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Chemoresistance in cancer — not only a human problem

Summary

Chemoresistance is the main problem in human and veterinary oncology. The most important mechanism
of chemoresistance is the expression of efflux pumps from the ABC superfamily, which remove drugs from
cancer cells, thus rendering the treatment ineffective. The most important efflux pumps are P-glycoprotein
(PGP), multidrug resistance protein 1 (MRP1), multidrug resistance protein 3 (MRP3), and breast cancer
resistance protein (BCRP). In humans the expression of efflux pumps, their mechanism of action, and
substrates are well described. Little is known, however, about chemoresistance in veterinary medicine. Only
a few experiments have been performed, using canine mammary tumors, but the expression of efflux pumps
and their substrates are still insufficiently researched. Moreover, preliminary data suggest great differences
between various species. This fact underlines the need for a thorough examination of efflux pump substrates
in animals because veterinary patients are usually treated according to human chemotherapy protocols.
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Opornos¢ komoérek nowotworowych na leki cyto-
statyczne nalezy do najwazniejszych przyczyn niepo-
wodzen terapii zarOwno w onkologii ludzkiej jak
1 weterynaryjnej. Obecnie wiadomo, ze opornos¢ na
chemioterapeutyki jest procesem zlozonym ajego do-
ktadne poznanie pozwolitoby poprawié¢ efekty lecze-
nia. Najwazniejszym mechanizmem odpowiedzialnym
za to zjawisko jest oporno$¢ wielolekowa (MDR —
multidrug resistance) zwiazana z ekspresja biatek bto-
nowych nalezacych do nadrodziny ABC (ATP Binding
Cassette), ktore w sposob aktywny wypompowuja leki
na zewnatrz komorki. Opornoscia wielolekowa nazy-
wamy niewrazliwo$¢ komorek nowotworowych na
kilka lekow (z roéznych grup) o odmiennych mecha-
nizmach dziatania (23). Najczesciej do wyksztatcenia
si¢ opornosci dochodzi dopiero po podaniu cytostaty-
ku, ale niektére komorki nowotworowe moga wyka-
zywac¢ ekspresje biatek blonowych z nadrodziny ABC
juz przed rozpoczgciem jakiejkolwiek terapii. Inne
przyczyny niewrazliwosci nowotwordéw na leczenie,
to: wysoki potencjatl antyapoptotyczny komorek nowo-
tworowych, zmniejszona przenikalnos¢ 1 skuteczno$é
leku (stabo rozwinig¢te unaczynienie guza, panujace
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w guzie beztlenowe warunki, ktore obnizaja dziatanie
leku) Iub zwigkszona jego dezaktywacja (skuteczna
dawka bylaby letalna dla pacjenta), obecnos¢ komo-
rek niedzielacych sig — w fazie G, itp. (19).

Do nadrodziny ABC zaliczamy obecnie ponad 50
biatek wystgpujacych zardwno u organizmdéw pro-
kariotycznych, jak i eukariotycznych (14, 23, 38).
Biatka te transportuja substraty w sposob aktywny,
korzystajac z energii pochodzacej z hydrolizy ATP.
Transportowi temu podlegaja nie tylko leki, ale row-
niez bialka, lipidy, sacharydy, metale czy toksyny (3,
22). Nalezy wspomnie¢, iz pompy te zaangazowane
sg zarOwno w usuwanie substratow z komorki na zew-
natrz (mechanizm wykorzystywany w oporno$ci wie-
lolekowej), jak tez w transport mlqdzykomorkowy
(38). Najlepiej poznang 1 najczgsciej zaangazowana
w mechanizm opornosci wielolekowej pompa btono-
wa jest glikoproteina P (PGP — P-glycoprotein), cho¢
badajac przyczyny niepowodzen terapn nalezy takze
bra¢ pod uwage rowniez biatko opornosci wieloleko-
wej typu 1 (MRP1 — Multidrug resistance protein 1),
biatko opornosci wielolekowej typu 3 (MRP3 — Multi-
drug resistance protein 3) oraz biatko opornosci raka
sutka (BCRP, Breast cancer resistance protein) znane
takze w onkologii ludzkiej pod nazwa biatka opornos-
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ci na mitoksantron (MXR — Mitoxantrone resistance)
(11,17, 19, 23, 29).

Budowa i mechanizm dziatania pomp btonowych
z nadrodziny ABC

Typowy transporter z nadrodziny ABC zbudowany
jest z dwoch hydrofobowych domen przezbtonowych
(TMD — trans-membrane domain) oraz dwdoch domen
wiazacych nukleotydy (NBD — nucleotide-binding
domain). TMD sktadaja si¢ z przezblonowych helis,
a ich funkcja jest rozpoznawanie i wiazanie substratow
dla pompy (3, 11, 38). Uwaza sig, ze zmiany ksztaltu
1 ulozenia tych helis skutkuja ,,otwieraniem” lub ,,za-
mykaniem” catej pompy blonowe;j i specyficznos$cia sub-
stratowa (11). Jesli pompa btonowa zawiera 2 dome-
ny TMD, mowimy, Ze jest ona petnym transporterem
(np. PGP, MRP). Transporter moze jednak zawiera¢
tylko jedna domeng TMD i nazywany jest pottranspor-
terem (np. BCRP). Aby pottransporter mogt spetnia¢
swoja funkcje, musi doj$¢ do homo- lub heterodime-
ryzacji (12). W odréznieniu od domen przezbtono-
wych, liczba i budowa domen wiazacych nukleotydy
jest stata we wszystkich pompach wystepujacych
u wszystkich gatunkow zwierzat i u cztowieka. Kazda
z pomp btonowych zawiera dwie domeny NBD, z kt6-
rych kazda wyposazona jest w dwa miejsca bezposred-
nio zaangazowane w hydroliz¢ ATP, co dostarcza energii
koniecznej do funkcjonowania pompy (3, 11, 23, 38)

Mechanizm dziatania pomp z nadrodziny ABC nie
zostal do konca wyjasniony. Istnieja dwie gtowne
hipotezy, z ktorych jedna zaktada, iz dzialaja one na
zasadzie flipaz, a wigc usuwaja hydrofobowe substraty
(quz’ koniugaty) z cytoplazmatycznej do zewngtrzne;j
czesci dwuwarstwy lipidowej, skad moga one dyfun-
dowac¢ na zewnatrz. Druga teoria zaktada, ze transpor-
tery dziataja jak ,,zmiatacz hydrofobowy” (hydropho-
bic vacuum cleaner), ktory usuwa substraty hydrofo-
bowe z dwuwarstwy lipidowej na zewnatrz komorki
(3, 23). Podejmowane sa kliniczne oraz eksperymen-
talne proby zahamowania aktywnosci tych pomp (in-
hibitory lub nukleotydy antysensowne podawane wraz
z cytostatykami), Jednak efekty takiej terapii pozosta-
wiaja jeszcze wiele do zyczenia (19).

Glikoproteina P (PGP)

Glikoproteina P jest najlepiej poznanym biatkiem
znadrodziny ABC, a po raz pierwszy zostata ona opi-
sana w 1976 r. U ludzi, w warunkach fizjologicznych
stwierdza si¢ jej obecnosc migdzy innymi w komor-
kach: nabtonka jelit, watroby, nerek, srodbtonka na-
czyn wlosowatych ptuc, jader czy komérkach ukladu
limfatycznego (11, 22, 23, 40). Pompa ta jest wazna
sktadowa bariery krew—mozg (27) oraz bariery tozys-
kowej (9, 24). Takebayashi i wsp. (41) wykazali eks-
presj¢ PGP w oocytach §win, cho¢ jej rola w tych ko-
morkach nie jest jeszcze poznana. Z kolei Roulet 1 wsp.
wykazali, ze polimorfizm PGP powoduje nadwraz-
liwo$¢ niektorych ras psow na iwermektyng (33).
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W 2005 roku w Niemczech przebadano 1500 pséw
i wykazano polimorfizm PGP u 37% psow rasy wael-
ler, 33% pséw rasy owczarek szkocki collie, 12,5%
owczarkow staroangielskich bobtail, 6,9% owczarkow
australijskich 1 5,7% owczarkéw szetlandzkich (10).
Od 1982 r. glikoproteina P stata si¢ obiektem zain-
teresowania onkologow, kiedy to komorki wrazliwe
na chemioterapeutyki poddano transfekcji DNA ko-
morek lekoopornych, doprowadzajac do powstania
w nich lekoopornosci (5). Obecnie juz wiadomo, ze
jest ona jedna z gtownych pomp odpowiedzialnych za
zjawisko oporno$ci wielolekowej zar6wno w nowo-
tworach u ludzi, jak i u zwierzat. Najwigksze znacze-
nie wydaje si¢ mie¢ nadekspresja tej pompy w gru-
czolakorakach ptuc, jajnikow, piersi u kobiet oraz
w niektorych migsakach (37). Nadekspresje PGP
stwierdzono rdwniez w ostrych i przewlektych biatacz-
kach szpikowych, chtoniakach nieziarniczych 1 prze-
wlektych biataczkach limfatycznych (23). Co wigcej,
stwierdzono, iz przed leczeniem ekspresja PGP wy-
stgpuje u 30% chorych na ostra biataczke szpikowa,
aw przypadku nawrotu tej choroby juzu 50%. Na pod-
stawie tych obserwacji wysunigto hipoteze, ze to wtas-
nie komorki wykazujace ekspresj¢ pomp btonowych
sa odpowiedzialne za rozwdj choroby resztkowej (13).

Z oczywistych przyczyn najwigcej badan dotyczy
ekspresji PGP w nowotworach ludzkich. Pojawito si¢
jednak kilka prac opisujacych ekspresj¢ tej pompy
w nowotworach u pséw, m.in. wykazano ja azw 96,4%
badanych gruczolakorakéw i 75% gruczolakéw sutka
(15), atakze w liniach gruczolakorakéw sutka charak-
teryzujacych si¢ wysokim potencjatem do przerzuto-
wania (20). Ekspresj¢ PGP opisano takze w guzach
z komorek tucznych u psow (30) oraz w chioniakach,
gdzie ekspresja tej pompy jest podobna jak w chionia-
kach nieziarniczych u ludzi (1, 21).

Badanie ekspresji PGP przed rozpoczgciem chemio-
terapii ma ogromne znaczenie, poniewaz jej substra-
tami jest wigkszos¢ cytostatykow stosowanych w le-
czeniu nowotwordéw u ludzi, np.: daunorubicyna, do-
ksorubicyna, epirubicyna, mitoksantron (antracykliny),
winblastyna i1 winkrystyna (alkaloidy rézanecznika),
etopozyd i tenipozyd (epipodylofilotoksyny), aktyno-
mycyna D (antybiotyk), paklitaksel i docetaksel (tak-
sany) (22, 25).

Biatko opornosci wielolekowej typu 1 (MRP1)

Do 1992 roku glikoproteina P uwazana byta za je-
dyna pompe odpowiedzialng za eliminowanie lekow
z komorek nowotworowych. Jednak badania nad opor-
na na doksorubicyng linia drobnokomoérkowego raka
ptuc pozwolity na odkrycie innych pomp, m.in. MRP1
(4). Biatko opornosci wielolekowej typu 1 (MRP1),
podobnie jak biatko opornosci wielolekowej typu 3
(MRP3), transportuje substraty w postaci koniugatow
z glutationem, kwasem glukuronowym lub w postaci
koniugatow siarczanowych (2, 6, 28, 38). Ten sposob
transportu odrdznia je od PGP.
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MRP1 transportuje wiele réznych substratow, np.:
metale, antybiotyki, leki cytostatyczne, leki przeciw-
wirusowe, bilirubing, peptydy, toksyny. Niektore sub-
stancje, jak np. aflatoksyna B1 moga by¢ transporto-
wane w formie wolnej albo polaczone z glutationem.
Uwaza sig, ze poziom glutationu jest czynnikiem ogra-
niczajacym mozliwo$¢ transportu wielu substratow
przez MRP1. Za najwazniejsza fizjologiczna funkcjg
MRP1 uwaza si¢ transport leukotrienu C4 (11, 26).
Podobnie jak w przypadku PGP, ekspresja tej pompy
charakteryzuja si¢ prawie wszystkie zdrowe tkanki
ssakow, a takze wiele nowotworoéw (12). Badania
przeprowadzone u zwierzat wykazaty ekspresj¢ MRP1
w oocytach $win (41), a takze komodrkach nabtonka
jelit, komoérkach watroby i nerek u koni (42). U ludzi
opisano ekspresj¢ MRP1 w nowotworach ptuc (43),
biataczkach (12), nowotworach piersi (31), zotadka,
tarczycy (28) czy nowotworach pgcherza moczowego
(23). Badania przeprowadzone przez niemieckich na-
ukowcow dowodza, ze ekspresja MRP1 charaktery-
zuje si¢ az 100% nowotworow sutka suk (15). Wyka-
zano takze 92% podobienstwo sekwencji aminokwa-
soOw biatka MRP1 u pséw i u ludzi. Funkcja MRP1
u obu gatunkéw jest takze podobna (28). W nowo-
tworach u ludzi substratami dla tej pompy sa: meto-
treksat (antagonista kwasu foliowego z grupy antyme-
tabolitow), winblastyna i winkrystyna, etopozyd, teni-
pozyd i doksorubicyna. Wydaje sig, iz ze wzgledu na
podobiefstwo pomigdzy ludzkim a psim biatkiem spe-
cyficzno$¢ substratowa rowniez bedzie zblizona, ale,
niestety, na razie brak jest badan na ten temat.

Biatko opornos$ci wielolekowej typu 3 (MRP3)

W warunkach fizjologicznych ekspresje MRP3
stwierdzono w komorkach trzustki, watroby, jelit,
nerek oraz kory nadnerczy (12). Ciagle trwaja badania
majace na celu okreslenie, w jakich nowotworach
wystepuje ekspresja MRP3, cho¢ do tej pory stwier-
dzono ja w nowotworach trzustki (18), ostrej biatacz-
ce limfatycznej (39) i w nowotworach piersi (8). Uwaza
sig, ze substratami dla bialka opornosci wielolekowe;j
typu 3 sa: etopozyd, tenipozyd, winkrystyna, dokso-
rubicyna, cisplatyna (nieorganiczny zwiazek platyny)
1 metotreksat. Niewiele wiadomo o ekspresji MRP3
w nowotworach u psow. W 2009 r. Honsha i wsp.
wykazali ekspresje MRP3 w 96,1% ze wszystkich 75
przebadanych nowotworow sutka suk (15). Brak jest
badan nad specyficznos$cia substratowa MRP3 u psow.

Biatko opornos$ci raka sutka (BCRP)

Biatko opornosci raka sutka zostato odkryte stosun-
kowo niedawno. W warunkach fizjologicznych eks-
presj¢ BCRP stwierdzono w tozysku, komadrkach wat-
roby, jelit cienkich, ptuc, kory nadnerczy, nerek, gdzie
pelni funkcj¢ ochronng organizmu przed szkodliwy-
mi substancjami. Ekspresj¢ BCRP wykazano réwniez
w komorkach macierzystych (7, 17). Wysoka ekspre-
sj¢ BCRP stwierdzono takze w komorkach nablonka
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jelit1hepatocytach koni (42). Cho¢ wiadomo, ze BCRP
transportuje wiele lekow i metabolitow, to wciaz trwaja
badania nad poszukiwaniem nowych substratéw dla
tej pompy (7, 11). U ludzi stwierdzono ekspresje BCRP
w nowotworach piersi, jelit, zotadka 1 jajnikéw. Po-
dejrzewany jest takze udziat tego biatka w opornosci
na leki ostrych biataczek mieloidalnych (7). Substra-
tami dla BCRP jest gtownie mitoksantron, ale tez to-
potekan 1 doksorubicyna (12, 17).

Nowak 1 wsp. wykazali, ze az 85% badanych gru-
czolakorakow gruczotu sutkowego suki wykazuje eks-
presje BCRP (32), podczas gdy Honsha i wsp. stwier-
dzili ekspresj¢ tego biatka w 100% badanych nowo-
tworow sutka u psow (15). Co wigcej, autorzy dowied-
li, ze BCRP zapewnia silna opornos$¢ na doksorubi-
cyng (powszechnie stosowana w leczeniu raka piersi
u kobiet pomimo ekspresji BCRP), ale nie powoduje
opornosci na metotreksat (u ludzi metotreksat jest sub-
stratem dla BCRP) (15). Sa to doniesienia wskazujace
na pewne roznice substratowe pomigdzy nowotwora-
mi u zwierzat i u ludzi.

Adaptacja ludzkich protokotéw chemioterapii
w onkologii weterynaryjnej

Z weterynaryjnego punktu widzenia informacje do-
tyczace rozbiezno$ci pomigdzy substratami dla po-
szczeg6lnych pomp blonowych pomigdzy gatunkami
sa bardzo wazne, poniewaz podwazaja one zasadnos¢
adaptacji ludzkich protokotow chemioterapii w medy-
cynie weterynaryjnej. W przeciwienstwie do medycy-
ny ludzkiej (tab. 1), do tej pory niewiele jest wiadomo
na temat specyficznosci substratowej dla poszczeg6l-
nych pomp btonowych u zwierzat. Najlepiej poznano
ekspresj¢ pomp z nadrodziny ABC w nowotworach
sutka u suk, a informacje te pozwalaja na wstgpna
analiz¢ metod i rezultatow leczenia. Badania przepro-
wadzone przez zespol niemieckich naukowcow (35)
wykazaly, ze leczenie suk po mastektomii chemio-
terapeutykami stosowanymi u kobiet z rakiem piersi
(doksorubicyna i docetakselem) nie poprawity skut-
kéw leczenia (brak réznic w tendencji do powstawa-
nia wznowy 1 przerzutdw oraz brak réznic czasu prze-
zycia). Badania grupy brazylijskich naukowcow takze
podwazaja zasadno$¢ stosowania doksorubicyny
u psoOw z nowotworami gruczotu sutkowego, bowiem
tylko 9 z 38 nowotworow wykazalo reakcj¢ na poda-
wanie tego leku (36), natomiast u kilku psow autorzy
zaobserwowali wystapienie powaznych reakcji ubocz-
nych na lek. A zatem stosowanie ludzkiego protokotu
chemioterapii u suk po mastektomii nie tylko nie przy-
nosi dobrych skutkow, ale — co wigcej — szkodzi. Po-
wyzsze wyniki s klinicznym potwierdzeniem obser-
wacji zespotow Honshy i Nowaka (15, 32) dotycza-
cych ekspresji BCRP w wigkszo$ci nowotworow sut-
ka u suk oraz silnej oporno$ci na doksorubicyng za-
pewnlaneJ przez to biatko. U ludzi BCRP zapewma
oporno$¢ gtéwnie na mitoksantron, a w mniejszym
stopniu na doksorubicyng, dlatego jest ona powszech-
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Tab. 1. Najwazniejsze pompy blonowe wystepujace w nowo-
tworach: PGP, MRP1, MRP3 i BCRP oraz ich substraty na-
lezace do cytostatykéw u ludzi (na podstawie danych z pis-
miennictwa)

Pompa btonowa Znane substraty u ludzi

Daunorubicyna,
Doksorubicyna,
Epirubicyna,
Mitoksantron,
Winblastyna,
Winkrystyna,
Etopozyd,
Tenipozyd,
Aktynomycyna D,
Docetaksel,
Paklitaksel

(22, 25)

Doksorubicyna,
Metotreksat,
Winblastyna,
Winkrystyna,
Etopozyd,
Tenipozyd

(6, 12)

Doksorubicyna,
Cisplatyna,
Metotreksat,
Winkrystyna,
Etopozyd,
Tenipozyd

(2, 12)

Daunorubicyna,
Doksorubicyna,
Mitoksantron,
Topotekan
(7,12, 17)

Glikoproteina P
(PGP)

Biatko opornosci wielolekowej typu 1
(MRP1)

Biatko oporno$ci wielolekowej typu 3
(MRP3)

Biatko opornosci raka sutka
(BCRP)

nie stosowana w protokotach chemioterapii u kobiet
z rakiem sutka. Podobnie, niektorzy autorzy podwa-
7aja zasadno$¢ stosowania cisplatyny w przypadku no-
wotwordw sutka suk (czgsto stosowanej w leczeniu
raka piersi u kobiet), poniewaz tylko niewielka czg$¢
zwierzat reaguje na dawki tolerowane klinicznie (34).
Nie oznacza to jednak, ze lekarze weterynarii sa zu-
petnie bezradni. Optymistyczne sa doniesienia opisu-
jace poprawe czasu przezycia oraz wydluzenia czasu
do wznowy u suk po mastektomii w wyniku podawa-
nia 5-fluorouracylu oraz cyklofosfamidu (16). Wyniki
tych wstepnych i czgsto sprzecznych u roznych gatun-
kéw badan pokazuja, jak istotne z klinicznego punktu
widzenia jest doktadne poznanie ekspresji pomp bto-
nowych oraz ich substratow u zwierzat. Nalezy takze
przestrzec przed zbyt swobodnym przenoszeniem ludz-
kich protokotéw chemioterapii na grunt weterynaryj-
ny bez podstaw naukowych. Pozwoli to postgpowac
zgodnie z naczelng lekarska zasada etyczna: primum
non nocere.
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