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Cilové molekuly
pro terapii nadorii (2. cast)

Molekula mTOR
(cil pro rapamycin)

Cilova molekula pro u¢inek rapamycinu
usavcl (Mammalian Target of Rapamy-
cin=mTOR) mé klicovy vyznam v fadé
riznych signalnich drah spojenych se sti-
mulaci mitogeneze a nutri¢nich pozadavkl
pro syntézu proteinti nezbytnych pro po-
stup bunééného cyklu déleni a bunécnou
proliferaci. Signal (rustové faktory) pfi-
chazi z aktivovaného receptoru (IGFR,
PDGFR, EGFR nebo HER) a ptimo aktivuje
PI3K/Akt-drahu anebo je zprostfedkovan
molekulou RAS s naslednou signalizaci
MAPK-drahy. Funkce mTOR jako senzoru
pro nutri¢ni pozadavky bunky pro jeji dé-
leni se déje jeste dalsi cestou.
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Gen pro mTOR je lokalizovan na chro-
mosomu 1p36.2 akoduje velkou (289 kDa)
serin/threonin-proteinkinasu z evolu¢niho
hlediska zna¢né konzervovanou, pro coz
sveédci to, ze nekteré jeji domény maji kli-
¢ovy vyznam pro dilezité bunééné aktivi-
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ty. Pro nadorové bujeni a terapeuticky cil
ma vyznam predevs§im FKBP 12 - rapa-
mycin- vazajici doména. FKBP12, coz je
maly proteinovy segment (12 kDa - cyto-
solovy imunofilin), nutny pro spravnou
funkci molekuly mTOR.

Rapamycin (sirolimus) (RAP) je mak-
rolidové antibiotikum produkované Strep-
tomyces hygroscopicus, které ma neoby-
¢ejné antimikrobialni, imunosupresivni
a antikancer6zni ucinky. Vaze se v buii-
kach na molekulu FKBP12. Vznikly kom-
plex (RAP/FKBP12) zpiisobuje inhibici
nejen kinasoveé aktivity mTOR, ale téz
fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) tj. dra-
hy PI3K/Akt. To vyrazné ovlivituje modu-
laci aktivity proteint, které jsou klicové
pro tvorbu ribosomi a translaéni iniciaci
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mRNA vyust'ujici v syntézu rustovych
faktorti, onkoproteint a regulatorti bunéc-
ného cyklu déleni. Pfevazujicim efektem
inhibice aktivity mTOR je zastava bunéc-
ného cyklu mezi stiedni a pozdni G1-fazi
pred iniciaci S-faze. Aktivace PI3K/Akt

drahy hraje velmi diilezitou ilohu pfi ma-
ligni transformaci bunék a jejich chemore-
zistenci tim, ze indukuje pfezivani (antia-
poptozu) a migraci bunék a navozuje angio-
genezi. Odchylky signalizace PI3K/Akt
drahy po aktivaci mTOR byly prokazany
u fady lidskych tumord. Alterované mole-
kuly PI3K i Akt jsou onkogeny. Trvale
zvySena aktivita Akt byla nalezena u kar-
cinomu prostaty a karcinomu prsu prova-
zené Spatnou prognozu. Také amplifikace
genu pro PI3K a Akt byla zaznamenana
umalignich tumort délozniho ¢ipku, va-
jecniku, zaludku a slinivky bfisni.

Transdukce signdlu zprostiedkovand
aktivaci mTOR vyustuje ve dve paralelni
signalizace, které kontroluji translaci
mRNA. Jde o: (1) Fosforylaci eukaryont-
niho translacniho iniciacniho faktoru
4E-BP1 a (2) fosforylaci ribosomovou
protein-S6-kinasu (p70s6k neboli
S6K1). Pri fosforylaci 4E-BP1 dochdzi
k inaktivaci, zatimco fosforylace S6K1
zpusobuje jejich aktivaci. Modulace
mTOR aktivity obou efektori vede ke
zvySeni syntézy proteind, které podporuji
postup bunécného cyklu déleni a kromé
toho tyto signalni drahy limituji rychlost
progrese cyklu. Interakce mTOR s 4E-BP1
a s S6K1 se déje pomoci malého proteinu
(150 kDa) zvaného raptor (regulatory as-
sociated protein of mMTOR), ktery je pro
jeho ucinek nezbytny.

4E-BP1 je nizkomolekulovy protein,
ktery potlacuje aktivitu komplexu eukary-
Ve svém nefosforylovaném stavu se vaze
4E-BP1 pevné k elF-F4; mRNA-Cepicku
vazajici podjednotka (cap-binding subu-
nit) komplexu elF-F4 je pievazné nefosfo-
rylovana v klidovych bunkach (bez ptiso-
beni rustovych faktori). Proliferaéni pod-



néty navozené hormony (insulin), rusto-
vymi faktory (IGF-1, EGF, VEGF), mitoge-
ny, cytokiny, agonisty sdruzenymi s G-
proteinem nebo nutrienty zptisobuji fos-
forylaci 4E-BP1 v pozici 5 serinu a threoni-
nu prostifednictvim mTOR a dal$ich kinas.
Tato fosforylace zptisobi odpojeni elF-F4
zkomplexu s 4E-BP1 a umozni mu tak na-
vazat se na dal§i komponenty jako je elF-
4G, ATP-dependentni RNA helikasa elF-
4A aelf-4B a vytvorit aktivni komplex na-
vozujici ,,cap-dependent™ translaci sady
mRNA, kodujici syntézu proteint potieb-
nych pro bunéénou proliferaci a prechod
z Gy do S-faze cyklu jako je c-myc, cyklin
Dj a ornithindekarboxylasa. Cyklin D se
vaze s cyklin-dependentni kinasou 4
(CDK4/cyklin Dy) a vytvaii komplex po-
tiebny pro fosforylaci retinoblastomové-
ho proteinu pRb, ktery se podili na postu-
pu bunécného cyklu a replikaci DNA. De-
privace (znemoznéni u€inku) rtstovych
faktorti nebo inhibice mTOR m4 za nasle-
dek defosforylaci 4E-BP1 a poté jeji reaso-
ciaci s elF-4E, a tim omezeni ,,cap-depen-
dentni® translace pfislusné mRNA. Mole-
kula mTOR ale také neptimo ovliviiuje
stav fosforylace 4E-BP1 tim, Ze moduluje
aktivitu protein-fosfatasy 2A (PP2A), kte-
ra defosforyluje uz fosforylovanou 4E-
BP1. Zvysena hladina translacniho inici-
acniho faktoru elF-4E byla nalezena u fa-
dy nadort jako je karcinom prsu, mocové-
ho méchyte, nonhodgkinského lymfomu
nebo karcinomu z dlazdicovych bunék
hlavy a krku. Podpora exprese elF-4F zvy-
Suje translaci prometastatickych proteint
podporujicich neoangiogenezi (VEGF)
nebo antiapoptdzu (Bcl-2).
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Obr: 2: Bunécné efekty signalizace prostiednictvim mTOR
a jeho blokada rapamycinem

S6K1 serin/threonin-kinasa je druhym
hlavnim efektorem signalizace zprostied-
kované mTOR. Signal z transdukce drahy
PI3K/Akt fosforyluje mTOR a nasledné
S6K1, ktera fosforyluje a aktivuje 40S ri-
bosomovy S6 protein, coz umoziuje, aby
40S ribosomova podjednotka vytvorila
aktivné translatizujici polyribosom. Piede-
v§im je podpofena translace mRNA
s 5'-terminalni oligopyrimidovou sekvenci
(5'TOP). Tato mRNA kdduje primarné ri-
bosomové proteiny, elongac¢ni faktory
a insulinu-podobny rtstovy faktor II
(IGF-II). Proto defosforylace S6K 1 snizuje
syntézu proteinovych komponent trans-
lacniho systému, coz vede k vyraznému
snizeni proteosyntézy.

Regulace aktivity S6K1 je vsak kom-
plikovanéjsi nez jednoducha aktivace
zprostiedkovana mTOR. Muze se totiz dit
téZ mTOR-nondependentnimi drahami ja-

ko je 3-fosfoinositid-dependentni kinasa-1
nebo mitogenem a stresem aktivovana

proteinkinasa (MAPK). Na druhé stran¢ je
vsak nutno pfipomenout, ze mTOR miize

i neprimo pusobit na S6K1 potlaéenim
inaktivujici defosforylace rapamycin-sen-
zitivniho mista na molekule S6K1 navoze-
né serin/threonin-proteinfosfatasou. Nad-
mérna exprese S6K 1 byla nalezena u karci-
nomu prsu a byla sdruzena se zvySenym
rizikem navratu choroby u nékterych ty-
pu. Také amplifikace genu pro S6K1 chro-
mosomu 17q22-q24 byla prokazana

u 10 % pacienti s karcinomem prsu.

Z toho, co bylo feceno vyplyva, ze
kromé S6K 1 a4E-BP1 jsou jeste dalsi kli-
¢ové molekuly signalizace zprostiedkova-
né mTOR, které se mohou stat terapeutic-
kym cilem. Patii mezi né zejména:

Protein cyklinu D1 - odchylky (abera-
ce) v jeho molekule byly prokazany u §iro-
ke skaly tumorti. Nadmérna exprese cykli-
nu D1 byla nalezena asi u 50 % invaziv-
nich karcinomt prsu; podobné u karcino-
mu ovaria nebo u neuroendokrinnich
tumort; jeho zvyseni provazelo Spatnou
prognozu.

CDK inhibitor p27 (p27KIP1) je dalsi
efektor signalizace po mTOR. V klidovych
bunkach je p27 ptitomen ve vysokém
mnozstvi, ale jeho obsah se vyrazné sni-
zuje po mitogennim signalu. Je to dikaz,
ze jeho ,, downregulace* je nutna pro
vstup bunécného cyklu do S-faze. Inhibi-
ce mTOR rapamycinem zvysuje produkci
jak p27-RNA tak nasledny protein, coz

vede k podpote tvorby komplexu cyklin
E/CDK2-p27, ktery inhibuje aktivitu CDK2
atim navozuje blok mezi G a S-fazi. Toto
prispiva k inhibici translace dalSich
mRNA, obsahujicich 5"TOP a vysvétluje
to, pro¢ inhibitory mTOR brzdi ptechod
G do S-faze. SniZena hladina p27 ukazuje
na horsi prib&h nékterych malignit. Plati
to kupf. pro karcinomy prsu, prostaty
nebo ledvin. RNA polymerasy I a III jsou
rovnéz regulovany signalizaci pres mTOR.
RNA- polymerasa I je odpovédna za tran-
skripci gend kodujicich ribosomovou
(mRNA) a transferovou RNA (tRNA).
Tento mechanismus pfispiva k modulaci
translacniho procesu pii inhibici mTOR.
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Obr.3: Blokada signalizace Rapamycinem - vliv na trans-
laci

Aplikace rapamycinu prokazala, ze téz
navozuje apoptozu (studie in vitro)
u B-lymfocytl, u renalnich tubularnich
bunék, dale u dendritickych bunék a u bu-
n¢k rhabdomyosarkomu. Podporuje téz
zastavu cyklu jak v bunikach normalnich
tak v maligné transformovanych tim, ze
kooperuje s transformujicim riistovym
faktorem B (TNF B, pravdépodobné pro-
sttednictvim inhibice aktivity cyklin/
CDK2. Blokuje téz signalizaci podporujici
apoptdzu; eliminuje inaktivaci proapopto-
zového faktoru Bad navozovanou vazbou
s S6K1.

DalSi inhibitory mTOR
(analogy rapamycinu)

Blokovat aktivitu mTOR je snahou
fady studii, a tak uz se objevily prvni zpra-
vy o nadéjnych inhibitorech - analozich
rapamycinu, aby byly zlepseny jeho far-
makologické vlastnosti. IC50 byl v poku-
sech in vitro na bunéénych kulturach ra-
kovinnych bunék ucinny jesté v nanomo-
larnich koncentracich, CCI-779 (Cell
cycler inhibitor-779) (rapamycin-41, 2,2-

Labor Aktuell 01/07 5



bis[2/hydroxymethyl]-propanova kyseli-
na) a RAD001 (everolimus; 40-O-[2-hyd-
roxyethyl]-rapamycin) dokonce ve femto-
molarnich. Jednalo se o bunécéné kultury
Sirokého spektra nadorti: karcinom prsu,
prostaty, pankreatu, malobunécny karci-
nomu plic, rhabdomyosarkom, melanom

a leukemie z T-bungk. Preparaty jsou

v dalsim zkous$eni na xenograftech athy-
movych mysi pro testovani tolerability

a nejvhodnéjsi koncentrace pro pouziti

u pacienttl. Preparat CCI-779 je vysoce li-
pofilni a pronika hemato-encefalickou ba-
riérou. Je proto nadéjny pro terapii velmi
maligniho nadoru mozku u déti - primitiv-
niho neuroektodermalniho tumoru - medu-
loblastomu v kombinaci se chemoterapii.
CCI-779 1 RADO001 maji totiz spiSe cytosta-
ticky nez cytotoxicky ti¢inek a je proto
velmi vhodné jich pouzivat se cytotoxic-
kymi chemoterapeutiky. CCI-779 ma po-
dobng jako rapamycin inhibi¢ni efekt na
mTOR a naslednou signalizaci, tedy ovliv-
nuje translaci mRNA a biogenezi riboso-
mi ucinkem na S6K1 a 4E-BP1. Je apliko-
van oralné i intravendzné. RADOO1 byl
ptvodné vyvinut jako agens branici rejek-
ci solidnich organti po transplantaci.

Jiny analog rapamycinu - AP23573 je
nizkomolekulovy inhibitor s antiproliferac-
nim efektem, ktery byl vyvinut pro intra-
venozni aplikaci. Na rozdil od dvou pied-
chazejicich derivatl neni prekursorem ra-
pamycinu, ale je samostatné aktivni. Byl
testovan ,,in vitro“ a ,,in vivo* s dobrym
inhibi¢nim efektem na bunéénych kultu-
rach PTEN-deficientnich lidskych tumort
jako je karcinom prostaty PC-3 a glioblas-
tom U87MG. Potvrdila to i ¢astecna regre-
se nadorovych elementt u xenograftu tu-
morovych linii glioblastomu, karcinomu
prostaty, prsu, plic a tlustého stfeva.

V zacatku klinického testovani jsou
preparaty s oznacenim CCI-779, RAD001
a AP23573, které ptsobi prostfednictvim
molekuly mTOR a dal$imi ¢leny kaskady.
Byla prokazana dobra terapeuticka odpo-
veéd’ u urcité skupiny pacientti s glioblas-
toma multiforme, dale u metastazujiciho
melanomu, u maligniho gliomu, u urcitého
typu non-hodgkinského lymfomu, u malo-
bunécného karcinomu plic a u karcinomu
ledvin. Objektivni zlepSeni nalezeno u 10 -
20 % téchto pacienttl.

Biomarkery mTOR-inhibitori
Pro vybér vhodnych pacientt a pro
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testovani ucinku preparatd pasobicich in-
hibici nasledné transdukce signalu po
mTOR je nutné mérit aktivitu klicovych
molekul tj. fosforylaci 4E-BP1 a S6K1
kupr. technikou ,,western blot*.

Inhibice Aurora-kinas

Clenové rodiny Aurora-kinas jsou kli¢o-
vymi regulatory mitézy. Chyby v mecha-
nismu mitdzy byvaji zdrojem genomové
instability a jsou sdruzeny s tumorigenezi.
Mitoéza je biologicky proces, pii némz do-
chazi ke kompletni duplikaci a kopii geno-
mu a tim vzniku dvojice dcefinnych bunék.

Modulace apoptézy
a protismérné oligonukleotidy

Protismérné oligonukleotidy jsou uméle
pripravené kratké nukleotidy (obsahujici
asi 20 nukleotid) chemicky modifikované
DNA, které¢ mohou vytvorit hybridy se
specifickou sekvenci mRNA a zabranit tak
transla¢nimu procesu piislusné mRNA

a tim syntéze specifického proteinu. Kom-
plex mRNA s inkorporovanym oligonukle-
otidem je degradovan ribonukleasou H.
Aplikovany oligonukleotid se dostane do
buiky endocytézou, pravdépodobné pro-
cesem zprostfedkovanym ur€itym recep-
torem. Oligonukleotid pod nazvem fomi-
virsen byl po prvé Gspesné pouzit pri le-
Ceni cytomegalovirové retinitidy u paci-
entli s AIDS. Ukazalo se pfitom, ze cilo-

dsRNA (dlouha)

vou molekulou je H-Ras, c-Rafnebo Bcl-2.
Pravé onkogen Bcl-2 je nadmérné expri-
movan u vice nez 50 % karcinomti. Je zna-
mo, ze koduje antiapoptdzovy protein,
ktery pak ochrani nadorovou bunku pted
apoptozou, kterou by mélo navodit poda-
vani tradi¢nich cytotoxickych chemotera-
peutik, aplikace radioterapie nebo mono-
klonalnich protilatek. Kombinace 18timer-
niho protismérného oligodesoxynukleoti-
du s nazvem oblimersen-Na s karboplati-
nou a etoposidem byla dobie tolerovana
a méla povzbudivé vysledky pfi [éCeni po-
krocilého malobunééného karcinomu plic
a hematologickych malignit. Pozdgji se
vSak ukazaly problémy se stabilitou toho-
to oligodesoxynukleotidu; proto jsou hle-
dany preparaty stabilnéjsi a vybér jinych
nadort, nezavislych na molekule Bcl-2.

RNA-interference (RNAI)

Jde o mechanismus (evoluéné stary), kte-
rym se reguluje exprese genu prostiednic-
tvim kratkeé interferujici RNA (méné nez 30
pb) pfi transkripci genetické informace do
vznikajici dvousroubovice RNA (dsRNA),
ktera se vyhne $tépeni enzymem RNasou
(Dicer) a vytvoti tzv. RNAi-induced Si-
lencing Complex (RISC), ktery nakonec
zpusobi odstépeni mRNA a jeji degradaci.
Tento mechanismus vyuzivaji eukaryontni
bunky k eliminaci virovych ¢astic z infiko-
vaného genomu. Lze jej také aktivovat po-
moci syntetické mikroRNA (miRNA), ktera

shRNA
sRNA

Degradace transkriptu,
Blok translace

Obr. 4: Schéma RNAi-drdhy



se nazyva ,,krdatka harpunova RNA*
(shRNA). Aktivace RNAi-drahy se zkousi
i pro potlaceni nezadouci genové exprese
u nadort (obr. 4).

Antiangiogenni substance
u nadorovych onemocnéni

Angiogeneze, tvorba cévniho feCiste, je
nezbytna pro dalsi vyvoj nadori od urcité
velikosti (1-2 mm). Do mechanismu je za-
pojeno nékolik signalnich drah. Nejzna-
méjsi je draha ristového faktoru pro cév-
ni endotel (VEGF). VEGF je ligandem tvo-
fenym nadorovymi bunkami a pfidruze-
nym stromatem, které ptisobi hlavné na
receptor 2 pro VEGF (VEGFR 2). Tento re-
ceptor ma doménu s aktivitou tyrosin-ki-
nasy, ktera podporuje migraci a proliferaci
endotelu. Inhibice neoangiogeneze je
mozno uskute¢nit nékolika zpusoby:
(1) Inhibici ristového faktoru pro cévni
endotel (VEGF),

(2) Potlacenim tyrosin-proteinkinasové
aktivity receptoru pro VEGF (VEGFR)
na endotelové buiice,

(3) Inhibici proliferace endotelové buriky.

Vyrazné zvysena tvorba VEGF je u solid-

nich tumori pozorovana velmi ¢asto a pa-

tii mezi znamky Spatné prognozy. Konsti-
tucni zvyseni u nadort se déje stimulaci
autokrinni nebo parakrinni vlivem fady
onkogent jako je K-ras, p53, WTI a v-Raf
nebo ristovymi faktory LPA PDGF
aIGF-1 ev. aktivaci PI3K-drahy.

Signalizace VEGF muize byt inhibovana

jednak specifickou humanizovanou mono-
klonalni protilatkou vazajici se na vazeb-
nou doménu VEGEFR (kupi. bevacizumab)
nebo malomolekulovymi inhibitory, které
blokuji tyrosin-kinasovou aktivitu (vatala-
nib, sorafenib, sunitinib, SU6668, AG-
013736, Zactima). Terapeutické pouziti
nemusi byt bez problémi. Po nasazeni be-
vacizumabu sice dochazi ke znaénému
utlumu neovaskularizace, ale za urcitou
dobu mize dojit k nové vaskularizaci na-
vozené sekreci jinych pro-angiogennich
faktortt (PDGF, bFGF). V tom pfipad¢ je
nutno aplikovat dal$i anti-angiogenni lat-
ky. Ukazuje se (xenografty lidského nado-
rumlééné zlazy u mysi), ze zvySena expre-
se VEGFR-1 se d¢je nejen na endotelo-
vych bunkach vaskulatory nadoru, ale téz
na samotnych nadorovych bunkach (du-
alni efekt). To by mohlo byt vyuzito pii

Wi, Madscann omm

il

Fotateon odpowed

e
na anteanglogenni  indukos riznych Mecanglogeneze veds - BTe g
farapi 1. links proanglogennich & vymandr nstdons ]
:;T“"'hm fakion Z sk VEGF terape c'nﬂ"}é!f:j
a b rezistenci :!'R': J
Ol ra antiangogani
Radagph 2. ke

Soaara. Mu! My Gamoe § TO00 Mars Publishing Giup

Obr. 5: Hypoteticky mechanismus ziskané rezistence pri anti-VEGF terapii. Nadorové burky produkujici VEGF stimuluji

vaskularizaci rozvijejiciho se tumoru. Takovyto ndador je vhodny pro anti-angiogenni terapii. Nasazenim prislusného léku
(bevacizumab) dochdazi k potlaceni neovaskularizace. Nador se vsak brani zvysenou produkci VEGF nebo tvorbou jinych
angiogennich faktorii jako je bazicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF) a riistovy faktor odvozeny od desticek (PDGF).
V nadoru dochazi k obnové vaskularizace. Dalsi moznost jejiho potlaceni spociva v aplikaci anti-bFGF (kupr. preparat
bFGF-TRAP) nebo anti-PDGF a VEGF (kupr. prepardt inhibujici tyrosinkinasovou aktivitu jak VEGFR2 tak PDGFR[,

kupr. SU6668).

angiogenetické terapii vhodnou anti-
VEGFR-protilatkou (obr. 5).

Bevacizumab (rhuMAB-VEGF) je re-
kombinovantni huméani monoklonalni pro-
tilatka vazajici se ptimo a neutralizujici
VEGEF, takze mu znemozni vazbu na recep-
tor (VEGFR) a tim zabrani jeho aktivaci na
endotelové bunce. Jako monoterapie byl
pouzit pii léCeni pacientll s metastazujicim
karcinomem ledvin, u nichz sice oddalil
progresi, ale neprodlouzil nijak vyrazné
dobu preziti ve srovnani s placebem. Na-
proti tomu mnohem slibnéjsi byl jeho uci-
nek v kombinaci s fluorouracilem/leuko-
vorinem u metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu ve srovnani se samotnou che-

moterapii. Podobné byl Gspésny bevaci-
zumab v kombinaci s paclitaxelem u meta-
stazujiciho karcinomu prsu.

Capecitabin je slouc¢enina s malou mo-
lekulou, ktera na rozdil od protilatky neut-
ralizujici svoji vazbou ptimo VEGF piisobi
jako inhibitor tyrosinkinasové aktivity
membranového receptoru VEGFR (obsa-
zuje ATP-vazebné misto), a tim zabrani
pokracujici signalizaci nadorové angioge-
neze. Tento preparat podobné jako dalsi
maji $irsi receptorovou specifitu, ale multi-
plicita proangiogennich faktor nasvéd-
Cuje tomu, Ze v monoterapii neni jejich
ucinek dostacujici; naopak v kombinaci
s jinym druhem protinadorovych 1éki je
jejich pouziti slibné (obr 6.).
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Mechanismus

Inhibuje riet nadorovich

bunik a biokuje syntesou v odpowiédi na angiogenni
angiogennich proteind protein VEGF

BFGF, VEGF)

nAdarovymi bufikaml

Bevacizumab
Inhibuje endotelové bufky

t

Endotaloweé bafiky

Obr. 6: Schéma kombinovaného vic¢inku erlotinibu (inhibitor syntézy angiogennich proteinit nadorem) s bevacizumabem
(inhibuje endotelové bunky pred angiogennim signdlem - blokada VEGF)
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Obr. 7: Aktivita navozena NF- B v onkogeneze

Vatalanib (PTK787/ZK222584) inhibu-
je vSechny 3 VEGF receptory, ale téz
PDGFR-f3, c-Kita CSF-1R. Povzbuzujici
jsou vysledky pfi zkouseni terapie meta-
stazujiciho karcinomu koneéniku a tlusté-
ho stieva, rekurentniho glioblastomu
nebo metastazujiciho karcinomu ledvin.

SU11248 a ZD6474 jsou dalsi nové
testované multikinasové inhibitory ptiso-
bici na membranové receptory VEGF,
které vykazuji antiangiogenni a protina-
dorovy ucinek. Prvni zkusenosti (II faze
testovani) jsou u pacientil s gastrointesti-
nalnim stromalnim tumorem a u malobu-
nécného plicniho karcinomu.

VTA. Jde o skupinu ,,malomolekulo-
vych® slou€enin, zatim ve vyzkumu, které
ovliviluji vaskulaturu ptimo (vascular tar-
geting agents = VTA). V porovnani k nor-
malni tkani je architektura cévniho fesisté
v nadorové tkani abnormalni, chaoticka
a nepfimétené usporadana jak vzhledem
ve své struktufe tak ve své funkci. Prepa-
raty VTA nepiisobi na rozvoj nadorového
reciste, ale na jiz vytvorenou vaskulaturu
tumoru. Cilovymi molekulami jsou prosta-
ticky specificky membranovy antigen
(PSMA), receptory VEGF, fibronektinova
doména ED-B, ay[3-integrin, E-selektin,
adhezni molekula pro vaskularni bunky-1
(VCAM-1) a fosfatidylserin.

Zatim jsou zkoumany 2 skupiny VTA:

(1) Flavon-8-octova kyselina a jeji
derivaty, kde mechanismus ucinku je ne-
primy, zprostredkovany indukci riznych
modulatord imunitniho systému jako je
NO, serotonin nebo TNFa Zatim nejslib-
né&jsi se zda byt 5, 6-dimethylxanthenon-
octova kyselina, ktera navozuje nekrozu
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utady tumort (preklinicka faze).

(2) Latky vazajici tubulin jsou dalsi
skupinou - patii sem znama protinadorova
chemoterapeutika jako je kolchicin, vin-
kristin a vinblastin; jejich protinadorovy
ucinek se uplatiluje az v davce blizici se
hranici tolerance. Druha generace latek
. destabilizujicich tubulin“ narusuje cév-
ni fe¢isté nadorové tkané uz v podstatné
nizsich davkach (pod hranici maximalni to-
lerance). Patii sem combrestatin A-4-dina-
triumfosfat, dale preparat AVE8062A,
7D6126 a ABT-751.

Ubikvitin-proteasomova draha
a jeji inhibitory

Proteasom je enzymovy komplex s aktivi-
tou proteinasy Siroce rozsifeny (v rostlin-

Hemodynamika Matrix Cytokiny LPS/LBP oxLipidy Angll

integrin il

CYTOPLASMA
Chlamydie, """
viry
NF-kB
komplex

7 JADRO

[

receptor

né i zivo€isné tisi), ktery odpovida za in-
traceluldarni degradaci poSkozenych
a kratkodobych proteinti, podili se tak na
¢innosti regulacnich proteint ovliviuji-
cich bunécny cyklus (cykliny), rtst a dife-
renciaci, ¢imz se také podili na rozvoji na-
dori nebo ovliviiuje virovou infekci
a prabeh zanétlivych mechanismi.
Komplex se sklada z cylindrického
centralniho jadra (Castice 20S) s proteina-
sovou aktivitou a z ¢astice 19S (regulac-
ni), kterd rozpoznava proteiny urcené
k degradaci (oznacené predtim ubikviti-
nem), a dale z ATPasy hydrolyzujici ATP,
coz je nutné pro rozbaleni degradovaného
proteinu. Cely proces je oznacovan jako
ubikvitin-proteasomovd drdha. Jeden
z klicovych regulacnich proteint degrado-
vany toto drdhou je nuklearni faktor
kappa B (NF-KB). Vazbou na ¢etné sek-
vence DNA navozuje transkripci onkoge-
nd, tumor-supresorovych genti nebo dal-
Sich gentl kédujicich syntézu cytokint
(IL-1,IL-6,IL-8, TNFQ), angiogenetickych
faktorti (VEGF, adheznich molekul (VCAM
1,ICAM 1), enzymti (COX 2, NO-syntha-
sa), antiapoptdzovych faktord (Bel-2, sur-
vivin) nebo proteint regulujicich cyklus
bunécného déleni (obr. 7 a 8).

Je-li bunka v klidovém stadiu, aktivita
NF-kB umisténého v cytoplasmé je bloko-
vana vazbou se specifickym inhibitorem
IkB. Stimulace buiky navozena riznymi
signaly (riistové faktory, antigeny, virové
Castice, radiace, chemoterapeutika apod.)
navodi signalizaci, ktera vede k degradaci

AGE

AT1

IKK

Degradace
v proteasomu

Obr: 8: Centralni uloha NF-KB v iniciaci genové exprese



IKB proteasomem. Z komplexu uvolnény
aktivni NF-kB se tak mize pfemistit do
buné¢ného jadra, navazat se na specifické
sekvence DNA a iniciovat expresi piislus-
nych gent kodujicich proteiny ovliviujici
déleni, rust, diferenciaci, apoptozu, angio-
genezi a dal$i bunééné procesy.

Mutace K-ras onkogenu

K-ras onkogeny patfi k velmi Casto uziva-
nym genetickym markertim pro odhaleni
malignich nadora vysetfenim DNA v bio-
logickych tekutinach a krevni plasmé. Al-
terace K-ras v kodonu 12 a 13 je mozno
vysSetfit jednak metodou PCR-RLFP (PCR-
restriction fragment lenght polymorphism)

nebo rychleji pomoci PCR-MCA (PCR-
Melting Curve Analysis). Preoperacni

a post-operacni sledovani pozitivity testu
se hodi zejména pacienty s karcinomem
pankreatu, kdy vyskyt téchto mutaci

v nadorovych bunkéch je az u 90 %. Vy-
Setfit je mozno pankreatickou tekutinu
(66,7 % pozitivnich), zlu¢ (33,3 %) nebo
plasmu (13,0 %).

Volba a sledovani u¢innosti
protinadorové terapie

Volba a sledovani ucinnosti protinadoro-
vé terapie je bezesporu primarnim tkolem
po rozpoznani nadorového onemocnéni.
Zde velmi pomahaji riizna piistrojova a la-
boratorni vysetieni, pfedevsim pak vySet-
feni tumorovych markerti. Jde o markery,
které se objevuji v krevni cirkulaci (v mo-
¢i, vypotku, mozkomi$nim moku ...) nebo
v tkéni nadoru (bioptické vzorky) (obr. 9).

Biomarkery a charakterizace
nadord podle TNM systému

Pro posouzeni zavaznosti diagnostikova-
ného nadorového onemocnéni byl v roce
1958 vytvoren a v dalSich letech stale
zdokonalovan tzv. TNM systém, ktery ur-
cuje tzv. ,staging* nadoru urcité¢ho paci-
enta na zakladé kombinace 3 ukazateli:

T (velikost tumoru), N (postizeni lokalnich
lymfatickych uzlin). M (pfitomnost meta-
staz). Kategorizace TNM systému je zalo-
zena na anatomické (morfologické) bazi.
Ukazuje se vsak, ze takovyto zptisob po-
suzovani situace pacienta (predikce pro-
gnozy, spravny vybér terapie, sledovani
ucinnosti terapie) nemusi odpovidat sku-

Faze 1
Biopsie n. resekce .
nadoru Algoritmus
Iééebného postupu
Tkanové
biomarkery
Volba léku
Dynamické
biomarkery
v
Volba optimalni davky .MI
Volba Iéku 1 T
Tkériové Upl_'ava hodnﬂot
. biomarkert
biomarkery
> - 1~ Dynamické
Zadna | <——08 ;
zména l biomarkery
J >(_2.cyklus
Faze 2 Mhodnoo t Monitorovani @
— biomarkeru . -
biomarkeru

Obr. 9: Model ndavodu pro raciondlni pouZiti nadorovych markeri (bi

kerit) pFi protinddorové (a giog

ni) terapii. Ve vzorcich nadorové thané ziskané biopsii nebo resekct tumoru je mozno imunohistologickym vysetrenim
pro-angiogennich markerii (exprese VEGE, bFGF, bFGE, TGFBI, PDGF B, PDGFR, PLGE pleiotrofin) ziskat podklad
pro cilenou aplikaci anti-angiogenni terapie. Pomoct ,,in situ* imunodetekce markerii charakterizujich cévni endotelium
(PECAM neboli CD31 = Platelet-endothelial Cell Adhesion Molecule a SMA = a-smooth muscle actin) je pak mozno
sledovat zmény zpiisobené remodelaci vaskulatury. Pro castéjsi opakované sledovani terapeutické odezvy je viak treba
vyuzit neinvazivnich technik (moderni zobrazovaci metody) nebo vySetieni biomarkeri v télnich tekutinach (dynamické
biomarkery). Kontrola je nutna po kazdém cyklu. Pri nedostatecné terapeutické odezvé je tieba terapii zménit (second-

line therapy) a vysledek opét kontrolovat.

teCnému stavu. Je to jen jeden pohled.
Doplnéni této charakteristiky o sledovani
biomarkert prinasi dalsi zpfesnéni a v né-
kterych piipadech je dokonce nezbytné.
Biomarkery ¢asto nahrazuji nebo dopl-
nuji tumorovou klasifikaci, ,,staging™
a,,grading®. Pfikladem mtize byt vyznam
pozitivity CD 20 pro 1éceni maligniho
lymfomu rituximabem. Nadorova exprese
HER2/neu podminuje uspé$nou terapii
metastazujictho karcinomu prsu trastu-
zumabem; stejné€ jako exprese receptoru

Oncology: Insect cells (SF9 cells) overexpressing GFP.

pro estrogen a progesteron pii antihor-
monalnim lé¢eni (tamoxifen, inhibitory
aromatasy) tohoto nadoru. Dalsim piikla-
dem je abnormalni non-receptorova pro-
teinkinasa BCR-ABL pfi 1é¢eni chronic-
ke myeloidni leukemie imatinibem. Bio-
markery jsou téz potiebné pro odhaleni
idiosynkratické toxicity kupt. pii chemo-
terapii leukemie merkaptopuriny u pacien-
ti s homozygotni mutaci genu pro thiopu-
rin-methyltransferasu (TPMT-gen).
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