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FAKTORY OVLIVNUJIiCI BUNECNOU PROLIFERACI - MARKERY
David Potésil, Vojtéch Adam, René Kizek

l. UVOD

Pti pohledu na Zebficek nejcastéjsich pri¢in umrti ve vyspélych zemich zjistime, Ze prvni misto
zaujimaji nddorovd onemocnéni, kterd se stavaji stale vétsi obavou celého svéta. Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je kazdym rokem ve vyspélych zemich diagnostikovano asi 11
miliond pfipadii onemocnéni malignim nadorem a ptedpoklada se, Zze do roku 2020 vzroste pocet
na vice nez 16 milionti. V soucasnosti jsou nadorovd onemocnéni pii¢inou smrti vice nez 6,7
milionu lidi po celém svété, coz znamena, Ze ptiblizné kazdych pét sekund na Zemi umira jeden
¢loveék na zhoubny novotvar. Z téchto divoda vytvotila WHO v roce 2002 Univerzalni program
pro kontrolu rakoviny, ktery je mozny adaptovat pro jakoukoliv zemi na svéte. Jednim z hlavnich
bodl tohoto programu je ,,Screening a v€asna diagnostika naddorového onemocnéni®. Je velmi
dobfe znamo, Ze v€asnad diagnostika nadorového onemocnéni velmi vyrazné zvySuje Sanci na
uspéSnou 1écbu pacienta trpiciho timto onemocnénim. Proto, abychom mohli nadorové
onemocnéni v€asné diagnostikovat, potfebujeme vhodny ukazatel — nadorovy marker. Jsou to
latky, obvykle proteiny, které jsou produkovany v téle jako odpovéd na vznik a rozvoj
nadorového onemocnéni anebo samotnou nadorovou tkani. Nekteré markery jsou specifické
pouze pro jeden typ zhoubnych nadort, zatimco jiné maji Sirsi specifitu a jsou pouzitelné i pro
vice typi nadorovych onemocnéni. Téméf vSechny dnes pouzivané markery vSak nejsou
detekovatelné pouze v ptitomnosti nddorového onemocnéni, ale objevuji se 1 pfi vyskytu jinych
onemocnéni. V bézné praxi je nyni pouzivana pouze maly pocet nadorovych markerti jako napft.
specificky antigen prostaty. Mnoho dalSich potencionalnich markert je stale studovano, pfi¢emz
se kladou velké poZadavky na snadnou detekci, dostupnost pro celou populaci (screening),
zéavislost na stddiu onemocnéni, ukazujici vyvoj onemocnéni a objevujici se jiz pfi samotném

zrodu onemocnéni — v€asna diagnostika. Velké pozadavky jsou kladeny také na vlastni metodu
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stanoveni. M¢la by mit dostateCnou citlivost ke sledovani hladiny markeru pfi fyziologickych

(ptipadné i niz8ich) koncentracich za vyuziti minimalnich mnozstvi vzorku, méla by byt rychlé s

velkym poctem analyz za dany ¢asovy interval.

Il. TEORETICKA CAST

Kazdym rokem je ve vyspélych zemich diagnostikovano pfiblizné 11 miliont piipada
onemocnéni malignim naddorem a 6,7 milionu lidi ro€né na tuto nemoc umird. Narodni
onkologicky registr Ceské republiky poskytuje cenné informace o nové diagnostikovanych
pfipadech zhoubnych onemocnéni (Narodni onkologicky registr, 2005 2005 2005,
Aschermannové, 2005, Jurieckova, 2006). V roce 2003 bylo nahlaSeno 66 637 novych piipada
zhoubnych novotvari a nadori in situ (diagndéza C00-C97 a DO0-DO09 dle 10. revize Mezinarodni
klasifikace nemoci). Incidence onemocnéni (absolutni i relativni pocty) je u muzi v soucasnosti
jen nepatrné vyssi nez u Zen. Dlouhodobé u obou pohlavi incidence zaznamenava rostouci trend.
Pocet nové hlaSenych piipadi v roce 2003 byl u Zen téméf dvojndsobny nez v roce 1975
(Nérodni onkologicky registr, 2005 2005 2005). Incidence zhoubnych nadorti (ZN) u muZza
nartstala mezi roky 1975 a 2003 pomaleji. Absolutni pocet zemielych v roce 2003 narostl na 29
195 (16 208 muzi a 12 987 Zen), coz je 26,2 % z celkového poétu zemielych v CR. Podle
statistik jsou jednou z nejcastéjSich onkologickych diagndéz zhoubné nadory traviciho ustroji,
zejména kolorekta (dg.C18 az C21). Ceska republika zaujima tésné za Mad’arskem druhou piicku
v pomyslném Zebticku nejvyssi tmrtnosti na dg. C18 az C21 v Evrop€. Zhoubné nadory u Zen
jsou v thrnu diagnostikovany v mladsim véku nez u muzi, nebot’ nékteré diagnézy jsou pocetné
uz ve vékové skuping€ 30-59 let (Narodni onkologicky registr, 2005 2005 2005, Juriekova, 2006).
Z t&chto diivodii vyhlasilo Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky a Ceska onkologicka
spolecnost program zaméfeny na pokles vyskytu zhoubnych onemocnéni v ¢eské populaci, ktery
se ma, kromé jiného, zaméfit na zlepSeni v€asné diagnostiky mezi néz nélezi 1 hledani novych

potencionalnich nadorovych markert (Potesil, 2006).
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1. Nadorova onemocnéni

1.1 Vznik zhoubného nadoru

Slovo rakovina vychazi z feckého slova karkinos = rak, nebo onkos = krab a latinského cancer =
rak. Rychlost, s jakou se buiika mnozi a roste, patii k velmi pfisn¢ fizenym biologickym
procestim, které zajiSt'uji, aby mira bunécéné proliferace odpovidala specifickym pottebam celého
organismu. Vzacné dochazi k porucham téchto regulaci a buika se zacina nekontrolovatelné
délit. Populace téchto nezadoucich bunck, které neodpovidaji na ptirozené signaly pro utlumeni
ristu, pak tvofi nador. Rychle proliferujici nddorové bunky predstavuji pro télo jistou zatéz, ale
pokud v nich nedojde k dal§im zméném, neohrozi Zivot celého organismu. Buiiky, které se sice
rychle mnozi, ale jejich funkce a morfologie je zachovéana, vytvaii benigni nadory. Benigni
nadory zlstavaji velmi dobte lokalizované a nesiii se do svého okoli. Buitkky malignich nadort
maji naproti tomu snahu pronikat do svého okoli (invazivita), ale i na vzdalena mista (metastazy).
Podstata pfemény zdravé burniky na nadorovou — tzv. maligni transformace — je doposud zahalena
fadou otdzek a nejasnosti. U nadorovych bunék jsou pozorovany vyrazné zmeény v jejich
diferenciaci a DNA (Lee, a kol., 2004). Vznik maligniho onemocnéni je nékolika stupnovy
proces vzniku mutaci genti kontrolujicich proliferaci, diferenciaci a zanik bun€k (Obr. 1).

mutace
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Obr. 1: Klonalni vyvoj nadorovych bunék. 1. mutace znamenda pocatek nadoroveé
transformace. Buiiky s 1. a 2. mutaci postupné v nadorove tkani prertistaji nebo nahrazuji bunky s
1. mutaci. Dal$i genetické zmény podnécuji bunécnou populaci k veétsi agresivité. Subklonalni
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genetickd heterogenita nadoru je odrazem postupujiciho vyvoje nadorové tkané. Prevzato z
(Masopust, 2004).

Ackoli nékteré formy nadorti jsou dédicné, vétSina vznikd na podkladé mutace somatickych
bun¢k a je zpusobena chybami v replikaci DNA nebo plsobenim kancerogenti. Prikladem je
napt. efekt UV-zafeni na vzniku dimert dvou sousedicich pyrimidini. Tato zména piekazi
normalni transkripci i replikaci DNA. U¢inek X-paprskt (ionizujici zafeni) je odlisny: dochazi k
rozstépeni (preruseni) DNA-fetézce; vznikaji tak volné fetézce DNA, které musi byt beze zbytku
opet navazany opravnym mechanismem. Nestane-li se tak, mize dojit k translokaci urcitych
useki chromosomt, coz byva pfi¢inou aktivace specidlnich genti oznacovanych jako
protoonkogeny. Jedna genetickd zména vSak nesta¢i navodit maligni transformaci bunky; ta
obvykle vznikd az po nékolika (5ti az 10ti) genovych mutacich v pribéhu tady let (Masopust,
2004, Vorlicek, 1995). Genovad zména navodi vznik nadorového fenotypu v mozném sledu:
proliferace epitelové buiikky — hyperplazie — adenom — dysplazie — karcinom ,,in situ" —
karcinom invazivni. Pfeména normdlni tkdné organismu do stavu invazivni nadorové choroby
trva v praméru 5 — 10 let (Vorliéek, 1995). Pribeéh kancerogeneze byva ¢lenén do tii stadii:
Iniciacni stddium, které¢ predstavuje prvotni genetickou udalost, tj. mutaci urcitého kritického
genu. Jde o obdobi ¢asoveé kratké, ale nevratné; iniciovanym buiikdm pfinasi ristovou selekéni
vyhodu. Burnka tak ziskdva potencidl maligni transformace; v tomto stddiu se miZe proces
zastavit.

stimulovany jeste k intenzivngjsi proliferaci. Promoc¢ni faktory samy o sob& nejsou vSak schopny
vyvolat maligni nadorovou transformaci, jen ji podpofit. Intenzita promoc¢nich mechanismt musi
doséhnout urcitého stupné, aby byl iniciovany klon stimulovéan, a naopak odstranéni podptirnych
faktorti mtiZze proces kancerogeneze zpomalit nebo 1 zastavit.

Stadium progrese je charakterizovano dal$im postupnym nahromadénim genetickych zmén jako
je (a) nekontrolovany rust pro trvalou aktivaci signdlni transdukce rastového stimulu, (b) alterace

kritickych bodl bunécného cyklu, (c) deregulace DNA-transkripénich faktort. Nador zlstava
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nejprve v misté svého vzniku, ale aktivaci dalSich faktord se zacne Sifit do nejblizSiho okoli

(invaze) a cestou krevniho ob¢hu na mista vzdalend (metastazy). Velmi dilezitou podminkou pro
rast nadoru je dostatecny pfisun zivin a kysliku, ktery musi byt zajistén vytvorenim cévniho

zasobeni (nadorova neoangiogeneze) (Potesil, 2006)..

1.2 Benigni a maligni nadory

Podle zpisobu Sifeni nadoru, a tim daného klinického chovani, rozdélujeme nadory na benigni a
maligni. Rozdil v Sifeni jednotlivych nadorti je dan hlavné riznosti v enzymatické vybavé a
vlastnostech bunétnych povrchi u bunék ruznych nadord ve srovnani s bunkami
netransformovanymi.

Buiiky benignich (nezhoubnych) nadorti nemaji oproti jinym proliferujicim bunikdm bunécné
povrchy vyrazné zménény, a proto je jejich rlist pouze expanzivni. Rostou vétSinou pomalu, maji
organoidni stavbu a jsou homologni, zlstavaji ohranicené, ¢asto vazivoveé opouzdiené a na okoli
pusobi vétsinou pouze tlakem.

Maligni (zhoubné) nadory na rozdil od benignich rostou vii¢i okoli agresivné a jsou nepfesné
ohrani¢ené. Zména povrchové struktury malignich bunék zpiisobuje zménu reaktivity pfi
kontaktu s jinymi bunkami. To ma za nésledek propagaci tkdnovymi Stérbinami — infiltrativni
rist. Pfitomnost protedz a dalSich enzymul na jejich povrchu vede pii proliferaci k destrukci
okolnich tkéni (invazivni rust), ktery je Casto provdzen krvacenim z naruSenych cév. K
neohranicenosti pfispivd i snizend kohezivita mezi malignimi bunikami a sniZend adhezivita
nadorovych bun¢k ke tkanovym membranam, obé podminéné poruchou mezibunéénych spoja v
ramci zmén bunéénych povrchl. Zmény povrchlt vedou 1 k ziskani vétsi motility (pohyblivosti)
nadorové buiky, a tim k usnadnéni prostupu hostitelskou tkani (Vorlicek, 1995). Vsechny
zminéné vlastnosti enzymatické vybavy a povrchi bun€k malignich nadorti podmifiuji 1 dalsi
velmi charakteristickou vlastnost maligniho nadoru, kterou je nddorovy rozsev — metastazovani.

Metastazovani nadoru je vytvaieni dcefinych patologickych lozisek v mistech vzdéalenych od
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primarniho nadoru. Cely proces probiha ve tiech fazich. Prvni fazi je uvolnéni nadorovych bunék

z priméarniho nddoru hystolytickymi faktory agresivniho riistu (napf. enzymy schopné uvolnit
nadorové tkan¢), ale i mechanickymi vlivy, napf. intratumordéznim tlakem. Druha faze je
piedstavovana transportem nadorovych bun¢k na nové misto, probihajicim bud’ ve formé
implanta¢nich metastaz (oddrolovéani castic primarniho nadoru a jejich ujiméani na vzdaleném
misté dutiny), lymfogennich metastaz (Sifeni nadorovych bunck lymfatickymi cévami) nebo
hematogennich metastaz (Sifeni nadorovych bun¢k krevnimi cévami). Tteti fazi je etablovani
uvolnénych a transportovanych nadorovych bunck na novém misté. Tato faze je pro vysledny
nadorovy rozsev nejpodstatnéjsi a jeji ispésnost je, stejné jako u obou ptredchozich, dana faktory

nadorové bunky i faktory hostitelskymi (Pepper, a kol., 2003).

2. Nadorové markery

Nédorové markery jsou definovany jako laboratorné¢ prokazatelné zmény v biologickych
tekutinach, tkanich nebo bunkach, pomoci kterych je mozno prokazat — riziko vzniku,
pfitomnost, prognozu, Uc¢innost (Skodlivost) terapie, vznik metastdz nebo rezidudlni choroby
nadorového onemocnéni (Masopust, 2004). Laboratorni pritkaz nadorového onemocnéni se v
literatufe objevuje v 19. stoleti spolu se vznikem oboru klinick¢é chemie (Masopust, 2004).
Dutkazy rakovinového onemocnéni byly v té dobé zaloZzeny na jednoduchych fyzikalné-
chemickych reakcich. Jednou z nich je naptiklad prikaz tzv. Bence Jonesovy bilkoviny v moci
pfi zkouSce varem. Tato zacind precipitovat pii teploté kolem 80°C a znovu se rozpousti pii
90°C. I v dnes$ni dobé je diikaz tohoto proteinu stdle pouzivany v diferencidlni diagnostice
monoklondlnich gamapatii za vyuziti citlivych a specifickych imunochemickych metod (Kyle,
1994).

Ve druhé poloving 20. stoleti dochézi k prudkému vyvoji v oblasti tumorovych markert. V Ceské
republice byla tehdy vyvinuta metoda predikce nadorového onemocnéni s vyuzitim

polarografickych metod profesorem Brdickou (Brdicka, 1937, Brdicka, 1937). Ve zkratce Slo o
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polarografické stanoveni proteinti obsahujicich thiolovou (SH) skupinu nebo disulfidickou vazbu

na zaklad¢ katalytického vylucovani vodiku ze zékladniho elektrolytu. U onkologickych pacientt
byl tehdy pozorovan nizsi polarograficky signal nez v ptipadé kontrolnich osob. Jiz tehdy vSak
Brdicka upozornil na fakt, Ze vysledek stanoveni neni jednoznacény, a ze pozitivni test muze byt
V soucasnosti je znama cela skupina latek, pfedevsim proteinii vyuzivanych jako nadorové

markery. Mizeme je klasifikovat do n¢kolika skupin (Masopust, 2004):

e nadorem tvotfené
o antigeny
= onkofetalni (a-fetoprotein, karcinoembryondlni antigen)
= onkoplacentarni  (lidsky choriogonadotropin, izoenzymy alkalické
fosfatazy)
= antigeny rakoviny* (CA-19-9, CA 15-3)
= paraproteiny
o hormony (kalcitonin, katecholaminy)
o enzymy (neuron-specificka enolaza)
e snadorem sdruzené (C-reaktivni protein, okultni krvaceni)
e onkogeny a antionkogeny (protein p53)
o faktory transdukce signalu (gen HER-2/neu)

Problém se specifitou nadorovych marker neni ojedin€ly ani v soucasné klinické praxi.
Specifita, ale také citlivost stanoveni jsou i1 dnes limitovany celou fadou faktort a ve vétSing
pfipadl 1 negativni nalez nevylucuje pfitomnost zhoubného nédoru. Pokud je nadorovy marker
nalezen, méa vyznam pro sledovani vyvoje onemocnéni u téhoz nemocného a miize byt vyuzit pro

urceni progndzy a sledovani u¢innosti 1écby (Bates, 1991, Vorlieek, 1995).
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2.1 Novy nadorovy marker?

Nedavno Theocharis a spolupracovnici pozorovali u fady zhoubnych nadorG (prsu, kiize a
pankreatu a dalsi) zvySenou hladinu metalothioneinu (Theocharis, a kol.,, 2004). Je
pravdépodobné, ze zmény v expresi metalothioneinu (MT) mohou byt prognostickym markerem
u riznych typt zhoubnych nadorovych onemocnéni (Zelend, a kol., 2004). Nadmérna exprese
MT byla pozorovana u malignich a vice gradingovanych typ zhoubnych nadort prsu, koznich
karcinomt, hepatocelularniho karcinomu, koznich melanomt, cervikéalnich karcinomt, akutni
lymfoblastické¢ leukémie, karcinoml pankreatu a je vyznamné spojena s progresi a horsi
prognézou v nadorovém onemocnéni. Naproti tomu bylo zjiSténo, Ze nadmérna exprese MT
souvisi s méné gradingovymi typy nadorti u karcinomu tlustého stieva, karcinomu mocového
meéchyie a fibroblastickych koznich nadorti. U nadorového onemocnéni kize byla u 1270
pacientii také Weinlichem a jeho kolegy potvrzena nadmérna exprese MT (Weinlich, a kol.,
2006). Dalsi studie potvrzuji korelaci mezi nadmérnou expresi MT a gradingem u karcinomu
mocového méchyte, vajecniku a karcinomu plic (Weinlich, a kol., 2003, White, 1998, Yamasaki,
a kol., 2006, Zelger, a kol., 1993, Zelger, a kol., 1994).

3. Metalothioneiny
Metalothioneiny (MT) patii do skupiny intraceluldrnich, nizkomolekularnich na cystein bohatych
proteint o molekulové hmotnosti od 6-10 kDa (Kasahara, a kol., 1991, Kizek, a kol., 2004,
Kizek, a kol., 2004). Diky své vysoké afinité k t€zkym koviim (Zn, Cd, As, atd.) je jejich hlavni
funkci homeostaticka kontrola a detoxikace iontl kovii. Ze strukturnich modeli 1ze predpokladat,
ze molekula MT se sklada ze dvou vazebnych domén a a B, které jsou sloZeny z cysteinovych
klastrii. Kovalentni vazby atoma kovii se ucastni sulthydrylové zbytky cysteinti (Obr. 2). N-
terminalni ¢ast peptidu je oznacena jako a-doména, ma tfi vazebnd mista pro dvojmocné ionty a
C-terminalni ¢ast (B-doména) ma schopnost vyvazat ¢tyfi dvojmocné ionty kovi. V piipadé
jednomocnych ionti kovli je MT schopen vazat celkem az 12 atomu. Klasifikacné byly MT

rozdéleny do tfid MT-I a MT-II s ohledem na jejich primérni strukturu a organizmus, ze kterého
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byly izolovany. I. tfida zahrnuje sav¢i metalothioneiny tvofené 61 az 68 aminokyselinami s

molekulovou hmotnosti 67 kDa. Ve II. tfid¢ jsou zafazeny bakteridlni MT, proteiny se

vzdalenou podobnosti k 1. tfidé (Hamer, 1986).
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Obr. 2: Pfedpokladané schéma vazebnych domén (oo a P) v molekule metalothioneinu. S:
sulthydrylové zbytky v molekule MT véazi ionty kovu.

3.1 Biosyntéza metalothioneini v lidském organismu
Lidské MT patii do I. tfidy metalothioneini a jsou kédovany rodinou genli vytvatejicich 10
isoforem. Vzniklé proteiny jsou rozdéleny do ¢tyf skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. MT-1
protein existuje ve vice isoforméach, respektive MT-1 protein vytvari vice subtypi kédovanych
sadou MT-1 geni (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1X). V organismu dospélych
jedincii jsou nejvice zastoupeny dvé isoformy MT (MT-1A, MT-2A), které¢ se exprimuji ve
vétsing lidskych tkani, v mozkové tkani je pfitomna pouze isoforma MT-3 (n¢kdy oznacovéana
jako ristovy inhibi¢ni faktor - GIF). V dlazdicovém epitelu je hojné zastoupena isoforma MT-4.
MT-1 a MT-2 isoformy jsou obvykle exprimovany v lidském organismu ve velmi nizkych
koncentracich. Jejich exprese vyrazné stoupd pii indukci mnoha exogennimi a endogennimi
faktory jako jsou UV zafeni, tézké kovy, stresové hormony, volné kyslikové radikaly a
cytokininy uvoliujici se z poSkozené tkané ¢i xenobiotika. O molekuldrnim mechanismu exprese
MT je prozatim znamo velmi malo, ale pravdépodobné se ho Ucastni samotny kov vazbou na

specificky transkripéni faktor, protein oznaceny jako MTF-1 (metal transcription factor 1).
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Obr. 3: Schéma regulace exprese MT genu. Vlivem stresovych faktori se zvySuje hladina
cytokininl v aktivovanych T-lymfocytech a makrofazich. Hladina glukokortikoidii se pfi stresu
prostiednictvim téchto cytokininli zvySuje pies aktivovany hypofyzalni systém. Glukokortikoidy
se v cytoplazmé vazou na GRF (glucocorticoid receptor complex) a ten pak aktivuje GRE
(glucocorticoid responsive element). ZvySena hladina kovi vazbou na MTF-1 (metal
transcription factor) naopak aktivuje MRE (metal response element) v promotorové oblasti MT
genu. Reaktivni kyslikové radikaly jsou schopny aktivace MT genu prostfednictvim antioxidant
response element (ARE).

Komplex kov-MTF-1 pak v jadfe naseda na MRE (metal-responsive element) v promotorové
oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Na syntéze MT se mohou podilet dalsi regula¢ni
proteiny prostfednictvim responzivnich elementt jako je GRE (glucocorticoid response element),
IRE (interferon response element), STAT (signal transducers and activator protein) nebo ARE
(antioxidant response element), dale vazebné receptory spojené s tvorbou druhych posla ¢i
aktivaci béznych transkripcnich faktorti (Obr. 3). Jednotlivé isoformy metalothioneinii se pak
podileji na metabolismu detoxikace a homeostazy tézkych kovi, ucastni se ochrany organizmu
pted vzniklymi volnymi kyslikovymi radikaly a podporuji regeneraci poskozené tkané (Andrews,
2001, Hamer, 1986, Potesil, 2006).
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Souvislost mezi hladinou metalothioneinu a rakovinou je na samém pocatku zkoumani.

Nejnovejsi vyzkumy ovSem naznacuji, ze existuje vztah mezi mnozstvim metalothioneinu a
rychlosti rozvoje zhoubného nadoru (Nakayama, a kol., 2002, Theocharis, a kol., 2002,
Yamasaki, a kol., 2006). Druhou a velmi zavaznou otazkou pfti studiu souvislosti mezi rakovinou
a metalothioneinem je zména jeho mnozstvi v pfitomnosti protinadorovych 1é¢iv (pfedev§im na

bazi platiny) (Potesil, 2006)..

4. Protinadorova lécba
Lécba zhoubnych nadort se déli na kurativni (nadorové lozisko je zcela odstranéno) a paliativni
(lozisko neni z diivodu jeho rozsahu odstranéno upln¢). Kurativni 1écba je volena v ptipadé, ze
charakter a rozsah nadoru davaji ptedpoklad pro jeho odstranéni z organismu, a tim vyléceni
nemocného. Nejéastéji se pouziva kombinace 1é¢ebnych metod. Paliativni 1é¢ba se pouziva v
pripad¢é, ze neni mozné celkové odstranéni nadoru. Lécebnym cilem je zlepSeni stavu
nemocného, a to 1écbou bolesti a obstrukénich pfiznakl. V minulosti se za jedinou G¢innou lécbu
zhoubnych nadorti povazoval chirurgicky vykon. V pomérmné neddvné dobé vSak byly
vypracovany lécebné postupy, které jsou ucinné a které daly podnét k ptehodnoceni vSech
lécebnych metod. Dnes je zcela jasné, ze nejlepsich vysledki se dosahuje, kdyz se 1é¢ba provadi
multidisciplinarné. Chirurgickd 1écba mé zasadni vyznam u solidnich nadorti a v paliativnim
léceni. Lécba zatenim se pouziva v kurativni 1é€bé u mnoha nadorit a méa velky vyznam i v
paliativnim lé¢eni. Chemoterapie a hormonalni terapie se pouzivd v samostatné¢ 1é€bé jen u
nekolika nadord, ale pfi kombinované 1écbé a v paliativni 1é€bé ma velky vyznam u mnoha

nadort (Smith, a kol., 1993, Vorli¢ek, 1995).
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4.1 Vznik mnohocetné rezistence na lécbu nadorovych onemocnéni

Z tady klinickych studii je znamo, ze rezistence vici cytostatikiim je vaznou komplikaci 1écby
nemocnych se zhoubnymi nadory (Lindgren, a kol., 2006, Logashenko, a kol., 2005). Rezistence
nadorovych bunck k cytostatikiim pravdépodobné vznika z raznych piicin a cely proces je na
urovni buiiky zcela jist¢ multifaktorialni (Obr. 4). Obzvlasté¢ komplikovana je terapie nddorového
onemocnéni v pfipadé mnohocetné rezistence (MDR; multidrug resistance). Jednou z pficin
rezistence nadorovych bunck je snizend koncentrace cytostatik v misté cile piisobeni 1éCiva. Na
zmény hladiny cytostatik v bunkach se podili nékteré membranové proteiny jako Pgp, MRP a
LRP. Pgp je membranovy fosfoglykoprotein s ATPdzovou aktivitou, ktery se nachazi v
cytoplazmatické membrang. S timto proteinem byla asociovdna MDR rezistence pfedev§im na
cytostatika vyrobena z alkaloidy rodii Vinca, antracykliny, taxany a epipodofylotoxiny. Dal§im
vyznamnym je protein MRP (membrdnovy transportni protein), ktery se nachdzi v
cytoplazmatické membrané i membranach uvnitt buiiky. Uroveii exprese MRP v nadorovych
buiikach se lisi od exprese v normalnich bunéénych typech, coz naznacuje bud’ zménénou funkei
nebo aktivitu v rezistentnich naddorovych bunkach. Pro vznik MDR rezistence je také vyznamny
LRP, coz je cytosolovy protein (Dollner, a kol., 2004, Hoffmann a Kroemer, 2004, Rihova, a
kol., 2005). Funkce LRP zatim neni plné& vysvétlena. Pfedpoklada se, Ze LRP umoziiuje ukladani
cytostatik v bunce do vezikuld ¢i lysozomtl. Zajimavé je také to, ze vétSinu zminénych receptort

blokuji flavonoidni slou¢eniny jako napft. genistein(Potesil, 2006)..
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Obr. 4: Mozné bunééné mechanizmy ucastnici se procesu rezistence nadorovych bunék vuci
cytostatiklim; Pgp = membranovy fosfoglykoprotein, MRP = membranovy transportni protein,
LRP = cytosolovy protein, Bcl-2 = proti apoptoticky protein, GST = glutation-S-transferazy, MT
= metalothionein.

Rezistence zplsobend zménami topoizomeraz vede k rezistenci zplsobené zménou
molekularniho cile cytostatik. Mechanizmus ucinku téchto latek spoc¢iva ve stabilizaci §tépného
komplexu, a tim inhibici opétovného spojeni rozstépené DNA. SloZitost vzniku MDR rezistence
je mozné spojit s fadou genl ucastnicich se apoptézy nebo nddorovych supresord. Takovym
proteinem je protein Bcl-2 jehoz zménéna exprese rodiny byla nalezena v mnoha nadorovych
bunikach. Velice €asto dochazi v nddorovych buiikach k poskozeni genti, které se tcastni v
regulaci buné¢ného cyklu. Tato poSkozeni vedou ke zvysené aktivité cyklin dependentnich kinaz
a nekontrolované proliferaci. Je znamo, ze v n¢kterych nddorovych bunkach je timto zpisobem
poskozena funkce nddorovych supresorti (napt. proteinu p53).

V neposledni fad¢ je mozné vznik MDR rezistence spojit se zvySenou ¢innost reparacnich

mechanizmii DNA. Cytostatika indukujici rizné primarni zmény v molekule DNA (napf.
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cisplatina se vmezetuje mezi dva guaniny v DNA). Lécebny efekt muze byt pravé potlacen

vlivem oprav reparacnimi enzymy. Z hlediska vysledku repara¢niho procesu je mozné sledovat
rizné¢ mechanismy reparaci: reverze poskozeni DNA, excizni reparace DNA a inducibilni
repara¢ni mechanizmy souvisejici s tzv. SOS reparaci.

Dalsim faktorem MDR rezistence muze byt pfiméd detoxikace cytostatik. NejCastéji je zvySena
aktivita enzymd, které xenobiotika oxiduji ¢i konjuguji s endogennimi konjuga¢nimi Cinidly.
Enzymy oxidujici xenobiotika tvoii pocetnou skupinu enzymd, z nichz nejvétsi roli hraji
mikrosomdlni monooxygenazy. Ke konjugacnim enzymim, inaktivujicim cytostatika konjugaci s
endogennimi substraty, patii zejména glutathion-S-transferdzy. Pravé glutationtransferazovy
systém byl rozsahle studovan v souvislosti s rezistenci k cytostatikim u leukemickych bunék
(Skorski, 2002, Vendrik, a kol., 1992, Volm, 1998).

Navic, kromé vSech vySe uvedenych mechanismi je mozné spojovat vznik MDR rezistence také
se zvySenou expresi nizkomolekuldrniho proteinu metalothioneinu (MT). Biologickou funkeci MT
je vazba a homeostaza iontii kovil v organismech. Jak bylo popsano vyse, regulace exprese MT
na molekuldrnim drovni se pravdépodobné tcastni samotny téZky kov (pfipadné protinadorové
lé¢ivo na bazi téZkého kovu, napft. platiny) vazbou na specificky transkripéni faktor MTF-1.
Komplex kov-MTF-1 pak v jadfe naseda na MRE v promotorové oblasti MT-genu ¢imz spousti
jeho transkripci (Cai, a kol., 2005, Goodman, a kol., 2005, Il'yasova a Schwartz, 2005). Mimo
jiné v okamziku, kdy se v organismu objevi extern¢ podany kov (protinadorové 1é€ivo) dojde k
rychlému narastu MT koncentrace (Kizek, a kol., 2004, Zelen4, a kol., 2004). Exprimovany MT
zacne okamzit¢ vyvazovat podavané protirakovinové léCivo. Vysledkem je prudky pokles
biologicky aktivni koncentrace 1€Civa, a tedy 1 jeho tc¢innosti (Alberts, a kol., 1998, Kizek, a kol.,

2004, Naito, a kol., 1999, Zelen4, a kol., 2004).

4.1.1 Cisplatina a hladina MT

Koncem Sedesatych let minulého stoleti byl do klinické praxe zaveden cis-

diamindichloroplatnaty komplex (Pt(NH3)2Cl2) — cisplatina, ktery tvoii adukty s molekulou
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DNA. Ovsem ani po tak dlouhé dob¢ neni zcela jasné, zda cytotoxicky efekt 1€Civa nesouvisi s

vazbou cisplatiny k jinému cilovému mistu v bufice — proteinu nebo RNA. Bylo prokazano, ze
cisplatina se vaze v poctu asi 22 molekul na jednu molekulu DNA, na jednu molekulu RNA je to
170 — 33 tisickrat méné a na molekulu proteinu jesté 33 tisickrat méné nez na RNA (Brabec,
1990). Nutno podotknout, ze vlastni testy byly provadény pouze na izolovanych molekulach a
nikoliv v samotnych bunikach. Zjisténa data tedy nemusi pfimo odpovidat situaci in vivo.
Navazana cisplatina (Obr. 5) zptsobuje necitelnost dané sekvence DNA pro DNA-polymerazu a
vznika tak poskozeni, které vede k razantni inhibici replikace DNA (Brabec a Kasparkova, 2005).
Zastavi se také transkripce a naslednéd translace na kddovany protein. Proti této situaci se
organismus brani. M4 vypracovany mechanismus jak tyto struktury opravovat (mutatorové geny).
Pokud byly experimentalné opravné mechanismy v builkach vyfazeny z ¢innosti doslo k vyssi
vazbé¢ cisplatiny na DNA. Ze ziskanych experimentalnich dat vyplyva, Ze mutatorové proteiny
velmi intenzivné ovliviluji protirakovinovou lé€bu. Navic v ptipadé€, Ze se v organismu objevi
extern¢ podany kov (protinadorové I1éCivo) dojde k rychlému narGstu MT koncentrace.
Exprimovany MT zacne okamzité vyvazovat podavané protirakovinové 1éc¢ivo. Vysledkem je
prudky pokles koncentrace 1é¢iva, a jeho mnoZstvi se stane biologicky velmi malo ucinné
(Alberts, a kol., 1998, Kizek, a kol., 2004, Naito, a kol., 1999, Satoh, a kol., 1993, Zelena, a kol.,
2004).
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Obr. 5: Schéma vstupu cisplatiny do jadra a jeji interakce s DNA. Prevzato a upraveno dle
(Kartalou a Essigmann, 2001).

4.1.2 Radioterapie a hladina MT

Radioterapie je 1€cebnd metoda zalozena na ucinku ionizujiciho zafeni na zivé tkang. P1 interakci
energie zafeni s tkanémi dochdzi v urcitych casovych sledech ke zménam, které v zavislosti na
druhu, kvalité, velikosti ozéatfeného télniho objemu a dévce zareni vedou k funkénim a
morfologickym zméndm tkani. Dlsledkem je docasné ¢i trvalé poskozeni, nebo 1 smrt bunck
(Vorlieek, 1995). Tonizujici zafeni vSak také rozkladd v organismu pfitomnou vodu na volné
hydroxylové (*OH) a superoxidové (*O2) radikaly, které jsou charakterizovadny ptitomnosti
neparovych elektrond. V ptfitomnosti kysliku se na misto neparového elektronu okamzité navaze
molekula kysliku a vznikd peroxylovy radikal (R-O-O¢), ktery se snaZzi ziskat z jiné slouceniny
chybéjici elektron, ¢imz vytvari jiny volny radikal. Tato fetézova reakce je prerusena bud’ vazbou
dvou radikalt nebo reakci s antioxidantem. Jednim z téchto antioxidantii je, vedle glutationu nebo
vitamini C a E, také metalothionein (Chubatsu a Meneghini, 1993, Takemura, a kol., 1995).

Prevaha volnych radikalti nad antioxidanty se nazyva oxidacni stres (Potesil, 2006)..
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