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BENDAMUSTINE, АЛКИЛИРАЩИ ЦИТОСТАТИЦИ  
И МОЛЕКУЛНИ МИШЕНИ 

A. Костовски и M. Караиванова  
Катедра ”Фармакология, фармакотерапия и токсикология”, Фармацевтичен факултет 

Медицински университет – София 

Резюме. Наред с развитието на медицината и увеличаване продължителността на живота на 
хората, злокачествените заболявания бележат тенденция към увеличаване на честотата и на-
маляване на възрастовата граница. Лечението им е комплексно, трудоемко и изисква високо 
подготвени кадри. Един от методите, които успешно се прилагат като част от комплексното 
лечение, е химиотерапията. Необходимо е тя да осигури максимален антинеопластичен ефект 
при възможно минимално засягане на бързо пролифериращите здрави тъкани. При алкилира-
щата цитостатична терапия се елиминират само част от туморните клетки, които са навлезли в 
клетъчния цикъл. И независимо от напредъка в лечението на туморите, на днешния етап може 
да се прецени, че с конвенционалната терапия не се постига задоволителен терапевтичен ре-
зултат и има болни, които не се повлияват въобще от стандартно възприетото лечение. Това 
определя необходимостта от търсене на нови лекарства с възможен друг механизъм на дейст-
вие или ефект при неподдаващите се на стандартното лечение заболяваня. 

Ключови думи: bendamustine, алкилиращи цитостатици, молекулярни мишени 

BENDAMUSTINE, ALKYLATING ANTINEOPLASTIC DRUGS 
AND MOLECULAR TARGETS 

A. Kostovski and M. Karaivanova  
Department of Pharmacology, Pharmacotherapy and Toxicology, Faculty of Pharmacy,  

Medical University – Sofia 

Summary. Along with the development of medicine and increasing life expectancy, malignant 
diseases show a trend for increasing the frequency and decreasing the age limit. Their treatment is 
complex, expensive and requires highly trained personnel. One of the methods which are 
successfully applied as part of complex treatment is chemotherapy. It is necessary to provide 
maximum possible antineoplastic effect and minimal adverse effect on rapidly proliferating 
normal tissues. The alkylating cytostatic chemotherapy is capable to eliminate only a fraction of 
tumor cells that have entered the cell cycle. And despite the progress in the treatment of tumors, at 
present can be considered that conventional therapy does not achieve satisfactory therapeutic 
results and there are patients who do not respond at all of the standard treatment. This determines 
the need to search for new drugs with another possible mechanism of action or effect in not 
suitable for standard treatment conditions. 

Key words: bendamustine, alkylating agents, molecular targets 

Развитие на химиотерапията 
За първи път през 1942 г. успешно се прилага 

първият цитостатик Mechloretamine (Nitrogen 
Mustard) (фиг. 1a), с което се бележи началото на 
противотуморната химиотерапия. По-късно са 
създадени редица нови аналози, наричани азотни 
иприти. Създават се и нови групи алкилиращи 
цитостатици, като производните на нитрозоурея-
та, платиновите комплекси и други. Основен не-
достатък на алкилиращите цитостатици е тяхната 
малка терапевтична ширина и цитотоксичността 

им, засягаща не само туморните клетки, но и 
всички бързопролифериращи нормални клетки. 
По идея на Л. Ф. Ларионов през 60-те години на 

ХХ век са създадени аналози на Mechloretamine, 
съдържащи аминокиселини, различни метаболити 
и хетероциклични съединения-носители на хлоре-
тиламиновите цитотоксични групи. Това са Mel-
phalan (Sarcolysin) (фиг. 1б) (с носител L- или LD- 
фенилаланин), Prospidin (фиг. 1в). (с носител три-
циклична пиперазинова система) и Chlorambucil 
(фиг. 1г) (с носител фенил-маслена киселина).   
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Фиг. 1. Химични структури на алкилиращи цитостатици 

 
Фиг. 2. Химична структура на Bendamustine 

Развитието на химиотерапията и търсенето на 
нови по-безопасни и по-ефективни цитостатици 
води до синтезирането на Bendamustine (фиг. 2) 
от Ozegovski и сътр. [48] в Йена, Германия. В 
ГДР е бил известен още като Cytostasan® [57, 24]. 
Oт 1993 г. Bendamustine е на фармацевтичния 
пазар под търговската марка Ribomustin®, а от 
2008 г. Treanda® [65] за Северна Америка. Пред-
ставлява добре разтворима във вода, заместена 
бензимидазол-алканкарбоксилна киселина, дейс-
тваща като двуфункционален алкилиращ цитос-
татик [47]. 
Механизмът на действие се състои в транс-

формация на азотипритната група до електрофил-
ни алкилови групи, които ковалентно се свръзват 
с нуклеофилните функционални групи на ДНК 

молекулата (едно- и двуверижни вшивания, cross-
linking) и образуват по-стабилни комплекси в 
сравнение с другите алкилиращи цитостатици 
(Cyclophosphamide, Cisplatin, Carmustine) [64, 35].  
Причиненото ДНК увреждане от страна на ал-

килиращи агенти е свързано с индукция на нек-
ротичен тип клетъчна смърт [70]. Анализът на 
научните данни показва, че при ковалентното 
свързване с ДНК молекулата, се засягат както 
пролифериращите, така и туморните клетки, 
намиращи се в покой (G0) [35]. Bendamsutine 
самостоятелно [30, 60] или в комбинация с други 
цитостатици индуцира апоптоза [9], засяга ДНК 
възстановяването, специфично регулира транск-
рипцията и посттранскрипцията на гени, отго-
ворни за апоптозата, и участва в митотичните 
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процеси [36]. Във връзка с тези стабилни комплек-
си се обяснява отсъствието на кръстосана резис-
тентност спрямо другите алкилиращи съединения 
като Cyclophosphamide или Chlorambucil [28]. 

Вътреклетъчни мишени, протеини и  
ензимни системи 
Leoni и сътр. (2008), използвайки тест-системата 

на Националния американски противораков инс-
титут (NIH, In Vitro Cell Line Screening Project, 
IVCLSP), провеждат in vitro изследване за степента 
на чувствителност на клетъчните тест-системи 
към Bendamsutine, Melphalan, Chlorambucil и към 
активния метаболит на Cyclophosphamide, Phos-
phoramide mustard и докладват за сходна чувст-
вителност на туморноклетъчните тест-ситеми 
към Melphalan, Chlorambucil и Phosphoramide 
mustard [36]. Профилът на химиочувствител-
ността на туморните клетъчни линии към Ben-
damustine не съвпада с този на типичните алки-
лиращи цитостатици. Досега не е изяснено дали 
наличието на бензимидазолов пръстен в молеку-
лата на Bendamustine обуславя допълнителни 
антиметаболитни свойства като пуринов аналог. 
Leoni и сътр. (2008) докладват наличието на то-
поизомеразна ихибиция, подобна на тази на ант-
рациклиновите противотуморни антибиотици, 
както и антиметаболитна активност, подобна на 
Ara-AC (Fazarabine). Изследвани са и редица 
други показатели, като ДНК увреждане и стрес 
[GO6974], клетъчна пролиферация [GO8283], ре-
гулация на биологични процеси [GO50789] и на 
клетъчни процеси [GO50794] [36]. 
Сравнението между Bendamustine и Chloram-

bucil показва сходство само в два биологични про-
цеса: при регулация на биологичните процеси 
[GO50789] и на клетъчните процеси [GO50794] 
[37]. Bendamustine участва по различен начин и 
при процесите на регулация на апоптозните пъ-
тища, в сравнение с класическите алкилиращи 
цитостатици. Голяма част от про-апоптозните гени 
притежават p53 протеин регулиращ участък, който 
се индуцира от Benamustine. За сравнение 
Chlorambucil-индуцираната експресия на p53 е 
сравнително малка, а при Phosphoramide mustard 
напълно отсъства [36].  

p53 протеин 
През 1979 г. група вирусолози oткриват ядрения 

фосфопротеин p53 при изследване на СВ40-вирус 
трансформирани клетки на хамстер [8, 31, 34, 38]. 
Reich и Levine през 1984 г. доказват зависимост и 

участие на протеина в клетъчния цикъл в прехода 
от G1/S фазата [42, 53]. През 1986 г. Calabretta и 
сътр. наблюдават постоянни нива на p53 mRNA, с 
което се потвърждава участието и регулацията на 
p53 в клетъчния цикъл [6].  
Локализацията на протеина при различните 

биологични видове е в различни хромозоми. При 
хората е локализиран в късото рамо на 17-а хро-
мозома [44]. В нормалните соматични клетки 
нивото на експресия на протеин p53 е ниско. 
Увреждането на ДНК или други стресови сигна-
ли (хипоксия, хипероксия, термични нарушения) 
покачва нивото на експресия, фосфорилира се 
протеинът [2], при което се реализират три ос-
новни ефекта: спиране на клетъчния растеж, 
ДНК възстановяване или апоптоза. 

Фунции на p53 и значението за клетъчните 
процеси 
Спирането на клетъчния растеж има значение за 

възстановяването на вече увредената ДНК молеку-
ла. По време на „задържането на растежа” p53 с 
помощта на циклин-зависимия киназен инхибитор 
p21waf-1 CDK може да активира транскрипционни 
протеини с цел възстановяване на ДНК уврежда-
нето [2, 41, 29, 33]. Ако увреждането е необратимо, 
се отключва апоптозния каскаден път с участието 
на bax, DR5, p53AIP, PIDD, NOXA, PUMA, 
Fas/APO-1, [2, 45, 46, 49, 26]. Механизмите, с кои-
то p53 селективно инхибира и активира определен 
път, са обект на интензивни проучвания [2, 61]. 
Клетъчното ниво на p53 се поддържа в динамично 
равновесие между различните транскрипционни 
фактори и регулаторни протеини [2]. Свръхексп-
ресията може да отключи процеси на клетъчно 
стареене и усилена апоптоза. Основен регулатор е 
Mdm2 (убиквитин лигаза) човешки прото-онкоген 
[2], който активира разрушаването на p53 чрез 
блокиране на транскрипционната му активност и 
цитоплазмено разграждане на протеина чрез убик-
витиновата система [17]. 

Регулациа на p53 
p53 e oсновно регулиран от Mdm2 и АТМ, 

схематично представени на фигурите: 3-6. 
За преминаването на клетката към S-фазата на 

клетъчния цикъл е необходим ензимът Cdk2 
(циклин-зависима киназа) [66], който може да 
бъде инхибиран от p21-циклин-зависим киназен 
инхибитор [18]. В процеса на прогресията на 
клетъчния цикъл в М фаза, ензимът Cdk2 може 
да бъде инхибиран освен чрез p21 и чрез 
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GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage) [15], 
или от функционално различни сигнални проте-
ини, кинази, фосфатази и трансмембранни ре-
цептори [43]. p53 регулира експресията на тези 
инхибиращи протеини и предизвиква инхибира-
не на клетъчния цикъл (Фиг. 8). 

 Апоптоза може да бъде предизвикана и чрез 
свързване на каспаза 9 с цитохром C и Аpaf1 
(Apoptotic peptidase activator factor 1), (Фиг. 9) 
[67]. p53 може да активира и експресията на 
Аpaf1 и Bax (проапоптозни фактори) и с това да 
активира митохондриалния апоптозен път [67]. 

  
Схема на регулацията на p53 по данни на Dania Alarcon-Vargas и Ze'ev Ronai [2, 69] 

 

 
Фиг. 3. Експресията на Mdm2, причинена от p53 

 
Фиг. 4. Образуваният комплекс между p53 и Mdm2 активира убиквитиновата система, водеща до разграждане на p53 

 
Фиг. 5. Фосфорилирането на p53 на позиция серин 15, треонин 18 и серин 20 нарушава свързването с Мdm2. В нормалните 
клетки трите аминокиселинни остатъка не са фосфорилирани и нивото на p53 протеин остава ниско, съответно на 
ниското ниво на Mdm2 

 

 
Фиг. 6. ДНК увреждането може да активира протеинкинази (АТМ, DNA-PK или CHK2), които да фосфорилират трите 
аминокиселинни остатъка на протеин p53 и да повишат нивото му. Повишеното ниво на p53 повишава нивото на Mdm2, 
но не настъпва разграждане на p53, защото протеинът е фосфорилиран 

 
Фиг. 7. След възстановяване на ДНК увредата, ATM киназите са неактивни, p53 се дефосфорилира и взаимодейства с 
Mdm2, поради което нивото на p53 е по-ниско 

 
Фиг. 8. Инхибиращи прототеини на клетъчния цикъл 
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Фиг. 9. Механизъм за апоптоза с участието на цитохром C и Apaf 1 

АТ мутация и регулацията на p53 
АТМ, Ataxia telangiectasia (AТ-Мutation) е ряд-

ко, наследствено (автозомно-рецесивно), невро-
дегенеративно хронично заболяване, увреждащо 
мозъчните мотоневрони и центъра на говора. 
Като термин е съвкупност от две основни забо-
лявания – атаксия (затруднено движение и коор-
динация) и телеангиектазии (разширени кърво-
носни съдове). Проявява се в ранна детска въз-
раст и заболелите умират в пубертета или в ран-
на младост. Характерна е чувствителността на 
болните към йонизиращо лъчение, рентгенови 
лъчи и склонността да развиват малигнени забо-
лявания. 
През 1995 г. K. Savitsky и сътр. [55] изолират 

гена, отговорен за заболяването. Мутацията, 
предизвикваща заболяването, се намира в дълго-
то рамо на 11-а хромозома от 11q22-23 [5]. 
Структурно АТМ принадлежи към семейството 
фосфатидилинозитол-3 кинази, участващи в 
процеса на възстановяване на ДНК, като фосфо-
рилират различни протеини, между които и 
свързващия p53 (53BP1) и по този начин участ-
ват в контрола на клетъчния цикъл [68]. Една от 
основните функции е подпомагане на клетъчни-
те системи в разпознаване на увреждането на 
веригите на ДНК, с което се създават условия за 
апоптоза. АТМ делеции или инактивиране са 
намерени в B-клетките на болни с ХЛЛ и те се 
възприемат като причина за неуспеха на химио-
терапията и кратката преживяемост на болните 
[11, 12, 51, 62, 63, 68]. 

Bendamustine се отличава от останалите алки-
лиращи цитостатици и по влиянието си върху 
процеса на ДНК възстановяването, определено 
при клетъчна линия с произход от неходжкинов 
лимфом. 
Генът exonuclease-1 (EXO1), който е намерен 

при анализа на гени GO3, е индуциран 2,5 пъти 
по-силно в сравнение с Phosphoramide mustard 
(1,5 пъти) и Chlorambucil (1,8 пъти). Репаратив-
ните ДНК процеси несъмнено имат важно зна-
чение за чувствителността/резистентността на 
ДНК молекулата към алкилиране. Тези данни 

дават съществена информация за разликите в 
ефектите на Bendamustine спрямо Chlorambucil и 
Phosphoramide mustard по отношение на ДНК 
възстановяването [36].  
Ензимът АPE (apurinic/apyrimidinic endonu-

clease) е основният ензим, заменящ увредените 
ДНК бази [13]. За доизясняване на този механизъм 
Lorenzo Leoni и сътр. (2008) изследват Benda-
mustine и останалите алкилиращи цитостатици в 
присъствие на Methoxyamine-специфичен инхиби-
тор на ДНК репарацията [36]. Methoxyamine се 
свързва специфично на мястото на увредения 
участък и инхибира APE активноста над 300 
пъти [25]. В присъствие на Methoxyamine върху 
клетъчна линия Raji (с произход от лимфом на 
Бъркит) и SU-DHL-1 (човешки анапластичен 
едроклетъчен лимфом) Leoni и сътр. установяват 
около 6 пъти по-малка стойност на IC50 при Raji 
клетки и 4 пъти по-малка стойност при SU-DHL-
1 клетките след добавяне на Methoxyamine. За 
сравнение стойностите на IC50 на Phosphoramid 
mustard не се променят. Тези данни за първи път 
показват, че Bendamustine повлиява по различен 
от останалите алкилиращи цитостатици начин 
репарацията на увредения участък [36].  
ДНК репариращият ензим О6-alkylguanine-

DNK alkyl transferase e основен протеин, който 
протектира клетките от токсичните ефекти на 
алкилиращи цитостатиците. Leoni и сътр. (2008) 
изследват цитотоксичната активност на 
Phosphoramid mustard и Bendamustine върху кле-
тъчни линии SU-DHL-1 и Raji в присъствие на 
алкилгуанил трансферазния инхибитор О6-ben-
zylguanine, при което цитотоксичноста на 
Phosphoramid mustard се увеличава при двете 
клетъчни линии, докато при Bendamustine не се 
наблюдава усилване на цитотоксичността. Тези 
данни позволяват на авторите да направат зак-
лючението, че Bendamustine за разлика от оста-
налите алкилиращи цитостатици не реализира 
алкилтрансферазен механизъм на ДНК репара-
ция [36]. Bendamustine при SU-DHL-1 клетките 
предизвиква потискане на иРНК за гените на 
Aurora Kinase A и Cyclin B1 (есенциално важни 
за регулация на митозата) [3, 10, 20, 37, 39, 40, 
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56] в рамките на 60-80%, докато Chlorambucil и 
Phosphoramid mustard я засягат в малка степен 
[36]. Leoni и сътр. [36] докладват, че 
Bendamustine предизвиква както апоптоза, така и 
митотична „катастрофа” в присъствие на zWAD-
fmk (пан-каспазен инхибитор) върху клетъчната 
линия MCF-7/ADR (мултирезистентна клетъчна 
линия с произход от карцином на млечната жле-
за) и при RKO-E6 (p53 дефицитна клетъчна ли-
ния с произход от карцином на дебелото черво). 
С активирането на алтернативни клетъчни 
„смъртни” сигнални пътища заедно със силната 
индукция на апоптоза се обяснява ефективността 
на Bendamustine при лекарственорезистентните 
клетъчни линии [37] и при пациентите с лекарс-
твенорезистентен лимфом [16]. Редица автори 
описват митотичната „катастрофа” като процес 
на некротична клетъчна смърт, настъпваща по 
време на метафазата от клетъчното делене. Мик-
роскопски след оцветяване с флуоресцентното 
багрило 4’,6-diamidino-2-phenylindole са наблю-
давани хроматинова кондензация (натрупване на 
хромозоми или хромозомни фрагменти, които не 
са преразпределени към новото ядро) или при-
съствие на повече ядра с подобна или различна 
големина [32]. Предполага се, че липсата на 
функциониращ p53 протеин или наличието на 
блокирана каспаза-зависима апоптоза са причи-
ните за митотична „катастрофа” [7]. 

Клинично приложение 
Schnabel и сътр. (1967) показват, че Bendamus-

tine има сравнима с тази на Cyclophosphamide ак-
тивност при мишите туморни модели: левкемия 
LAJ1, сарком 180 и асцитен тумор на Ehrlich 
[57]. Stumberg и сътр. (1996) установяват и нали-
чието на непълна кръстосана резистентност с 
други алкилиращи цитостатици, като Cyclophos-
phamide, Melphalane и Carmustine [64]. Schwaenen 
и сътр. са изследвали in vitro индуцирането на 
апоптоза от Bendamustine и Fludarabine самосто-
ятелно и в комбинация при B-клетъчни линии от 
CLL. Авторите доказват и наличието на синерги-
зъм по отношение на индуцирането на програ-
мирана клетъчна смърт на комбинацията 
Bendamustine с Fludarabine в сравнение със са-
мостоятелното им приложение [59]. Първите 
клинични проучвания показват, че Bendamustine 
е поне толкова ефективен, колкото Cyclophos-
phamide [23]. Друго клинично проучване при 
пациенти с болест на Hodgkin установява, че 

комбинираната терапия с Bendamustine е екви-
ефективна в сравнение със схемата CVPP 
(Cyclophosphamide + Vinblastine + Procarbazine + 
Prednisolone), но по-добре поносима [22]. Ало-
пеция се наблюдава сравнително рядко при про-
веждане на монотерапия. Комбиниран с други 
цитостатици, Bendamustine показва сравнително 
добра поносимост, което е необходимо за пови-
шаване качеството на живот на болния [54]. Ус-
тановенни са данни за обратима лимфо- и грану-
лоцитопения. Тромбоцитопения се наблюдава 
често дoри и при монотерапия с Bendamustine. 
Времето за регенерация на костния мозък е 
средно между 3-5 седмици след химиотерапията. 
Имуносупресираните пациенти е възможно да 
проявят и опортюнистични инфекции, особено с 
Herpes zoster. Статистически значимо и често сре-
щано е и понижаването на хемоглобина и проявата 
на анемия при болния. Наблюдавани са и хемоли-
тични анемии в отделни случаи [54]. Клиничните 
проучвания при пациенти с химиорезистентни не-
ходжкинови лимфоми определят ролята на Benda-
mustine като втора/трета линия терапевтично сред-
ство [4, 21, 19]. Kahl и сътр. (2010) установяват 
чрез многоцентрово клинично проучване, че 
Bendamustine успешно повлиява Rituximab-резис-
тентни неходжкинови лимфоми [27]. 
Според проучванията на Anger и сътр. при па-

циенти с CLL се установяват занчими предимст-
ва на Bendamustine в сравнение с Cyclophospha-
mide по отношение на терапевтичния отговор 
[1]. По-добър терапевтичен ефект се постига с 
Bendamustine и при пациенти с мултиплен мие-
лом в сравнение със стандартната терапия с 
мелфалан [50]. Bendamustine е ефективно средс-
тво в комбинираната терапия и на карцином на 
млечната жлеза, като увеличава процента на 
ремисиите и тяхната продължителност [14]. 
Провеждат се клинични проучвания и при паци-
енти с бронхиални и гастроинтестинални тумори 
[52, 58].  

Обобщение на литературни данни 
Цитостатиците с алкилиращ механизъм на 

действие от типа на бис-2-хлоретиламините 
унищожават само част от бързо пролиферира-
щите малигнени клетки и не са в състояние да 
инхибират вътреклетъчните биохимични пътища 
и предаването на патологичната информация за 
злокачествен растеж. В този смисъл цитостати-
ци, които индуцират апоптоза, представляват 
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ценни терапевтични средства и специално в слу-
чаите на лимфопролиферативните заболявания, 
където фракцията на неделящи се клетки е по-
малка. Проучванията върху апоптозните меха-
низми на алкилиращи цитостатици изясняват в 
значителна степен предимствата на някои от тях 
чрез стимулация на молекули на апоптозните 
сигнални пътища. В това отношение Bendamus-
tine е описан с уникален и различен от класичес-
ките цитостатици механизъм на действие. Наме-
рени са важни разлики във връзка с влиянието 
му върху митохондриалния апоптозен път по 
отношение на ДНК възтановителните процеси и 
спрямо клетъчната митоза. И макар че дефини-
тивно няма категорични заключения за фарма-
кодинамиката на Bendamustine, наличните науч-
ни данни позволяват да се приеме, че лекарство-
то постига по-изразена цитотоксичност и инхи-
бира резистентни туморноклетъчни популации 
благодарение на влиянието си върху вътрекле-
тъчните сигнални пътища. От предклиничните и 
клиничните проучвания се потвърждават данни-
те за по-изразен противотуморен ефект на Ben-
damustine при лимфопролиферативни заболява-
ния и множествен миелом в сравнение с Cyclo-
phosphamide. Неговата ефективност при резис-
тентни туморни модели дава основание да се 
комбинира с различни цитостатици, малки моле-
кули или хормони. Разрешаването на Benda-
mustine за клинични поручвания се базира върху 
данните за уникалния механизъм на действие и 
инхибицията на резистентни към химиотерапия 
модели. Тепърва предстои да бъде преценен не-
говият спектър на действие при тумори с разли-
чен произход. Предстои да бъде оценен терапев-
тичният ефект на различни комбинации с ком-
понент Bendamustine в по-дългорочен план. И 
макар че внедряването на лекарството в клинич-
ната практика има сравнително дълга история на 
химични и експериментални изследвания, днес 
се очертава перспективността на нови алкили-
ращи молекули, които благодарение на модифи-
цираната структура не само увреждат ДНК мо-
лекулата, но и оказват коригиращо влияние вър-
ху биомолекулите на вътреклетъчните сигнални 
пътища. Функцията на p53 е важна за регулация-
та на клетъчния растеж. При редица тумори е 
доказано наличие на дефектен ген 53. Търсят се 
възможности за повлияване на инхибиращите 
протеини с цел индукция на апоптоза. 
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