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Molekula mTOR
(cíl pro rapamycin)

Cílová molekula pro úèinek rapamycinu
u savcù (Mammalian Target of Rapamy-
cin = mTOR) má klíèový význam v øadì
rùzných signálních drah spojených se sti-
mulací mitogeneze a nutrièních po�adavkù
pro syntézu proteinù nezbytných pro po-
stup bunìèného cyklu dìlení a bunìènou
proliferaci. Signál (rùstové faktory) pøi-
chází z aktivovaného receptoru (IGFR,
PDGFR, EGFR nebo HER) a pøímo aktivuje
PI3K/Akt-dráhu anebo je zprostøedkován
molekulou RAS s následnou signalizací
MAPK-dráhy. Funkce mTOR jako senzoru
pro nutrièní po�adavky buòky pro její dì-
lení se dìje je�tì dal�í cestou.

Gen pro mTOR je lokalizován na chro-
mosomu 1p36.2 a kóduje velkou (289 kDa)
serin/threonin-proteinkinasu z evoluèního
hlediska znaènì konzervovanou, pro co�
svìdèí to, �e nìkteré její domény mají klí-
èový význam pro dùle�ité bunìèné aktivi-

ty. Pro nádorové bujení a terapeutický cíl
má význam pøedev�ím  FKBP 12 - rapa-
mycin- vázající doména. FKBP12, co� je
malý proteinový segment (12 kDa - cyto-
solový imunofilin), nutný pro správnou
funkci molekuly mTOR.

Rapamycin (sirolimus) (RAP) je mak-
rolidové antibiotikum produkované Strep-
tomyces hygroscopicus, které má neoby-
èejné antimikrobiální, imunosupresivní
a antikancerózní úèinky. Vá�e se v buò-
kách na molekulu FKBP12. Vzniklý kom-
plex (RAP/FKBP12) zpùsobuje inhibici
nejen kinasové aktivity mTOR, ale té�
fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) tj. drá-
hy PI3K/Akt. To výraznì ovlivòuje modu-
laci  aktivity proteinù, které jsou klíèové
pro tvorbu ribosomù a translaèní iniciaci

mRNA vyús�ující v syntézu rùstových
faktorù, onkoproteinù a regulátorù bunìè-
ného cyklu dìlení. Pøeva�ujícím efektem
inhibice aktivity mTOR je zástava bunìè-
ného cyklu mezi støední a pozdní G1-fází
pøed iniciací S-fáze. Aktivace PI3K/Akt

dráhy hraje velmi dùle�itou úlohu pøi ma-
ligní transformaci bunìk a jejich chemore-
zistenci tím, �e indukuje pøe�ívání (antia-
poptózu) a migraci bunìk a navozuje angio-
genezi. Odchylky signalizace PI3K/Akt
dráhy po aktivaci mTOR byly prokázány
u øady lidských tumorù. Alterované mole-
kuly PI3K i Akt jsou onkogeny. Trvale
zvý�ená aktivita Akt byla nalezena u kar-
cinomu prostaty a karcinomu prsu prová-
zené �patnou prognózu. Také amplifikace
genu pro PI3K a Akt byla zaznamenána
u maligních tumorù dìlo�ního èípku, va-
jeèníku, �aludku a slinivky bøi�ní.

Transdukce signálu zprostøedkovaná
aktivací mTOR vyús�uje ve dvì paralelní
signalizace, které kontrolují translaci
mRNA. Jde o: (1) Fosforylaci eukaryont-
ního translaèního iniciaèního faktoru
4E-BP1 a (2) fosforylaci ribosomovou
protein-S6-kinasu (p70s6k neboli
S6K1). Pøi fosforylaci 4E-BP1 dochází
k inaktivaci, zatímco fosforylace S6K1
zpùsobuje jejich aktivaci. Modulace
mTOR  aktivity obou efektorù vede ke
zvý�ení syntézy proteinù, které podporují
postup bunìèného cyklu dìlení a kromì
toho tyto signální dráhy limitují rychlost
progrese cyklu. Interakce mTOR s 4E-BP1
a s S6K1 se dìje pomocí malého proteinu
(150 kDa) zvaného raptor (regulatory as-
sociated protein of mTOR), který je pro
jeho úèinek nezbytný.

4E-BP1 je nízkomolekulový protein,
který potlaèuje aktivitu komplexu eukary-
ontového iniciaèního faktoru 4 (elF-F4).
Ve svém nefosforylovaném stavu se vá�e
4E-BP1 pevnì k elF-F4; mRNA-èepièku
vázající podjednotka (cap-binding subu-
nit) komplexu elF-F4 je pøevá�nì nefosfo-
rylovaná v klidových buòkách (bez pùso-
bení rùstových faktorù). Proliferaèní pod-

Obr. 1: Schéma signalizace za úèasti mTOR
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nìty navozené hormony (insulin), rùsto-
vými faktory (IGF-1, EGF, VEGF), mitoge-
ny, cytokiny, agonisty sdru�enými s G-
proteinem nebo nutrienty zpùsobují fos-
forylaci 4E-BP1 v pozici 5 serinu a threoni-
nu prostøednictvím mTOR a dal�ích kinas.
Tato fosforylace zpùsobí odpojení elF-F4
z komplexu s 4E-BP1 a umo�ní mu tak na-
vázat se na dal�í komponenty jako je elF-
4G, ATP-dependentní RNA helikasa elF-
4A a elf-4B a vytvoøit aktivní komplex na-
vozující �cap-dependent� translaci sady
mRNA, kódující syntézu proteinù potøeb-
ných pro bunìènou proliferaci a pøechod
z G1 do S-fáze cyklu jako je c-myc, cyklin
D1 a ornithindekarboxylasa. Cyklin D1 se
vá�e s cyklin-dependentní kinasou 4
(CDK4/cyklin D1) a vytváøí komplex po-
tøebný pro fosforylaci retinoblastomové-
ho proteinu pRb, který se podílí na postu-
pu bunìèného cyklu a replikaci DNA. De-
privace (znemo�nìní úèinku) rùstových
faktorù nebo inhibice mTOR má za násle-
dek defosforylaci 4E-BP1 a poté její reaso-
ciaci s elF-4E, a tím omezení �cap-depen-
dentní� translace pøíslu�né mRNA. Mole-
kula mTOR ale také nepøímo ovlivòuje
stav fosforylace 4E-BP1 tím, �e moduluje
aktivitu protein-fosfatasy 2A (PP2A), kte-
rá defosforyluje u� fosforylovanou 4E-
BP1. Zvý�ená hladina translaèního inici-
aèního faktoru elF-4E byla nalezena u øa-
dy nádorù jako je karcinom prsu, moèové-
ho mìchýøe, nonhodgkinského lymfomu
nebo karcinomu z dla�dicových bunìk
hlavy a krku. Podpora exprese elF-4F zvy-
�uje translaci prometastatických proteinù
podporujících neoangiogenezi (VEGF)
nebo antiapoptózu (Bcl-2).

S6K1 serin/threonin-kinasa je druhým
hlavním efektorem signalizace zprostøed-
kované mTOR. Signál z transdukce dráhy
PI3K/Akt fosforyluje mTOR a následnì
S6K1, která fosforyluje a aktivuje 40S ri-
bosomový S6 protein, co� umo�òuje, aby
40S ribosomová podjednotka vytvoøila
aktivnì translatizující polyribosom. Pøede-
v�ím je podpoøena translace mRNA
s 5´-terminální oligopyrimidovou sekvencí
(5´TOP). Tato mRNA kóduje primárnì ri-
bosomové proteiny, elongaèní faktory
a insulinu-podobný rùstový faktor II
(IGF-II). Proto defosforylace S6K1 sni�uje
syntézu proteinových komponent trans-
laèního systému, co� vede k výraznému
sní�ení proteosyntézy.

Regulace aktivity S6K1 je v�ak kom-
plikovanìj�í ne� jednoduchá aktivace
zprostøedkovaná mTOR. Mù�e se toti� dít
té� mTOR-nondependentními drahami ja-
ko je 3-fosfoinositid-dependentní kinasa-1
nebo mitogenem a stresem aktivovaná
proteinkinasa (MAPK). Na druhé stranì je
v�ak nutno pøipomenout, �e mTOR mù�e
i nepøímo pùsobit na S6K1 potlaèením
inaktivující defosforylace rapamycin-sen-
zitivního místa na molekule S6K1 navoze-
né serin/threonin-proteinfosfatasou. Nad-
mìrná exprese S6K1 byla nalezena u karci-
nomu prsu a byla sdru�ena se zvý�eným
rizikem návratu choroby u nìkterých ty-
pù. Také amplifikace genu pro S6K1 chro-
mosomu 17q22-q24 byla prokázána
u 10 % pacientù s karcinomem prsu.

Z toho, co bylo øeèeno vyplývá, �e
kromì S6K1 a 4E-BP1 jsou je�tì dal�í klí-
èové molekuly signalizace zprostøedkova-
né mTOR, které se mohou stát terapeutic-
kým cílem. Patøí mezi nì zejména:

Protein cyklinu D1 - odchylky (abera-
ce) v jeho molekule byly prokázány u �iro-
ké �kály tumorù. Nadmìrná exprese cykli-
nu D1 byla nalezena asi u 50 % invaziv-
ních karcinomù prsu; podobnì u karcino-
mu ovaria nebo u neuroendokrinních
tumorù; jeho zvý�ení provázelo �patnou
prognózu.

CDK inhibitor p27 (p27KIP1) je dal�í
efektor signalizace po mTOR. V klidových
buòkách je p27 pøítomen ve vysokém
mno�ství, ale jeho obsah se výraznì sni-
�uje po mitogenním signálu. Je to dùkaz,
�e jeho �downregulace� je nutná pro
vstup bunìèného cyklu do S-fáze. Inhibi-
ce mTOR rapamycinem zvy�uje produkci
jak p27-RNA tak následný protein, co�

vede k podpoøe tvorby komplexu cyklin
E/CDK2-p27, který inhibuje aktivitu CDK2
a tím navozuje blok mezi G1 a S-fází. Toto
pøispívá k inhibici translace dal�ích
mRNA, obsahujících 5´TOP a vysvìtluje
to, proè inhibitory mTOR brzdí pøechod
G1 do S-fáze. Sní�ená hladina p27 ukazuje
na hor�í prùbìh nìkterých malignit. Platí
to kupø. pro karcinomy prsu, prostaty
nebo ledvin. RNA polymerasy I a III jsou
rovnì� regulovány signalizací pøes mTOR.
RNA- polymerasa I je odpovìdná za tran-
skripci genù kódujících ribosomovou
(mRNA) a transferovou RNA (tRNA).
Tento mechanismus pøispívá k modulaci
translaèního procesu pøi inhibici mTOR.

Aplikace rapamycinu  prokázala, �e té�
navozuje apoptózu (studie in vitro)
u B-lymfocytù, u renálních tubulárních
bunìk, dále u dendritických bunìk a u bu-
nìk rhabdomyosarkomu. Podporuje té�
zástavu cyklu jak v buòkách normálních
tak v malignì transformovaných tím, �e
kooperuje s transformujícím rùstovým
faktorem β (TNF βββββ, pravdìpodobnì pro-
støednictvím inhibice aktivity cyklin/
CDK2. Blokuje té� signalizaci podporující
apoptózu; eliminuje inaktivaci proapoptó-
zového faktoru Bad navozovanou vazbou
s S6K1.

Dal�í inhibitory mTOR
(analogy rapamycinu)

Blokovat aktivitu mTOR je snahou
øady studií, a tak u� se objevily první zprá-
vy o nadìjných inhibitorech - analozích
rapamycinu, aby byly zlep�eny jeho far-
makologické vlastnosti. IC50 byl v poku-
sech in vitro na bunìèných kulturách ra-
kovinných bunìk úèinný je�tì v nanomo-
lárních koncentracích, CCI-779 (Cell
cycler inhibitor-779) (rapamycin-41, 2,2-

Obr. 2: Bunìèné efekty signalizace prostøednictvím mTOR
a jeho blokáda rapamycinem

Obr.3: Blokáda signalizace Rapamycinem - vliv na trans-
laci
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bis[2/hydroxymethyl]-propanová kyseli-
na) a RAD001 (everolimus; 40-O-[2-hyd-
roxyethyl]-rapamycin) dokonce ve femto-
molárních. Jednalo se o bunìèné kultury
�irokého spektra nádorù: karcinom prsu,
prostaty, pankreatu, malobunìèný karci-
nomu plic, rhabdomyosarkom, melanom
a leukemie z T-bunìk. Preparáty jsou
v dal�ím zkou�ení na xenograftech athy-
mových my�í pro testování tolerability
a nejvhodnìj�í koncentrace pro pou�ití
u pacientù. Preparát CCI-779 je vysoce li-
pofilní a proniká hemato-encefalickou ba-
riérou. Je proto nadìjný pro terapii velmi
maligního nádoru mozku u dìtí - primitiv-
ního neuroektodermálního tumoru - medu-
loblastomu v kombinaci se chemoterapií.
CCI-779 i RAD001 mají toti� spí�e cytosta-
tický ne� cytotoxický úèinek a je proto
velmi vhodné jich pou�ívat se cytotoxic-
kými chemoterapeutiky. CCI-779 má po-
dobnì jako rapamycin inhibièní efekt na
mTOR a následnou signalizaci, tedy ovliv-
òuje translaci mRNA a biogenezi riboso-
mù úèinkem na S6K1 a 4E-BP1. Je apliko-
ván orálnì i intravenóznì. RAD001 byl
pùvodnì vyvinut jako agens bránící rejek-
ci solidních orgánù po transplantaci.

Jiný analog rapamycinu  - AP23573 je
nízkomolekulový inhibitor s antiproliferaè-
ním efektem, který byl vyvinut pro intra-
venózní aplikaci. Na rozdíl od dvou pøed-
cházejících derivátù není prekursorem ra-
pamycinu, ale je samostatnì aktivní. Byl
testován �in vitro� a �in vivo� s dobrým
inhibièním efektem na bunìèných kultu-
rách PTEN-deficientních lidských tumorù
jako je karcinom prostaty PC-3 a glioblas-
tom U87MG. Potvrdila to i èásteèná regre-
se nádorových elementù u xenograftu tu-
morových linií glioblastomu, karcinomu
prostaty, prsu, plic a tlustého støeva.

V zaèátku klinického testování jsou
preparáty s oznaèením CCI-779, RAD001
a AP23573, které pùsobí prostøednictvím
molekuly mTOR a dal�ími èleny kaskády.
Byla prokázána dobrá terapeutická odpo-
vìï u urèité skupiny pacientù s glioblas-
toma multiforme, dále u metastazujícího
melanomu, u maligního gliomu, u urèitého
typu non-hodgkinského lymfomu, u malo-
bunìèného karcinomu plic a u karcinomu
ledvin. Objektivní zlep�ení nalezeno u 10 -
20 % tìchto pacientù.

Biomarkery mTOR-inhibitorù
Pro výbìr vhodných pacientù a pro

testování úèinku preparátù pùsobících in-
hibici následné transdukce signálu po
mTOR je nutné mìøit aktivitu klíèových
molekul tj. fosforylaci 4E-BP1 a S6K1
kupø. technikou �western blot�.

Inhibice Aurora-kinas

Èlenové rodiny Aurora-kinas jsou klíèo-
vými regulátory mitózy. Chyby v mecha-
nismu mitózy bývají zdrojem genomové
instability a jsou sdru�eny s tumorigenezí.
Mitóza je biologický proces, pøi nìm� do-
chází ke kompletní duplikaci a kopii geno-
mu a tím vzniku dvojice dceøinných bunìk.

Modulace apoptózy
a protismìrné oligonukleotidy

Protismìrné oligonukleotidy jsou umìle
pøipravené krátké nukleotidy (obsahující
asi 20 nukleotidù) chemicky modifikované
DNA, které mohou vytvoøit hybridy se
specifickou sekvencí mRNA a zabránit tak
translaènímu procesu pøíslu�né mRNA
a tím syntéze specifického proteinu. Kom-
plex mRNA s inkorporovaným oligonukle-
otidem je degradován ribonukleasou H.
Aplikovaný oligonukleotid se dostane do
buòky endocytózou, pravdìpodobnì pro-
cesem zprostøedkovaným urèitým recep-
torem. Oligonukleotid pod názvem fomi-
virsen byl po prvé úspì�nì pou�it pøi lé-
èení cytomegalovirové retinitidy u paci-
entù s AIDS. Ukázalo se pøitom, �e cílo-

vou molekulou je H-Ras, c-Raf nebo Bcl-2.
Právì onkogen Bcl-2 je nadmìrnì expri-
mován u více ne� 50 % karcinomù. Je zná-
mo, �e kóduje antiapoptózový protein,
který pak ochrání nádorovou buòku pøed
apoptózou, kterou by mìlo navodit podá-
vání tradièních cytotoxických chemotera-
peutik, aplikace radioterapie nebo mono-
klonálních protilátek. Kombinace 18timer-
ního protismìrného oligodesoxynukleoti-
du s názvem oblimersen-Na s karboplati-
nou a etoposidem byla dobøe tolerována
a mìla povzbudivé výsledky pøi léèení po-
kroèilého malobunìèného karcinomu plic
a hematologických malignit. Pozdìji se
v�ak ukázaly problémy se stabilitou toho-
to oligodesoxynukleotidu; proto jsou hle-
dány preparáty stabilnìj�í a výbìr jiných
nádorù, nezávislých na molekule Bcl-2.

RNA-interference (RNAi)

Jde o mechanismus (evoluènì starý), kte-
rým se reguluje exprese genù prostøednic-
tvím krátké interferující RNA (ménì ne� 30
pb) pøi transkripci genetické informace do
vznikající dvou�roubovice RNA (dsRNA),
která se vyhne �tìpení enzymem RNasou
(Dicer) a vytvoøí  tzv. RNAi-induced Si-
lencing Complex (RISC), který nakonec
zpùsobí od�tìpení mRNA a její degradaci.
Tento mechanismus vyu�ívají eukaryontní
buòky k eliminaci virových èástic z infiko-
vaného genomu. Lze jej také aktivovat po-
mocí syntetické mikroRNA (miRNA), která

Obr. 4: Schéma RNAi-dráhy
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se nazývá �krátká harpunová RNA�
(shRNA). Aktivace RNAi-dráhy se zkou�í
i pro potlaèení ne�ádoucí genové exprese
u nádorù (obr. 4).

Antiangiogenní substance
u nádorových onemocnìní

Angiogeneze, tvorba cévního øeèi�tì, je
nezbytná pro dal�í vývoj nádorù od urèité
velikosti (1-2 mm). Do mechanismu je za-
pojeno nìkolik signálních drah. Nejzná-
mìj�í je dráha rùstového faktoru pro cév-
ní endotel (VEGF). VEGF je ligandem tvo-
øeným nádorovými buòkami a pøidru�e-
ným stromatem, které pùsobí hlavnì na
receptor 2 pro VEGF (VEGFR 2). Tento re-
ceptor má doménu s aktivitou tyrosin-ki-
nasy, která podporuje migraci a proliferaci
endotelu. Inhibice neoangiogeneze je
mo�no uskuteènit nìkolika zpùsoby:
(1) Inhibicí rùstového faktoru pro cévní

endotel (VEGF),
(2) Potlaèením tyrosin-proteinkinasové

aktivity receptoru pro VEGF (VEGFR)
na endotelové buòce,

(3) Inhibicí proliferace endotelové buòky.
Výraznì zvý�ená tvorba VEGF je u solid-
ních tumorù pozorována velmi èasto a pa-
tøí mezi známky �patné prognózy. Konsti-
tuèní zvý�ení u nádorù se dìje stimulací
autokrinní nebo parakrinní vlivem øady
onkogenù jako je K-ras, p53, WTI a v-Raf
nebo rùstovými faktory LPA PDGF
a IGF-1 ev. aktivací PI3K-dráhy.

Signalizace VEGF mù�e být inhibována
jednak specifickou humanizovanou mono-
klonální  protilátkou vázající se na vazeb-
nou doménu VEGFR (kupø. bevacizumab)
nebo malomolekulovými inhibitory, které
blokují tyrosin-kinasovou aktivitu (vatala-
nib, sorafenib, sunitinib, SU6668, AG-
013736, Zactima). Terapeutické pou�ití
nemusí být bez problémù. Po nasazení be-
vacizumabu sice dochází ke znaènému
útlumu neovaskularizace, ale za urèitou
dobu mù�e dojít k nové vaskularizaci na-
vozené sekrecí jiných pro-angiogenních
faktorù (PDGF, bFGF). V tom pøípadì je
nutno aplikovat dal�í anti-angiogenní lát-
ky. Ukazuje se (xenografty lidského nádo-
ru mléèné �lázy u my�í), �e zvý�ená expre-
se VEGFR-1 se dìje nejen na endotelo-
vých buòkách vaskulatory nádoru, ale té�
na samotných nádorových buòkách (du-
ální efekt). To by mohlo být vyu�ito pøi

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

Bevacizumab (rhuMAB-VEGF) je re-
kombinovantní humání monoklonální pro-
tilátka vázající se pøímo a neutralizující
VEGF, tak�e mu znemo�ní vazbu na recep-
tor (VEGFR) a tím zabrání jeho aktivaci na
endotelové buòce. Jako monoterapie byl
pou�it pøi léèení pacientù s metastazujícím
karcinomem ledvin, u nich� sice oddálil
progresi, ale neprodlou�il nijak výraznì
dobu pøe�ití ve srovnání s placebem. Na-
proti tomu mnohem slibnìj�í byl jeho úèi-
nek v kombinaci s fluorouracilem/leuko-
vorinem u metastazujícího kolorektálního
karcinomu ve srovnání se samotnou che-

moterapií. Podobnì byl úspì�ný bevaci-
zumab v kombinaci s paclitaxelem u meta-
stazujícího karcinomu prsu.

Capecitabin je slouèenina s malou mo-
lekulou, která na rozdíl od protilátky neut-
ralizující svojí vazbou pøímo VEGF pùsobí
jako inhibitor tyrosinkinasové aktivity
membránového receptoru VEGFR (obsa-
zuje ATP-vazebné místo), a tím zabrání
pokraèující signalizaci nádorové angioge-
neze. Tento preparát podobnì jako dal�í
mají �ir�í receptorovou specifitu, ale multi-
plicita proangiogenních faktorù nasvìd-
èuje tomu, �e v monoterapii není jejich
úèinek dostaèující; naopak v kombinaci
s jiným druhem protinádorových lékù je
jejich pou�ití slibné (obr 6.).

Obr. 6: Schéma kombinovaného úèinku erlotinibu (inhibitor syntézy angiogenních proteinù nádorem) s bevacizumabem
(inhibuje endotelové buòky pøed angiogenním signálem - blokáda VEGF)

Obr. 5: Hypotetický mechanismus získané rezistence pøi anti-VEGF terapii.  Nádorové buòky produkující VEGF stimulují
vaskularizaci rozvíjejícího se tumoru. Takovýto nádor je vhodný pro anti-angiogenní terapii. Nasazením pøíslu�ného léku
(bevacizumab) dochází k potlaèení neovaskularizace. Nádor se v�ak brání zvý�enou produkcí VEGF nebo tvorbou jiných
angiogenních faktorù jako je bazický fibroblastový rùstový faktor (bFGF) a rùstový faktor odvozený od destièek (PDGF).
V nádoru dochází k obnovì vaskularizace. Dal�í mo�nost jejího potlaèení spoèívá v aplikaci anti-bFGF (kupø. preparát
bFGF-TRAP) nebo anti-PDGF a VEGF (kupø. preparát inhibující tyrosinkinasovou aktivitu jak VEGFR2 tak PDGFRβ,
kupø. SU6668).
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Vatalanib (PTK787/ZK222584) inhibu-
je v�echny 3 VEGF receptory, ale té�
PDGFR-β, c-Kit a CSF-1R. Povzbuzující
jsou výsledky pøi zkou�ení terapie meta-
stazujícího karcinomu koneèníku a tlusté-
ho støeva, rekurentního glioblastomu
nebo metastazujícího karcinomu ledvin.

SU11248 a ZD6474 jsou dal�í novì
testované multikinasové inhibitory pùso-
bící na membránové receptory VEGF,
které  vykazují antiangiogenní a protiná-
dorový úèinek. První zku�enosti (II fáze
testování) jsou u pacientù s gastrointesti-
nálním stromálním tumorem a u malobu-
nìèného plicního karcinomu.

VTA. Jde o skupinu �malomolekulo-
vých� slouèenin, zatím ve výzkumu, které
ovlivòují  vaskulaturu pøímo (vascular tar-
geting agents = VTA). V porovnání k nor-
mální tkáni je architektura  cévního øe�i�tì
v nádorové tkáni abnormální, chaotická
a nepøimìøenì uspoøádaná jak vzhledem
ve své struktuøe tak ve své funkci. Prepa-
ráty VTA nepùsobí na rozvoj nádorového
øeèi�tì, ale na ji� vytvoøenou vaskulaturu
tumoru. Cílovými molekulami jsou prosta-
tický specifický membránový antigen
(PSMA), receptory VEGF, fibronektinová
doména ED-B, ανβ3-integrin, E-selektin,
adhezní molekula pro vaskulární buòky-1
(VCAM-1) a fosfatidylserin.

Zatím jsou zkoumány 2 skupiny VTA:
(1) Flavon-8-octová kyselina a její

deriváty, kde mechanismus úèinku je ne-
pøímý, zprostøedkovaný indukcí rùzných
modulátorù imunitního systému jako je
NO, serotonin nebo TNFα Zatím nejslib-
nìj�í se zdá být 5,6-dimethylxanthenon-
octová kyselina, která navozuje nekrózu

u øady tumorù (preklinická fáze).
(2) Látky vázající tubulin jsou dal�í

skupinou - patøí sem známá protinádorová
chemoterapeutika jako je kolchicin, vin-
kristin a vinblastin; jejich protinádorový
úèinek se uplatòuje a� v dávce blí�ící se
hranici tolerance. Druhá generace látek
�destabilizujících tubulin� naru�uje cév-
ní øeèi�tì nádorové tkánì u� v podstatnì
ni��ích dávkách (pod hranicí maximální to-
lerance). Patøí sem combrestatin A-4-dina-
triumfosfát, dále preparát AVE8062A,
ZD6126 a ABT-751.

Ubikvitin-proteasomová dráha
a její inhibitory

Proteasom je enzymový komplex s aktivi-
tou proteinasy �iroce roz�íøený (v rostlin-

né i �ivoèi�né øí�i), který odpovídá za in-
tracelulární degradaci po�kozených
a krátkodobých proteinù, podílí se tak na
èinnosti regulaèních proteinù ovlivòují-
cích bunìèný cyklus (cykliny), rùst a dife-
renciaci, èím� se také podílí na rozvoji ná-
dorù nebo ovlivòuje virovou infekci
a  prùbìh zánìtlivých mechanismù.

Komplex se skládá z cylindrického
centrálního jádra (èástice 20S) s proteina-
sovou aktivitou a z èástice 19S (regulaè-
ní), která rozpoznává proteiny urèené
k degradaci (oznaèené pøedtím ubikviti-
nem), a dále z ATPasy hydrolyzující ATP,
co� je nutné pro rozbalení degradovaného
proteinu. Celý proces je oznaèován jako
ubikvitin-proteasomová dráha. Jeden
z klíèových regulaèních proteinù degrado-
vaný toto dráhou je nukleární faktor
kappa B (NF-κκκκκB). Vazbou na èetné sek-
vence DNA navozuje transkripci onkoge-
nù, tumor-supresorových genù nebo dal-
�ích genù kódujících syntézu cytokinù
(IL-1, IL-6, IL-8, TNFα), angiogenetických
faktorù (VEGF, adhezních molekul (VCAM
1, ICAM 1), enzymù (COX 2, NO-syntha-
sa), antiapoptózových faktorù (Bcl-2, sur-
vivin) nebo proteinù regulujících cyklus
bunìèného dìlení (obr. 7 a 8).

Je-li buòka v klidovém stádiu, aktivita
NF-κB umístìného v cytoplasmì je bloko-
vána  vazbou se specifickým inhibitorem
IκB. Stimulace buòky navozená rùznými
signály (rùstové faktory, antigeny, virové
èástice, radiace, chemoterapeutika apod.)
navodí signalizaci, která vede k degradaci

Obr. 8: Centrální úloha NF-κB v iniciaci genové exprese

Obr. 7: Aktivita navozená NF- B v onkogeneze
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IκB proteasomem. Z komplexu uvolnìný
aktivní  NF-κB se tak mù�e pøemístit do
bunìèného jádra, navázat se na specifické
sekvence DNA a iniciovat expresi pøíslu�-
ných genù kódujících proteiny ovlivòující
dìlení, rùst, diferenciaci, apoptózu, angio-
genezi a dal�í bunìèné procesy.

Mutace K-ras onkogenù

K-ras onkogeny patøí k velmi èasto u�íva-
ným genetickým markerùm pro odhalení
maligních nádorù vy�etøením DNA v bio-
logických tekutinách a krevní plasmì. Al-
terace K-ras v kodónu 12 a 13 je mo�no
vy�etøit jednak metodou PCR-RLFP (PCR-
restriction fragment lenght polymorphism)
nebo rychleji pomocí PCR-MCA (PCR-
Melting Curve Analysis). Preoperaèní
a post-operaèní sledování pozitivity testu
se hodí zejména pacienty s karcinomem
pankreatu, kdy výskyt tìchto mutací
v nádorových buòkách je a� u 90 %. Vy-
�etøit je mo�no pankreatickou tekutinu
(66,7 % pozitivních), �luè (33,3 %) nebo
plasmu (13,0 %).

Volba a sledování úèinnosti
protinádorové terapie

Volba a sledování úèinnosti protinádoro-
vé terapie je bezesporu primárním úkolem
po rozpoznání nádorového onemocnìní.
Zde velmi pomáhají rùzná pøístrojová a la-
boratorní vy�etøení, pøedev�ím pak vy�et-
øení tumorových markerù. Jde o markery,
které se objevují v krevní cirkulaci (v mo-
èi, výpotku, mozkomí�ním moku �) nebo
v tkáni nádoru (bioptické vzorky) (obr. 9).

Biomarkery a charakterizace
nádorù podle TNM systému

Pro posouzení záva�nosti diagnostikova-
ného nádorového onemocnìní byl v roce
1958 vytvoøen a v dal�ích letech stále
zdokonalován tzv. TNM systém, který ur-
èuje tzv. �staging� nádoru urèitého paci-
enta na základì kombinace 3 ukazatelù:
T (velikost tumoru), N (posti�ení lokálních
lymfatických uzlin). M (pøítomnost meta-
stáz). Kategorizace TNM systému je zalo-
�ena na anatomické (morfologické) bázi.
Ukazuje se v�ak, �e takovýto zpùsob po-
suzování situace pacienta (predikce pro-
gnózy, správný výbìr terapie, sledování
úèinnosti terapie) nemusí odpovídat sku-

teènému stavu. Je to jen jeden pohled.
Doplnìní této charakteristiky o sledování
biomarkerù pøiná�í dal�í zpøesnìní a v nì-
kterých pøípadech je dokonce nezbytné.

Biomarkery èasto nahra�ují nebo dopl-
òují tumorovou klasifikaci, �staging�
a �grading�. Pøíkladem mù�e být význam
pozitivity CD 20 pro léèení maligního
lymfomu rituximabem. Nádorová exprese
HER2/neu podmiòuje úspì�nou terapii
metastazujícího karcinomu prsu trastu-
zumabem; stejnì jako exprese receptorù

Obr. 9: Model návodu pro racionální pou�ití nádorových markerù (biomarkerù) pøi protinádorové (anti-angiogen-
ní) terapii. Ve vzorcích nádorové tkánì získané biopsií nebo resekcí tumoru je mo�no imunohistologickým vy�etøením
pro-angiogenních markerù (exprese VEGF, bFGF, bFGF, TGFβ1, PDGF β, PDGFR, PLGF, pleiotrofin) získat podklad
pro cílenou aplikaci anti-angiogenní terapie. Pomocí �in situ� imunodetekce markerù charakterizujích cévní endotelium
(PECAM neboli CD31 = Platelet-endothelial Cell Adhesion Molecule a SMA = α-smooth muscle actin) je pak mo�no
sledovat zmìny zpùsobené remodelací vaskulatury. Pro èastìj�í opakované sledování terapeutické odezvy je v�ak tøeba
vyu�ít neinvazívních technik (moderní zobrazovací metody) nebo vy�etøení biomarkerù v tìlních tekutinách (dynamické
biomarkery). Kontrola je nutná po ka�dém cyklu. Pøi nedostateèné terapeutické odezvì je tøeba terapii zmìnit (second-
line therapy) a výsledek opìt kontrolovat.

pro estrogen a progesteron pøi antihor-
monálním léèení (tamoxifen, inhibitory
aromatasy) tohoto nádoru. Dal�ím pøíkla-
dem je abnormální non-receptorová pro-
teinkinasa BCR-ABL  pøi léèení chronic-
ké myeloidní leukemie imatinibem. Bio-
markery jsou té� potøebné pro odhalení
idiosynkratické toxicity kupø. pøi chemo-
terapii leukemie merkaptopuriny u pacien-
tù s homozygotní mutací genu pro thiopu-
rin-methyltransferasu (TPMT-gen).

Oncology: Insect cells (SF9 cells) overexpressing GFP.


