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Souhrn: Cldnek se podrobné zabyvé tfemi proteiny, které zpisobuji atypickou lékovou rezistenci (atMDR) v nddorovych buiikédch.
Multidrug resistance protein (MRP) je ATP-dependentni membranova pumpa patfici stejné jako P-glykoprotein (Pgp) do rodiny AB C -
transportnich proteint. Lung resistance protein (LRP) je hlavni komponenta ribonukleoproteinovych ¢astic vaults, které jsou schopné
transponovat toxické latky zjadra neoplastickych bunék do lyzozédmu. Zvysend aktivita detoxifika¢niho enzymu glutathion-S-trans-
ferazy (GST-p) a ndsledné zvySend koncentrace redukovaného glutathionu (GSH) chréni butiku pfedev§im pted pisobenim volnych
radikdli. Jsou uvedeny zékladni charakteristiky kazdého z vy$e jmenovanych proteini (jejich struktura, funkce, ptirozeny vyskyt v lid-
skych tkdnich) a studie zabyvajici se vyznamnosti exprese kazdého z nich pro klinickou MDR.

Kli¢ova slova: mnohocetnd 1ékovd rezistence, atypickd mnohocetnd lékové rezistence, multidrug resistance protein, MR P, lung
resistance protein, LR P, glutathion-S-transferaza (GST-p), glutathion, GS H, A B C transportni proteiny, chemoterapie

Summary: This paper deals with three proteins known to associate with atypical multidrug resistance (atMDR) of tumor cells.
Multidrug resistance protein (M RP) works as an ATP-dependent membrane ,,pump" and belongs, together with P-glycoprotein (Pgp),
to a superfamily of ABC-transport proteins. Lung resistance protein (LRP) is a major component of organelles called ,,vaults". Vaults
are able to transport toxic agents from the nuclei of neoplastic cells to lysosoms. Additionaly increased activity of glutathion-S-
transferase enzyme (GST-p) followed by increased concentration of reduced form of glutathion (GSH) protects tumor cells from
oxidative damage. Basic characteristics of MRP, LRP and GST-p are given including their structures, functions and expressions in
normal/malignant human tissues. Studies focused on the significance of mentioned proteins for clinical M D R are reported as well.
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Ptedkladana ¢ast pfehledového ¢lanku o mnohocetné 1ékové rezi-
stenci je vénovana atypické M D R, zejména proteinim MRP, LR P
a GST-n Ke kazdému mechanismu je poddn vyklad jeho funkce
a piiklady vyuziti v klinické praxi.

1.1) Multidrugresistance protein (M RP)

Vroce 1992 Coleetal.”” objevili nabun&éné liniilidského malo-
bunééného karcinomu plic H69 rezistentni na adriamycin gen
koédujici dalsi z A B C transportnich bilkovin a pojmenovali ho
M R P (multidrug resistance associated protein). Po detailn&j$im
prozkouméni transfekovanych bunéénych linii bylo zjisténo, ze:
1) snizeni exprese M R Pje doprovdzeno obnovenim chemosensi-
tivity, 2) transfekce bunéénych linii MRP ¢DNA vedouci
k nadmérné expresi M R P prokazatelné zvySuje rezistenci trans-
fektant? vii¢i antracyklinim, vinkristinu a etoposidu®”, 3) MR P
je exprimovan, stejnéjako Pgp, na cytoplazmatické membrané('*’)
a na membrdndch endoplazmatického retikula, 4) v buiice plni
funkci jednosmérné ATP-dependentni membrdanové pumpy pro
glutathion- S -konjugdty"**\

Bylo identifikovdno 6 multidrug resistance proteini (M RP 1-6),
znichZ pouze protein MR P 1 médvyznam pro navozenilékové rezi-
stence(’). M R P protein se sklddd z 1531 aminokyselin ajeho
molekulovd hmotnost je 190 kDa''""’. Hybridizaci in situ bylo
zjisténo, Ze M R P genje lokalizovdn na 16. chromoz6ému v oblas-
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Obr. 1 - Schema struktury proteinu MRP.
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ti p13.1°”. V M D R rezistentnich buné&&nych liniich nadmérng
exprimujicich M R P byvé gen rovn&z amplifikovan"*.

Zcela piekvapivé je M R P spise vzdédleny pfibuzny genu mdrl a je
vice podobny CFTR genu. Nejvétsi sekvenéni homologie mezi
M R P a Pgp byla nalezena v oblasti AT P vazebnych domén, kte-
ré jsou také v ramci celé nadrodiny nejvice evolu¢né konzervo-
vany. Avsak tercidrni struktura obou proteint je rozdilnd. Topo-
logicky model M R P zndzoriiuje obr. 1. Na N-konci molekulyje
membranovd doména sloZzend z 5 transmembrdnovych segmenti
(a-helixi), nésleduji 2 homologni ¢4sti kazdd sloZzena z 6 trans-
membranovych segmentd (a-helixti) a AB C domény"’*""*. M4
se za to, ze obé homologni Cdsti proteinu se v pribéhu evoluce
vyvinuly ze spole¢ného genového piedka kédujiciho ABC-trans-
portni proteiny. V piipadé M R P podskupiny zfizoval tento gen
s jinym genem/geny kédujicim jiny membrdnovy protein, ¢imz
se k obéma homolognim polovindm piipojilo 5 transmembrano-
vych domén na N-konci molekuly. N-konec M R P proteinu je
umistén extraceluldrné, coz je velmi atypickd topologie pro nadro-
dinu A B C transportnich proteinii. AvSak soucasna data naznacu-
ji, ze pravé extraceluldrné umistény N-konec muzZe byt charakte-
ristickym znakem M R P podskupiny"”. 3

Obé poloviny molekuly M R P jsou glykosylovdny. Cerstvé nasyn-
tetizovanému 170 k Da velkému M R P polypeptidu trvd zhruba 90
minut nez se glykosyluje na svoji 190 k Da formu. Glykosylovény
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protein ma polocas rozpadu 20 hodin, coZ je pro membranové pro-
teiny typické”. Ma et al.”""” rovnéZ prokazali in vivo fosforyla-
ci M RP nékolika riiznymi kindzami piedevs§im na setinovych zbyt-
cich. Dal$im rozdilem, kterym se M R P 1i8i od Pgp, je velmi nizk4
transportni specifickd pro paklitaxel a kolchicin pfesto, Ze obé zmi-
nénd Protinddorovd 1é¢iva ndlezi mezi nejlepsi ,,substraty” pro
Pgp“® Na druhé strané M R P zpiisobuje rovnéZ snizenou akumu-
laci 16¢iva v butice a jeho zvyseny export mimo buiiku'®.
MR P transportuje Siroké spektrum hydrofobnich, zdporné nabi-
tych substratd, ackoliv jeho afinita k cysteiny 1 leukotrienu (LTC.)
je ze viech zkousenych substratii nejvy$si("™). LT C,je synteti-
zovéan z leukotrienu A, poté, co je leukotrien A, konjugovéin
s GSH. Samotny leukotrien C, se podili na kontrole kontrakce
hladkych svalii a na vaskuldrni permeabilité. Fyziologickd funk-
ce MR P jako pfenasece leukotrienu C, v leukocytech syntetizu-
jicichleukotrieny dava vznik dohadu, Ze inhibitory M R P by moh-
ly hrét tlohu v regulaci zéné&tlivych procesi*”

LTC,jetedy konjugit glutathionu. Bylo prokdzdno, ze M R P mtize
transportovat Siroké spektum latek patticich do skupiny glutathi-
one konjugatli, od samotné oxidované formy glutathionu pies
kyselinu ethakrynovou, zdporné nabité sulfaty, §1ukuronidy
a nékteré Zlutové soli aZ po aktivovany aflatoxin B, Ukazu-
je se, ze spektrum substrati pfendSenych M R P se velmi shoduje
s prenaseCem MOAT (¢i M RP2l) nachazejicim se mimo jiné v tka-
ni intrahepatdlnich zlu¢ovoda'"” a v cytoplazmatické membra-
né zirnych bunék"*”. Predpoklddd se, ze M R P je alespoii &dste-
né zodpovédny za M O A T aktivitu v burikdch mimo intrahepatalni
zluéovody"?.

Dikaz, zda se M R P podili v burice i na regulaci iontovych kand-
14 nebyl jesté podan. Nicméné u H69/ADR bunék exprimujicich
MR P byla pozorovana zvyiena aktivita Cl- a K* kanala“”. Navic,
stejné jako Pgp, obsahuje struktura M R P ,,spojovac”, ktery je fos-
forylovan nékolika Ser/Thr proteinkindzami (napf. proteinkindza
C). Uvedeny fakt rovnéz podporuje domnénku o mozné regulac-
ni roli tohoto proteinu v iontovém transportu""

K inhibici rezistence asociované s M R P bylo pouzito stejnych che-
mosenzitort jako pro Pgp (verapamil, trifluoperazine, PSC 833),
aviak s minimalni efektivitou®. Schopnost bunék exprimujicich
MR P transportovat LT C, vedlo k ndvrhu, Ze slouc¢eniny ovliviiu-
jici mnozstvi redukovaného glutathionu v buiice (GSH) by moh-
ly modulovat M R P asociovanou rezistenci. Skute¢né se ukdzalo,
ze pii fyziologické koncentraci G SH v butice se zvySuje schop-
nost vinca alkaloidi inhibovat transport LT C, do bunék nadmér-
né& exprimujicich MRP''**’. U M DR bunéénych linii nadmérnd
exprimujicich M R P vedlo snizeni G S H ke zvyseni vnimavosti na
nékterd [é¢iva véetnd vinkristinu, VP-16 a doxorubicins"'” But-
hionin sulfoximid (BSO) je irreversibilnim inhibitorem y-gluta-
myl-cystein syntetazy (y-GCS), coZ je limitujici enzym biosynte-
tické drdhy GSH. Nicméné studie zavaa'l’ci se touto
problematikou dosly k rozporuplnym zavéram®*'®. Teprve Kuo
et al.("” objasnili asociaci mezi GSH syntézou a M R P expresi.
Pozoroval totiz soucasné nadmérnou expresi proteindi MR P a y-
GCS ve vybranych vzorcich normdlni tkdné, rezistentnich nddo-
rovych bunék i bunék, které jesté nepfiSly do styku s protinddo-
rovymi 1éCivy. Autofi dokazali, Ze zvySena aktivita enzymu y-GCS
je tedy potiebnd pro syntézu dostatecného mnozstvi GSH, a tedy
pro transport bézici pfes M R P molekulu.

M R P bylo detekovano v tkanich i burikdch pomoci monoklonal-
nich protilatek ac D N A prob. Pfirozeny vyskyt M R P byl pozoro-
van v epitelidlnich butikich bronchti, plic, traviciho traktu, moco-
vého méchyfe, kife nadledvinek, varlat, v tkdni kosterniho
a srde¢niho svalu. Rovnéz makrofagy, stromalni bur“llgy rtznych
organii a hemopoetické buiiky byly pozitivnina M RP°*’ . Vzhle-
dem k pfirozenému vyskytu M R P v mnoha epiteliich se usuzuje,
ze stejné jako Pgp hraje M R P dilezitou tlohu pfi ochrané bunky
pied toxiny zevniho prostiedi. Exprese M R P v nddorech rtizného
histogenetického ptivodu je uvedena v Tab. 1.

Jednozna¢na asociace M DR s expresi riiznych gend byla zatim
jednozna¢né in vivo prokdzana pouze u Pgp a M R P v modelech
knock-out mysi. Tato zvifata s deleci obou alel M R P genu bez-
pecné piezivaly a autofi uzaviraji, ze jakékoliv potencionalni inhi-
bitory M R P mohou byt bezpe¢né pouzity v 1é¢bé nadorovych one-
mocnéni lidi'"**". Hladiny sérovych enzymii, proteini, elektrolytii
a dalSich biochemickych ¢i hematologickych parametrid se
v modelu s iplnym knockoutem M R P nijak nelisily od kontrol.
Mysi a lidské MRP proteiny sdileji 88% sekvenéni identitu

Tab.l: Lidské nadory exprimujici MR P

Hematologické MRP Solidni MRP
malignity exprese tumory exprese
Akutni myeloidni +/- NSCLC +-
leukémie

Akutni lymfoblasticka +/- Spinocel. caplic -+
leukémie malo/dobfe diferencovany
Chronicka lymfo- + Ca stitné 7zlazy +
cytarni leukémie

Chronickd B-lymfo- + Neuroblastom +
cytarni leukémie

Trichoceluldrni +/- Spinocel cajicnu +/-

leukémie

Chronickd myelo- - Sarkomy mékkych tkani -

cytarni leukémie

Mnohodetny myelom - Ca prsu, ledvin, -

ovaria, stfeva

Non-Hodgkinsky -
lymfom

Melanom, ca prostaty, -
moc¢. méchyfte, varlat

a u obou byla prokdzana indukce M DR fenotzypu po transfekci
jejich c DN A do ptirozens senzitivnich bunék"*”" V MR P knock-
out buitkich (mrp”) byla zji§téna hypersensitivita kmenovych
embryondlnich bunék in vitro na mnozstvi ptirodnich toxinti véet-
né epipodofylotoxinti, vinkristinu, doxorubicinu a daunorubici-
nu. Knockoutované mysi byly in vivo 2krdt vice vnimavéjsi na
vepesid""”. Delece jedné alely (mrp™") méla za nasledek kvan-
titativni zvy$eni vnimavosti oproti mrp”’* buitkam“*". V erytro-
cytech mysi s knockoutem v M R P genu byla pozorovana ztrata
funkce vysoko afinitni S-glutathionové pumpy. Rovnéz masto-
cyty téchto mysi vykazovaly CasteCny defekt v sekreci leukotrie-
nu C,""**. Autofi se na tomto my$im modelu rovnéz pokusili
0 objasnéni vztahu mezi MRP a GSH. V embryondlnich kmeno-
vych buiikdch mrp™* sni%ili hladinu GSH na 10% fyziologické
koncentrace. Butiky kultivovali v médiu s radioaktivné zna¢enym
vepesidem. Zjistili, ze intraceluldrni koncentrace vepesidu v téch-
to buiikdch se zdvo;'nésobila. Zatimco v embryondlnich kmeno-
vych buitkdch mrp” nemélo sniZeni hladiny G SH Zddny vliv na
intraceluldrni koncentraci vepesidu'*”. V souladu s timto pozo-
rovanim je jiny in vivo experiment popisujici u M DR rezistent-
nich tumort nadmérné exprimujicich M R P zvySenou terapeutic-
kou uc¢innost doxorubicinu poté, co byla s pomoci BSO sniZena
hladinaintraceluldrniho GSH """, Vroce 1997 se Taguchimu et
ai (165) podatilo prokdzat pfimou interakci mezi M R P a G S H doka-
zujici, ze M R Pje fyziologickym kotransportérem G S H a proti-
nddorovych 1€Civ.

Molekula M RP je tedy ATP-dependentni membrdnovd pumpa
exportujici z bunky glutathion-S konjugdty v nemodifikované for-
mé i ve formé soli(*).

2) Vyskyt MRP v lidskych niadorech

M R P ie Casto exprimovan v anaplastickych karcinomech $titné
714zy(1°”, u riiznych forem akutnich a chronickych leukémii“?.
Zajimavou vyjimkou jsou nékteré pfipady AM L subtypu M4Eo
u nichZ doslo k inverzi na 16. chromozomu. Tato inverze je pova-
Zovana za dobry prognosticky znak. M R P gen je lokalizovan bliz-
ko bodu zlomu a v disledku chromozomalni inverze dochazi k jeho
deleci. V pfedbézné studii byla tato delece asociovana se 4-5krdt
delsim disease free survival obdobim, které nasledovalo po inici-
4lni terapii®”.

Zvysené mnozstvi M R P je jednozna¢né negativnim prognostic-
kym faktorem u détského neuroblastomu®). Tato studie proki-
zala i signifikantni korelaci mezi M R P expresi v primarnim nado-
ru a amplifikaci N-myc onkogenu, nejsilnéjSiho negativniho
prognostického faktoru u téchto pacient'*®.

Uz v roce 1995 byly popsany na bunéénych liniich E)fipady jez
nadmérné exprimovaly jak Pgp tak MR P proteiny”*”. Chan et
al.®" dokumentoval tentyZ jev na primarnich nddorovych buii-
kach retinoblastomu, které neodpovidaly na chemoterapii. Dokon-
ce exprese jednoho z vy$e jmenovanych M D R proteint pied zaha-
jenim 1é¢by korelovala s neodpovidavosti na 1é¢bu, zatimco
nepfitomnost obou proteinti korelovala s dlouhodobym pieZzitim.
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Snad nejcastéji byla nadmérné exprese M R P studovdna u nema-
lobunéénych karcinomil plic, zvlaté u adeno- a spinoceluldrnich
histologickych typa'*?. Cast&ji byvaji M R P pozitivni dobte dife-
rencované nadory. Studie prokdzaly negativni korelaci mezi
nadmérnou expresi M R P a klinickou odpovidavosti na chemote-
rapii?”. U malobun&énvch karcinomt plic je viak pozitivita
MRP podstatné vzacnéjsi(*”.

Ptiblizné 30% zen s uzlinové negativnim karcinomem prsu rela-
buje. Nooteretal. ' ** zjistovali frekvenci a intensitu M R P expre-
se pomoci monoklondlni protilatky u 259 vzorkt invazivniho kar-
cinomu prsu. V tomto souboru bylo 34% vzorkt pozitivnich na
MRP. Po rozdéleni pacientti do skupin pode véku, velikosti nado-
ru, mnozstvi estrogenovych a progesteronovych receptort ¢i stup-
né zasazeni lymfatickych uzlin se objevila asociace M R P se $pat-
nou odpovidavosti na 1é¢bu predev§im u pacienti s malymi
nadory, u uzlinové negativnich pacientek a u Zen s pozitivnim uzli-
novym ndalezem, kterym byla poddna adjuvantni chemoterapie
vrezimu C M F (cyklofosfamid, metotrexat, 5-fluorouracil). Rizi-
ko relapsu bylo u pacientti exprimujicich M R P statisticky vyznam-
né vys$si. Rovnéz dlouhodobé pieziti bylo u M R P exprimujicich
nemocnych krat$i. Pfitomnost M R P v nddorovych bunikidch mize
byt tedy nepiiznivym znakem u skupiny pacientti s lepsi prognd-
zouvramci T N M klasifikace. Exprese M R P se zdd byt v pfipadé
karcinomu prsu zndmkou nenormdalniho chovani butiky, agresiv-
néjsiho fenotypu a 1ékové rezistence.

I1. 1) Lung resistance-related protein (LRP)

Na zacatku 90. let byla M D R asociovana zejména s Pgpa MRP.
Avsak ptibyvalo stdle vice dlikazi jak z in vitro, tak z klinickych
studii o tom, Ze na M D R fenoménu se podili jesté dalsi mecha-
nismy. Scheper et al‘'** popsali novy protein ze skupiny trans-
portnich proteintl uplatiiujicich se v navozeni M D R a pojmeno-
vali ho lung resistance protein (LRP), protoze byl poprvé
identifikovan na buné¢né linii plicniho karcinomu. Tento protein
ma molekulovou hmotnost 110 kDa. Z vysledki komparativni
sekvenéni analyzy bylo jasné, Ze nové objeveny LRP m4 87,7%
identitu s krysim major vault proteinem(’>'*”. Nové objeveny
protein byl tedy identifikovan jako lidsky major vault protein a tedy
jako nejpocetnéji zastoupend slozka v poslednich objevenych sub-
celuldrnich organeldch pojmenovanych ,,vaults".

Vaults byly poprvé pozorovény v roce 1986“” a nasledné byly
izolovany z mnoha organismt od niz§ich eukaryot po savce. V sou-
ladu s pfirozenou distribuci LR P v organismu se vaults vyskytu-
ji nejcastéji v epitelidlnich burikdch, makrofdzich.. .atd. I kdyzje
jejich skladba a struktura pomérné komplexni, jsou tyto organe-
ly vysoce konzervovany i mezi fylogeneticky neptibuznymi dru-
hy. Jejich funkce je tedy pravdépodobné nezbytnd pro vSechny
eukaryotické buiiky(*.

Vaults jsou ribonukleoproteinové céstice sklddajici se u krys
z nasledujicich 3 slozek: 1) z major vault proteinu (molekulova
hmotnost 104 kDa), ktery tvoii vice nez 70% této organely, 2) ze
tif typti minor proteind jejichz molekulova hmotnost je 210,192

Obr. 2 - Struktura subceluldrnich organel vaults.

A - Pohled ze strany na nerozloZenou organelu, B - Pohled z vrchu na
otevienou polovinu (podoba ,,rozvitého kvétu").

Vault je soumémd, dutd organela. Kazda jeji polovina se miiZe oteviit do
podoby ,,rozvitého kvétu" s 8 petalnimi listky obklopujicimi centrdlni
pl'stenec(”). Tato dynamicka struktura ma pravdepodobné funkéni
vyznam.
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a 54 kDa, 3) z malych molekul RNA. Uspofddanijednotlivych
slozek organel vaults je znazornéno na Obr. 2. Celd organela ma
molekulovou hmotnost 13 MDa, rozméry 35x65 nm ajde o nej-
vétsi znamou ribonukleoproteinovou ¢astici (3krat vétsi nez ribo-
zom). Vaults jsou ptfitomny v cytoplazmé buriky a buiiky jich obsa-
huji fadové tisice. Na zaklad¢ strukturalnich studii a na zdkladé
pfitomnosti vaults na jaderné membrané a v jadernych porech se
domnivame, Ze organely vaults se podili na nukleocytoplazma-
tickém transportu $irokého spektra substratd"””. Zd4 se, Ze tyto
organelly mohou transponovat toxické latky z jadra neoplastic-
kych bunék do lysosomi. U bunék nadmérné exprimujicich LR P
byla skute¢né pozorovana snizend schopnost akumulovat dauno-
rubicin v jadfe"™”. K ziskini M DR fenotypu je potfebna s nej-
vétsi pravdépodobnosti celd funkéni organela vault™”, coZ je
i divodem pro¢ bunééné linie transfekované LR P genem nevy-
kazovaly zadnou 1ékovou rezistenci.

Izquierdo et al."”” testovali expresi LR P u 61 nddorovych bunsg-
nych linif rizného histologického ptivodu, které nepodstoupily
selekci Zddnym z protinddorovych 1é¢iv. L R P vysel z této studie
jako silny prediktor in vitro rezistence (silnéjsi nez Pgp a MR P)
na lé¢iva podléhajici M D R. Pfitomnost L R P ov§em asociovala
i s rezistenci na Pgp/MRP netransportovana 1é¢iva, napi. deriva-
ty platiny.

LRP byl s pomoci in situ hybridizace lokalizovan do kratkého
raménka chromozému 16("*""". Ve stejné oblasti jsou lokalizo-
vany i geny pro MR P a proteinkindzu C-b (PKC). Ac¢koliv nadmér-
nd exprese LR Pjde Casto ruku v ruce se zvysenou expresi MRP,
jsou oba geny regulovany nezavisle na sob¢ a nepatfi do stejného
amplikonu™*”. Na druhé strané vétsina Pgp-pozitivnich MD R
bunéénych linii neexprimuje soucasné LRP ('

LR P protein je pfirozené exprimovan v tkdnich vystavenych toxic-
kym vliviim (travici trakt, keratinocyty, bronchy), v metabolicky
aktivnich tknich (kiira nadledvinek), v makrofazich®". Jeho pfi-
rozend distribuce je tedy podobna distribuci Pgp a M RP. Néadory
vychdzejici z tkdni pfirozené exprimujicich LR P byvaji rovnéz
LRP pozitivni. Z testovanych 27 rozdilnych druht nddorovych
onemocnéni exprimovalo 63% vzorki LRP.

2) Vyskyt LR P proteinu v lidskych nadorech

Nadmérnd exprese LR P byla zjisténa u dospélych pacienti trpi-
cich akutni myeloidni leukémii a u pacientek s ovaridlnim karci-
nomem. U obou diagndz ptedpovidala $patnou odpovéd na che-
moterapii”®'""”. Na zakladé silné prognostické hodnoty nadmérné
exprese LR P u tak rozdilnych diagnoz 1é¢enych velmi rozdilny-
mi protokoly miizeme piedpokladat, Ze nadmérnd L R P exprese je
odrazem rezistence na Siroké spektrum protinddorovych 1€¢iv.
Kli¢ovym zjisténim je, Ze negativni exprese L R P neni v lidskych
nadorech uniformni, ale odrazi vnimavost malignich bunék na 1é¢-
bu. Relativné chemosenzitivni nddorovd onemocnéni téméf neex-
primuji L R P (testikularni nddory, neuroblastom, AM L) . Néadory tra-
di¢né $patné odpovidajici na 1éCbu a refrakterni onemocnéni byvaji
silng LR P pozitivni (Karcinomy stfeva, ledvin, pankreatu)®”. LR P
se tedy zda byt dobrym markerem klinické rezistence na 1é¢bu.
Studie zabyvajici se 30 ptipady relabujici A L L zjistila, Ze nikoliv
exprese Pgp, nybrz LR P je statisticky signifikantné asociovdna
s in vitro rezistenci Cerstvych leukemickych bunék na daunorubi-
cin'””. LR P exprese byla rovnéz spojend s krat§im dlouhodobym
pfezitim a krat§im obdobim do progrese nemoci.

II1. 1) rizoenzym glutathion-S-transferazy a glutathion (GSH)
Kromé transportnich proteind se na detoxifikaci cytostatik podili
rovnéZ zvysend aktivita detoxifika¢nich izoenzymu glutathion-S-
transferdz (GST). Sav¢i rodina glutathion-S-transferdz obsahuje
nékolik izoforem oznatovanych a,m ,p a © (théta)""”. Viechny
tyto izoformy G ST jsou v cytoplazmé pfitomny ve formé mono-
mernich podjednotek a katalytickou aktivitu ziskdvaji az jako homo-
¢i heterodiméry. Izoformy GST jsou zodpovédny za konjugaci glu-
tathionu (GSH) se Sirokym spektrem elektrofilnich Cdstic.

Glutathion je klicovym redukénim ¢inidlem v burice a ucastni se
detoxifikace volnych radikdlovych forem, zejména kyslikovych
radikald'"”, podili se na riiznych metabolickych pochodech véet-
né syntézy leukotrienti. Leukotrieny jsou syntetizovany leukocy-
ty a zprostiedkovavaji zanétlivé a alergické reakce. Syntézy se
Ucastni i enzym glutathion-S-transferdza katalyzujici adici thio-
lové skupiny glutathionu na nestaly leukotrien A, za vzniku prv-
niho z peptidoleukotrienti, leukotrienti C,. Rovnovdha mezi redu-
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Obr. 3 - Struktura glutathionu (GSH)

kovanou formou glutathionu (GSH) a oxidovanou formou (GSSH)
napomdhd udrzovat spravny oxida¢ni stav sulfhydrylovych sku-
pin proteind uvnitf bunék.

Glutathion je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin) obsahujici
neobvyklou y-amidovou vazbu (Obr.3). V buiikdch je syntetizo-
vany de novo v y-glutamylovem cyklu. Gama-glutamylovy cyklus
byl objeven Altonem a Meisterem ajde o mechanismus pfenosu
aminokyselin do bunék tzv. translokaci. G S H je pfi ném synteti-
zovan z glutamdtu, cysteinu a glycinu za postupné katalyzy y-glu-
tamylcysteinsyntetazy (yGCS - limitujiciho enzymu této synté-
zy) a GSH-syntetdzy (Obr.4). Volnou energii pro kazdou z reakci
poskytuje hydrolyza ATP.

GSH ma tedy ochrannou roli a patii v buiice mezi nejpocetnéji
zastoupené thioly nebilkovinné povahy"*”. A¢koliv nékteré radi-
kalové formy (napf. hydroxylovy radikdl) mohou pfimo reagovat
s redukovanou formou glutathionu (GSH), fada dalSich je s nim
konjugovana pomoci zaporné nabitych izoenzymi glutathion-S-
transferazy (GST). Vysledkem jsou slou¢eniny méné toxické, vice
hydrofilni a tedy snadngji z buriky vyluéitelné. Jiné reaktivni mole-
kuly tvofené v rdmci oxida¢né/redukénich procest (napi. peroxid
vodiku) jsou redukovany druhou glutathionovou metabolickou
cestou a to pomoci enzymu glutathionperoxiddzy (GSH Px) za

vzniku oxidované, disulfidické formy glutathionu (GSSG, GSSH).
G SS G miize byt nasledné redukovan na svoji monomerickou for-
mu glutathionreduktdzou (GR). Tento proces normdlné poskytu-
je GSHaGSSGvpoméru 100:1, cozumoziiuje GS H, aby puso-
bil jako vnitrobunéénd redukéni latka.

Volné radikalové formy se tvoii v pribéhu podavani alkylujicich
latek nebo pti radioterapii. Zakladni vlastnosti vétsiny D N A alky-
lujicich sloucenin je jejich elektrofilita. U nékterych protinddo-
rovych 1é¢iv patficich do této skupiny bylo prokdzéano, ze skutec-
néjsou substratem pro GST (napf. chlorambucil, cyklofosfamid,
BCN U, thiotepa, melfalan...atd). Alkylujici latky jsou reduko-
vany bud ptimo G S H nebo prostrednictvim GST v glutathiono-
vém redoxnim cyklu. Metabolicky obrat glutathionu je pomérné
rychly s polo¢asem kolem 1 hodiny. Inhibice syntézy G S H (napf.
BSO) vede v kratké dobé k depleci buné¢ného G S H a k inhibici
glutathionovych detoxifika¢nich mechanismd.

Ne vSechny izoformy GST se podili na 1ékové rezistenci. GST-
xifikaci nitrosomocoviny. ZvySend exprese GST-II (placentami
typ) u M D R bunéénych linii vedla k zavéru, Ze pravé tato izofor-
ma je kli¢ova pro Iékovou rezistenci. U izoforem a a \i byla pozo-
rovdna i peroxiddzové aktivita®”.

Regulace genti GST je multifaktoridlni. Podili se na ni vék, pohla-
vi, typ tkang, pfitomnost induktor( - chemickych slou¢enin roz-
délitelnych do 4 skupin (planarni aromatické, oxidanty na bazi
fenolu, barbiturdty, glukokortikoidy) ¢i metylace gend kodujicich
GST-dzy(""

Schopnost modulovat hladinu G S H ¢i aktivitu GST-m v bunice ma
BS O (irreverzibilni inhibitory-GCS enzg/mu), ktery v kombinaci
s melfalanem snizuje hladinuG SH’**'*"". Dalsi slou¢enina, sul-
fasalazin, moduluje pfimo aktivitu GST-7t a synergicky zvySova-
la cytotoxicitu cis-platiny u 2 bunéénych linii malobunééného kar-
cinomu plic"”.
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Obr.4 - y-glutamylovy cyklus a syntéza glutathionu.
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Legenda: Jednotlivé reakce cyklu jsou katalyzovany: (1) y-glutamylcysteinsyntetdzou, (2) glutathionsyntetdzou, (3) y-glutamyltranspeptidézou,
(4) y-glutamylcyklotransferazou, (5) oxyoprolindzou, (6) vnitrobunécnou proteinazou.
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V kapitole o M R P proteinu byl jiz popsan vztah mezi MRPa GSH -
xenobiotickou (GSH-X) pumpou. Podtrhnéme tedy alesponi fakt,
ze umnozstvi G S H konjugati a nékolika nemodifikovanych 1é¢iv
(napt. doxorubicinu, etopozidu, vinblastinu) byla pozorovana afi-
nita k M R P proteinu. Rovnéz byla zjisténa kolokalizace G S H kon-
jugatd do téch oblast{ butiky kde se nachdzif M RP ** "%
Zvysena intracelularni koncentrace GSH ¢i zvySend aktivita GS T -
[T mé za nasledek konjugaci GSH s vybranymi cytostatiky, ¢imz
se snizuje jejich biologicka u¢innost a dostupnost. Tento trend byl
pozorovan u 58 ze 60 nddorovych bunéénych linii''*”. U rezi-
stentnich bunék byla nalezena v disledku 2-krat vy$§iho mnoz-
stvi GST-TC mRNA i zvySena katalytickd aktivita tohoto enzymu.
Vy$8i mnozstvi m R N A v§ak nebylo zptisobeno amplifikaci GST -
p genu Jind studie analyzujici 25 buné¢nych linii rezistent-
nich na doxorubicin a exprimujicich GST-TC nasla pouze u 10 linii
zvysenou aktivitu GST-TC oproti matetskym liniim. Pouze u 5 linii
byla GST-TC aktivita alespori 2krat v&tsi. Zbylych 15 sublinii mélo
GST-TC aktivitu nezménénou ¢i dokonce sniZenou, tedy piesny
opak toho co se o¢ekdvalo"’". Sublinie rezistentni na BSO (35-
40x rezistentn&jsi v porovnani s matefskou linif) pfipravené
zbunééné Linie lidskych hepatocytli vykazovaly nadmérnou expre-
siy-GCS, déle v dtisledku snizené transkripéni aktivity mély sni-
zené mnozstvi GST-TC, tim padem bylo pozorovano i méné GSH-
konjugatli a tedy zvySend hladina samotného GSH v buiice
(v prostiedi BSO exprimovaly tyto sublinie az 4krat vice GSH).
Otdzka, zda je snizend exprese GST-TC odpovédi butiky na poda-
ni GSH inhibitord a dalsi otazky vyvstavajici z této studie neby-
ly jesté zcela zodpovézeny"*”

Transformacéni studie provedené in vitro na kvasinkdch, kdy byly
rizné formy G ST vneseny do senzitivnich bunék, prokazaly jejich
ti¢ast v 1ékové rezistenci". Transfekce bunééné linie M CF-7 (lid-
sky karcinom prsu) vektory nesoucimi geny rtiznych izoforem
G ST sice zvySily hladinu GST v buiikdch, nicméné hladina rezi-
stence nebyla signifikantné zvysena*”. Vjiné studii u MCF-7
bunék transfekovanych GST-TC byla pozorovdna zvySend mira
konjugace thiotepy s G S H v porovnani s kontrolami. Vazba thio-
tepy na G SH méla za nisledek sniZeni cytotoxicity thiotepy"”.
Vysledky téchto experimentalnich studii jsou natolik rozporupl-
né, ze nedavaji dostate¢ny dikaz o pfimém vztahu mezi 1ékovou
rezistenci a GST-TC aktivitou. Zmény GST aktivit mohou byt spe-
cifické pro kazdou jednotlivou buné¢nou linii. Otazkou také ztlista-
va do jaké miry je zvySena GST-TC aktivita dostacujici pro navo-
zeni M DR. Velmi specifickd pro jednotliva xenobiotika je rovnéz
mira jejich cytotoxicity ztracend v dtsledku konjugace
s GSH(""'"\ Proto eliminace konjugitt GS-X pumpou bude zfej-
mé nezbytna pro kompletn{ detoxifikaci’”

Ahmad et al.® popsali riizné alelické varianty GST-TC. V roce 1997
byl podan prvni diikaz o tom, Ze polymorfismus v GST-TC je odpo-
védny za rtizné silnou odpovéd bunky na toxicky stres(76). Poly-
morfismus GST-TC v lidské populaci miZe tedy alespon Caste¢né
vysvétlit riznou hladinu vnimavosti jedincti na slouc¢eniny kon-
jugujicises GSH.

2) Vyskyt GST-TC a GSH v lidskych nadorech

Na zékladé rozporuplnych vysledkt ziskanych z experimentl na
bunéénych liniich neni studii zabyvajicich se klinickou rezisten-
ci v souvislosti s GST-TC aktivitou mnoho. Av§ak nadmérnd expre-
se GST-TC a tedy zvySend mira detoxifikaénich procesi s nésled-
nou snizenou efektivnosti 1é¢by byla popsdna u mnoha nadorovych
onemocnéni (karcinom ovaria, prsu, CLL, nemalobuné¢ny karci-
nom plic, kolorektdlni karcinom) """ .
Bylo pozorovano zvyseni exprese GST-II u bunék neuroblastomu
odebranych po 16¢b& v porovnani se stavem pied 1é¢bou””’. Rov-
néZ u pacienta s chemosenzitivnim malobunéénym karcinomem
plic byla GST-TC aktivita niz§i v porovnani s pozdéjéim odbérem,
kdy se onemocnén{ vyvinulo v rezistentni formu*’

U 240 vzorkl karcinomu prsu byla pozorovdna nepfima iiméra
mezi GST-TC expresi a potem estrogenovych receptori. Navic
byla pozitivita na GST-TC identifikovana jako silny prediktor relap-
su ¢i smrti v podskupiné uzlinové negativnich pacientek po che-
moterapii””. GSH, GST-TC a aldehyd dehydrogendza jsou asoci-
ovany u bunéénych linii s rezistenci na karboplatinu
a cyklofosfamid. Tanner et al."'*” zji§fovali, zda je ptitomnost
téchto 3 markerQ spojena s rezistenci ovaridlniho karcinomu na
1é¢ebnou kombinaci cyklofosfamid-karboplatina. Studie byla pro-
vedena na 139 pacientkdch. Nebylo nalezeno zadné spojeni mezi
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mnozstvim GHS, ptitomnosti obou proteinli v nddorové burice
a pfezitim. Median pfeziti byl vSak signifikantné del$i u pacien-
tl, kteti méli intracelularni obsah G S H mensi nez 4,9 p-g/mg pro-
teinu. Glutathion se ySak nejevil jako nezavisly prognosticky fak-
tor, nybrz byl signifikantn¢ asociovan se stdzovanim tumoru.
Mnozstvi G S H vbuiice bylo rovnéz vazano s progresi nadoru. Ani
u jedné ze sledovanych sloucenin vsak nebyl prokdzan vztah k rezi-
stenci na 1é¢bu cyklofosfamid-karboplatina. Pozitivni korelace
GST-TC exprese s nepfiznivymi prognostickymi znaky lidskych
sarkomi""”, naznatuje, Ze exprese GST-TC miiZze korespondovat
se Spatnou klinickou odpovidavosti nékterych pacienti. Zvyse-
nou expresi GST-TC V lidskych nddorech spojuji se Spatnou pro-
gnézou i dalf studie™’”.

Literatura uvadi zvySenou expresi GST-TC V prognosticky neptiz-
nivych lidskych nadorech, avSak nepotvrzuje jeji tilohu v navo-
zeni MDR. Tento fakt je v souladu s laboratornimi pozorovani-
m('**) prohlagujicimi GST-TC jako znak preneoplastické
transformace buriky. Hlubsi poznani mechanismti jakymise G S T -
TC exprese mtize podilet na maligni transformaci by zfejmé pomoh-
lo 1épe pochopit proces samotné onkogeneze””.

IV. DalSi proteiny odpovédné za specifickou rezistenci na
néktera Protinadorova lé¢iva &i jejich skupiny

Vvodu I. ¢asti bylo zminéno, Ze kromé mnohocetné 1ékové rezi-
stence existuje jeSté rezistence zkiizend (na skupinu strukturdlné
piibuznych 1é¢iv ¢i na skupinu 1é¢iv se stejnym mechanismem
ucinku) a rovnéz specifickd rezistence kjednomu uréitému cyto-
statiku. Tato problematika piesahuje ramec pfedkladanych praci

a bude ji vénovana zvldstni pozornost v nékterém v nasich pfis-

tich sdéleni. Nicméné bychom zde rdadi uvedli alespon jmenovité

nékteré z nich.

Molekuly enzymt topoizomerazy I a topoizomerazy Il jsou cilo-

vou strukturou fady protinddorovych 1é¢iv, napi. epipodofyloto-

xind, antracyklint, derivatl camptothecinu. Snizené mnoZzstvi
topoizomeraz nebo mutace v jejich priméarni struktuie neumoz-
fiyje interakci s inhibitory. JelikoZ cytotoxicita vétSiny inhibitort
topoizomeraz piimo zavisi na mnozstvi aktivnich molekul enzy-
mu, redukce jejich po€tu se projevi vznikem lékové rezistence.

Rada autor( pfifazuje rezistenci na inhibitory topoizomeraz k aty-

pické mnohocetné 1ékové rezistenci

Do této problematiky se dale fadi nasledujici mechanismy:

1. rezistence na inhibitory dihydrofolatreduktdazy (DHFR), napft.
metotrexat, zplisobend poruchou transportnich mechanismu pro
folaty a antifolika.

. zvy$end koncentrace cytidindeamindzy vyustujici v rezistenci
na ARA-C.

. thymidylatsyntetdza a rezistence na 5-fluorouracil (5-FU).

. zvySena aktivita D N A repara¢nich enzymi napf. alkyltransfe-
razy a rezistence na derivaty platiny a dal$i alkylaéni latky.
. amplifikace genu pro aspartdt transkarbamyldzu a rezistence
na sul kyseliny N-fosfonacetyl-L-asparagové (PALA).
6. amplifikace ribonukleotid reduktizy a rezistence na hydroxy-
ureu (HU)...atd.
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