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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Opornos¢ na leki cytotoksyczne jest obecnie powaznym problemem leczenia systemowego no-
wotworéw. Jednym z mechanizméw opornosci, oprécz inaktywacji leku w komoérkach docelo-
wych, zmiany punktu uchwytu dla leku, nasilenia proceséw naprawy DNA i hamowania apop-
tozy, jest aktywny wyrzut leku z komaérki nowotworowej. Za transport cytostatykow przez btong
komérkowa odpowiadaja m.in. biatka transportowe z nadrodziny ABC (ATP-binding cassette).
W pracy oméwiono podrodzing transporteréw ABCC — bialek warunkujacych wielolekowa opor-
nos¢ krzyzowa komdrek nowotworowych na cytostatyki. Opierajac si¢ na danych z pismiennic-
twa, autorzy przedstawiaja budowg bialek ABCC, ich rolg fizjologiczna, zaburzenia chorobowe
zwiazane z mutacjami genéw kodujacych niektdre z tych biatek, ich ekspresj¢ w komoérkach roz-
nych nowotworéw ztosliwych i jej zwiazek z opornoscia na stosowane cytostatyki oraz metody
odwracania owej opornosci.

biatka opornosci wielolekowej ¢ glikoproteina P * biatka wiazace ATP podrodzina C

Key words:

Summary

Resistance to cytotoxic drugs is a significant problem of systemic treatment of cancers. Apart
from drug inactivation, changes in target enzymes and proteins, increased DNA repair and sup-
pression of apoptosis, an important mechanism of resistance is an active drug efflux from cancer
cells. Drug efflux across the cell membrane is caused by transport proteins such as ABC prote-
ins (ATP-binding cassette). This review focuses on the ABCC protein subfamily, whose mem-
bers are responsible for multidrug cross-resistance of cancer cells to cytotoxic agents. The au-
thors discuss the structure of ABCC proteins, their physiological function and diseases provoked
by mutations of respective genes, their expression in many different malignancies and its con-
nection with resistance to anticancer drugs, as well as methods of reversion of such resistance.

multidrug resistance-associated proteins ¢ P-glycoprotein ¢ ATP-binding cassette subfamily C
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Powaznym problemem wspélczesnego leczenia systemo-
wego nowotworéw jest zjawisko opornosci na stosowane
leki. Opornos¢ pierwotna istnieje przed zastosowaniem
chemioterapii i stwierdzana jest w trakcie leczenia, nato-
miast opornos¢ wtérna powstaje w trakcie terapii i ujaw-
nia si¢ po przejsciowej odpowiedzi na leczenie.

Opornos¢ komérek nowotworowych na stosowane cytosta-
tyki moze si¢ opiera¢ na réznych mechanizmach, zaleza
one m.in. od zmian dotyczacych [8,21,44,56]:

e Transportu leku migdzy przestrzenia zewnatrzkomorko-
wa a wnetrzem komorki oraz migdzy organellami ko-
moérkowymi (opornosé zalezna od transportu).

* Aktywacji leku w komérkach nowotworowych (opor-
no$¢ zalezna od metabolizmu).

e Aktywnosci enzyméw/biatek docelowych zaleznej od
zwigkszenia ich ekspresji w komérkach nowotworowych
lub zmniejszenia powinowactwa wobec leku (opornosé
zalezna od punktu uchwytu).

e Proces6w naprawy DNA.

* Zdolnosci komérek nowotworowych do hamowania me-
chanizmoéw apoptozy.

Istota opornosci zaleznej od transportu leku jest zmniej-
szenie jego efektywnego wewnatrzkomérkowego stezenia
z powodu ograniczonego przeptywu leku do wnetrza ko-
morki nowotworowej lub jego nasilonego wyrzutu na ze-
wnatrz. Mechanizm ten moze dotyczy¢ takze transportu
leku z cytoplazmy do jadra komoérki lub innych kompart-
mentéw/organelli wewnatrzkomérkowych.

Za wyrzut leku z komérki odpowiadaja biatka funkcjonu-
jace jako transportery przezbtonowe. Pierwszym zidenty-
fikowanym transporterem byta glikoproteina P (P-gp). To
biatko o masie 170 kDa zwiazane ze zjawiskiem opornosci

wielolekowej odkryli w 1976 r. Juliano i Ling. Kodujacy
je gen ABCBI/MDRI (ATP-binding cassette, subfamily B,
member 1; multidrug resistance 1) znajduje si¢ w dtugim
ramieniu chromosomu 7 [8,15,44].

P-gp (ABCBI1) nalezy do duzej nadrodziny biatek trans-
portowych ABC (ATP binding cassette transporters) prze-
noszacych substancje endo- i egzogenne przez btong ko-
morkowa z uzyciem energii czerpanej z hydrolizy ATP.
W organizmie cztowieka zidentyfikowano okoto 50 ge-
néw kodujacych biatka ABC. Tworza one siedem podro-
dzin [44], ktérym przypisano kolejne litery alfabetu od
A do G. Wigkszos¢ bialek ABC to transportery zalezne
od energii, ale nadrodzina zawiera takze przyktady biatek
transportowych bramkowanych przez wigzanie i hydroli-
z¢ ATP, np. CFTR/ABCCY7 (cystic fibrosis transmembra-
ne conductance regulator) i zalezne od ATP regulatory ka-
natu potasowego np. receptory sulfonylomocznika SUR1/
ABCC8 i SUR2/ABCC9 [2,8,25,37,44,74,77].

HistoRria 1 KLASYFIKACIA BIALEK MIRP

Gataz C jest jedna z najwigkszych w nadrodzinie ABC,
u ludzi w jej sktad wchodzi 13 biatek. Ze wzgledu na po-
dobienistwo ich funkcji do P-gp dziesi¢¢ z nich nazwa-
no MRP (multidrug resistance related proteins) [62,66].

W badaniach in vitro wykazano, ze biatka MRP odpo-
wiadaja za opornos¢ na niektore cytostatyki pochodze-
nia naturalnego (antracykliny, alkaloidy barwinka, epipo-
dofilotoksyny) i ich sprzg¢zone metabolity, takze zwiazki
platyny, antagonistéw kwasu foliowego, analogi nukleoty-
dow i nukleozyddéw, arsenowe i antymonowe oksyaniony
oraz leki alkilujace.

Oproécz prawdopodobnego udzialu w wytwarzaniu opor-
nosci na cytostatyki, niektére biatka MRP, podobnie jak
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,dtugie” biatka ABCC: MRP1, MRP2, MRP3, MRP6, MRP9, SUR1 i SUR2A/B

Ryc. 1. Schemat budowy biatek podrodziny ABCC.
Wigkszos¢ biatek ABC sktada sie z dwdch
domen MSD (membrane spanning domain)
i zdwdch domen NBD (nucleotide binding

[

»krotkie” biatka ABCC: CFTR, MRP4, MRP5, MRP8 i MRP10
A

domain). Wyjatkiem sq tzw. ,péttransportery”
| np. BCRP/AB(G2 (breast cancer resistance
protein; ATP-binding cassette, subfamily G,
member 2) — zbudowane z jednej domeny

NH2 [

R

T (T OO
I MSDO [T MSD I MSD2 A

\ MSD i jednej domeny NBD, a funkcjonujace
jako homodimery lub homotetramery. , Krétkie”
biatka ABCC maja typowgq strukture: dwie
domeny MSD1 i 2, z ktérych kazda zawiera
szes¢ biatkowych helis przezbtonowych
i dwie domeny NBD1 i 2. Natomiast ,dtugie”
biatka ABCC maja dodatkowy NH2-koricowy
region skfadajacy sie z okoto dwustu
aminokwasoéw. Ten NH2-koricowy fragment
jest wzglednie mato konserwatywny, zawsze

Motywy Walkera

jednak jest hydrofobowy i zawiera 4—6 helis
przezbtonowych tworzacych domene MSDO.
Symulacje komputerowe wskazuja, ze koniec
NH2 ,dtugich” biatek MRP znajduje sie na

P-gp/MDR1 i ABCG2/BCRP (breast cancer resistance
protein), sa odpowiedzialne za dystrybucj¢ i eliminacje
wielu innych lekéw i metabolitéw. Dzigki swej obecnosci
w licznych tkankach i barierach krew/tkanka moga chronic¢
strategiczne kompartmenty przed toksycznym dziataniem
ksenobiotykoéw i produktéw przemiany materii. P-gp w wa-
runkach fizjologicznych pelni istotng funkcje m.in. w utrzy-
mywaniu czynnosciowej bariery krew—moézg [8,15,61,74].

W trakcie badan, ktére doprowadzity do odkrycia P-gp, li-
nie komérkowe wywodzace si¢ z guzéw nowotworowych
poddawano dziataniu subletalnych st¢zen pojedynczych cy-
tostatykow: doksorubicyny, winkrystyny czy winblastyny.
Dzigki temu uzyskano linie komérek wykazujacych krzy-
zowg opornos$¢ wobec czynnikéw przeciwnowotworowych
pochodzenia naturalnego charakteryzujacych si¢ odmien-
nym mechanizmem dziatania: antracyklin, alkaloidéw bar-
winka, epipodofilotoksyn i taksoidéw [8,18].

Pierwsze biatko z rodziny MRP zidentyfikowano w 1992
r. w linii komérkowej ludzkiego drobnokomdrkowego raka
pluca H69AR wyselekcjonowanej w obecnosci doksorubi-
cyny. Chociaz komérki byty poddane ekspozycji na jeden
lek, wykazywaty krzyzowa opornos¢ na wiele lekow cy-
totoksycznych pochodzenia naturalnego o réznej struktu-
rze i r6znym mechanizmie dzialania. Gen odpowiedzialny
za uzyskana lekoopornos¢ byt potozony w chromoso-
mie 16p13.1 i ulegat stukrotnej amplifikacji w komérkach
H69AR. Odpowiadajace mu biatko MRP1 wykazywato po-
dobienistwo budowy do P-gp/MDRI1 i uznano je za praw-
dopodobna przyczyne wielolekowej opornosci komoérek
H69AR [8,15,47]. Obecnie, uzywana nazwa genu MRP1 jest
ABCC1 (ATP-binding cassette, subfamily C, member 1).

Drugie biatko z rodziny MRP — MRP2, odkryto 4 lata p6z-
niej. Okazalo si¢ tozsame ze znanym juz wczesniej zétcio-
wym transporterem kanalikowym (canalicular multispe-
cific organic anion transporter —- CMOAT). Mutacja genu
MRP2/ABCC2 jest przyczyna dziedzicznej postaci hiperbi-
lirubinemii znanej jako zesp6t Dubina-Johnsona [25,30,74].

zewnatrz komérki

Pod wzgledem strukturalnym MPRI1 jest najbardziej zbli-
zone do MRP3/ABCC3 — biatka wykazuja 60% zgodno-
Sci. Sekwencje¢ genu kodujacego MRP3 opisano czgsciowo
w 1997 r. razem z MRP4/ABCC4 i MRP5/ABCC5. W wa-
runkach fizjologicznych MRP3 ma znaczenie w trans-
porcie kwaséw zoétciowych i jest niekiedy okreslane jako
CMOAT?2 [70].

Odkrycie kolejnych biatek/genéw rodziny ABCC byto uta-
twione dzigki sekwencjonowaniu chromosomu 16, ktére
ujawnito gen spokrewniony z MRP1 — MRP6. Potozenie
w bliskim sasiedztwie, orientacja gendw w przeciwnym
kierunku oraz duze podobienistwo sekwencji nasuwa przy-
puszczenie, ze powstaly one dzigki genowej duplikacji.
Jedno z najbardziej zadziwiajacych odkry¢ dotyczacych
genu MRP6/ABCC6 to zwiazek jego mutacji z rzadko
wystepujaca choroba tkanki tacznej — pseudoxanthoma
elasticum. U chorych z takim defektem dochodzi do zwap-
nienia wtokien elastylowych i tworzenia patologicznych
widkien kolagenowych w tkance tacznej skory, siatkéwki,
tetnic. Jedna z hipotez méwi, ze zmutowane biatko MRP6
nie moze efektywnie usuwac z komorek toksyny odpowie-
dzialnej za degeneracje tkanki tacznej [34, 42].

Duze stgzenia transkryptu genu MRP9/ABCC12 wykryto
w kanalikach nasiennych oraz w komoérkach raka piersi.
W tychze komérkach metoda western blottingu zidentyfi-
kowano biatko o masie 100 kDa kodowane przez MRP9 [3].

W ciagu ostatnich kilku lat odkryto kolejne geny podro-
dziny MRP/ABCC. Geny MRP1-9/ABCC1-6,10-12 kodu-
ja funkcjonalne transportery zalezne od ATP przenoszace
substancje endogenne i ksenobiotyki oraz ich koniugaty.
Oprécz dziesigeiu biatek MRP, gataz C nadrodziny ABC
zawiera biatko CFTR (cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator) oraz receptory sulfonylomocznika
SURI i SUR2 A/B. Z tego wzgledu biatka (wraz z odpo-
wiadajacymi im genami) MRP1-6 i MRP7-10 klasyfiko-
wane sg jako ABCC1-6 i ABCC10-13, natomiast CFTR,
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SURI i SUR2A/B, odpowiednio jako ABCC7, ABCCS8
oraz ABCC9 [15].

Bupowa Biatek MRP

Budowa wszystkich biatek ABC jest podobna — zawieraja
one dwa typy domen: hydrofobowe rozciagajace si¢ w bto-
nie komérkowej (membrane spanning domain, MSD) i hy-
drofilowe wewnatrzkomérkowe wiazace nukleotydy (nuc-
leotide binding domain, NBD) [8,15,41]. Schemat budowy
biatek podrodziny ABCC przedstawia ryc. 1.

Domeny MSD1 i 2 odpowiadajg za swoiste wiazanie i prze-
noszenie substratu, natomiast domeny NBD wiaza i hydro-
lizuja ATP, dostarczajac energi¢ potrzebna do transportu.
Za wiazanie nukleotydéw odpowiedzialne sa fragmenty
NBD zwane motywami Walkera [11].

Uwzgledniajac obecnos¢ domeny MSDO, w podrodzi-
nie mozna wyrézni¢ ,.krétkie” i ,,dtugie” biatka ABCC.
,.Dtugie” 5-domenowe biatka MRP sa blisko spokrewnio-
ne z MRP1 (44-56% podobieristwa budowy aminokwa-
sowej). Natomiast ,.krétkie” MRP sg najbardziej zblizone
budowa do CFTR.

,.Krotkie” 1,,dtugie” biatka ABCC faczy wysoce konserwa-
tywna budowa domen NBD, ktére (a szczegbélnie NBD1)
stanowig element charakterystyczny calej rodziny ABC [34].

W badaniach nad rola domeny MSDO wykazano, ze utra-
ta jej czesci lub catosci powoduje utrate zdolnosci trans-
portowania leukotrienu C4 — naturalnego substratu MRP1
o wysokim powinowactwie. Najprawdopodobniej utra-
ta funkcji spowodowana jest utrata fragmentu laczacego
CL3 (cytoplasmic loop), a nie catej domeny MSDO. Utrata
petli taczacej CL3 prawdopodobnie powoduje retencje
biatka w siateczce endoplazmatycznej komodrek ssakow.
Najwazniejszy fragment CL3 zawiera amfipatyczne heli-
sy alfa, ktére maja odpowiedniki w strukturze wszystkich
biatkach ABCC, nawet w tych niezawierajacych domeny
MSDO. W biatku CFTR zidentyfikowano w tym regionie
19 mutacji zwigzanych z réznymi chorobami. MSDO praw-
dopodobnie wchodzi w interakcje z rdzeniem biatka w sia-
teczce endoplazmatycznej i reguluje jego przeniesienie do
btony komoérkowej [6,15,30].

Wskazuje sig, ze geny ,,dtugich” bialek MRP nabyty pierw-
szych 5 eksonéw dzigki fuzji genowej, a zwazywszy, ze
odpowiedniki MRP1/ABCCI istnieja u nizszych organi-
zmow, zjawisko to musialo nastapi¢ we wczesnych eta-
pach ewolucji [15]. W zwiazku z tym, ze biatka ABC ob-
serwuje si¢ u licznych gatunkéw ssakow oraz u wielu mniej
rozwinigtych organizmdéw, a jako transportery ksenobioty-
kéw warunkujg oporno$é na leki pochodzenia naturalnego,
przypuszcza sig, ze powstaty one w wyniku ewolucji jako
mechanizm obronny przed toksycznym dziataniem sub-
stancji zawartych w pokarmie i w §rodowisku [20,29,31].

FizioLociczna roLA BIALEK MRP 1 ICH EKSPRESIA
W NOWOTWORACH ZtOSLIWYCH

Biatka MRP sa szeroko rozpowszechnione w organizmie
cztowieka. Ich tkankowe umiejscowienie przedstawio-
no w tab. 1 [8,15,31,41,44]. Duza ekspresja biatek MRP

w tkankach odpowiedzialnych za eliminacj¢ toksycznych
metabolitéw i ochrong strategicznych kompartmentéw or-
ganizmu ludzkiego zwiazana jest z ich funkcja.

Biatko MRP1 jest transporterem cytostatykow pochodze-
nia naturalnego (antracyklin, epipodofilotoksyn, alkaloidéw
barwinka) oraz zwiazkéw metali cigzkich. Jego pierwszym
naturalnym substratem odkrytym w badaniach in vitro byt
leukotrien C4. MRP1 transportuje niektdre substraty w po-
staci skoniugowanej (glukuronian etopozydu, glutationo-
we koniugaty doksorubicyny), inne w postaci niezmody-
fikowanej, ale ich transport stymulowany jest dziataniem
glutationu (winkrystyna, doksorubicyna) [1,15,32,38].

MRP2/CMOAT (transporter zidentyfikowany w btonie he-
patocytow i komorek tucznych) odpowiada za przenoszenie
réznorodnych anionéw organicznych, wolnego glutationu,
komplekséw glutationu i metali cigzkich. Takze w przy-
padku MRP2 glutation stymuluje przenoszenie niektérych
niezmodyfikowanych substancji [38,58].

Substraty MRP1 i MRP2 w duzej mierze sa takie same,
obejmujac koniugaty glutationowe i siarczanowe, gluku-
roniany, skoniugowane leukotrieny, steroidy i sole z6tcio-
we. Oba biatka sa odpowiedzialne za eliminacje z komor-
ki wzglednie hydrofilowych produktéw reakcji koniugacji
(fazy II) hydrofobowych ksenobiotykéw np. aflatoksyny
B1 - znanego karcynogenu.

Obecnos¢ MRP1 w komérkach bariery krew—moézg oraz
w splocie naczyniéwkowym chroni mézg przed szkodli-
wymi substratami, w syncytiotrofoblascie tozyska — przed
dziataniem ksenobiotykoéw i akumulacja szkodliwych en-
dobiotykéw (np. glukuronianu 17-beta-estradiolu), w ja-
drach — przed feminizacja powodowana przez siarczan
estronu, w pneumocytach typu 2 — przed wdychanymi tok-
synami, a w hepatocytach — przed toksycznymi sktadni-
kami z6tci [32,53].

Zdolnos¢ MRP1 do transportu glutationu zredukowane-
go i utlenionego sugeruje rolg tego biatka w kontroli sta-
nu redox komorki. Ekspresja MRP1 zwigksza si¢ w stre-
sie oksydacyjnym, a jego transkrypcje promuje czynnik
NRF2 (nuclear factor erythroid 2-like). MRP1 transportuje
toksyczne produkty oksydacji lipidow powstajace w stre-
sie oksydacyjnym [65].

MRPI1 jest, jak dotychczas, najlepiej zbadanym biat-
kiem z rodziny ABCC pod wzgledem obecnosci w ko-
morkach nowotworowych. Ekspresje biatka MRP1
wykryto w komdérkach guzéw litych: ptuca, piersi, pro-
staty. Rola prognostyczna biatka MRP1 w raku ptuca
jest przedmiotem znacznych kontrowersji. Wedtug nie-
ktérych autoréw nadekspresja MRP1 jest obecna pra-
wie w 75% rakéw niedrobnokomérkowych i ma zwia-
zek z krétszym czasem przezycia catkowitego [15,16].
W drobnokomérkowym raku ptuca MRP1 rzadziej ule-
ga ekspresji, ktéra — jesli wystgpuje — jest réznie nasilo-
na w komorkach poszczegdlnych obszaréw guza i wia-
ze sig z gorsza odpowiedzia na leczenie cytostatykami
[15,17,47,69]. Ekspresja MRP1 jest takze przez niekto-
rych uznawana za niekorzystny czynnik prognostycz-
ny w miejscowo zaawansowanym raku piersi wplywa-
jacy na skrocenie czasu przezycia wolnego od nawrotu
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Tabela 1. Ekspresja tkankowa i umiejscowienie w btonie komédrkowej biatek MRP/ABCC

Nazwa biatka Ekspresja tkankowa Umiejscowienie w btonie komdrkowej

MRP1/ABCCT ptuca (nabtonek oskrzeli, pneumocyty typu zes¢ podstawno-boczna spolaryzowanych komérek.
2), jadra (komérki Leydiga i Sertoliego), jelito W syncytiotrofoblascie tozyskowym i w endotelium
(proliferujace komorki Peanetha w okreznicy), kapilar mézgu MRP1 obecne jest w btonie szczytowe;.
nerki, mig$nie szkieletowe, miokardium, fozysko MRP1 znajduje sie zaréwno w btonie komérkowej jak
(syncytiotrofoblast tozyskowy, nabtonkowe komérki i w organellach wewnatrzkomérkowych
wewnatrztozyskowego woreczka z6ttkowego), komorki
tuczne, eozynofile, komérki pomocnicze T, erytrocyty,
bariera krew—mézg, splot naczyniéwkowy — bariera
krew—ptyn mézgowo-rdzeniowy, watroba — bardzo
staba ekspresja, proliferujace hepatocyty i nowotwory
watrobowokomérkowe np. linia komérkowa HepG2
— ekspresja bardzo duza

MRP2/ABCC2 watroba (bfona kanalikowa hepatocytéw), nerki jedyne biatko MRP znajdowane tylko w btonie szczytowej.
(szczytowa btona proksymalnych kanalikow nerkowych),  To umiejscowienie wymaga prawdopodobnie obecnosci
jelito cienkie (najwieksza ekspresja w kosmkach domeny MSDO, ale doswiadczalne potaczenie MSDO
proksymalnej czesci jelita czczeqo), okreznica, pecherzyk  biatka MRP2 z czasteczkq biatka MRP1 nie zmienia
70tciowy, fozysko i ptuca podstawno-bocznej lokalizacji MRP1

MRP3/ABCC3 nadnercza, trzustka, jelito (enterocyty jelita kretego podstawno-boczna btona hepatocytow i komdrek
i okreznicy), pecherzyk zétciowy, tozysko, w mniejszym nabtonka jelitowego
stopniu — nerki (w kanalikach dystalnych), watroba
(hepatocyty i cholangiocyty), stercz. Poziom ekspresji
MRP3 zwieksza sie w kazdych warunkach prowadzacych
do cholestazy towarzyszacej zmniejszeniu ekspresji MRP2
w bfonie kanalikowej

MRP4/ABCC4 mRNA genu wystepuje w matym i Srednim stezeniu MRP4 znajduje sie raczej w szczytowej niz w podstawnej
w jajnikach, jadrach, nadnerczach, ptucach, jelicie btonie komdrkowej, np. w proksymalnych kanalikach
i w nieco wiekszym stezeniu w prostacie. Ekspresja MRP4  nerkowych, endotelium kapilar mézgowych,
w zdrowej watrobie jest bardzo mata ale w lokalizacji podstawo-bocznej wystepuje

w komérkach kanalikowo-zrazikowych prostaty, splocie
naczyniéwkowym oraz komdrkach linii raka HepG2

MRP5/ABCC5 miesnie szkieletowe, miokardium, miocyty pomimo szczytowej lokalizacji w endotelium mikrokapilar
kardiowaskularne. W mézgu MRP5 lokalizuje sie wraz biatko mozna takze znalez¢ w podstawno-bocznej btonie
ZMRP1i 4 po szczytowej stronie komdrki endotelium, jest ~ spolaryzowanych komérek nabtonka
takze obecne w astrocytach i neuronach piramidowych

MRP6/ABCC6 watroba, proksymalne kanaliki nerkowe, fibroblasty btona podstawno-hoczna hepatocytdw i nabtonka
tkanki tacznej w pseudoxanthoma elasticum —w bardzo ~ proksymalnych kanalikéw nerkowych
matym stopniu

MRP7/ABCC10 transkrypty genu wykryto metoda RT-PCR w licznych tkankowa i subkomédrkowa dystrybucja biatek MRP7-10
tkankach, ale poziomy ekspresji sa relatywnie niskie nie jest znana

MRP8/ABCC11 mRNA jest szeroko rozpowszechnione, z wyjatkiem nerek,
Sledziony i okreznicy

MRP9/ABCC12 transkrypty genu wykryto w jadrach, gruczotach
piersiowych oraz komérkach raka piersi

MRP10 wzglednie wysokie poziomy ekspresji genu wykryto

w okreznicy, szpiku, Sliniankach, ptodowej watrobie

i czasu przezycia catkowitego [1,15]. Wskazuje si¢ tak-
ze na wigksza ekspresj¢ MRP1 w nawrotowych rakach
piersi po leczeniu neoadiuwantowym oraz w guzach
przerzutowych, ale nie ma ona znaczenia predykcyjne-
go dla leczenia systemowego [1,10]. MRP1 ulega sred-
nio nasilonej ekspresji w zdrowym nablonku prostaty,
ale znacznie wigkszej w zmianach typu PIN (prosta-
tic intraepithelial neoplasia) i gruczolakoraku. Istnieja

doniesienia o wzroscie ekspresji MRP1 w miarg wzro-
stu zaawansowania raka prostaty oraz o zwiazku tej eks-
presji z mutacjami 7P53 [59,64]. Zaobserwowano tak-
ze, ze flutamid — antyandrogen stosowany w leczeniu
raka gruczotu krokowego oraz jego metabolit hydrok-
syflutamid sa wyrzucane z komérek wykazujacych na-
dekspresje MRP1, co sugeruje udziat tego biatka w po-
wstawaniu hormonoopornego raka prostaty [19,28,75].

556



Debska S. i wsp. - Transportery btonowe ABCC - budowa, funkcja i znaczenie...

MRP1 jest takze jednym z niekorzystnych czynnikéw
prognostycznych w nerwiaku ptodowym (neuroblasto-
ma). Amplifikacja genu MYCN koreluje z nadekspre-
sja MRP1, dla ktérego MYCN jest promotorem trans-
krypcji [45,48].

MRP] ulega ekspresji we wszystkich prawidlowych komor-
kach linii krwiotwérczych. Wskazuje si¢ na zwiazek po-
miedzy ekspresja MRP1 a zaawansowaniem i rokowaniem
w ostrej biataczce szpikowej oraz w przewleklej biatacz-
ce limfatycznej. Trudnos$ci w interpretacji wynikéw badan
dotyczacych biatek transportowych w komoérkach biatacz-
kowych wynikaja z koekspresji tych bialek w badanych
komorkach [15]. Niemniej Plasschaert i wsp. w badaniu,
ktére przeprowadzili w grupie ponad stu chorych (doro-
stych i dzieci) na ostra biataczke limfoblastyczna, wykaza-
li zwiazek ekspresji MRP1, MRP2, MRP3, MRP5 i MRP6
w komoérkach nowotworowych ze skréceniem czasu prze-
zycia wolnego od nawrotu [52].

Ekspresje MRP2 o ré6znym nasileniu i z r6zna czg¢stoscia
wykryto w komorkach raka nerki, zotadka, piersi, pluca,
okreznicy 1 jajnika [16], a w koekspresji z MRP1 — w gle-
jakach [15].

MRP3 charakteryzuje si¢ powinowactwem do glukuronia-
now, glutationu i soli zétciowych, stad jego rola w ochro-
nie watroby przed akumulacja toksycznych zwiazkow
i zaangazowanie w krazenie jelitowo-watrobowe soli z6t-
ciowych. Sugeruje sig, ze ekspresja MRP3 moze by¢ sko-
ordynowana z indukcja enzymow fazy I przez ksenobioty-
ki. Zwigkszona ekspresj¢ biatka zaobserwowano u chorych
z zespolem Dubina-Johnsona, co zapewne jest mechani-
zmem kompensacyjnym przy niedoborze MRP2 i narasta-
jacej cholestazie [26,60].

Wystepowanie MRP2 i MRP3 opisano w raku watrobo-
wokomoérkowym [7]. Zwigkszenie ekspresji MRP1, MRP2
i MRP3 po zastosowanej chemioterapii zaobserwowa-
no w raku pgcherza moczowego. Duze st¢zenie biatka
MRP3 obserwuje si¢ w raku trzustki i w ostrych biatacz-
kach u dzieci Zle odpowiadajacych na chemioterapig [15].
Opisano takze ekspresj¢ MRP3 w komérkach glejaka wie-
lopostaciowego oraz zwiazek duzego st¢zenia transkryp-
tu jego genu w komérkach guza ze skréceniem przezycia
catkowitego chorych [27].

MRP4 i MRP5 wyr6zniaja sig sposréd innych biatek ABCC
duza zdolnoscia do transportowania cyklicznych nukle-
otydéw. Nasuwa to przypuszczenia co do ich istotnej roli
w regulacji wewnatrz- i zewnatrzkomérkowego stezenia
cAMP i cGMP [71,76].

MRP4, biatko obecne w nerkowych kanalikach proksymal-
nych, odpowiada za wydalanie cyklicznych nukleotydéw,
niektérych anionéw organicznych, paraaminohipuronia-
nu, bilirubiny podczas cholestazy, prawdopodobnie takze
wspottransportuje zredukowany glutation wraz z solami
z6tciowymi i jako jedyny przedstawiciel MRP ma zdolnos¢
przenoszenia prostaglandyny E1 i E2 [54]. Nadekspresja
MRP4, czgsto skorelowana z amplifikacja onkogenu MYCN,
to negatywny czynnik prognostyczny w nerwiaku ptodo-
wym [45]. Obecnosé¢ MRPS5 stwierdza si¢ w raku trzustki
[4,15,48] i w glejakach — podobnie jak MRP4 [9].

MRP6 transportuje liczne aniony organiczne skoniugowa-
ne z glutationem, epipodofilotoksyny, antracykliny. Jego
funkcje hamuja nieswoiste aniony, np. probenecyd, indo-
metacyna. W patologii pseudoxanthoma elasticum defekt
MRP6 czgsto dotyczy domeny NBD2 i powoduje utrate
zdolnosci do transportu substratéw. W moczu chorych na
pseudoxanthoma elasticum obserwuje si¢ duze stgzenie
siarczanéw glikozaminoglikanéw [15,34].

MRPS przenosi cykliczne nukleotydy, koniugaty siarczano-
we, glutationu, glukuronidéw i prawdopodobnie bierze udziat
w homeostazie kwaséw z6tciowych. MRP8 oraz nieprawidtowe
mRNA MRP9 wykryto w komérkach raka piersi [4,5,15,68].

SussTRATY BIAtEK MRP

Na podstawie licznych badan okreslono udzial poszcze-

g6lnych biatek MRP w opornosci na cytostatyki i nie-

ktére leki przeciwwirusowe [8,15,22,27,44,45,55, 68,71].

Przedstawia si¢ on nastgpujaco:

e MRPI1: antracykliny, alkaloidy barwinka, epipodofilo-
toksyny, taksoidy (w niewielkim stopniu), irynotekan
ijego aktywny metabolit SN-38, FK-228 (depsipeptyd),
immunokoniugaty; transport kilku substancji pochodze-
nia naturalnego jest stymulowany przez glutation.

* MRP2: antracykliny, alkaloidy barwinka, epipodofilo-
toksyny, taksoidy, irynotekan, SN-38, pochodne platy-
ny (w niewielkim stopniu), inhibitory proteazy HIV.

* MRP3: epipodofilotoksyny, metotreksat.

* MRP4: in vitro — lamiwudyna, gancyklowir, zydowu-
dyna, adefowir, tioguanina, 6-merkaptopuryna, iryno-
tekan, SN-38.

* MRPS5: tioguanina, 6-merkaptopuryna, fluorouracyl, me-
totreksat, gemcytabina.

* MRP6: tenipozyd, etopozyd (w Srednim stopniu), an-
tracykliny, cisplatyna (w matym stopniu).

* MRPT7: taksoidy, alkaloidy barwinka (w matym stopniu).

* MRPS: adefowir, fluorouracyl i inne fluoropirymidyny,
metotreksat, pemetreksed.

,.Krétkie” MRP w wigkszym stopniu warunkuja opornosé
na analogi nukleotydéw i nukleozydéw. Wszystkie MRP
mogg transportowaé antymetabolity i inhibitory topoizo-
merazy I np. irynotekan, ale MRP1, MRP2, MRP3, MRP4
i MRP8 powoduja opornos¢ juz po krétkiej ekspozycji na
irynotekan i transportuja lek w jego niezmienionej postaci.

Substancje odwracajace opornos¢ na leki
warunkowana przez biatka MRP i ich znaczenie
kliniczne

Jednoczesnie z badaniem cytostatykéw, wobec ktérych biatka
MRP warunkuja opornosé, identyfikowano substancje opor-
nos¢ owa odwracajace. Nazywane sa one modulatorami albo
inhibitorami MRP. Sa to substraty biatek ABC, ktére kon-
kuruja z chemioterapeutykami o miejsca wiazania z trans-
porterem przez co kompetetywnie hamuja ich transport. Po
uwzglednieniu mechanizmu ich dziatania i ewentualnych
interakcji z cytostatykami dzieli si¢ je na trzy generacje:

I generacja — zwiazki te skutecznie hamuja wyrzut cyto-
statykéw z komorek in vitro, ale in vivo odwrécenie opor-
nosci wymaga ich duzego st¢zenia w surowicy, stad duze
prawdopodobienstwo dziatan niepozadanych.
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II generacja — zwiazki charakteryzuja si¢ lepszym profi-
lem farmakologicznym, odwracaja opornos¢ in vitro i in
vivo, ale istotnie hamuja enzym CYP3A4, co zmniejsza
metabolizm licznych lekéw przeciwnowotworowych i pro-
wadzi do zwigkszenia ich toksycznosci i stwarza koniecz-
nos¢ zmniejszenia dawki.

IIT generacja — zwiazki potencjalnie odwracaja opornosc
in vitro i in vivo, a jednocze$nie nie wptywaja istotnie na
aktywnos$¢ CYP3A4 przez co nie zmieniajg profilu farma-
kokinetycznego cytostatykéw [12].

Zauwazono takze, ze niektére substancje pochodzenia ro-
Slinnego wptywaja na ekspresj¢ gendw dla transporterow
ABC. Przyktadem sa pochodne kurkuminy, ktére hamuja
ekspresje genu P-gp w hodowlach komérek nowotworo-
wych [35]. Nie mniej ciekawe sa obserwacje dotyczace od-
wracania opornosci warunkowanej przez biatko ABCG2.
Jest to mozliwe dzigki zwiazkom, ktére po przylaczeniu
do transportera hamuja jego aktywnos¢ — zjawisko nazy-
wane jest wtedy hamowaniem biernym. Inne substancje
po przytaczeniu do ABCG?2 indukuja jego internalizacje
i degradacje w lizosomach, co nazywane jest hamowaniem
aktywnym. Istnieja hipotezy, ze te dwa mechanizmy za-
leza od miejsca wiazania czasteczki do transportera, kt6-
re moze powodowac tylko dezaktywujaca zmiang konfor-
macji albo umozliwia¢ endocytoze [49].

Do substancji odwracajacych opornosé wielolekowa naleza:
* MKS571 (antagonista receptora leukotrienu D4) — hamuje
aktywnos¢ transportowa MRP1, MRP2, MRP4 [15,73].

e Glibenklamid (pochodna sulfonylomocznika) — SUR1/
ABCC8, MRPI, ABCAL [65].

* Probenecyd — hamuje transport anionéw organicznych
[2,15].

* Flawonoidy naturalne (genisteina, kwercetyna) i synte-
tyczne (flawopirydol) — MRP1 i MRP2 [8,15,23].

* Pochodne chinoliny, np. MS209, pochodna kwasu pipe-
kolinowego VX710, dofequidar — P-gp, MRP1, BCRP/
ABCG?2 [8,15,19,24].

e Tetrahydrokurkumina — P-gp, MRP1, BCRP/ABCG2
[17,36].

e Cyklosporyna A i jej analog PSC833 — P-gp/MDR1/
ABCBI [8,15,40].

¢ Indometacyna — MRP1, MRP4, MRP6 [54,73].

* Pochodne kwasu wanadowego — MRP1 [73].

e Sulindak — MRP1 [46].

e Werapamil — MRP1 [8,75].

e Trifluoperazyna — MRP1 [8].

* Dihydropirydyny (nikardypina, niguldypina, nitrendy-
pina) — P-gp, BCRP/ABCG?2 [78].

e Rimonabant i inni antagonisci receptora kannabinoido-
wego CB1 — MRP1, MRP4 [72].

Ze wzgledu na kotransport glutationu z niektérymi substra-
tami MRP1, podejmowano proby zahamowania tego zjawi-
ska przez blokowanie syntezy zredukowanego glutationu
np. z uzyciem BSO (butioninosulfoksyiminy) — inhibito-
ra syntetazy gamma-glutamylocysteinowej, S-transferazy
glutationowej i proteazoopornych pochodnych zredukowa-
nego glutationu [15,19].

Poczatkowo inhibitory transporteréw przezbtonowych zi-
dentyfikowano wsréd lekow stosowanych do innych celéw.

Sa to zwiazki o r6znej budowie i funkcji, np. werapamil,
cyklosporyna. Jednak stosowane w duzych stezeniach jako
inhibitory ABC miaty powazne dziatania niepozadane (ge-
neracja I). Nowe zwiazki charakteryzuja si¢ wigkszym po-
winowactwem wobec biatek ABC i zaprojektowano je tak,
by unikna¢ ich dziatania niepozadanego przy efektywnych
stgzeniach, np. (R)-werapamil, deksniguldypina [77,78].

Deksniguldypina jest enancjomerem blokera kanatu wapnio-
wego — niguldypiny. Charakteryzuje si¢ zmniejszonym powi-
nowactwem do tego kanatu, wywotuje minimalny wptyw na
ci$nienie t¢tnicze krwi, ale réwnie skutecznie hamuje funk-
cje transportowe P-gp. Jej dziatanie odwracajace opornosé
na cytostatyki udowodniono w doswiadczeniach na liniach
komoérkowych i w pewnym stopniu takze w badaniach kli-
nicznych na grupach dorostych z ostra biataczka szpikowa.
Nie uniknigto u nich jednak powiktan sercowo-naczyniowych
[8]. Obecnie ktadzie si¢ nacisk takze na wlasna aktywnos¢
przeciwnowotworowa deksniguldypiny. Przypisuje si¢ jej
dziatanie antagonistyczne wobec kalmoduliny i hamowanie
biatkowej kinazy C oraz hamowanie topoizomerazy I [63].
W badaniach na liniach komérek drobnokomérkowego raka
ptuca H69AR i gruczolakoraka trzustki PANC-1 wykazano
skuteczno$¢ pochodnych niguldypiny w odwracaniu opor-
nosci na winblastyng i daunomycyne [78].

Skutecznos¢ (R)-werapamilu w odwracaniu opornosci
warunkowanej przez P-gp obserwowano wsréd chorych
z chloniakami nieziarniczymi i ziarnica ztosliwa [8].
Ocenie klinicznej poddano skutecznos¢ (R)-werapamilu
w polaczeniu z paklitakselem u pacjentek z rozsianym ra-
kiem piersi. Jakkolwiek udato si¢ osiagnaé w surowicy
krwi chorych st¢zenie (R)-werapamilu oceniane w bada-
niach in vitro jako skuteczne w odwracaniu opornosci na
cytostatyki, to leczenie wiazato si¢ ze zwigkszeniem tok-
sycznosci neurologicznej i hematologicznej chemioterapii
[5,67]. Badania przedkliniczne wykazaty, ze podczas gdy
(R)-werapamil hamuje transport winkrystyny zalezny od
MRP1, enancjomer (S)-werapamil moze indukowaé Smierc
komorek transfekowanych MRP1 przez zmniejszenie we-
wnatrzkomdrkowego stezenia glutationu [51].

Ostatnio prowadzone sa prace nad nowymi substancjami
o bardo duzym powinowactwie wobec bialek MRP i sku-
tecznosci juz w stgzeniach nanomolowych, niektdre z nich,
np. MS209 stosowane sa obecnie w ramach badar klinicz-
nych [15,50,66,77,78].

Zwrocono takze uwage na leki ukierunkowane na cel mo-
lekularny, jakimi sa drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz,
ktére maja juz praktyczne zastosowanie w farmakoterapii
nowotwordw i cieszg si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem.
Zwiazki te hamuja aktywnos¢ enzymatyczna kinaz poprzez
przylaczanie si¢ do miejsc wiazacych ATP. W podobnym
mechanizmie moga one blokowac transportery btonowe.
W doswiadczeniach na liniach komérkowych wykazano, ze
sunitynib, lapatynib czy apatynib moga skutecznie hamo-
wac transport warunkowany przez MRP1, P-gp czy BCRP.
Jednak badania te w aspekcie odwracania opornosci wie-
lolekowej nie wyszty poza fazg przedkliniczng [13,14,43].

Niestety, jak dotad biatka MRP nie staty si¢ celem sku-
tecznej terapii, ktéra miataby zastosowanie w praktyce
klinicznej.
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PobsumowaNIE

Opornos¢ komoérek nowotworowych pierwotna lub wtor-
na jest przyczyna niepowodzen farmakoterapii u chorych
na nowotwory zlosliwe. Jeden z odpowiedzialnych za to
mechanizmoéw zalezy od biatkowych transporteréw btono-
wych aktywnie ,,wyrzucajacych” lek z komoérki. Badanie
udziahu tych biatek w opornosci wielolekowej komérek no-
wotworowych oraz poszukiwanie lekéw odwracajacych to
zjawisko moze sig przyczyni¢ do poprawy skutecznosci le-
czenia obecnie dostgpnymi cytostatykami. Warto jednak

PismiennicTwo

pamigtac, ze efekt farmakologiczny substancji odwracaja-
cych opornos¢é warunkowang przez transportery ABC nie
powinien by¢ rozpatrywany w oderwaniu od podawanych
jednoczesnie cytostatykow. Inhibitory kanaléw transporto-
wych mogg takze wykazywac wiasne dziatanie cytotoksycz-
ne. Wplywaja ponadto na farmakokinetyke cytostatykéw
i moga zmienia¢ ich metabolizm poprzez oddziatywanie
na cytochrom P450. Nie mozna zapominac o fizjologicz-
nej roli bialek ABC, ktéra moze by¢ zaburzona przez ich
inhibitory. Wszystko to czyni niniejsze zagadnienie bar-
dziej ztozonym i wymagajacym dalszych badarn.
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