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Streszczenie: Bialko ABCC1 zostalo po raz pierwszy wyizolowane w 1992 roku z linii komérkowej raka
drobnokomoérkowego ptuc H69AR. Nalezy do nadrodziny transporterow ABC. Liczne badania potwi-
erdzity kluczowa role biatka ABCC1 w procesach fizjologicznych, jak np. transport leukotrienow cystei-
nylowych LTC4 czy wydalanie sprzezonej z glutationem aflatoksyny B1. Niemniej istotny pozostaje
udziat tego biatka w patogenezie opornosci komoérek nowotworowych na liczne leki stosowane w che-
mioterapii. Celem pracy bylo zebranie wiedzy na temat budowy i ekspresji genu ABCC1 oraz budowy,
funkcji, ekspresji i znaczenia klinicznego kodowanego przez ten gen bialka ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem nOwotworow.

Stowa kluczowe: gen ABCC1, biatko ABCC1, oporno$¢ wielolekowa, nowotwor

Summary: ABCC1 protein was first isolated in 1992 from a cell line of small cell lung cancer H69AR. It
belongs to the superfamily of ABC transporters. Numerous studies have confirmed the ABCC1 protein
crucial role in physiological processes, such as transport of cysteinyl leukotrienes LTC4 or excretion
of conjugated with glutathione aflatoxin B1. No less important is the participation of this protein in the
pathogenesis of tumor cell resistance to multiple drugs used in chemotherapy. The aim of this article was
to collect knowledge about the structure and expression of ABCC1 gene and the construction, function,
expression and clinical significance of protein encoded by this gene with particular emphasis on cancer.
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ODKRYCIE BIALKA ABCC1

Biatko ABCC1 zostato zidentyfikowane w 1992 roku przez Cole S. P. i wsp.
w linii komorkowej drobnokomdrkowego raka ptuc H69AR, wykazujacej opor-
nos$¢ wielolekowa na alkaloidy Vinca, epipodofilotoksyny (np. etopozyd), dokso-
rubicyne, daunorubicyne i epirubicyne¢ oraz mitoksantron [10]. Autorzy w badane;j
linii komorkowej nie wykryli nadekspresji glikoproteiny P, typowej dla wiekszo-
$ci linii komorek nowotworowych opornych na leki stosowane w chemioterapii.
Wyizolowali oni gen ABCCI 1 stwierdzili, ze koduje biatko ztozone z 1522 ami-
nokwasow. Zaobserwowali, ze biatko to wykazuje okoto 100-200-krotnie wicksza
ekspresje w opornej na chemioterapeutyki linii H69AR w stosunku do linii wraz-
liwej H69 i przejawia cechy biatka transportowego. Wowczas zostalo ono okre-
slone przez autoréw jako MRP1 (ang. Multidrug Resistance-associated Protein 1)
i zakwalifikowane do nadrodziny transporterow ABC. Gen ABCCI zmapowano
w chromosomie 16 w locus 16p.31. Utrata amplifikacji genu ABCCI prowadzita
do powrotu wrazliwosci linii komérkowej H69AR na chemioterapeutyki [10].

W 1993 roku dokonano korekty sekwencji biatka ABCC1, ustalajac wlasciwy
ciag 1531 aminokwasoéw o masie 172 kDa. Biatko to zakwalifikowano do nadro-
dziny transporteréw ABC (ang. ATP-Binding Cassette proteins). Jest ono czton-
kiem podrodziny C (ang. Multidrug Resistance-associated Proteins family, MRP),
odpowiadajacej za opornos¢ wielolekowa komodrek nowotworowych [11, 12].

BUDOWA I EKSPRESJA GENU ABCC1

Struktura genu ABCC/ zostata opisana w 1997 roku przez Grant C. E. i wsp.
[19]. Gen ten posiada dtugos¢ 193498 par zasad. W jego sktad wchodzi 31 eks-
onow. W pracy opisano takze wiele wariantow alternatywnego sktadania genu,
ktore zachowujg oryginalng otwarta ramke odczytu. Organizacja uktadu eksonow
1 intronow jest wysoce konserwatywna i wykazuje podobienstwo z genem CFTR,
kodujacym biatko tworzace kanat chlorkowy w blonie komoérkowej, nalezace do
tej samej podrodziny transporteréw ABC co biatko ABCCI1 [19, 37].

Wedtug danych z bazy UniProt, gen ABCCI wytwarza 12 wariantow tran-
skrypcyjnych na drodze alternatywnego sktadania genu, a 9 z nich koduje prawi-
dtowe biatka [6].

Izoforma 1 o nazwie Allexons jest forma podstawowa, zbudowang z 1531
aminokwasow o masie 171591 Da. Izoforma 2 — Delexon-17, pozbawiona jest
eksonu 17 (aminokwasy 706-764), sktada si¢ z 1472 aminokwaséw i ma masg
164971 aminokwasow. Delexon-18 to nazwa izoformy 3, pozbawionej eksonu
18 (aminokwasy 765-820), ztozonej z 1475 aminokwasdéw o masie 165569 Da.
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Izoforma 4 — Delexon 30 powstaje przez wycigcie eksonu 30 (aminokwasy 1431-
1495), zbudowana jest z 1466 aminokwaséw o masie 164304 Da. Delexon-17-18
to nazwa izoformy 5 pozbawionej eksonow 17 i 18, majacej mase 158949 Da
i ztozonej z 1416 aminokwasow. Izoforme 6 okreslono mianem Delexon-17-30,
nie posiada ona eksonoéw 17 i 30, sktada si¢ z 1407 aminokwasow o masie 157683
Da. Izoforma 7 o nazwie Delexon-18-30 pozbawiona jest eksonow 18 i 30, ztozo-
na jest z 1410 aminokwasow i ma mas¢ 158282 Da. Delexon-17-18-30 to nazwa
izoformy 8, powstalej przez wyciecie eksonow 17, 18 i 30, zbudowanej z 1351
aminokwasow o masie 151661 Da. [zoforma 9 jest wigksza od pozostatych, skta-
da si¢ z 1541 aminokwasow o masie 172640 Da. Dodatkowe 10 aminokwasow
jest wbudowane w pozycji 882 aminokwasu [6, 19].

Znaczenie tej ilosci izoform biatka ABCC1 nie zostalo poznane. Panuje po-
glad, ze wytwarzanie wariantow alternatywnego skladania nie jest regulowanym
procesem biologicznym, lecz odzwierciedla naturalng czgstotliwo$¢ bledow pod-
czas procesu usuwania intronow i taczenia eksonow z prekursorowego RNA [19].

BUDOWA I FUNKCJA BIALKA ABCC1

Biatko ABCCI jest pelnym transporterem, zawiera 3 hydrofobowe domeny
przezblonowe ABC typu 1 (ang. Membrane-Spanning Domain, MSD) i 2 hydro-
filowe, cytoplazmatyczne domeny wiazace nukleotydy (ang. Nucleotide-Binding
Domain, NBD). Domeny te uktadajg si¢ w nastepujacej kolejnosci: MSD1-MSD-
2-NBD1-MSD3-NBD2 [19, 41].

Domeny NBD sa wysoce konserwatywne, wykazujg 30-40% podobienstwo
rdzenia ztozonego z okoto 200 aminokwaséw pomigdzy ré6znymi biatkami nale-
zacymi do nadrodziny ABC [25]. Gléwnym zadaniem domeny NBD jest wigza-
nie i hydroliza ATP. Energia pochodzaca z tego procesu jest wykorzystywana do
transportu substratow przez biatko ABCCI1 [25]. W obrebie domeny NBD wyr6z-
niono 2 motywy sekwencyjne, nazwane ,,Walker A” i,,Walker B”. Sg one kry-
tyczne dla aktywnosci ATP-azy. Ponadto pomigdzy motywami Walker A i Walker
B wystepuje konserwatywna 14-aminokwasowa sekwencja nazwana motywem C,
charakterystyczna dla biatek z nadrodziny ABC [25].

W przeciwienstwie do domen NBD, domeny MSD wykazujg znaczne rdzni-
ce w budowie pomigdzy poszczegdlnymi biatkami nadrodziny ABC. Wigkszo$¢
posiada 4-6 helis przezbtonowych. Réznice w budowie tych domen pomiedzy po-
szczegdlnymi biatkami ABC warunkujg specyficzno$¢ substratowg [25].

Biatko ABCCI1 posiada 2 cechy odrozniajace je od innych cztonkéw nadro-
dziny ABC. Pierwsza odnosi si¢ do struktury kofica -NH, w obrgbie domeny
NBDI. Polega na delecji fragmentu zlozonego z 13 aminokwasow, zlokalizowa-
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nego pomiedzy motywami Walker A i Walker B. Fragment ten jest obecny w ob-
rebie domeny NBD?2 zlokalizowanej blizej konca -COOH biatka ABCC1. Delecja
ta zmniejsza odstgp pomiedzy motywami Walker A i Walker B i ma wplyw na
strukture 1 aktywno$¢ domeny NBD1 [10, 25]. Druga cechg charakterystyczng dla
biatka ABCCI jest jego wielkos¢. Wiekszos$¢ petnych transporterow z nadrodzi-
ny ABC zawiera 4 domeny strukturalne — po dwie domeny NBD i MSD. Biatko
ABCCI1 zawiera trzecig dodatkowa domen¢ MSD zlokalizowang blisko konca-
-NH,, ztozong z okoto 250 aminokwaséw [19, 25, 41].

Badania nad struktura drugorz¢dowa biatka ABCC1 wykazaty, ze niedojrza-
fa forma ulega modyfikacji posttranslacyjnej poprzez glikozylacje w pozycjach
Asnl19, Asn23 i Asn1006. Biatko to posiada 5 przezbtonowych segmentéw w ob-
rebie domeny MSD1, 6 w obrebie domeny MSD2 oraz 6 w obrgbie domeny MSD3
[6]. Glikozylacja w pozycjach Asnl19 1 Asn23 oraz w pozycji Asn1006 odpowiada
odpowiednio za lokalizacj¢ konca -NH, (pierwsza petla przezblonowej domeny
MSD1) oraz petli taczacej 2 pierwsze segmenty przezblonowe domeny MSD3
pozakomorkowo, na zewnatrzcytoplazmatycznej powierzchni btony komorkowe;j
[24]. Moze to mie¢ kluczowe znaczenie dla funkcji biatkka ABCC1, jak chocby
transport leukotrienéw cysteinylowych C4, w ktérym uczestniczy domena MSD1
[25]. Donoszono takze o 2 kolejnych potencjalnych miejscach glikozylacji, tj.
Asn354 w obrgbie domeny MSD2 i Asnl156 w obrgbie domeny MSD3, jednak
przeprowadzone badania wykazaly brak mozliwosci skutecznego dzialania gluko-
zylotransferazy w tych pozycjach z powodu obecnosci w sgsiedztwie aminokwa-
soOw o ujemnym tadunku oraz brak zgodnosci tych miejsc z powszechnie przyje-
tym modelem struktury drugorzedowej biatka ABCC1 [25].

Biatko ABCC1 wystegpuje naturalnie w ptucach, jadrach, nerkach, jadrach komo-
rek jednojadrzastych krwi obwodowej, migsniu sercowym i mig$niach szkieletowych,
a takze w matym stezeniu w neuronach, astrocytach, komorkach watroby, §ledziony,
gruczotow §linowych, macicy itozyska [25]. Wykazano nadekspresje¢ tego biatka
w duzej liczbie wielolekoopornych linii komérkowych pochodzacych z nowotwordw
ptuc, zotadka, okre¢znicy, piersi, pgcherza moczowego, gruczotu krokowego, tarczycy,
szyjki macicy, a takze we witokniakomigsakach, glejakach, nerwiaku zarodkowym,
czerniaku zlosliwym oraz w roznych typach biataczek [7, 15, 25, 40].

Wewnatrzkomoérkowo biatko ABCC1 lokalizuje si¢ glownie w pecherzykach
cytoplazmatycznych i okotojadrowych podobnych do aparatu Golgiego, zawiera-
jacych transportowane substancje, a takze w aparacie Golgiego i btonie komor-
kowej [45, 50].

Dobrze poznang funkcjg biatka ABCCI1 jest transport leukotrienéw cysteiny-
lowych LTC4. Leukotrieny C4 pochodzg z serii przeksztalcen kwasu arachido-
nowego, ktorych koncowym etapem jest sprz¢zenie z glutationem. Sa waznym
mediatorem chemicznym odpowiedzi zapalnej w szlaku przekazywania sygnatlu
za posrednictwem receptora, ktory kontroluje przepuszczalno$¢ naczyn krwiono-
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$nych i skurcz mie$ni gladkich. Biatko ABCC1 zostato zidentyfikowane w liniach
komorkowych komoérek tucznych myszy wydzielajacych LTC4 [32, 42]. Badania
transportu pecherzykoéw przez btony komorkowe komorek transfekowanych ge-
nem ABCC]I potwierdzily, ze biatko to jest gtdbwnym aktywnym transporterem
LTC4 [31].

Od momentu odkrycia, ze biatko ABCCI transportuje leukotrieny cysteinylo-
we C4, pojawity si¢ liczne doniesienia o ATP-zaleznym transporcie przez to bial-
ko wielu endogennych i egzogennych sprzezonych anionéw organicznych do we-
wnatrz i na zewnatrz blony komorkowej komorek wykazujacych jego nadekspresje
[17, 26]. Do substratow biatka ABCC1 zaliczaja si¢ m.in. glukuronidy bilirubiny,
17B-D-glukuronid 17p-estradiolu, sole zétciowe skoniugowane z glukuronidami
i siarczanami, dwusiarczek glutationu, sprzgzone z glutationem prostaglandyny A2
oraz zredukowane foliany [27, 28]. Biatko ABCCI1 jest niezdolne do bezposred-
niego transportu produktéw przemiany lekow przeciwnowotworowych. Do takiego
transportu niezbedne jest ich sprzezenie z glutationem, glukuronidami lub innymi
substancjami [30, 33]. Tym samym chemioterapeutyki, nawet w bardzo duzych ste-
zeniach sg bardzo stabymi inhibitorami biatka ABCCI1 [34].

Biatko ABCCI1 posredniczy w wydal aniu poza komoérke sprz¢zonej z glu-
tationem aflatoksyny B1 [22]. Afl atoksyna B1 jest mykotoksyng produkowana
przez niektore gatunki grzyba Aspergillus. Po wniknigciu do organizmu jest ona
przeksztatcana za posrednictwem cytochromu P450 w silnie mutagenny i kance-
rogenny 8,9-epoksyd aflatoksyny B1. Endo- i egzogenne epoksydy ulegaja detok-
sykacji za posrednictwem enzymu S-transferazy glutationu (GST), ktora warun-
kuje ich sprzeganie z glutationem. Koniugaty te sg nastepnie aktywnie wydalane
z komorki za posrednictwem biatka ABCC1 [22, 35].

Nadekspresja biatka ABCC1 prowadzi do opornosci na liczne leki stosowa-
ne w chemioterapii nowotworow. Sg to: metotreksat, podofilotoksyny (etopozyd,
tenipozyd), antracykliny (doksorubicyna, daunorubicyna, epirubicyna), alkaloidy
Vinca (winblastyna, winkrystyna), irynotekan i mitoksantron [14, 35, 39, 48].

Davey R.A. i wsp. badali wplyw ekspozycji linii komérkowej ludzkiej bia-
taczki limfocytarnej CCRF-CEM na chemioterapeutyk z grupy antracyklin — epi-
rubicyne [13]. Zaobserwowano, ze dodanie ponizej 50 ng epirubicyny na kazdy
mililitr medium hodowlanego prowadzito do rozwoju opornosci krzyzowej na
antracykliny (doksorubicyne, daunorubicyng i epirubicyng) oraz etopozyd (lek
z grupy podofilotoksyn). Ekspozycja na 100-1000 ng epirubicyny na kazdy mili-
litr medium hodowlanego skutkowata selekcja klonu komdérkowego o zwiekszo-
nej ekspresji genu ABCCI, cechujacego si¢ wzmozong oporno$cig na antracykli-
ny i etopozyd oraz wyksztatceniem opornosci na alkaloid Vinca — winkrystyne.
Mechanizm oporno$ci powigzano ze zmniejszeniem kumulacji dodawanych do
medium hodowlanego lekéw wewnatrz komodrek oraz z zaburzeniem interakcji
pomiedzy ekspresja biatka ABCC1 a metabolizmem glutationu [13].
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Morrow C.S. i wsp. badali komoérki raka piersi liniit MCF7 pozbawione eks-
presji biatka ABCC1 oraz transdukowane wektorem retrowirusowym i wykazu-
jace nadekspresje¢ tego biatka (linie MCF7/MRP1-10, MCF7/MRP1-M6 i MCF7/
MRP1-M24) [39]. Zaobserwowali, ze linie 0 wzmozonej ekspresji biatkka ABCC1
wykazywaly oporno$¢ na mitoksantron. Mechanizm opornosci polegat na zmniej-
szeniu wewnatrzkomorkowego stezenia tego leku w komoérkach nowotworu. Do-
danie inhibitora biatka ABCC1 prowadzilo do wzrostu wewnatrzkomérkowego
stezenia mitoksantronu i odwrocenia opornosci. Badanie pecherzykow btono-
wych wykazato, ze biatkko ABCC1 przenosi mitoksantron poza komorke na dro-
dze transportu zaleznego od ATP i w sprzg¢zeniu z glutationem [39].

Koike K. i wsp. badali wptyw ekspozycji komodrek na epipodofilotoksyny
(etopozyd i tenipozyd) i jej zwiazek z nadekspresjg genu 4BCCI [29]. Komor-
ki linii raka jamy nosowo-gardlowej (KB) poddawano stopniowej ekspozycji na
tenipozyd (VM26), dokonujac selekcji 2 klondéw opornych na epipodofilotoksy-
ny — KB/VM-1 i KB/VM-4. Zaobserwowano, ze komorki tych klonow wykazu-
ja zmniejszong akumulacj¢ metabolitu etopozydu ([3H]VP16) oraz zwigkszong
ekspresje genu ABCCI. Poprzez stopniowa ekspozycje linii komorkowej KB na
etopozyd (VP16) dokonano selekeji kolejnego klonu komoérkowego opornego na
epipodofilotoksyny — KB/VP-4. Linia ta cechowata si¢ zmniejszong akumulacja
metabolitu etopozydu ([3H]VP16) i wzmozona ekspresja genu ABCCI. Podobne
wyniki uzyskano, wytwarzajac oporng na epipodofilotoksyny lini¢ ludzkich ko-
morek glejaka — IN157/VP-1. Linia ta takze przejawiata zmniejszong akumulacje
metabolitu etopozydu ([3H]VP16) i nadekspresje genu ABCCI. Wyniki potwier-
dzity zwiazek wzmozonej ekspresji genu ABCC/ z opornoscig na epipodofilotok-
syny — etopozyd i tenipozyd [29].

Bakos E. i wsp. badali ekspresj¢ biatek ABCC1 i MRP2 w zakazonych ba-
kulowirusem komorkach jajnika owada Spodoptera frugiperda (linia komorko-
wa Sf9) oraz mierzyli zalezny od ATP transport znanych substratow tych biatek
(leukotriendw cysteinylowych LTC4 i N-etylomaleimidu sprz¢zonego z gluta-
tionem) i metotreksatu w wyizolowanych z komoérek jajnika pecherzykach bto-
nowych [5]. Autorzy ci w poprzednich badaniach wykazali skuteczng ekspresje
ludzkiego biatka ABCC1 w zakazonych bakulowirusem komorkach owadow
oraz podobienstwo tego modelu badania jego funkcji do opartego na komorkach
ssakow. Wykazano aktywny transport poza komorke leukotrienow LTC4 i N-ety-
lomaleimidu przez oba biatka z wigkszym powinowactwem substratowym do
bialka ABCCI1. Oba biatka rowniez aktywnie transportowaly metotreksat, cho¢
bardziej efektywnie biatlko MRP2. Wykazano, ze efektywno$¢ zaleznego od ATP
transportu substratow sprze¢zonych z glutationem przez oba badane biatka moze
by¢ skutecznie modulowana przez aniony organiczne. Podanie probenecydu, sul-
finpirazolu, indometacyny, furosemidu czy penicyliny G znacznie zwigkszato ak-
tywno$¢ ATP-azy bialka MRP2 i hamowato hydroliz¢ ATP przez biatko ABCCI.
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Aktywno$¢ ATP-azy biatka ABCC1 zawartego w pecherzykach btonowych byta
skutecznie pobudzana przez sprzgzony z glutationem N-etylomaleimid. Wyniki
dowodza, ze biatko ABCC1 jest bardziej skutecznym od biatka MRP2 transporte-
rem substratow sprzezonych z glutationem, a biatko MRP2 bardziej skutecznym
transporterem anionéw organicznych, jak np. leki moczopedne czy antybiotyki.
Oba bialka sg takze zdolne do wydalania metotreksatu poza komorke [5].

Chen Z.S. i wsp. badali wptyw biatka ABCC1 na oporno$¢ na irynotekan [9].
W tym celu transfekowali genem ABCCI komorki ludzkiego raka naskérkowe-
go linii KB-3-1, uzyskujac linigc KB/MRP oraz poprzez odpowiednie modyfika-
cje chemiczne wytworzyli lini¢ komorek C-A120 wywodzacg si¢ z linii KB-3-1,
oporng na adriamycyng i pozbawiong ekspresji glikoproteiny P. Obie linie wyka-
zywaly nadekspresje biatka ABCC1 1 wykazywaty oporno$¢ na irynotekan (CPT-
11) oraz jego aktywny metabolit — SN-38. Dodanie analogu pirydyny PAK-104P,
ktory odwraca oporno$¢ na paklitaksel i doksorubicyne lub selektywnego anta-
gonisty receptora dla leukotrienow LTD4 bedacego inhibitorem biatka ABCC1
prowadzito do odwrocenia opornos$ci na irynotekan [9].

Okoto 20 % pacjentow chorujacych na przewlekla biataczke szpikowa (CML)
nie odpowiada na zastosowanie inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI) wskutek
rozwoju pierwotnej lub nabytej opornosci. Gromicho M. i wsp. badali role biatka
ABCC1 w rozwoju opornosci komorek przewlektej biataczki szpikowej na inhibi-
tory kinazy tyrozynowej — imatynib i dasatynib [21]. Komorki linii K562 poddawa-
no ekspozycji na rosnace st¢zenia imatynibu i dasatynibu, uzyskujac klony oporne.
Wraz z wydhuzajacym si¢ czasem ekspozycji komorek linii CML na leki wykony-
wano kolejne badania ekspresji genu ABCCI metodag PCR w czasie rzeczywistym.
Nie zaobserwowano wzmozonej ekspresji genu ABCCI w miar¢ wydtuzania czasu
ekspozycji na inhibitory kinazy tyrozynowej. Wywnioskowano, ze biatko ABCCl1
nie bierze udzialu w powstawaniu oporno$ci na imatynib i dazatynib [21].

Nadekspresja biatka MRP1 i glikoproteiny P nie wykluczaja si¢ wzajemnie i cze-
sto wspolwystepuja one ze soba. Zaobserwowano, ze mechanizm lekoopornosci
zwigzany z nadekspresja biatka ABCCI (i ewentualnie topoizomerazy II) jest akty-
wowany w obecnosci nizszych stezen leku, a zwiazany z nadekspresja glikoproteiny
P w obecnosci wyzszych stezen [8, 16, 51].

SKUTKI UNIECZYNNIENIA GENU ABCC1

Wijnholds J. i wsp. w 1997 roku za pomoca technologii zarodkowych komorek
macierzystych wygenerowali myszy z niedoborem biatka ABCC1 [47]. Myszy ho-
mozygotyczne wzgledem zmutowanego allelu — Mrp (-/-) rodza si¢ zywe i sg plod-
ne. Przejawiajg natomiast znacznie ostabiong reakcj¢ na bodziec zapalny. Defekt
ten powigzano ze zmniejszeniem wydzielania leukotrienow C4 (LTC4) z komorek
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je syntetyzujacych. Ponadto myszy knock-out Mrp (-/-) wykazuja nadwrazliwo$¢ na
etopozyd, co potwierdzito role biatka ABCC1 w mechanizmie lekoopornosci [47].

Lorico A. i wsp. wygenerowali myszy homozygotyczne z uszkodzonym ge-
nem ABCCI, catkowicie pozbawione ekspresji biatka ABCCI1, wykorzystujac
embrionalne komorki macierzyste [36]. Myszy nie wykazywaty zaburzen fizjolo-
gicznych. Ich ptodnos¢, Zzywotno$é oraz parametry hematologiczne i biochemicz-
ne nie przejawiaty roznic w pordwnaniu z myszami Mrp (+/+). Myszy knock-out
Mrp (-/-) wykazywaty dwukrotnie zwiekszong wrazliwo$¢ na fosforan etopozydu
niz myszy zdrowe. Zaobserwowano u nich podwyzszone tkankowe poziomy glu-
tationu w gruczole piersiowym, ptucach, sercu, nerkach, okreznicy, migsniach, jg-
drach, komoérkach szpiku kostnego, erytrocytach i leukocytach krwi obwodowe;j.
Zwigkszenie stezenia glutationu nie wigzato si¢ ze zwigkszeniem aktywnosci syn-
tazy gamma-glutamylocysteiny, enzymu ograniczajacego szybko$¢ syntezy gluta-
tionu. Wyniki badan pokazuja, ze biatko ABCC1 nie jest istotne w prawidtowym
rozwoju i wzro$cie organizmu, ale odgrywa rol¢ w detoksykacji i metabolizmie
lekow sprzeganych z glutationem [37].

Schultz M.J. i wsp. badali rol¢ biatka ABCC1 w obronie organizmu przed
zapaleniem ptuc [43]. W tym celu zaszczepili donosowo myszy knock-out mrpl
(-/-) oraz myszy typu dzikiego bakteria Streptococcus pneumoniae. Myszy knoc-
k-out wykazywaly zmniejszony rozwo6j pneumokokoéw w plucach oraz znacznie
zmniejszong $miertelnos¢. Czas przezycia myszy zmutowanych byl poréwnywal-
ny z czasem przezycia myszy typu dzikiego, ktorym podano inhibitor aktywacji
biatka 5-lipooksygenazy — MK-886, niezb¢dnego w metabolizmie leukotrienow
C4. W poptuczynach oskrzelowych myszy mrpl (-/-) zaobserwowano wyzsza
koncentracj¢ leukotriendéw B4 (LTB4). Odgrywaja one kluczowa rol¢ w ochro-
nie przed infekcja w miejsce leukotrienéw C4, ktérych stezenie byto obnizone
w plucach z powodu ich gromadzenia si¢ wewnatrzkomorkowo 1 hamowania wy-
twarzajacej je syntazy LTC4. Podanie antagonisty leukotrienow LTB4 znosito ich
wplyw na przezywalnos¢ [43].

Astrocyty, wykazujace ekspresje biatka ABCCI1, dziatajg ochronnie na mézg,
ostaniajac go przed szkodliwym wpltywem roéznych substancji, m.in. nieskoniu-
gowanej bilirubiny. Nieskoniugowana bilirubina moze powodowac encefalopatig
poprzez uszkadzanie neuronow i astrocytéw u noworodkéw z zéttaczkg. Gennuso
F. 1 wsp. badali ekspresj¢ biatka ABCC1 w hodowlach komorek astrogleju myszy
[18]. Zaobserwowano, ze w prawidlowych astrocytach biatko ABCC1 lokalizuje
si¢ w obrgbie aparatu Golgiego. Ekspozycja astrocytéw na nieskoniugowang bili-
rubing prowadzita do gwattownej redystrybucji biatkka ABCC1 z aparatu Golgie-
go poprzez cytoplazme do btony komdrkowej, co chronito astrocyty przed uszko-
dzeniem. Podanie inhibitora aktywnosci biatka ABCC1 powodowato zaburzenia
w dziataniu i przemieszczaniu tego biatka z aparatu Golgiego do btony komorko-
wej, a w efekcie do uszkodzenia astrocytow [18].
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ZNACZENIE EKSPRESJI GENU ABCCI 1 KODOWANEGO
PRZEZ NIEGO BIALKA W PATOLOGII NOWOTWOROW

Auner V.1 wsp. badali ekspresje genow kodujacych 9 transporterow ABC w 50
probkach raka jajnika i 50 probkach tkanek niezto§liwych jajnika metodg PCR
w czasie rzeczywistym [3]. Zaobserwowano istotne statystycznie zwigkszenie
ekspresji genow ABCCI, ABCC2, ABCC3 i ABCB3 w tkankach raka w stosunku
do zmian tagodnych. Ponadto wykazano istotng statystycznie rdéznice pomigdzy
ekspresja tych genow w rakach pierwotnych i nawrotowych. Zmiana ekspresji
pomiedzy zmianami tagodnymi a pierwotnymi rakami byta niewielka i nieistot-
na statystycznie. Wywnioskowano, ze powyzsze 4 transportery moga odgrywacé
role w opornosci wielolekowej raka jajnika. Ekspresja genow ABCCI, ABCC2,
ABCC3 i ABCB3 byta niewielka w guzach pierwotnych, nie poddawanych che-
mioterapii i rosta po kontakcie guza z lekami stosowanymi w chemioterapii, co
wskazuje na role chemioterapeutykow w indukcji ekspresji genéw odpowiedzial-
nych za oporno$¢ wielolekowg [3].

Hendig D. i wsp. przeanalizowali ekspresje¢ 47 transporterow ABC w linii ko-
morkowej siatkbwczaka Y79 przy pomocy macierzy o niskiej gestosci [23]. W ba-
danej linii wykazano ekspresje 31 genow kodujacych transportery ABC. 11 z nich
wykazywalo co najmniej dwukrotnie wigkszg ekspresj¢ w stosunku do kontroli,
ktorag stanowito RNA wyizolowane z roznych tkanek, w tym gen ABCCI. Pozo-
state geny o wyzszej ekspresji to ABCA7, ABCA12, ABCB7, ABCBI10, ABCC4,
ABCD3, ABCEI, ABCF1, ABCF2 i ABCF3. Ekspresje transporterow ABC kodo-
wanych przez ww. geny na poziomie biatka potwierdzono, obserwujac wyptyw
kalceiny z komorek siatkowczaka [23].

Greaves W. iwsp. analizowali ekspresje¢ 5 transporterow ABC (ABCBI,
ABCCI1, ABCC2, ABCC3 i ABCG2) przy pomocy metod immunohistochemicz-
nych w 103 probkach guza uzyskanych od pacjentow chorujacych na klasyczne-
go chloniaka Hodgkina przed rozpoczeciem chemioterapii [20]. Ekspresje biatka
ABCCI1 wykazano w komorkach Hodgkina i Reed-Sternberga (HRS) w 16 z 82
analizowanych przypadkéw (19,5%). Ekspresja biatka ABCC1 byla zwigzana
z oporno$cig na pierwsza lini¢ leczenia oraz na granicy istotno$ci statystycznej
z nieznacznie krotszym czasem przezycia wolnym od nawrotu. Wielowymiarowa
analiza po uwzglednieniu poziomu hemoglobiny i albumin oraz wieku wykazata, ze
pacjenci z chtoniakiem Hodgkina zawierajacym komorki HRS wykazujace ekspre-
sje biatka ABCC1 przejawiali wieksze ryzyko braku odpowiedzi na leczenie [20].

Srimunta U. i wsp. badali ekspresj¢ 9 genow kodujacych transportery ABC
(ABCBI1, ABCBI11, ABCCI1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC6, ABCCI11 1 ABCG2)
metodg PCR w czasie rzeczywistym w 55 mrozonych tkankach raka przewodoéw
z6tciowych (tac. cholangiocarcinoma, ang. Intrahepatic Cholangiocarcinoma,
ICC) 128 mrozonych tkankach prawidlowej watroby [44]. Wykazano ekspresje
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4 genow: ABCCI, ABCC2, ABCC3 1 ABC(4. Tylko ekspresja genu ABCCI byta
istotnie statystycznie wyzsza w tkankach raka drég zotciowych w porownaniu do
zdrowej tkanki i korelowata ze znacznym skroceniem catkowitego czasu przezycia.
Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze ekspresja genu ABCC1 moze stanowi¢ mar-
ker prognostyczny rokowniczo niekorzystny w raku przewodow zotciowych [44].

Bagnoli M. i wsp. badali role prognostyczng ekspresji biatek ABCC1 i ABCC4
w komorkach raka jajnika [4]. Analizg objeto 127 pacjentek z rakiem jajnika w r6z-
nym stadium zaawansowania klinicznego. Ekspresje biatek ABCC1 i ABCC4 oce-
niano immunohistochemicznie za pomocg mikromacierzy tkankowych w probkach
nowotworowych pobranych w czasie wstepnej operacji zwiadowczej. Wykazano
zwigzek pomigdzy ekspresjg biatka ABCCI1 a stopniem zlosliwosci histologiczne;j
(ang. grading). Analiza wieloczynnikowa ukazata niekorzystny wpltyw ekspres;ji
biatka ABCC4 na prawdopodobienstwo naw rotu choroby. Wywnioskowano, ze
ekspresja biatka ABCC1 moze stanowi¢ marker agresywnosci raka jajnika, a eks-
presja biatka ABCC4 wskazywac na niekorzystne rokowanie [4].

Martin-Broto J. i wsp. oceniali ekspresje genow ABCB1, ABCCI1 i GSTP1I (ko-
dujacego S-transferaze glutationu pi) na poziomie mRNA metodg PCR w czasie
rzeczywistym i na poziomie biatka (metoda immunohistochemiczna) w migsakach
tkanek migkkich konczyn i tutowia [38]. Badania prowadzono na wycinkach
migsakow pobieranych podczas biopsji w czasie diagnostyki. Do eksperymentu
wiaczono 102 pacjentdow. Zostata wdrozona adiuwantowa chemioterapia wedtug
schematu epirubicyna-ifosfamid. W okre sie obserwacji, ktérego mediana wy-
niosta 68 miesi¢cy, nawrdot odnotowano u 41 chorych, a zgon u 37. W przypad-
ku wykrycia ekspresji genu ABCC/ 5-letni okres wolny od nawrotu odnotowano
u 33% pacjentow, a w przypadku braku ekspresji genu ABCCI u 65%. Obecnos¢
biatka ABCC1 wigzala si¢ z mniejszym odsetkiem osob, ktore osiagnety 5-letni
okres wolny od nawrotu — 23% (okres ten osiggngto odpowiednio 63% pacjentow
nie wykazujacych ekspresji biatka ABCC1). Réwnoczesna ocena ekspresji biat-
ka ABCCI i kodujacego je genu byta jedynym niezaleznym czynnikiem progno-
stycznym, zaréwno dla okresu wolnego od nawrotu, jak i przezycia calkowitego.
Wywnioskowano, ze rownoczesna ocena ekspresji genu ABCCI i biatka ABCC1
ma znaczenie prognostyczne u pacjentow ze zlokalizowanym migsakiem tkanek
migkkich leczonych chemioterapig oparta na schemacie antracyklinowym, ktory
jest standardowa pierwsza linig terapii tych nowotwordéw [38].

Warta R. 1 wsp. badali ekspresje¢ transporterow ABC w komorkach raka pta-
skonabtonkowego glowy i szyi w IV stadium zaawansowania klinicznego na po-
ziomie gendéw przy uzyciu techniki ilo§ciowej reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym (40 probek) oraz na poziomie biatka przy uzyciu mikromacierzy tkankowej
(61 probek) [46]. Oceniano wptyw ekspresji na czas przezycia wolny od progresji
oraz na catkowite przezycie. Zaobserwowano tendencj¢ do obnizenia ekspresji
transporterow ABC w komoérkach raka w porownaniu do normalnego nabtonka.
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Wysoka ekspresja mRNA genu 4BCBI w komorkach nowotworowych wigza-
la si¢ z korzystnym wptywem na dlugos$¢ czasu przezycia wolnego od progresji
oraz na catkowite przezycie. Podobne wyniki uzyskano dla ekspresji mRNA genu
ABCCI. Ekspresja genu ABCG2 nie korelowata z czasem przezycia. Wyniki bada-
nia przemawiajg przeciwko intuicyjnemu traktowaniu wysokiej ekspresji genow
ABCBI i ABCC1 jako niekorzystnego czynnika rokowniczego, wptywajacego na
skrocenie czasu przezycia wolnego od nawrotu oraz catkowitego czasu przezycia
w raku ptaskonabtonkowym gltowy i szyi [46].

Atalay C. 1 wsp. badali ekspresj¢ genow ABCB1 1 ABCCI przy uzyciu metody
PCR w czasie rzeczywistym oraz kodowanych przez nie bialek (glikoproteiny P
i ABCC1) przy uzyciu metody immunohistochemicznej w tkankach miejscowo
zaawansowanego raka piersi pochodzacych od 25 pacjentek zarowno przed, jak
i po chemioterapii [1]. Brak odpowiedzi na chemioterapi¢ odnotowano u 5 cho-
rych. 4 z nich rozwinety ekspresj¢ genu ABCBI po zastosowaniu chemioterapii.
U 9 pacjentek po chemioterapii wykazano ekspresje¢ glikoproteiny P. Zarowno
indukcja ekspresji genu ABCBI, jak i glikoproteiny P po zastosowaniu chemio-
terapii wigzaty si¢ z brakiem klinicznej odpowiedzi na leczenie. Ekspresje genu
ABCCI wykazano u 80% pacjentek nie reagujacych na chemioterapie. Nie wyka-
zano jednak korelacji pomigdzy ekspresja genu ABCC/ a kliniczna odpowiedzia
na lek [1].

W dalszych badaniach Atalay C. i wsp. podje¢li probe oceny indukcji ekspre-
sji genow ABCBI i ABCCI podczas chemioterapii na dtugos¢ okresu wolnego
od choroby oraz catkowite przezycie [2]. Badaniem objeto 25 pacjentek z miej-
scowo zaawansowanym rakiem piersi, poddanych chemioterapii przed zabiegiem
operacyjnym, a nastepnie mastektomii. Ekspresje genow ABCBI i ABCCI oraz
kodujacych je biatek oceniono przed i po zastosowaniu leczenia chemicznego
przy pomocy metod: PCR w czasie rzeczywistym i immunohistochemii. Mediana
okresu obserwacji wyniosta 36 miesigcy. Podczas tego czasu u 11 chorych doszto
do nawrotu choroby i zgonu. Okres przezycia wolny od choroby wyniost w przy-
padku indukcji ekspresji genu ABCBI 13 miesigcy, a przy jej braku 55 miesiecy.
Catkowite przezycie wyniosto odpowiednio 21 i 57 miesiecy. Roznice te byly
istotne statystycznie. U pacjentek z indukcjg ekspresji genu ABCCI okres przezy-
cia wolny od choroby wyniost 32 miesiace, a bez indukcji ekspresji 48 miesigcy.
Czas calkowitego przezycia wynidst odpowiednio 43 i 49 miesigcy. Roznice nie
byly istotne statystycznie. Wywnioskowano, ze indukcja ekspresji genu 4BCBI
na skutek zastosowania chemioterapii obniza okres wolny od choroby i czas cal-
kowitego przezycia u pacjentek z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi z po-
wodu opornosci na antracykliny [2].

Yamada A. i wsp. ocenili ekspresje biatek ABCB1, ABCC1, ABCG2 oraz
ABCCI11 w 281 tkankach raka piersi przy pomocy mikromacierzy tkankowej [51].
Wyniki zestawiono z cechami kliniczno-patologicznymi guzoéw, wynikami obser-
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wacji klinicznej oraz odpowiedzig na neoadjuwantowa chemioterapi¢. Wystgpienie
ekspresji biatek ABCC1 i ABCC11 wigzato si¢ z istotnie statystycznie krotszym
czasem wolnym od choroby. Ekspresja bialeck ABCC1, ABCC11 i ABCG2 byta
znacznie wyzsza i czgstsza w agresywnych podtypach raka piersi. Pacjentki z ra-
kiem potrojnie negatywnym oraz HER2-pozytywnym, ktérych guzy wykazywaty
wyzszg ekspresje biatka ABCC11, mialy istotnie statystycznie krotszy okres wolny
od choroby. Wywnioskowano, ze ekspresja biatek ABCC1, ABCG2 i ABCCI1 jest
istotnie wyzsza w agresywnych podtypach raka gruczolu piersiowego, a ekspresja
biatka ABCC11 wiaze si¢ ze ztym rokowaniem w tej chorobie [49].
Podsumowanie najwazniejszych faktow dotyczacych ekspresji genu ABCCI
i kodowanego przez niego biatka w komodrkach réznych nowotworéw oraz jej
wplywu na opornos$¢ wielolekowg i rokowanie przedstawiono w tabeli 1.

PODSUMOWANIE

W pracy dokonano przegladu dostepnej literatury na temat genu ABCCI i kodo-
wanego przez niego biatka ABCCl.

Opornos¢ wielolekowa stanowi istotny problem w leczeniu nowotworow. Jednym
z mechanizmow rozwoju tego zjawiska jest wzmozona ekspresja tzw. biatek opor-
nosci wielolekowej, do ktorych zaliczamy wybrane transportery nadrodziny ABC,
w tym ABCCI. Biatko to odgrywa istotng rol¢ w licznych procesach fizjologicznych,
jak np. transport leukotrienow cysteinylowych LTC4 czy eliminacja sprz¢zonych
z glutationem toksyn na zewnatrz komorki. Z drugiej strony badania prowadzone na
tkankach nowotworowych potwierdzaja zwigzek nadekspresji transportera ABCC1
z opornoscia na liczne leki stosowane w chemioterapii, glownie poprzez zwigkszona
eliminacj¢ leku z komorki, co uniemozliwia osiagnigcie stezenia terapeutycznego.

Ocena ekspresji biatka ABCC1 i kodujacego go genu wydaje si¢ by¢ niezwy-
kle istotna dla personalizacji terapii przeciwnowotworowej, poprzez dobor opty-
malnego leku, na ktory guz nie wykaze opornosci, co moze znacznie poprawic
skutecznos¢ leczenia.

PODZIEKOWANIA

Praca zostata sfinansowana z dotacji dla mtodych naukowcoéw — projekt badaw-
czy MNsd241. Praca powstata z wykorzystaniem sprz¢tu zakupionego w ramach
Projektu: ,,Wyposazenie innowacyjnych laboratoriow prowadzacych badania nad
nowymi lekami stosowanymi w terapii chorob cywilizacyjnych i nowotworowych”
W ramach Programu Operacyjnego Rozwdj Polski Wschodniej 2007-2013, Osi
priorytetowej I Nowoczesna Gospodarka, Dziatania [.3 Wspieranie Innowacji.
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TABELA 1. Wptyw zmian ekspresji genu ABCC! i kodowanego przez niego biatka na opornos¢

wielolekowg i rokowanie w nowotworach

TABLE 1. Effect of changes of ABCC! gene and protein expressions on multidrug resistance and

prognosis

Ludzka biataczka
limfocytarna — linia
CCRF-CEM

Rak jamy nosowo-gar-
dlowej — linia KB

Rak naskorkowy —linia
KB-3-1

Rak piersi — linia MCF7

Rak piersi

Rak piersi

Rak jajnika

Chtoniak Hodgkina

Rak drog zotciowych

Rak jajnika

Rak piersi

Migsaki tkanek migk-
kich konczyn i tutowia

Raki ptaskonabtonkowe
glowy i szyi

—

Oporno$¢ na antracykliny (doksorubicyne,
daunorubicyne, epirubicyne),
etopozyd i winkrystyne

Opornos$¢ na epipodofilotoksyny
(etopozyd, tenipozyd)

Oporno$¢ na irynotekan

Oporno$¢ na mitoksantron

Brak korelacji ekspresji genu ABCCI
z odpowiedzia na chemioterapig

Skrocenie czasu wolnego od progresji. Brak
wplywu na czas catkowitego przezycia

Ekspresja genu ABCCI mniejsza w guzach pier-
wotnych. Rosnie po zastosowaniu chemioterapii

Oporno$¢ na pierwsza lini¢ leczenia
(antracykliny). Krotszy czas wolny od nawrotu

Skrocenie czasu catkowitego przezycia.
Niekorzystne rokowanie

Wyzsza ekspresja w guzach o wyzszym stopniu
ztosliwosci histologicznej. Marker agresywnosci

Wyzsza ekspresja w agresywnych podtypach.
Skrocenie czasu wolnego od progresji

Skrocenie czasu wolnego od nawrotu i czasu
catkowitego przezycia

Wydluzenie czasu wolnego od progresji i czasu
calkowitego przezycia przy wyzszych
poziomach ekspresji

[13]
1995

[29]
1996

1]
1999

[39]
2006

(1]
2006

(2]
2008

[3]
2010

[20]
2012

[44]
2012

(4]
2013

[49]
2013

[38]
2014

[46]
2014

1 — wzrost w stosunku do tkanek prawidlowych; | — spadek w stosunku do tkanek prawidtowych;

— —nie badano
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(1]
(2]
(3]
(4]

[3]

(6]

(7]

[8]

9]

[10]

(1]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]
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