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MECHANIZMY OPORNOSCI KOMOREK NA LEKI
PRZECIWNOWOTWOROWE

WSTEP

Chemioterapia, stosowana od lat jako jeden z niezbednych elementéw
w leczeniu choréb nowotworowych, ma na celu zniszczenie komérek nowotwo-
rowych przy jak najmniejszych uszkodzeniach komérek nosiciela nowotworu.
Jak dotad nie ma jednak zwigzkdéw, ktore by wybidrczo niszczylty komorki
nowotworowe. Obecnie stosowane strategie chemioterapeutyczne sg ukierunko-
wane, na ogét, na zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych poprzez
uposledzenie proceséw metabolicznych, niezbednych dla prawidtowego przebie-
gu podziatéw komodrkowych. Stosuje sie tez procedury prowadzace do uposle-
dzenia procesow biochemicznych charakterystycznych wytacznie dla okreslone-
go typu nowotworu (Rimington i Riley 1993, Dietel 1991). MOwi sie wowczas
o biochemicznej kontroli proliferacji przez leki, ktére stanowig badz naturalne,
badz tez syntetyczne analogi podstawowych metabolitow i kofaktoréw. Szerokie
zastosowanie jako leki przeciwnowotworowe znalazty:

— zwigzki hamujace synteze prekursoréw kwaséw nukleinowych — puryn

i piilymidyn,

— zwiagzki oddziatywujgce z DNA i zak}dcajace dzieki temu przebieg replikacji
i translacji,

— zwigzki hamujace synteze biatek czy tez lipidowych skiadnikéw bion
komoérkowych,

— ostatnio takze zwigzki przeciwdziatajgce stymulacji komoérek do podziatow

przez czynniki egzogenne.

Skutecznos$¢ dziatania takich lekéw ogranicza jednak pojawiajgca sie opor-
nos¢, tojest brak wrazliwosci komorek na podawany lek. Opornosc¢ stwierdzang
juz po pierwszym podaniu leku okresla sie jako oporno$¢ wrodzong. Czesciej
jednak opornosé¢ pojawia sie jako niekorzystny efekt wielokrotnego podawania
leku — méwimy woéwczas o opornosci nabytej. Wytworzona opornos¢ bywa
nietrwata lub trwata, wystepujgca réwniez w komorkach po usunieciu leku.
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Oporno$¢ komérek moze takze wynikac¢ z réznej wrazliwosci na lek komérek
bedacych w réznych fazach cyklu komdérkowego.

Najczesciej populacje komoérek opornych otrzymuje sie jako wynik selekcji
komorek opornych, obecnych pierwotnie w badanej populacji. Moga tez pojawia¢
sie one w rezultacie zmian ekspresji pewnych genéw pod wptywem rdéznych
czynnikéw srodowiskowych. Niestabilnos¢ genomu komoérek nowotworowych
sprawia, ze wiasnie w ich populacjach czesto pojawiajg sie komérki oporne.
Mechanizmy prowadzace do powstawania opornosci sg réoznorodne i wydaje sie,
ze podobne mechanizmy mogg powodowac zaréwno opornos¢ wrodzong komo-
rek, jak i nabytg. Mechanizmy te moga polega¢ przede wszystkim na zmianach
ilosci i whkasciwosci wewngtrzkomorkowych sktadnikéw, przeciw ktorym podany
lek zostal zastosowany. Mogg dotyczy¢ zmian charakterystyki transportu lekéw
do komorek, jak i ich usuwania. Mogg tez by¢ zwigzane ze zmieniong wewnagtrz-
komadrkowa aktywacja lub dezaktywacja leku. Czesto tez polegajg na zwieksze-
niu wydolnosci szlakéw zastepczych. Mechanizmy warunkujace opornos¢ ko-
modrek na leki przedstawie omawiajgc oporno$¢ na: antymetabolity, aw szcze-
go6lnosci na analogi folianu i fluoropirymidyny, zwiazki alkilujagce — na przykta-
dzie cis-platyny oraz zwigzki heterocykliczne odpowiedzialne za wystgpienie tak
zwanej opornosci wielolekowej.

OPORNOSC NA ANTYMETABOLITY

ANALOGI FOLIANU

Budowa i dziatanie
Analogi folianu stanowigwazna grupe zwigzkow o dziataniu terapeutycznym,
stosuje sie je jako leki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i antyzapalne.
W odréznieniu od analogéw puryn, pirymidyn i ich nukleozydéw, antyfoliany nie
sq wlgczane do kwaséw nukleinowych i w zwigzku z tym nie przejawiaja
wihasnosci karcynogennych. Jako antyfoliany traktuje sie r6zne pochodne kwasu
foliowego, w tym analogi aminowe (aminopteryna, ametopteryna, rye. 1), chi-

Ryc. 1. Struktura folianéw i aminofolianéw — aminopteryny i ametopteryny.

Strzatka oznaczono wigzania rozkladane przez y-glutamylohydrolaze.
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nazolinowe (na przykitad metaskwin, CB 3717), pirymidynowe (trimetoprim,
DDMP), trojazynowe (analog Bakera-T2T) i homofoliany (Grzelakowska-Szta-
bert 1983a i b). Niemalze wszystkie stosowane dotychczas analogi folianu sg
inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej, enzymu kluczowego w powstawaniu
tetrahydrofolianu i koenzymatycznych form folianu, a w efekcie w biosyntezie
tymidylanu i syntezie DNA. Niektdre tylko antyfoliany (antyfoliany chinazolino-
we) sg inhibitorami bezposrednio syntazy tymidylanowej.

Konsekwencje metaboliczne zahamowania przez antyfoliany powstawania
tetrahydrofolianu nie ograniczaja siejedynie do zahamowania syntezy DNA (ryc.
2). Obnizenie wewnatrzkomérkowej puli uwodorowanych pochodnych foliano-
wych pociaga tez za soba zaburzenia biosyntezy szeregu aminokwaséw i puryn,
co w efekcie moze prowadzi¢ do Smierci komérek (Manteuffel-Cymborowska
1978, zielinska 1981, Grzelakowska-Sztabert 1977, 1983aib, Balinska 1988).
Aminowe analogi folianu, aminopteryna i ametopteryna, zsyntetyzowane juz
w potowie lat czterdziestych, sg jednymi z najczesciej stosowanych do chwili
obecnej lekéw przeciwnowotworowych w leczeniu przede wszystkim limfomy
Burkitta, kosmoéwczaka i ostrej biataczki limfocytarnej, a takze nowotworéw
piersi, glowy i pecherza (Schweitzer i wspotaut. 1990, Bertino 1993). Stosowa-
nie antyfolianow jako cytostatykéw w duzym stopniu ogranicza jednak ich
toksycznosé. Jest to przede wszystkim mielosupresja i zaburzenia funkcjonowa-
nia przewodu pokarmowego. Ponadto pojawia sie oporno$¢ zaréwno wrodzona,
jak i nabywana w czasie trwania terapii.

synteza interkonwersja synteza inicjacja
metioniny seryny i glicyny puryn syntezy biatek
CH3-H 4PteGlu CH2-H 4PteGlu CHO-H4PteGlu
DNA — dTMP —
PteGlu —— HjPteGlu — X H4PteGlu

(MTXA=MTXG lun)

Ryc. 2. Udziat koenzymatycznych pochodnych folianowych w procesach metabo-
licznych.

Przekreslona strzatka oznacza hamowanie aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej przez ameto-pte-

ryne (MTX) i jej poliglutamylowe pochodne. Skréty: PteGlu — folian; H2PteGlu — dihydrofolian;

H4PteGlu — tetrahydrofolian; CH3-H4PteGlu, CH2-H4PteGlu, CHO-H4PteGlu — odpowiednio mety-

lo-, metyleno- i formylo-tetrahydrofoliany; dUMP — deoksyurydynomonofosforan; dTMP— deoksy-
tymidynomonofosforan.

Opornos¢ komoérek na dziatanie antyfolianéw moze wynikac z uposledzenia
ich transportu do komérek, zaburzen ich wewnatrzkomoérkowego metabolizmu,
azwlaszcza zmian ilosci i wkasciwosci enzymu docelowego, reduktazy dihydrofo-
lianowej i/lub syntazy tymidylanowej. Poziom opornosci komoérek moze tez
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zaleze¢ od wielkosci wewnatrzkomérkowej puli folianu oraz puli metabolitéw,
puryn i tymidylanu, ktérych biosynteze uposledzajg antyfoliany.
Opornosé wynikajgca ze wzrostu ilosci i zmian whasciwosci reduktazy dihydrofolianowej

Wzmozenie syntezy reduktazy dihydrofolianowej, a w konsekwencji wzrost
jej zawartosci w hodowanych in vitro mysich komérkach po traktowaniu anty-
folianami wykryto juz na poczatku lat szes¢dziesigtych. Podobny wzrost syntezy
tego enzymu znaleziono nastepnie w wielu komoérkach nowotworowych podda-
nych dziataniu antyfolianéw (Grzeiakowska-Sztabert 1983ai b, Haus 1990a).
llo$¢ reduktazy dihydrofolianowej w komoérkach opornych na antyfoliany moze
siega¢ nawet od kilku do kilkunastu procent rozpuszczalnych biatek komérko-
wych. Wzrost ilosci reduktazy dihydrofolianowej jest czesto wynikiem zwielokrot-
nienia w komarkach liczby kopii genu kodujacego ten enzym (Schimke 1986).
Amplifikacje genu reduktazy dihydrofolianowej znaleziono réwniez w nowotwo-
rach pacjentéw leczonych ametopteryng (Schweitzer i wspotaut. 1990). Nalezy
zaznaczy¢, ze zwielokrotnienie liczby kopii genu prowadzace do wzrostu syntezy
enzymoOw docelowych moze zachodzi¢ takze pod wptywem innych niz antyfoliany
lekéw i zwigzkéw, takich jak na przykitad hydroksymocznik, pALA, 6-azaurydy-
na, DFMO i inne (Grzelakowska-Sztabert 1983b). Umiejscowienie zwielokrot-
nionego genu reduktazy dihydrofolianowej badZz to w chromosomach (w homo-
gennie barwigcych sie fragmentach), badz tez w elementach pozachromosomal-
nych, tak zwanych chromosomach minutowych, decyduje o trwatosci badz tez
nietrwatosci pojawiajacej sie opornosci (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b,
Biedler 1994).

Gen reduktazy dihydrofolianowej jest transkrybowany konstytutywnie
(Farnham i Schimke 1985), a szereg fizjologicznych i Srodowiskowych czynnikéw
jest zdolnych do modulowania jego ekspresji (Levine i wspotaut. 1985, Mariani
i Schimke 1984, Cowan i wspoétaut. 1986). Jako aktywatory transkrypcji genu
reduktazy dihydrofolianowej dziatajg tez produkty biatkowe onkogenéw c-myc
(Denis iwspétaut. 1991) i Ha-ras (wani i wspétaut. 1994), jednakze mechanizm
tej aktywacji pozostaje jeszcze niewyjasniony. W promotorze genu reduktazy
wystepujg dwie sekwencje ,G/C box” (Chen i wspoétaut. 1984), specyficznie
wigzace czynnik transkrypcyjny SP1. Obecnos¢ tych sekwencji jest niezbedna
dla aktywnosci transkrypcyjnej genu reduktazy (Dynan i wspétaut. 1986, Farn-
ham i Schimke 1985, 1986, Blume i wspétaut. 1991).

Transkryptem genu reduktazy dihydrofolianowej jest na ogét kilka réznia-
cych sie wielkoscig (+ 1600 nukleotydoéw) cytoplazmatycznych mRNA, ktdrych
translacja prowadzi do syntezy dwdéch form reduktazy réznigcych sie nieco
ciezarem czgsteczkowym (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b, Schweitzer
i wspotaut. 1990). W wiekszosci komdérek opornych na antyfoliany, charaktery-
zujacych sie obecnoscig zwiekszonych ilosci reduktazy dihydrofolianowej, nie
obserwuje sie na ogdét zmian wiasciwosci tego enzymu. W niektérych jednak
komadrkach moze dojs¢ do zintensyfikowania syntezy reduktazy dihydrofoliano-
wej o zmienionych wiasciwosciach (Grzelakowska-Sztabert 1983a, Schweitzer
i wspétaut. 1990), opisywano réwniez komorki, w ktérych wykrywa sie jedno-
czesnie prawidtowsg i zmieniong forme tego enzymu (Melera i wspotaut. 1984).
»,<Zmienione” reduktazy dihydrofolianowe charakteryzuje przede wszystkim zna-
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czacy wzrost wartosci stalej inhibicji Ki dla ametopteiyny, a wiec obnizenie
powinowactwa enzymu do inhibitora i niewielki spadek powinowactwa do sub-
stratow — dihydrofolianu i NADPH (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b).
W ostatnich latach wyjasniono, ze za obnizenie powinowactwa reduktazy dihy-
drofolianowej wobec antyfolianéw sg odpowiedzialne mutacje prowadzace do
zastgpienia lezacych w centrum aktywnym enzymu fenyloalanin (Schweitzer
i wspotaut. 1989, Morris i Mclvor 1994), leucyny (Melera i wspétaut. 1984,
Morris | Mclvor 1994) badZz asparaginianu (Yu i Melera 1993) przez inne
aminokwasy. Doniesiono tez o wystgpieniu opornosci na antyfoliany in vivo
bedacej efektemm mutacji i zmian aminokwasowych poza centrum aktywnym
reduktazy dihydrofolianowej (Dicker i wspétaut. 1993).

Opornos¢ wynikajaca ze zmian w charakterystyce transportu lekéw

Za pojawienie sie opornosci na antyfoliany moga by¢ réwniez odpowiedzialne
zmiany wiasciwosci i ilosci biatek blonowych uczestniczacych w ich transporcie
do komérek. W transporcie antyfolianéw do komdrek uczestniczy bitonowy
nosnik, ktéry w warunkach fizjologicznych przenosi przede wszystkim uwodo-
rowane koenzymatyczne pochodne folianowe (Huennekens i wspétaut. 1978).
Transportowi tych zwigzkéw towarzyszy przemieszczanie przez btone anionow
(Henderson 1986). Szereg komorek, zwlaszcza adaptowanych do wzrostu w obe-
cnosci bardzo niskich stezen folianu, posiada réwniez odrebny btonowy nosnik
transportujacy zaréwno nieuwodorowane, jak i uwodorowane pochodne foliano-
we (Elwood 1989). Internalizacja liganda nastepuje w tych komérkach w wy-
niku endocytozy kompleksu transportujgcego (Kamen i wsp6taut. 1988). Komoér-
ki oporne moze cechowaé obnizenie powinowactwa btonowych nosnikéw do
transportowanych antyfoliandw (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b, Schwei-
tzer i wspélaut. 1990) lub zmniejszenie ilosci nosnikéw, prawdopodobnie
w wyniku obnizonej ekspresji genu kodujgcego biatko transportujace (Saikawa
i wspétaut. 1993, Hsueh i Dolnick 1994).

Opornos¢ zwigzana z metabolizmem lekéw

Antyfoliany zawierajace w swej czasteczce reszte kwasu glutaminowego,
podobnie jak koenzymatyczne pochodne folianowe, ulegaja po dostaniu sie do
komorek poliglutamylacji przeprowadzanej przez syntetaze poliglutaminianowag
(Grzelakowska-Sztabert 1977, Balinska 1988). Poliglutaminianowe pochodne
antyfolianéw sa znacznie lepiej zatrzymywane w komérkach niz zwiazki zawie-
rajace tylko jedna reszte kwasu glutaminowego. Zwiekszona retencja poligluta-
minianéw antyfolianowych przyczynia sie do zwiekszenia wywotywanych przez
nie efektéw cytotoksycznych (Chabner i wspétaut. 1985). Co wiecej, poligluta-
miniany folianowe sg na ogdt efektywniejszymi inhibitorami enzyméw docelo-
wych niz formy monoglutaminowe (Allegr\ iwspotaut. 1985a, Sikora i wspot-
aut. 1988). Moga one takze sta¢ sie inhibitorami enzymoéw nie hamowanych
przez pochodne monoglutaminianowe (A llegra i wspétaut. 1985b). W ostatnich
latach wykazano, ze obnizenie wewnatrzkomdérkowego poziomu poliglutaminia-
now antyfolianowych moze by¢ odpowiedzialne za wystgpienie opornosci. Moze
by¢ ono wynikiem drastycznego obnizenia aktywnosci syntetazy poliglutaminia-
nowej (McCloskey i wspotaut. 1991, schweitzer i wspdtaut. 1990), badz tez
zwiekszenie aktywnosci glutamylohydrolazy, enzymu odszczepia]'acego od poli-

9 — Kosmos
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glutaminianéw reszty kwasu glutaminowego (Rhee i wspoétaut. 1993). Nalezy
podkresli¢, ze komérki oporne ,uruchamiajg” najczesciej jednoczesnie roézne
mechanizmy unieczynniajgce lek lub uniemozliwiajgce jego dziatanie. Coraz
wiecej danych Swiadczy o tym, ze zastosowany przez eksperymentatora sposob
selekcji komdrek opornych moze decydowacd, ktéry z mechanizmoOw ulegnie
aktywacji (van Der Laan i wspotaut. 1991). Komoérki oporne, w ktérych uposle-
dzenie poliglutamylacji antyfolianu jest gtdwng przyczynag ich niewrazliwosci na
ametopteryne, ud/skano w wyniku traktowania ich przez krétki czas antyfolia-
nem w duzych dawkach (Pizzorno i wspétaut. 1988), a wiec w spos6b analogi-
czny do postepowania klinicznego. Fakt ten, jak rowniez wykazanie, ze za
wrodzong opornos$é na ametopteryne ludzkich komérek fibrosarkomy moze by¢
odpowiedzialny takze brak poliglutamylacji leku (Li i wspétaut. 1992), wydaje
sie mie¢ duze implikacje kliniczne.
Przezwyciezanie opornosci na antyfoliany

Procedury stosowane do przezwyciezania opornosci na antyfoliany sg réwnie
licznejak mechanizmy odpowiedzialne zajej wystgpienie. Jesli gtbwna przyczyna
opornosci jest podwyzszony poziom reduktazy dihydrofolianowej, to mozna by
stosowac lek, ktdry po uwodorowaniu przeprowadzonym przez reduktaze, ha-
mowatby efektywnie inny wazny metabolicznie enzym, na przykiad syntaze
tymidylanowa. Jak dotad nie znaleziono jednakze takiego zwigzku, a préby
z zastosowaniem homofolianu nie powiodty sie. Mysli sie tez o stosowaniu
inhibitoréw specyficznie hamujacych wytacznie ,zmieniong” reduktaze, a coraz
lepsze poznanie struktury zmienionych reduktaz dihydrofolianowych moze do-
prowadzi¢ do zaprojektowania syntezy takich inhibitoréw (Grzelakowska-Szta-
bert 1983a i b).

W przypadku, gdy gtéwna przyczyng wystgpienia opornosci sg zaburzenia
pobierania folianu, to celem jej przezwyciezania mozna prébowaé zwiekszac
stezenie stosowanego antyfolianu, stosowaé¢ kompleksy leku z polimerem o duzej
zdolnosci penetracji przez btone lub stosowac lek umieszczony w liposomach.
Bardziej jednak efektywne wydaje sie stosowanie innych lekéw, ktore dostaja sie
do komoérek przy udziale innych mechanizméw niz lek, na ktéry wytworzono
opornosé. Coraz wieksze zastosowanie znajdujq lipoftine antyfoliany, na przy-
kitad trimetreksat, lek o szerszym niz ametopteryna spektrum dziatania, nie
ulegajacy poliglutamylacji (kamen i wspétaut. 1984).

FLUOROPIRYMIDYNY

Budowa i dziatanie

Fluoropirymidyny — 5-fluorouracyl (FUra) i 5-fluorodeoksyurydyna (FdUrd)
(ryc. 3), sa od ponad trzydziestu lat stosowane w terapii wielu nowotworéw,
zwhaszcza nowotwordéw przewodu pokarmowego (Heidelberger i wspotaut.
1983, Grem i Collins 1990). W odroznieniu od antyfoliandw, ktore dzialajg
cytostatycznie bez aktywacji (poza polyglutamylacja), pobierane przez komarki
fluoropirymidyny wymagaja w komorce licznych przeksztatcern metabolicznych
zanim przejawi sie ich dziatanie hamujgce podziaty komérkowe. Zwigzkami
efektywnymi sg bowiem badz to mononukleotyd (FAUMP) bgdz tez trojnukleoty-
dy fluoropirymidyn (FUTP i FAUTP). W przeksztatceniu fluoropirymidyn
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w ,,aktywne inhibitorowo” pochodne uczestniczg liczne enzymy, metabolity i ko-
faktory (ryc. 4), jest wiec oczywiste, ze odpowiedz komoérki na dziatanie fluoropi-
rymidyn, jak i mechanizmy lezace u podstaw opornosci (zaréwno wrodzonej jak
i nabytej) zalezg od wielu czynnikow i sa bardzo ztozone (Zhang i wspotaut. 1992,
Fox i wspotaut. 1991).

Ryc. 3. Struktura fluoropiiymidyn

Inhibitorowe dziatanie FAUMP polega na hamowaniu aktywnosci syntazy
tymidylanowej, enzymu przeprowadzajacego synteze de novo nukleotydow tymi-
nowych (Rode 1986). Dzieki utworzeniu kompleksu syntazy tymidylanowej
z pochodng folianowg (poliglutaminianem metylenotetrahydrofolianu) i inhibi-
torem nie powstaje dTMP, w efekcie zas dalszym nastepujg zaburzenia syntezy
DNA i jego transkrypcji oraz zakidcenia podziatdw komérkowych. Natomiast
trojnukleotydy tluorodeoksyurydyny (FAUTP) i fluorourydyny (FUTP) moga by¢
inkorporowane do DNA i RNA zamiast dTTP i UTP oraz powodowac réznego typu
uszkodzenia w czasteczkach kwaséw nukleinowych, miedzy innymi pekniecia
nici DNA (Canman i wspétaut. 1992, 1993).

Opornos¢ wynikajgca ze wzrostu ilosci i wkasciwosci syntazy tymidylanowej

Najlepiej, jak dotad, zbadanym i czesto wystepujacym mechanizmem opor-
nosci na fluoropiiymidynyjest wzrost poziomu syntazy tymidylanowej (Wahstein
1984, Jastreboff i wspétaut. 1983, Berger i wspétaut. 1985), lub/i zmiany jej
wiasciwosci, jak na przyktad obnizenie powinowactwa enzymu do FAUMP (Mul-
KiNS | Heidelberger 1982, Bapat i wspOtaut. 1983, Jastreboff i wspotaut.
1983). Wzrost poziomu syntazy tymidylanowej, wynikajacy z amplifikacji genu,
nie jest na ogo6t tak duzy, jak w przypadku reduktazy dihydrofolianowej. Nie
mniej jednak komorki zawierajgce wiecej syntazy tymidylanowej niz komorki
macierzyste uzyskujg opornos¢ wystarczajgcg do przezywania w obecnosci
FAUMP w stezeniach nawet 10~5M (Rossana i wsp6taut. 1982).
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Inne mechanizmy opornosci na fluoropirymidyny i proby ich przezwyciezania
Brak cytotoksycznosci fluoropirymidyn w stosunku do niektérych komérek
opornych moze réwniez wigza¢ sie z obnizeniem w nich poziomu aktywnosci
enzymu fosfoiylujgcego FdUrd, a mianowicie kinazy tymidynowej (Rossana
i wspdtaut. 1982, Jastreboffiwspétaut. 1983). W rezultacie w komérkach nie
powstaje FAUMP, inhibitor syntazy tymidylanowej, i w efekcie synteza tymidy-
lanu i DNA nie ulega zaktdceniu.

CH2- Ha,PteG+ufW2 PteGlu(n)
dUMP= -dTMP dTDP dTTP

Syntaza
tymidylanowa DNA
/
/
FdUrd FAUMP FAUDP FAUTP
Kinaza
tymidylanowa reduktaza
rybonukleotydowa
FUra
~X
FUrd- FUMP FUDP FUTP RNA
Kinaza
urydynowa
Dehydrogenaza
dwuhydrouracylu
FUra F-/3 - alanina + NH3+C02

Ryc. 4. Metaboliczne przeksztatcenia i miejsca dziatania fluoropirymidyn.

Przekreslona strzatka oznacza hamowanie syntazy tymidylanowej przez FAUMP. Skroty: dTMP, dTDP
i dTTP — odpowiednio mono-, di- i trifosforany deoksytymidyny ; FdUrd — 5-fluoro-2-deoksyurydy-
na; FAUMP, FAUDP, FAUTP — fluorowe pochodne mono-, di- i trifosforanéw deoksyurydyny; FUra
— fluorouracyl; FUrd — fluorourydyna; FUMP, FUDP i FUTP — fluorowe pochodne mono-, di-
i trifosforanéw urydyny; F-R-alanina — fluoro- alanina. P ozostate skréty wyjasniono pod ryc. 2.

Ostatnio doniesiono, ze do opornosci komérek na fluoropirymidyny moze
przyczyniac sie takze wzrost aktywnosci trojfosfatazy deoksyurydynowej pociag-
gajacy za sobg spadek wewnatrzkomoérkowej akumulacji dUTP (Canman i wspot-
aut. 1993). Jako nowy mechanizm opornosci na fluorouracyl mozna tez trakto-
wac obnizong zdolnos¢ komérek do tworzenia wkasciwego folianowego substratu
syntazy tymidylanowej, na skutek obnizenia ekspresji genu syntetazy poligluta-
minianowej przeprowadzajgcej poliglutamylacje metylenotetrahydrofolianu
(Wang i wspétut. 1993)

Przeciwdziatanie opornosci na fluoropirymidyny najczesciej polega na pro-
bach zwiekszenia ich cytotoksycznosci. Dokonuje sie to przede wszystkim
poprzez podwyzszenie wewnatrzkomorkowej puli zredukowanych folianéw, be-
dacych jednymi z substratéw w reakcji katalizowanej przez syntaze tymidylano-
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wa (na przykiad spears i wspotaut. 1988). Utatwia to powstanie tréjsktadniko-
wego kompleksu syntazy tymidylanowej z pochodng folianowa i inhibitorem
i ,wylgczenie” funkcjonowania enzymu.

OPORNOSC NA ZWIAZKI ALKILUJACE NA PRZYKLADZIE CIS-PLATYNY

Liczne dwufunkcyjne zwigzki alkilujgce, takie jak na przykiad melfalan,
chlorambucil, czy tez cyklofosfamid oraz podobne do nich pod wzgledem chemi-
cznym aminowe pochodne platyny, cis-platyna i karboplatyna (ry¢. 5), sa
zwigzkami elektrofilnymi stosowanymi od lat siedemdziesigtych w terapii nowo-
tworowej. Ich cytotoksycznos¢ wynika przede wszystkim z interakcji z DNA
i powstawania wewnagtrzkomoérkowych i miedzyniciowych wigzan krzyzowych
oraz nietypowych potaczen DNA-biatko (Chu 1994, Olinski i Zastawny 1991).
Cis-platyna w dawkach letalnych zatrzymuje komorki w fazie G2 cyklu komor-
kowego, w ktorych nastepnie ulegajg uruchomieniu procesy programowanej
Smierci (Chu 1994). Natomiast cis-platyna w dawkach subletalnych czesto
indukuje w komoérkach opornosé.

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 wystgpienie opornosci na
cis-platyne traktuje sie: zwiekszong zdolnos¢ komérek do naprawy DNA, inten-
syfikacje proceséw unieczynniajacych lek, niekiedy obnizong wewnatrzkomor-
kowa akumulacje leku (Chu 1994, Oldengurg i wspétaut. 1994). Niektore
komarki oporne moga tez tolerowac obecnosé wiekszej ilosci uszkodzonego DNA
niz komorki wrazliwe.

Komorki o wysokim stopniu opornosci cechuje przede wszystkim intensyw-
niejsza reperacja DNA, polegajaca na szybszym enzymatycznym usuwaniu
(wycinaniu) adduktéw cis-platyny z DNA, a takze podwyzszona ekspresja genéw
kodujacych polimerazy DNA i ligazy (Dietel 1991) oraz syntaze tymidylanowg
(Scanlon | Kashani-Sabet 1988). Moze w nich réwniez zachodzi¢ indukcja
specyficznego biatka jgdrowego XPE-BF (Chu 1994).

Natomiast komaorki o niskim stopniu opornosci na cis-platyne, charakteryzu-
je zwykle nizsza wewnatrzkomoérkowa akumulacja leku (0ldengurg | wspo6taut.
1994, jekunen iwspoétaut. 1994). Jak dotad nie jest znany specyficzny nosnik
uczestniczacy w transporcie cis-platyny do komoérek lub wjej usuwaniu. Wydaje
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sie, ze w procesach tych moga uczestniczy¢ dwa biatka btonowe — 48 kDa
(Bernal iwspétaut. 1990) i 200 kDa (kKawai i wspétaut. 1990). To ostatnie biatko
niejest identyczne z glikoproteing P (170 kDa) uczestniczacg w usuwaniu lekéw
wywotujacych opornosé wielolekowg (patrz rozdziat Oporno$¢ na zwigzki hete-
rocykliczne, czyli tak zwana opornos¢ wielolekowg). Jaki jest jego udziat
w usuwaniu cis-platyny z komarek pozostaje jeszcze nie wyjasnione.

Wiele linii komorek opornych na cis-platyne charakteryzuje sie tez podwy-
zszong zdolnoscig do znoszeniajej toksycznosci, poprzez tworzenie kompleksow
z glutationem (Oguchi i wspétaut. 1994) lub tez z metalotioneing (MT), matym
biatkiem (61-62 AA) zawierajgcym az 20 reszt cysternowych (Kuzmich iTew 1991,
Kelley i wspolaut. 1988). Zwigzanie cis-platyny z metalotioneing powoduje
odszczepienie od czgsteczki leku ligandéw aminowych, co powoduje znaczne
obnizenie jego aktywnosci.

Badania ostatnich lat wskazuja takze na udziat w wytwarzaniu opornosci na
cis-platyne biatkowych produktéw onkogendéw c-ras (Sklar 1988) i c-fos (Kas-
hani-Sabet i wspétaut. 1990) oraz genu supresorowego p53 (Brown i wspotaut.
1993). Na czym polega dziatanie tych biatek jeszcze nie wiadomo. By¢ moze ich
zwiekszone ilosci przyczyniaja sie do tolerowania przez komérki oporne wie-
kszych ilosci uszkodzonego DNA.

PRZEZWYCIEZANIE OPORNOSCI KOMOREK NA CIS-PLATYNE

Przezwyciezenie opornosci na cis-platyne jest trudne. Czynione sg proéby
modulowania poziomu wewnatrzkomorkowych tioli, przede wszystkim glutatio-
nu, w celu zapobiezenia unieczynnianialeku (Kuzmich iTew 1991, Dietel 1993).
Stosuje sie tez inne pochodne platyny znoszgce w komoérkach opornosé wywo-
tang cis-platyna czy tez karboplatyng (Kelland i wspotaut. 1992). Podjeto takze
préby przezwyciezenia opornosci na cis-platyne zastosowaniem lybozymu anty-
fos, RNA o wiasciwosciach enzymatycznych, ktdére degraduje mRNA bedacy
transkryptem genu c-fos (Funato i wspétaut. 1992). Zaburzato to powstanie
czynnika transkiypcyjnego AP-1, ktory reguluje ekspresje wielu genéw. Efektem
transfekcji komorek opornych rybozymem antyfos byto przywrécenie im wrazli-
wosci na cis-platyne i powr6t morfologii komorek do stanu charakteryzujgacego
komoérki wrazliwe. Co wiecej, znaleziono w nich obnizong ekspresje gendéw
syntazy tymidylanowej, polimerazy Bi topoizomerazy |, a wiec tych genow, ktore
ulegaty nadekspresji w komoérkach opornych. Nie wiadomo jednak czy zastoso-
wanie tego typu strategii znajdzie zastosowanie kliniczne.

OPORNOSC NA ZWIAZKI HETEROCYKLICZNE CZYLI TAK ZWANA OPORNOSC
WIELOLEKOWA

Wsrod komorek opornych na dziatanie cytostatykéw czesto pojawia sie
subpopulacja komoérek wykazujacych krzyzowa opornos¢ w stosunku do cyto-
toksycznych zwigzkéw o bardzo réznej budowie i mechanizmie dziatania. Opor-
nos¢ ta, zwana opornoscig wielolekowag (MDR od multidrug resistance), powstaje
na ogot na drodze selekcji komdrek w Srodowisku zawierajgcym tylko jeden
z lekéw z grupy wywotujgcych MDR ijest zwykle najsilniej wyrazonaw stosunku
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do leku indukujgcego. Wywotujg jg przede wszystkim leki nalezace do grupy
antracyklin (doksorubicyna, daunorubicyna), alkaloidy izolowane z roslin rodzaju
Vinca (winkrystyna, winblastyna), czy tez antybiotyki (aktynomycyna D) (ryc. 6).
Opornos¢ taka moze pojawiac sie rowniez po traktowaniu komarek kolchicyna,
pochodnymi epipodofylotoksyn (etopozyd — VM26, tenipozyd — VP16), inhibi-
torami enzymu topoizomerazy Il (amsakryna) i wieloma innymi lekami.

Zwigzki wywotujace opornosc¢ wielolekowg sa hydrofobowe na skutek obe-
cnosci w ich czgsteczce pierscieni aromatycznych; charakteryzuja sie tez tadun-
kiem dodatnim w srodowisku o obojetnym pH. Dostajg sie one do komdrek na
drodze pasywnej dyfuzji. W polskim pismiennictwie ukazaly sie kilka lat temu
opracowania na temat wielolekowej opornosci komérek nowotworowych (Grze-
lakowska-Sztabert 1989aib, Haus 1990b); sa tez dostepne liczne przegladowe
opracowania na ten temat w Swiatowej literaturze biochemicznej i medycznej
(ENDicoTr i Ling 1989, Roninson 199,; Schinkel i Borst 1991, Nielsen i Skovs-
gaard 1992, Gottesman iPastan 1988, 1993, Devine iMelera 1994, Gottesman
1993, Gros i Buschman 1993ai b, Ruetz i Gros 1994).

FENOTYPOWA CHARAKTERYSTYKA KOMOREK OPORNYCH WIELOLEKOWO

Fenotyp wiekszosci komdrek opornych wielolekowo, niezaleznie od rodzaju
tkanki z ktérych pochodzg, jak i sposobu ich wyselekcjonowania, jest zadziwia-
jaco podobny (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Endicott i Ling 1989, Roninson
1992, Bashir i wspolaut. 1993, Biedler 1994). Cechuje go:

— zblizony profil opornosci krzyzowej na wiele lekéw wywotujgcych MDR,

— obnizony stopien wewngtrzkomorkowej akumulacji leku zwigzany najcze-
Sciej z jednoczesnym wzrostem intensywnosci jego usuwania z komoérek,

— nadekspresja roznych btonowych glikoprotein, zwlaszcza glikoproteiny P
o aktywnosci ATP-azowej,

— zmiany ilosciowe i jakosciowe szeregu biatek cytoplazmatycznych, w tym
pewnych biatek wigzgcych jony wapnia (sorcyna), czy tez enzymow prze-
prowadzajgcych glikozylacje biatek, w tym glikoproteiny P,

— modulowanie, a nawet znoszenie opornosci wielolekowej przez szereg
réznorodnych zwiazkéw, wsréd ktérych sag inhibitory kanatéw wap-
niowych, inhibitory kalmoduliny, cyklosporyna A, zwigzki powierzchnio-
WO czynne i inne.

Komorki oporne wielolekowo wyréznia takze czesto zmieniona charaktery-
styka wzrostu in vivo, wolniejszy wzrost w hodowli i obnizona wydajnos$¢
klonowania, a takze niekiedy obnizona zdolnos¢ do wywolywania nowotworow
in vivo i dawania przerzutéw. Komorki takie moga sie réwniez odznaczad
wzmozong wrazliwoscig na mechaniczne uszkodzenia. Powyzsze zmiany moga
wynikac ze zmian w ptynnosci blon komoérek opornych wielolekowo, ich ultra-
struktury oraz ze wzmozeniaw nich proceséw endo- i egzocytozy. Wiele komérek
opornych wielolekowo odznacza sie ponadto zwiekszong adhezyjnoscig zaréwno
od podtoza, jak i miedzy komérkami (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Endicott
iLing 1989, Biedler 1994).



‘emoxajolaim gsousodo  yoakoklnjomAm  mopl  YydAuzolpAooaslay  YoAuopjaiu  einpinais 9 oAy



Oporno$é komérek na leki przeciwnowotworowe 387

GLIKOPROTEINA P
Geny mdr kodujace glikoproteine P, regulacja ich ekspresji

Glikoproteina P, ktérej zwiekszone ilosci wystepujg w bitonach wiekszosci
opornych wielolekowo komorek, jest kodowana przez kilka genéw tworzacych
grupe tak zawng genow mdr. W komorkach ludzkich wystepuja 2 geny mdr
umiejscowione na chromosomie 7, u gryzoni za$ 3 geny na chromosomie 5 (Gros
i Buschman 1993, Roninson 1992). W komdrkach gryzoni tylko geny mdrl i mdr
aw komorkach ludzkich jedynie gen MDRI sg bezposrednio zwigzane z oporno-
scig. Geny mdr wykazuja znaczny stopiern homologii i kodujg 4,5 kb mRNA.
Podwyzszony poziom mRNA czesto koreluje ze stopniem opornosci komorek
i moze by¢ skutkiem zamplifrkowania genu mdr, jak i zintensyfikowania jego
ekspresji (Endicott i Ling 1989, Grzelakowska-Sztabert 1989a, Haus 1990b).
Najczesciej zwielokrotnione geny mdr wystepujg w elementach pozachromoso-
malnych, tak zwanych chromosomach minutowych oraz w homogennie barwig-
cych sie regionach (HSR) jednego lub kilku chromosoméw (Grzelakowska-Szta-
bert 1989a, Haus 1990b).

W ostatnich latach sklonowano i zsekwencjonowano ludzkie, mysie (Gros
i wspotaut. 1988, Devault i Gros 1990, Hsu i wspotaut. 1990) i chomicze (Ng
i wspotaut. 1989) geny mdr. Poznano tez strukture promotora mysiego genu
mdrl (Ueda i wspétaut. 1987), co pozwala na precyzyjne badania regulacjijego
ekspresji. Badania te sg tym bardziej wazne, ze w niektérych komadrkach
opornych wielolekowo stwierdza sie znaczne zwiekszenie transkrypcji genu mdrl
bezjego amplifikacji (Scotto iwspdtaut. 1986, shen iwspotaut. 1986). Jak dotad
nie wykazano w genie mdrl obecnosci takich typowych sekwencji regulatoro-
wych jak CAAT czy TATA. Niemniej jednak stwierdzono w ostatnich latach, ze
sekwencje nukleotydowe promotora, zaréwno ponizej jak i powyzej miejsca
inicjacji transkrypcji, sa istotne dla regulacji transkrypcji genu (Kohno 1990).
Sa nimi miejsca rozpoznawane przez czynnik transkrypcyjny APl (Teeter
i wspétaut. 1991, Yu i wspotaut. 1993), czynnik SP1 (Cornwell i Smith 1993a)
oraz dwa inne niezidentyfikowane dotad biatka jadrowe (Yu i wspétaut. 1993).

Aktywnos¢ transkrypcyjna genu mdrl reguluje szereg ,,czynnikéw Srodowi-
skowych” (environmental stress), takich jak niedobér surowicy (Tanimura
i wspotaut. 1992), szok cieplny (Chin i wspétaut. 1989, Kioka i wspotaut. 1992),
jony arsenu (Chin i wspotaut. 1989), czy tez takie czynniki wptywajace na
réznicowanie sie komorek, jak na przyktad kwas retinowy czy maslan sodu
(Bates iwspo6taut. 1989). Ponadto, ekspresje genu mdrl moga stymulowac rézne
hormony sterydowe (Altuvia iwspotaut. 1993, piekarz i wspoOtaut. 1993, Fardel
i wspotaut. 1993, Arceci i wspélaut. 1990). Aktywacje genu mdr mogg réwniez
powodowacl leki przeciwnowotworowe, na przykiad antracykliny, czy alkaloidy
usuwane z komoérek przez glikoproteine P (Kohno i wspétaut. 1989, Asakuno
i wspoétaut. 1994), jak tez leki nie transportowane przy jej udziale (cis-platyna,
cytoarabina, ametopteryna, 5-fluorouracyl; chaudhary i Roninson 1993). Mo-
dulacje aktywnosci promotora ludzkiego genu mdrl wywotujg takze onkogeny
rafi ras oraz gen supresorowy p53 (Cornwell i Smith 1993b, chin i wspétaut.
1992). Wskazuje to na mozliwosci zmian stopnia opornosci komérek podczas
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progresji nowotworu. Doniesiono rowniez o regulacyjnym wptywie skiadu
i struktury przestrzennej macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix) na
poziom ekspresji genu mdr w hodowanych in vitro szczurzych hepatocytach
(SCHUETZ i SCHUETZ 1993).

Wystepowanie i budowa glikoproteiny P

Produkt ekspresji genu mdrl, czyli glikoproteina P, jest nie tylko w btonach
komérek nowotworowych. Wystepuje ona takze w btonach powierzchniowych
prawidtowych komorek, ktore przylegajg do kompartmentéw wydzielniczych
(,excretory compartments”), na przykiad w kanalikach zétciowych, nerkowych
oraz w nabtonkach w przewodzie pokarmowym; w niektérych naczyniach krwio-
nosnych, kanalikach jader, znajduje sie ona takze po wewnetrznej stronie bton
aparatu Golgiego. Spolaryzowane usytuowanie glikoproteiny P w komodrkach
wyraznie przemawia za jej udzialem takze w sekrecji naturalnych metabolitéw
i toksyn (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Gottesman i Pastan 1993, Gros
i Buschman 1993).

LPrototypowa” glikoproteina P, kodowana przez mysi gen mdrl, przedstawio-
na jest na rycinie 7 (Gottesman i Pastan 1988). Polipeptyd ten, zbudowany
z 1276 aminokwas6w, odznacza sie bardzo duzg metaboliczng stabilnoscig

Ryc. 7. Struktura glikoproteiny P.

a) tancuch polipeptydowy ludzkiej glikoproteiny P, przedstawiony jako wyttuszczona linia ciagta,
cyfry oznaczaja pozycje aminokwaséw. Zaznaczono miejsca wigzania ATP po cytoplazmatycznej
stronie btony oraz fragmenty tarnncuchéw weglowodanowych (cienka linia) dotaczonych do pierwszej
petli polipeptydu na zewnatrz btony komérkowej. Zakropkowana strzatka oznacza droge przejscia
usuwanego zwigzku przez hipotetyczny kanat btonowy (wg pietel 1991): b) model glikoproteiny P
jako energo-zaleznej pompy tworzacej kanat w btonie komérkowej. Zaznaczono w postaci cylindréw
12 transbtonowych domen, fragment weglowodanowy dotgczony do peptydu (-~ ) oraz dwa miejsca
wigzania ATP. Zwiagzki (petne wielokaty), ktére dostaty sie do komérki moga by¢ usuwane przez otwor
kanatu badz bezposrednio, badz po zwigzaniu z hipotetycznym biatkiem nosnikowym ty-j (wg
Bradley i wspétaut. 1988, zmodyf. ).
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(okres pottrwania 348 h; Richert iwspdtaut. 1988, Yoshimura i wspétaut. 1989).
Mozna w nim wyrézni¢ dwa obszary o bardzo duzej homologii. Kazdy z nich
zawiera duzy cytoplazmatyczny fragment hydrofilowy oraz domene hydrofobowa.
W kazdym fragmencie hydrofilowym znajduje sie miejsce wigzania ATP, a kaz-
da domena hydrofobowa zawiera sze$¢ segmentow tworzacych trzy petle przebi-
jajace btone komorki. Aminokwasy tworzace zewnatrzbtonowg czes¢ pierwszej
petli od N-konca peptydu sa glikozylowane. Sekwencje aminokwasowe homolo-
giczne z miejscem wigzacym ATP w glikoproteinie P znajdujg sie takze w wielu
permeazach, to jest biatkach periplazmatycznych, transportujacych drobnocza-
steczkowe zwiazki, a wystepujacych takze w nabtonkowych komérkach pacjen-
téw z mukowiscydozg (Ames i wspétaut. 1992, Trezise i wspétaut. 1992).

Przypuszczalne mechanizmy dziatania glikoproteiny P

Zastosowano roznorodne genetyczne, biochemiczne i fizjologiczne podejscia
do badarn mechanizmu dziatania glikoproteiny P, traktowanej jako ,pompa”
wytransportowywujaca lek na zewnatrz komérek (ryc. 7). Postuluje sie, ze 12
transbtonowych fragmentéw, przedstawionych jako cylindry zanurzone w dwu-
warstwie lipidowej, tworzy w blonie kanat. Zaktada sie, ze zwigzki, ktére dostaty
sie do komoérek na drodze dyfuzji sg usuwane przez kanat bezposrednio badz tez
posrednio, w kompleksach z cytoplazmatycznymi biatkami nosnikowymi na
koszt energii uwalnianej w czasie hydrolizy ATP. W czasie usuwania leku majg
zachodzi¢ zmiany allosteiyczne w glikoproteinie P. Obecnie nie majuz watpli-
wosci, ze glikoproteina P jest ATP-azg (Hamada i Tsuruo 1988aib, Doige
i wspétaut. 1992, Gros i Buschman 1993), ktéra moze ulega¢ inaktywacji
w wyniku okreslonych mutacji, nawet tylko w jednym miejscu wigzania ATP
(Azzaria | wspotaut. 1989). Ten ostatni wynik wskazuje na niezbednos$¢ dwoch
nienaruszonych miejsc wigzania nukleotydu do prawidtowego funkcjonowania
tej ATPazy. Czy inne trinukleotydy moga zastgpi¢ ATP jako Zrédto energii jest,
jak dotad, niejasne (Lelong i wspdtaut. 1992). Dokonana w ostatnich latach
rekonstytucja glikoproteiny P w komoérkach drozdzy (ueda i wspétaut. 1993)
i w pecherzykach btonowych (sharom i wspoétaut. 1993, Shapiro i Ling 1994)
oraz opisane funkcjonowania tego ukfadu jako pompy usuwajacej lek z peche-
rzykdw na koszt hydrolizy ATP ostatecznie dokumentuje stusznos$¢ hipotezy
0 takiej funkcji glikoproteiny P.

W hipotezie tej zaklada sig, ze usuwany lek przedostaje sie przez kanat
glikoproteiny P od strony cytoplazmy, a wiec ze Srodowiska hydrofilnego. Zara-
zem wiadomo, ze zwigzki wywotujgce opornos¢ wielolekowg sg bardzo lipofilne
1znaczna ich czes¢ moze nie przedostawac sie przez btone komérkowag do wnetrza
komorki. Mozna wiec przypuszczaé, ze wchodzg one w kontakt z kanatem
transporteréow pozostajgc w obrebie btony. Wysunieto rowniez atrakcyjne przy-
puszczenie, ze leki te w ogble nie przedostajg sie do cytoplazmy, a do ich
efektywnego usuwania z btony dochodzi wskutek dziatania glikoproteiny P jako
flipazy odpowiedzialnej za przemieszczenia lipidow z wewnetrznej do zewnetrznej
warstwy lipidowej btony komoérkowej (Higgins i Gottesman 1992).

Trudna do wyttumaczenia, jak dotad, jest bardzo mata specyficznos¢ sub-
stratowa glikoproteiny P. W zwiazku z tym byta wysuwana hipoteza postulujaca,
ze substraty usuwane z komorek przy udziale glikoproteiny P miaty by¢ we-
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wnatrzkomorkowo ,,znakowane”, na przyktad przez dotaczanie do nich glutatio-
nu dzieki aktywnosci transferaz glutationowych (Ishikawa 1990, w est 1990). Za
hipotezg ta przemawia udzial nosnika btonowego w usuwaniu z komérek
zwigzkow skoniugowanych z glutationem i to takze w procesie zaleznym od ATP.
Dyskutowano nawet mozliwo$¢, ze powyzszy nosnik i glikoproteina P sg identy-
czne. Jednakze wydaje sie, ze sg to odrebne btonowe jednostki transportujace,
wykazujace specyficznosé w stosunku do kationowych substratow w przypadku
glikoproteiny P i anionowych komplekséw z glutationem usuwanych przy udziale
odrebnego nosnika.

Nasuwa sie pytanie, czy w czgsteczce glikoproteiny P mozna wyroznic
okre$lone regiony uczestniczace w wigzaniu substratéw. Wydaje sie, ze
w wigzaniu substratéw moga uczestniczy¢ aminokwasy znajdujace sie w pier-
wszym hydrofobowym fragmencie glikoproteiny P, a mianowicie aminokwas
znajdujacy sie w pozycji 185 (Choi i wspotaut. 1988). Sa tez inne dane wskazu-
jace na udziat w wiazaniu i usuwaniu lekéw takze aminokwasow znajdujacych
sie przede wszystkim w szdstym (Devine | wspotaut. 1992) a takze jedenastym
(Kajiji iwspoétaut. 1993) transbtonowym fragmencie glikoproteiny P.

Regulacja funkcjonowania glikoproteiny P

Funkcjonowanie glikoproteiny P regulujg w znacznym stopniu modyfikacje
posttranslacyjne, takie jak fosforylacja i glikozylacja. Szczegoélnie istotna wydaje
sie fosforylacja. Stwierdzono, ze glikoproteina P podlega cyklom fosforylacji
i defosforylacji przy udziale kinazy A, jak i kinazy C, przy czym fosforylowane sg
przede wszystkim reszty serynowe obecne w peptydzie tgczgcym obie czesci
glikoproteiny (Fine i wspotaut. 1988, MAiwspoétaut. 1991, o rr iwspotaut. 1993,
Chambers i wspotaut. 1992, 1994). Zagadnienie zwiazku stopnia ufosforylowa-
nia glikoproteiny P zjej funkcjonowaniem, ocenianym na podstawie akumulacji
lekéw w komoérkach opornych, jest przedmiotem bardzo licznych badan i réwnie
licznych kontrowersji. W przypadku szeregu komorek dokumentowano, ze
hyperfosforylacja glikoproteiny P zdaje sie pociagac za sobg spadek jej aktywno-
Sci (Sato i wspoétaut. 1990, Epand i Stafford 1993). Jednak szereg nowych
danych przemawia za tym, ze zwiekszeniu stopnia fosforylacji glikoproteiny P
towarzyszy wzmozenie jej aktywnosci.

W 1992 roku wysunieto hipoteze, ze podwyzszona aktywnos¢ glikoproteiny
P, wykazywana po zwiekszeniu stopnia jej ufosforylowania, moze mie¢ zwigzek
z aktywacjg przez szereg lekow btonowej fosfolipazy C, katalizujacej rozpad
fosfatydyloinozytolu do IP3 i diacyloglicerolu (DAG) (Hait i Aftab 1992). Wzrost
stezeniaw btonie DAG miatby wywotywac z kolei translokacje kinazy Cw poblize
glikoproteiny P, gdzie nastepowataby fosforylacja transporteraijego uaktywnie-
nie. Usuniecie leku z komorki inaktywowatoby fosfolipaze C, a specyficzne
fosfatazy (aktywowane jonami wapnia uwalnianymi z endoplazmatycznego reti-
kulum pod wptywem IP3) miatyby przeprowadzac defosforylacje glikoproteiny P.
Szereg obserwacji wskazuje, ze by¢ moze w przypadku niektorych lekow
i pewnych komorek proponowany mechanizm przekazywania wewnatrzkomaor-
kowego sygnatu, prowadzacy do aktywacji glikoproteiny P, moze by¢ prawdziwy.
Swiadczy o tym miedzy innymi zwiekszenie poziomu DAG w btonach komérek
pod wpltywem doksorubicyny (Tritton i wspotaut. 1991), aktywacja kinazy c
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przez estry forbolu lub doksorubicyne (Fine i wspotaut. 1988, Chambers
i wspétaut. 1992, Ohkawa i wspétaut. 1994) i jednoczesne pojawianie sie
opornosci wielolekowej, a takze aktywacja ekspresji genu mdr przez agonistéw
kinazy C (Chaudhary i Roninson 1990, 1993).

Postuluje sie takze, ze zwigzanie EGF z receptorami na btonie komorek
opornych wielolekowo moze modulowaé stopien ich opornosci na niektére leki
(Kwok i Sutherland 1991). Jednakze, jak dotad, brak jest spojnej hipotezy
wyjasniajgcej powigzania pomiedzy zwigzaniem EGF, liczbg jego powierzchnio-
wych receptoréw i poziomem opornosci. Postulowana jest zaréwno aktywacja
przez EGF fosfolipazy C i kinazy biatkowej C, wywotujgca nastepczg fosforylacje
glikoproteiny P, jak réwniez wptyw EGF na intensywnos¢ internalizacji fragmen-
téw bton (membrane-recycling) i przebieg endocytozy (Kwok i Sutherland 1991,
Meyers i wspotaut. 1993).

Czy tylko dziatanie glikoproteiny P odpowiada za niski poziom lekéw w komérkach opornych?

Niewatpliwie ogdlnie jest przyjety poglad, ze komorki oporne wielolekowo,
hodowane w Srodowisku zawierajgcym leki, odznaczajg sie nizszym wewnatrz-
komdérkowym poziomem lekéw niz komorki wrazliwe. Wystepuja natomiast
kontrowersje co do tego, czy fakt ten wynikajedynie z aktywnego usuwania lekow
z komorek przy udziale glikoproteiny P i/lub innych btonowych glikoprotein.
Szereg danych wskazuje bowiem, ze i inne mechanizmy moga przyczyniaé sie do
obnizonej akumulacji lekéw w tych komérkach. Rozpatruje sie tu obserwowany
nierzadko w procesie pasywnej dyfuzji lub transportu nosnikowego obnizony
transport lekéw do komérek. Rozwaza sie tez nagromadzanie sie lekéw w réznego
typu pecherzykach cytoplazmatycznych o kwasnym pH — takich jak lizosomy,
endozomy, pecherzyk aparatu Golgiego, ktore nie sg miejscami ,docelowymi”
dziatania leku, a nastepnie usuwanie ich z komoérek podczas egzocytozy (Beck
1987). Ostatnio ponownie jest podnoszone zagadnienie znaczenia zmian pH
w réznych kompartmentach komodrki jako czynnika uczestniczacego w kontroli
opornosci wielolekowej komorek, jednakze wnioski nie sgjednoznaczne (Alten-
berg i wspotaut. 1993, simon i wspélaut. 1994).

.ATYPOWA” OPORNOSC WIELOLEKOWA

Nie zawsze opornos¢ wielolekowg komorek mozna wyttumaczy¢ nadekspre-
sja genu mdrl i zwiekszonym poziomem aktywnosci bltonowej glikoproteiny P
(Beck iwspoOtaut. 1987, Grzelakowska-Sztabert 1989a). W przypadkach takich
mowi sie o ,atypowej” opornosci wielolekowej. Termin ten jest réwnie nieprecy-
zyjny, jak ,typowa” opornos¢ wielolekowa, poniewaz nie majej uniwersalnego
wzorca. Stosunkowo najlepiej zostaly scharakteryzowane dwa mechanizmy
atypowej opornosci wielolekowej:

— mechanizm ,detoksyfikacyjny", w ktérym znoszenie cytotoksycznosci leku
ma zwigzek ze zmianami w ekspresji i aktywnosci transferaz gluta-
tionowych i ze zmianami wewnagtrzkomdrkowego poziomu glutationu,

— mechanizm ,,enzymatyczny” polegajacy na zmianach wtasciwosci i pozio-
mu topoizomerazy II.

Zwiekszenie aktywnosci transferaz glutationowych, enzymow katalizujacych

powstawanie potaczen lekow ze zredukowanym glutationem, wydaje sie byc¢
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szczegolnie istotne w przypadku lekéw generujacych wolne rodniki, na przykiad
antracyklin. Powigzaniawewngtrzkomérkowego poziomu zredukowanego gluta-
tionu ze stopniem opornosci komdrek sg nadal przedmiotem intensywnych
badan i kontrowersji, gdyz zahamowanie syntezy glutationu nie zawsze prowadzi
do uwrazliwienia komorek na podawane leki (Cole iwspétaut. 1990, Kramer
i wspotaut. 1988, Romine i Kessel 1986).

Aktywnosc¢ topoizomerazy I, enzymu niezbednego do prawidtowej replikacji
DNA (szmigiero 1988), hamuje szereg lekdéw przeciwnowotworowych, w tym
doksorubicyna, etopozyd, tenipozyd czy amsakryna. Liczne komérki oporne
wielolekowo charakteryzuje badZ to obnizony poziom tego enzymu, badz tez
obecnos¢ enzymu o obnizonym powinowactwie do stosowanych lekéw (Glisson
i wspétaut. 1987, Danks i wspétaut. 1988). W komorkach takich nie stwierdza
sie na 0got zmian w stopniu akumulacji lekow i ekspresji glikoproteiny P (Glisson
i wspotaut. 1987, Potmesil i wspotaut. 1987). Wykrywa sie w nich natomiast
mniejsza niz w komdrkach wrazliwych liczbe uszkodzeri DNA, w tym takze
maskowanych przez biatka peknieé nici DNA (Grzelakowska-Sztabert 1989a,
Zijlstra iwspétaut. 1987) oraz szybszy niekiedy przebieg naprawy uszkodzone-
go DNA (supino i wspotaut. 1988). Opisywano takze komorki oporne wieloleko-
wo, ktére cechuje zaréwno zmiana poziomu i wkasciwosci topoizomerazy Il, jak
i wzrost poziomu glikoproteiny P i zaburzenia cyklu glutationowego (zijlstra
i wspotaut. 1987, spiridonidis i wspotaut. 1989).

Ostatnio doniesiono, ze ludzkie komoérki nowotworowe prostaty (PC3R),
wykazujagce wrodzong opornosé na liczne leki przeciwnowotworowe, charakte-
ryzuje takze zwiekszona ekspresja protoonkogenéw c-jun, c-myc i H-ras (vama-
zaki iwspotaut. 1994). Natomiast nie wykryto w tych komorkach zmian ekspres;ji
ani genu mdrl, ani tez topoizomerazy Il. Nie wiadomo, jak dotad, na czym polega
rola produktow tych genéw we wrodzonej opornosci komoérek.

INNE ZMIANY BIOCHEMICZNE W KOMORKACH OPORNYCH WIELOLEKOWO

Szereg innych biochemicznych zmian moze odréznia¢ komérki oporne wie-
lolekowo od komdrek wrazliwych. Moze to by¢ przede wszystkim pojawianie sie
innych, niz glikoproteina P, glikoprotein btonowych (Grzelakowska-Sztabert
1989a), w tym wykrytej ostatnio btonowej glikoproteiny MRP (MDR-related-pro-
tein), wigzacej ATP (Grant i wspotaut. 1994, zaman i wspotaut. 1993) przypusz-
czalnie uczestniczacej, jako transbtonowy transporter, w usuwaniu lekéw
z opornych komorek ptucnych. Ewentualny zwigzek z opornoscig podwyzszone-
go poziomu biatka pllO, towarzyszacego wewnagtrzkomorkowym pecherzyko-
wym zmianom komorek nabtonkowych tkanek chronicznie poddawanych dzia-
taniu czynnikéw toksycznych, jest nadal badany (Scheper i wspotaut. 1993).
Wykazywane sg rowniez pewne zmiany skiadu i metabolizmu lipidéw btonowych
w komoérkach opornych (Ramu iwspétaut. 1984). Duze zainteresowanie wzbudza
obecnos¢ innych biatek cytosolowych, takich jak na przykiad sorcyna, maile
(19-22 kDa), kwasne biatko wiazace wapn (Hamada i wspdtaut. 1988c, Meyers
i wspotaut. 1987, Grzelakowska-Sztabert 1989a). W niektérych komoérkach
opornych wielolekowo sorcyna moze nawet stanowic¢ gtéwne biatko wigzace wapn
i wptywaé znaczaco na metabolizm wapniowy komdrek. Nadprodukcja sorcyny
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jednak nie jest ani wystarczajgcym, ani niezbednym warunkiem do wystgpienia
opornosci i jest najprawdopodobniej przypadkowa, wynikajgca z usytuowania
genu sorcyny w poblizu genu mdr. Moze natomiast mie¢ znaczenie dla modulo-
wania i utrzymywania fenotypu komarek opornych.

Z dokonanego przegladu wynika, ze badania komdrek opornych wielolekowo
pozwalaja na wykrycie wielu mechanizméw, dzieki ktorym komorki bronig sie
przed szkodliwym dziataniem lekéw. Z klinicznego punktu widzenia jest wazne
nie tylko poznanie ich, lecz takze stwierdzenie kolejnosci ich pojawiania sie po
ekspozycji komorek na lek. Jesli bowiem udatoby sie wykry¢ réznice w kolejnosci
i intensywnosci ich pojawiania sie w komoérkach opornych iwrazliwych, mogtoby
to stanowi¢ , miejsce docelowe” dziatania innych lekéw stosowanych do zapobie-
gania pojawianiu sie opornosci.

MODULOWANIE OPORNOSCI WIELOLEKOWEJ KOMOREK

Pierwsze doniesienie o farmakologicznej modulacji stopnia opornosci wielo-
lekowej ukazato siew 1981roku (Tsuruo iwspotaut. 1981). Wykazano wéwczas,
ze werapamil, inhibitor kanatow wapniowych oraz trifluoroperazyna, antagoni-
sta kalmoduliny, potegujg antyproliferacyjne dziatanie winkrystyny na mysie
komoérki leukemiczne i zwiekszajg w nich wewngtrzkomérkowe stezenie (aku-
mulacje) leku. Od tego czasu datuje sie olbrzymie zainteresowanie opracowywa-
niem strategii modulowania opornosci, przede wszystkim wynikajacej z nadpro-
dukcji glikoproteiny P (Grzelakowska-Sztabert 1989b, Kaye 1993, Kellen
1993, Ling 1989, Beck 1990). Badania koncentrujg sie na zwigzkach chemicz-
nych, tak zwanych ,uczulaczach” (chemosensitizers), czy tez ,modulatorach
opornosci” (resistance modifiers), ktére wplywajg na poziom akumulacji lekéw
w komodrkach opornych nie potegujac natomiast ich cytotoksycznosci w stosun-
ku do komérek wrazliwych (Ford i Hait 1990, Bellamy i wspotaut. 1990).

Poznane do dzi$ modulatory opornosci mozna zaliczy¢ do kilku podstawo-
wych klas: nietoksycznych analogéw lekéw cytotoksycznych — antracyklin
i alkaloidéw, inhibitorow kanatéw wapniowych, antagonistéw kalmoduliny,
analogbw hormondéw, czy tez réznego typu hydrofobowych, kationowych zwigz-
koéw (w tym szeregu amin ijonoforéw). Jako modulatory opornosci wielolekowej
mozna traktowac tez zwigzki obnizajgce wewnatrzkomérkowy poziom ATP (Citro
i wspotaut. 1991) oraz zwigzki wplywajace na biofizyczne wiasciwosci bton
(Callaghan i wspétaut. 1993). Strukturalnie modulatory opornosci nie sg do
siebie podobne, jednakze sg to na ogo6t zwigzki lipofilne, heterocykliczne, amfi-

patyczne o bardzo réznym dziataniu farmakologicznym (zamora i wspétaut.
1988).

Rownie liczne, jak rodzaje modulatorow opornosci, sa mechanizmy ich
dziatania na komoérki oporne wielolekowo. Jako podstawowe mechanizmy dzia-
tania modulatoréw opornosci wymienic¢ trzeba:

— interakcje z glikoproteing P i hamowanie jej dziatania,

— hamowanie proceséw metabolicznych, ktérych przebieg zalezny jest od
jondéw wapnia,

— zmiany struktury i ptynnosci bton,

— hamowanie aktywnosci kinazy biatkowej C,
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— hamowanie funkcji lizosoméw,

— zmiany wewnatrzkomodrkowej kompartmentacji lekow.

Najbardziej obiecujacym obecnie podejsciem do przezwyciezania opornosci
wydaja sie by¢, przynajmniej teoretycznie, ingerencje na drodze inzynierii gene-
tycznej w strukture i aktywnos$¢ transkrypcyjng genu mdr, prowadzace do
obnizenia syntezy glikoproteiny P. Sg proby wprowadzenia do genu mdr anty-
sensownych nukleotydow (Thierry i wspétaut. 1993), stosowania iybozymu
specyficznie unieczynniajgcego mRNA i hamujgcego synteze glikoproteiny P
(Kobayashi i wspotaut. 1994, Kiehntopf i wsp&taut. 1994), mysli sie tez o specy-
ficznym blokowaniu w genie mdr miejsc inicjacji transkrypcji (Kellen 1993).
Wysuwane sa tez sugestie, ze istotne dla przezwyciezenia opornosci moga byc¢
zaburzenia w tworzeniu czynnika transkrypcyjnego APl dziataniem rybozymu
antyfos (Dietel 1993). Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe, ze wiekszo$¢ badan
mechanizméw dziatania modulatoréw opornosci jest prowadzona in vitro. Nie
mozna zatem przenosi¢ bezposrednio wynikéw uzyskanych w tego typu bada-
niach na sytuacje in vivo. Trzeba sie liczy¢ z wystgpieniem ogoélnej toksycznosci
stosowanych zwiazkéw, gdyz wptywaja one na bardzo rézne funkcje metabo-
liczne komoérek, jak réowniez z pojawianiem sie szkodliwych objawéw ubocznych,
wynikajacych, na przykiad, z zahamowania funkcjonowania glikoproteiny P
w komorkach prawidtowych.

Sa tez czynione proby modulowania opornosci przez podawanie przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko powierzchniowym epitopom czgstecz-
ki glikoproteiny P. Szereg doniesiern dokumentuje bowiem pozytywny wptyw
takich przeciwciat, wolnych lub skoniugowanych z toksynami, na przezywalnos¢
zwierzat z réznymi nowotworami (na przyktad Broxterman i wspélaut. 1988,
Beck 1991). Nie wiadomo jednak jeszcze, czy przeciwciata skierowane przeciwko
glikoproteinie P znajda zastosowanie w terapii nowotworéw ludzkich. Nie rozpo-
znajg one selektywnie glikoproteiny P obecnej w btonach komorek nowotworo-
wych, a trudno jest w obecnej chwili przewidzie¢ jakie konsekwencje dla
pacjentow bedzie miato unieczynnienie przez przeciwciata funkcjonowania gli-
koproteiny P obecnej w btonach komoérek prawidtowych.

Stwierdzenie, ze wiele czynnikow przeciwdziata opornosci wywotanej nadpro-
dukcja glikoproteiny P, stwarza jednak nadzieje na mozliwos¢ modulacji tej
opornosci u pacjentéw z nowotworami.

Znaczne ilosci glikoproteiny P wykrywa sie bowiem w niewrazliwych na
chemioterapie nowotworach nerek, nadnerczy, jelita grubego i ptuc, a wiec
w narzadach, ktére charakteryzujg sie takze i w normalnym stanie podwyzszo-
nym poziomem glikoproteiny P (Ling 1989, Kaye 1993). Zwiekszone jej ilosci sg
znajdywane takze w pobieranych od pacjentéw réznego typu komérkach biata-
czkowych (Goldstein i wspotaut. 1989). Pomimo intensywnych badan klinicz-
nych (Goldstein i wspdtaut. 1989, Arceci 1993) nie ma jednak jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie, na ile obecnos¢ zwiekszonych ilosci glikoproteiny P
w btonach komérek nowotworowych moze przesgdzac¢ o skutecznosci chemiote-
rapii (Arceci 1993, Kaye 1993, Ling 1989, Poupon 1994). Rozw¢j technik
stosowanych do wykrywania niewielkich nawet zmian w ekspresji genu mdrl,
w tym technik PCR, a takze metod umozliwiajgcych szybkie badania funkcjono-
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wania glikoproteiny P w komoérkach opornych, niewagtpliwie stajg sie coraz
bardziej pomocne do monitorowania opornosci komoérek.

UWAGI KONCOWE

W artykule oméwiono réznorodnos¢ biochemicznych mechanizméw ucze-
stniczacych w powstawaniu opornosci na liczne leki nowotworowe. Przedstawio-
no przyktady upos$ledzonego pobierania lub zwiekszonego wydalania lekéw,
zwiekszonego poziomu i zmian wlasciwosci enzyméw docelowych, jak réwniez
zmienionych aktywnosci enzymow aktywujacych lub inaktywujacych leki. Zro-
zumienie tych mechanizmow, jak tez i proby ich przezwyciezania staly sie
mozliwe dzieki rozwojowi i zastosowaniu technik biologii molekularnej, w szcze-
golnosci ukierunkowanej mutagenezy i metod badania struktury i regulacji
ekspresji genéw. Szczegoblnie duzo uwagi poswiecono omoéwieniu funkcjonowa-
nia glikoproteiny P, ktorej nie wszystkie funkcje w komorce z pewnoscig zostaty
jeszcze poznane. Ostatnio ukazaty sie bowiem doniesienia o0 powigzaniach
miedzy pojawianiem sie glikoproteiny P i ujawnianiem sie w btonach komoérek
aktywnosci kanatu chlorkowego (Gill i wspdtaut. 1992, valverde i wspolaut.
1992, rRasola i wspotaut. 1994), coraz czesciej tez sugeruje sie udziat glikopro-
teiny P w procesach metastazy (Weinstein i wspétaut. 1991, Ferrandis i wspot-
aut. 1994). Ten intrygujacy zwiazek glikoproteiny P z inwazyjnoscia, chociazby
tylko niektérych komérek nowotworowych, stanowi wyzwanie i wytycza nowy
kierunek badan tego wielofunkcyjnego niezwykitego biatka.

MECHANISMS OF CELLULAR RESISTANCE TO ANTICANCER DRUGS
Summary

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 with 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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