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MECHANIZMY OPORNOŚCI KOMÓREK NA LEKI 
PRZECIWNOWOTWOROWE

WSTĘP

Chemioterapia, stosowana od lat jako jeden z niezbędnych elementów 
w leczeniu chorób nowotworowych, ma na celu zniszczenie komórek nowotwo
rowych przy jak najmniejszych uszkodzeniach komórek nosiciela nowotworu. 
Jak dotąd nie ma jednak związków, które by wybiórczo niszczyły komórki 
nowotworowe. Obecnie stosowane strategie chemioterapeutyczne są ukierunko
wane, na ogół, na zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych poprzez 
upośledzenie procesów metabolicznych, niezbędnych dla prawidłowego przebie
gu podziałów komórkowych. Stosuje się też procedury prowadzące do upośle
dzenia procesów biochemicznych charakterystycznych wyłącznie dla określone
go typu nowotworu (R im ington i R ile y  1993, D ie t e l  1991). Mówi się wówczas 
o biochemicznej kontroli proliferacji przez leki, które stanowią bądź naturalne, 
bądź też syntetyczne analogi podstawowych metabolitów i kofaktorów. Szerokie 
zastosowanie jako leki przeciwnowotworowe znalazły:

— związki hamujące syntezę prekursorów kwasów nukleinowych — puryn 
i piiymidyn,

— związki oddziaływujące z DNA i zakłócające dzięki temu przebieg replikacji 
i translacji,

— związki hamujące syntezę białek czy też lipidowych składników błon 
komórkowych,

— ostatnio także związki przeciwdziałające stymulacji komórek do podziałów 
przez czynniki egzogenne.

Skuteczność działania takich leków ogranicza jednak pojawiająca się opor
ność, to jest brak wrażliwości komórek na podawany lek. Oporność stwierdzaną 
już po pierwszym podaniu leku określa się jako oporność wrodzoną. Częściej 
jednak oporność pojawia się jako niekorzystny efekt wielokrotnego podawania 
leku — mówimy wówczas o oporności nabytej. Wytworzona oporność bywa 
nietrwała lub trwała, występująca również w komórkach po usunięciu leku.
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Oporność komórek może także wynikać z różnej wrażliwości na lek komórek 
będących w różnych fazach cyklu komórkowego.

Najczęściej populacje komórek opornych otrzymuje się jako wynik selekcji 
komórek opornych, obecnych pierwotnie w badanej populacji. Mogą też pojawiać 
się one w rezultacie zmian ekspresji pewnych genów pod wpływem różnych 
czynników środowiskowych. Niestabilność genomu komórek nowotworowych 
sprawia, że właśnie w ich populacjach często pojawiają się komórki oporne. 
Mechanizmy prowadzące do powstawania oporności są różnorodne i wydaje się, 
że podobne mechanizmy mogą powodować zarówno oporność wrodzoną komó
rek, jak i nabytą. Mechanizmy te mogą polegać przede wszystkim na zmianach 
ilości i właściwości wewnątrzkomórkowych składników, przeciw którym podany 
lek został zastosowany. Mogą dotyczyć zmian charakterystyki transportu leków 
do komórek, jak i ich usuwania. Mogą też być związane ze zmienioną wewnątrz
komórkową aktywacją lub dezaktywacją leku. Często też polegają na zwiększe
niu wydolności szlaków zastępczych. Mechanizmy warunkujące oporność ko
mórek na leki przedstawię omawiając oporność na: antymetabolity, a w szcze
gólności na analogi folianu i fluoropirymidyny, związki alkilujące — na przykła
dzie cis-platyny oraz związki heterocykliczne odpowiedzialne za wystąpienie tak 
zwanej oporności wielolekowej.

OPORNOŚĆ NA ANTYMETABOLITY

ANALOGI FOLIANU 

Budowa i działanie

Analogi folianu stanowią ważną grupę związków o działaniu terapeutycznym, 
stosuje się je jako leki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i antyzapalne. 
W odróżnieniu od analogów puryn, pirymidyn i ich nukleozydów, antyfoliany nie 
są włączane do kwasów nukleinowych i w związku z tym nie przejawiają 
własności karcynogennych. Jako antyfoliany traktuje się różne pochodne kwasu 
foliowego, w tym analogi aminowe (aminopteryna, ametopteryna, rye. 1), chi-

Ryc. 1. Struktura folianów i aminofolianów — aminopteryny i ametopteryny. 

Strzałką oznaczono wiązania rozkładane przez y-glutamylohydrolazę.
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nazolinowe (na przykład metaskwin, CB 3717), pirymidynowe (trimetoprim, 
DDMP), trójazynowe (analog Bakera-T2T) i homofoliany (G rze la k ow sk a -S zta - 
b e r t  1983a i b). Niemalże wszystkie stosowane dotychczas analogi folianu są 
inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej, enzymu kluczowego w powstawaniu 
tetrahydrofolianu i koenzymatycznych form folianu, a w efekcie w biosyntezie 
tymidylanu i syntezie DNA. Niektóre tylko antyfoliany (antyfoliany chinazolino- 
we) są inhibitorami bezpośrednio syntazy tymidylanowej.

Konsekwencje metaboliczne zahamowania przez antyfoliany powstawania 
tetrahydrofolianu nie ograniczają się jedynie do zahamowania syntezy DNA (ryc. 
2). Obniżenie wewnątrzkomórkowej puli uwodorowanych pochodnych foliano- 
wych pociąga też za sobą zaburzenia biosyntezy szeregu aminokwasów i puryn, 
co w efekcie może prowadzić do śmierci komórek (M a n te u ffe l-C y m b o ro w sk a  
1978, Z ie liń sk a  1981, G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1977, 1983aib, B aliń ska  1988). 
Aminowe analogi folianu, aminopteryna i ametopteryna, zsyntetyzowane już 
w połowie lat czterdziestych, są jednymi z najczęściej stosowanych do chwili 
obecnej leków przeciwnowotworowych w leczeniu przede wszystkim limfomy 
Burkitta, kosmówczaka i ostrej białaczki limfocytarnej, a także nowotworów 
piersi, głowy i pęcherza (S c h w e itz e r  i współaut. 1990, B e r t in o  1993). Stosowa
nie antyfolianów jako cytostatyków w dużym stopniu ogranicza jednak ich 
toksyczność. Jest to przede wszystkim mielosupresja i zaburzenia funkcjonowa
nia przewodu pokarmowego. Ponadto pojawia się oporność zarówno wrodzona, 
jak i nabywana w czasie trwania terapii.

Ryc. 2. Udział koenzymatycznych pochodnych folianowych w procesach metabo
licznych.

Przekreślona strzałka oznacza hamowanie aktywności reduktazy dihydrofolianowej przez ameto-pte- 
rynę (MTX) i jej poliglutamylowe pochodne. Skróty: PteGlu — folian; H2PteGlu — dihydrofolian; 
H4PteGlu — tetrahydrofolian; CH3-H4PteGlu, CH2-H4PteGlu, CHO-H4PteGlu — odpowiednio mety- 
lo-, metyleno- i formylo-tetrahydrofoliany; dUMP — deoksyurydynomonofosforan; dTMP— deoksy-

Oporność komórek na działanie antyfolianów może wynikać z upośledzenia 
ich transportu do komórek, zaburzeń ich wewnątrzkomórkowego metabolizmu, 
a zwłaszcza zmian ilości i właściwości enzymu docelowego, reduktazy dihydrofo
lianowej i/lub syntazy tymidylanowej. Poziom oporności komórek może też
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zależeć od wielkości wewnątrzkomórkowej puli folianu oraz puli metabolitów, 
puryn i tymidylanu, których biosyntezę upośledzają antyfoliany.

Oporność wynikająca ze wzrostu ilości i zmian właściwości reduktazy dihydrofolianowej

Wzmożenie syntezy reduktazy dihydrofolianowej, a w konsekwencji wzrost 
jej zawartości w hodowanych in vitro mysich komórkach po traktowaniu anty- 
folianami wykryto już na początku lat sześćdziesiątych. Podobny wzrost syntezy 
tego enzymu znaleziono następnie w wielu komórkach nowotworowych podda
nych działaniu antyfolianów (G rze ia k o w s k a -S z ta b e r t  1983a i b, Haus 1990a). 
Ilość reduktazy dihydrofolianowej w komórkach opornych na antyfoliany może 
sięgać nawet od kilku do kilkunastu procent rozpuszczalnych białek komórko
wych. Wzrost ilości reduktazy dihydrofolianowej jest często wynikiem zwielokrot
nienia w komórkach liczby kopii genu kodującego ten enzym (Schim ke 1986). 
Amplifikację genu reduktazy dihydrofolianowej znaleziono również w nowotwo
rach pacjentów leczonych ametopteryną (S ch w e itz e r  i współaut. 1990). Należy 
zaznaczyć, że zwielokrotnienie liczby kopii genu prowadzące do wzrostu syntezy 
enzymów docelowych może zachodzić także pod wpływem innych niż antyfoliany 
leków i związków, takich jak na przykład hydroksymocznik, pALA, 6-azaurydy- 
na, DFMO i inne (G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1983b). Umiejscowienie zwielokrot
nionego genu reduktazy dihydrofolianowej bądź to w chromosomach (w homo- 
gennie barwiących się fragmentach), bądź też w elementach pozachromosomal- 
nych, tak zwanych chromosomach minutowych, decyduje o trwałości bądź też 
nietrwałości pojawiającej się oporności (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1983a i b, 
B ie d le r  1994).

Gen reduktazy dihydrofolianowej jest transkrybowany konstytutywnie 
(Farnham i Schim ke 1985), a szereg fizjologicznych i środowiskowych czynników 
jest zdolnych do modulowania jego ekspresji (Levine i współaut. 1985, M arian i 
i Schim ke 1984, Cowan i współaut. 1986). Jako aktywatory transkrypcji genu 
reduktazy dihydrofolianowej działają też produkty białkowe onkogenów c-myc 
(D en is i współaut. 1991) i Ha-ras (Wani i współaut. 1994), jednakże mechanizm 
tej aktywacji pozostaje jeszcze niewyjaśniony. W promotorze genu reduktazy 
występują dwie sekwencje „G/C box” (Chen i współaut. 1984), specyficznie 
wiążące czynnik tran skry pcyjny SP1. Obecność tych sekwencji jest niezbędna 
dla aktywności transkrypcyjnej genu reduktazy (Dynan i współaut. 1986, F arn 
ham i Schim ke 1985, 1986, Blum e i współaut. 1991).

Transkryptem genu reduktazy dihydrofolianowej jest na ogół kilka różnią
cych się wielkością (± 1600 nukleotydów) cytoplazmatycznych mRNA, których 
translacja prowadzi do syntezy dwóch form reduktazy różniących się nieco 
ciężarem cząsteczkowym (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1983a i b, S c h w e itz e r  
i współaut. 1990). W większości komórek opornych na antyfoliany, charaktery
zujących się obecnością zwiększonych ilości reduktazy dihydrofolianowej, nie 
obserwuje się na ogół zmian właściwości tego enzymu. W niektórych jednak 
komórkach może dojść do zintensyfikowania syntezy reduktazy dihydrofoliano
wej o zmienionych właściwościach (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1983a, S c h w e itz e r  
i współaut. 1990), opisywano również komórki, w których wykrywa się jedno
cześnie prawidłową i zmienioną formę tego enzymu (M e le ra  i współaut. 1984). 
„Zmienione” reduktazy dihydrofolianowe charakteryzuje przede wszystkim zna
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czący wzrost wartości stałej inhibicji Ki dla ametopteiyny, a więc obniżenie 
powinowactwa enzymu do inhibitora i niewielki spadek powinowactwa do sub
stratów — dihydrofolianu i NADPH (G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1983a i b). 
W ostatnich latach wyjaśniono, że za obniżenie powinowactwa reduktazy dihy- 
drofolianowej wobec antyfolianów są odpowiedzialne mutacje prowadzące do 
zastąpienia leżących w centrum aktywnym enzymu fenyloalanin (S c h w e itz e r  
i współaut. 1989, M o rr is  i M c Iv o r  1994), leucyny (M e le r a  i współaut. 1984, 
M o r r is  i M c Iv o r  1994) bądź asparaginianu (Yu i M e le r a  1993) przez inne 
aminokwasy. Doniesiono też o wystąpieniu oporności na antyfoliany in vivo 
będącej efektem mutacji i zmian aminokwasowych poza centrum aktywnym 
reduktazy dihydrofolianowej (D ick e r  i współaut. 1993).

Oporność wynikająca ze zmian w charakterystyce transportu leków 

Za pojawienie się oporności na antyfoliany mogą być również odpowiedzialne 
zmiany właściwości i ilości białek błonowych uczestniczących w ich transporcie 
do komórek. W transporcie antyfolianów do komórek uczestniczy błonowy 
nośnik, który w warunkach fizjologicznych przenosi przede wszystkim uwodo- 
rowane koenzymatyczne pochodne folianowe (Huennekens i współaut. 1978). 
Transportowi tych związków towarzyszy przemieszczanie przez błonę anionów 
(H en d erson  1986). Szereg komórek, zwłaszcza adaptowanych do wzrostu w obe
cności bardzo niskich stężeń folianu, posiada również odrębny błonowy nośnik 
transportujący zarówno nieuwodorowane, jak i uwodorowane pochodne foliano
we (E lw o o d  1989). Internalizacja liganda następuje w tych komórkach w wy
niku endocytozy kompleksu transportującego (Kamen i współaut. 1988). Komór
ki oporne może cechować obniżenie powinowactwa błonowych nośników do 
transportowanych antyfolianów (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1983a i b, S ch w e i
t z e r  i współaut. 1990) lub zmniejszenie ilości nośników, prawdopodobnie 
w wyniku obniżonej ekspresji genu kodującego białko transportujące (Saikawa 
i współaut. 1993, H sueh  i D o ln ick  1994).

Oporność związana z metabolizmem leków 

Antyfoliany zawierające w swej cząsteczce resztę kwasu glutaminowego, 
podobnie jak koenzymatyczne pochodne folianowe, ulegają po dostaniu się do 
komórek poliglutamylacji przeprowadzanej przez syntetazę poliglutaminianową 
(G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1977, B alińska 1988). Poliglutaminianowe pochodne 
antyfolianów są znacznie lepiej zatrzymywane w komórkach niż związki zawie
rające tylko jedną resztę kwasu glutaminowego. Zwiększona retencja poligluta- 
minianów antyfolianowych przyczynia się do zwiększenia wywoływanych przez 
nie efektów cytotoksycznych (C habner i współaut. 1985). Co więcej, poligluta- 
miniany folianowe są na ogół efektywniejszymi inhibitorami enzymów docelo
wych niż formy monoglutaminowe (A l le g r \  i współaut. 1985a, S ik o ra  i współ
aut. 1988). Mogą one także stać się inhibitorami enzymów nie hamowanych 
przez pochodne monoglutaminianowe (A l l e g r a  i współaut. 1985b). W ostatnich 
latach wykazano, że obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu poliglutaminia- 
nów antyfolianowych może być odpowiedzialne za wystąpienie oporności. Może 
być ono wynikiem drastycznego obniżenia aktywności syntetazy poliglutaminia- 
nowej (M c C lo s k e y  i współaut. 1991, S c h w e itz e r  i współaut. 1990), bądź też 
zwiększenie aktywności glutamylohydrolazy, enzymu odszczepia]'ącego od poli-
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glutaminianów reszty kwasu glutaminowego (R h ee i współaut. 1993). Należy 
podkreślić, że komórki oporne „uruchamiają” najczęściej jednocześnie różne 
mechanizmy unieczynniające lek lub uniemożliwiające jego działanie. Coraz 
więcej danych świadczy o tym, że zastosowany przez eksperymentatora sposób 
selekcji komórek opornych może decydować, który z mechanizmów ulegnie 
aktywacji (Van D e r  Laan i współaut. 1991). Komórki oporne, w których upośle
dzenie poliglutamylacji antyfolianu jest główną przyczyną ich niewrażliwości na 
ametopterynę, u2yskano w wyniku traktowania ich przez krótki czas antyfolia- 
nem w dużych dawkach (P iz zo rn o  i współaut. 1988), a więc w sposób analogi
czny do postępowania klinicznego. Fakt ten, jak również wykazanie, że za 
wrodzoną oporność na ametopterynę ludzkich komórek fibrosarkomy może być 
odpowiedzialny także brak poliglutamylacji leku (Li i współaut. 1992), wydaje 
się mieć duże implikacje kliniczne.

Przezwyciężanie oporności na antyfoliany

Procedury stosowane do przezwyciężania oporności na antyfoliany są równie 
liczne jak mechanizmy odpowiedzialne zajej wystąpienie. Jeśli główną przyczyną 
oporności jest podwyższony poziom reduktazy dihydrofolianowej, to można by 
stosować lek, który po uwodorowaniu przeprowadzonym przez reduktazę, ha
mowałby efektywnie inny ważny metabolicznie enzym, na przykład syntazę 
tymidylanową. Jak dotąd nie znaleziono jednakże takiego związku, a próby 
z zastosowaniem homofolianu nie powiodły się. Myśli się też o stosowaniu 
inhibitorów specyficznie hamujących wyłącznie „zmienioną” reduktazę, a coraz 
lepsze poznanie struktury zmienionych reduktaz dihydrofolianowych może do
prowadzić do zaprojektowania syntezy takich inhibitorów (G rze la k o w sk a -S zta 
b e r t  1983a i b).

W przypadku, gdy główną przyczyną wystąpienia oporności są zaburzenia 
pobierania folianu, to celem jej przezwyciężania można próbować zwiększać 
stężenie stosowanego antyfolianu, stosować kompleksy leku z polimerem o dużej 
zdolności penetracji przez błonę lub stosować lek umieszczony w liposomach. 
Bardziej jednak efektywne wydaje się stosowanie innych leków, które dostają się 
do komórek przy udziale innych mechanizmów niż lek, na który wytworzono 
oporność. Coraz większe zastosowanie znajdują lipoftlne antyfoliany, na przy
kład trimetreksat, lek o szerszym niż ametopteryna spektrum działania, nie 
ulegający poliglutamylacji (Kamen i współaut. 1984).

FLUOROPIRYMIDYNY

Budowa i działanie

Fluoropirymidyny — 5-fluorouracyl (FUra) i 5-fluorodeoksyurydyna (FdUrd) 
(ryc. 3), są od ponad trzydziestu lat stosowane w terapii wielu nowotworów, 
zwłaszcza nowotworów przewodu pokarmowego (H e id e lb e r g e r  i współaut. 
1983, G rem  i C o ll in s  1990). W odróżnieniu od antyfolianów, które działają 
cytostatycznie bez aktywacji (poza polyglutamylacją), pobierane przez komórki 
fluoropirymidyny wymagają w komórce licznych przekształceń metabolicznych 
zanim przejawi się ich działanie hamujące podziały komórkowe. Związkami 
efektywnymi są bowiem bądź to mononukleotyd (FdUMP) bądź też trójnukleoty- 
dy fluoropirymidyn (FUTP i FdUTP). W przekształceniu fluoropirymidyn
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w „aktywne inhibitorowo” pochodne uczestniczą liczne enzymy, metabolity i ko- 
faktory (ryc. 4), jest więc oczywiste, że odpowiedź komórki na działanie fluoropi- 
rymidyn, jak i mechanizmy leżące u podstaw oporności (zarówno wrodzonej jak 
i nabytej) zależą od wielu czynników i są bardzo złożone (Zhang i współaut. 1992, 
Fox i współaut. 1991).

Ryc. 3. Struktura fluoropiiymidyn

Inhibitorowe działanie FdUMP polega na hamowaniu aktywności syntazy 
tymidylanowej, enzymu przeprowadzającego syntezę de novo nukleotydów tymi- 
nowych (Rode 1986). Dzięki utworzeniu kompleksu syntazy tymidylanowej 
z pochodną folianową (poliglutaminianem metylenotetrahydrofolianu) i inhibi
torem nie powstaje dTMP, w efekcie zaś dalszym następują zaburzenia syntezy 
DNA i jego transkrypcji oraz zakłócenia podziałów komórkowych. Natomiast 
trójnukleotydy tluorodeoksyurydyny (FdUTP) i fluorourydyny (FUTP) mogą być 
inkorporowane do DNA i RNA zamiast dTTP i UTP oraz powodować różnego typu 
uszkodzenia w cząsteczkach kwasów nukleinowych, między innymi pęknięcia 
nici DNA (Canman i współaut. 1992, 1993).

Oporność wynikająca ze wzrostu ilości i właściwości syntazy tymidylanowej 

Najlepiej, jak dotąd, zbadanym i często występującym mechanizmem opor
ności na fluoropiiymidyny jest wzrost poziomu syntazy tymidylanowej (W ah ste in  
1984, J a s t r e b o f f  i współaut. 1983, B e r g e r  i współaut. 1985), lub/i zmiany jej 
właściwości, jak na przykład obniżenie powinowactwa enzymu do FdUMP (Mul- 
KiNS i H e id e lb e r g e r  1982, Bapat i współaut. 1983, J a s t r e b o f f  i współaut. 
1983). Wzrost poziomu syntazy tymidylanowej, wynikający z amplifikacji genu, 
nie jest na ogół tak duży, jak w przypadku reduktazy dihydrofolianowej. Nie 
mniej jednak komórki zawierające więcej syntazy tymidylanowej niż komórki 
macierzyste uzyskują oporność wystarczającą do przeżywania w obecności 
FdUMP w stężeniach nawet 10~5M (Rossana i współaut. 1982).
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Inne mechanizmy oporności na fluoropirymidyny i próby ich przezwyciężania

Brak cytotoksycznosci fluoropirymidyn w stosunku do niektórych komórek 
opornych może również wiązać się z obniżeniem w nich poziomu aktywności 
enzymu fosfoiylującego FdUrd, a mianowicie kinazy tymidynowej (R ossana 
i współaut. 1982, J a s t r e b o f f  i współaut. 1983). W rezultacie w komórkach nie 
powstaje FdUMP, inhibitor syntazy tymidylanowej, i w efekcie synteza tymidy- 
lanu i DNA nie ulega zakłóceniu.

CH2-  HąPteGłufn) H2 PteGlu(n)

.W.dUMP ^— ^-dTMP 
Syntaza 

tymidylanowa

d T D P  dTTP

DNA

I /
/

FdUrd FdUMP FdUDP FdUTP
Kinaza

tymidylanowa

FUra

FUrd-
~X

FUMP

reduktaza
rybonukleotydowa

FUDP FUTP RNA
Kinaza

urydynowa
Dehydrogenaza
dwuhydrouracylu

FUra F-/3  -  alanina + NH3+C02

Ryc. 4. Metaboliczne przekształcenia i miejsca działania fluoropirymidyn.

Przekreślona strzałka oznacza hamowanie syntazy tymidylanowej przez FdUMP. Skróty: dTMP, dTDP 
i dTTP — odpowiednio mono-, di- i trifosforany deoksytymidyny ; FdUrd — 5-fluoro-2-deoksyurydy- 
na; FdUMP, FdUDP, FdUTP — fluorowe pochodne mono-, di- i trifosforanów deoksyurydyny; FUra 
— fluorouracyl; FUrd — fluorourydyna; FUMP, FUDP i FUTP — fluorowe pochodne mono-, di- 
i trifosforanów urydyny; F-ß-alanina — fluoro-ß alanina. P ozostałe skróty wyjaśniono pod ryc. 2.

Ostatnio doniesiono, że do oporności komórek na fluoropirymidyny może 
przyczyniać się także wzrost aktywności trójfosfatazy deoksyurydynowej pocią
gający za sobą spadek wewnątrzkomórkowej akumulacji dUTP (Canman i współ
aut. 1993). Jako nowy mechanizm oporności na fluorouracyl można też trakto
wać obniżoną zdolność komórek do tworzenia właściwego folianowego substratu 
syntazy tymidylanowej, na skutek obniżenia ekspresji genu syntetazy poligluta- 
minianowej przeprowadzającej poligłutamylację metylenotetrahydrofolianu 
(W ang i współut. 1993)

Przeciwdziałanie oporności na fluoropirymidyny najczęściej polega na pró
bach zwiększenia ich cytotoksyczności. Dokonuje się to przede wszystkim 
poprzez podwyższenie wewnątrzkomórkowej puli zredukowanych folianów, bę
dących jednymi z substratów w reakcji katalizowanej przez syntazę tymidylano-
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wą (na przykład Spears  i współaut. 1988). Ułatwia to powstanie trójskładniko
wego kompleksu syntazy tymidylanowej z pochodną folianową i inhibitorem 
i „wyłączenie” funkcjonowania enzymu.

OPORNOŚĆ NA ZWIĄZKI ALKILUJĄCE NA PRZYKŁADZIE CIS-PLATYNY

Liczne dwufunkcyjne związki alkilujące, takie jak na przykład melfalan, 
chlorambucil, czy też cyklofosfamid oraz podobne do nich pod względem chemi
cznym aminowe pochodne platyny, cis-platyna i karboplatyna (ryć. 5), są 
związkami elektrofilnymi stosowanymi od lat siedemdziesiątych w terapii nowo
tworowej. Ich cytotoksyczność wynika przede wszystkim z interakcji z DNA 
i powstawania wewnątrzkomórkowych i międzyniciowych wiązań krzyżowych 
oraz nietypowych połączeń DNA-białko (Chu 1994, O lińsk i i Zastaw ny 1991). 
Cis-platyna w dawkach letalnych zatrzymuje komórki w fazie G2 cyklu komór
kowego, w których następnie ulegają uruchomieniu procesy programowanej 
śmierci (Chu 1994). Natomiast cis-platyna w dawkach subletalnych często 
indukuje w komórkach oporność.

Ryc. 5. Struktura cis-platyny (cis-DDP), trans-platyny (trans-DDP) oraz karboplatyny 
(cis-diamino-1,1 -cyklobutano-dikarboksyplatyny II).

Jako podstawowe przyczyny odpowiedzialne za wystąpienie oporności na 
cis-platynę traktuje się: zwiększoną zdolność komórek do naprawy DNA, inten
syfikację procesów unieczynniających lek, niekiedy obniżoną wewnątrzkomór
kową akumulację leku (Chu 1994, O ld e n g u rg  i współaut. 1994). Niektóre 
komórki oporne mogą też tolerować obecność większej ilości uszkodzonego DNA 
niż komórki wrażliwe.

Komórki o wysokim stopniu oporności cechuje przede wszystkim intensyw
niejsza reperacja DNA, polegająca na szybszym enzymatycznym usuwaniu 
(wycinaniu) adduktów cis-platyny z DNA, a także podwyższona ekspresja genów 
kodujących polimerazy DNA i ligazy (D ie t e l  1991) oraz syntazę tymidylanową 
(S ca n lon  i K ashan i-Sabet 1988). Może w nich również zachodzić indukcja 
specyficznego białka jądrowego XPE-BF (Chu 1994).

Natomiast komórki o niskim stopniu oporności na cis-platynę, charakteryzu
je zwykle niższa wewnątrzkomórkowa akumulacja leku (O ld e n g u rg  i współaut. 
1994, Jekunen  i współaut. 1994). Jak dotąd nie jest znany specyficzny nośnik 
uczestniczący w transporcie cis-platyny do komórek lub w jej usuwaniu. Wydaje
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się, że w procesach tych mogą uczestniczyć dwa białka błonowe — 48 kDa 
(B e rn a l i współaut. 1990) i 200 kDa (Kawai i współaut. 1990). To ostatnie białko 
nie jest identyczne z glikoproteiną P (170 kDa) uczestniczącą w usuwaniu leków 
wywołujących oporność wielolekową (patrz rozdział Oporność na związki hete
rocykliczne, czyli tak zwana oporność wielolekową). Jaki jest jego udział 
w usuwaniu cis-platyny z komórek pozostaje jeszcze nie wyjaśnione.

Wiele linii komórek opornych na cis-platynę charakteryzuje się też podwy
ższoną zdolnością do znoszenia jej toksyczności, poprzez tworzenie kompleksów 
z glutationem (O gu ch i i współaut. 1994) lub też z metalotioneiną (MT), małym 
białkiem (61 -62 AA) zawierającym aż 20 reszt cysternowych (Kuzmich i T e w  1991, 
K e l le y  i współaut. 1988). Związanie cis-platyny z metalotioneiną powoduje 
odszczepienie od cząsteczki leku ligandów aminowych, co powoduje znaczne 
obniżenie jego aktywności.

Badania ostatnich lat wskazują także na udział w wytwarzaniu oporności na 
cis-platynę białkowych produktów onkogenów c-ras (S k la r  1988) i c-fos (Kas- 
han i-Sabet i współaut. 1990) oraz genu supresorowego p53 (B row n  i współaut.
1993). Na czym polega działanie tych białek jeszcze nie wiadomo. Być może ich 
zwiększone ilości przyczyniają się do tolerowania przez komórki oporne wię
kszych ilości uszkodzonego DNA.

PRZEZWYCIĘŻANIE OPORNOŚCI KOMÓREK NA CIS-PLATYNĘ

Przezwyciężenie oporności na cis-platynę jest trudne. Czynione są próby 
modulowania poziomu wewnątrzkomórkowych tioli, przede wszystkim glutatio- 
nu, w celu zapobieżenia unieczynniania leku (Kuzmich i T e w  1991, D ie t e l  1993). 
Stosuje się też inne pochodne platyny znoszące w komórkach oporność wywo
łaną cis-platyną czy też karboplatyną (K e lla n d  i współaut. 1992). Podjęto także 
próby przezwyciężenia oporności na cis-platynę zastosowaniem lybozymu anty- 
fos, RNA o właściwościach enzymatycznych, które degraduje mRNA będący 
transkryptem genu c-fos (Funato i współaut. 1992). Zaburzało to powstanie 
czynnika transkiypcyjnego AP-1, który reguluje ekspresję wielu genów. Efektem 
transfekcji komórek opornych rybozymem antyfos było przywrócenie im wrażli
wości na cis-platynę i powrót morfologii komórek do stanu charakteryzującego 
komórki wrażliwe. Co więcej, znaleziono w nich obniżoną ekspresję genów 
syntazy tymidylanowej, polimerazy J3 i topoizomerazy I, a więc tych genów, które 
ulegały nadekspresji w komórkach opornych. Nie wiadomo jednak czy zastoso
wanie tego typu strategii znajdzie zastosowanie kliniczne.

OPORNOŚĆ NA ZWIĄZKI HETEROCYKLICZNE CZYLI TAK ZWANA OPORNOŚĆ
WIELOLEKOWĄ

Wśród komórek opornych na działanie cytostatyków często pojawia się 
subpopulacja komórek wykazujących krzyżową oporność w stosunku do cyto- 
toksycznych związków o bardzo różnej budowie i mechanizmie działania. Opor
ność ta, zwana opornością wielolekową (MDR od multidrug resistance), powstaje 
na ogół na drodze selekcji komórek w środowisku zawierającym tylko jeden 
z leków z grupy wywołujących MDR i jest zwykle najsilniej wyrażona w stosunku
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do leku indukującego. Wywołują ją przede wszystkim leki należące do grupy 
antracyklin (doksorubicyna, daunorubicyna), alkaloidy izolowane z roślin rodzaju 
Vinca (winkrystyna, winblastyna), czy też antybiotyki (aktynomycyna D) (ryc. 6). 
Oporność taka może pojawiać się również po traktowaniu komórek kolchicyną, 
pochodnymi epipodofylotoksyn (etopozyd — VM26, tenipozyd — VP16), inhibi
torami enzymu topoizomerazy II (amsakryna) i wieloma innymi lekami.

Związki wywołujące oporność wielolekową są hydrofobowe na skutek obe
cności w ich cząsteczce pierścieni aromatycznych; charakteryzują się też ładun
kiem dodatnim w środowisku o obojętnym pH. Dostają się one do komórek na 
drodze pasywnej dyfuzji. W polskim piśmiennictwie ukazały się kilka lat temu 
opracowania na temat wielolekowej oporności komórek nowotworowych (G r z e 
la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a i b, Haus 1990b); są też dostępne liczne przeglądowe 
opracowania na ten temat w światowej literaturze biochemicznej i medycznej 
(ENDicoTr i L ing 1989, Roninson 199,; S ch in k e l i B o r s t  1991, N ie ls en  i Skovs- 
g a a rd  1992, G ottesm an  i Pastan  1988, 1993, D evine i M e le r a  1994, G ottesm an  
1993, G ro s  i Buschman 1993a i b, R u etz  i G ro s  1994).

FENOTYPOWA CHARAKTERYSTYKA KOMÓREK OPORNYCH WIELOLEKOWO

Fenotyp większości komórek opornych wielolekowo, niezależnie od rodzaju 
tkanki z których pochodzą, jak i sposobu ich wyselekcjonowania, jest zadziwia
jąco podobny (G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a, E n d ic o t t  i Ling 1989, R on inson  
1992, B ash ir  i współaut. 1993, B ie d le r  1994). Cechuje go:

—  zbliżony profil oporności krzyżowej na wiele leków wywołujących MDR,
— obniżony stopień wewnątrzkomórkowej akumulacji leku związany najczę

ściej z jednoczesnym wzrostem intensywności jego usuwania z komórek,
— nadekspresja różnych błonowych glikoprotein, zwłaszcza glikoproteiny P 

o aktywności ATP-azowej,
— zmiany ilościowe i jakościowe szeregu białek cytoplazmatycznych, w tym 

pewnych białek wiążących jony wapnia (sorcyna), czy też enzymów prze
prowadzających glikozylację białek, w tym glikoproteiny P,

— modulowanie, a nawet znoszenie oporności wielolekowej przez szereg 
różnorodnych związków, wśród których są inhibitory kanałów wap
niowych, inhibitory kalmoduliny, cyklosporyna A, związki powierzchnio
wo czynne i inne.

Komórki oporne wielolekowo wyróżnia także często zmieniona charaktery
styka wzrostu in vivo, wolniejszy wzrost w hodowli i obniżona wydajność 
klonowania, a także niekiedy obniżona zdolność do wywoływania nowotworów 
in vivo i dawania przerzutów. Komórki takie mogą się również odznaczać 
wzmożoną wrażliwością na mechaniczne uszkodzenia. Powyższe zmiany mogą 
wynikać ze zmian w płynności błon komórek opornych wielolekowo, ich ultra- 
struktury oraz ze wzmożenia w nich procesów endo- i egzocytozy. Wiele komórek 
opornych wielolekowo odznacza się ponadto zwiększoną adhezyjnością zarówno 
od podłoża, jak i między komórkami (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a, E n d ic o t t  
i Ling 1989, B ie d le r  1994).
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GLIKOPROTEINA P 

Geny mdr kodujące glikoproteinę P, regulacja ich ekspresji

Glikoproteina P, której zwiększone ilości występują w błonach większości 
opornych wielolekowo komórek, jest kodowana przez kilka genów tworzących 
grupę tak zawną genów mdr. W komórkach ludzkich występują 2 geny mdr 
umiejscowione na chromosomie 7, u gryzoni zaś 3 geny na chromosomie 5 (G ro s  
i Buschm an 1993, Roninson  1992). W komórkach gryzoni tylko geny mdrl i mdr 
a w komórkach ludzkich jedynie gen MDRI są bezpośrednio związane z oporno
ścią. Geny mdr wykazują znaczny stopień homologii i kodują 4,5 kb mRNA. 
Podwyższony poziom mRNA często koreluje ze stopniem oporności komórek 
i może być skutkiem zamplifrkowania genu mdr, jak i zintensyfikowania jego 
ekspresji (E n d ic o t t  i Ling 1989, G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a, Haus 1990b). 
Najczęściej zwielokrotnione geny mdr występują w elementach pozachromoso- 
malnych, tak zwanych chromosomach minutowych oraz w homogennie barwią
cych się regionach (HSR) jednego lub kilku chromosomów (G rze la k o w sk a -S z ta 
b e r t  1989a, Haus 1990b).

W ostatnich latach sklonowano i zsekwencjonowano ludzkie, mysie (G ro s  
i współaut. 1988, D e v a u lt  i G ro s  1990, Hsu i współaut. 1990) i chomicze (Ng 
i współaut. 1989) geny mdr. Poznano też strukturę promotora mysiego genu 
mdrl (U ed a  i współaut. 1987), co pozwala na precyzyjne badania regulacji jego 
ekspresji. Badania te są tym bardziej ważne, że w niektórych komórkach 
opornych wielolekowo stwierdza się znaczne zwiększenie transkrypcji genu mdrl 
bez jego amplifikacji (S c o t to  i współaut. 1986, Shen i współaut. 1986). Jak dotąd 
nie wykazano w genie mdrl obecności takich typowych sekwencji regulatoro
wych jak CAAT czy TATA. Niemniej jednak stwierdzono w ostatnich latach, że 
sekwencje nukleotydowe promotora, zarówno poniżej jak i powyżej miejsca 
inicjacji transkrypcji, są istotne dla regulacji transkrypcji genu (K ohno  1990). 
Są nimi miejsca rozpoznawane przez czynnik transkrypcyjny API (T e e t e r  
i współaut. 1991, Yu i współaut. 1993), czynnik SP1 (C o rn w e ll  i Smith 1993a) 
oraz dwa inne niezidentyfikowane dotąd białka jądrowe (Yu i współaut. 1993).

Aktywność transkrypcyjna genu mdrl reguluje szereg „czynników środowi
skowych” (environmental stress), takich jak niedobór surowicy (Tanimura 
i współaut. 1992), szok cieplny (Chin i współaut. 1989, Kioka i współaut. 1992), 
jony arsenu (Chin i współaut. 1989), czy też takie czynniki wpływające na 
różnicowanie się komórek, jak na przykład kwas retinowy czy maślan sodu 
(B a tes  i współaut. 1989). Ponadto, ekspresję genu mdrl mogą stymulować różne 
hormony sterydowe (A ltu v ia  i współaut. 1993, P iek arz  i współaut. 1993, F a r d e l  
i współaut. 1993, A rc e c i  i współaut. 1990). Aktywację genu mdr mogą również 
powodować leki przeciwnowotworowe, na przykład antracykliny, czy alkaloidy 
usuwane z komórek przez glikoproteinę P (Kohno i współaut. 1989, Asakuno 
i współaut. 1994), jak też leki nie transportowane przy jej udziale (cis-platyna, 
cytoarabina, ametopteryna, 5-fluorouracyl; Chaudhary i Roninson  1993). Mo
dulację aktywności promotora ludzkiego genu mdrl wywołują także onkogeny 
raf i ras oraz gen supresorowy p53 (C o rn w e l l  i Smith 1993b, Chin i współaut.
1992). Wskazuje to na możliwości zmian stopnia oporności komórek podczas
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progresji nowotworu. Doniesiono również o regulacyjnym wpływie składu 
i struktury przestrzennej macierzy pozakomórkowej (extracellular matrix) na 
poziom ekspresji genu mdr w hodowanych in vitro szczurzych hepatocytach 
(SCHUETZ i SCHUETZ 1993).

Występowanie i budowa glikoproteiny P

Produkt ekspresji genu mdrl, czyli glikoproteina P, jest nie tylko w błonach 
komórek nowotworowych. Występuje ona także w błonach powierzchniowych 
prawidłowych komórek, które przylegają do kompartmentów wydzielniczych 
(„excretory compartments”), na przykład w kanalikach żółciowych, nerkowych 
oraz w nabłonkach w przewodzie pokarmowym; w niektórych naczyniach krwio
nośnych, kanalikach jąder, znajduje się ona także po wewnętrznej stronie błon 
aparatu Golgiego. Spolaryzowane usytuowanie glikoproteiny P w komórkach 
wyraźnie przemawia za jej udziałem także w sekrecji naturalnych metabolitów 
i toksyn (G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a, G ottesm an  i Pastan  1993, G ro s  
i Buschman 1993).

„Prototypowa” glikoproteina P, kodowana przez mysi gen mdrl, przedstawio
na jest na rycinie 7 (G ottesm an  i Pastan  1988). Polipeptyd ten, zbudowany 
z 1276 aminokwasów, odznacza się bardzo dużą metaboliczną stabilnością

Ryc. 7. Struktura glikoproteiny P.

a) Łańcuch polipeptydowy ludzkiej glikoproteiny P, przedstawiony jako wytłuszczona linia ciągła, 
cyfry oznaczają pozycje aminokwasów. Zaznaczono miejsca wiązania ATP po cytoplazmatycznej 
stronie błony oraz fragmenty łańcuchów węglowodanowych (cienką linią) dołączonych do pierwszej 
pętli polipeptydu na zewnątrz błony komórkowej. Zakropkowana strzałka oznacza drogę przejścia 
usuwanego związku przez hipotetyczny kanał błonowy (wg D ie t e l  1991): b) model glikoproteiny P 
jako energo-zależnej pompy tworzącej kanał w błonie komórkowej. Zaznaczono w postaci cylindrów 
12 transbłonowych domen, fragment węglowodanowy dołączony do peptydu (-^  ) oraz dwa miejsca 
wiązania ATP. Związki (pełne wielokąty), które dostały się do komórki mogą być usuwane przez otwór 
kanału bądź bezpośrednio, bądź po związaniu z hipotetycznym białkiem nośnikowym ty -j (wg

Bradley i współaut. 1988, zmodyf. ).
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(okres półtrwania 348 h; R ic h e r t  i współaut. 1988, Yosh im ura i współaut. 1989). 
Można w nim wyróżnić dwa obszary o bardzo dużej homologii. Każdy z nich 
zawiera duży cytoplazmatyczny fragment hydrofilowy oraz domenę hydrofobową. 
W każdym fragmencie hydrofilowym znajduje się miejsce wiązania ATP, a każ
da domena hydrofobowa zawiera sześć segmentów tworzących trzy pętle przebi
jające błonę komórki. Aminokwasy tworzące zewnątrzbłonową część pierwszej 
pętli od N-końca peptydu są glikozylowane. Sekwencje aminokwasowe homolo
giczne z miejscem wiążącym ATP w glikoproteinie P znajdują się także w wielu 
permeazach, to jest białkach periplazmatycznych, transportujących drobnoczą- 
steczkowe związki, a występujących także w nabłonkowych komórkach pacjen
tów z mukowiscydozą (Ames i współaut. 1992, T re z is e  i współaut. 1992).

Przypuszczalne mechanizmy działania glikoproteiny P

Zastosowano różnorodne genetyczne, biochemiczne i fizjologiczne podejścia 
do badań mechanizmu działania glikoproteiny P, traktowanej jako „pompa” 
wytransportowywująca lek na zewnątrz komórek (ryc. 7). Postuluje się, że 12 
transbłonowych fragmentów, przedstawionych jako cylindry zanurzone w dwu- 
warstwie lipidowej, tworzy w błonie kanał. Zakłada się, że związki, które dostały 
się do komórek na drodze dyfuzji są usuwane przez kanał bezpośrednio bądź też 
pośrednio, w kompleksach z cytoplazmatycznymi białkami nośnikowymi na 
koszt energii uwalnianej w czasie hydrolizy ATP. W czasie usuwania leku mają 
zachodzić zmiany allosteiyczne w glikoproteinie P. Obecnie nie ma już wątpli
wości, że glikoproteina P jest ATP-azą (Hamada i T su ru o  1988a i b, D o ig e  
i współaut. 1992, G ro s  i Buschman 1993), która może ulegać inaktywacji 
w wyniku określonych mutacji, nawet tylko w jednym miejscu wiązania ATP 
(A zza r ia  i współaut. 1989). Ten ostatni wynik wskazuje na niezbędność dwóch 
nienaruszonych miejsc wiązania nukleotydu do prawidłowego funkcjonowania 
tej ATPazy. Czy inne trinukleotydy mogą zastąpić ATP jako źródło energii jest, 
jak dotąd, niejasne (L e lo n g  i współaut. 1992). Dokonana w ostatnich latach 
rekonstytucja glikoproteiny P w komórkach drożdży (U eda  i współaut. 1993) 
i w pęcherzykach błonowych (Sharom  i współaut. 1993, Shapiro  i Ling 1994) 
oraz opisane funkcjonowania tego układu jako pompy usuwającej lek z pęche
rzyków na koszt hydrolizy ATP ostatecznie dokumentuje słuszność hipotezy
0 takiej funkcji glikoproteiny P.

W hipotezie tej zakłada się, że usuwany lek przedostaje się przez kanał 
glikoproteiny P od strony cytoplazmy, a więc ze środowiska hydrofilnego. Zara
zem wiadomo, że związki wywołujące oporność wielolekową są bardzo lipofilne
1 znaczna ich część może nie przedostawać się przez błonę komórkową do wnętrza 
komórki. Można więc przypuszczać, że wchodzą one w kontakt z kanałem 
transporterów pozostając w obrębie błony. Wysunięto również atrakcyjne przy
puszczenie, że leki te w ogóle nie przedostają się do cytoplazmy, a do ich 
efektywnego usuwania z błony dochodzi wskutek działania glikoproteiny P jako 
flipazy odpowiedzialnej za przemieszczenia lipidów z wewnętrznej do zewnętrznej 
warstwy lipidowej błony komórkowej (H igg ins i G ottesm an  1992).

Trudna do wytłumaczenia, jak dotąd, jest bardzo mała specyficzność sub
stratowa glikoproteiny P. W związku z tym była wysuwana hipoteza postulująca, 
że substraty usuwane z komórek przy udziale glikoproteiny P miały być we-
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wnątrzkomórkowo „znakowane”, na przykład przez dołączanie do nich glutatio- 
nu dzięki aktywności transferaz glutationowych (Ishikawa 1990, W e s t  1990). Za 
hipotezą tą przemawia udział nośnika błonowego w usuwaniu z komórek 
związków skoniugowanych z glutationem i to także w procesie zależnym od ATP. 
Dyskutowano nawet możliwość, że powyższy nośnik i glikoproteina P są identy
czne. Jednakże wydaje się, że są to odrębne błonowe jednostki transportujące, 
wykazujące specyficzność w stosunku do kationowych substratów w przypadku 
glikoproteiny P i anionowych kompleksów z glutationem usuwanych przy udziale 
odrębnego nośnika.

Nasuwa się pytanie, czy w cząsteczce glikoproteiny P można wyróżnić 
określone regiony uczestniczące w wiązaniu substratów. Wydaje się, że 
w wiązaniu substratów mogą uczestniczyć aminokwasy znajdujące się w pier
wszym hydrofobowym fragmencie glikoproteiny P, a mianowicie aminokwas 
znajdujący się w pozycji 185 (Choi i współaut. 1988). Są też inne dane wskazu
jące na udział w wiązaniu i usuwaniu leków także aminokwasów znajdujących 
się przede wszystkim w szóstym (D evine i współaut. 1992) a także jedenastym 
(K a ji j i  i współaut. 1993) transbłonowym fragmencie glikoproteiny P.

Regulacja funkcjonowania glikoproteiny P

Funkcjonowanie glikoproteiny P regulują w znacznym stopniu modyfikacje 
posttranslacyjne, takie jak fosforylacja i glikozylacja. Szczególnie istotna wydaje 
się fosforylacja. Stwierdzono, że glikoproteina P podlega cyklom fosforylacji 
i defosforylacji przy udziale kinazy A, jak i kinazy C, przy czym fosforylowane są 
przede wszystkim reszty serynowe obecne w peptydzie łączącym obie części 
glikoproteiny (FIne i współaut. 1988, MAiwspółaut. 1991, O r r  iwspółaut. 1993, 
Cham bers i współaut. 1992, 1994). Zagadnienie związku stopnia ufosforylowa
nia glikoproteiny P z jej funkcjonowaniem, ocenianym na podstawie akumulacji 
leków w komórkach opornych, jest przedmiotem bardzo licznych badań i równie 
licznych kontrowersji. W przypadku szeregu komórek dokumentowano, że 
hyperfosforylacja glikoproteiny P zdaje się pociągać za sobą spadek jej aktywno
ści (S a to  i współaut. 1990, Epand i S ta f f o r d  1993). Jednak szereg nowych 
danych przemawia za tym, że zwiększeniu stopnia fosforylacji glikoproteiny P 
towarzyszy wzmożenie jej aktywności.

W 1992 roku wysunięto hipotezę, że podwyższona aktywność glikoproteiny 
P, wykazywana po zwiększeniu stopnia jej ufosforylowania, może mieć związek 
z aktywacją przez szereg leków błonowej fosfolipazy C, katalizującej rozpad 
fosfatydyloinozytolu do IP3 i diacyloglicerolu (DAG) (H a it i A fta b  1992). Wzrost 
stężenia w błonie DAG miałby wywoływać z kolei translokację kinazy C w pobliże 
glikoproteiny P, gdzie następowałaby fosforylacja transportera i jego uaktywnie
nie. Usunięcie leku z komórki inaktywowałoby fosfolipazę C, a specyficzne 
fosfatazy (aktywowane jonami wapnia uwalnianymi z endoplazmatycznego reti- 
kulum pod wpływem IP3) miałyby przeprowadzać defosforylację glikoproteiny P. 
Szereg obserwacji wskazuje, że być może w przypadku niektórych leków 
i pewnych komórek proponowany mechanizm przekazywania wewnątrzkomór
kowego sygnału, prowadzący do aktywacji glikoproteiny P, może być prawdziwy. 
Świadczy o tym między innymi zwiększenie poziomu DAG w błonach komórek 
pod wpływem doksorubicyny (T r it to n  i współaut. 1991), aktywacja kinazy C
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przez estry  forbo lu  lub doksorub icynę (Fine i w spółaut. 1988, Cham bers 
i w spółau t. 1992, Ohkawa i w spółaut. 1994) i jedn oczesn e po jaw ian ie się 
oporn ośc i w ie lo lek ow e j, a  także aktyw acja  ekspresji genu  mdr przez agon is tów  
k in azy  C (C haudhary i Roninson  1990, 1993).

Postuluje się także, że związanie EGF z receptorami na błonie komórek 
opornych wielolekowo może modulować stopień ich oporności na niektóre leki 
(K w ok  i S u th e r la n d  1991). Jednakże, jak dotąd, brak jest spójnej hipotezy 
wyjaśniającej powiązania pomiędzy związaniem EGF, liczbą jego powierzchnio
wych receptorów i poziomem oporności. Postulowana jest zarówno aktywacja 
przez EGF fosfolipazy C i kinazy białkowej C, wywołującą następczą fosforylację 
glikoproteiny P, jak również wpływ EGF na intensywność internalizacji fragmen
tów błon (membrane-recycling) i przebieg endocytozy (K w ok  i S u th e r la n d  1991, 
M e y e rs  i współaut. 1993).

Czy tylko działanie glikoproteiny P odpowiada za niski poziom leków w komórkach opornych?

Niewątpliwie ogólnie jest przyjęty pogląd, że komórki oporne wielolekowo, 
hodowane w środowisku zawierającym leki, odznaczają się niższym wewnątrz
komórkowym poziomem leków niż komórki wrażliwe. Występują natomiast 
kontrowersje co do tego, czy fakt ten wynikajedynie z aktywnego usuwania leków 
z komórek przy udziale glikoproteiny P i/lub innych błonowych glikoprotein. 
Szereg danych wskazuje bowiem, że i inne mechanizmy mogą przyczyniać się do 
obniżonej akumulacji leków w tych komórkach. Rozpatruje się tu obserwowany 
nierzadko w procesie pasywnej dyfuzji lub transportu nośnikowego obniżony 
transport leków do komórek. Rozważa się też nagromadzanie się leków w różnego 
typu pęcherzykach cytoplazmatycznych o kwaśnym pH — takich jak lizosomy, 
endozomy, pęcherzyk aparatu Golgiego, które nie są miejscami „docelowymi” 
działania leku, a następnie usuwanie ich z komórek podczas egzocytozy (B eck
1987). Ostatnio ponownie jest podnoszone zagadnienie znaczenia zmian pH 
w różnych kompartmentach komórki jako czynnika uczestniczącego w kontroli 
oporności wielolekowej komórek, jednakże wnioski nie są jednoznaczne (A lten - 
b e r g  i współaut. 1993, Simon i współaut. 1994).

.ATYPOWA” OPORNOŚĆ WIELO LEKOWA

Nie zawsze oporność wielolekową komórek można wytłumaczyć nadekspre- 
sją genu mdrl i zwiększonym poziomem aktywności błonowej glikoproteiny P 
(B eck  i współaut. 1987, G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a). W przypadkach takich 
mówi się o „atypowej” oporności wielolekowej. Termin ten jest równie nieprecy
zyjny, jak „typowa” oporność wielolekową, ponieważ nie ma jej uniwersalnego 
wzorca. Stosunkowo najlepiej zostały scharakteryzowane dwa mechanizmy 
atypowej oporności wielolekowej:

— mechanizm „detoksyfikacyjny", w którym znoszenie cytotoksyczności leku 
ma związek ze zmianami w ekspresji i aktywności transferaz gluta- 
tionowych i ze zmianami wewnątrzkomórkowego poziomu glutationu,

— mechanizm „enzymatyczny” polegający na zmianach właściwości i pozio
mu topoizomerazy II.

Zwiększenie aktywności transferaz glutationowych, enzymów katalizujących 
powstawanie połączeń leków ze zredukowanym glutationem, wydaje się być
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szczególnie istotne w przypadku leków generujących wolne rodniki, na przykład 
antracyklin. Powiązania wewnątrzkomórkowego poziomu zredukowanego gluta- 
tionu ze stopniem oporności komórek są nadal przedmiotem intensywnych 
badań i kontrowersji, gdyż zahamowanie syntezy glutationu nie zawsze prowadzi 
do uwrażliwienia komórek na podawane leki (C o le  i współaut. 1990, K ram er 
i współaut. 1988, Romine i K e s s e l 1986).

Aktywność topoizomerazy II, enzymu niezbędnego do prawidłowej replikacji 
DNA (S zm ig ie ro  1988), hamuje szereg leków przeciwnowotworowych, w tym 
doksorubicyna, etopozyd, tenipozyd czy amsakryna. Liczne komórki oporne 
wielolekowo charakteryzuje bądź to obniżony poziom tego enzymu, bądź też 
obecność enzymu o obniżonym powinowactwie do stosowanych leków (G lisson  
i współaut. 1987, Danks i współaut. 1988). W komórkach takich nie stwierdza 
się na ogół zmian w stopniu akumulacji leków i ekspresji glikoproteiny P (G lisson  
i współaut. 1987, P o tm e s il i współaut. 1987). Wykrywa się w nich natomiast 
mniejszą niż w komórkach wrażliwych liczbę uszkodzeń DNA, w tym także 
maskowanych przez białka pęknięć nici DNA (Grz e la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a, 
Z i j l s t r a  i współaut. 1987) oraz szybszy niekiedy przebieg naprawy uszkodzone
go DNA (Supino i współaut. 1988). Opisywano także komórki oporne wieloleko
wo, które cechuje zarówno zmiana poziomu i właściwości topoizomerazy II, jak 
i wzrost poziomu glikoproteiny P i zaburzenia cyklu glutationowego (Z i j ls t r a  
i współaut. 1987, Spiridon id is i współaut. 1989).

Ostatnio doniesiono, że ludzkie komórki nowotworowe prostaty (PC3R), 
wykazujące wrodzoną oporność na liczne leki przeciwnowotworowe, charakte
ryzuje także zwiększona ekspresja protoonkogenów c-jun, c-myc i H-ras (Yama- 
zaki i współaut. 1994). Natomiast nie wykryto w tych komórkach zmian ekspresji 
ani genu mdrl, ani też topoizomerazy II. Nie wiadomo, jak dotąd, na czym polega 
rola produktów tych genów we wrodzonej oporności komórek.

INNE ZMIANY BIOCHEMICZNE W  KOMÓRKACH OPORNYCH WIELOLEKOWO

Szereg innych biochemicznych zmian może odróżniać komórki oporne wie
lolekowo od komórek wrażliwych. Może to być przede wszystkim pojawianie się 
innych, niż glikoproteina P, glikoprotein błonowych (G rz e la k o w s k a -S z ta b e r t  
1989a), w tym wykrytej ostatnio błonowej glikoproteiny MRP (MDR-related-pro- 
tein), wiążącej ATP (G ra n t i współaut. 1994, Zaman i współaut. 1993) przypusz
czalnie uczestniczącej, jako transbłonowy transporter, w usuwaniu leków 
z opornych komórek płucnych. Ewentualny związek z opornością podwyższone
go poziomu białka pllO, towarzyszącego wewnątrzkomórkowym pęcherzyko
wym zmianom komórek nabłonkowych tkanek chronicznie poddawanych dzia
łaniu czynników toksycznych, jest nadal badany (S ch ep er i współaut. 1993). 
Wykazywane są również pewne zmiany składu i metabolizmu lipidów błonowych 
w komórkach opornych (Ramu i współaut. 1984). Duże zainteresowanie wzbudza 
obecność innych białek cytosolowych, takich jak na przykład sorcyna, małe 
(19-22 kDa), kwaśne białko wiążące wapń (Hamada i współaut. 1988c, M e y e rs  
i współaut. 1987, G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1989a). W niektórych komórkach 
opornych wielolekowo sorcyna może nawet stanowić główne białko wiążące wapń 
i wpływać znacząco na metabolizm wapniowy komórek. Nadprodukcja sorcyny
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jednak nie jest ani wystarczającym, ani niezbędnym warunkiem do wystąpienia 
oporności i jest najprawdopodobniej przypadkowa, wynikająca z usytuowania 
genu sorcyny w pobliżu genu mdr. Może natomiast mieć znaczenie dla modulo
wania i utrzymywania fenotypu komórek opornych.

Z dokonanego przeglądu wynika, że badania komórek opornych wielolekowo 
pozwalają na wykrycie wielu mechanizmów, dzięki którym komórki bronią się 
przed szkodliwym działaniem leków. Z klinicznego punktu widzenia jest ważne 
nie tylko poznanie ich, lecz także stwierdzenie kolejności ich pojawiania się po 
ekspozycji komórek na lek. Jeśli bowiem udałoby się wykryć różnice w kolejności 
i intensywności ich pojawiania się w komórkach opornych i wrażliwych, mogłoby 
to stanowić „miejsce docelowe” działania innych leków stosowanych do zapobie
gania pojawianiu się oporności.

MODULOWANIE OPORNOŚCI WIELOLEKOWEJ KOMÓREK

Pierwsze doniesienie o farmakologicznej modulacji stopnia oporności wielo
lekowej ukazało się w 1981roku (Tsu ruo i współaut. 1981). Wykazano wówczas, 
że werapamil, inhibitor kanałów wapniowych oraz trifluoroperazyna, antagoni
sta kalmoduliny, potęgują antyproliferacyjne działanie winkrystyny na mysie 
komórki leukemiczne i zwiększają w nich wewnątrzkomórkowe stężenie (aku
mulację) leku. Od tego czasu datuje się olbrzymie zainteresowanie opracowywa
niem strategii modulowania oporności, przede wszystkim wynikającej z nadpro
dukcji glikoproteiny P (G rze la k o w s k a -S z ta b e r t  1989b, Kaye 1993, K e l le n  
1993, L ing 1989, B eck  1990). Badania koncentrują się na związkach chemicz
nych, tak zwanych „uczulaczach” (chemosensitizers), czy też „modulatorach 
oporności” (resistance modifiers), które wpływają na poziom akumulacji leków 
w komórkach opornych nie potęgując natomiast ich cytotoksyczności w stosun
ku do komórek wrażliwych (F o rd  i H a it 1990, B e llam y  i współaut. 1990).

Poznane do dziś modulatory oporności można zaliczyć do kilku podstawo
wych klas: nietoksycznych analogów leków cytotoksycznych — antracyklin 
i alkaloidów, inhibitorów kanałów wapniowych, antagonistów kalmoduliny, 
analogów hormonów, czy też różnego typu hydrofobowych, kationowych związ
ków (w tym szeregu amin i jonoforów). Jako modulatory oporności wielolekowej 
można traktować też związki obniżające wewnątrzkomórkowy poziom ATP (C it r o  
i współaut. 1991) oraz związki wpływające na biofizyczne właściwości błon 
(C a lla gh a n  i współaut. 1993). Strukturalnie modulatory oporności nie są do 
siebie podobne, jednakże są to na ogół związki lipofilne, heterocykliczne, amfi- 
patyczne o bardzo różnym działaniu farmakologicznym (Zam ora i współaut.
1988).

Równie liczne, jak rodzaje modulatorów oporności, są mechanizmy ich 
działania na komórki oporne wielolekowo. Jako podstawowe mechanizmy dzia
łania modulatorów oporności wymienić trzeba:

— interakcję z glikoproteiną P i hamowanie jej działania,
— hamowanie procesów metabolicznych, których przebieg zależny jest od 

jonów wapnia,
— zmiany struktury i płynności błon,
— hamowanie aktywności kinazy białkowej C,
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— hamowanie funkcji lizosomów,
— zmiany wewnątrzkomórkowej kompartmentacji leków.
Najbardziej obiecującym obecnie podejściem do przezwyciężania oporności 

wydają się być, przynajmniej teoretycznie, ingerencje na drodze inżynierii gene
tycznej w strukturę i aktywność transkrypcyjną genu mdr, prowadzące do 
obniżenia syntezy glikoproteiny P. Są próby wprowadzenia do genu m d r  anty- 
sensownych nukleotydów (T h ie r ry  i współaut. 1993), stosowania iybozymu 
specyficznie unieczynniającego mRNA i hamującego syntezę glikoproteiny P 
(Kobayashi i współaut. 1994, K ieh n top f i współaut. 1994), myśli się też o specy
ficznym blokowaniu w genie m d r  miejsc inicjacji transkrypcji (K e l le n  1993). 
Wysuwane są też sugestie, że istotne dla przezwyciężenia oporności mogą być 
zaburzenia w tworzeniu czynnika transkrypcyjnego API działaniem rybozymu 
antyfos (D ie t e l  1993). Należy jednak zdawać sobie sprawę, że większość badań 
mechanizmów działania modulatorów oporności jest prowadzona in vitro. Nie 
można zatem przenosić bezpośrednio wyników uzyskanych w tego typu bada
niach na sytuację in vivo. Trzeba się liczyć z wystąpieniem ogólnej toksyczności 
stosowanych związków, gdyż wpływają one na bardzo różne funkcje metabo
liczne komórek, jak również z pojawianiem się szkodliwych objawów ubocznych, 
wynikających, na przykład, z zahamowania funkcjonowania glikoproteiny P 
w komórkach prawidłowych.

Są też czynione próby modulowania oporności przez podawanie przeciwciał 
monoklonalnych skierowanych przeciwko powierzchniowym epitopom cząstecz
ki glikoproteiny P. Szereg doniesień dokumentuje bowiem pozytywny wpływ 
takich przeciwciał, wolnych lub skoniugowanych z toksynami, na przeżywalność 
zwierząt z różnymi nowotworami (na przykład B rox term an  i współaut. 1988, 
B eck  1991). Nie wiadomo jednak jeszcze, czy przeciwciała skierowane przeciwko 
glikoproteinie P znajdą zastosowanie w terapii nowotworów ludzkich. Nie rozpo
znają one selektywnie glikoproteiny P obecnej w błonach komórek nowotworo
wych, a trudno jest w obecnej chwili przewidzieć jakie konsekwencje dla 
pacjentów będzie miało unieczynnienie przez przeciwciała funkcjonowania gli
koproteiny P obecnej w błonach komórek prawidłowych.

Stwierdzenie, że wiele czynników przeciwdziała oporności wywołanej nadpro
dukcją glikoproteiny P, stwarza jednak nadzieję na możliwość modulacji tej 
oporności u pacjentów z nowotworami.

Znaczne ilości glikoproteiny P wykrywa się bowiem w niewrażliwych na 
chemioterapię nowotworach nerek, nadnerczy, jelita grubego i płuc, a więc 
w narządach, które charakteryzują się także i w normalnym stanie podwyższo
nym poziomem glikoproteiny P (Ling 1989, Kaye 1993). Zwiększone jej ilości są 
znajdywane także w pobieranych od pacjentów różnego typu komórkach biała- 
czkowych (G o ld s te in  i współaut. 1989). Pomimo intensywnych badań klinicz
nych (G o ld s te in  i współaut. 1989, A rc e c i 1993) nie ma jednak jednoznacznej 
odpowiedzi na pytanie, na ile obecność zwiększonych ilości glikoproteiny P 
w błonach komórek nowotworowych może przesądzać o skuteczności chemiote
rapii (A r c e c i 1993, Kaye 1993, L ing 1989, Poupon 1994). Rozwój technik 
stosowanych do wykrywania niewielkich nawet zmian w ekspresji genu m d r l, 
w tym technik PCR, a także metod umożliwiających szybkie badania funkcjono
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wania glikoproteiny P w komórkach opornych, niewątpliwie stają się coraz 
bardziej pomocne do monitorowania oporności komórek.

UWAGI KOŃCOWE

W artykule omówiono różnorodność biochemicznych mechanizmów ucze
stniczących w powstawaniu oporności na liczne leki nowotworowe. Przedstawio
no przykłady upośledzonego pobierania lub zwiększonego wydalania leków, 
zwiększonego poziomu i zmian właściwości enzymów docelowych, jak również 
zmienionych aktywności enzymów aktywujących lub inaktywujących leki. Zro
zumienie tych mechanizmów, jak też i próby ich przezwyciężania stały się 
możliwe dzięki rozwojowi i zastosowaniu technik biologii molekularnej, w szcze
gólności ukierunkowanej mutagenezy i metod badania struktury i regulacji 
ekspresji genów. Szczególnie dużo uwagi poświęcono omówieniu funkcjonowa
nia glikoproteiny P, której nie wszystkie funkcje w komórce z pewnością zostały 
jeszcze poznane. Ostatnio ukazały się bowiem doniesienia o powiązaniach 
między pojawianiem się glikoproteiny P i ujawnianiem się w błonach komórek 
aktywności kanału chlorkowego (G i l l  i współaut. 1992, V a lv e r d e  i współaut. 
1992, R a s o la  i współaut. 1994), coraz częściej też sugeruje się udział glikopro
teiny P w procesach metastazy (W einste in  i współaut. 1991, F e rra n d is  i współ
aut. 1994). Ten intrygujący związek glikoproteiny P z inwazyjnością, chociażby 
tylko niektórych komórek nowotworowych, stanowi wyzwanie i wytycza nowy 
kierunek badań tego wielofunkcyjnego niezwykłego białka.

MECHANISMS OF CELLULAR RESISTANCE TO ANTICANCER DRUGS

Sum m ary

Mechanisms of cellular resistance to anticancer drugs are outlined. They may be manifested as 
changes in the concentrations and properties of intracellular “targets”, changes in the drug transport 
characteristics, or be connected wi th drug activation or inactivation. The detailed description of these 
mechanisms is given, taking as examples the resistance to antimetabolites (antifolates and fluoro- 
pyrimidines), to alkylating drugs (cis-platinum) and to different heterocyclic compounds responsible 
for the occurrence of the so-called multidrug resistance. The strategies used for overcoming drug 
resistance have also been discussed.
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