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Streszczenie: Zjawisko opornosci wielolekowej stanowi glowna przeszkodg¢ w skutecznej terapii chordb
nowotworowych. Komorki nowotworowe wykorzystuja szereg mechanizméw obronnych w celu prze-
trwania chemioterapii. Spo$rdd poznanych mechanizmow opornosci lekowej najwigksze znaczenie ma
detoksykacja leku przy udziale enzyméw przeciwutleniajacych Il fazy oraz aktywne usuwanie leku z
komorki do srodowiska zewnetrznego. Komorki lekooporne wykazywa¢ moga zmniejszong wrazliwosé
na sygnaly proapoptotyczne, a takze charakteryzowac si¢ zmieniong dystrybucja wewnatrzkomorkowa
leku, przez co sa bardziej oporne na dziatanie lekow przeciwnowotworowych stosowanych w terapii.
Udzial glutationu w zjawisku opornosci wielolekowej jest przedmiotem zainteresowania badaczy na
calym $wiecie, jednakze zdefiniowanie znaczenia tego zwiazku w poszczegodlnych procesach warunkuja-
cych opornos¢ komorki na terapi¢ wciaz pozostaje wyzwaniem. W niniejszej pracy omowiono rolg¢ i
wlasciwosci glutationu oraz jego udzial w zjawisku opornosci wielolekowej komdrek nowotworowych w
Swietle dotychczasowych doniesien literaturowych.

Stowa kluczowe: glutation, enzymy glutationozalezne, transport, MRP, MDR, opornos¢ wielolekowa,
lekoopornos¢ nowotworow.

Summary: Multidrug resistance is the main problem in anticancer therapy. Cancer cells use many defense
strategies in order to survive chemotherapy. Among known multidrug resistance mechanisms the most
important are: drug detoxification inside the cell using I phase detoxifying enzymes and active transport
of'the drug to the extracellular environment. Cancer cells may be also less sensitive to proapoptotic signals
and have different intracellular drug distribution, which makes them more resistant to anticancer drugs.
Role of glutathione in multidrug resistance is the object of interest of many scientists, however, defining
it's function in these processes still remains a challenge. In this paper, properties of glutathione and it's
role in multidrug resistance in cancer cells were described.

Keywords: glutathione, multidrug resistance (MDR), multidrug resistance-related protein (MRP), cancer
drug resistance.
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1. WSTEP

Pomimo znacznych postepow medycyny oraz zwiekszajacej si¢ wiedzy na temat
chordb nowotworowych, zjawisko opornosci wielolekowej — MDR (ang. multidrug
resistance) wciaz pozostaje gldwna przeszkoda uniemozliwiajaca przeprowadzenie
skutecznej terapii. Opornos¢ wielolekowa, zaréwno pierwotna — wrodzona, jak i nabyta
— wyksztalcona po rozpoczeciu terapii, jest zjawiskiem uzaleznionym od wielu
czynnikow. Opornos$¢ wielolekowa wykorzystuje naturalne wlasciwosci komodrek w
dostosowaniu do obrony przed terapia przeciwnowotworowa. Te same funkcje
biologiczne, korzystne dla prawidlowych komodrek, w przypadku transformacji
nowotworowej moga przyczyni¢ sie do powstania opornosci lekowej. Zjawisko to
stanowi niejako stan metaboliczny komorek nowotworowych, wykorzystujacych szereg
mechanizmdéw obronnych w celu przetrwania chemioterapii. Sposréd poznanych
mechanizméw opornosci lekowej najwigksze znaczenie ma detoksykacja leku przy
udziale enzymow przeciwutleniajacych Il fazy oraz aktywne usuwanie leku z komorki
do $rodowiska zewngtrznego. Synergiczne wspoldziatanie tych dwoch mechanizmow
przyczynia si¢ do powstania fenotypu MDR w odpowiedzi na dziatanie wielu
chemioterapeutykow [35]. Komorki nowotworowe wykazuja ponadto zmniejszong
wrazliwo$¢ na stres oksydacyjny i sygnaly proapoptotyczne, przez co s bardziej oporne
na dziatanie lekéw przeciwnowotworowych stosowanych w terapii.

Udziat glutationu w zjawisku opornosci wielolekowej jest przedmiotem zaintereso-
wania badaczy na calym $wiecie, jednakze okreslenie roli tego zwiazku w poszcze-
gblnych procesach warunkujacych opornos¢ komorki na terapie jest trudne. W
niniejszej pracy omowiono podstawowe wlasciwosci fizjologiczne glutationu oraz ich
role w zjawisku opornosci wielolekowej nowotworow na wybranych przykladach.

2. FIZJOLOGICZNE WEASCIWOSCI GLUTATIONU

Glutation, czyli y-glutamylocysteinyloglicyna (y-glu-cys-gly) jest aktywnym
biologicznie tripeptydem tiolowym, wystepujacym niemal we wszystkich komorkach
prokariotycznych i eukariotycznych. Bierze on udziat w podstawowych procesach
fizjologicznych, takich jak: obrona przed utlenianiem, reakcje redoks, biosynteza DNA,
biatek i leukotriendw, a takze procesy przewodnictwa nerwowego i neuromodulacji.
Ponadto glutation odgrywa wazna rol¢ w regulacji aktywnosci szlakow metabo-
licznych oraz wzrostu i réznicowania komorek.

Szczegdlna wlasciwoscia glutationu jest rozpuszezalnosé zaréwno w wodzie, jak
i w thuszczach, co umozliwia szeroka dystrybucje w organizmie i szeroki zakres
dziatania. Cecha charakterystyczng w strukturze czasteczki jest wystgpowanie
nietypowego wigzania izopeptydowego pomigdzy resztami cysteiny i glutaminianu
oraz obecnos¢ grupy tiolowej (-SH) nalezacej do reszty cysteiny, z ktora bezposrednio
wiaza sie biologiczne funkcje peptydu.
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Glutation w komodrce wystepuje w kilku postaciach: zredukowanej (GSH),
utlenionej (GSSG), S-nitrozoglutationu (GSNO) oraz mieszanych disiarczkow glutationu
i biatek.

Do utworzenia GSSG dochodzi w wyniku dwuelektronowej reakcji odwodoro-
wania grup tiolowych GSH (ryc. 1). Przemiana ta moze zachodzi¢ w drodze
enzymatycznej z udzialem peroksydazy glutationowej, w obecnosci NADPH. Reak-
tywnos$¢ czasteczki GSH pozwala réwniez na bezposrednia, nieenzymatyczna
redukcje utlenionych czasteczek. W warunkach fizjologicznych przywrocenie GSSG
do postaci zredukowanej nastepuje pod wptywem dihydroliponianu lub reduktazy
glutationowej, przy udziale NADPH jako koenzymu.

Przewazajaca czes$¢ puli komorkowego glutationu to GSH, podczas gdy forma
GSSG stanowi zwykle ok. 1%. Prawie 90% komodrkowego GSH znajduje si¢ w
cytozolu, natomiast pozostate 10% — w mitochondriach i w niewielkiej ilosci w
siateczce endoplazmatycznej. W jej obrebie, ze wzgledu na petnione funkcje fizjolo-
giczne, glutation utleniony wystepuje w ilosci 30-50% [22].

Glutation funkcjonuje jako bufor tiolowy umozliwiajacy utrzymanie odpowiedniego
stanu oksydoredukcyjnego w komorce. Jego miarg jest stosunek stezen postaci GSH/
GSSG, okreslany symbolem R. Zwigkszona ilo§¢ GSSG $wiadczy o stresie oksyda-
cyjnym, ktéry moze by¢ zwiazany z choroba, stresem psychicznym, starzeniem si¢
organizmu, zwiekszonym wysitkiem fizycznym lub bezposrednim dzialaniem zwiaz-
kow toksycznych [7, 53, 56, 69]. W warunkach fizjologicznych wartos¢ wspot-
czynnika R w komorkach watroby, wynosi 150400, natomiast podczas silnego stresu
oksydacyjnego moze spas¢ nawet do 2 [22]. Stwierdzono, ze stres oksydacyjny i
zwigzane z nim uszkodzenia pelnig wazna rolg we wezesnych etapach chorob uktadu
krazenia, neurodegradacyjnych i transformacji nowotworowych [19].

Synteza glutationu zachodzi wylacznie wewnatrzkomoérkowo. Egzogenny glutation
nie znajduje zastosowania w leczeniu — nie moze by¢ podawany z pozywieniem,
gdyz w uktadzie pokarmowym ulega strawieniu, ponadto praktycznie nie przechodzi
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RYCINA 1. Przemiany postaci glutationu
FIGURE 1. Transforming forms of glutathione
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RYCINA 2. Schemat cyklu y-glutamylowego: 1) syntetaza y-glutamylocysteiny (y- GCS), 2) syntetaza
glutationowa (GS), 3) y-glutamylotranspeptydaza (y-GT), 4) wewnatrzkomodrkowa peptydaza, 5)
cyklotransferaza y-glutamylowa, 6) 5-oksoprolinaza

FIGURE 2. Scheme of y-glutamyl cycle: 1) y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS);

2) glutathione synthetase (y- GS); 3) y-glutamyltranspeptidase (y-GT); 4) intracellular peptidase;

5) y- glutamyl cyclotransferase; 6) 5-oxoprolinase

przez btony komodrkowe oraz stabo przekracza barier¢ krew-modzg. Monoestry
glutationu — metylowy, etylowy i propylowy — ze wzgledu na hydrofobowy charakter
sa bez trudu transportowane przez blony komérkowe, jednakze stwierdzono dziatanie
nefrotoksyczne tych substancji, uniemozliwiajace zastosowanie w leczeniu niedoborow
glutationu. Poziom glutationu w komorce mozna zwiekszy¢ jedynie przez dostarczenie
prekursorow budowy. Cysteina, ze wzgledu na obecnos$¢ atomu siarki, stanowi
zwykle czynnik limitujacy syntezg. Gldwnym miejscem syntezy glutationu w
organizmie jest watroba, z uwagi na zdolno$¢ hepatocytéw do przemiany metioniny
w cysteing w procesie demetylacji. Stosowanie preparatow, zawierajacych cysteing
lub cysteing w postaci zwiazanej, jest jednak ograniczone ze wzgledu na silne
wlasciwos$ei neurotoksyczne tego aminokwasu [6].

Biosynteza i biodegradacja glutationu zostala przedstawiona przez Meistera jako
czes$¢ szlaku metabolicznego okreslanego jako cykl y-glutamylowy (ryc. 2).
Czasteczka syntetyzowana wewnatrz komorek ulega degradacji w przestrzeni
pozakomorkowej. Stezenie glutationu w komorce jest ok. 500 razy wyzsze niz w
srodowisku zewnetrznym i miesci si¢ najczesciej w zakresie od 0,1 do 10 mM [60].

Biosynteza glutationu przebiega w cytozolu komédrek z L-a-glutaminianu (glu),
L-a-cysteiny (cys) i glicyny (gly) w dwustopniowej reakcji, przeprowadzanej przez
syntetazg y-glutamylocysteiny (y-GCS) oraz syntetaze glutationowa (y-GS) [36].
Proces ten nie wymaga udziatu matrycy RNA. Tylko niewielkie ilosci glutationu
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wydostaja si¢ do srodowiska zewnetrznego w niezmienionej postaci. Przewazajaca
czg$¢ glutationu usuwanego z komorki stanowi glutation utleniony oraz w postaci
koniugowanej z innymi czasteczkami.

Glutation znajdujacy si¢ w przestrzeni zewnatrzkomorkowej nie przechodzi
bezposrednio przez blony komodrkowe, lecz rozpada si¢ na poszczegolne aminokwasy,
ktére nastepnie tacza si¢ ponownie wewnatrz komodrki [20]. W pierwszym etapie
biodegradacji nastepuje hydroliza wigzania izopeptydowego migdzy grupa y-karbo-
ksylowa glutaminianu a grupa aminowa cysteiny przy udziale y-glutamylotransferazy
(y-GT), zwanej tez glutationaza. Powstajaca cysteinyloglicyna ulega dalszej hydrolizie
do glicyny i cysteiny, natomiast reszta y-glutamylowa jest przenoszona na akceptor
aminokwasowy z utworzeniem y-glutamyloaminokwasu, ktory powraca do komorki.
W nastgpnym etapie y-glutamyloaminokwas ulega przeksztatceniu do wolnego
aminokwasu i 5-oksoproliny, ktora z kolei jest przeksztalcana do glutaminianu.
Powstate w wyniku enzymatycznego rozpadu glutationu aminokwasy moga by¢
ponownie wykorzystane do biosyntezy nowych czasteczek. Istota aktywnosci enzymu
y-GGT jest przede wszystkim odzysk cysteiny z czasteczek GSH usunigtych z
komorki w celu ponownego wbudowania jej do GSH lub nowo syntetyzowanych
biatek. Aktywnos¢ enzymu podlega ujemnemu sprzgzeniu zwrotnemu w odpowiedzi
na zmiany poziomu GSH w cytozolu [33].

Kluczowym enzymem, limitujacym biosynteze¢ glutationu jest syntetaza y-glutamy-
locysteiny (y-GCS), podlegajaca ujemnemu sprzezeniu zwrotnemu w odpowiedzi na
stezenie peptydu w cytozolu. Aktywnos¢ y-GCS oraz dostepnosé wewnatrz-
komorkowej cysteiny stanowia dwa gldwne elementy regulujace homeostaze
glutationu w komorce. Ponadto poziom glutationu zalezy od aktywnosci jeszcze
innych enzymoéw, takich jak: y-glutamylotranspeptydaza (y-GT), transportery
aminokwasow, syntetaza glutationowa (GS), peroksydaza glutationowa (GPX) oraz
reduktaza glutationowa (GR). Mutacje gendéw kodujacych 5 sposréd 6 enzymow
szlaku y-glutamylowego: syntetazy glutationowej, syntetazy y-glutamylocysteiny,
transpeptydazy y-glutamylowej, 5-oksoprolinazy i dipeptydazy powoduja powazne
zaburzenia metabolizmu glutationu, jednak wystepuja u ludzi bardzo rzadko. Wsréd
powiklan zazwyczaj powiazanych z zaburzeniami metabolizmu glutationu sa m.in.
anemia hemolityczna, kwasica metaboliczna, 5-oksoprolinuria, uszkodzenia centralne-
go uktadu nerwowego oraz przewlekle infekcje bakteryjne [52].

3. GLUTATION JAKO PRZECIWUTLENIACZ

Utrzymanie fizjologicznej rownowagi oksydoredukcyjnej, wyrazanej w komorce
przez zmiany aktywnosci proutleniaczy i przeciwutleniaczy, stanowi kluczowy problem
w regulacji fundamentalnych przemian metabolicznych, a takze procesow zwiazanych
z zyciem i proliferacja komorek [2, 36]. Glutation stanowi jeden z najwazniejszych
sktadnikéw bariery przeciwutleniajacej organizmu. Jego obecnosé jest konieczna do
utrzymania rownowagi oksydoredukcyjnej i przeciwdziatania skutkom stresu
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oksydacyjnego. GSH stanowi czynnik: redukujacy endogennie powstajace reaktywne
formy tlenu (RFT), chroniacy grupy tiolowe biatek, bioracy udziat w procesach
naprawczych bialek, kwaséw nukleinowych i lipidow. Istotna funkcja glutationu jest
takze zdolno$¢ regeneracji innych drobnoczasteczkowych przeciwutleniaczy, takich
jak np. askorbinian i tokoferol [44, 57].

Stres oksydacyjny wynika z nagromadzenia si¢ w komorce reaktywnych form
tlenu, takich jak: nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy i rodnik hydroksy-
lowy, powstajacych endogennie lub na skutek dziatania czynnikéw zewnetrznych.
Obrona przeciwutleniajaca oraz regulacja stanu oksydoredukcyjnego komorki opiera
si¢ na ciaglych procesach konwersji postaci glutationu — zredukowanej GSH w
utleniong GSSG i odwrotnie. GSH reaguje z RFT i jest utleniany do GSSG,
nastepnie przywracany do postaci zredukowanej. Ostry stres oksydacyjny moze
jednak doprowadzi¢ do zmniejszenia zdolnosci komdrki do redukcji GSSG do GSH
i w efekcie nagromadzenia GSSG w cytozolu. W celu zachowania rownowagi
oksydoredukcyjnej, GSSG jest usuwany do srodowiska zewnatrzkomoérkowego lub
moze reagowaé z grupami sulthydrylowymi biatek, prowadzac do utworzenia
mieszanych disulfidow biatek i glutationu. Oba procesy prowadza do zmniejszenia
puli dostgpnego glutationu w komorce i ostabienia jej zdolnosci obronnych [33].

Poza neutralizacja wolnych rodnikow tlenowych, glutation odgrywa wazna funkcje
ochronng przez zapobieganie lub zmniejszanie toksyczno$ci wielu substancji. Rola
glutationu polega przede wszystkim na inaktywacji chemioterapeutykdw, zanim dotra
do celu dziatania oraz udziale w ich transporcie na zewnatrz komorki.

Zwiazanie GSH z ksenobiotykiem lub jego metabolitem prowadzi do utworzenia
koniugatow, ktdre nastgpnie sa usuwane z komoérki. Proces powstawania koniugatow
moze zachodzi¢ spontanicznie lub jest katalizowany przez komorkowe S-transferazy
glutationowe. Podobnie jak w przypadku detoksykacji RFT ilos¢ komorkowego
glutationu ulega wowczas zmniejszeniu. Paradoksalnie, w niektorych przypadkach
narazenie komorek na stres oksydacyjny wywoluje efekt odwrotny, objawiajacy sie
wzrostem stgzenia GSH. W doswiadczeniach z hepatocytami szczura poddanych
dzialaniu N-nitrozodimetyloaminy (NDMA), butylowanego hydroksyanizolu i
nitrofurantoiny zaobserwowano zwigkszenie poziomu glutationu w komoérkach [16,
25, 58]. Zjawisko zwigkszonej syntezy glutationu spowodowane jest stymulacja
ekspresji y-GCS i najprawdopodobniej stanowi adaptacyjny mechanizm obrony przed
dziataniem reaktywnych form tlenu.

W komorkach nowotworowych opornych na dziatanie lekow rowniez stwierdzono
wyzszy poziom glutationu w poréwnaniu z komorkami zdrowymi, co wynika ze
zwigkszenia ekspresji genu kodujacego y-GCS. GSH bierze udzial w procesach
detoksykacji m.in. lekéw zawierajacych platyne, srodkow alkilujacych (melfalan),
antracyklin (doksorubicyna, daunorubicyna) oraz zwigzkdéw arsenu [17, 28].
Zapewnienie srodowiska redukujacego przez glutation jest rowniez korzystne dla
procesow naprawy uszkodzen DNA wywotanych przez leki. Aktywnos¢ GSH
pozwala na wielokierunkowa, kompleksowa ochrong i zwigkszenie przezywalnosci
komérek nowotworowych narazonych na dziatanie chemioterapeutykow.
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3.1. Glutation a przemiany bialkowe

Glutation ma zdolnos$¢ do reagowania z grupami tiolowymi bialek komérkowych,
w wyniku czego dochodzi do powstania mieszanych disiarczkow (biatko-S-S-glutation)
w procesie okreslanym jako S-glutationylacja. Reakcja ta zapewnia ochrong przed
nieodwracalnym utlenieniem kinaz i fosfataz bialkowych, czynnikow transkrypcyjnych
AP-1 i NF-«B, biatek z rodziny ..chaperonow” oraz pozakomoérkowej hemoglobiny.
Zjawisko to ma szczegdlne znaczenie w przypadku biatek regulacyjnych i przeciw-
utleniajacych, gdyz pozwala na zachowanie ich biologicznej aktywnosci w warunkach
stresu oksydacyjnego [24].

Glutation poza wlasciwosciami ochronnymi moze rowniez uczestniczy¢ w regulacji
aktywnosci biatek, np. receptorow, kinaz bialkowych i niektérych czynnikow
transkrypcyjnych, przez oddzialywanie na grupy tiolowe znajdujace si¢ w ich centrach
aktywnych. Regulacja biatek na skutek S-glutationylacji moze by¢ uzalezniona od
pozycji reszty cysteinowej ulegajacej modyfikacji i mie¢ charakter aktywacji lub
hamowania. S-glutationylacja zachodzi réwniez na etapie modyfikacji potranslacyjnych
biatek, podczas tworzenia struktury Ill-rzedowej, formowania mostkow disiarcz-
kowych i faldowania bialek w obrebie siateczki endoplazmatycznej. W procesach
tych GSSG uczestniczy jako utleniacz grup -SH reszt cysteiny. Reakcja, katalizowana
przez izomeraze disulfidowa (PDI), prowadzi do rownoczesnego odtworzenia
glutationu w postaci zredukowanej (GSH). Wykazano, ze glutation bierze udziat w
procesach biodegradacji biatek zardéwno na etapie ubikwitynacji, jak i w zwiazku z
aktywnoscig proteasomu. Przez S-glutationylacje glutation posredniczy w hamowaniu
aktywnosci biatek E1 i E2, bioracych udziat w przylaczaniu czasteczki ubikwityny
do degradowanych biatek. Wykazano réwniez, ze glutation w stezeniach mikromo-
lowych aktywuje proteasom, natomiast w stezeniach milimolowych moze powodowaé
jego hamowanie [14].

4. ENZYMY GLUTATIONO-ZALEZNE A LEKOOPORNOSC

Zdolnos¢ komorek do utrzymania odpowiednio wysokiego poziomu glutationu jest
uzalezniona od aktywnosci r6znych enzymdw i szlakéw metabolicznych. Jednoczesnie
zmiany stezenia GSH moga réwnoczesnie mie¢ wplyw na poziom enzymow, dla
ktérych dziata jako kofaktor. Kooperacja wielu elementéw systemu detoksykujacego
jest potrzebna w celu uzyskania przez komorki nowotworowe fenotypu charakterys-
tycznego dla opornosci wielolekowe;j.

W pierwszych badaniach nad udziatlem eznyméw glutationo-zaleznych w opornosci
wielolekowej nabytej wykazano, ze wytworzenie opornosci wielolekowej wiaze sie
ze znaczacymi zmianami profilu enzymow glutationo-zaleznych i w efekcie zmianami
poziomu zredukowanego glutationu. W dwoch liniach komérkowych gruczolaka
jajnika pobranych od jednej pacjentki: wrazliwej PEO1 i po wyksztalceniu opornosci
na chlorambucyl, cisplatyne i S-fluorouracyl — PE0O4 — zaobserwowano rdznice
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poziomdéw enzymow glutationo-zaleznych GT, GST i GPX. W linii lekoopornej
stwierdzono wyzsza aktywnos¢ wszystkich 3 enzymdéw oraz wyzszy poziom
zredukowanego glutationu w porownaniu z linig wrazliwa [29].

Dalszych informacji na temat aktywnosci enzymdéw glutationo-zaleznych w
komorkach lekoopornych dostarczyly doswiadczenia z uzyciem czynnikow hamuja-
cych ich aktywnos¢. Obecnie prowadzone sa liczne badania na temat mozliwosci
zastosowania inhibitorow enzyméw glutationo-zaleznych jako modulatoréw opornosci
wielolekowej w ukierunkowanej terapii przeciwnowotworowej.

Sulfoksyimina butioniny — BSO (ang. buthionine sulfoximine) blokuje aktywnosé
y-GCS, kluczowego enzymu w biosyntezie glutationu. BSO powoduje nieodwracalne
zahamowanie syntezy glutationu i spadek jego poziomu w komodrce o 90% w czasie
24 godzin. Doswiadczenia przeprowadzone na myszach z uzyciem komorek nowo-
tworu jajnika myszy OVCAR-3 poddawanych leczeniu melfalanem wykazaty, ze
przezywalnos¢ myszy poddawanych réwnoczesnie terapii BSO jest wyzsza o 72%
w poréownaniu z grupa kontrolng [43]. W badaniach przeprowadzonych z ludzkimi
komodrkami nowotworowymi udowodniono, ze terapia BSO powoduje odwrdcenie
fenotypu MDR przez uwrazliwienie komorek nowotworowych na leczenie zwiazkami
platyny, zwigzkami alkilujacymi, antracyklinami oraz trojtlenkiem arsenu [3, 18, 28, 41].
W badaniach in vitro udowodniono, ze skutecznos¢ leczenia zwigksza nawet czgSciowe
zahamowanie syntezy GSH [28]. Zastosowanie BSO ma jednak ograniczenia ze
wzgledu na efekt cytotoksyczny zwiazku wobec prawidlowych komorek organizmu.

Opornosé¢ komdrek nowotworowych zwigzana jest rowniez z nadmierng aktyw-
noscia S-transferazy glutationowej — GST wspodtdziatajacej z GSH [62]. S-transferazy
glutationowe sa rodzina enzymow katalizujacych reakcje koniugacji elektrofilowych
substratow z czasteczkami GSH (ryc. 3). Znanych jest 7 klas cytozolowych biatek
GST u ssakow, oznaczonych jako a, u, @, 7,0,& 1 k. Szeroki zakres substratowy
GST wynika zaréwno z silnego polimorfizmu, jak i z niskiej specyficznosci tworzonego
wigzania [64]. Ta wlasciwos¢ GST pozwala na metabolizowanie i detoksykacje wielu
roznych substratow zarowno endogennych produktéw peroksydacji lipidow czy
nadtlenkow DNA, jak réwniez ksenobiotykow: kancerogenow, zanieczyszczen oraz
lekow. GST klasy ¢ i 7 sa jednoczesnie zaangazowane w regulacje apoptotycznego
szlaku kinazy MAP, miedzy innymi przez hamowanie kinazy c-Jun [1].

SH g
| GST '
| , |
NH, NH_ _COOH — a9l 3
T‘\)\NH I . + X NH_\[/\/tNH | NH_-COOH
“0O0H COOH (o]
GSH

S-koniugat glutationu

RYCINA 3. Koniugacja glutationu (GSH) z czasteczka ksenobiotyku (X) przy udziale S-transferazy
glutationowej (GST) (na podstawie [62])

FIGURE 3. Conjugation of glutathione (GSH) with a xenobiotic molecule (X) catalysed by glutathione
S-transferase (GST) (according to [62])
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Nadekspresja GST, przede wszystkim nalezacych do klasy 7z zostata zaobserwo-
wana w komodrkach wielu nowotworow i prawdopodobnie moze wystepowaé
réwniez w innych schorzeniach [60]. Udzial GST w zjawisku MDR opiera si¢
gléwnie na procesach detoksykacji, a takze hamowaniu szlaku kinazy MAP.
Stwierdzono, ze enzym ten posredniczy w detoksykacji produktow stresu oksyda-
cyjnego, takich jak: produkty peroksydacji lipidow, akroleina lub zasady propenalowe,
nie zas jak si¢ wydawato, w detoksykacji samego leku. Wysoki poziom aktywnosci
GST stanowi najprawdopodobniej wynik selekcji komorek w trakcie onkogenezy, nie
za$ bezposrednig przyczyne fenotypu MDR [60]. Eksperymenty z uzyciem inhibitora
GST - kwasu etakrynowego EA (ang. ethacrynic acid) oraz BSO sa przepro-
wadzane w celu sprawdzenia efektow jednoczesnego zablokowania syntezy GSH i
aktywnosci GST. Kwas etakrynowy jest analogiem substratowym dla GST klasy
U, a lub 7 i tworzy koniugaty z glutationem. Podwojna terapia za pomoca EA i
BSO w wielu przypadkach jest stosowana w celu sprawdzenia uwrazliwienia
komorek nowotworowych na stosowane leczenie.

O ile GST stanowi glowny przedmiot badan dotyczacych opornosci wielolekowej
nowotworow, inne enzymy uczestniczace w syntezie i przemianach GSH réwniez
sa zaangazowane w odpowiedz komorkowa na dziatanie lekow przeciwnowo-
tworowych. W warunkach zwigkszonej ekspresji GST zaobserwowano zwigkszony
poziom aktywnosci innych enzyméw szlaku y-glutamylowego — GPX i y-GT.
Selenozalezna peroksydaza glutationowa GPX, nalezy do I linii obrony przeciwutle-
niajacej komodrki. GPX oraz glutation odgrywaja centralng rolg¢ w utrzymaniu
rownowagi oksydacyjnej podczas leczenia lekami chinonowymi. Stwierdzono, ze
GPX odpowiada za detoksykacje wolnych rodnikéw tlenowych oraz nadtlenkow
lipidoéw, generowanych w procesach detoksykacji zwiazkow, takich jak: doksorubicyna,
daunorubicyna, mitomycyna C, diazochinon oraz menadion. Zmiany poziomu
aktywnosci enzymu majg znaczacy wplyw na aktywnos$¢ oraz toksycznos¢ tych
substancji dla komorek [15].

y-Glutamylotranspeptydaza jest enzymem blonowym zaangazowanym w regula-
cje poziomu komorkowego glutationu przez jego odzyskiwanie z przestrzeni
pozakomorkowej. Zwigkszenie jego ekspresji zostalo zaobserwowane w wielu
rodzajach ludzkich nowotwordw, jednakze poziom enzymu jest zmienny zarowno w
réznych rodzajach nowotworow, jak i wsrdd réznych komorek tego samego nowo-
tworu [45]. Ekspresja y-GT nie stanowi gtéwnego mechanizmu warunkujacego
opornos¢ lekowa, jednakze udowodniono udzial tego enzymu w utrzymaniu réwno-
wagi oksydoredukcyjnej i wykazano jego wplyw na odpowiedz komodrkowa na leki
przeciwnowotworowe, glownie cisplatyng oraz zwiazki alkilujace [12, 48].

5. UDZIAL. GLUTATIONU W TRANSPORCIE PRZEZBL.ONOWYM

Jednym z podstawowych mechanizméw warunkujacych opornos¢ lekowa jest
transport przezbtonowy zwiazkow znajdujacych si¢ w cytoplazmie do $rodowiska
zewnatrzkomorkowego. Transport ten odbywa si¢ przy udziale biatek nalezacych
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do nadrodziny ABC transporterow, ktorych wspdlna cecha jest obecnos¢ w
strukturze domeny wiazacej nukleotydy (ang. ATP-binding cassette). Pierwszym
poznanym transporterem nalezacym do rodziny ABC bioracymi udzial w opornosci
wielolekowej byla glikoproteina P (P-gp).

Glikoproteina P odkryta zostata w trakcie badan nad nowotworem jajnika u chomikow
[23]. P-gp jest biatkiem o masie 170 kDa kodowanym przez gen mdr-1. Wystepuje
powszechnie w wielu rodzajach tkanek, zabezpieczajac je przed dziataniem metabolitow
komorkowych, substancji egzogennych oraz produktow ich degradacji. P-gp charakteryzuje
si¢ bardzo niska specyficznoscia substratowa i preferuje zwiazki o charakterze
hydrofobowym, gtéwnie kationy. Poczatkowo glikoproteina P byta jedynym znanym
transporterem bioracym udzial w zjawisku opornosci lekowej. Doswiadczenia prowadzone
w 1992 roku z lekoopornymi komérkami ludzkiego drobnokomérkowego raka pluc HG69AR,
w ktorych nie wykryto podwyzszonego poziomu biatka P-gp, wskazaly na istnienie innego
biatka opornosci wielolekowej, oznaczonego kodem MRP (ang. multidrug resistance-
related protein) [11, 13]. U ludzi zidentyfikowano do tej pory 6 izoform biatka MRP,
opisanych kolejno jako MRP1 do MRP6 (ABCC1 do ABCC6), a takze MRP7 do MRP9
o stabo zbadanych funkcjach biologicznych [59]. MRP1 ma mase ok. 190 kDa, rézni si¢
takze od P-gp struktura i mechanizmem dzialania. Bialko MRP1 wystepuje prawie we
wszystkich tkankach organizmu, a jego rola polega na usuwaniu z komdrek toksycznych
substancji kosztem energii uzyskanej z hydrolizy ATP. Do substratow preferowanych przez
biatko MRP1 naleza zwiazki o charakterze aniondw organicznych [10].

Fizjologiczne funkcje MRP1 zwigzane sa z procesami detoksykacyjnymi zaleznymi
od uktadu GSH/GSSG. Interakcje pomiedzy GSH a MRP1 sg jednak skomplikowane.
Mechanizm transportu nie jest do konca wyjasniony pod wzgledem udziatu glutationu
w tym procesie. MRP1 nie transportuje zwigzkéw chemicznych w niezmienionej
postaci, lecz preferuje ich anionowe pochodne po koniugacji z GSH lub czasteczkami
glukuronianu lub siarczanu. GST katalizujacy proces koniugacji najprawdopodobnie;j
dziala synergicznie w stosunku do MRP1 [10]. Jednoczes$nie w niektorych przypad-
kach proby wykrycia koniugatéw lekéw lub ich metabolitéw z GSH zakonczyly sie
niepowodzeniem, co sugeruje, ze transport ksenobiotykdw za posrednictwem biatka
MRP1 moze by¢ stymulowany przez GSH réwniez na zasadzie ko-transportu,
aktywacji lub utatwienia wiazania substratu z transporterem [27, 30, 54].

Badania korelacji pomigedzy transportem ksenobiotykéw i GSH z komorki nie daja
jednoznacznych wynikéw, pozwalajacych na opracowanie jednolitego schematu
mechanizmu transportu. Zagadnienie, czy glutation stanowi jedynie ligand dla
endogennej substancji czy jest transportowany samodzielnie przez MRP, wciaz
pozostaje niewyjasnione. Ze wzgledu na fakt, ze GSH wykazuje stabe powinowa-
ctwo do transportera, badania potencjalnych zaleznosci sa znacznie utrudnione.
Wyniki niektorych badan wskazuja na prawdopodobienstwo zachodzenia bezposred-
niego transportu glutationu za posrednictwem MRP [50].
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RYCINA 4. Hipotezy dotyczace MRP-zaleznego transportu lekéw przy udziale glutationu: 1) trans-
port koniugatdw X-SG leku (X) z glutationem (GSH), 2) transport, w ktérym nie stwierdzono obecnosci
koniugatéw X-SG —kotransport leku i glutationu, 3) transport glutationu utlenionego (GSSG) powstajacego
na skutek redukcji przez GSH reaktywnych form tlenu (RFT), generowanych w wyniku dziatania leku

FIGURE 4. Hypotheses regarding MRP-dependent transport of drugs with glutathione: 1) transport of
X-SG conjugates of drug (X) and glutathione (GSH), 2) transport, in which presence of conjugates X-SG
were not proved — cotransport of drug and glutathione, 3) transport of oxidised glutathione (GSSG)
formed as a result of reduction of reactive oxygen species (ROS) generated by drug, with glutathione
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Wezesne hipotezy dotyczace MRP-zaleznego transportu przy udziale glutationu
zakladaja istnienie 3 mechanizméw (ryc. 4):

1 — transport koniugatow z GSH;

2 — transport, w ktorym nie stwierdzono istnienia koniugatow, lecz wykazano,
ze aktywnos¢ GST jest wymagana do prawidlowego transportu za posrednictwem
MRP1;

3 — transport GSSG, powstajacego z GSH w wyniku enzymatycznej redukcji
czasteczki przy udziale peroksydazy glutationowej.

Whnioski z wielu prac doprowadzily do opracowania teoretycznego modelu pracy
transportera MRP1/2, w ktorym biatko mialoby 2 miejsca wiazania: G i D, rozniace
si¢ powinowactwem do GSH i zdolne do kompetycyjnego wiazania endogennego
ligandu [5, 46]. W efekcie, w zaleznosci od proporcji stezen glutationu i ligandu:

b) oba miejsca wigzania: G i D moga by¢ zwiazane z glutationem,

c) miejsce wigzania G moze by¢ zwiazane z glutationem, a miejsce D — z
ligandem,

d) oba miejsca wigzania: G i D moga by¢ zwiazane z ligandem.

Oba miejsca wigzania GSH ulegalyby jednoczesnie wzajemnej aktywacji. Powyzszy
model wyjasnia problemy w wykrywaniu koniugatéw niektorych substancji z glutationem.
Wedlug powyzszej teorii mialyby one wykazywac na tyle wysokie powinowactwo do
biatka MRP1/2, ze glutation nie bylby wymagany do stymulacji transportu. Wydaje sig,
ze powinowactwo GSH do MRP wynika rowniez z r6znic w budowie poszczegdlnych
biatlek MRP, wplywajacych na specyficzno$¢ substratowa transporterow.

Aktywnos¢ transporteréw MRP1, MRP2 i MRP3 przyczynia si¢ do wytworzenia
opornosci komorek nowotworowych na dziatanie wielu lekow.

Nadekspresja MRP1 obserwowana jest w wigkszosci nowotwordéw. Biatko to
wykazuje zdolno$¢ bezposredniego transportowania takich lekow, jak: antracykliny
(doksorubicyna, daunorubicyna), alkaloidy barwinka rézowatego (winkrystyna,
winblastyna), etopozyd czy paklitaksel. Podobna zaleznos$¢ zaobserwowano dla
naturalnej, niezmodyfikowanej aflatoksyny B,. Wyniki te potwierdzajq doswiadczenia,
w ktorych badano stopien zahamowania przez te zwiazki transportu leukotrienu LTC,
naturalnego konkurencyjnego substratu dla MRP1. Pomimo relatywnie niskiego
powinowactwa MRP1 do tego typu substancji, ich transport moze by¢ zwiekszony
w warunkach wysokiego stezenia GSH w komorkach [31, 39, 49].

Badania in vitro wykazaly, ze bialko MRP2 przyczynia si¢ do opornosci na
cisplatyng jak réwniez innych lekow: CPT-11, pochodnej kamptotecyny SN-38,
winkrystyny, winblastyny, etopozydu oraz doksorubicyny [8]. Udato si¢ wykazac
rowniez zalezno$¢ pomiedzy ekspresja biatka MRP3 a opornoscia komoérek na
doksorubicyne, winkrystyng, etopozyd, cisplatyne oraz tenipozyd [26, 67]. Wszystkie
biatka MRP1, MRP2 i MRP3 przyczyniaja si¢ rowniez do opornosci na krotkotrwata
ekspozycje na metotreksat (MTX) [21]. Stopniowe uwrazliwienie komorek wiaze
si¢ z powstawaniem i kumulacja w cytoplazmie poliglutaminowanej, toksycznej
pochodnej metotreksatu, ktora nie jest substratem dla MRP.
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Procesom eksportu leku poza komérke towarzyszy jednoczesnie nasilony wyptyw
GSH z komorki [47]. W komorkach pozbawionych zdolnosci syntezy MRP
zaobserwowano podwyzszony poziom glutationu w cytoplazmie na skutek kumulacji
[4]. Pomimo znacznych strat GSH w komodrkach nowotworowych z nadekspresja
biatka MRP obserwuje si¢ zwiekszony poziom glutationu. Zwigkszona biosynteza
glutationu na skutek nadekspresji y-GCS zwigksza przezywalnos¢ komorek nowotwo-
rowych i chroni je przed apoptoza [34].

Doswiadczenia z uzyciem BSO wykazaly, ze w przypadku niektorych lekow
zahamowanie syntezy glutationu powoduje uposledzenie transportu i akumulacje leku
w komorce, w wyniku czego zwigksza si¢ ich wrazliwos¢ komodrek na leczenie. W
komorkach czerniaka niesyntetyzujacych GSH zaobserwowano zwiekszong wrazliwosé
na tréjtlenek arsenu [18]. Zaobserwowano, ze zastosowanie BSO moze zwigkszaé
skuteczno$¢ chemioterapii nawet w komorkach z nadekspresja MRP1. Koncowy efekt
uzalezniony jest jednak od zastosowane;j linii komoérkowej oraz rodzaju leku. Istnieja dane
wskazujace, ze efekt wywotany przez BSO jest bezposrednim wynikiem deplecji GSH,
nie za$ dziatania na bialko MRP1 [55]. Dowodow potwierdzajacych powyzsza hipoteze
dostarczyly badania, w ktérych stwierdzono, ze w komorkach z nadekspresja MRP1,
traktowanych BSO, podanie zewngtrznego GSH w postaci estru etylowego, powoduje
ponowne zwigkszenie transportu daunorubicyny i przywrécenie fenotypu MDR [65].

Udzial procesow transportu zaleznych od glutationu w zjawisku opornosci wielo-
lekowej nowotwordéw potwierdzily badania z wykorzystaniem wektorow wirusowych.
Przeprowadzono transfekcje komoérek linii fibroblastoéw NIH3T3T za pomoca cDNA
gendéw kodujacych y-GCS, GST i MRP. Badanie wykonano w réznych wariantach
zarowno transfekeji pojedynczych, jak tez w podwdjnych i potrojnych kombinacjach.
Wykazano, ze w procesach opornosci na szereg stosowanych lekow przeciwnowo-
tworowych produkty wyzej wymienionych gendéw funkcjonuja w sposob skoordy-
nowany [40]. Réwnoczesna kotransfekcja GST i GCS powodowata zwigkszenie
opornosci na doksorubicyne, etopozyd i winkrystyng w wiekszym stopniu niz przy
transfekcji dowolnym pojedynczym genem. Réwniez koekspresja GST tacznie z
MRP1 przyczynita si¢ do zwigkszenia opornosci na leczenie chlorambucylem,
kwasem etakrynowym, etopozydem i winkrystyna. Nadekspresja wszystkich 3
elementow systemu w znacznie wiekszym stopniu zwieksza lekoopornos¢ komorek
NIH3T3T na leczenie doksorubicyna i etopozydem niz w przypadku nadekspresji 2
dowolnych lub pojedynczych bialek [40].

Kombinacja GCS i MRP1 nie miata wplywu na zwigekszenie opornosci w
poréwnaniu z nadekspresja samego biatka MRP1. Opornos¢ komérek na chloram-
bucyl i kwas etakrynowy byla na podobnym poziomie zarowno przy nadekspresji
GST pojedynczo, jak i w kombinacjach, co sugeruje, ze w przypadku tych lekow
opornos¢ lekowa jest uwarunkowana innym mechanizmem.

W podobnych doswiadczeniach udowodniono, ze transfekcja komorek nowotwo-
rowych cDNA GCS oraz MRP1 z GCS powoduje zwigkszenie opornosci komorek
na zwiazki metali cigzkich, takie jak: chlorek kadmu, arsenian sodu i winian
antymonowo-potasowy [32, 61].
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Biatka y-GCS, GST i MRP najprawdopodobniej funkcjonuja razem jako
skoordynowany system transportu dla wielu lekow stosowanych w chemioterapii.
Nie wiadomo jednak, czy wszystkie rodzaje lekoopornych nowotworéw sa zdolne
do syntezy enzymow detoksyfikujacych Il fazy w ilosciach umozliwiajacych
unieszkodliwienie ksenobiotykow oraz usuwanie ich z komoérki na poziomie
warunkujacym opornos¢. Transport naturalnych ksenobiotykéw, z wyjatkiem
winkrystyny i daunorubicyny, wydaje si¢ zachodzi¢ wedtug innego mechanizmu,
niezaleznego od enzymodw Il fazy [68].

6. UDZIAL GLUTATIONU W APOPTOZIE

Zjawisko apoptozy bezposrednio wiaze si¢ z aktywnoscia biatek nalezacych do
rodziny Bcl-2, w szczegdlnosci samego Bcel-2. Jego rola jest blokowanie wyptywu
cytochromu ¢ z mitochondriéw, przez co zapobiega apoptozie.

Bufor tiolowy GSH/GSSG stanowi jeden z systemow przeciwutleniajacych,
zapobiegajacych apoptozie. W warunkach intensywnego transportu blonowego GSH
na zewnatrz komorki, w krotkim czasie obserwowano uwolnienie cytochromu ¢ z
mitochondridéw, poprzedzajace indukcj¢ proceséow apoptotycznych.

Wykazano, ze komorki, ktore ulegly transformacji nowotworowej, charakteryzuja sie
zwigkszong ekspresja Bcl-2, przez co zwigksza si¢ ich oporno$¢ na stres oksydacyjny
i apoptoze [9]. Zjawisko to stanowi element bardzo zlozonej strategii obronnej, polegajacej
na zaburzeniu rownowagi pomigdzy poziomem bialek pro- i antyapoptotycznych i odgrywa
jedna z wazniejszych rol w procesach warunkujacych oporno$é na leki [51].

Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w ostatnich latach wykazano istnienie
zaleznosci pomiedzy aktywnoscia Bel-2 a wrazliwoscig komdrek na zaburzenia syntezy
GSH. Stwierdzono, ze komorki produkujace GSH i charakteryzujace sig¢ szczegolnie wysoka
opornoscig na BSO wykazuja jednoczesnie zwigkszong ekspresje Bel-2 [63].

Badania zaleznosci pomigdzy stezeniem biatka Bcl-2 a stezeniem komorkowego
glutationu wykazaty, ze przy nadekspresji Bcl-2 obserwuje si¢ niemal 3-krotny wzrost
stezenia glutationu. Chociaz antyapoptotyczne wiasciwosci Bel-2 prawdopodobnie
nie sg scisle uzaleznione od ilosci GSH w komorce [37], to istnieje prawdopodo-
biefistwo wystepowania miedzy nimi bezposrednich lub posrednich zaleznosci.
Podczas terapii komoérek z nadekspresja Bcel-2 etopozydem lub pochodna kampto-
tecyny SN-38 zaobserwowano zwigkszenie ich przezywalnosci i wytworzenie
opornosci lekowej, w ktéra prawdopodobnie zaangazowany jest glutation. W
doswiadczeniach z uzyciem BSO zaobserwowano, ze na skutek redukcji poziomu
glutationu w komodrkach z nadekspresja Bel-2 nastapilo catkowite zniesienie opornosci
na te leki [66]. Deplecja syntezy GSH za pomoca BSO zaburza procesy transportu
lekow z komorki, co najprawdopodobniej stanowi przyczyng uwrazliwienia komorek.
Podejrzewa sie réwniez, ze BSO moze ulatwi¢ kumulacj¢ RFT w komorkach, co z
kolei zwigksza efekt cytotoksyczny stosowanych lekow.
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7. KIERUNKI OPRACOWYWANIA STRATEGII ZWALCZAJACYCH
LEKOOPORNOSC ZWIAZANA Z GLUTATIONEM

Pomimo czestego wystepowania zjawiska opornosci wielolekowej, nie jest ono
nieodiacznie zwigzane ze wszystkimi rodzajami nowotwordw, niemniej jednak stanowi
najpowazniejsza przeszkode w chemioterapii tych chordb.

Doktadniejsze poznanie mechanizméw regulujacych stan oksydoredukeyjny
komorki, opierajacych si¢ na aktywnos$ci systemow przeciwutleniajacych moze byé
przydatne podczas projektowania lekow uzywanych w terapii nowotworowej. Nalezy
przypuszczac, ze mozliwos¢ precyzyjnego regulowania poziomu glutationu podczas
terapii moze by¢ istotnym czynnikiem wplywajacym na skutecznos¢ leczenia. Wyniki
najnowszych badan wskazuja rowniez na potencjalny udziat leukotrienéw w proce-
sach patogenezy nowotworow. Obecnie prowadzone sg prace nad ewentualnym
leczeniem antyleukotrienowym, ktore mogloby wspomagaé zaréwno terapi¢ chordb
uktadu krazenia, jak i choréb nowotworowych [42].

Istnieje kilka strategii walki z opornoscia wielolekowa zwiazang z glutationem.
Wigkszos¢ opracowywanych metod polega na zahamowaniu ekspresji y-GCS i
zablokowaniu syntezy glutationu. Cel ten mozna osiagnaé przez:

1) zastosowanie BSO; w wyniku nieodwracalnego zablokowania syntezy glutationu
obserwuje si¢ wzrost wrazliwosci na zwiazki platyny, zwiazki alkilujace, antracykliny
i arsenu trojtlenek; problemem przy zastosowaniu terapii BSO jest ustalenie odpo-
wiedniej dawki, ktora nie bylaby toksyczna wobec komorek prawidtowych;

2) zastosowanie rybozymu hammerhead wobec mRNA y-GCS i jego hydrolizie;
badania in vitro wykazaly, ze metoda ta zwigksza wrazliwos¢ komorek nowotwo-
rowych na cytostatyki, najprawdopodobniej poprzez zaburzenia transportu leku
zaleznego od MRP1;

3) zastosowanie konstruktu anty-c-jun; czynnik transkrypcyjny cJun zwigzany jest
z ekspresja GCS i jego zahamowanie powoduje spadek zawartosci GCS i w rezultacie
obnizenie poziomu glutationu w komdrce. Blokada czynnika transkrypcyjnego moze
jednak spowodowac inne, trudne do przewidzenia konsekwencje u ludzi.

W przypadku wielu schorzen, m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych, cukrzycy,
AIDS obserwuje si¢ niski poziom GSH, co powoduje ostabienie wlasciwosci
obronnych komérek. Dla zwigkszenia efektywnosci leczenia korzystne jest wowczas
podniesienie poziomu glutationu. W przebiegu choréb nowotworowych wprost
przeciwnie, stwierdzono zwigkszone stezenie glutationu w komorkach. W celu
ostabienia procesow detoksykacji oraz obrony przeciwutleniajacej komorek nowotwo-
rowych skuteczne strategie terapeutyczne powinny zatem sprowadzaé si¢ do
jednoczesnego stosowania lekow cytostatycznych oraz inhibitoréw biosyntezy
glutationu [6]. Optymalna terapia powinna prowadzi¢ jednoczesnie do selektywnego
podniesienia poziomu GSH w komérkach prawidlowych, przeciwdziatajac niepoza-
danym skutkom radio- i chemioterapii.
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