA-‐IGS.	  This	  is	  bound	  to	  the	  BCR-‐ABLp190	  oncogene	  
mRNA	  at	  its	  fusion	  region	  by	  base-‐pairing	  with	  the	  IGS.	  
The	  point	  in	  which	  the	  target	  is	  cut	  by	  the	  ribozyme	  is	  
shown.	  	  

(c)	  The	  structure	  of	  the	  an)-‐	  BCR-‐ABLp210	  M1-‐RNA-‐IGS.	  
This	  is	  bound	  to	  the	  BCR-‐ABLp210	  oncogene	  mRNA	  at	  its	  
fusion	  region	  by	  base-‐pairing	  with	  the	  IGS.	  	  
The	  point	  in	  which	  the	  target	  is	  cut	  by	  the	  ribozyme	  is	  
shown.	  

Cobaleda	  and	  Sachez-‐Garcia,	  TRENDS	  Biotechnol,	  2001	  

H	  τεχνολογία	  IGS	  και	  καταστολή	  ογκογόνων	  χιμαιρικών	  mRNAs	  	  



Fig.	  4.	  Cellular	  model	  system	  for	  an	  in	  vivo	  M1	  
RNA	  assay.	  	  
The	  cells	  require	  the	  presence	  of	  a	  cytokine	  in	  the	  
medium	  to	  survive	  in	  culture;	  
in	  the	  absence	  of	  this	  factor,	  they	  die.	  	  
The	  presence	  of	  the	  oncogene	  makes	  the	  cells	  
cytokine	  independent,	  because	  this	  oncogene	  
provides	  the	  necessary	  survival	  signals.	  	  
When	  the	  oncogene	  is	  destroyed	  by	  a	  specific	  M1	  
RNA,	  the	  cells	  can	  be	  kept	  alive	  by	  adding	  the	  
growth	  factor,	  but	  they	  again	  die	  upon	  cytokine	  
withdrawal	  because	  the	  destroyed	  oncogene	  can	  
no	  longer	  provide	  the	  survival	  signals.	  	  
If	  M1-‐RNA-‐treated	  cells	  die	  even	  in	  the	  presence	  
of	  the	  cytokine,	  this	  means	  that	  the	  ribozyme	  is	  
interac)ng	  with	  factors	  other	  than	  the	  oncogene	  
and	  so	  it	  is	  not	  specific.	  

Cobaleda and Sachez-Garcia, TRENDS Biotechnol, 2001 


