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Suhrn: Mnohopocetnd liekova rezistencia (M DR ) je ¢astou pri¢inou netspesnosti chemoterapie nemalobunkového karcindému plic
(NSCLC). UNSCLC rozliSujeme 2 zakladné typy M D R : typicki M D R asociovani s expresiou P-glykoproteinu a atypickit M D R aso-
ciovant s expresiou proteinu M R P, alternovanou expresiou topoizomeraz I1, expresiou lung rezistance proteinu (LR P), aktivitou glu-
tatién S transferdzového systému. Predkladané praca pojednéva o vzfahu medzi imunohistochemickou expresiou vybranych marke-
rov MDR (MRP, Pgp, topoizomerazy Ha,) a niektorych reguldtorov bune¢ného cyklu a apoptozy - p53, p27, kaspazy3 (pcasp3),
tkanivovej transglutamindzy (Tga) s vysledkami testu in vitro chemosenzitivity nddorovych buniek pacientovs NS C L C po neoadju-
vantnej chemoterapii. Expresia vysS$ie uvedenych faktorov bola stanovena nepriamou imunoperoxiddzovou metddou na parafinovom
bioptickom materidle od 64 pacientovs N S C L C po neoadjuvancii na baze karboplatiny (CDDP) a taxolu (T AX) alebo cisplatiny (DD P)
a navelbinu. K stanoveniu in vitro citlivosti nadorovych buniek na cytostatika boli pouzité nativne resekdty od uvedenych pacientov.
Vysledky boli Statisticky spracované pomocou Spearmanovho korelacného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. Zistili sme
pozitivnu koreldciu medzi imunohistochemickou expresiou MRP/p53 (p=0,006), pcasp3/p53 (p=0,0001) a inverznti koreldciu p27/Tga
(p=0,027). Expresia M R P zdrovei negativne korelovala s in vitro citlivostou na T A X (p = 0,043). Expresia p53 pozitivne korelovala
s in vitro rezistenciou na aktinomycin D (p=0,01), daunorubicin (p = 0,026) a vinkristin (p = 0,044)
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Summary: Multidrug resistance is one of the major causes of treatment failure in NS C L C. Two types of multidrug resistance (M DR)
have been detected in lung cancer: typical multidrug resistance associated with the overexpresion of P-glycoprotein (Pgp) and atypical
M D R associated with the expresion of M R P (multidrug resistance protein), altered activity of topoisomerase Ila, increased expression
of LRP (lung resistance protein), activation of glutathione S transferase system, etc. This work deals with mutual correlation of
imunohistochemical expresion of selected markers of M DR (Pgp, MRP, and topoisomerase Ila) and several markers of tumor
differentiation and/or apoptosis - p27, p53, procaspase3 (pcasp3), tissue transglutaminase (Tga) with results of in vitro
chemosensitivity assay. 64 formaldehyde fixed and paraffin embedded bioptic specimens were used for indirect immunoperoxidase
detection of the above mentioned markers. M T T test was carried out from native tumors of the same group. Significant positive
relationships were detected in between p53/MRP (p=0,006), p53/pcasp3 (p = 0,0001), inverse correlation was found between p27 /Tga
(p = 0,027). Expression of p53 was positively associated with the resistance to actinomycin-D (p=0,01), daunorubicin (p = 0,026) and
vincristine (p = 0,044). Expression of M R P negatively correlated with in vitro sensitivity to taxol (p = 0,043)
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Zoznam pouzitych skratiek:

ACT-D - actinomycin-D; CDDP - carboplatina (karbo-diaminodichlor platina); D A U - daunorubicin; DD P - cisplatina (diaminodi-
chlorplatina); G M C - gemcitabin; L R P - lung resistance protein; M D R - mnohopocetnd liekova rezistencia (multi-drug resistance);
MRP - multi-drug resistance protein; M W - Mann Whitney test; NSCLC - non-small celi lung carcinoma; NVB - navelbin; pcasp3
- proenzym caspazy3; Pgp - P-glykoprotein; TAX - taxol; TCS, - tumor celi survival 50%; Tga - transglutamindza; Topoll - topo-
izomerdza Ila; VIN - vincristin

Uvod

Jednou z hlavnych pri¢in neuspesnosti chemoterapie NSCL Cje
vyskyt konsStitutivnej a ziskanej lickovej rezistencie. Medzi
vyznamné vlastnosti nddoru, ktoré sapodielaji namechanizmoch
liekovej rezistencie, patria napr. stupen vaskularizdcie, percento
buniek vsenescenciias$pecifické mechanizmyM D R (1,2,3). Roz-
lisSujeme 2 zdkladné typy M D R : typickiu M D R zapri¢inent funk-
ciou AT P dependentného transportného proteinu P-glykoprotei-
nu(Pgp)aatypicki M D RasociovantusexpresiouM R Pproteinov,
alternovanou aktivitou topoizomerdz U, zmenou intraceluldrnej
distribucie cytostatik asociovanou s expresiou lung rezistance pro-
teinu (LR P) (5,6), glutation S transferdzovym systémom (27), atd.
Pgp je membranovy transportér zo substratovou S$pecifitou napr.
pre doxorubicin, vinca alkaloidy a taxdny (7,8). ZvySend expre-
sia mdrl/Pgp nekoreluje s klinickymi parametrami u pacientov
sNSCLC (9,10,11). Zuvedeného vyplyva, ze dany mechanizmus
M D Rsanaklinickejrezistenciiu pacientovs NS C L Cvyraznou
mierou pravdepodobne nepodiela (12,13).

Dal§imM D Rasociovanym génomje mrpl kédujiciprotein M R P
(multidrug rezistance protein). FunkciaM R Pvbronchidlnomepi-
teli spocCiva v transporte cytostatik konjugovanych s glutatiénom
v glutatiéon S-transferdzovom systéme (14,15,16). U pacientov
s NSCLC korelovala expresia mrpl mRNA a mrp3 mRNA s in
vitrorezistenciounavinkristin,etoposidaD D P (17). Zarovetibol
zisteny signifikantny vzfah medzi expresiou M R P a prognézou
pacientovs NS CL C, ktorych nadory boli resekované v §tadiu JU
bez neoadjuvantnej chemoterapie (18). Uvedenému siboru paci-

entov bola ndsledne aplikovana adjuvantnd chemoterapia na baze
D D Pvkombindciisvindesinom (VDS) aleboCD D Pvkombind-
ciisetopozidom (VP-16).

Dal§im vyznamnym mechanizmom M D R, ktory sa uplatiiuje
vrezistencii na niektoré cytostatikd ako napr. D D P a doxorubici-
nu (DOX)jezmenavich intraceluldrnej distribucii, ktord spoci-
va v zabraneni vstupu dojadra rezistentnych nddorovych buniek.
Na uvedenom mechanizme sa pravdepodobne vyraznou mierou
podielaLRP.ZvySendexpresiaL R Pboladetekovand napr.vbun-
kovej linii A-549 rezistentnej na VP-16. Prognosticky vyznam
LR Pupacientovs NS CLC vsaknieje zatial objasneny (19).
Mechanizmus rezistencie na inhibitory topoizomerdz II spociva
vich znizenej intraceluldrnej akumulécii sprevadzanej znizenou
aktivitou a expresiou danych enzymov. Génové mutdcie topoizo-
merdzylla(Topoll)bolipozorovanévlinidchN S C L Crezistent-
nych nadaunorubicin (DAU)aVP-16. Vyskytuvedenych muté-
cii v klinickych vzorkdch pacientov s NS CL C je vSak velmi
sporadicky (20).

Expresia tkanivovej transglutamindzy bola popisovand v suvis-
losti s indukciourezistencie na D O X a skriZzenou rezistenciou na
VINvbunkovejliniiPC-14/ADR. Prognosticky vyznam expre-
sie daného enzymu vo vzorkdch pacientov s NS C L C taktiez nie
je objasneny (21,22,23).

K vzniku M D R prispievaju kvantitativne a kvalitativne alterdcie
v expresii onkogénov a génov fungujucich ako nddorové supreso-
ry. Expresia uvedenych génov hré kriticku tlohu v reguldcii bun-
kového cykluaapoptdzy. Nemutovany gén p53 (wild-type) je akti-

KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTNI CISLO 2/2000 55


mailto:hajduchm@atlas.cz

y

vovany poSkodenim DNA v suvislosti s chemoterapiou a radiote-
rapiou. Nasledkom aktivicie daného génu dochddza k zastaveniu
bunecného cyklu vo faze G, ak indukcii apoptozy. Stidie in vitro
potvrdili, Ze vaciina protmadorovych lie€iv je ucinnejsia pri pri-
tomnosti wild-type p53 neZ pri pritomnosti mutantnych foriem.
Fujivara et al. (11) zistili, Ze adenovirusovy transfer génu p53 do
bunkovych linii odvodenych od NSCLC vyrazne zvysil ich senzi-
tivitu na DDP. In vitro $midie potvrdili, Ze znalost funk&ného sta-
vu p53 je vyznamnym znakom chemosenzitivity. Doposial bola
publikovana len jedina $tidia zaoberajiica sa alterdciou génu p53

Tabulka 1: Signifikantne vyznamné hodnoty (p) Spearmanova kore-
la¢ného koeficientu (r) pre indikované dvojice parametov; n-pocet
vySetreni.

korelované znaky n r p
_p53-MRP 65 0,34 0,006
p53 - procasp3 55 0,52 0,0001

p27-Tga 59 -0,29 0,027
ps3 - ACT-D 29 0,47 0,010
ps3-DAU 40 0,35 0,026
_p53-VIN 35 0,34 0,044
MRP - TAX 48 -0,29 0,043
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Obrazok 1. Hustricia pozitivneho vztahu medzi expresiou p53/pcasp3
a p53/MRP (p-hladina vyznamnosti t-testu). Negativita pcasp3 (r=0,52)
i MRP (r=0,34) koreluje s nizkou expresiou p53 a naopak.

Obrazok 2. Ilustricia imunohistochemickej expresie niektorych proteinov pri zvécSeniu 400x: nukledrna
expresia MRP (A), cytoplazmatick4 expresia p53 (B), nukle4rna expresia Topo 2« (C), cytoplazmatickd
expresia Pgp (D).
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a chemosenzitivitou in'vivo. Oshika et al. (26) vy3etrovali vztah
medzi overexpresiou (overexpresia = muticia) p53 a chemosenzi-
tivitou in vivo u pacientov s NSCLC v §tadiu IIla, ktorf sa podro-
bili neoadjuvantnej chemoterapii. Zistili signifikantny vztah med-
zi overexpresiou p53 a rezistenciou na chemoterapiu.

TaktieZ expresia inhibitorov cyklin-dependentnych kiniz p16
a p27 vo vzorkach pacientov s NSCLC sa ukdzala byt vyznam-
nym pozitivnym prognostickym faktorom (22,23,24). Strata ich
funkcie je ¢asto pozorovana u nddorov po neoadjuvantnej terapii
(22,23). Niektoré 3tudie uvadzaju, Ze expresia p16 a p27 korelu-
je u nadorov plic s chemorezistenciou in vitro. Volm et al. (22)
naproti tomu zaznamenali signifikantne vyraznej$iu klinicka
odpoved na DDP u pacientov s recidivujicimi NSCLC, ktorych
nédory exprimovali p27.

Cielom predkladanej price je overenie vzajomnej korelacie imu-
nohistochemickej expresie parametrov asociovanych MDR
s vysledkami testu in vitro chemosenzitivity u pacientov s NSCLC
po neoadjuvantnej terapii. Uvedené vysledky mdZu prispiet k pos-
iideniu prediktivnej hodnoty vySetrenia imunohistochemickej
expresie MRP, Pgp, p53, Tga, p27, pcasp 3 a Topoll vzhladom
k in vitro rezistencii na beZné protiniddorové lie€iva u pacientov
s karcinémom po neoadjuvantnej terapii.

Material a metédy

Subor pacientov

Do 3uidie bol zaradeny biopticky materidl od 64 pacientov
s NSCLC po neoadjuvantnej chemoterapii na baze CDDP+TAX
alebo CDDP+NVB. Vek pacientov sa pohyboval od 40-60 rokov,
z toho bolo 51 muZov a 13 Zien, histopatologicka diagn6za zahr-
Hovala adenokarcinémy (n=21) spinocelularne karcinémy (n=37)
a velkobunkové karcinémy (n=6) .

Imunohistochemickd detekcia proteinov MDR

Rutinne pripravené vzorky v parafinovych blokoch boly narezané
a prenesené na silanizované skl4, nasledne odparafinované a rehy-
dratované. Odmaskovanie antigénnych epitopov vzoriek bolo doci-
elené v mikrovinom generétori o vykone 800 W, v 0,01 M citritovom
pufti po dobu 15min. Po ndslednom premyti v destilovanej vode bola
aktivita endogennej peroxidézy odstranend v 10% roztoku H,0, po
dobu 3x10 miniit. Po naslednom premyti destilovanou vodou f)oh
nedpecifické viizbové miesta zablokované prevrstvenim vzoriek 5%
odtuénenym mliekom v TRIS pufre pH 7,6. Po odstraneni prebytod-
ného mlieneho pufru z povrchu rezu, boli na jednotlivé rezy nésled-
ne aplikované primarne protilatky. Protilatky boli riedené v izoto-
nickom TRIS pufti (pH 7,6)
nisledovne: monoklondlna mysia pro-
tilatka anti-p53 typ DO-1 1:1000(MOU
Bmo), monoklonilna mysia protilitka
anti-p53 typ FP 3111 1:500 (MOU
Brno), monokiondlna my$ia anti-Pgp
klon UIC2 1:100 (Dako), monoklonal-
na my$ia anti-Topo Ho klon SWT3D1
1:100 (Dako), monoklondina mysia
anti-p27 klon SX5368 1:100 (Dako),
polyklonélna krali¢ia anti-procaspaza3
klon NCL-CPP32p 1:100 (Dako),
mys$ia anti-tkanivova transglutaminéza
klon CUB7402 1:50 (Dako) a polyklo-
nalna kréli¢ia anti-MRP klon MRPmS5
1:20 (Alexis). Vzorky boly nésledne
inkubované pri teplote 4°C po dobu 12
hodin. Po premyti (3x5 min) v izoto-
nickom TRIS pufre (pH 7,6) bol nasled-
ne aplikovany farbiaci systém anti-
mySia/krili¢ia EnVision (Dako) na
dobu 30 minit. Po premyti vzoriek
vizotonickom TRIS pufri (pH 7,6) bola
vizualizovand aktivita peroxidizy
pomocou 0,01M diaminobenzidinu
v TRIS pufri s 0,01% H,0,. Rezy boly
dofarbené hematoxylmom, dehydrato-
vané, prejasnené a zamontované do
kanadského balzdmu. Pozitivita bola
hodnotena v 10 zomych poliach pri 400-
nasobnom zvicSeni a vyjadrena per-
centuélne.



Stanovenie in vitro citlivosti pomocou MTT testu

Na stanovenie in vitro citlivosti primarnych nadorovych buniek
NSCLC na protinddorové lie¢iva bol pouzity MTT test (29). Jeho
principom je premena M TT (3,4,5-dimethhiazol-2yl-2,5 difenyl-
tetrazolium bromid) vitdlnymi bunkami na nerozpustny forma-
zan. Po rozpusteni kryStdlov formazdnu bola stanovend absor-
bancia v pomocou ELIS A readeru pri 540 nm. Nasledne sme pre
jednotlivé cytostatikd poc¢itacovo vyhodnotili letdlne davky zabi-
jajiice 50% buniek (TCS,,).

Statistickd analyza

Vysledky imunohistochemickej detekcie boli spracované a porov-
nané medzi sebou a taktiez s vysledkami testu in vitro citlivosti
na cytostatikd v programe GraphPad Prizm pomocou Spearma-
novho korela¢ného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu.

Vysledky

Porovnali sme imunohistochemicku expresiu sledovanych zna-
kovnavzdjomasvysledkami M T T testu. Signifikantné korelacie
s zachycené v tabulke 1. Zo vsetkych sledovanych znakov boli
zistené koreldcie len medzi expresiou p53/MRP (r=0,33,
p=0,006), p53/pcasp3 (r=0,52, p<0,0001), p27/Tga (r= -0,29,
p=0,027). Expresia p53 korelovalasin vitro rezistenciouna ACT -
D (r=0,47, p=0,01), DA U (r=0,35, p=0,026) a VIN (r= 0,34,
p=0,044). Zaroven bola zistend koreldcia medzi expresiou M R P
a citlivostou na TAX (= -0,29, p = 0,043). Stbory vykazujuce §ta-
tisticky vyznamné koreldcie boli rozdelené podlajedného z para-
metrov a ich medidny/priemery porovnané Mann-Whitney tes-
tom/t-testom. V tejto analyze sme potvrdili vyznamny vzfah iba
medzi p53/pcasp3 (MW p<0,0001, t-test p<0,0001) a p53/MRP
(MW p=0,015, t-test p=0,026). Na obrazku i sti zobrazené pri-
emerné hodnoty p53 po rozdeleniu podla pozitivity/negativity pro-
caspazy3 alebo M RP. Obrazok 2 zobrazuje typickd imunohisto-
chemicku expresiu vybranych znakov.

Diskusia

V nasej praci sme dospeli k niekol’kym zdverom. Zistili sme, Ze
expresia Pgp nekorelovala s in vitro rezistenciou na ziadne z tes-
tovanych cytostatik. Uvedené zistenie je v stlade s pocetnymi
Studiami, ktoré uvddzaju, ze expresia Pgp a hladinymdrimRNA
nekoreluje s in vitro rezistenciouu NSCLC (1). Jednym z moz-
nych vysvetleni je skuto¢nost, ze az 40 % nadorov exprimujii-
cich Pgpjecitlivychna D N R (30). V podstate to znamena, Ze nie
je mozné z expresie Pgp usudzovaf na jeho funk&nt aktivitu. Tto
skutotnost pravdepodobne zodpovedd za mnoZzstvo sklamani,
ktoré ndm priniesla aplikdcia blokdtorov Pgp (cyklosporin A,
verapamil, atd.) s Pgp transportovanymi cytostatikami v klinic-
kej praxi.

Dal3im vyznamnym zistenim bol signifikantny vzfah medzi expre-
siou MR P a citlivostou na TAX. Sucasné $tudie potvrdzuji, ze
taxol nie je transportovany M R P (3). V nasej $tudii bol zdroven
potvrdeny vzfah medzi expresiou p53 a MRP. Dokdzali sme, Ze
mutantné formy p53 sposobuju zvySenu syntézu M R P, ¢o je prav-
depodobne jeden z mechanizmov, ktorym nefunkénost proteinu
pS3 prispievak vzniku M D R. Expresia p53 taktiez korelovalasin
vitro rezistenciou na ACT-D, DA UaVIN. Recentné in vitro $td-
die ukazuju, ze vac¢Sina protinddorovych lie¢iv je u¢innejsia v pri-
tomnosti wild type p53, v porovnani s mutantnou formou (28).
Jedinou vynimkou v tomto smere je taxol (3). Domnievame sa, Ze
tdto skutocnost suvisi s vizbou medzi expresiou mutovanej for-
myp53aMRP.Akouzbolouvedené, M R P nieje spojeny s tran-
sportom TA X, ale celej §kaly inych cytostatik.

Na potvrdenie prognostického vyznamu p53 su potrebné pro-
spektivne Studie na velkej skupine pripadov so sledovanim kli-
nickej odpovede na chemoterapiu. Paradoxné je naSe zistenie, ze
expresia p53 suvisi s expresiou prokaspazy 3. Uvedeny fenomén
sa dd pravdepodobne vysvetlif tym, ze akumuldcia prokaspézy este
nemusi znamenat apoptdzu. Pre spresnenie daného vzfahuje nut-
né vySetrif p53-independentné apoptotické mechanizmy spolu
s ostatnymi kaspazami aktivovanymi kaspazou 3.
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