
MECHANISMY MNOHOČETNÉ LÉKOVÉ REZISTENCE A JEJICH VÝZNAM 
PRO KLINICKOU PRAXI 
II. A T Y P I C K Á M D R 

MECHANISMS OF MULTIDRUG RESISTANCE AND THEIR CLINICAL IMPLICATIONS 
II. A T Y P I C A L M D R 

NOSKOVÁ V . 1 , *HAJDÚCH M . 1 , M I H Á L V . 1 , CWIERTKA K . 2 

1 L A B O R A T O Ř E X P E R I M E N T Á L N Í M E D I C Í N Y PŘI D Ě T S K É K L I N I C E L F U P A F N O L O M O U C 
2 O N K O L O G I C K Á K L I N I K A L F U P A F N O L O M O U C 

Souhrn: Článek se podrobně zabývá třemi proteiny, které způsobují atypickou lékovou rezistenci (atMDR) v nádorových buňkách. 
Multidrug resistance protein (MRP) je ATP-dependentní membránová pumpa patřící stejně jako P-glykoprotein (Pgp) do rodiny A B C -
transportních proteinů. Lung resistance protein (LRP) je hlavní komponenta ribonukleoproteinových částic vaults, které jsou schopné 
transponovat toxické látky z jádra neoplastických buněk do lyzozómů. Zvýšená aktivita detoxifikačního enzymu glutathion-S-trans-
ferázy (GST-p) a následně zvýšená koncentrace redukovaného glutathionu (GSH) chrání buňku především před působením volných 
radikálů. Jsou uvedeny základní charakteristiky každého z výše jmenovaných proteinů (jejich struktura, funkce, přirozený výskyt v lid­
ských tkáních) a studie zabývající se významností exprese každého z nich pro klinickou M D R . 
K l í č o v á slova: mnohočetná léková rezistence, atypická mnohočetná léková rezistence, multidrug resistance protein, M R P , lung 
resistance protein, L R P , glutathion-S-transferáza (GST-p), glutathion, G S H , A B C transportní proteiny, chemoterapie 

Summary: This paper deals with three proteins known to associate with atypical multidrug resistance (atMDR) of tumor cells. 
Multidrug resistance protein (MRP) 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 M R P , L R P 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. 
Keywords: multidrug resistance, atypical multidrug resistance, multidrug resistance protein, lung resistance protein, glutathion-S-
transferase, glutathion, ABC-transport proteins, chemotherapy 

Předkládaná část přehledového článku o mnohočetné lékové rezi­
stenci j e věnována atypické M D R , zejména proteinům M R P , L R P 
a G S T - π Ke každému mechanismu je podán v ý k l a d jeho funkce 
a příklady využit í v k l i n i c k é praxi . 

I.1) Multidrug resistance protein (MRP) 
V roce 1992 C o l e et a l . ( 3 5 ) objevi l i na buněčné l i n i i l idského malo-
buněčného k a r c i n o m u p l i c H 6 9 rezistentní na a d r i a m y c i n gen 
kóduj ící další z A B C transportních b í l k o v i n a pojmenoval i ho 
M R P (multidrug resistance associated protein). Po detailnějším 
prozkoumání transfekovaných buněčných l in i í b y l o zjištěno, že: 
1) snížení exprese M R P je doprovázeno obnovením chemosensi-
t iv i ty, 2 ) transfekce buněčných l i n i í M R P c D N A vedoucí 
k nadměrné expresi M R P prokazatelně zvyšuje rezistenci trans-
fektantů v ů č i antracyklinům, vinkrist inu a etoposidu ( 6 4 ) , 3) M R P 
je exprimován, stejně jako Pgp, na cytoplazmatické membráně( 1 8 7) 
a na membránách endoplazmatického retikula, 4) v buňce plní 
funkci jednosměrné ATP-dependentní membránové pumpy pro 
glutathion- S -konjugáty ( 1 2 2 \ 
B y l o identifikováno 6 mult idrug resistance proteinů ( M R P 1-6), 
z nichž pouze protein M R P 1 má význam pro navození lékové rezi­
stence( 6 ) . M R P protein se skládá z 1531 a m i n o k y s e l i n a jeho 
m o l e k u l o v á hmotnost je 190 k D a ( 1 0 6 ) . H y b r i d i z a c í in situ b y l o 
zjištěno, že M R P gen je lokal izován na 16. chromozómu v oblas­

t i p 1 3 . 1 ( 3 5 ) . V M D R rezistentních buněčných l i n i í c h nadměrně 
exprimuj íc ích M R P bývá gen rovněž a m p l i f i k o v á n ( 4 8 ) . 
Z c e l a překvapivě je M R P spíše vzdálený příbuzný genu mdr1 a je 
více podobný C F T R genu. Největší sekvenční homologie m e z i 
M R P a Pgp by la nalezena v oblasti A T P vazebných domén, kte­
ré j sou také v rámci celé nadrodiny nejvíce evolučně konzervo­
vány. A v š a k terciární struktura obou proteinů je rozdí lná. T o p o ­
l o g i c k ý model M R P znázorňuje obr. 1 . N a N - k o n c i m o l e k u l y j e 
membránová doména složená z 5 transmembránových segmentů 
(a-helixů), následují 2 homologní části každá složena z 6 trans­
membránových segmentů (a-helixů) a A B C d o m é n y ( 1 0 6 , 1 7 3 ) . M á 
se za to, že obě homologní části proteinu se v průběhu evoluce 
vyv inuly ze společného genového předka kódujícího A B C - t r a n s -
portní proteiny. V případě M R P podskupiny zfúzoval tento gen 
s j i n ý m genem/geny kóduj íc ím j i n ý membránový protein, č í m ž 
se k oběma h o m o l o g n í m p o l o v i n á m připoj i lo 5 transmembráno­
v ý c h domén n a N - k o n c i m o l e k u l y . N - k o n e c M R P proteinu j e 
umístěn extracelulárně, což je v e l m i atypická topologie pro nadro-
dinu A B C transportních proteinů. A v š a k současná data naznaču­
jí, že právě extracelulárně umístěný N-konec může být charakte­
r i s t ickým znakem M R P podskupiny ( 7 3 ) . 
Obě poloviny molekuly M R P j sou glykosylovány. Čerstvě nasyn-
tetizovánému 170 k D a velkému M R P polypeptidu trvá zhruba 9 0 
minut než se glykosyluje na svoji 190 k D a formu. G l y k o s y l o v á n y 
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protein má poločas rozpadu 20 hodin, což je pro membránové pro­
teiny typické(68). Ma et al.(111) rovněž prokázali in vivo fosforyla-
ci M R P několika různými kinázami především na setinových zbyt­
cích. Dalším rozdílem, kterým se M R P liší od Pgp, je velmi nízká 
transportní specifická pro paklitaxel a kolchicin přesto, že obě zmí­
něná Protinádorová léčiva náleží mezi nejlepší „substráty" pro 
Pgp ( 3 6 ) Na druhé straně M R P způsobuje rovněž sníženou akumu­
laci léčiva v buňce a jeho zvýšený export mimo buňku ( 1 1 6 ). 
M R P transportuje široké spektrum hydrofobních, záporně nabi­
tých substrátů, ačkoliv jeho afinita k cysteiny 1 leukotrienu (LTC.) 
je ze všech zkoušených substrátů nejvyšší(103). L T C 4 je synteti­
zován z leukotrienu A4 poté, co je leukotrien A4 konjugován 
s G S H . Samotný leukotrien C4 se podílí na kontrole kontrakce 
hladkých svalů a na vaskulární permeabilitě. Fyziologická funk­
ce M R P jako přenašeče leukotrienu C4 v leukocytech syntetizu­
jících leukotrieny dává vznik dohadu, že inhibitory M R P by moh­
ly hrát úlohu v regulaci zánětlivých procesů ( 1 8 4 ). 
L T C 4 je tedy konjugát glutathionu. Bylo prokázáno, že M R P může 
transportovat široké spektum látek patřících do skupiny glutathi­
o n e konjugátů, od samotné oxidované formy glutathionu přes 
kyselinu ethakrynovou, záporně nabité sulfáty, glukuronidy 
a některé žlučové soli až po aktivovaný aflatoxin B1

(107) Ukazu­
je se, že spektrum substrátů přenášených M R P se velmi shoduje 
s přenašečem M O A T (či MRP2) nacházejícím se mimo jiné v tká­
ni intrahepatálních žlučovodů ( 1 1 5 ) a v cytoplazmatické membrá­
ně žírných buněk ( 1 0 4 ). Předpokládá se, že M R P je alespoň částeč­
ně zodpovědný za M O A T aktivitu v buňkách mimo intrahepatální 
žlučovody (92). 
Důkaz, zda se M R P podílí v buňce i na regulaci iontových kaná­
lů nebyl ještě podán. Nicméně u H69/ADR buněk exprimujících 
M R P byla pozorována zvýšená aktivita Cl- a K+ kanálů ( 8 3 ). Navíc, 
stejně jako Pgp, obsahuje struktura M R P „spojovač", který je fos-
forylován několika Ser/Thr proteinkinázami (např. proteinkináza 
C). Uvedený fakt rovněž podporuje domněnku o možné regulač­
ní roli tohoto proteinu v iontovém transportu(111) 

K inhibici rezistence asociované s M R P bylo použito stejných che-
mosenzitorů jako pro Pgp (verapamil, trifluoperazine, PSC 833), 
avšak s minimální efektivitou(8). Schopnost buněk exprimujících 
M R P transportovat L T C , vedlo k návrhu, že sloučeniny ovlivňu­
jící množství redukovaného glutathionu v buňce (GSH) by moh­
ly modulovat M R P asociovanou rezistenci. Skutečně se ukázalo, 
že při fyziologické koncentraci G S H v buňce se zvyšuje schop­
nost vinca alkaloidů inhibovat transport L T C 4 do buněk nadměr­
ně exprimujících M R P ( 1 0 3 ) . U M D R buněčných linií nadměrně 
exprimujících M R P vedlo snížení G S H ke zvýšení vnímavosti na 
některá léčiva včetně vinkristinu, VP-16 a doxorubicins (112) But-
hionin sulfoximid (BSO) je irreversibilním inhibitorem y-gluta-
myl-cystein syntetázy (γ-GCS), což je limitující enzym biosynte-
tické dráhy G S H . Nicméně studie zabývající se touto 
problematikou došly k rozporuplným závěrům ( 3 4 , 1 8 0 ). Teprve Kuo 
et al.(97) objasnili asociaci mezi G S H syntézou a M R P expresí. 
Pozoroval totiž současně nadměrnou expresi proteinů M R P a y-
GCS ve vybraných vzorcích normální tkáně, rezistentních nádo­
rových buněk i buněk, které ještě nepřišly do styku s protinádo-
rovými léčivy. Autoři dokázali, že zvýšená aktivita enzymu y-GCS 
je tedy potřebná pro syntézu dostatečného množství G S H , a tedy 
pro transport běžíci přes M R P molekulu. 
M R P bylo detekováno v tkáních i buňkách pomocí monoklonál­
ních protilátek a c D N A prob. Přirozený výskyt M R P byl pozoro­
ván v epiteliálních buňkách bronchů, plic, trávicího traktu, močo­
vého měchýře, kůře nadledvinek, varlat, v tkáni kosterního 
a srdečního svalu. Rovněž makrofágy, stromální buňky různých 
orgánů a hemopoetické buňky byly pozitivní na M R P ( 5 2 ) . Vzhle­
dem k přirozenému výskytu M R P v mnoha epiteliích se usuzuje, 
že stejně jako Pgp hraje M R P důležitou úlohu při ochraně buňky 
před toxiny zevního prostředí. Exprese M R P v nádorech různého 
histogenetického původu je uvedena v Tab. 1. 
Jednoznačná asociace M D R s expresí různých genů byla zatím 
jednoznačně in vivo prokázána pouze u Pgp a M R P v modelech 
knock-out myší. Tato zvířata s delecí obou alel M R P genu bez­
pečně přežívaly a autoři uzavírají, že jakékoliv potencionální inhi­
bitory M R P mohou být bezpečně použity v léčbě nádorových one­
mocnění l id í ( 1 3 4 ) . Hladiny sérových enzymů, proteinů, elektrolytů 
a dalších biochemických či hematologických parametrů se 
v modelu s úplným knockoutem M R P nijak nelišily od kontrol. 
Myší a lidské M R P proteiny sdílejí 88% sekvenční identitu 

Tab.l: Lidské nádory exprimující MRP 

Hematologické 
malignity 

Akutní myeloidní 
leukémie 

Akutní lymfoblastická 
leukémie 

Chronická lymfo-
cytární leukémie 

Chronická B-lymfo-
cytární leukémie 

Trichocelulární 
leukémie 

Chronická myelo-
cytární leukémie 

Mnohočetný myelom 

Non-Hodgkinský 
lymfom 

MRP 
exprese 

+/-

+/-

+ 

+ 

+/-

-

-

-

Solidní 
tumory 

N S C L C 

Spinocel. ca plic 
málo/dobře diferencovaný 

Ca štítné žlázy 

Neuroblastom 

Spinocel ca jícnu 

Sarkomy měkkých tkání 

Ca prsu, ledvin, 
ovaria, střeva 

Melanom, ca prostaty, 
moč. měchýře, varlat 

MRP 
exprese 

+/-

-/+ 

+ 

+ 

+/-

-

-

-

a u obou byla prokázána indukce M D R fenotypu po transfekci 
jejich c D N A do přirozeně senzitivních buněk ( 1 6 2 ) . V M R P knock­
out buňkách (mrp-/-) byla zjištěna hypersensitivita kmenových 
embryonálních buněk in vitro na množství přírodních toxinů včet­
ně epipodofylotoxinů, vinkristinu, doxorubicinu a daunorubici-
nu. Knockoutované myši byly in vivo 2krát více vnímavější na 
vepesid ( 1 0 9 ). Delece jedné alely (mrp+/-) měla za následek kvan­
titativní zvýšení vnímavosti oproti mrp+/+ buňkám ( 1 0 8 ). V erytro-
cytech myší s knockoutem v M R P genu byla pozorována ztráta 
funkce vysoko afinitní S-glutathionové pumpy. Rovněž masto-
cyty těchto myší vykazovaly částečný defekt v sekreci leukotrie­
nu C 4

( 1 8 4 ) . Autoři se na tomto myším modelu rovněž pokusili 
o objasnění vztahu mezi M R P a G S H . V embryonálních kmeno­
vých buňkách mrp+/+ snížili hladinu G S H na 10% fyziologické 
koncentrace. Buňky kultivovali v médiu s radioaktivně značeným 
vepesidem. Zjistili, že intracelulární koncentrace vepesidu v těch­
to buňkách se zdvojnásobila. Zatímco v embryonálních kmeno­
vých buňkách mrp-/- nemělo snížení hladiny G S H žádný vliv na 
intracelulární koncentraci vepesidu(133). V souladu s tímto pozo­
rováním je jiný in vivo experiment popisující u M D R rezistent­
ních tumorů nadměrně exprimujících M R P zvýšenou terapeutic­
kou účinnost doxorubicinu poté, co byla s pomocí B S O snížena 
hladina intracelulárního G S H ( 1 7 8 ) . V roce 1997 se Taguchimu et 
ai (165) podařilo prokázat přímou interakci mezi M R P a G S H doka­
zující, že M R P je fyziologickým kotransportérem G S H a proti-
nádorových léčiv. 
Molekula M R P je tedy ATP-dependentní membránová pumpa 
exportující z buňky glutathion-S konjugáty v nemodifikované for­
mě i ve formě solí(44). 

2) Výskyt MRP v lidských nádorech 
M R P ie často exprimován v anaplastických karcinomech štítné 
žlázy(164), u různých forem akutních a chronických leukémií ( 2 4 ). 
Zajímavou výjimkou jsou některé případy A M L subtypu M4Eo 
u nichž došlo k inverzi na 16. chromozomu. Tato inverze je pova­
žována za dobrý prognostický znak. M R P gen je lokalizován blíz­
ko bodu zlomu a v důsledku chromozomální inverze dochází k jeho 
deleci. V předběžné studii byla tato delece asociována se 4-5krát 
delším disease free survival obdobím, které následovalo po inici-
ální terapii ( 9 9 ). 
Zvýšené množství M R P je jednoznačně negativním prognostic­
kým faktorem u dětského neuroblastomu(21). Tato studie proká­
zala i signifikantní korelaci mezi M R P expresí v primárním nádo­
ru a amplifikací N-myc onkogenu, nejsilnějšího negativního 
prognostického faktoru u těchto pacientů ( 1 2 6 ). 
Už v roce 1995 byly popsány na buněčných liniích případy jež 
nadměrně exprimovaly jak Pgp tak M R P proteiny ( 2 3 , 6 9 ). Chan et 
a l . ( 2 8 ) dokumentoval tentýž jev na primárních nádorových buň­
kách retinoblastomu, které neodpovídaly na chemoterapii. Dokon­
ce exprese jednoho z výše jmenovaných M D R proteinů před zahá­
jením léčby korelovala s neodpovídavostí na léčbu, zatímco 
nepřítomnost obou proteinů korelovala s dlouhodobým přežitím. 
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Snad nejčastěji byla nadměrná exprese M R P studována u nema-
lobuněčných karcinomů plic, zvlátě u adeno- a spinocelulárních 
histologických typů ( 1 2 4 ). Častěji bývají M R P pozitivní dobře dife­
rencované nádory. Studie prokázaly negativní korelaci mezi 
nadměrnou expresí M R P a klinickou odpovídavostí na chemote-
rapii ( 1 2 8 ) . U malobuněčnvch karcinomů plic je však pozitivita 
M R P podstatně vzácnější(40). 
Přibližně 30% žen s uzlinově negativním karcinomem prsu rela-
buje. Nooter et a l . ( 1 2 5 ) zjišťovali frekvenci a intensitu M R P expre­
se pomocí monoklonální protilátky u 259 vzorků invazivního kar­
cinomu prsu. V tomto souboru bylo 34% vzorků pozitivních na 
M R P . Po rozdělení pacientů do skupin pode věku, velikosti nádo­
ru, množství estrogenových a progesteronových receptorů či stup­
ně zasažení lymfatických uzlin se objevila asociace M R P se špat­
nou odpovídavostí na léčbu především u pacientů s malými 
nádory, u uzlinově negativních pacientek a u žen s pozitivním uzli­
novým nálezem, kterým byla podána adjuvantní chemoterapie 
v režimu C M F (cyklofosfamid, metotrexát, 5-fluorouracil). Riz i­
ko relapsu bylo u pacientů exprimujících M R P statisticky význam­
ně vyšší. Rovněž dlouhodobé přežití bylo u M R P exprimujících 
nemocných kratší. Přítomnost M R P v nádorových buňkách může 
být tedy nepříznivým znakem u skupiny pacientů s lepší prognó­
zou v rámci T N M klasifikace. Exprese M R P se zdá být v případě 
karcinomu prsu známkou nenormálního chování buňky, agresiv­
nějšího fenotypu a lékové rezistence. 

II. 1) Lung resistance-related protein (LRP) 
Na začátku 90. let byla M D R asociována zejména s Pgp a M R P . 
Avšak přibývalo stále více důkazů jak z in vitro, tak z klinických 
studií o tom, že na M D R fenoménu se podílí ještě další mecha­
nismy. Scheper et a l ( 1 4 8 ) popsali nový protein ze skupiny trans­
portních proteinů uplatňujících se v navození M D R a pojmeno­
vali ho lung resistance protein (LRP), protože byl poprvé 
identifikován na buněčné linii plicního karcinomu. Tento protein 
má molekulovou hmotnost 110 kDa. Z výsledků komparativní 
sekvenční analýzy bylo jasné, že nově objevený L R P má 87,7% 
identitu s krysím major vault proteinem(9 3 , 1 4 7 ). Nově objevený 
protein byl tedy identifikován jako lidský major vault protein a tedy 
jako nejpočetněji zastoupená složka v posledních objevených sub-
celulárních organelách pojmenovaných „vaults". 
Vaults byly poprvé pozorovány v roce 1986(87) a následně byly 
izolovány z mnoha organismů od nižších eukaryot po savce. V sou­
ladu s přirozenou distribucí L R P v organismu se vaults vyskytu­
jí nejčastěji v epiteliálních buňkách, makrofázích.. .atd. I když je 
jejich skladba a struktura poměrně komplexní, jsou tyto organe-
ly vysoce konzervovány i mezi fylogeneticky nepříbuznými dru­
hy. Jejich funkce je tedy pravděpodobně nezbytná pro všechny 
eukaryotické buňky(88). 
Vaults jsou ribonukleoproteinové částice skládající se u krys 
z následujících 3 složek: 1) z major vault proteinu (molekulová 
hmotnost 104 kDa), který tvoří více než 70% této organely, 2) ze 
tří typů minor proteinů jejichž molekulová hmotnost je 210,192 

Obr. 2 - Struktura subcelulárních organel vaults. 
A - Pohled ze strany na nerozloženou organelu, B - Pohled z vrchu na 
otevřenou polovinu (podoba „rozvitého květu"). 
Vault je souměrná, dutá organela. Každá její polovina se může otevřít do 
podoby „rozvitého květu" s 8 petálními lístky obklopujícími centrální 
prstenec(89). Tato dynamická struktura má pravděpodobně funkční 
význam. 

a 54 kDa, 3) z malých molekul R N A . Uspořádání jednotlivých 
složek organel vaults je znázorněno na Obr. 2. Celá organela má 
molekulovou hmotnost 13 M D a , rozměry 35x65 nm a jde o nej­
větší známou ribonukleoproteinovou částici (3krát větší než ribo-
zom). Vaults jsou přítomny v cytoplazmě buňky a buňky jich obsa­
hují řádově tisíce. Na základě strukturálních studií a na základě 
přítomnosti vaults na jaderné membráně a v jaderných pórech se 
domníváme, že organely vaults se podílí na nukleocytoplazma-
tickém transportu širokého spektra substrátů(142). Zdá se, že tyto 
organelly mohou transponovat toxické látky z jádra neoplastic-
kých buněk do lysosomů. U buněk nadměrně exprimujících L R P 
byla skutečně pozorována snížená schopnost akumulovat dauno-
rubicin v jádře ( 1 5 0 ). K získání M D R fenotypu je potřebná s nej­
větší pravděpodobností celá funkční organela vault ( 1 4 7 ), což je 
i důvodem proč buněčné linie transfekované L R P genem nevy­
kazovaly žádnou lékovou rezistenci. 
Izquierdo et a l . ( 7 9 ) testovali expresi L R P u 61 nádorových buněč­
ných linií různého histologického původu, které nepodstoupily 
selekci žádným z protinádorových léčiv. L R P vyšel z této studie 
jako silný prediktor in vitro rezistence (silnější než Pgp a M R P ) 
na léčiva podléhající M D R . Přítomnost L R P ovšem asociovala 
i s rezistencí na Pgp/MRP netransportovaná léčiva, např. derivá­
ty platiny. 
L R P byl s pomocí in situ hybridizace lokalizován do krátkého 
raménka chromozómu 16( 1 4 7 , 1 5 8 ). Ve stejné oblasti jsou lokalizo­
vány i geny pro M R P a proteinkinázu C-b (PKC). Ačkoliv nadměr­
ná exprese L R P jde často ruku v ruce se zvýšenou expresí M R P , 
jsou oba geny regulovány nezávisle na sobě a nepatří do stejného 
amplikonu ( 7 8 , 8 0 ). Na druhé straně většina Pgp-pozitivních M D R 
buněčných linií neexprimuje současně L R P ( 1 4 8 ) 

L R P protein je přirozeně exprimován v tkáních vystavených toxic­
kým vlivům (trávicí trakt, keratinocyty, bronchy), v metabolicky 
aktivních tkáních (kůra nadledvinek), v makrofázích(81). Jeho při­
rozená distribuce je tedy podobná distribuci Pgp a M R P . Nádory 
vycházející z tkání přirozeně exprimujících L R P bývají rovněž 
L R P pozitivní. Z testovaných 27 rozdílných druhů nádorových 
onemocnění exprimovalo 63% vzorků L R P . 

2) Výskyt LRP proteinu v lidských nádorech 
Nadměrná exprese L R P byla zjištěna u dospělých pacientů trpí­
cích akutní myeloidní leukémií a u pacientek s ovariálním karci­
nomem. U obou diagnóz předpovídala špatnou odpověď na che-
moterapii ( 7 8 , 1 0 5 ). Na základě silné prognostické hodnoty nadměrné 
exprese L R P u tak rozdílných diagnóz léčených velmi rozdílný­
mi protokoly můžeme předpokládat, že nadměrná L R P exprese je 
odrazem rezistence na široké spektrum protinádorových léčiv. 
Klíčovým zjištěním je, že negativní exprese L R P není v lidských 
nádorech uniformní, ale odráží vnímavost maligních buněk na léč­
bu. Relativně chemosenzitivní nádorová onemocnění téměř neex-
primují L R P (testikulární nádory, neuroblastom, A M L ) . Nádory tra­
dičně špatně odpovídající na léčbu a refrakterní onemocnění bývají 
silně L R P pozitivní (karcinomy střeva, ledvin, pankreatu)(81). L R P 
se tedy zdá být dobrým markerem klinické rezistence na léčbu. 
Studie zabývající se 30 případy relabující A L L zjistila, že nikoliv 
exprese Pgp, nýbrž L R P je statisticky signifikantně asociována 
s in vitro rezistencí čerstvých leukemických buněk na daunorubi-
c in ( 7 9 ) . L R P exprese byla rovněž spojená s kratším dlouhodobým 
přežitím a kratším obdobím do progrese nemoci. 

III. 1) π izoenzym glutathion-S-transferázy a glutathion (GSH) 
Kromě transportních proteinů se na detoxifikaci cytostatik podílí 
rovněž zvýšená aktivita detoxifikačních izoenzymů glutathion-S-
transferáz (GST). Savčí rodina glutathion-S-transferáz obsahuje 
několik izoforem označovaných α,π ,µ a θ (théta)(160). Všechny 
tyto izoformy GST jsou v cytoplazmě přítomny ve formě mono-
merních podjednotek a katalytickou aktivitu získávají až jako homo-
či heterodiméry. Izoformy GST jsou zodpovědný za konjugaci glu-
tathionu (GSH) se širokým spektrem elektrofilních částic. 
Glutathion je klíčovým redukčním činidlem v buňce a účastní se 
detoxifikace volných radikálových forem, zejména kyslíkových 
radikálů ( 1 3 8 ), podílí se na různých metabolických pochodech včet­
ně syntézy leukotrienů. Leukotrieny jsou syntetizovány leukocy-
ty a zprostředkovávají zánětlivé a alergické reakce. Syntézy se 
účastní i enzym glutathion-S-transferáza katalyzující adici thio-
lové skupiny glutathionu na nestálý leukotrien A4 za vzniku prv­
ního z peptidoleukotrienů, leukotrienů C 4 . Rovnováha mezi redu-
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Obr. 3 - Struktura glutathionu (GSH) 

kovanou formou glutathionu (GSH) a oxidovanou formou (GSSH) 
napomáhá udržovat správný oxidační stav sulfhydrylových sku­
pin proteinů uvnitř buněk. 
Glutathion je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin) obsahující 
neobvyklou y-amidovou vazbu (Obr.3). V buňkách je syntetizo­
vaný de novo v y-glutamylovem cyklu. Gama-glutamylový cyklus 
byl objeven Altonem a Meisterem a jde o mechanismus přenosu 
aminokyselin do buněk tzv. translokací. G S H je při něm synteti­
zován z glutamátu, cysteinu a glycinu za postupné katalýzy y-glu-
tamylcysteinsyntetázy (yGCS - limitujícího enzymu této synté­
zy) a GSH-syntetázy (Obr.4). Volnou energii pro každou z reakcí 
poskytuje hydrolýza ATP. 
GSH má tedy ochrannou roli a patří v buňce mezi nejpočetněji 
zastoupené thioly nebílkovinné povahy ( 1 2 7 ). Ačkoliv některé radi­
kálové formy (např. hydroxylový radikál) mohou přímo reagovat 
s redukovanou formou glutathionu (GSH), řada dalších je s ním 
konjugována pomocí záporně nabitých izoenzymů glutathion-S-
transferázy (GST). Výsledkem jsou sloučeniny méně toxické, více 
hydrofilní a tedy snadněji z buňky vylučitelné. Jiné reaktivní mole­
kuly tvořené v rámci oxidačně/redukčních procesů (např. peroxid 
vodíku) jsou redukovány druhou glutathionovou metabolickou 
cestou a to pomocí enzymu glutathionperoxidázy (GSH Px) za 

vzniku oxidované, disulfidické formy glutathionu (GSSG, GSSH). 
G S S G může být následně redukován na svoji monomerickou for­
mu glutathionreduktázou (GR). Tento proces normálně poskytu­
je G S H a G S S G v poměru 100:1, což umožňuje G S H , aby půso­
bil jako vnitrobuněčná redukční látka. 
Volné radikálové formy se tvoří v průběhu podávání alkylujících 
látek nebo při radioterapii. Základní vlastností většiny D N A alky­
lujících sloučenin je jejich elektrofilita. U některých protinádo-
rových léčiv patřících do této skupiny bylo prokázáno, že skuteč­
ně jsou substrátem pro GST (např. chlorambucil, cyklofosfamid, 
B C N U , thiotepa, melfalan...atd). Alkylující látky jsou reduko­
vány buď přímo G S H nebo prostřednictvím GST v glutathiono-
vém redoxním cyklu. Metabolický obrat glutathionu je poměrně 
rychlý s poločasem kolem 1 hodiny. Inhibice syntézy G S H (např. 
BSO) vede v krátké době k depleci buněčného G S H a k inhibici 
glutathionových detoxifikačních mechanismů. 
Ne všechny izoformy GST se podílí na lékové rezistenci. GST-
a je asociována s detoxifikací hořčičného dusíku, GST-µ s deto-
xifikací nitrosomočoviny. Zvýšená exprese G S T - Π (placentami 
typ) u M D R buněčných linií vedla k závěru, že právě tato izofor-
ma je klíčová pro lékovou rezistenci. U izoforem a a \i byla pozo­
rována i peroxidázová aktivita ( 3 7 ). 
Regulace genů GST je multifaktoriální. Podílí se na ní věk, pohla­
ví, typ tkáně, přítomnost induktorů - chemických sloučenin roz-
dělitelných do 4 skupin (planární aromatické, oxidanty na bázi 
fenolu, barbituráty, glukokortikoidy) či metylace genů kódujících 
GST-ázy( 1 0 1 ) 

Schopnost modulovat hladinu G S H či aktivitu GST-π v buňce má 
B S O (irreverzibilní inhibitor y-GCS enzymu), který v kombinaci 
s melfalanem snižuje hladinu G S H ( 3 2 , 1 0 0 ) . Další sloučenina, sul-
fasalazin, moduluje přímo aktivitu GST-7t a synergicky zvyšova­
la cytotoxicitu cis-platiny u 2 buněčných linií malobuněčného kar­
cinomu plic ( 7 ) . 

I — — _ _ — - — — _ — - i _ _ ^ _ - ^ - — • - - • • - _ i . — : ; L Í Í _ ^ _ ^ . ^ — ^ . - • • • • • , - • - • • - • - - - • - - . - - . - . - . • | 

Obr.4 - y-glutamylový cyklus a syntéza glutathionu. 
Legenda: Jednotlivé reakce cyklu jsou katalyzovány: (1) y-glutamylcysteinsyntetázou, (2) glutathionsyntetázou, (3) y-glutamyltranspeptidázou, 
(4) y-glutamylcyklotransferázou, (5) oxyoprolinázou, (6) vnitrobuněčnou proteinázou. 
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V kapitole o M R P proteinu byl již popsán vztah mezi M R P a G S H -
xenobiotickou (GSH-X) pumpou. Podtrhněme tedy alespoň fakt, 
že u množství G S H konjugátů a několika nemodifikovaných léčiv 
(např. doxorubicinu, etopozidu, vinblastinu) byla pozorována afi­
nita k M R P proteinu. Rovněž byla zjištěna kolokalizace G S H kon­
jugátů do těch oblastí buňky kde se nachází M R P ( 2 2 , 1 3 2 ) . 
Zvýšená intracelulární koncentrace G S H či zvýšená aktivita G S T -
Π má za následek konjugaci G S H s vybranými cytostatiky, čímž 
se snižuje jejich biologická účinnost a dostupnost. Tento trend byl 
pozorován u 58 ze 60 nádorových buněčných l i n i í ( 1 6 9 ) . U rezi­
stentních buněk byla nalezena v důsledku 2-krát vyššího množ­
ství GST-TC m R N A i zvýšená katalytická aktivita tohoto enzymu. 
Vyšší množství m R N A však nebylo způsobeno amplifikací GST-
p genu ( 2 9 ) Jiná studie analyzující 25 buněčných linií rezistent­
ních na doxorubicin a exprimujících GST-TC našla pouze u 10 linií 
zvýšenou aktivitu GST-TC oproti mateřským liniím. Pouze u 5 linií 
byla GST-TC aktivita alespoň 2krát větší. Zbylých 15 sublinií mělo 
GST-TC aktivitu nezměněnou či dokonce sníženou, tedy přesný 
opak toho co se očekávalo ( 1 2 1 ). Sublinie rezistentní na B S O (35-
40x rezistentnější v porovnání s mateřskou linií) připravené 
z buněčné Linie lidských hepatocytů vykazovaly nadměrnou expre­
si y-GCS, dále v důsledku snížené transkripční aktivity měly sní­
žené množství GST-TC, tím pádem bylo pozorováno i méně G S H -
konjugátů a tedy zvýšená hladina samotného G S H v buňce 
(v prostředí B S O exprimovaly tyto sublinie až 4krát více GSH). 
Otázka, zda je snížená exprese GST-TC odpovědí buňky na podá­
ní G S H inhibitorů a další otázky vyvstávající z této studie neby­
ly ještě zcela zodpovězeny ( 1 6 6 ). 
Transformační studie provedené in vitro na kvasinkách, kdy byly 
různé formy GST vneseny do senzitivních buněk, prokázaly jejich 
účast v lékové rezistenci(16). Transfekce buněčné linie MCF-7 (lid­
ský karcinom prsu) vektory nesoucími geny různých izoforem 
GST sice zvýšily hladinu GST v buňkách, nicméně hladina rezi­
stence nebyla signifikantně zvýšena (120). V jiné studii u M C F - 7 
buněk transfekovaných GST-TC byla pozorována zvýšená míra 
konjugace thiotepy s G S H v porovnání s kontrolami. Vazba thio-
tepy na G S H měla za následek snížení cytotoxicity thiotepy(33). 
Výsledky těchto experimentálních studií jsou natolik rozporupl­
né, že nedávají dostatečný důkaz o přímém vztahu mezi lékovou 
rezistencí a GST-TC aktivitou. Změny GST aktivit mohou být spe­
cifické pro každou jednotlivou buněčnou linii. Otázkou také zůstá­
vá do jaké míry je zvýšená GST-TC aktivita dostačující pro navo­
zení M D R . Velmi specifická pro jednotlivá xenobiotika je rovněž 
míra jejich cytotoxicity ztracená v důsledku konjugace 
s G S H ( 4 1 , 1 1 9 \ Proto eliminace konjugátů G S - X pumpou bude zřej­
mě nezbytná pro kompletní detoxifikaci (77). 
Ahmad et al.® popsali různé alelické varianty GST-TC. V roce 1997 
byl podán první důkaz o tom, že polymorfismus v GST-TC je odpo­
vědný za různě silnou odpověd buňky na toxický stres(76). Poly­
morfismus GST-TC v lidské populaci může tedy alespoň částečně 
vysvětlit různou hladinu vnímavosti jedinců na sloučeniny kon-
jugující se s G S H . 

2) Výskyt G S T - T C a GSH v lidských nádorech 
Na základě rozporuplných výsledků získaných z experimentů na 
buněčných liniích není studií zabývajících se klinickou rezisten­
cí v souvislosti s GST-TC aktivitou mnoho. Avšak nadměrná expre­
se GST-TC a tedy zvýšená míra detoxifikačních procesů s násled­
nou sníženou efektivností léčby byla popsána u mnoha nádorových 
onemocnění (karcinom ovaria, prsu, C L L , nemalobuněčný karci­
nom plic, kolorektální karcinom) ( 1 2 7 ). 
Bylo pozorováno zvýšení exprese G S T - Π u buněk neuroblastomu 
odebraných po léčbě v porovnání se stavem před léčbou ( 9 8 ). Rov­
něž u pacienta s chemosenzitivním malobuněčným karcinomem 
plic byla GST-TC aktivita nižší v porovnání s pozdějším odběrem, 
kdy se onemocnění vyvinulo v rezistentní formu ( 4 5 ). 
U 240 vzorků karcinomu prsu byla pozorována nepřímá úměra 
mezi GST-TC expresí a počtem estrogenových receptorů. Navíc 
byla pozitivita na GST-TC identifikována jako silný prediktor relap-
su či smrti v podskupině uzlinově negativních pacientek po che-
moterapii (57). G S H , GST-TC a aldehyd dehydrogenáza jsou asoci­
ovány u buněčných linií s rezistencí na karboplatinu 
a cyklofosfamid. Tanner et a l . ( 1 6 7 ) zjišťovali, zda je přítomnost 
těchto 3 markerů spojena s rezistencí ovariálního karcinomu na 
léčebnou kombinaci cyklofosfamid-karboplatina. Studie byla pro­
vedena na 139 pacientkách. Nebylo nalezeno žádné spojení mezi 

množstvím G H S , přítomností obou proteinů v nádorové buňce 
a přežitím. Medián přežití byl však signifikantně delší u pacien­
tů, kteří měli intracelulární obsah G S H menší než 4,9 µ-g/mg pro­
teinu. Glutathion se yšak nejevil jako nezávislý prognostický fak­
tor, nýbrž byl signifikantně asociován se stážováním tumoru. 
Množství G S H v buňce bylo rovněž vázáno s progresí nádoru. Ani 
u jedné ze sledovaných sloučenin však nebyl prokázán vztah k rezi­
stenci na léčbu cyklofosfamid-karboplatina. Pozitivní korelace 
GST-TC exprese s nepříznivými prognostickými znaky lidských 
sarkomů ( 1 7 1 ), naznačuje, že exprese GST-TC může korespondovat 
se špatnou klinickou odpovídavostí některých pacientů. Zvýše­
nou expresi GST-TC V lidských nádorech spojují se špatnou pro­
gnózou i další studie ( 2 9 , 9 0 ). 
Literatura uvádí zvýšenou expresi GST-TC V prognosticky nepříz­
nivých lidských nádorech, avšak nepotvrzuje její úlohu v navo­
zení M D R . Tento fakt je v souladu s laboratorními pozorování­
m( 1 4 4 ) prohlašujícími GST-TC jako znak preneoplastické 
transformace buňky. Hlubší poznání mechanismů jakými se G S T -
TC exprese může podílet na maligní transformaci by zřejmě pomoh­
lo lépe pochopit proces samotné onkogeneze(94). 

IV. Další proteiny odpovědné za specifickou rezistenci na 
některá Protinádorová léčiva či jejich skupiny 
V úvodu I. části bylo zmíněno, že kromě mnohočetné lékové rezi­
stence existuje ještě rezistence zkřížená (na skupinu strukturálně 
příbuzných léčiv či na skupinu léčiv se stejným mechanismem 
účinku) a rovněž specifická rezistence k jednomu určitému cyto­
statiku. Tato problematika přesahuje rámec předkládaných prací 
a bude jí věnována zvláštní pozornost v některém v našich příš­
tích sdělení. Nicméně bychom zde rádi uvedli alespoň jmenovitě 
některé z nich. 
Molekuly enzymů topoizomerázy I a topoizomerázy II jsou cílo­
vou strukturou řady protinádorových léčiv, např. epipodofyloto-
xínů, antracyklinů, derivátů camptothecinu. Snížené množství 
topoizomeráz nebo mutace v jejich primární struktuře neumož­
ňuje interakci s inhibitory. Jelikož cytotoxicita většiny inhibitorů 
topoizomeráz přímo závisí na množství aktivních molekul enzy­
mu, redukce jejich počtu se projeví vznikem lékové rezistence. 
Řada autorů přiřazuje rezistenci na inhibitory topoizomeráz k aty­
pické mnohočetné lékové rezistenci 
Do této problematiky se dále řadí následující mechanismy: 
1. rezistence na inhibitory dihydrofolátreduktázy (DHFR), např. 

metotrexát, způsobená poruchou transportních mechanismů pro 
foláty a antifolika. 

2. zvýšená koncentrace cytidindeaminázy vyúsťující v rezistenci 
na A R A - C . 

3. thymidylátsyntetáza a rezistence na 5-fluorouracil (5-FU). 
4. zvýšená aktivita D N A reparačních enzymů např. alkyltransfe-

rázy a rezistence na deriváty platiny a další alkylační látky. 
5. amplifikace genu pro aspartát transkarbamylázu a rezistence 

na sůl kyseliny N-fosfonacetyl-L-asparagové (PALA). 
6. amplifikace ribonukleotid reduktázy a rezistence na hydroxy-

ureu (HU)...atd. 
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