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Súhrn: Mnohopočetná lieková rezistencia ( M D R ) je častou príčinou neúspešnosti chemoterapie nemalobunkového karcinómu plúc 
( N S C L C ) . U N S C L C rozlišujeme 2 základné typy M D R : typickú M D R asociovanú s expresiou P-glykoproteínu a atypickú M D R aso­
ciovanú s expresiou proteínu M R P , alternovanou expresiou topoizomeráz II, expresiou lung rezistance proteínu (LRP), aktivitou glu-
tatión S transferázového systému. Predkladaná práca pojednáva o vzťahu medzi imunohistochemickou expresiou vybraných marke-
rov M D R ( M R P , Pgp, topoizomerázy Ha,) a niektorých regulátorov bunečného cyklu a apoptózy - p53, p27, kaspázy3 (pcasp3), 
tkanivovej transglutaminázy (Tga) s výsledkami testu in vitro chemosenzitivity nádorových buniek pacientov s N S C L C po neoadju-
vantnej chemoterapii. Expresia vyššie uvedených faktorov bola stanovená nepriamou imunoperoxidázovou metódou na parafínovom 
bioptickom materiále od 64 pacientov s N S C L C po neoadjuvancíi na báze karboplatiny (CDDP) a taxolu ( T A X ) alebo cisplatiny (DDP) 
a navelbínu. K stanoveniu in vitro citlivosti nádorových buniek na cytostatiká boli použité natívne resekáty od uvedených pacientov. 
Výsledky boli štatisticky spracované pomocou Spearmanovho korelačného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. Zistili sme 
pozitívnu koreláciu medzi imunohistochemickou expresiou MRP/p53 (p=0,006), pcasp3/p53 (p=0,0001) a inverznú koreláciu p27/Tga 
(p = 0,027). Expresia M R P zároveň negatívne korelovala s in vitro citlivosťou na T A X (p = 0,043). Expresia p53 pozitívne korelovala 
s in vitro rezistenciou na aktinomycín D (p=0,01), daunorubicín (p = 0,026) a vinkristín (p = 0,044). 
Klúčové slová: nemalobunéčný karcinóm pMc, mnohopočetná lieková rezistencia, apoptóza, bunkový cyklus, terapia 

Summary: Multidrug resistance is one of the major causes of treatment failure in N S C L C . Two types of multidrug resistance ( M D R ) 
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 L R P (lung resistance protein), activation of glutathione S transferase system, etc. This work deals with mutual correlation of 
imunohistochemical expresion of selected markers of M D R (Pgp, M R P , and topoisomerase IIa) 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), daunorubicín (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 použitých skratiek: 
A C T - D - actinomycín-D; C D D P - carboplatina (karbo-diaminodichlor platina); D A U - daunorubicín; D D P - cisplatina (diaminodi-
chlor platina); G M C - gemcitabín; L R P - lung resistance protein; M D R - mnohopočetná lieková rezistencia (multi-drug resistance); 
M R P - multi-drug resistance protein; M W - Mann Whitney test; N S C L C - non-small celí lung carcinoma; N V B - navelbín; pcasp3 
- proenzým caspázy3; Pgp - P-glykoproteín; T A X - taxol; T C S 5 0 - tumor celí survival 50%; Tga - transglutamináza; TopoII - topo-
izomeráza IIa; V I N - vincristín 

Ú v o d 
Jednou z h lavných pr íč in neúspešnosti chemoterapie N S C L C je 
výskyt konštitutívnej a získanej l iekovej rezistencie. M e d z i 
významné vlastnosti nádoru, ktoré sa podielajú na mechanizmoch 
liekovej rezistencie, patria napr. stupeň vaskularizácie, percento 
buniek v senescencii ašpecif ícké mechanizmy M D R (1,2,3). R o z ­
lišujeme 2 základné typy M D R : typickú M D R zapríčinenú funk­
c i o u A T P dependentného transportného proteínu P-glykoproteí­
n u (Pgp) a atypickú M D R asociovanú s expresiou M R P proteínov, 
alternovanou aktivitou topoizomeráz U, zmenou intracelulárnej 
distribúcie cytostatík asociovanou s expresiou lung rezistance pro­
teínu ( L R P ) (5,6), glutatión S transferázovým systémom (27), atď. 
Pgp je membránový transportér zo substrátovou špecifitou napr. 
pre doxorubicín, v inca alkaloidy a taxány (7,8). Zvýšená expre­
sia m d r l / P g p nekoreluje s k l i n i c k ý m i parametrami u pacientov 
s N S C L C (9,10,11). Z uvedeného vyplýva, že daný mechanizmus 
M D R sa na k l inickej rezistencii u pacientov s N S C L C výraznou 
mierou pravdepodobne nepodiela (12,13). 
Ď a l š í m M D R asociovaným génom j e mrp1 kódujúci protein M R P 
(multidrug rezistance protein). F u n k c i a M R P v bronchiálnom epi-
teli spočíva v transporte cytostatík konjugovaných s glutatiónom 
v glutatión S-transferázovom systéme (14,15,16). U pacientov 
s N S C L C korelovala expresia m r p l m R N A a mrp3 m R N A s i n 
vitro rezistenciou na vinkrist ín, etoposid a D D P (17). Zároveň b o l 
zistený signifikantný vzťah m e d z i expresiou M R P a prognózou 
pacientov s N S C L C , ktorých nádory b o l i resekované v štádiu JU 
bez neoadjuvantnej chemoterapie (18). Uvedenému súboru paci­

entov bola následne apl ikovaná adjuvantná chemoterapia na báze 
D D P v k o m b i n á c i i s v indes inom ( V D S ) alebo C D D P v kombiná­
c i i s etopozidom (VP-16) . 
Ď a l š í m v ý z n a m n ý m m e c h a n i z m o m M D R , ktorý s a uplatňuje 
v rezistencii na niektoré cytostatiká ako napr. D D P a doxorubicí-
nu ( D O X ) je zmena v i c h intracelulárnej distr ibúcii , ktorá spočí­
va v zabránení vstupu do jadra rezistentných nádorových buniek. 
Na uvedenom mechanizme sa pravdepodobne výraznou mierou 
podieľa L R P . Z v ý š e n á expresia L R P bola detekovaná napr. v bun­
kovej l í n i i A - 5 4 9 rezistentnej na V P - 1 6 . Prognost ický v ý z n a m 
L R P u pacientov s N S C L C však nie je zat ia l objasnený (19). 
Mechanizmus rezistencie na inhibítory topoizomeráz II spočíva 
v i c h zníženej intracelulárnej akumuláci i sprevádzanej zníženou 
aktivitou a expresiou daných enzýmov. Génové mutácie topoizo­
merázy IIa (TopoII) b o l i pozorované v l ín iách N S C L C rezistent­
n ý c h na daunorubicín ( D A U ) a V P - 1 6 . V ý s k y t uvedených mutá­
c i í v k l i n i c k ý c h v z o r k á c h pacientov s N S C L C je však v e ľ m i 
sporadický (20). 
Expres ia tkanivovej transglutaminázy bola popisovaná v súvis­
losti s indukciou rezistencie na D O X a skríženou rezistenciou na 
V I N v bunkovej l í n i i P C - 1 4 / A D R . Prognostický v ý z n a m expre-
sie daného enzýmu vo vzorkách pacientov s N S C L C taktiež nie 
je objasnený (21,22,23). 
K v z n i k u M D R prispievajú kvantitatívne a kvalitatívne alterácie 
v expresii onkogénov a génov fungujúcich ako nádorové supreso-
ry. Expresia uvedených génov hrá kr i t ickú úlohu v regulácii bun­
kového c y k l u a apoptózy. Nemutovaný gén p53 (wild-type) je akti-

KLINICKÁ ONKOLOGIE Z V L Á Š T N Í ČÍSLO 2/2000 5 5 

mailto:hajduchm@atlas.cz




Stanovenie in vitro citlivosti pomocou MTT testu 
Na stanovenie in vitro citlivosti primárnych nádorových buniek 
N S C L C na protinádorové liečivá bol použitý M T T test (29). Jeho 
princípom je premena M T T (3,4,5-dimethhiazol-2yl-2,5 difenyl-
tetrazolium bromid) vitálnymi bunkami na nerozpustný forma-
zán. Po rozpustení kryštálov formazánu bola stanovená absor-
bancia v pomocou ELIS A readeru pri 540 nm. Následne sme pre 
jednotlivé cytostatiká počítačovo vyhodnotili letálne dávky zabí­
jajúce 50% buniek (TCS 5 0 ) . 

Štatistická analýza 
Výsledky imunohistochemickej detekcie boli spracované a porov­
nané medzi sebou a taktiež s výsledkami testu in vitro citlivosti 
na cytostatiká v programe GraphPad Prizm pomocou Spearma-
novho korelačného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. 

Výsledky 
Porovnali sme imunohistochemickú expresiu sledovaných zna­
kov navzájom a s výsledkami M T T testu. Signifikantné korelácie 
sú zachycené v tabulke 1. Zo všetkých sledovaných znakov boli 
zistené korelácie 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 korelovala s in vitro rezistenciou na A C T -
D (r=0,47, p = 0,01), D A U (r=0,35, p=0,026) a V I N (r= 0,34, 
p = 0,044). Zároveň bola zistená korelácia medzi expresiou M R P 
a citlivosťou na T A X (= -0,29, p = 0,043). Súbory vykazujúce šta­
tisticky významné korelácie boli rozdelené podľa jedného z para­
metrov a ich mediány/priemery porovnané Mann-Whitney tes-
tom/t-testom. V tejto analýze sme potvrdili významný vzťah iba 
medzi p53/pcasp3 ( M W p<0,0001, t-test p<0,0001) a p53/MRP 
( M W p = 0,015, t-test p=0,026). Na obrázku í sú zobrazené pri­
emerné hodnoty p53 po rozdeleniu podľa pozitivity/negativity pro-
caspázy3 alebo M R P . Obrázok 2 zobrazuje typickú imunohisto­
chemickú expresiu vybraných znakov. 

Diskusia 
V našej práci sme dospeli k niekoľkým záverom. Zistil i sme, že 
expresia Pgp nekorelovala s in vitro rezistenciou na žiadne z tes­
tovaných cytostatík. Uvedené zistenie je v súlade s početnými 
štúdiami, ktoré uvádzajú, že expresia Pgp a hladiny mdrl m R N A 
nekoreluje s in vitro rezistenciou u N S C L C (1). Jedným z mož­
ných vysvetlení je skutočnosť, že až 40 % nádorov exprimujú-
cich Pgp je citlivých na D N R (30). V podstate to znamená, že nie 
je možné z expresie Pgp usudzovať na jeho funkčnú aktivitu. Táto 
skutočnosť pravdepodobne zodpovedá za množstvo sklamaní, 
ktoré nám priniesla aplikácia blokátorov Pgp (cyklosporín A, 
verapamil, atd.) s Pgp transportovanými cytostatikami v klinic­
kej praxi. 
Ďalším významným zistením bol signifikantný vzťah medzi expre­
siou M R P a citlivosťou na T A X . Súčasné štúdie potvrdzujú, že 
taxol nie je transportovaný M R P (3). V našej štúdii bol zároveň 
potvrdený vzťah medzi expresiou p53 a M R P . Dokázali sme, že 
mutantné formy p53 spôsobujú zvýšenú syntézu M R P , čo je prav­
depodobne jeden z mechanizmov, ktorým nefunkčnosť proteínu 
p53 prispieva k vzniku M D R . Expresia p53 taktiež korelovala s in 
vitro rezistenciou na A C T - D , D A U a V I N . Recentné in vitro štú­
die ukazujú, že väčšina protinádorových liečiv je účinnejšia v prí­
tomnosti wild type p53, v porovnaní s mutantnou formou (28). 
Jedinou výnimkou v tomto smere je taxol (3). Domnievame sa, že 
táto skutočnosť súvisí s väzbou medzi expresiou mutovanej for­
my p53 a M R P . Ako už bolo uvedené, M R P nieje spojený s tran­
sportom T A X , ale celej škály iných cytostatík. 
Na potvrdenie prognostického významu p53 sú potrebné pro-
spektívne štúdie na veľkej skupine prípadov so sledovaním kl i­
nickej odpovede na chemoterapiu. Paradoxné je naše zistenie, že 
expresia p53 súvisí s expresiou prokaspázy 3. Uvedený fenomén 
sa dá pravdepodobne vysvetliť tým, že akumulácia prokaspázy ešte 
nemusí znamenať apoptózu. Pre spresnenie daného vzťahuje nut­
né vyšetriť p53-independentné apoptotické mechanizmy spolu 
s ostatnými kaspázami aktivovanými kaspázou 3. 
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