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Streszczenie

Jedna z gtéwnych przyczyn niepowodzeh w terapii cytostatycznej nowotwordw jest wystepowanie zjawi-
ska opornosci wielolekowej (multidrug resistance — MDR), ktdre znacznie ogranicza skutecznos¢ chemioterapii.
Niektére z nowotworéw wykazuja pierwotna opornos¢ na stosowane cytostatyki, inne natomiast, poczatko-
wo wrazliwe, nabywaja ceche lekoopornosci w trakcie stosowanej chemioterapii. Gtéwnymi przyczynami MDR
s3 mechanizmy ttumigce indukcje apoptozy komérki nowotworowej oraz zaburzajace akumulacje wewnatrz-
komérkowa lekéw cytostatycznych i ich metabolizm. Najwczesniej poznanym mechanizmem MDR jest nade-
kspresja genu mdr-1 i zwigzanej z nim glikoproteiny P (P-gp) petniacej funkcje pompy btonowej, ktéra moze
katalizowaé wyptyw wielu strukturalnie niepowigzanych lekéw z komérek zmienionych nowotworowo. Innym
z mechanizméw chronigcych oporng na leczenie komérke nowotworowa przed zwiekszajacym sie stezeniem
cytostatykéw w jej wnetrzu jest zwiekszona zdolnos¢ do przeksztatcania leku w formy nietoksyczne. Zwiek-
szona aktywnos¢ enzyméw detoksykujacych, m.in. transferaz glutationowych, peroksydazy glutationowej czy
dysmutazy ponadtlenkowej, prowadzi do neutralizacji produktéw powstajacych réwniez w wyniku przemian
metabolicznych lekéw.

Ostatnie wyniki badan nad rakiem jajnika dowodzg, ze czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystapienia tego
nowotworu jest obecnosé¢ i ekspresja polimorfizméw genu kodujacego ludzka transferaze S-glutationu. Duze
stezenie transferazy S-glutationu jest ztym czynnikiem prognostycznym w raku jajnika, a takze innych nowotwo-
rach, np. raku jelita grubego, niedrobnokomérkowym raku ptuc, raku zotadka, przewlektej biataczce limfatycznej
i glejakach.

Stowa kluczowe: opornos¢ wielolekowa, nowotwory, glikoproteina P, glutation, rak jajnika.

Summary

Multidrug resistance of cancer cells is one of the most serious barriers to success in cancer disease therapy.
Multidrug resistance, i.e. the principal mechanism via which many cancers develop resistance to chemotherapy
drugs, is a major factor in the failure of many forms of chemotherapy. The best known mechanism is often
attributed to the function of drug transporter proteins in the plasma membrane, which actively remove drugs
from neoplastic cells. Abnormal overexpression of these proteins is the most frequently described factor con-
nected with resistance to cytostatics. Among cellular transporter proteins, glycoprotein P (P-gp) plays the most
important role. An increased level of this protein is considered a poor prognostic factor in many tumors. Clinical
significance of other multidrug resistance proteins remains the subject of intensive studies. Another mechanism
to protect the refractory cancer cell against an increasing concentration of cytostatic agents inside the cell is
the increased ability to convert the drug into a non-toxic form. An increased activity of detoxifying enzymes
such as glutathione transferase, glutathione peroxidase and superoxide dismutase leads to neutralization of
the products formed by metabolism of drugs. Recent results of research on ovarian cancer have shown that
the factor increasing the risk of this cancer is the presence and expression of the human gene polymorphisms
of glutathione S-transferase. High concentrations of glutathione S-transferase is a poor prognostic factor in
ovarian cancer and other cancers such as colorectal cancer, lung cancer, stomach cancer, chronic lymphocytic
leukemia and gliomas.
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Zjawisko opornoéci wielolekowej

Jedna z gtéwnych przyczyn niepowodzeh w terapii
cytostatycznej nowotworéw jest wystepowanie zja-
wiska opornosci wielolekowej (multidrug resistance —
MDR), ktére znacznie ogranicza skutecznos¢ chemio-
terapii. Mozna o nim méwi¢ woéwczas, gdy komorki
poddawane dziataniu jednego leku staja sie na niego
oporne oraz inne, zaréwno strukturalnie, jak i funkcjo-
nalnie podobne, ale takze te zupetnie odmienne leki [1].
Niektére z nowotworéw wykazuja pierwotng opornos¢
na stosowane cytostatyki, inne natomiast, poczatkowo
wrazliwe, nabywaja ceche lekoopornosci w trakcie sto-
sowanej chemioterapii [2]. Gtownymi przyczynami MDR
sa3 mechanizmy ttumiagce indukcje apoptozy komorki
nowotworowej oraz zaburzajgce akumulacje wewnatrz-
komoérkowa lekéw cytostatycznych i ich metabolizm
[3, 4]. Najwczesniej poznanym mechanizmem MDR jest
nadekspresja genu mdr-1 i zwigzanej z nim glikoprote-
iny P (P-gp) petniacej funkcje pompy btonowej, ktéra
moze katalizowac¢ wyptyw wielu strukturalnie niepowia-
zanych lekéw z komérek zmienionych nowotworowo.

Biatko to nalezy do transporteréw ABC (ATP-binding
cassettes), ktore do pompowania substancji z wnetrza
komorki, w tym lekéw chemioterapeutycznych, wy-
korzystuja energie z hydrolizy adenozynotréjfosfora-
nu (ATP). Wyniki ostatnich badan nad mechanizmami
MDR wskazuja nadmierng ekspresje P-gp jako gtéwna
przyczyne prowadzacg do transformacji nowotworowej
oraz dowodzg, ze zwiekszona ekspresja P-gp Zle rokuje
w wielu rodzajach nowotworéw [5, 6]. Glikoproteina P
wystepuje jednak nie tylko w komérkach zmienionych
przez proces nowotworowy, jej obecnos¢ wykazano tak-
ze w prawidtowych komérkach narzadéw petnigcych
funkcje wydzielnicze: korze nadnerczy, watrobie, ner-
kach, tozysku, trzustce, jelitach i komérkach wydzielni-
czych jajnikéw oraz w tworzeniu bariery krew-mézg [7].

Fenotyp MDR moze charakteryzowaé¢ sie réwniez
obecnoscig innych biatek transbtonowych z nadrodzi-
ny ABC, do ktérych zalicza sie przede wszystkim biatko
opornoéci wielolekowej MRP1 (multidrug resistance pro-
tein 1) oraz biatko opornosci raka sutka BCRP (breast
cancer resistance protein), ktére usuwa aktywnie z ko-
morki: mitoksantron, deksorubicyne, daunorubicyne,
metotreksat, SN-38 i topoteksan [8].

Do wyksztatcenia zjawiska MDR moga przyczyniaé
sie takze: zwiekszenie aktywnosci enzymoéw naprawy
DNA, zmiana aktywnosci topoizomerazy | i Il, zmniej-
szenie transportu lekéw do wnetrza komérki poprzez
zmiany strukturalne btony komérkowej oraz brak ak-
tywnosci prawidtowego biatka p53, ktére w zdrowych
komoérkach hamuje nadekspresje genu mdr-1 [9].

Innym z mechanizméw chronigcych oporng na le-
czenie komérke nowotworowa przed zwiekszajacym sie
stezeniem cytostatykéw w jej wnetrzu jest zwiekszona
zdolnos¢ do przeksztatcania leku w formy nietoksycz-
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ne [10]. Zwiekszona aktywnos¢ enzymoéw detoksyku-
jacych, m.in. transferaz glutationowych, peroksydazy
glutationowej czy dysmutazy ponadtlenkowej, prowa-
dzi do neutralizacji produktéw powstajacych réwniez
w wyniku przemian metabolicznych lekéw [11].

Biologiczna rola glutationu

Glutation moze wystepowac w formie zredukowanej
(GSH) oraz utlenionej (GSSG). Glutation zredukowany
zostat po raz pierwszy opisany w 1888 r. przez de Rey-
-Pailhade’a [12]. Jest tripeptydem ztozonym z glutami-
nianu, cysteiny i glicyny. Jest zwigzkiem tiolowym wyste-
pujacym powszechnie w komérkach eukariotycznych,
a takze prokariotycznych. Biosynteza glutationu odby-
wa sie w niemal kazdym rodzaju komérek, choé najin-
tensywniej zachodzi w hepatocytach i zalezy gtéwnie od
obecnosci cysteiny. Zwigzek ten stabo przechodzi przez
btone komérkowa i w znikomym stopniu przekracza
bariere krew—mézg [13]. Powstaje w cytosolu w dwu-
stopniowej reakcji katalizowanej przez enzymy z grupy
ligaz: syntetaze y-glutamylocysteinylowa [EC 6.3.2.2]
oraz syntetaze glutationowg [EC 6.3.2.3]. W pierwszym
etapie powstaje y-glutamylocysteina, druga reakcja po-
lega na przytaczeniu glicyny do powstatego wczesniej
dipeptydu. Na taki sposéb syntezy tego zwigzku wpty-
wa fakt, iz nie nastepuje ona na matrycy mRNA [14].
Degradacja glutationu nastepuje w przestrzeni poza-
komoérkowej, réwniez dwustopniowo, dzieki obecno-
sci y-glutamylotransferazy [EC 2.3.2.2] i dipeptydazy
cysteinyloglicynowej [EC 3.4.13.6]. Obecnie prowadzo-
nych jest wiele badan dotyczacych glutationu, ktéremu
przypisuje sie wiele funkcji na poziomie komoérkowym.
Osobliwg cechg czgsteczki jest nietypowe wigzanie pep-
tydowe (izopeptydowe) pomiedzy glutaminianem a cy-
steing, w ktérego tworzenie zaangazowana jest grupa
y-karboksylowa glutaminianu (a nie a-karboksylowa,
jak to ma miejsce w typowych peptydach). Dzieki tej
roznicy GSH jest odporny na dziatanie peptydaz hy-
drolizujacych wiagzania peptydowe. Jedynym poznanym
enzymem katalizujgcym rozpad tego wiagzania jest
wspomniana y-glutamylotransferaza wystepujaca po
zewnetrznej stronie btony komérkowej. Wazng cecha
GSH jest réwniez wystepowanie bardzo reaktywnej gru-
py sulfhydrylowej cysteiny, ktéra nadaje tej czasteczce
szereg funkcji biologicznych, przede wszystkim czyniac
ja gtéwnym przeciwutleniaczem komérkowym.

Glutation odgrywa takze role kofaktora enzyméw an-
tyoksydacyjnych oraz uczestniczy w odtwarzaniu uszko-
dzonych biatek, fosfolipidow bton komérkowych oraz
DNA [15]. W typowej komdrce wystepuje w duzych ste-
zeniach wynoszacych ok. 10 mM w cytoplazmie, mito-
chondriach i jadrze komérkowym, natomiast najmniej-
sze stezenia wynoszace tylko 2 mM osigga w siateczce
srodplazmatycznej [16, 17]. Wszyscy badacze sg zgodni,
ze forma zredukowana stanowi 95-99% puli catego glu-
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tationu w komorce [18]. Glutation w formie zredukowane;j
jest zwiazkiem rozpuszczalnym zaréwno w wodzie, jak
i ttuszczach, co umozliwia mu szeroki zakres dziatania.

Forma utleniona przyjmuje posta¢ dwodch czaste-
czek glutationu potgczonych mostkiem disiarczkowym
wytworzonym pomiedzy wspomnianymi wczesniej gru-
pami sulfhydrolowymi cystein. Powstaje na skutek
dziatania czynnikéw szkodliwych, toksycznych, w tym
rowniez lekow cytostatycznych. Zwiekszony udziat for-
my GSSG jest zatem przejawem poddawania komorki
dziataniu stresu oksydacyjnego. Stosunek stezen po-
staci zredukowanej do utlenionej glutationu stanowi
wyznacznik stanu oksydacyjno-redukcyjnego komérki
i jest oznaczany symbolem R. W fizjologicznych warun-
kach w komérkach watroby R wynosi 300-400, cho¢
w przypadku poddawania komérek dziataniu silnego
stresu oksydacyjnego moze spas¢ do wartosci o wiele
nizszych, w skrajnych warunkach wynoszacych nawet
2 [19]. W fazie rozwojowej mtode komorki maja duzo
zredukowanego glutationu, starzeniu sie towarzyszy
utlenianie, co powoduje zwiekszenie stezenia formy
utlenionej i znaczne obnizenie wartosci wspétczynnika
R [20]. Enzymem Scisle powigzanym z przemianami glu-
tationu w komorce jest ludzka transferaza S-glutatio-
nowa [GST, EC 2.5.1.18] uczestniczgca w biotransforma-
cji ksenobiotykéw, metabolizmie lekéw oraz petniaca
funkcje ochronng dla lipidéow i kwaséw nukleinowych
przed szkodliwym dziataniem nadtlenkéw. Transferaza
S-glutationowa katalizuje reakcje sprzegania ksenobio-
tykow ze zredukowanym glutationem. Powstate w ten
spos6b metabolity sg usuwane aktywnie z komorki, tra-
fiaja do krwi i sg ostatecznie wydalane z moczem [21].

W niezmienionych nowotworowo komoérkach GST
jest zlokalizowana w cytoplazmie, natomiast zwiekszo-
na ekspresje jej izozymu m — GSTn, o lokalizacji jadro-
wej, wykryto w komérkach nowotworowych. Ludzka
transferaza S-glutationowa n uwazana jest za jeden
z markeréw nowotworowych w raku szyjki macicy [22]
i raku jajnika [23]. Jej duze stezenie w raku jajnika jest
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. W tego rodza-
ju nowotworze czesto stosowanym cytostatykiem jest
cisplatyna. Koordynuje ona z DNA, co skutkuje lokalnym
zaburzeniem jego dwuniciowej helisy i w efekcie zabu-
rzeniem replikacji DNA komérek nowotworowych [24].
Wykazano liniowg zaleznos¢ pomiedzy stezeniem glu-
tationu a opornosciag na cisplatyne zaréwno na liniach
komérkowych raka jajnika, jak i w badaniach na biopa-
tach guzéw od chorych na raka jajnika [25].

Szczegblng cecha komérek nowotworowych jest za-
hamowanie procesu apoptozy. Wazna role w tym mecha-
nizmie odgrywa zwiekszone stezenie GSH stanowigce
ochrone przed utlenianiem komérkowym prowadzacym
posrednio do Smierci komorki. Istotnym elementem
zapobiegajacym zniszczeniu komérki jest réwniez ak-
tywnos¢ biatka Bcl-2 z rodziny o tej samej nazwie. Jego
funkcja jest hamowanie uwalniania z mitochondriéw cy-

tochromu c oraz czynnika indukujacego apoptoze (apop-
tosis inducing factor — AIF). Czynniki te sg odpowiedzialne
za aktywacje enzymow proteolitycznych z grupy kaspaz,
ktérych aktywnosé prowadzi do apoptozy [26].

Zmniejszenie stezenia GSH stwarza nadzieje na spro-
wadzenie komérek nowotworowych na droge apoptozy.
Dotychczasowe badania dowiodty jednak, ze zmniejszenie
jego stezenia nie powoduje apoptozy in vitro w liniach ko-
mérkowych raka jajnika, co wskazuje, ze indukcja Smierci
komorki zalezy od znacznie bardziej skomplikowanych
procesow [27].

Ocena aktywnos$ci glutationu
w komérkach nowotworowych

Glutation jest sktadnikiem wielu enzyméw, z ktérych
kazdy odgrywa istotna role w systemie obronnym orga-
nizmu. Na szczeg6lng uwage zastuguje enzym — transfe-
raza S-glutationu typu M1 (GSTM1), ktérego synteza jest
kodowana przez okreslony gen. Co druga osoba dziedzi-
czy dwie wadliwe kopie genu kodujacego GSTMI, a ok.
25% przypadkéw nowotworéw pecherza moczowego
mozna przypisaC nieprawidtowemu funkcjonowaniu
tego genu. W badaniach u mezczyzn chorych na nowo-
twor prostaty lub tez ze stanem przedrakowym prostaty
nieobecny jest prawie inny enzym zawierajacy glutation
— S-transferaza glutationu typu P1. Zauwazono réwniez
zwigzek pomiedzy brakiem innych enzyméw zawieraja-
cych glutation a rozwojem raka piersi i ptuc.

W wielu rodzajach nowotwordéw stwierdza sie duze
stezenie glutationu — czynnika, ktéry decyduje o ich
opornosci na chemio- i radioterapie. Nalezy jednak
wspomnieé, ze komorki nowotworowe utracity zdolnosé
regulacji namnazania sie i kontroli innych mechani-
zmoéw na poziomie komorki, w tym metabolizmu gluta-
tionu. Pod wptywem obecnosci duzej ilosci prekursorow
glutationu komérki nowotworowe utracity zdolnosé jego
wytwarzania. Jest to zjawisko hamowania zwrotnego
charakterystyczne dla komérek nowotworowych. Stosu-
jac odpowiednie prekursory glutationu, mozna kontrolo-
wac stezenie glutationu na terenie komoérek, czyli zwiek-
sza¢ stezenie glutationu w komérkach prawidtowych,
a zmniejsza¢ w komoérkach nowotworowych. Zmniejsze-
nie stezenia glutationu w komérkach nowotworowych
wigze sie ze zwiekszeniem ich wrazliwosci na chemio-
i radioterapie, a zwiekszenie stezenia glutationu w ko-
mérkach niezmienionych nowotworowo zwieksza ich
wytrzymatos¢ na efekty uboczne takiego leczenia.

Przyktadem jednego z najbardziej opornych na
chemioterapie nowotwordw jest rak nerki. W nowotwo-
rach wywodzacych sie z tego narzadu wyksztatca sie
szereg czynnikéw warunkujacych MDR. Wyksztatcenie
cech lekoopornosci jest tu tatwiejsze, gdyz komorki ner-
ki sa naturalnie przystosowane do oczyszczania orga-
nizmu ze szkodliwych substancji. Nalezy wspomnie¢, ze
w prawidtowych komérkach wystepuje P-gp. Nowotwor
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ten wykazuje opornos¢ na cytostatyki juz przy pierwszej
ekspozycji, jest to tzw. opornos¢ pierwotna — wewnetrzna
[28]. W komorkach raka nerki wykazano pozytywna kore-
lacje miedzy stezeniem GSH a opornoscia na cisplatyne,
karboplatyne i doksorubicyne. Nie stwierdzono natomiast
zaleznosci miedzy aktywnoscig GST a opornoscig na cis-
platyne, doksorubicyne i winblastyne [29].

Ocena aktywnoéci glutationu i zwiqzek
z opornoéciq wielolekowq w raku jajnika

Rak jajnika jest nowotworem ztosliwym wywodza-
cym sie z komérek nabtonkowych. Wystepuje przewaz-
nie u kobiet w okresie okoto- i pomenopauzalnym. Za-
padalnos¢ na ten rodzaj nowotworu wynosi w Polsce
11/100 000 kobiet. Cecha szczegblng tego nowotworu
jest pierwotna wrazliwos¢ na stosowane cytostatyki.
Opornosé na chemioterapie wyksztatca sie jednak w na-
wrocie choroby i jest trudna do pokonania, towarzyszy
jej réwniez utrata zdolnosci indukowania apoptozy.

Ostatnie wyniki badan nad rakiem jajnika dowodza,
ze czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystapienia tego
nowotworu jest obecnosé i ekspresja polimorfizméw genu
kodujacego ludzka transferaze S-glutationu (badano for-
my GSTM1, GSTT1 i GSTP1) [30]. Duze stezenie transferazy
S-glutationu jest ztym czynnikiem prognostycznym w raku
jajnika, a takze innych nowotworach, np. raku jelita gru-
bego, niedrobnokomérkowym raku ptuc, raku zotadka,
przewlektej biataczce limfatycznej i glejakach. W bada-
niach wykazano zaleznos¢ pomiedzy stezeniem glutationu
a opornoscia na cisplatyne zaréwno na liniach komérko-
wych raka jajnika, jak i w badaniach na bioptatach guzéw
od chorych na raka jajnika. Nadal trwaja badania nad sto-
sowaniem w raku jajnika substancji hamujacych S-trans-
feraze glutationu [25]. Istnieja jednak dowody na to, ze
forma enzymu kodowanego przez gen GSTMI nie wptywa
na detoksykacje czynnikéw kancerogennych raka jajnika
oraz nie ma zwiagzku z rozwinieciem opornosci na chemio-
terapie w tym nowotworze [31]. Rozwojowi nowotworu
mozna by zapobiec majac mozliwos¢ Scistej regulacji za-
wartosci GSH w komérkach jajnika. Wyniki doswiadczen
przeprowadzonych na szczurach wykazaty, ze w nie-
zmienionych nowotworowo komérkach jajnika stezenie
glutationu zmniejszato podanie sulfoksyminy butioniny
(BS0O), a zastosowanie gonadotropiny prowadzito do jego
zwiekszenia. Nie wiadomo jednak, jak oddziatywatyby te
substancje w ludzkich komérkach rakowych. Obecny stan
wiedzy nie pozwala réwniez na petne okreslenie skutkow
ubocznych takiej regulacji stezenia GSH w komorkach.

Strategie przetamania opornosci
wielolekowej zwiqzanej z glutationem

Wiele badanh potwierdza, ze komérki nowotworowe
cechuje wieksze stezenie zredukowanego glutationu
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w poréwnaniu z komérkami prawidtowymi pochodza-
cymi z tych samych tkanek. Powoduje to intensywniej-
sza detoksykacje cytostatykéw celujacych w komorki
rakowe. Celem chemioterapii jest rowniez uszkodzenie
materiatu genetycznego komérek nowotworowych —tu
dziatanie GSH polega na stworzeniu wewnatrzkomor-
kowego Srodowiska umozliwiajacego efektywniejsza
naprawe powstajacych przez leki uszkodzerh DNA. Na-
turalnym nastepstwem tego zjawiska i szansa na lepsze
efekty leczenia jest zatem préba zmniejszenia stezenia
GSH w tych komérkach przy jednoczesnym podawaniu
lekéw cytostatycznych. Mozna to osiggnac poprzez za-
hamowanie syntezy glutationu lub przyspieszajac jego
degradacje. Druga z mozliwosci jest jednak o tyle mniej
korzystna, ze i tak przecigzona nadmiernym metabo-
lizmem komérka nowotworowa tracitaby dodatkowa
energie na wczesniejsza jego synteze, dlatego najlep-
szym rozwigzaniem wydaje sie inhibicja syntezy gluta-
tionu. Od dawna sa znane specyficzne inhibitory syn-
tetazy y-lutamylocysteinylowej, ktérej zahamowanie
umozliwiatoby zmniejszenie stezenia GSH w komor-
kach rakowych. Nalezg do nich propionino- i butionino-
sulfoksyminy oraz sulfoksymina metioniny [32]. Wazne
jest skierowanie dziatania tych inhibitoréw jedynie na
komérki zajete procesem nowotworowym. Stanowi to
gtowna przeszkode w stosowaniu tego rodzaju lecze-
nia. Nalezy bowiem pamietaé, ze w komérkach nie-
zmienionych glutation petni funkcje ochronne przed
ksenobiotykami oraz mozliwymi dziataniami niepoza-
danymi innych metod leczenia stosowanych w terapii
nowotworow.
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