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Souhrn

Vychodiska: Cilem této prace je stanoveni proteinl rezistence LRP (Lung Resistance Protein),
Pgp (P-glykoprotein), MRP (Multidrug Resistance-Associated Protein), MRP3 a MRP5 a zjisténi
jejich zavislosti na stadiu, stupni diferenciace a histologickém typu ovaridlniho karcinomu
a zhodnoceni vztahu protein( rezistence s chemorezistenci/chemosenzitivitou in vitro stano-
venou MTT testem. Soubor pacientek a metodika: Stanoveni protein( rezistence (LRP, Pgp, MRP,
MRP3, MRP5) jsme provedli u 64 vzorkl ovaridlnich karcinomU u pacientek operovanych na
Porodnické a gynekologické klinice FN HK v letech 2006-2010. Proteiny rezistence jsme sta-
novili metodou dvoustupriové imunohistochemie. Chemorezistenci/chemosenzitivitu in vitro
jsme zhodnotili MTT testem. Vysledky: Prokazali jsme vyssi hodnoty Pgp, MRP, MRP3 a MRP5
u pacientek s pokrocilym karcinomem ovaria (st. lll + IV) v porovnani s pacientkami s ¢asnym
ovarialniho karcinomu. Vztah protein( rezistence se stupném diferenciace jsme neprokazali.
Zaznamenali jsme vyssi hodnoty Pgp, MRP, MRP3 a MRP5 u pacientek s recidivou onemocnéni.
Prokazali jsme vy3$3i hodnoty Pgp a MRP u pacientek chemorezistentnich in vitro dle MTT testu.
Zdveér: Ze stanovenych proteinll rezistence se nejperspektivnéji u karcinomu ovaria jevi Pgp
a MRP. Stanoveni Pgp a MRP by mohlo pfispét k predikci [é¢ebné odpovédi na primérni chemo-
terapii u pacientek s karcinomem ovaria.
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Summary

Background: To evaluate the correlation of resistance proteins LRP (Lung Resistance Protein),
Pgp (P-glycoprotein), MRP (Multidrug Resistance-Associated Protein), MRP3 a MRP5 with stage,
grade and histological type. To asses correlation of these resistance proteins with drug resist-
ance/drug sensitivity in vitro by means of the MTT assay in ovarian cancer patients. To find
the clinical outcome of these data. Patients and Methods: 64 women with epithelial ovarian
cancer who underwent primary surgery in 2006-2010 had specimens stained with imunohis-
tochemistry for LRP, MRP, MRP3, MRP5 and Pgp and MTT assay (MTT-(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5--diphenyl-tetrazolium bromide). Results: Patients with late ovarian cancer had a higher
Pgp, MRP, MRP3 and MRP5 level compared to ovarian cancer patients with early stage ovarian
cancer. No correlation of resistance proteins with grading was found. Patients with high Pgp
and MRP expression had significantly shorter progression-free survival. Patients with drug re-
sistance in vitro by means of the MTT assay had higher Pgp and MRP expression. Conclusion:
P-glycoprotein and MRP may be useful predictor for outcome of primary chemotherapy in pa-
tients with ovarian cancer.
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Vychodiska

Karcinom ovaria je nejcastéjsi pric¢inou
umrti na gynekologické malignity (47 %
umrti). Je zastoupen 5 % mezi viemi na-
dory u Zen. Prestoze byla 1é¢bé zhoub-
nych nadorl ovaria vénovana velka po-
zornost, vysledky pfreziti pacientek se
za poslednich 20 let zlepsily minimalné,
a to spise v dlsledku centralizace péce
do center [1]. Hlavnim klinickym problé-
mem soucasné cytostatické |é¢by ovari-
alniho karcinomu je Iékova rezistence na
cytostatika (chemorezistence). Jejim na-
sledkem je selhani 1é¢by [2]. Kompletni
odpovéd na primérni chemoterapii je vy-
sokd, mezi 50 a 70 %. Pfesto 50-75 % pa-
cientek s pokrocilym ovaridlnim karci-
nomem onemocnéni relabuje a dochazi
k rozvoji Iékové rezistence, a to zejména
mnohocetné (MDR) [3].

Maligni bunéc¢né populace mohou
byt vi¢i chemoterapii rezistentni jiz
béhem primarni [é¢by. V tomto pfipadé
jde o tzv. pfirozenou (primdarni) rezis-
tenci. Ziskana (sekundarni) rezistence
vznikd az v prdbéhu cytostatické 1écby,
kdy se plivodné citlivé bunky stavaji re-
zistentnimi a Ucinnost cytostatické lécby
se snizuje. Pokud pfi ztraté citlivosti
k jednomu pfipravku vznika soucasné
rezistence na jiné, vétSinou struktu-
rélné pribuzné cytostatikum, hovofime
o rezistenci zkfizené. Byly viak popsany
pfipady zkfizené rezistence mezi proti-
nadorovymi lé¢ivy lisicimi se jak struk-
turdlné, tak mechanizmem ucinku. Ta-
kové ptipady rezistence pak nazyvame
mnohocetna lékova rezistence (Multi-
Drug Resistance, MDR). MDR vysvétluje
pfipady necitlivosti nékterych nadortd
k alternativnim Iécebnym rezimim ob-
sahujicim nové druhy cytostatik nepou-
zitych v plvodni lé¢bé. Typicka (klasickd)
glykoproteinem (Pgp), ktery je produk-
tem MDRT1 genu. Jako atypickd MDR jsou
souhrnné oznacovany vsechny mecha-
nizmy mnohocetné |ékové rezistence,
kterych se neudcastni Pgp [4].

Jednim ze zékladnich mechanizm
vzniku MDR je transportni funkce nékte-
rych transmembranovych proteinl ze
skupiny tzv. ABC-transportérd (ATP bin-
ding cassette proteins). Jednim z nejvy-
znamnéjsich ABC-transportér prispivaji-
cichkrozvojiMDRje P-glykoprotein (Pgp).

Jedna se o transmembranovy glykopro-
tein o velikosti 170 kDa tvofeny 1 280
aminokyselinami [5]. Tato ATP fizena ef-
fluxni pumpa vyuziva pro svou trans-
portni funkci energii z hydrolyzy ATP [6].
MDR1 je bézné exprimovan v jatrech,
ledvinéach, stfevech, mozku, déloze, var-
latech a placenté [7]. Z toho vyplyva
i jeho fyziologicka funkce, kterou je pre-
devsim fizeni absorpce, distribuce a ex-
krece celé fady xenobiotik véetné fady
klinicky vyznamnych [éciv. Brani také
praniku xenobiotik do mozku ¢i repro-
dukénich organt [8]. Substraty Pgp je
pfitom fada protinadorovych léciv jako
vinka-alkaloidy, antracykliny, taxany, kol-
chicin a actinomycin D [7]. Taxany jsou
standardni soucasti chemoterapie prvni
linie pokrocilého ovaridlniho karcinomu.

Cilem této prace je stanoveni proteint
rezistence LRP (Lung Resistance Protein)
(obr. 1), PgP (P-glykoprotein) (obr. 2),
MRP (Multidrug Resistance-Associated
Protein) (obr. 3, 4), MRP3 a MRP5 a zjis-
ténivztahu se stadiem, stupném diferen-
ciace a histologickym typem ovarialniho
karcinomu. Déle pak zhodnoceni vztahu
protein rezistence s chemorezistenci/
/chemosenzitivitou in vitro stanovenou
MTT testem.

Soubor pacientek a metodika
Soubor pacientek

Stanoveni protein( rezistence (LRP,
Pgp, MRP, MRP3, MRP5) jsme provedli
u 64 vzorkU ovaridlnich karcinomu u pa-
cientek operovanych na Porodnické
a gynekologické klinice FN HK v le-
tech 2006-2010. Primarni chemorezis-
tenci/chemosenzitivitu in vitro pomoci
MTT testu jsme zhodnotili u 54 Zen z to-
hoto souboru. Odbéry vzorkl na stano-
veni MTT testu byly provddény béhem
primdrni operace pro karcinom ovaria
u pacientek, které pfed danou operaci
neprodélaly chemoterapii ani Zddnou
jinou lé¢bu pro ovarialni karcinom. Jed-
nalo se o pacientky s nové zjisténym kar-
cinomem ovaria - chemonaivni. Zadna
z téchto pacientek nebyla v minulosti
IéCena pro jiny karcinom. Vsechny pa-
cientky mély pfed operaci podepsany
informovany souhlas s odbérem vzork(
tkdné, schvaleny Etickou komisi FN HK.
Pridmérny vék testovanych pacientek
byl 63 let. Vsechny pacientky z tohoto

souboru dostaly dle sou¢asnych dopo-
rucenych standardd v ramci adjuvantni
chemoterapie prvni linie kombinaci pak-
litaxel a karboplatina.

Jednalo se o 8 pacientek se sta-
diem 1 (12,5 %), 1 pacientku se stadiem II
(1,6 %), 45 pacientek se stadiem lll
(70,3 %) a 10 pacientek se stadiem IV
(15,6 %). Dobre diferencovany ovarialni
karcinom v tomto souboru mélo 6 pa-
cientek (9,8 %), 14 pacientek stfedné di-
ferencovany ovaridlni karcinom (23 %)
a 41 pacientek Spatné diferencovany
karcinom ovaria (67,2 %). U 3 pacientek
nebyl stupen diferenciace urcen. Serézni
ovarialni karcinom mélo 45 zen (77,6 %),
mucinézni ovarialni karcinom 5 pa-
cientek (8,6 %), endometroidni ovari-
alni karcinom mélo 8 pacientek (13,8 %).
Pacientky s jinymi histologickymi typy
ovaridlniho karcinomu ani borderline
tumory jsme do této prace nezahrnuli.

Stanoveni proteinli rezistence
LRP, Pgp, MRP, MRP3, MRP5
Proteiny rezistence LRP (Lung Resistance
Protein), Pgp (P-glykoprotein), MRP (Mul-
tidrug Resistance-Associated Protein),
MRP3 a MRP5 jsme stanovili standard-
nim postupem dvoustuprfiovou imuno-
histochemii ve Fingerlandové Ustavu pa-
tologie ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové. Material ziskany pfi operaci byl
po odbéru rutinné fixovan v 10% forma-
linu. Ve viech pfipadech byl proveden
standardizovany odbér tkané na histolo-
gické (a nasledné imunohistochemické)
vysetfeni. Byly odebrény vzdy nejméné
tfi vzorky z nadoru (zpravidla 1 blo¢ek
na 1 cm nadoru) se zaméfenim na pouz-
dro, pfipadné periferii tumoru. Tkariové
blo¢ky byly dale zpracovany standardni
histologickou technikou a zality do para-
finu. Z kazdého blocku byly krajeny fezy
o tloustce 2-3 um. Tyto fezy byly po-
uzity jednak k rutinnimu barveni hema-
toxylinem-eozinem, jednak k imunohis-
tochemickému vysetieni. Stanoven byl
histologicky typ nadoru a stupen jeho
diferenciace.

Parafinové blo¢ky byly imunohisto-
chemicky vySetfeny za pouziti téchto pri-
marnich protilatek: Pgp (klon C494, Lab-
Vision, Fremont, USA, fedéni 1 : 50), LRP
(klon 9D6, LabVision, fedéni 1 : 20), MRP
(klon 33A6, Novocastra, Newcastle upon
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Tyne, United Kingdom, fedéni 1 : 100),
MRP3 (klon DTX 1, Novocastra, fedéni 1 :
100) a MRP5 (klon 69, Novocastra, fedéni
1:50). Antigeny Pgp, LRP, MRP a MRP5
byly demaskovéany inkubaci v citrato-
vém pufru (pH 6) pri teploté 95 °C po
dobu 30 min (Pgp a LRP), resp. 60 min
(MRP a MRP5). Protein MRP3 byl demas-
kovéan v pufru S 3308 (DakoCytomation,
Glostrup, Dansko), pH 6, pfi teploté 95 °C
po dobu 60 min. K imunohistochemic-
kému vysetfeni byla pouzita nepfima
imunohistochemickd metoda s pouzi-
tim avidin-biotinového vizualiza¢niho
systému EnVision+ (DakoCytomation).

Ve svételném mikroskopu pak byla
kvantitativné hodnocena pozitivita re-
akce, tj. procento pozitivnich (hnédé
zbarvenych) nadorovych bunék: Pgp -
membranovd, popf. i cytoplazmaticka
pozitivita, LRP - cytoplazmaticka poziti-
vita, MRP — membranova, pfipadné i cy-
toplazmaticka pozitivita, MRP3 - mem-
branovd, pfipadné i cytoplazmaticka
pozitivita, MRP5 — membrénova a cyto-
plazmatickd pozitivita.

Stanoveni chemorezistence/
/chemosenzitivity in vitro MTT
testem

Vzorky ovarialnich karcinomd odebrané
peropera¢né na Porodnické a gynekolo-
gickeé klinice Fakultni nemocnice Hradec
Kralové byly zpracovany v Ustavu lékaf-
ské biologie a genetiky Lékarské fakulty
Hradec Krélové. Suspenze nadorovych
bunék byla ziskdna z dodanych vzorki
pouzitim enzymatického traveni a gra-
dientovou centrifugaci na hustotnim
gradientu Ficoll-Metatrizoat. Na zacatku
studie byl ovéfovan zpUsob enzymatic-
kého rozvoliovani a optimalni slozeni
kultiva¢niho média. Buriky byly dvakrat
promyty v RPMI 1 640 [(2 mM glutamin,
bikarbonat sodny, penicilin (100 U/ml)
a streptomycin (100 mg/ml)]. Po druhém
promyti byla buné¢na paleta suspendo-
véna v kultiva¢nim médiu [RPMI 1 640
s 2mM glutaminem bikarbonatem sod-
nym, penicilinem (100 U/ml) a strepto-
mycinem (100 mg/ml), 15% fetalni ho-
vézi sérum, 5 mg/ml inzulinu a 5 mg/ml
transferinu)] v kone¢né koncentraci
1-2 miliony bunék na mililitr. Na za¢atku
studie byla také ovéfovana heteroge-
nita bunécné populace. Bunky byly na-

Tab. 1. Hodnoty EC 50 pro jednotliva cytostatika.

Hodnoceni Rezistence
(EC 50 v pug/ml)

cisplatina 100-18,75
taxol 50-9,38
karboplatina 100-18,75
topotekan 50-9,38
gemcitabin 300-56,25
etoposid 50-9,38

sazeny 6 hod v kultiva¢ni lahvi. Po 6 hod
bylo médium odsato, neadherované
bunky byly shromazdény centrifugaci
pfi 500 ot./min a vyuzity pro pararelni
stanoveni. Pfi hodnoceni senzitivity bylo
pouzito tfidenniho MTT (WST-1) testu.
Bunécna suspenze byla pipetovana do
96jamkovych desti¢ek v koncentraci
6 000-10 000 bunék na jamku a pone-
chéna pres noc v inkubatoru. Druhy den
bylo k burikdm pfidano médium s nare-
dénym cytostatikem. Rezistence/senziti-
vita byla testovdna u cisplatiny (Ebewe
Pharma, Rakousko), paklitaxelu (Pliva-
-Lachema, Ceska republika), karbopla-
tiny (Ebewe Pharma, Rakousko), topote-
kanu (GlaxoSmithKline, Velka Britanie),
gemcitabinu (Eli Lilly, Ceska republika)
a etoposidu (Teva Pharm, Ceska repub-
lika). Aby bylo mozné stanovit inhibi¢ni
koncentraci IC50, byly nddorové buriky
vystaveny pUsobeni kazdého cytosta-
tika v Sesti rlznych koncentracich po
dobu tfi dnd pfi 37 °C, 5 % CO, a pokusy
byly nejméné dvakrat opakovany. Kon-
trolni nadorové bunky byly kultivovany
bez pouziti cytostatik. Na zavér kultivace

Hrani¢ni Vnimavost
vnimavost
18,75-6,25 EC50 < 6,25
9,38-3,13 EC50< 3,13
18,75-6,25 EC50 < 6,25
9,38-3,13 EC50< 3,13
56,25-18,75 EC50< 18,75
9,38-3,13 EC50< 3,13

bylo ke kazdé jamce ptridano 100 mikro-
litrd WST-1 rozpusténého v kultiva¢nim
médiu a bylo inkubovéno dalsi dvé ho-
diny. V pfipadé Zivych bunék je tetrazé-
liovd stl redukovana mitochondridlnimi
dehydrogendazami na formazan. Tato ko-
lorimetrickd reakce byla sledovana foto-
metrickym méfenim pfi 450 nm s refe-
renc¢ni vinovou délkou 690 nm. Pfezivani
nadorovych bunék (Tumor Cell Survi-
val - TCS) jsme vypocitali pomoci nésle-
dujiciho vzorce:

TCS = absorbance v jamkéch s cytostatiky

" absorbance v kontrolnich jamkach X100

TCS50 (EC50) hodnota je koncentrace
daného cytostatika, kterd je letaIni pro
50 % néadorovych bunék a byla vypoci-
tdna ze ziskanych kfivek davkové zavis-
losti (tab. 1).

Statistické zpracovani

Pro zadkladni charakteristiku souboru
jsme pouzili deskriptivni metody statis-
tiky. Pro vztahy kvalitativnich parametr(
se testovala hypotéza nezavislosti v kon-
tingen¢ni tabulce vidi alternativé za-

Tab. 2. Hodnoty proteint rezistence LRP, Pgp, MRP1, MRP3, MRP5 v zavislosti na

stadiu onemocnéni (I + 11) a (Il + V).

p I+11
prdimér
LRP 0,6 75,7 %
Pgp 0,18 56,4 %
MRP1 0,37 65,0 %
MRP3 1,0 4,2 %
MRP5 0,99 0,7 %

n+iv
min-max pramér min-max
30-100 65,6 % 0-100
10-100 69,6 % 0-100
0-100 78,3 % 0-100
0-30 7,5% 0-100
0-10 53 % 0-100

LRP - Lung Resistance Protein, Pgp - P-glykoprotein, MRP — Multidrug Resistance-
Associated Protein 1, MRP3 — Multidrug Related Protein 3, MRP 5 — Multidrug Rela-

ted Protein 5, p — hladina vyznamnosti.
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Tab. 3. Hodnoty proteint rezistence LRP, Pgp, MRP1, MRP3, MRP5 v zavislosti na
histologickém typu ovaridlniho karcinomu.

Proteiny p Serézni OCa Mucin6zni OCa  Endometroidni OCa
rezistence n=47 n=4 n=10
prdmér min-max prdmér min-max pramér min-max
LRP 074 677% 0-100 750% 0-100 660%  0-100
Pgp 0,15 71,7 % 0-100 90,0% 60-100 50,0% 0-100
MRP1 0,28 80,9 % 0-100 875% 50-100 64,0% 0-100
MRP3 0,001 1,49 % 0-40 325% 0-100 13,0 % 0-100
MRP5 0,65 4,7 % 0-100 2,5% 0-10 6,0 % 0-60

LRP - Lung Resistance Protein, Pgp — P-glykoprotein, MRP1 — Multidrug Related
Protein 1, MRP3 - Multidrug Related Protein 3, MRP 5 — Multidrug Related Protein 5,
p - hladina vyznamnosti.

Tab. 4. Hodnoty proteint rezistence LRP, Pgp, MRP1, MRP3, MRP5 v zavislosti na
vyskytu recidivy onemocnéni.

Proteiny p Recidiva
rezistence ano (n=27) ne(n=17)
pramér min-max primér min-max

LRP 0,58 64,4 % 0-100 752 % 20-100
Pgp 0,25 70,4 % 0-100 57,6 % 0-100
MRP1 0,004 86,3 % 0-100 54,7 % 0-100
MRP3 0,75 10,0 % 0-100 9,4 % 0-100
MRP5 1,0 4,4 % 0-100 6,3 % 0-100

LRP - Lung Resistance Protein, Pgp - P-glykoprotein, MRP1 — Multidrug Related
Protein 1, MRP3 - Multidrug Related Protein 3, MRP 5 — Multidrug Related Protein 5,
p - hladina vyznamnosti.

N

Obr. 1. Obraz difuzni cytoplazmatické pozitivity LRP.

vislosti. Byl pouzit Fischer(iv pfesny test
nezavislosti.

Vysledky

Pti sledovani vztahu proteinl rezis-
tence se stadiem onemocnéni jsme za-
znamenali u viech protein(i rezistence
mimo LRP nardst prdmérnych hodnot
smérem od casnych stadii k pokroci-
lym. Pacientky s pokrocilym ovarialnim
karcinomem (Il + V) mély vyssi hod-
noty Pgp, MRP, MRP3, MRP5 nez pa-
cientky s casnym onemocnénim (I + II),
viz tab. 2. V pfipadé hodnoceni vztahu
proteinl rezistence vici histologic-
kému typu ovaridlniho karcinomu nej-
vyssi hodnoty vsech protein( rezistence
mimo MRP5 vykazoval mucinézni ova-
ridlni karcinom, i kdyzZ zde je nutné zo-
hodnoty LRP, Pgp, MRP jsme zazname-
nali u endometroidniho karcinomu ova-
ria (tab. 3). Pfi hodnoceni klinické odpo-
védi, tedy vyskytu recidivy a délky PFS
(Progression Free Survival), jsme poci-
tali pouze s pacientkami s dostate¢nym
follow-up (min. 12 mésict od ukonceni
primarni |écby). Ziskané vysledky opét
sméfuji k potvrzeni vztahu chemorezis-
tence in vitro s klinickym priibéhem one-
mocnéni. Zaznamenali jsme vyssi hod-
noty viech proteinl rezistence (mimo
LRP) u pacientek s prokazanou recidivou
v porovndni s pacientkami bez recidivy
ovaridlniho karcinomu (tab. 4).

Dale jsme hodnotili vztah chemore-
zistence/chemosenzitivity in vitro stano-
vené MTT testem k proteintim rezistence
LRP, Pgp, MRP, MRP3, MRP5 stanovenym
imunohistochemicky. Zjistili jsme jed-
noznacny narlst pramérnych hodnot
Pgp a MRP smérem od chemosenziti-
vity k chemorezistenci in vitro stanovené
MTT testem. Chemorezistence/chemo-
senzitivita stanovena in vitro MTT testem
dle nasich vysledkU tedy koreluje s hod-
notami protein{ rezistence Pgp a MRP.
Pacientky chemorezistentni in vitro dle
MTT testu mély vyssi hodnoty proteinC
rezistence Pgp a MRP, pficemz vyznam-
néjsi vztah byl patrny u Pgp. Vy33i hod-
noty tohoto proteinu rezistence jsme
zjistili u pacientek dle MTT testu rezis-
tentnich in vitro, a to v pfipadé vsech
testovanych cytostatik (tab. 5). Pro dalsi
proteiny rezistence LRP a MRP jsme pro-
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Tab. 5. Vztah proteint rezistence LRP, Pgp, MRP1, MRP3, MRP5 s primarni chemorezistenci/chemosenzitivitou in vitro stanove-\
nou MTT testem na jednotliva cytostatika.

% Cisplatina Karboplatina Paklitaxel Topotekan Gemcitabin

rez.  hran. senz. rez. hran. senz. rez. hran. senz. rez. hran. senz. rez. hran. senz.

n 5 13 36 28 13 12 19 25 10 7 4 38 43 - 5

P 0,32 0,33 0,07 0,21 0,60

LRP 860 738 636 704 746 558 573 780 640 557 825 721 69,1 - 64,0

p 0,02 0,47 0,63 0,77 0,17

PgP 100 80,7 605 754 708 533 695 720 610 743 750 695 71,8 - 42,0

P 0,40 0,44 0,84 0,79 0,59

MRP1 860 746 686 70,7 800 666 658 724 81 62,8 750 70,7 73,7 - 54,0

P 0,46 0,21 0,27 0,42 0,21

MRP3 0 169 122 535 238 16,6 1,6 204 12,0 2,9 0 142 104 = 20,0

P 0,72 0,72 0,19 0,19 0,58

MRP5 0 4,6 53 2,9 54 83 0 0 2,0 17,1 0 3,42 58 - 0

LRP - Lung Resistance Protein, Pgp - P-glykoprotein, MRP1 — Multidrug Related Protein 1, MRP3 - Multidrug Related Protein 3,
MRP 5 — Multidrug Related Protein 5, p - hladina vyznamnosti, rez. - rezistence, hran. — hrani¢ni senzitivita, senz. - senzitivita. )

kazali vztah s chemorezistenci/chemo-
senzitivitou stanovenou in vitro MTT tes-
tem u karboplatiny a cisplatiny. MRP3
a MRP5 s chemorezistenci in vitro stano-
venou MTT testem dle nasich vysledki
nekoreluje. Ani ve vztahu k ostatnim
sledovanym parametriim jsme vyznam
MRP3 a MRP5 u pacientek s karcinomem
ovaria nenalezli. | zde jsme prokazali nej-
vétsi vyznam Pgp a MRP u pacientek
s karcinomem ovaria.

Diskuze

Z literarnich udaji se zatim jako nej-
perspektivnéjsi z proteinl rezis-
tence u ovaridlniho karcinomu jevi
P-glykoprotein. Jsou publikovény stu-
die ukazujici jasnou souvislost mezi ex-
presi Pgp a klinicko-patologickymi udaji
pacientek s karcinomem prsu [9,10]. Na-
proti tomu existuji studie, jez vliv ex-
prese Pgp na rozvoj a pribéh terapie
karcinomu prsu neprokazaly [11]. Pa-
cientky s karcinomem prsu s vysokou ex-
presi MDR1 lécené antracykliny nebo ta-
xany prezivaly krat3i dobu nez pacientky
[é¢ené jinymi rezimy [5]. P-glykoprotein
vyznamné ovliviuje rezistenci urcitych
malignich nadord. Vyznam proteind re-
zistence u ovariadlniho karcinomu je
zatim kontroverzni a vysledky nejsou
jednoznacné. Izquierdo et al sledovali
expresi LRP, MRP a Pgp u ovariélnich kar-
cinomU a pouze LRP prokazali jako in-
dependentni prognosticky faktor odpo-

védi na chemoterapii a preziti [12]. Goff
et al naopak nezaznamenali rozdil hod-
not LRP a MRP u pacientek chemosenzi-
tivnich a chemorezistentnich [13]. Dalsi
studie u ovariadlniho karcinomu taktéz
neprokazala vyznam exprese LRP ve
vztahu k lé¢ebné odpovédi u pacientek
s karcinomem ovaria [14]. Materna et al
prokazali prognosticky vyznam Pgp
a MRP2 u pacientek s karcinomem ova-
ria [15]. Pro posouzeni vyznamu miry ex-
prese Pgp pro predikci Uspésnosti che-
moterapie je rozhodujicim faktorem

vybér cytostatika. V pripadé pouziti cy-
tostatik, kterd jsou substraty Pgp, napf.
taxany, existuje pfedpoklad, Ze terapie
muze vést ke vzniku mnohocetné [é-
kové rezistence. Diky pfipadné zvysené
expresi Pgp mohou byt takova léciva za
Ucasti transportni funkce Pgp predcasné
vylu¢ovana z nadorovych bunék, coz
muze zpUsobit pokles Ucinku lécby [5].
To potvrzuje i nase prace: zjistili jsme
vyssi hodnoty Pgp a MRP u pacientek
s chemorezistenci in vitro stanovenou
MTT testem. U téchto pacientek jsme za-
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Obr. 3. Obraz fokalni cytoplazmatické pozitivity MRP3.

roven zaznamenali ¢astéjsi vyskyt reci-
divy ve sledovaném obdobi. Vztah che-
morezistence in vitro stanovené MTT
testem s horsi odpovédi na primarni
Ié¢bu jsme prokazali jiz dfive [16]. Vyssi
hodnoty P-glykoproteinu jsme prokdzali
u pacientek chemorezistentnich in vitro
v porovnani s pacientkami chemosen-
zitivnimi in vitro dle MTT testu, a to pro
vsechna testovana cytostatika vcetné

platinovych preparatd. V soucasnosti se
uvadi souvislost hodnot Pgp predevsim
s chemorezistenci na taxany [17,18]. To
muze byt dano skutec¢nosti, ze vétsina
praci vénovanych proteinim rezistence
u ovarialniho karcinomu je provadéna
na bunécnych liniich [18-20]. V nasi
praci jsme hodnotili proteiny rezistence
z jednotlivych vzorkl ovarialnich kar-
cinom( a stanoveni chemorezistence/

/chemosenzitivity MTT testem jsme za-
hajovali do dvou hodin od vlastniho od-
béru vzorkd.

Kavallaris et al prokazali kratsi bez-
pfiznakové obdobi i celkovou dobu
preziti u pacientek s vyssimi hodno-
tami Pgp [21]. Stejné vysledky proka-
zali i Baekelandt et al [22]. Raspolini et
al zaznamenali korelaci Pgp s odpovédi
na chemoterapii [23]. Z velké variability
zvéiejnénych vysledkd vyplyva potreba
individudIniho stanoveni miry exprese
Pgp a jejiho vlivu na Uspésnost tera-
pie karcinomu ovaria u konkrétnich pa-
cientek a nutnost dalsich studii zejména
s vyuzitim tkané jednotlivych ovarial-
nich karcinomu. Teprve potom se mu-
Zeme pfiblizit ke skute¢nému poznani
vlivu proteind rezistence na klinicky pri-
béh onemocnéni a jeho vyuziti v klinické
praxi.

Zaveér

Zjistili jsme vztah proteinG rezistence
s histologickym typem a stadiem ova-
rialniho karcinomu. Nalezli jsme zmény
hodnot P-glykoproteinu a MRP v za-
vislosti na klinickém prabéhu one-
mocnéni. Zaznamenali jsme vztah
P-glykoproteinu a MRP s chemorezis-
tenci/chemosenzitivitou in vitro stano-
venou MTT testem. Prokdzali jsme vy3si
hodnoty P-glykoproteinu u pacientek
rezistentnich in vitro dle MTT testu, a to
pro viechna testovand cytostatika. Vyssi
hodnoty MRP a LRP jsme zjistili pro pla-
tinové preparaty u pacientek rezistent-
nich in vitro dle MTT testu. Dle naSich vy-
sledkl by stanoveni Pgp a MRP mohlo
prispét k predikci 1é¢ebné odpovédi na
primarni chemoterapii u pacientek s kar-
cinomem ovaria.
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