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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wielolekoopornosé definiowana jest jako brak wrazliwosci na podawane leki, ktére nie wy-
kazuja strukturalnego podobiefistwa, a ponadto maja zréznicowane molekularne punkty
uchwytu. Nowotwory dysponuja licznymi mechanizmami opornosci na leki, ktére obejmuja
réznorodne aspekty biologii komérki. Jednak niezmiennie gtéwna role w rozwoju zjawiska
odgrywaja biatka, petnigce w komérkach funkcje enzymatyczne lub strukturalne.

Transportery blonowe, oméwione na przyktadzie gtéwnych przedstawicieli rodziny ABC - P-gp,
MRP1 oraz BCRP, a takze budujace strukture krypt komérkowych LRP, warunkuja wieloleko-
oporny fenotyp przez obnizanie wewnatrzkomdrkowego stezenia czasteczek terapeutykéw lub
tez zmiane ich rozmieszczenia miedzy poszczegdlnymi przedziatami wewnatrzkomérkowymi.
Zanadmierna intensywno$¢ proceséw detoksykacji podawanych cytostatykéw odpowiedzial-
na jest izoforma n biatkowego enzymu S-transferazy glutationu (GSTP1). Najpowszechniej-
szym przyktadem zmodyfikowanego punktu uchwytu cytostatykéw, ktéry nie odpowiada na
prowadzona chemioterapie, jest topoizomeraza Il a (Topolla). Z zaburzeniami apoptozy jest
zwigzana natomiast ekspresja biatek, takich jak hamujgca proces metalotioneina (MT), a takze
cytokeratyna 18 (CK18), ktérej nadmierne stezenie uniemozliwia ukierunkowanie komdrki na
proces apoptozy.

Opracowano réznorodne metody obnizania aktywno$ci wspomnianych biatek, majace na
celu zniesienie zjawiska MDR w komdrkach nowotworowych. Jednak z wielu powodéw ich
przydatnos$é kliniczna jest wciaz zbyt mata, co wiaze sie ze stale rosnaca $miertelno$cia wéréd
chorych zmagajacych sie z chorobami nowotworowymi.

W pracy przedstawiono najistotniejsze biatka odpowiedzialne za wystepowanie zjawiska MDR
w komdérkach nowotworowych oraz molekularnych mechanizméw ich dziatania.

opornos$¢ wielolekowa - komorka nowotworowa - chemioterapia - transporter btonowy - detoksykacja
- apoptoza

Summary

Multidrug Resistance (MDR) is defined as insensitivity to administered medicines that are
structurally unrelated and have different molecular targets. Cancers possess numerous me-
chanisms of drug resistance, involving various aspects of cell biology. A pivotal role in this
phenomenon is played by proteins - enzymatic or structural parts of the cell.

Membrane transporters, including the main members of ABC protein family - P-gp, MRP1
and BCRP, as well as LRP, which builds structure of vaults, determine the multidrug-resistant
phenotype by decreasing drug concentration within the cell or modifying its distribution to
intracellular compartments. The n isoform of protein enzyme - glutathione S-transferase
(GSTP-1), is responsible for excessive intensity of detoxification of cytostatics. A common
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example of altered drug target site that does not respond to chemotherapy is topoisomerase
11 a (Topolla). Alterations of programmed cell death result from expression of metallothionein
(MT) - inhibitor of the process, and cytokeratin 18 (CK18), which, if in high concentration,
also prevents apoptosis of cells.

Several methods of decreasing activity of these proteins have been developed, aiming to
overcome MDR in cancer cells. However, for a variety of reasons, their clinical suitability is
still very low, leading to continuous increase in death rate among patients.

This paper presents current state of knowledge on the most important examples of proteins
responsible for MDR of cancer cells and molecular mechanisms of their action.
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BSO - sulfoksymina butioniny (buthionine sulfoximine); c-Fos - sktadowa czynnika transkryp-
cyjnego AP-1; c-Jun - skladowa czynnika transkrypcyjnego AP-1; CD - antygen réznicowania
komérkowego (cluster of differentiation); CK — cytokeratyna (cytokeratin); CYP3A4 - cytochrom
P450 3A4 (cytochrome P450 3A4); DBS — miejsce wigzace lek (drug binding site); Fas — receptor
Smierci; FTC - fumitremorgina C (fumitremorgin C); GFAP - kwasne biatko fibrylarne gleju (glial
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killer); NTE — przedtuzenie N - korica (N-terminal extension); ODN - oligonukleotyd (oligodeoxy-
ribonucleotide); P-gp - glikoproteina P (P-glycoprotein); PAK-104P - pochodna pirydynowa;
PGE2 - prostaglandyna E (prostaglandin E); PKC - kinaza biatkowa C (protein kinase C); PTEN
- gen supresorowy kodujacy biatko PTEN (phosphatase and tensin homolog); ROS - reaktywne
formy tlenu (reactive oxigen species); siRNA — maty interferujacy RNA (small interfering RNA); T -
apotioneina (thionein); TEP1 - biatko zwigzane z telomeraza 1 (telomerase-associated protein 1);
TM - domena transbtonowa (transmembrane domain); TNF-a — czynnik martwicy guza a (tumor
necrosis factor a); Topo - topoizomeraza (topoisomerase |); TP53 - gen supresorowy kodujacy
biatko p53; VPARP - kryptowa polimeraza poli (ADP-rybozy) (vault poly (ADP-ribose) polymerase);
VRNA - kryptowe RNA (vault RNA).
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Zjawisko wielolekooporno$ci (MDR - multidrug resi-
stance), stanowi jedna z przyczyn nieskutecznej farmako-
terapii. Polega ono na jednoczesnym wystepowaniu braku
wrazliwosci na wiele terapeutykéw o odrebnej strukturze
chemicznej oraz mechanizmie dziatania [86]. Przez lata
MDR byta cecha wasciwg patogennych bakterii oraz grzy-
béw. Jednak, w zwigzku z wydtuzeniem $redniej dtugosci
zycia oraz obecnoécia licznych czynnikéw kancerogen-
nych w $rodowisku, od drugiej potowy XX w. obserwuje
sie znaczacy przyrost liczby zachorowari na nowotwory.
U ich podstaw lezg mutacje genéw odpowiedzialnych za
regulacje cyklu komdrkowego, powodujgce nadmierng
oraz niekontrolowana proliferacje komérek. Intensywny
postep w dziedzinie onkologii, stanowigcy odpowiedz na
wzrost zachorowalno$ci na choroby nowotworowe, przy-
czynia sie do rozwoju i ewolucyjnego utrwalania zjawiska
MDR w komérkach poddawanych réznym rodzajom sys-
temowej terapii przeciwnowotworowej. W wyniku tego
procesu dochodzi do znacznego obnizenia skuteczno$ci
chemioterapii i zwiekszenia liczebno$ci zgondéw wsréd
0séb dotknietych choroba nowotworowa [8].

Wielolekooporne komdérki wykorzystujg réznorodne
mechanizmy obronne [56]. W wiekszo$¢ prezentowa-
nych przez nowotwory strategii MDR sg zaangazowane
czasteczki biatek, wystepujace w komérce zaréwno
w postaci elementéw strukturalnych, jak i enzyméw.

OPORNOSC WIELOLEKOWA | JEJ MECHANIZMY

Wielolekooporno$é komdérek nowotworowych moze by¢
zaréwno cecha pierwotna, wynikajaca z uwarunkowan
genetycznych, jak i nabyta - bezposrednio zwiazang
z prowadzonym leczeniem. Poczgtkowo wrazliwy na
podawany terapeutyk nowotwdr moze nabraé lekoopor-
nego fenotypu pod wptywem nieprawidtowego dawko-
wania, a takze zmian biodostepnosci lub metabolizmu
leku [45]. Jednak nie u wszystkich nowotworéw przeja-
wia sie takie samo prawdopodobietistwo wyksztatcenia
MDR. Jej wtérna postaé szczegdlnie czesto rozwija sie
w nowotworach nerek, jajnika, pecherza moczowego,
a takze w biataczce limfoblastycznej czy drobnokomdr-
kowym raku ptuc [48,99]. Pierwotna MDR jest charakte-
rystyczna dla nowotwordéw narzadéw wydzielniczych
- watroby, jelita grubego czy nadnerczy [29].

Mechanizmy MDR podzieli¢ mozna na pozakomor-
kowe (zewnetrzne) oraz komdérkowe (wewnetrzne).
Zewnetrzne wynikajg ze szczegblnych uwarunkowan na
poziomie strukturalnym, takich jak obnizona przepusz-
czalno$¢ naczyn krwionos$nych czy wystepowanie barier
tkankowych, ktére uniemozliwiajg wnikniecie czaste-
czek leku do wnetrza komérek docelowych. Mecha-
nizmy wewnetrzne wynikaja natomiast bezposrednio
z wladciwo$ci komérek - zmian warto$ci pH ich $rodo-
wiska wewnetrznego, nasilonej aktywnosci ,,zmiataczy
wolnych rodnikéw”, zaburzen procesu aktywacji leku
lub jego nadmiernej inaktywacji [2].

Wewnetrzne strategie MDR wykorzystuja liczne aspekty
funkcjonowania komérki. W chorobach nowotworo-
wych najczesciej jest spotykana MDR zalezna od mecha-
nizméw transportu, w przypadku ktérej cytostatyki nie
osiagaja stezenia terapeutycznego w komérkach. Postaé
ta obejmuje zmniejszony wychwyt lekéw ze §rodowiska
zewnetrznego, ktéry wynika ze zmian struktury btony
cytoplazmatycznej, a co za tym idzie jej przepuszczal-
noéci dla ksenobiotykéw. Zalicza sie do niej takze zjawi-
sko tzw. efluksu komédrkowego, polegajace na aktywnym
usuwaniu czgsteczek terapeutykéw z wnetrza komérek
za posrednictwem biatkowych transporteréw btono-
wych. Utrudnienia mogg réwniez wystepowaé podczas
wewnatrzkomérkowego transportu cytostatykéw, mie-
dzy jadrem komérkowym a cytoplazma.

Ponadto MDR moze by¢ zwigzana z nadmierna aktywno-
$cig systemu detoksykacji ksenobiotykéw w komérkach
nowotworowych, ktéra prowadzi do catkowitej inakty-
wacji podawanej dawki leku. Zjawisko to moze wynikaéd
z modyfikacji powstatych w obrebie punktu uchwytu
podawanego terapeutyku - zmiany aktywno$ci enzy-
méw docelowych i ich powinowactwa do czasteczek leku
[8,56].

Terapia antynowotworowa ma na celu zahamowanie
podziatéw komérek guza oraz skierowanie ich na szlak
programowanej $mierci, m.in. na skutek uszkodzeti
powstatych w materiale genetycznym. W odpowiedzi
na zastosowang chemioterapie, w komérkach nowo-
tworowych wykazujacych MDR dochodzi do aktywacji
mechanizméw naprawy DNA. Zaburzeniom ulega réw-
niez aktywno$¢ biatek uczestniczacych w apoptozie,
zwigzane z mutacjami w obrebie genéw supresorowych,
takich jak TP53 i PTEN, co powoduje zachwiania réwno-
wagi biatek pro - i antyapoptotycznych [8,56,73,74].

Zewnetrzne mechanizmy MDR nowotwordw sa wyni-
kiem wystepujacych w ustroju naturalnych barier,
ograniczajacych przeptyw krwi do tkanek docelowych,
a takze jej niedostatecznego przeptywu przez struktury
niektérych guzdéw, ktéry wynika z ich stabego unaczy-
nienia. To ostatnie zjawisko wystepuje w nowotworach
litych o niskim stopniu waskularyzacji, gdzie dostep-
no$¢ lekéw ograniczona jest z powodu zahamowania
transportu czasteczek do wnetrza komdrek na skutek
obnizenia pH, ktére wynika ze stanu niedotlenienia oraz
akumulacji kwasu mlekowego [20].

BIALKA WIELOLEKOOPORNOSCI W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Rodzina biatek ABC

Wiekszo$¢ z poznanych dotychczas biatek odpowiedzial-
nych za wystepowanie zjawiska MDR nalezy do rodziny
ABC (ATP-binding cassette family). Zaliczane do niej cza-
steczki majg charakter transporteréw przezblonowych,
zawierajg ponadto swoista domene wiazaca ATP, ktéra
umozliwia przeprowadzanie ich hydrolizy [25]. Energia
uwalniana w procesie rozktadu ATP wykorzystywana jest
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nastepnie do transportu substratéw przez zewnatrz-, jak
i wewnatrzkomdrkowe blony lipidowe [86].

Obecnie w proteomie cztowieka znajduje sie 49 zidenty-
fikowanych transporteréw z rodziny ABC. Ich czasteczki
zawierajg dwa podstawowe elementy strukturalne: region
przezblonowy MSD (membrane spanning domain) oraz
domene NBD (nucleotide binding domain) wigzgca ATP
[38,90]. MSD tworzy taricuch polipeptydowy przecho-
dzacy przez btone komdérki, z wyksztatceniem przewaznie
sze$ciu helikalnych fragmentéw przezbtonowych - TMs
(transmembrane domains), dzieki czemu odgrywa role
w przenikaniu substratu przez btone komdrkowa. Hydro-
filowy region NBD jest odpowiedzialny natomiast za wig-
zanie i hydrolize ATP [38]. W obrebie tej domeny wyrdznié
mozna: motyw Walkera A i B, petle H i Q oraz motyw C,
zwany regionem podpisu. Sekwencja tego ostatniego jest
podstawg klasyfikacji biatek ABC do siedmiu podrodzin,
oznaczonych literami od A do G (tabela 1) [98].

Ze wzgledu na liczbe komplekséw domen MSD-NBD
w obrebie rodziny ABC wyrdznia sie transportery peine
(ryc. 1), péttransportery (ryc. 2) oraz transportery roz-
budowane. Fizjologiczng funkcjg biatek rodziny ABC jest
obrona komérki przed toksycznym dziataniem substancji
$rodowiskowych [50]. Wyrdznia sie trzy kategorie funk-
cyjne transporteréw. Pierwsza z nich tworzg biatka majace
zdolno$¢ transportu do wnetrza komérki, tzw. importery,
ktére wystepuja wytacznie w organizmach prokariotycz-
nych [55]. Odpowiedzialne sg za pobieranie z otoczenia nie-
zbednych sktadnikéw odzywczych (peptydéw, witamin czy
cukréw), a takze jonéw i innych zwigzkdéw, ktére nie moga
zostaé pozyskane w procesie dyfuzji [98].

Tymczasem u organizméw pro - i eukariotycznych,
wystepuja biatkowe pompy o charakterze eksporteréw.
Odpowiadajg one za usuwanie substancji szkodliwych -
ksenobiotykéw i toksyn naturalnych z cytoplazmy poza
komérke lub do okre$lonych przedziatéw wewnatrz-
komérkowych [24,34]. To wlasnie ich zwiekszona eks-
presja jest odpowiedzialna za wystepowanie zjawiska
niewrazliwo$ci na farmakoterapie u patogennych bakterii

Tabela 1. Charakterystyka podrodzin biatek ABC (na podstawie [90,98])

i w komdrkach nowotworowych. Biatka te znalezé mozna
w komdrkach narzagdéw majacych bezposrednia stycz-
nos¢ z czasteczkami ksenobiotyku: w odpowiedzialnym za
wchfanianie jelicie cienkim, w watrobie i nerkach - prze-
prowadzajacych procesy eliminacji oraz w warunkujacych
dystrybucje komérkach $rédbtonka, ktére tworzg bariere
krew-mdézg oraz bariere tozyskowa [87].

Ponadto u cztowieka transportery ABC warunkuja
obecnos¢ licznych barier tkankowych, m.in. w obrebie
mdézgu, nerek, watroby czy narzadéw przewodu pokar-
mowego, ktére zabezpieczajg te ograny przed dziata-
niem czynnikéw szkodliwych [24]. Dysfunkcje biatek
rodziny ABC spotyka sie w licznych dziedzicznych
schorzeniach, takich jak zaburzenia transportu cho-
lesterolu - choroba tangierska oraz zétci - rodzinna
cholestaza, a takze mukowiscydoza, anemia czy zespét
Gronblada-Strandberga - choroba tkanki sprezystej
[90,91]. Do ostatniej grupy funkcjonalnej transporte-
réw zalicza sie biatka zaangazowane w procesy trans-
lacji i naprawy DNA [55].

W obrebie rodziny biatek ABC najistotniejsza role w roz-
woju zjawiska MDR w komérkach nowotworowych
odgrywaja glikoproteina P, MRP1 oraz BCRP [76].

Glikoproteina P

Glikoproteina P (P-gp) byta pierwszym zidentyfikowa-
nym w proteomie cztowieka transporterem nalezacym
do rodziny ABC, opisanym w 1976 r. na podstawie badan
nad nowotworem jajnika u chomikéw chiskich [39].
P-gp nalezy do podrodziny B biatkowych transporteréw
blonowych wiazacych ATP. Kodowana jest przez gen
MDR1, umiejscowiony na ramieniu dtugim chromosomu
7 (7q21), jej czasteczka ma mase 170 kDa i zlozona jest
z 1280 aminokwasdéw [49].

W strukturze P-gp wyrdznié mozna elementy swoiste
dla wszystkich transporteréw rodziny ABC. Czasteczka
sktada sie z dwéch podjednostek, z ktérych kazda
zawiera hydrofobowa domene MSD zlozong z sze$ciu

Podrodzina Nazwa Liczba biatek Biatka wielolekoopornosci
ABCA2 (ABC2)
ABCA ABC1 12 ABCA3 (ABC-0)
ABCBT1 (P-gp)
ABCB MDR n ABCB4 (MDR2)
ABCB11 (BSEP, SPGP)
ABCC1 (MRP1)
ABCC MRP 13 ABCC2-6 (MRP2-6)
ABCC10-13 (MRP7-10)
ABCD ALD 4 -
ABCE OABP 1 -
ABCF GCN20 3 -
AB(G White 5 ABCG2 (BCRP)
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Ryc. 1. Struktura petnego transportera z rodziny ABC (wg [90,98] ); czasteczka sktada sie z czterech domen, tworzacych strukture (MSD-NBD)2, umiejscowiona jest
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Ryc. 2. Struktura péttransportera z rodziny (wg [90,98]); czasteczka zawiera tylko jeden kompleks MSD-NBD, wystepuje gtdwnie w btonach wewnatrzkomdrkowych

fragmentdéw przezbtonowych oraz region NBD - ulo-
kowany w petlach po cytoplazmatycznej stronie btony.
Tak zbudowane homologiczne kompleksy sa potaczone
ze sobg pojedynczym taricuchem polipeptydowym [8].
Regiony transmembranowe MSD, zawierajace co naj-
mniej dwa miejsca wiazace czasteczki substratu - DBS
(drug binding sites), sa rozdzielane przez pierwsza
z domen NBD, podczas gdy druga jest umiejscowiona na
cytoplazmatycznym C - koticu czgsteczki.

Mechanizm dziatania P-gp jako biatka odpowiedzialnego
za wyrzut substancji z komérki nie zostal wyjasniony.
Obecnie obowigzuje tzw. model ,,odkurzacza molekular-
nego” czy tez ,,zmiatacza hydrofobowego (ryc. 3) [45].

Spektrum substratowe P-gp obejmuje gtéwnie substan-
cje hydrofobowe, zdolne do naptywu do wnetrza komérki
w wyniku dyfuzji biernej - elektrycznie obojetne lub
kationowe formy czasteczek zwigzkéw organicznych
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Ryc. 3. Mechanizm dziatania, molekularnego odkurzacza” — wyrzut substratu
z btony komédrkowej (wg [8,25,30,45,101]); czasteczki substratu s
rozpoznawane i przechwytywane przez transporter w czasie zgodnego
z gradientem stezen, biernego przeptywu do cytoplazmy przez btone
lipidowa, a nastepnie zostaja wyrzucone poza komdrke. Energia
niezbedna do prawidtowej aktywnosci P-gp jest pozyskiwana w
wyniku jednoczesnej hydrolizy dwdch czasteczek ATP, ktéra zachodzi
w obrebie potaczonych domen NBD. Domeny MSD natomiast tworza
kanat umozliwiajacy przeptyw czasteczek substratu P-gp przez btone
lipidowa oraz ich wyrzut na zewnatrz komdrki. W silnie hydrofobowych
substancjach obserwuje sie tzw. ,futile cycling” polegajacy na
powrotnym naptywie usunietych czasteczek substratu w wyniku
dyfuzji, a nastepnie ich ponownym wyrzucie ze struktur btony, co
pochtania znaczne ilosci energii

o charakterze amfifilnym [1,8,85]. Pierwszymi lekami,
ktérych obnizong skuteczno$é powigzano z aktywnoscia
tej glikoproteiny, byty alkaloidy Vinca oraz antracykliny.
Oprécz lekéw przeciwnowotworowych substraty P-gp
sa m.in. lekami immunosupresyjnymi, przeciwhistami-
nowymi, nasercowymi oraz stosowanymi w chorobach
inwazyjnych i zakazeniach (tabela 2) [53].

Fizjologiczng funkcja P-gp jest ochrona komdérek przed
dziataniem szkodliwych substancji - metabolitéw czy
toksyn, zaréwno egzogennego jak i endogennego pocho-
dzenia [85], co jest zwigzane z umiejscowieniem czg-
steczek tego transportera w btonach plazmatycznych,
rzadziej w blonach organelli wewnatrzkomdrkowych
[53,90]. Obecno$é btonowej glikoproteiny przyczynia sie
do powstania barier przepuszczalno$ci dla okre$lonych
substratéw, przez co warunkuje poprawne funkcjono-
wanie m.in. bariery jelitowej, nerkowej, watrobowej czy
bariery krew-mézg [8].

Duze stezenie P-gp stwierdzono tez na powierzchni komé-
rek wydzielniczych, odpowiedzialnych za sekrecje i trans-
port czynnikéw endogennych w narzadach wydzielania
wewnetrznego - kory nadnerczy czy tez watroby [51].
P-gp jest zaangazowane takze w regulacje odpowiedzi
immunologicznej - bierze udzial w transporcie cytokin
w limfocytach T, warunkuje aktywno$¢é cytotoksyczng
limfocytéw CD8" i komérek NK [80]. Ponadto, obecna na
powierzchni macierzystych komérek krwiotwérczych,
glikoproteina wplywa na ich proliferacje i réznicowanie
za pomocg swoistych czynnikéw regulatorowych [77].

Doktadnie poznano mechanizm wytwarzania wtérnej
MDR z udziatem kinazy biatkowej PKC, a takze biatka
c-Fos, ktérego podwyzszone stezenie w komérce kore-
luje dodatnio z nasilona ekspresjg genu kodujacego P-gp
[100] (ryc. 4).

Tabela 2. Wybrane substraty P-gp o zastosowaniu terapeutycznym (na podstawie [56])

Grupa lekéw Nazwa leku
Przeciwnowotworowe daunorubicyna, doksorubicyna, wienttglssggi (:Ar/]iir:;rz);s;yna, aktynomycyna D, paklitaksel,
Immunosupresyjne cyklosporyna, FK506
Hipolipemizujace lowastatyna
Przeciwhistaminowe terfenadyna

Steroidy

aldosteron, hydrokortykosteron, kortyzol, kortykosteron, deksametazon

Antagonisci dopaminy

domperidon

Inhibitory proteazy HIV-1

rytonawir, indynawir, amprenawir, nelfinawir

Nasercowe digoksyna, chinidyna
Przeciwwymiotne ondanseron
Przeciwbiegunkowe loperamid
Przeciwdnawe kolchicyna
Antybiotyki erytromycyna, rifampicyna

Przeciwpasozytnicze

iwermektyna
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z okoto 200 aminokwaséw, ktére uktadaja sie w 5 helis przezbtonowych. Te tworza domene MSDO oraz krétka petle L0, ktéra znajduje sie w obrebie cytosolu.
Domena MSDO0 odpowiada za przeniesienie czasteczki transportera z retikulum endoplazmatycznego do prawidtowego miejsca w btonie komérkowej.
(ytoplazmatyczna petla LO umotzliwia transport czasteczek substratu, stad tez jej utrata powoduje retencje czasteczek biatka w retikulum plazmatycznym

MDR wynikajgcg z wysokiej ekspresji P-gp w komérkach
nowotworowych dodatkowo nasila antyapoptotyczne
dziatanie tego biatka, zwiazane z obnizonym wytwa-
rzaniem ceramidéw na skutek zmniejszenia ilosci sfin-
gomieliny w komérce. Przy niedoborze tych lipidéw
nie dochodzi do aktywacji procesu apoptozy pod wply-
wem chemioterapeutykéw bedacych ligandami jednego
z receptoréw $mierci - receptora Fas, ktére jednak nie
naleza do substratéw P-gp [107].

Wysoka ekspresja P-gp, warunkujaca wystepowanie
MDR, jest obserwowana w komdrkach nowotworowych,
ktére wywodzg sie z narzaddéw o fizjologicznie wysokiej
ekspresji tego transportera biatkowego, np. z trzustki,
nerki, watroby. Nowotwory tych narzadéw wykazuja
uwarunkowana genetycznie oporno$¢ pierwotna, ktéra
przejawia sie juz przy pierwszej ekspozycji na dany
lek. Pod wptywem prowadzonej chemioterapii wtérna
posta¢ MDR z udziatem P-gp rozwijajg biataczki i chto-

niaki, a takze nowotwory jajnikéw, piersi czy pecherzyka
z6tciowego [48,99].

MRP1

W 1992 r., w linii komérkowej ludzkiego drobnokomér-
kowego raka ptuc H69/AR, w obecnosci doksorubicyny
wyizolowano i zidentyfikowano biatkowy transporter
wielolekowy, wykazujacy duze podobieristwo funkcji
do P-gp i w zwiazku z tym nazwano biatkiem opornosci
wielolekowej 1 -MRP1 (multidrug resistance protein 1)
[9,15].

MRP1 jest przedstawicielem podrodziny ABCC, drugiej
co do wielko$ci w rodzinie transporteréw ABC. Obejmuje
13 biatek, z czego 10 to biatka MRP, opatrzone numerami
zgodnie z kolejnoscia ich odkrywania. MRP1 kodowane
jest przez gen MRP1, potozony na ramieniu krétkim
chromosomu 16 (16p13.1) [13]. Czasteczka tej fosfogliko-
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proteiny ma mase 190 kDa i jest zbudowana z 1531 ami-
nokwaséw [15].

Transportery podrodziny ABCC sktadajg sie z dwéch
homologicznych podjednostek biatkowych - MSD-NBD,
speliajacych takie same funkcje, jak wszystkie inne
biatka rodziny ABC. MRP1 nalezy do tzw. ,,dtugich” bia-
tek ABCC, ktérych symetrie zaburza dodatkowy region
NTE (N-terminal extension) (ryc. 5) [9,70].

MRP1 zaklasyfikowano do grupy tzw. pomp GS-X, odpo-
wiedzialnych za transport koniugatéw powstatych
w czasie 11 fazy detoksykacji [9,21,24]. Miejsce wigza-
nia reszt glutationu (GSH - glutathione), znajduje sie
w rdzeniu czasteczki MRP1, zbudowanej z dwéch pod-
jednostek MSD-NBS [70]. Jednak dzialanie tego biatka na
poziomie molekularnym jeszcze nie zostato opisane.

Do lekéw, ktdrych stezenie w komérce ulega obnizeniu na
skutek aktywnosci tego transportera, naleza m.in. cyto-
statyki pochodzenia naturalnego - antracykliny, alkalo-
idy Vinca, taksoidy, a takze irynotekan, metotreksat oraz
zwiazki metali ciezkich - arsenu i antymonu [9,76].

Biatko MRP1 bierze udziat w tworzeniu bariery krew-
-mézg, jego obecno$é w btonach komdrek narzaddw,
takich jak syncytiotrofoblast, tozysko, pneumocyty typu
I czy jadra, warunkuje takze prawidtowy rozwdj i funk-
cjonowanie organizmu cztowieka. Biatko to jest zaan-
gazowane takze w transport toksycznych produktéw
proceséw utleniania lipidéw, powstatych w warunkach
stresu oksydacyjnego [92].

Najwazniejszym naturalnym substratem biatka MRP1
jest leukotrien C4 (LTC4). Pozostate endogenne substan-
cje, usuwane z komérek organizmu w wyniku efluksu, to
bilirubina, koniugaty glukuronidowe oraz siarczanowe
sole z8tci [70].

MDR, zwigzang z nadmierna ekspresja MRP1 w komor-
kach, zaobserwowano w znacznej grupie choréb nowo-
tworowych. Istnieje przypuszczenie, iz transporter ten
moze bra¢ udzial w rozwoju hormonoopornej postaci
raka stercza. Duze stezenie MRP1 jest natomiast cha-
rakterystyczne dla pewnych grup nowotworéw, takich
jak niedrobnokomérkowy rak ptuca [15], ostra biataczka
szpikowa, rak pecherza, nerwiak ptodowy (neurobla-
stoma) [71], rak okreznicy, czy tez mastocytoma [37].

BCRP

W 1998 r., w linii komérkowej raka piersi MCF-7, wykazu-
jacej MDR, zidentyfikowano nowy transporter z rodziny
ABC - biatko BCRP (breast cancer resistant protein) [63].
BCRP jest drugim sposrdd biatek nalezacych do podro-
dziny G transporteréw zawierajacych kasete wiazaca
ATP [87]. Kodowane jest przez gen ABCG2, znajdujacy sie
na ramieniu dtugim chromosomu 4 (4q22). Czasteczka
tego transportera ma mase okoto 75 kDa i sktada sie z 655
aminokwasdéw [63]. Biatko BCRP to klasyczny péttran-

sporter z rodziny ABC [90], poniewaz jest zbudowane
z pojedynczego kompleksu domen MSD-NBD (ryc. 2)
[63]. Dotychczas nie udato sie poznaé molekularnego
mechanizmu dziatania tego transportera. Przypuszcza
sie, iz petna aktywnos$¢ osiaga dopiero po homodime-
ryzacji w obrebie btony komérkowej. W takiej postaci
wykazuje nieco nizsza od P-gp, ale znacznie wyzsza od
MRP1 aktywno$¢ ATP-azy [63].

Biatko to ma zdolno$¢ transportu zaréwno czgste-
czek o charakterze hydrofobowym, jak i hydrofilowych
koniugatéw nieorganicznych, zawierajacych reszty siar-
czanowe. Przez tg zdolno$¢ jest podobne funkcyjnie do
biatka MRP1 [58]. Pierwszym zidentyfikowanym substra-
tem tego transportera byl mitoksantron, przez co BCRP
oznaczane bywa réwniez skrétem MXR (mitoxantrone
resistance protein) [63]. Transporter ten jest zdolny jed-
nak do wyrzutu poza komérke czasteczek wielu innych
chemioterapeutykéw, takich jak doksorubicyna, dauno-
rubicyna [87], metotreksat, topotekan, irynotekan, inhi-
bitory kinazy tyrozynowej - imatynib i gefitynib [63].
Ponadto odpowiada za obnizenie stezenia czasteczek
lekéw innych niz antynowotworowe, np. prazosyny, gli-
benklamidu, dipirydamolu, a takze statyn i syntetycz-
nych bakteriostatykdéw, takich jak nitrofurantoina [63].

W organizmie cztowieka BCRP funkcjonuje jako pompa
ochronna, usuwajaca z komdrek toksyczne substancje
pochodzenia egzo - i endogennego [87], dlatego tez jego
duze stezenie obserwuje sie w tkankach narzgdéw odpo-
wiedzialnych za procesy detoksykacji [63]. Wysoka eks-
presja w komérkach $rédbtonka mézgu, nablonka jelit
oraz jader warunkuje natomiast istnienie tkankowych
barier tych narzadéw [76], jak réwniez chroniacej ptéd
bariery tozyska [58]

Ponadto czasteczki tego transportera odpowiadaja za
utrzymanie komdrkowej homeostazy substancji endo-
gennych, takich jak hem, porfiryny, ryboflawiny czy
estrogeny [63].

BCRP charakteryzuje samodzielne wystepowanie
w komérkach danego nowotworu - brak w nich obec-
nosci innych podstawowych biatek MDR, takich jak
P-gp czy MRP1 [63]. Nadekspresje BCRP zanotowano
w komérkach ostrych biataczek limfo - i mielobastycz-
nych, szpiczaka mnogiego [95], raka stercza oraz piersi,
pluc, nerek i endometrium [63,87].

LRP

Ze zjawiskiem MDR sg réwniez zwigzane biatka zaangazo-
wane w transport czgsteczek lekéw, jednak nienalezace
do rodziny transporteréw ABC. W 1993 r., w komérkach
niedrobnokomdrkowego raka ptuc, odkryto jedno z nich
- LRP (lung resistance-related protein) [10,18,75], zwane
biatkiem krypt - MVP (major vault protein) [75].

LRP jest kodowane przez gen MVP, umiejscowione prok-
symalnie do genu MRP1 - na ramieniu krétkim chro-
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mosomu 16 (16p11.2) [10]. Jego czasteczka ma mase
110 kDa [18,43] i stanowi 70% cato$ciowej masy krypt
[10] - najwiekszych z dotychczas poznanych komdérko-
wych rybonukleoprotein, ktére odkryto w komérkach
pecherzykéw wydzielniczych watroby szczura [75]. Sg to
beczkowate, puste w §rodku struktury cytoplazmatyczne
ztozone z 8 podjednostek, w ktérych sktad wchodzi po
sze$¢ czgsteczek LRP oraz jedna czasteczka malego, nie-
ulegajacego translacji RNA - VRNA. Kazda krypta zawiera
dwie czgsteczki bialek - TEP1 (telomerase-associated
protein 1) oraz VPARP (vault poly (ADP-ribose) polyme-
rase), o masach odpowiednio 240 i 193 kDa [10,43,75].

Mechanizm dzialania LRP nie zostal jak dotad jedno-
znacznie okre$lony (ryc. 6). W odrdznieniu od omdwio-
nych uprzednio transporteréw btonowych, biatko to
jest umiejscowione gtéwnie w cytoplazmie, cho¢ nie-
wielka liczba krypt znajduje sie réwniez w btonach jadra
komérkowego oraz porach jadrowych [10,18]. Dzieki
temu mogg one uczestniczy¢ w wewnatrzkomérkowym
transporcie czasteczek [45,75]. Ponadto moga przeka-
zywa¢ transportowane czasteczki do struktur komér-
kowych zaangazowanych w szlak egzocytozy, takich
jak pecherzyki wydzielnicze czy lizosomy [82] bad? tez
dostarcza¢ je do pomp btonowych odpowiedzialnych za
wyrzut substancji do przestrzeni zewnatrzkomérkowej
[62]. Jednak przyjmuje sie, ze aktywno$¢ LRP jest zaan-
gazowana gléwnie w proces rozmieszczania czgsteczek
leku w strukturach komérki [18].

Zakres przyltaczanych substratéw do LRP wykazuje
znaczne podobieristwo do P-gp. W komérkach nowotwo-
rowych jest odpowiedzialna za wystepowanie opornos$ci
na chemioterapeutyki zawierajace platyne - cisplatyne
i karboplatyne [75], a takze pozostate cytostatyki, takie
jak melfalan, winkrystyna, doksorubicyna oraz dauno-
rubicyna [26,104].

Podobnie jak w oméwionych uprzednio transporteréw
rodziny ABC, LRP ulega fizjologicznej ekspresji w komér-
kach zdrowych narzaddéw, ktére sg narazone na eks-
pozycje na toksyczne metabolity i ksenobiotyki [10].
Obecnos¢ tego biatka odnotowano m.in. w hepatocytach
[75], keranocytach i komdrkach nabtonka oskrzeli [49].

Badania nad zjawiskiem MDR wykazaly zwiekszone
stezenie czasteczek LRP w komdrkach glejaka, a takze
raka oskrzeli [75], jelita grubego, jajnika oraz nerki [49].
Szczeg6lnie niekorzystnie obecnosé tego biatka wptywa
na skuteczno$¢ terapii nowotwordw uktadu hematopo-
etycznego - szpiczaka mnogiego czy tez ostrej biataczki
szpikowej [43,82].

S-transferaza glutationu 1t

MDR komérek nowotworowych moze by¢ zwigzana
réwniez z nasileniem metabolizmu oraz proceséw
detoksykacji cytostatykéw podawanych w ramach che-
mioterapii. Przyktadem czasteczki odpowiedzialnej za

btona jgdrowa

btona komarkowa

lek

krypta

pompa

Ryc. 6. Mechanizm opornosci wielolekowej zwiazanej z aktywnoscia krypt (wg [62]); T — wewnatrzkomdrkowy transport miedzy jadrem i cytoplazma, 2 — transport

za posrednictwem egzocytozy, 3 — transport z udziatem pomp bfonowych
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rozwdj takiego mechanizmu jest izoforma n biatkowego
enzymu S-transferazy glutationu, w skrécie GSTP1 (glu-
tathione S-transferase P1) [21,69].

GST w organizmie cztowieka wystepuje w postaci licz-
nych izoenzyméw, ktére podzielono na klasy z uwzgled-
nieniem umiejscowienia w obrebie komérki, a nastepnie
réznic w sekwencji aminokwaséw, potozeniu gendw oraz
swoisto$ci substratowej. Wyrézniono sze$¢ polimorficz-
nych klas S-transferaz cytoplazmatycznych - a (GSTA),
1 (GSTM), w (GSTO), 7t (GSTP), 6 (GSTT) i { (GSTZ) oraz
jedna mikrosomalna klase S-transferaz blonowych [22].
W klasie mt, wykazujacej najwyzsza ekspresje w komor-
kach lekoopornych nowotwordw, jak dotad zidentyfi-
kowano jeden gen - GSTP1. Znajduje sie on na ramieniu
dtugim chromosomu 11 (11q13) [79]. GSTP1 ma mase
czgsteczkowa 25 kDa i zbudowana jest z 208 aminokwa-
séw [7].

W strukturze GST mozna wyrézni¢ dwie domeny biat-
kowe, ktére petnia odmienne funkcje katalityczne. Na
N-koficu czasteczki znajduje sie mata domena I, ktéra
sktada sie z 74 aminokwaséw (1-74) i zaangazowana jest
w interakcje miedzy GST a czgsteczka GSH. Na C-koticu
czasteczki jest umiejscowiona domena II, ztozona z reszt
aminokwasowych (82-208) odpowiedzialnych za wigza-
nie substratu [7].

Aktywno$¢ enzymatyczna cytoplazmatyczne biatka
GST, w tym GSTP1, wykazujg w postaci homodimeru [7].
Funkcjg biatka GSTP1 jest zobojetnianie czgsteczek reak-
tywnych zwiazkdéw elektrofilowych, przez przytaczanie
ich do wolnej grupy tiolowej czasteczki GSH [22].

Cecha charakterystyczna GST jest bardzo niewielka swo-
isto$¢ substratowa tego enzymu oraz jego izoform. Kata-
lizuja one reakcje sprzegania substancji o hydrofobowej
strukturze i duzej reaktywnosci, wynikajacej z obecnosci
w ich czasteczkach atomu elektrofilowego [32]. Naleza
do nich przede wszystkim zwiazki alkilujace - iperyt,
chlorambucyl, melfalan, cyklofosfamid czy karmustyna
[61,89], jak i pozostate cytostatyki, takie jak cisplatyna,
etopozyd [4] i doksorubicyna [21].

Rola GST nie ogranicza sie jednak wylacznie do detok-
sykacji elektrofilowych lekéw i innych substancji
toksycznych pochodzenia egzogennego. Dodatkowo
enzym ten chroni organizm przed szkodliwymi pro-
duktami stresu oksydacyjnego, zapobiegajac uszkodze-
niom kwaséw nukleinowych oraz lipidéw [36]. Ponadto
bierze udziat w metabolizmie hormondéw steroidowych,
biosyntezie leukotrienu C4 (LTC4) i prostaglandyny E2
(PGE2) [32], a takze w utrzymaniu homeostazy GSH
[36].

Mechanizm rozwoju wtérnej postaci MDR, uwarunkowa-
nej nadmiernag ekspresja GSTP1 w komérkach nowotwo-
rowych, zachodzi z udziatem PKC oraz c-Fos. Takie samo
podtoze ma MDR wynikajaca z podwyzszonej aktywnosci
P-gp (ryc. 4).

Zwiekszong ekspresje GST obserwowuje sie zwykle
w nowotworach, ktére wykazuja jednoczes$nie duze ste-
zenie P-gp i MRP1 [93]. Izoforme GSTP1 zidentyfikowano
m.in. w nowotworach, takich jak rak krtani [78], piersi
[79], stercza, jader, glejaku czy kostniakomiesaku [69],
a takze w erytrocytach i limfocytach [23].

Topoizomeraza Il o

Enzym topoizomeraza Il a-Topolla (topoisomerase 1I ),
jest przyktadem biatka docelowego dla wielu terapeuty-
kéw, ktérego modyfikacje wyksztatcajg MDR komdrek [56].

Topoizomerazy (Topos) to enzymy zaangazowane
w wielu procesach zwigzanych z metabolizmem DNA,
a takze utrzymaniem prawidtowej struktury macierzy
i cytoszkieletu w obrebie jadra komérkowego [3]. Ze
wzgledu na zréznicowanie struktury i funkcji, enzymy
te zostaty przyporzadkowane do dwéch klas - Topol
i Topoll [84]. Biatka zaliczane do pierwszej z nich uczest-
niczg w regulacji przestrzennej struktury DNA, usuwajac
z niej superskrety. Enzymy nalezace do drugiej klasy sa
istotne dla procesu replikacji - wprowadzaja superskrety
w strukture czgsteczki DNA [57].

W organizmie cztowieka wystepuja dwie izoformy
Topoll - a (Topolla) i p (Topollb) [33]. Topolla, w odréz-
nieniu od Topollb, wykazuje zmienny poziom ekspre-
sji w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego. Enzym
ten kodowany jest przez gen TOP2A, umiejscowiony
na ramieniu dtugim chromosomu 17 (17q21). Jego cza-
steczka ma mase 170 kDa i sktada sie z 1530 reszt ami-
nokwasowych [28].

Topos eukariotyczne przyjmuja postaé homodimerdw,
w ktérych N-kotice podjednostek sg ztozone z funkcyj-
nego segmentu GHKL (gyrase, Hsp90, histidine kinase,
MutL) oraz segmentu gtowicy. Maja one wspdlna aktyw-
no$¢ ATP-az - wiaza czasteczki ATP i przeprowadzajg ich
hydrolize, z uwolnieniem energii umozliwiajacej prze-
bieg calego procesu. Rdzeri podjednostki, zaangazowany
bezposrednio w wiazanie i przecinanie substratowej
czasteczki DNA, sktada sie z dwéch domen - 5Y-CAP
oraz toprim (topoisomerase-primase). Na C-koticu jest
umiejscowiona tzw. ,brama”, przez ktéra po zakonicze-
niu replikacji przechodzi wydostajaca sie z kompleksu
czgsteczka DNA [16,84].

W komdrce Topolla jest zaangazowana w procesy zwig-
zane z replikacjg DNA [39] - kondensacje i formowanie
szkieletu nowo zreplikowanych chromosoméw oraz
segregacje ich par po zakoficzeniu mitozy [33]. Enzym
ten wytwarza krétkotrwate, podwdjne pekniecia nici,
ktére uzupelnia zaraz po zakoticzeniu procesu [64].
W zwigzku z tym wlasnie elementem swojej enzyma-
tycznej aktywnos$ci, Topolla stata sie molekularnym
celem wielu cytostatykéw o charakterze inhibitoréw
[84]. Ze wzgledu na mechanizm dziatania tych lekéw,
podzielono je na inhibitory typu ,,poison” oraz inhibi-
tory katalityczne [64].
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Do pierwszej grupy zalicza sie wiekszo$¢ inhibitoréw
Topolla - antracykliny m.in. doksorubicyna [85], mitok-
santron, aktynomycyna D, etopozyd czy amsakryna [28],
ktére stabilizuja rozszczepialny kompleks Topolla/DNA
(tzw. ,,cleveable complex”) (ryc. 7) [105]. Cytostatyki tej
grupy dodatkowo hamujg zachodzace w komérce pro-
cesy replikacji i transkrypcji [64].

Dziatanie drugiej grupy lekéw - katalitycznych inhibi-
toréw Topolla, np. merbaronu czy bisdioksopiperazyny,
opiera sie na blokowaniu enzymatycznej aktywnosci
Topolla, jednak nie powoduje zwiekszenia liczby powsta-
jacych rozszczepialnych komplekséw tego enzymu
z DNA [6,64].

Wielolekooporny fenotyp komdrek nowotworowych
jest uwarunkowany zaburzeniami zaréwno aktywno$ci,
jak i ekspresji Topolla [83,105]. Mutacje w obrebie genu
TOP2A moga obnizy¢ wrazliwo$é zmodyfikowanej postaci
enzymu na jego inhibitory, a przez to spadku skuteczno-
$ci prowadzonej chemioterapii [64,83]. Réwniez mody-
fikacje potranslacyjnej fosforylacji czasteczek Topolla,
wywotujace zaburzenia ich funkcji, moga sie przyczy-
nia¢ do rozwoju MDR [83].

Wykazano réwniez, ze obnizone stezenie Topolla
w komérkach nowotworowych warunkuje wystepowania
niewrazliwo$ci na inne cytostatyki, takie jak cisplatyna,
gemcitabina czy tez chemioterapeutyki oddziatujace
z mikrotubulami wrzeciona podziatowego [105].

Rozwdj wtdrnej postaci MDR, zwigzany ze spadkiem
ekspresji genu TOP2A, wykazano w wielu chorobach
nowotworowych, ktére poddawane byty terapii z wyko-
rzystaniem terapeutykéw nalezacych do grupy inhi-
bitoréw katalitycznych [28]. Przypadki opornosci
uwarunkowanej zaburzeniami aktywnosci Topolla zano-
towano w raku pecherza [31], piersi oraz ptuc [64].

Metalotioneina

Powszechnie obserwowany w chorobach nowotwo-
rowych typ MDR opiera sie na zaburzeniach regulacji
apoptotycznej §mierci komérek [56]. Biatkiem, ktére naj-
prawdopodobniej wykazuje takie dziatanie, jest metalo-
tioneina - w skrécie MT (metallothionein), odkryta
w 1957 r. [59,94].

W organizmie cztowieka wystepujg cztery izoformy MT
- MT-1, MT-2, MT-3 i MT-4 [78], ktdre rdéznig sie miedzy
soba rodzajem wiazanego substratu - kationu metalu,
struktura miejsca wigzgcego oraz masa czasteczkowa
[94]. Izoformy MT przyporzadkowano do dwéch grup
- tzw. grupy ,,gléwne;j”, zawierajgcej MT-1 i MT-2 oraz
grupy ,,mniejszej”, do ktérej naleza MT-3 i MT-4.

Kodujgca MTs grupa gendw jest potozona na ramie-
niu dtugim chromosomu 16 (16q13) [19,94]. Dotych-
czas wykryto czternascie genéw MT, z czego jedenadcie
koduje MT-1, a trzy pozostate to geny MT-2A, MT-3
i MT-4. W organizmie czlowieka najpowszechniej wyste-
pujaca jest izoforma MT-2A, ktéra stanowi 80% wszyst-
kich czasteczek tego biatka [19].

MTs to biatka zbudowane z jednego taricucha poli-
peptydowego, ktérego masa czgsteczkowa zawiera sie
w zakresie 6-7 kDa [88,94]. Sklada sie z 60-68 amino-
kwaséw, z czego 30% stanowig konserwatywne reszty
cytozyny [59,101]. Charakterystyczne dla danej rodziny
MTs sa fragmenty kilkuaminokwasowe, w ktérych
reszty cysteiny sa oddzielone od siebie jednym lub
dwoma innymi aminokwasami. W strukturze drugorze-
dowej MTs wyrdznia sie dwie domeny - « (11 reszt Cys)
i B (9 reszt Cys), stanowiace odseparowane od siebie
gniazda molekularne. Wigzg one odpowiednio cztery
i trzy kationy dwuwarto$ciowe. Co wiecej, mozliwe jest
wiazanie jonédw réznych metali przez jedng czasteczke
MT [97].

MT jest odpowiedzialna za utrzymanie w ustroju home-
ostazy pierwiastkéw $ladowych - cynku i miedzi. Spetnia
tez funkcje ochronna przez udziat w detoksykacji metali
ciezkich, takich jak rtec¢ i kadm [101], stad duze stezenie
tego biatka w nerkach oraz watrobie [94]. MT-1 i MT-2
sa zaangazowane w funkcje uktadu immunologicznego
oraz przewodu pokarmowego [59,81], odpowiadajg réw-
niez za nasilenie procesu angiogenezy [101]. Dodatkowo,
jako tzw. ,,zmiatacz wolnych rodnikéw”, MT uczestni-
czy w wielu komérkowych mechanizmach obronnych.
Wykorzystujac wolne grupy tiolowe reszt cysteiny,
biatko to wchodzi w reakcje z reaktywnymi formami
tlenu - ROS (reactive oxigen species), przez co zapobiega
uszkodzeniom DNA [59,81]. W procesie tym uczestniczy
niezwigzana z jonami metalu posta¢ biatka - apotioneina
(T - thionein) [97].

DNA lek —— . biatko

N\

(LLLITL] Topotia [TTTTIT] D\IHIHI.HIHIH o ([T @)L >
rozszczepialny kompleks trwaty kompleks podwaéijne pekniecie nici DNA
Topolla/DNA Topolla/DNA stabilizowane biatkami

apoptoza

Ryc. 7. Mechanizm dziatania inhibitoréw Topolla typu,,poison” (wg [61,64,103,105]); przytaczenie czasteczki leku stabilizuje kompleks Topolla/DNA. Uniemozliwia
to naprawe powstatych pekniec nici DNA, do ktdrych dodatkowo kowalencyjnie przytaczaja sie biatka. Zwiekszenie liczby kompleksow Topolla/DNA pod
wptywem inhibitoréw typu,poison” prowadzi do nagromadzenia uszkodzeri DNA i do eliminagji komérki w wyniku apoptozy
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Do indukcji ekspresji genéw kodujacych MTs sg zdolne
réznorodne czynniki chemiczne [14] oraz warunki stre-
sowe - zimno, goraco czy gtdd [88]. Do substancji zwiek-
szajacych stezenie tych biatek w komérkach organizmu
nalezg zawarte w pozywieniu witamina D [101] i cynk
[19], a takze czynniki wzrostu oraz hormony kokor-
tykosteroidowe [88,101]. Podobne dziatanie wykazuja
cytokiny - IFN-y, TNF-qa, IL-1 i IL-6 oraz wiele innych
bodzcéw zapalnych, takich jak ROS, biatka szoku ciepl-
nego (HSP - heat-shock protein) czy endotoksyny [101].

Doktadny mechanizm MDR zwigzanej z aktywno$cia MT
jak dotad nie zostat poznany. Dowiedziono jednak anty-
apoptycznego dziatania tego biatka w odpowiedzi na
stosowana chemioterapie (ryc. 8). Zwiekszone stezenie
komérkowej MT [59,88] powoduje rozwdj opornosci na
czynniki alkilujace - cyklofosfamid i melfalan i inne che-
mioterapeutyki, np. cisplatyne, bleomycyne, [81], dokso-
rubicyne [88] czy irynotekan [14].

Wystepowanie wielolekoopornego fenotypu, zwiaza-
nego z nasilong ekspresjg MT, wykazano w licznych cho-
robach nowotworowych, takich jak: rak zotadka [14],
odbytnicy [88], piersi, nerki, ptuca, jajnika, jadra, peche-
rza moczowego, szyjki macicy, endometrium, trzustki,
pecherzyka zétciowego, a takze czerniak i pozostate raki
skéry [94].

Cytokeratyna 18

Wlasciwosci antyapoptotyczne, warunkujgce wystepo-
wanie zjawiska MDR, ma réwniez jedno z biatek cytosz-
kieletu komérek nabtonka - cytokeratyna 18 (CK18)
[2,12]. Cytokeratyny (CKs) sa najwiekszg i najbardziej
zréznicowang grupa filamentéw posrednich (w skré-
cie IF - intermediate filaments). Obejmuje ona 20 bia-
tek o wysokim stopniu homologii [47], ktére podzielono
ze wzgledu na warto$¢ punktu izoelektrycznego. Do
cytokeratyn typu I zalicza sie CK9-23 - biatka kwasowe
o masie czasteczkowej 40-56,5 kDa. Typ II tych biatek
(CK1-8) charakteryzuje sie wieksza masg czasteczkowa
(53-76 kDa) oraz odczynem zasadowym lub obojetnym

[12,68]. Wyrdznia sie ponadto typ 111 CKs, do ktérego
zaklasyfikowano wimentyne, desmine, GFAP i peryfe-
ryne, typ IV - neurofilamenty, nestyne oraz internek-
syne, a takze typ V - laminy [12].

W komorce cytokeratyny wystepuja w postaci hete-
rodimeréw o $rednicy 10 nm, stabilizowanych przez
wzajemne, hydrofobowe oddziatywania dwdch czaste-
czek biatka, z ktérych kazda przynalezy do odrebnego
z przedstawionych uprzednio typéw [12,68]. Wystepo-
wanie odpowiedniego dimeru wykazuje duza swoisto$¢
tkankowa, uwarunkowana faza cyklu komérkowego [60].

CK18, nalezgca do typu I, ma mase czgsteczkowa 48 kDa
i zawiera w swym taficuchu 430 aminokwaséw [12]
(ryc. 9). Kodowana jest przez gen KRT18, zlokalizowany
na ramieniu dtugim chromosomu 12 (12q13) [102]
w sagsiedztwie genu CK8 [66].

W prawidtowym nabtonku ludzkim najczesciej spotykane
dimery to CK8/CK18 oraz CK19/CK18 [47]. Heterodimer
CK8/CK18 jest gtéwnym komponentem IF [60] swoistym
dla komdérek nabtonka jednowarstwowego skéry oraz
warstwy epitelialnej w obrebie jelit i watroby [12].

Cytokeratyny wraz z mikrofilamentami i mikrotubulami
tworzg cytoszkielet komdrek nabtonkowych [40], ktéry
zapewnia ich prawidlowy ksztatt i morfologie [102].
Ponadto wytwarzaja sie¢ taczacg blone cytoplazma-
tyczna, jadro oraz pozostate organella [47], sg zaanga-
zowane takze w regulacje transportu komdrkowego [68].

W poczatkowym etapie procesu apoptozy elementy
cytoszkieletu ulegaja procesom reorganizacji do samo-
dzielnie wystepujacych struktur ziarnistych. W hete-
rodimerze CK8/CK18 trawieniu przez kaspazy podlega
czgsteczka CK18 (ryc. 10). Nieznane sg natomiast dalsze
losy wykazujacej oporno$¢ proteolityczng CK8 [12,60].

W nowotworach przejawiajacych MDR wykazano pod-
wyzszony poziom ekspresji zaréwno CK18, jak i CK8.
Przypuszcza sie jednak, ze wielolekooporny fenotyp

(i) e

h —_—
()
dziatanie antyoksydacyjne

uszkodzenia —— apoptoza
DNA “'

/

fosforylacja
 ————

Ryc. 8. Schemat antyapoptotycznego dziatania MT w odpowiedzi na chemioterapie (wg [42,59,81,94,1011); wigkszos¢ stosowanych cytostatykdw indukuje nasilone
powstawanie ROS w komérce. Ze wzgledu na swéj antyoksydacyjny charakter, MT chroni komdrki przed powstawaniem stresu oksydacyjnego. Zapobiega
przez to uszkodzeniom DNA, a tym samym pozwala uniknac eliminacji komdrek nowotworowych w wyniku apoptozy
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Ryc. 9. Struktura CK18 (wg [12,44,65]); a-helikalny rdzeri podzielony jest na trzy poddomeny — IA, IB i Il, zespolone sekwencjami taczacymi L1 L1-2. Rdzen otaczaja

dwie domeny — N-koficowa (tzw. ,,gtowa”) oraz C-koricowa (tzw.,0gon”)
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Ryc. 10. Schemat proteolizy CK18 w procesie apoptozy (wg [12,441); obecnos¢ ufosforylowanej reszty Ser53 umozliwia rozpoznanie filamentu keratynowego przez
kaspazy. W wyniku dziatania tych proteolitycznych enzyméw powstaja trzy fragmenty — N-koricowy, o masie 26 kDa, oraz dwa C-koricowe, o masie 193 kDa

komérek nowotworowych jest zwiazany z proteoli-
tyczna wrazliwoscia CK18 [2,5]. Wykazuja one pierwotng
postaé MDR, wynikajaca z nasilonej ekspresji CK18, ktéra
zmniejsza ogdlny skutek dziatania kaspaz na IF [16].

Typ MDR uwarunkowany aktywno$cia CK18 cechuje
sie brakiem wrazliwo$ci na cytostatyki oddziatujace
z mikrotubulami wrzeciona kariokinetycznego, takimi
jak taksol [68] czy kolcemid, ale tez na terapeutyki
o odmiennym dziataniu - acetaminofen [12], mitoksan-
tron [2] badZ antracykliny [68].

Nadmierng ekspresje CK18 stwierdza sie w raku piersi
[54], ptuc [2], nerki oraz przewodu pokarmowego [102].

PROBY ZNIESIENIA OPORNOSCI WIELOLEKOWE) W NOWOTWORACH

W odpowiedzi na coraz powszechniejsze wystepowa-
nia zjawiska MDR w chorobach nowotworowych trwaja
intensywne prace nad metodami, ktére umozliwityby
zwiekszenie wrazliwo$ci komdrek nowotworowych na
chemioterapie. W zwiazku z tym, Ze MDR jest zjawi-
skiem uzaleznionym od licznej grupy czynnikéw, bada-
nia nad mozliwymi sposobami jej zniesienia dotycza
wielu aspektéw biologii komdrki nowotworowej jak i jej
odpowiedzi na wprowadzane do ustroju leki.

MDR moze wynikaé m.in. z obnizenia stezenia podawa-
nego terapeutyku w komérce nowotworowej. Zjawisku
temu mozna zapobiec przez nasilenie dokomdrkowego
transportu czgsteczek leku, modyfikujac struktury
i wlasciwos$ci blony komdrkowej, ktére przyczyniaja sie
do wzrostu jej przepuszczalnodci i tatwiejszego wejécia
czasteczek do komdrki za posrednictwem biernego prze-
plywu przez jej btone.

Hydrofobowe substancje naptywajg do wnetrza komdérki
przez dyfuzje prosta - szybki proces, umozliwiajacy
przemieszczenie wielu czasteczek w krétkim czasie.
Dzieki temu, taki dokomérkowy transport przewaza
ilo§ciowo nad aktywnym wyrzutem terapeutyku przez
transportery blonowe, dlatego tez czasteczkom nowo
projektowanych lekéw przewaznie nadaje sie hydrofo-
bowy charakter. Alternatywa jest obnizenie wyrzutu czg-
steczek leku poza komérke nowotworowa przez nadanie
im struktury, ktéra nie jest rozpoznawana przez trans-
porter. Proces ten jest oparty na znajomosci budowy
czgsteczek antymetabolitéw danego biatka [8].

Wykazano réwniez, ze czgsteczki niektérych cytostaty-
kéw sa zdolne do wywotania dziatania terapeutycznego
w wykazujacych opornosé komérkach, jesli zostang
wprowadzone do ustroju w postaci koniugatéw z biat-
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kami, takimi jak albuminy osocza bydlecego. Zwieksze-
nie wewnatrzkomdérkowego stezenia leku jest mozliwe
réwniez dzieki zastosowaniu specjalnego systemu trans-
portu jego czasteczek do wnetrza komdérki. Jest on
oparty na nanoczgsteczkach, takich jak liposomy czy
polimeryczne micele, ktére wykazujg zwiekszona sta-
bilno$¢ we krwi oraz mozliwo$¢ wprowadzenia licznych
modyfikacji, dzieki ktérym transportowany terapeutyk
moze by¢ dostarczony bezposrednio do okreslonej grupy
komérek.

Aktywnos¢ transporterédw biatkowych, odpowiedzial-
nych za wyrzut czgsteczek cytostatyku z wnetrza
komérki, moze ulec zatrzymaniu na kilku ptaszczyznach
jej funkcjonowania. Na poziomie transkrypcji ekspresja
moze by¢ zahamowana w wyniku modyfikacji promo-
tora genu czy tez blokowania czynnikéw uczestnicza-
cych w jego transkrypcji. Translacji biatek MDR mozna
zapobiec przez zastosowanie oligodeoksyrybonukleoty-
déw - ODNs (oligodeoxyribonucleotides), ktére tworza
z mRNA nieulegajgce translacji hybrydy, rybozyméw -
przeprowadzajacych proces rozpadu transkryptéw genu
danego transportera, czy wyciszanie genéw przez degra-
dacje mRNA za pomocg siRNA [8].

Czasteczki, ktére sg zdolne do modulowania czy tez
hamowania aktywno$ci biatkowych transporterdw,
a przez to znoszenia MDR komdrek, nazywa sie che-
mouczulaczami (chemosensitizers), inhibitorami lub
modulatorami MDR [8,41]. Nalezg do wielu grup zwigz-
kéw chemicznych [96] i wykazujg podobieristwo struk-
tury - duza hydrofobowos$é, matg mase czgsteczkows
oraz obecno$¢ pier§cienia aromatycznego w czasteczce
[67]. Aktywno$¢ wszystkich transporteréw z rodziny
biatek ABC obnizajg zwiazki, takie jak cyklosporyna
A oraz inhibitory proteazy wirusa HIV - nalfinawir
i ritonawir [63].

W zwiazku z mechanizmem dziatania oraz powinowac-
twem do docelowego biatka transporterowego, wyréznia
sie trzy generacje inhibitoréw P-gp. Inhibitory pierw-
szej generacji, do ktérych zaliczajg sie cyklosporyna A,
erytromycyna czy werapamil [27], to leki o pierwotnie
odmiennym przeznaczeniu terapeutycznym. W struk-
turze czasteczki wykazuja duze podobietistwo do sub-
stratéw docelowych transporteréw [106], dzieki czemu
dochodzi do hamowania ich aktywnosci kompetencyj-
nej. Jednak ze wzgledu na niewielkie powinowactwo do
biatek MDR, skuteczno$¢ dziatania chemouczulaczy tej
generacji wymaga ich podawania w duzych dawkach, co
prowadzi do silnej toksycznosci [8,46].

Mniejsza toksyczno$¢, lepszy profil farmakologiczny,
lecz wcigz mate powinowactwo do P-gp [35] cechuja
zwiazki, takie jak valspodar, R-werapamil czy deksgul-
dypina, nalezgce do grupy inhibitoréw drugiej gene-
racji. Niestety, substancje te wykazujg brak swoisto$ci
i dziatanie kompetencyjne w stosunku do enzymdw
cytochromu P450 3A4 (CYP3A4). Dochodzi przez to do
ostabienia metabolizmu wszystkich znajdujacych sie

w ustroju ksenobiotykdw, a takze zaburzenia profilu far-
makokinetycznego podawanych cytostatykéw.

W zwiazku z niepowodzeniem terapii prowadzonej
z udziatem chemouczulaczy dwéch pierwszych grup,
opracowana zostala trzecia generacja tych lekéw. Cha-
rakteryzuje je duze powinowactwo do P-gp, wykluczajace
ryzyko zwiazania z innymi transporterami oraz zabu-
rzania ich czynnosci. Ponadto, podawane juz w matych
ilo$ciach wiaza sie z docelowym biatkiem w sposéb nie-
kompetencyjny, wymuszajac konformacyjna zmiane cza-
steczki transportera, przez co hamuja jego aktywno$¢é
i wyrzut molekut cytostatyku na zewnatrz komdrki nowo-
tworowej [8]. Do tej wlasnie, najbardziej obiecujacej grupy
inhibitoréw, zaliczane sa substancje, takie jak tariquidar,
birikodar, annamycyna, mitotan oraz laniquidar [52].

Opracowano takze modulatory pozostatych biatek
transportowych, warunkujacych wystepowanie zja-
wiska MDR. Aktywno$¢ biatek rodziny MRP hamuje
MS209 - fumaran dofequidaru [72], a MRP1, wykazu-
jace aktywno$¢ pompy GS-X, sulfoksymina butioniny
- BSO (buthionine sulfoximine), ktéra bezposrednio blo-
kuje tworzenie koniugatéw glutationowych przez GST
[8]. W przypadku opornosci wielolekowej wynikajacej
z czynnosci krypt komérkowych oraz LRP, stosowana
jest pochodna pirydynowa - PAK-104P [8]. Inhibicje
BCRP umozliwiaja elakridar, tariquidar, birikodar, czyli
inhibitory wspdlne z P-gp [76], a takze fumitremorgina
C (FTC) oraz flawonoidy pochodzace z pozywienia - bio-
chanina A i chryzyna [63].

Inna metodg znoszenia MDR zwiazanej z aktywno$cia
pomp btonowych jest zastosowanie przeciwciat prze-
ciwko czasteczkom danego transportera [8], a takze
drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinaz - sunitynibu
czy apatynibu. Maja one zdolno$¢ hamowania biatek
transportowych z rodziny ABC przez blokowanie ich
miejsc aktywnych, odpowiedzialnych za hydrolize ATP
i dostarczenie energii niezbednej do przeprowadzenia
wyrzutu czasteczek substratu poza komdérke [17].

MDR wynikaé moze takze z zaburzen regulacji apopto-
tycznej $mierci komérki, do ktérej prowadzi wiekszo$é
ze stosowanych cytostatykéw. Nasilenie tego procesu
moze zosta¢ wywolane podaniem inhibitoréw proteaso-
méw, struktur odpowiedzialnych za degradacje czynni-
kéw transkrypcyjnych oraz cyklin. Substancje o takim
dziataniu, np. bortezomib - dipeptyd borowy, pobudzaja
$ciezke sygnatowg apoptozy [8].

PopsumowaNie

Oporno$¢ komdérek nowotworowych na chemioterapie
jest jedna z przyczyn nieskutecznosci obecnie stosowa-
nych farmakoterapii.

Komdérki nowotworowe maja zdolno$é modyfikacji
aktywnosci licznych biatek, uczestniczacych w proce-
sach transportu, metabolizmu ksenobiotykéw, naprawy
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DNA czy tez zaangazowanych w przebieg apoptozy
[56]. Zmiany ich ekspresji sa nastepnie utrwalane ewo-
lucyjnie, dzieki czemu problem MDR systematycznie
zyskuje na powszechno$ci. Dodatkowym utrudnieniem
w walce z MDR jest jednoczesne wystepowanie w komor-
kach danego nowotworu kilku odpowiedzialnych za nig
mechanizmdw [8].

Pismiennictwo

Mimo réznorodnosci potencjalnych metod przeciwdziata-
nia gtéwnym mechanizmom MDR, do tej pory nie powiodly
sie proby ograniczenia skali tego zjawiska do stopnia umoz-
liwiajacego prowadzenie skutecznej terapii systemowej cho-
réb nowotworowych. Dlatego niezbedne sa dalsze badania
nad metodami inhibicji biatek warunkujgcych MDR nowo-
twordw badz tez nowymi metodami chemioterapii.
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