
CHIRURGIECHIRURGIE
OZAOZAŘŘOVOVÁÁNNÍÍ
CHEMOTERAPIECHEMOTERAPIE
BIOLOGICKBIOLOGICKÁÁ TERAPIETERAPIE

ChemoterapeutickChemoterapeutickéé lláátky tky 
►► platinovplatinovéé derivderiváátyty
►►antimetabolity (metotrexat, fluorouracil)antimetabolity (metotrexat, fluorouracil)
►►inhibitory topoizomerinhibitory topoizomerááz (doxorubicin, etoposid)z (doxorubicin, etoposid)
►►alkylaalkylaččnníí ččinidla (cyklofosfamid)inidla (cyklofosfamid)
►►rostlinnrostlinnéé alkaloidy (vinblastin, paclitaxel)alkaloidy (vinblastin, paclitaxel)
BiologickBiologickáá terapieterapie -- hledhledáánníí nových pnových přříístupstupůů na zna záákladkladěě poznpoznáánníí mechanismmechanismůů
►►Stimulace obranných mechanismStimulace obranných mechanismůů hostitelehostitele vvččetnetněě specifických a nespecifických specifických a nespecifických 

imunologických pimunologických přříístupstupůů (imunoterapie) (imunoterapie) 
►► SStrategie ctrategie cíílenlenéé ppřříímo na zmmo na změěnu nnu náádorovdorovéého rho růůstu a diferenciacestu a diferenciace -- vyuvyužžititíí

rrůůstových faktorstových faktorůů, genetick, genetickéé ininžženýrstvenýrstvíí -- ovlivnovlivněěnníí klklííččových genových genůů..
►► AngiogennAngiogenníí terapie terapie –– ccíílenlenáá proti vaskularizaci nproti vaskularizaci náádordorůů

LLÉÉČČEBNEBNÉÉ METODYMETODY



Podpůrná (symptomatická ) léčba
Nemá za cíl smrt nádorových buněk, ale usiluje o co nejlepší kvalitu života 
nemocných (zmírnění obtíží vyvolaných nádorem a léčbou)

Paliativní léčba – komplexní podpůrná léčba u pacientů s pokročilým 
nevyléčitelným onemocněním

Kurativní léčba – cílem je vyléčení nemocného
Nekurativní léčba – cílem je zabíjet nádorové buňky, ale nemá ambice 
vyhubit všechny (pokročilé onemocnění, rezistence na léčbu atd.)

Adjuvantní léčebné postupy –chemo- nebo radio-terapie – u těch nádorů, kde 
je předpokládána přítomnost mikrometastáz, nutná chemosenzitivita nádoru
Neoadjuvantní postupy – předoperační léčba s cílem zmenšit primární nádor 
před chirurgickým výkonem



Vznik a vývoj nVznik a vývoj náádordorůů je sloje složžitý ditý děěj, který zj, který záávisvisíí na pna přřekonekonáánníí řřady restrikady restrikččnníích ch 
mechanismmechanismůů na na úúrovni rovni genomugenomu, bu, buňňky, tkky, tkáánněě i celi celéého organismu a který pro ho organismu a který pro 
svou komplexnost vysvou komplexnost vyžžaduje paduje přři pli pláánovnováánníí terapie terapie individuindividuáálnlníí ppřříístupstup ((tailoringtailoring
therapytherapy) ) -- vyuvyužžititíí poznaných biologických charakteristikpoznaných biologických charakteristik

KlinickKlinickéé –– stagingstaging (jeden z(jeden z nejsilnnejsilněějjšíších prognostických faktorch prognostických faktorůů), sledov), sledováánníí ppřřeežžititíí
a la lééččebnebnéé odpovodpověědidi

OrgOrgáánovnovéé –– sledovsledováánníí odpovodpověědi ndi náádoru na ldoru na lééččbubu
TkTkááňňovovéé –– histologickhistologickáá charakteristika, charakteristika, gradinggrading, tk, tkááňňovováá architektonika, architektonika, 

vaskularizace, expresnvaskularizace, expresníí profilyprofily--imunohistochemieimunohistochemie, , in in situsitu hybridizacehybridizace
BunBuněčěčnnáá –– funkfunkččnníí testy, obsah DNA, proliferatesty, obsah DNA, proliferaččnníí a a apoptickapoptickáá aktivitaaktivita
MolekulMolekuláárnrníí –– cytogenetickcytogenetickéé a geneticka genetickéé charakteristiky ncharakteristiky náádorových a somatických dorových a somatických 

bunbuněěkk
Incidence nIncidence náádorových onemocndorových onemocněěnníí se stse stáále zvyle zvyššuje. Puje. Přřesto je dlouhodobesto je dlouhodobáá mortalita mortalita 

ttéémměřěř konstantnkonstantníí ddííky výrazným ky výrazným llééččebným a diagnostickým pokrokebným a diagnostickým pokrokůůmm..
NovNovéé llééččebnebnéé postupy, novpostupy, nováá chemoterapeutika, kombinovanchemoterapeutika, kombinovanáá terapie a aplikace terapie a aplikace 

nových poznatknových poznatkůů o biologii no biologii náádorovdorovéé bubuňňky.ky.
HledajHledajíí se se novnovéé prognostickprognostickéé/prediktivn/prediktivníí faktoryfaktory umoumožňžňujujííccíí ppřřesnesněějjšíší rozdrozděělenleníí

nemocných do rizikových skupin.nemocných do rizikových skupin.



Cancer incidence and mortality in the United States



DIAGNOSTIKA
Laboratorní vyšetření ( sedimentace erytrocytů, hematologické vyšetření, 
biochemická vyšetření)
Nádorové markery – laboratorně prokazatelné známky projevu specifických 
nádorových onemocnění (antigeny, emzymy, hormony a jejich receptory)
Mohou odrážet proliferační aktivitu, mohou být sdružené s diferenciací nebo 
vznikají při destrukci buněk.
Patří sem i pro nádor charakteristické chromozomální abnormality.
Biochemické metody detekce: radioimunologická (RIA), enzym vázající
imunosorpční (ELISA) (většinou komerční kity a automatické analyzátory)
Vyšetření stavu buněčné kinetiky
Morfologie, sledování počtu mitóz – mitotický index
Metody autoradiografické (inkorporace 3H-tymidinu)
Metody cytochemické (speciální barvení, speifické protilátky proti antigenům 
spojeným s proliferací (Ki-67, PCNA), stanovení AgNOR
Průtoková cytometrie
Molekulárně biologické metody (Southern, Nothern a Western blotting pro 
analýzu DNA, RNA a proteinů), polymerázová řetězová reakce – amplifikace 
malých fragmentů DNA, vytváření cDNA knihoven z malého množsví mRNA
(PCR, RT-PCR, real-time PCR)
Hybridizace in situ, microarrays



CytologickCytologickéé a biopticka bioptickéé vyvyššetetřřeneníí ((prepre-- nebo postoperanebo postoperaččnníí))

ZOBRAZOVACZOBRAZOVACÍÍ METODYMETODY

UltrasonografieUltrasonografie –– vyvyššetetřřeneníí ultrazvukem, ultrazvukem, neinvazivnneinvazivníí
RentgenovRentgenovéé vyvyššetetřřeneníí –– kontrastnkontrastníí vyvyššetetřřeneníí, , mamografiemamografie –– screeningscreening a a 
diagnostika rakoviny prsudiagnostika rakoviny prsu
PoPoččíítataččovováá tomografie (CT)tomografie (CT) -- odhalodhalíí aažž 90% lo90% ložžisek menisek menšíších nech nežž 1 cm1 cm
MagnetickMagnetickáá rezonance (MR)rezonance (MR) –– zejmzejmééna vyna vyššetetřřeneníí mozku a mmozku a mííchychy
RadionuklidovRadionuklidovéé vyvyššetetřřovacovacíí metodymetody –– vyuvyužžititíí izotopizotopůů ((scintigrafiescintigrafie, emisn, emisníí
tomografietomografie
EndoskopickEndoskopickéé vyvyššetetřřeneníí –– nnáádory dory v tv těělnlnííchch dutindutinááchch



Klasifikace nKlasifikace náádorových onemocndorových onemocněěnníí

Určení rozsahu onemocnění důležité pro volbu léčebné strategie a pro odhad 
prognózy onemocnění.

Jednotný klasifikační systém TNM
T (tumor) 1-4  – rozsah primárního nádoru
N (noduli) 1-3, 0, X – stav regionálních mízních uzlin
M (metastases) 0, 1 – informace o metastázách

Histopatologický grading G1 – 4, X – stupeň diferenciace
Další nezávazné deskriptory
Stadium choroby (staging) I. – IV.
Hodnocení tělesné zdatnosti (funkční staging)

U některých nádorů formulován soubor prognostických znaků, tzv. mezinárodní
prognostický index (IPI)



PREDIKTIVNPREDIKTIVNÍÍ ONKOLOGIEONKOLOGIE
klinicky orientovaný onkologický výzkum vyuklinicky orientovaný onkologický výzkum využžíívajvajííccíí metod bunmetod buněčěčnnéé a molekula molekuláárnrníí
biologie. biologie. 
HledHledáánníí nových lnových lééččebných postupebných postupůů a la lééččiv smiv směěrovaných na klrovaných na klííččovovéé genetickgenetickéé
zmzměěny umony umožňžňujujííccíí transformaci normtransformaci normáálnlníí somaticksomatickéé bubuňňky vky v nnáádorovou.dorovou.
Jsou to pJsou to přředevedevšíšímm
►► poruchy bunporuchy buněčěčnnéého cyklu,ho cyklu,
►► poruchy vporuchy v aktivitaktivitěě/mno/množžstvstvíí receptorreceptorůů pro rpro růůstovstovéé faktory,faktory,
►► exprese exprese protiapoptickýchprotiapoptických faktorfaktorůů a a 
►► nesmrtelnost nnesmrtelnost náádorových bundorových buněěk vk váázanzanáá čči nevi neváázanzanáá na expresi na expresi telomertelomeráázyzy..
ChromozomChromozomáálnlníí a geneticka genetickáá analýza nanalýza náádorových bundorových buněěkk je dje důůleležžitým faktorem pro itým faktorem pro 
prognprognóózu a individualizaci lzu a individualizaci lééččby. Problby. Probléémem jsou zvlmem jsou zvlášášttěě solidnsolidníí nnáádory, kde jsou dory, kde jsou 
cytogenetickcytogenetickéé znalosti minimznalosti minimáálnlníí napnapřř. ve srovn. ve srovnáánníí ss hematologickými malignitami.hematologickými malignitami.
VV praxi se jednpraxi se jednáá o stanoveno stanoveníí ploidityploidity DNA, DNA, chemosensitivitychemosensitivity in vitroin vitro, cytogenetick, cytogenetickéé
a geneticka genetickéé vyvyššetetřřeneníí atd.atd.
MOLEKULMOLEKULÁÁRNRNÍÍ PATOLOGIEPATOLOGIE
studium processtudium procesůů souvisejsouvisejííccíí se vznikem a rozvojem chorob, a to na se vznikem a rozvojem chorob, a to na úúrovni rovni 
nukleových kyselin a proteinnukleových kyselin a proteinůů, respektive jiných molekul, kter, respektive jiných molekul, kteréé jsou jimi jsou jimi 
regulovregulováány.ny.
VyuVyužžíívváá technik molekultechnik molekuláárnrníí biologiebiologie a výsledky jsou da výsledky jsou dáávváány do kontextu sny do kontextu s nnáálezy lezy 
daldalšíších ch biomedicbiomedicíínskýchnských oboroborůů. Umo. Umožňžňuje odhalovat pouje odhalovat poččáátky nemoci a nahltky nemoci a nahléédnout dnout 
aažž na genovou na genovou úúroveroveňň..



NovNovéé smsměěry vývoje ry vývoje protinprotináádorovdorovéé llééččbyby

CCíílem je plem je přříímo a cmo a cíílenleněě zaszasááhnout do klhnout do klííččových mechanismových mechanismůů karcinogenezekarcinogeneze na na 
bunbuněčěčnnéé úúrovni (rovni (targetedtargeted therapytherapy).).
ČČasto v kombinaci s konvenasto v kombinaci s konvenččnníími lmi lééččebnými postupyebnými postupy

►► AntiAnti EFGR terapieEFGR terapie –– monoklonmonoklonáálnlníí protilprotiláátky s vazbou na receptor, inhibitory tky s vazbou na receptor, inhibitory 
tyrozinkintyrozinkináázz, , antisenseantisense nukleotidy, vakcnukleotidy, vakcíína proti receptoru nebo na proti receptoru nebo liganduligandu

►► DiferenciaDiferenciaččnníí terapieterapie (kyselina (kyselina allall--trans trans retinovretinováá, vit D3), vit D3)

►► Inhibitory pInhibitory přřenosu signenosu signáállůů
Inhibitory tyrozinkinInhibitory tyrozinkináázz
Inhibitory Inhibitory cyklincyklin--dependentndependentnííchch kinkináázz –– ovlivnovlivněěnníí bunbun. . cyklucyklu
Inhibitory jiných Inhibitory jiných kinkináázz –– napnapřř. MAP . MAP kinkináázyzy, JNK, JNK
Inhibitory Inhibitory farnesyltransferfarnesyltransferáázyzy –– inhibujinhibujíí onkoproteinonkoprotein ras ras –– spojen s vnitspojen s vnitřřnníí stranou stranou 
plazmatickplazmatickéé membrmembráány ny izoprenoidnizoprenoidníí lipidovoulipidovou skupinou skupinou –– farnesylemfarnesylem
Mutace Mutace protoonkogenuprotoonkogenu ras ras -- ččastastáá u nu náádordorůů -- vede k nekontrolovanvede k nekontrolovanéé proliferaci, proliferaci, 
inhibici inhibici apoptapoptóózyzy a zvýa zvýššeneníí angiogenezeangiogeneze



ImunoterapieImunoterapie

intervence do imunitnintervence do imunitníích mechanizmch mechanizmůů s cs cíílem obnovit nebo modifikovat funkce lem obnovit nebo modifikovat funkce 
imunitnimunitníího systho systéémumu (substitu(substituččnníí, , supresivnsupresivníí nebo stimulanebo stimulaččnníí, aktivn, aktivníí vs. vs. pasivnpasivníí, , 
specifickspecifickáá a nespecificka nespecifickáá))
BunBuněčěčnnáá imunoterapieimunoterapie –– podpodáánníí bunbuněěk imunitnk imunitníího systho systéému s mu s protinprotináádorovoudorovou
aktivitou aktivitou –– ccíílenlenéé zasazasažženeníí nnáádorovdorovéé tktkáánněě a pa přřekonekonáánníí tolerance a tolerance a imunosupreseimunosuprese
vyvolanvyvolanéé nnáádoremdorem..
NNáádorovdorovéé antigenyantigeny –– vznik nových antigenvznik nových antigenůů, kterými se n, kterými se náádorovdorovéé bubuňňky liky lišíší od od 
normnormáálnlníích ch –– terterčč pro imunitnpro imunitníí reakcireakci
NespecifickNespecifickáá bunbuněčěčnnáá imunoterapieimunoterapie –– posposíílenleníí protinprotináádorovdorovéé imunity nezimunity nezáávisle na visle na 
specifických nspecifických náádorových dorových antigenechantigenech
Princip: kultivace Princip: kultivace efektorovýchefektorových bunbuněěk k ex ex vivovivo s ls láátkami, ktertkami, kteréé aktivujaktivujíí nebo posilujnebo posilujíí
jejich jejich protinprotináádorovýdorový úúččinek (LAK buinek (LAK buňňky, NKky, NK--bubuňňky, aktivovanky, aktivovanéé monocytymonocyty--
makrofmakrofáágygy
ZkouZkouššeno peno přřes 30 let es 30 let –– malmaléé uplatnuplatněěnníí v praxiv praxi
SpecifickSpecifickáá bunbuněčěčnnáá imunoterapieimunoterapie –– adoptivnadoptivníí imunoterapieimunoterapie vyuvyužžíívajvajííccíí specifický specifický 
ppřřevod bunevod buněěk (TIL)k (TIL)
ProtinProtináádorovdorovéé vakcvakcíínyny –– navozujnavozujíí specifickou imunitnspecifickou imunitníí odpovodpověďěď proti nproti náádorovým dorovým 
bubuňňkkáám v prim. nm v prim. náádoru i metastdoru i metastáázzááchch
DendritickDendritickéé bubuňňkyky



J.Krejsek, O. Kopecký:

Klinická imunologie, 2004



GenovGenováá terapieterapie
Postup majPostup majííccíí za cza cííl napravit genetickou odchylku zpl napravit genetickou odchylku způůsobujsobujííccíí vývoj vývoj 
nnáádorovdorovéé bubuňňky (p53, geny rezistence, sebevraky (p53, geny rezistence, sebevražžednednéé geny, geny, cytokinycytokiny))
AntisenseAntisense oligonukleotidyoligonukleotidy
AngiogenezeAngiogeneze a a antiangiogennantiangiogenníí terapie terapie 
inhibitory inhibitory proteproteáázz
inhibitoryinhibitory migrace a proliferace migrace a proliferace endoteluendotelu
inhibitoryinhibitory angiogennangiogennííchch rrůůstových faktorstových faktorůů
chelcheláátorytory mměědidi



PrPrůůnik metod molekulnik metod molekuláárnrníí biologie do onkologickbiologie do onkologickéé diagnostiky vydiagnostiky vyžžaduje aduje zpracovzpracováánníí
multiparametrickýchmultiparametrických (v(víícerozmcerozměěrných) souborrných) souborůů dat.dat.
BiomarkeryBiomarkery, , „„surrogatesurrogate biomarkersbiomarkers““ –– „„nnááhradnhradní“í“ biomarkerybiomarkery
PatPatřříí mezi nmezi něě
►► ddůůleležžititéé genetickgenetickéé a cytogeneticka cytogenetickéé markerymarkery, , 
►► exprese významných regulaexprese významných regulaččnníích gench genůů, , 
►► aktivity enzymaktivity enzymůů, , 
►► cytokinetickcytokinetickéé parametry, parametry, 
►► parametry parametry angiogenezeangiogeneze, atd., atd.
VyVyššetetřřeneníí na na chemorezistencichemorezistenci vv testech testech in vitroin vitro (MTT test) a souvisej(MTT test) a souvisejííccíí znaky (exprese znaky (exprese 
MRP, PGP).MRP, PGP).
DoplDoplňňujujíí standardnstandardníí klinickklinickáá vyvyššetetřřeneníí a nespecificka nespecifickéé ukazatele imunologickukazatele imunologickéého a ho a 
fyziologickfyziologickéého stavu pacientaho stavu pacienta..
Je nutnJe nutnéé vytvovytvořřit it systsystéém hodnocenm hodnoceníí takovýchto dat stakovýchto dat s ccíílem urlem urččit jejich it jejich prognostický prognostický 
význam a zajistit zpvýznam a zajistit zpěětnou vazbu ltnou vazbu léékakařřee kk ttěěmto hodnoceným datmto hodnoceným datůům m –– individualizace individualizace 
llééččby by –– prospprospěěch pro pacientach pro pacienta

HODNOCENHODNOCENÍÍ DAT DAT –– VVÍÍCEROZMCEROZMĚĚRNRNÉÉ ANALÝZYANALÝZY



TransplantaceTransplantace







► pozitivní regulace - využití hemopoetických tzv. kolonie stimulujících růstových 
faktorů (CSF)
erytropoetin, G-CSF - granulocytární růst. faktor, M-CSF - monocytární růst. faktor, 
GM-CSF - granulocytární-makrofágový růst. faktor, interleukin 3 (IL-3)
► negativní regulace hemopoézy - prevence poškození kmenových buněk při 
chemoterapii - TGF β
► autokrinní růst - blokáda přenosu růstových signálů antagonisty růstových faktorů, 
receptorů a inhibitory dalších stupňů přenosu signálů (inhibitory PKC, lipidového 
metabolismu, “antisense” látky, atd.)
► imunomodulační látky - ovlivnění imunitního systému hostitele (IL-2, interferon 
alfa a gama

Kontrola hemopoKontrola hemopoéézyzy



ErytropoetinErytropoetin
-- stimulace stimulace erytropoerytropoéézyzy po chemoterapii a transplantaci KDpo chemoterapii a transplantaci KD
-- u nu něěkterých kterých lymfoproliferalymfoproliferaččnnííchch poruch jako jsou mnohoporuch jako jsou mnohoččetnetnéé myelomymyelomy a chronicka chronickáá

lymfocytlymfocytáárnrníí leukleukéémiemie
-- u anu anéémimiíí spojených sspojených s chronickým onemocnchronickým onemocněěnníím (nm (náádory, AIDS)dory, AIDS)
-- vv programech programech autolognautolognííhoho odbodběěru krveru krve
GranulocytGranulocytáárnrníí kolonie stimulujkolonie stimulujííccíí faktor (Gfaktor (G--CSF a GMCSF a GM--CSF)CSF)
-- urychlenurychleníí zotavenzotaveníí krvetvorby po chemoterapiikrvetvorby po chemoterapii
-- zlepzlepššeneníí sbsběěru ru progenitorprogenitorůů zz perifernperiferníí krvekrve
-- zvýzvýššennenníí úúččinnosti innosti cytotoxickýchcytotoxických llééččiv vybuzeniv vybuzeníím klidových leukemických bunm klidových leukemických buněěkk

Nejběžnější využití CSF (colony stimulating factors)
- prevence a ovlivnění myelosuprese
- intenzifikace chemoterapeutických programů s nebo bez autologní podpory progenitorů

z kostní dřeně (KD) nebo periferní krve
- rekonstituce krvetvorby po chemo- a radioterapii a autogenní nebo allogenní

transplantace KD
- podpora a expanze progenitorů periferní krve
- stimulace hemopoézy u syndromů poruch v KD jako je cyklická neutropenie, aplastická

anémie
- aktivace efektorových buněčných funkcí (AIDS, poruchy funkce leukocytů)
- pomocí růst. faktorů lze také buňky v G0 fázi, kdy jsou rezistentní k působení cytostatik 

posunout do buněčného cyklu 



CML je CML je klonklonáálnlníí myeloproliferativnmyeloproliferativníí porucha primitivnporucha primitivníích ch hemopoetickýchhemopoetických
kmenových bunkmenových buněěk. k. 
Zahrnuje myeloidnZahrnuje myeloidníí, , erytroidnerytroidníí, , megakaryocytmegakaryocyt., B., B-- nněěkdy Tkdy T--lymfoidnlymfoidníí elementy, ale elementy, ale 
ne ne fibroblastyfibroblasty kostnkostníí ddřřeneněě (KD). Nemoc je siln(KD). Nemoc je silněě heterogennheterogenníí, m, máá 2 a2 ažž 3 f3 fáázový zový 
prprůůbběěh, je ph, je přříítomen tomen chromozchromoz. . markermarker -- PhPh chromozom.chromozom.
V minulosti byla prognV minulosti byla prognóóza pacientza pacientůů s CML velmi s CML velmi ššpatnpatnáá ((ststřř. doba p. doba přřeežžititíí 3 roky). 3 roky). 
NynNyníí se prognse prognóóza zlepza zlepššila dila dííky vky vččasnasnéé diagndiagnóóze, zlepze, zlepššujujííccíí se terapii a podpse terapii a podpůůrnrnéé
llééččbběě. L. Lééččba ba hydroxyureouhydroxyureou a a busulfanembusulfanem podporovanpodporovanáá IFN a IFN a autolognautologníí transpltranspl. KD. . KD. 
NynNyníí je je ststřř. doba p. doba přřeežžititíí asi 60asi 60--65 m65 měěssííccůů. S . S IFNalfaIFNalfa 2020--25% pacient25% pacientůů ppřřeežžíívváá. . 
VedlejVedlejšíší úúččinkyinky -- horehoreččka, nechutenstvka, nechutenstvíí, svalov, svalovéé bolesti, dlouhodobbolesti, dlouhodoběějjšíší -- ztrztrááta vta vááhy, hy, 
deprese, nespavost atd.deprese, nespavost atd.
MDS je zMDS je zíískanskanáá klonklonáálnlníí porucha kostnporucha kostníí ddřřeneněě charakterizovancharakterizovanáá kvantitativnkvantitativníími mi 
i kvalitativni kvalitativníími poruchami vmi poruchami v hemopohemopoéézeze (hodn(hodněě u staru staršíších lidch lidíí -- nenneníí momožžnnáá
drastickdrastickáá terapie) terapie) 
ŘŘada lada lééččebných protokolebných protokolůů je zamje zaměřěřena na ena na vyuvyužžititíí diferenciadiferenciaččnníích lch láátektek k podpok podpořře e 
zrzráánníí blokovaných bunblokovaných buněěk. Existujk. Existujíí in vitroin vitro modelymodely, kde je mo, kde je možžno pomocno pomocíí retinovretinovéé
kyseliny, DMSO nebo vit D3 pkyseliny, DMSO nebo vit D3 přřííp. Gp. G--CSF, GMCSF, GM--CSF. AvCSF. Avššak v praxi u pacientak v praxi u pacientůů
nepnepřřininášášejejíí žžáádoucdoucíí výsledky.výsledky.
Kyselina Kyselina allall--trans trans retinovretinováá (ATRA(ATRA) je nyn) je nyníí efektivnefektivníím lm léékem pkem přři li lééččbběě akutnakutníí
promyelocytpromyelocytáárnrníí leukleukéémie. Na MDS mmie. Na MDS máá vvššak malý ak malý úúččinek (genetický dinek (genetický důůvod vod -- absence absence 
translokace 15,17 dtranslokace 15,17 důůleležžititéé pravdpravděěpp. pro klinický . pro klinický úúččinek ATRA).inek ATRA).
RekombinantnRekombinantníí rrůůst. faktory jako GMst. faktory jako GM--CSF a ILCSF a IL--3 jsou u MDS pacient3 jsou u MDS pacientůů úúspspěěššnněě
vyuvyužžíívváány ke zvýny ke zvýššeneníí popoččtu cirkulujtu cirkulujííccíích bch bíílých krvinek a destilých krvinek a destičček. ek. 



ChemoprevenceChemoprevence a chemoterapiea chemoterapie



DDĚĚDIDIČČNOST NNOST NÁÁDOROVÝCH ONEMOCNDOROVÝCH ONEMOCNĚĚNNÍÍ

Genetika, mutace specifických genGenetika, mutace specifických genůů –– zvýzvýššenenáá nnááchylnost (chylnost (susceptibilitysusceptibility) ) 
k urk urččitým typitým typůům nm náádordorůů

Prevence Prevence –– „„familyfamily treestrees““, cytogenetick, cytogenetickéé amalýzyamalýzy, enzymov, enzymovéé markerymarkery



Přírodní nebo syntetické látky, zasahující v ranných fázích karcinogeneze. Aktivují
detoxifikační enzymy, antioxidační účinky - laboratorní a epidemiologické studie
α-tokoferol, β-karoten , vitamin A a retinoidy - zelenina, ovoce
Dithiolthiony, sulforaphan - brokolice, květák, kapusta
Genistein - sója
Epigallocatechine gallate - zelený čaj
Curcumin - curry
Tamoxifen - antiestrogen - prevence u žen se zvýšeným rizikem vzniku nádoru prsu
Nesteroidní antiflogistika (NSAID) - aspirin, piroxicam, sulindac - prevence 
kolorektálních nádorů
Finasteride (blokuje přeměnu testosteronu na androgen) - prevence nádorů prostaty
DFMO - difluorometylornitin (blokuje aktivitu ornitin dekarboxylázy) - prevence 
různých typů nádorů

CHEMOPREVENCE



RepresentativeRepresentative membersmembers ofof fourfour classesclasses ofof newnew chemopreventivechemopreventive agentsagents, , 
whosewhose mechanismmechanism ofof actionaction isis knownknown



SixSix patternspatterns for for thethe cyclizationcyclization ofof squalenesqualene are are shownshown
herehere; ; numerousnumerous otherother variationsvariations existexist in in naturenature



OleanolicOleanolic andand ursolicursolic acidsacids

Oleanolic and ursolic acids, which have been used as chemopreventive agents, are 
both derived from squalene. Note that the two structures differ only in the location of
the two methyl groups in the E-ring.





Expozice  buněk velmi nízkými dávkami chemoterapeutik má minimální efekt na 
viabilitu nebo bun. cyklus díky dostatečným schopnostem reparačního systému opravit 
poškození.
Ve vyšších konc. v závislosti na přítomnosti nebo nepřítomnosti kontr. bodu v G1 
(souvisejícího s expresí p53) se vyskytují 2 typy odpovědi: 
► v případě funkčního kontr. bodu je bun. cyklus zastaven v G1 dokud nedojde 
k opravě poškození nebo dochází ke spuštění apoptózy při velkém rozsahu poškození
(po vysokých konc.) nebo neúspěšné reparaci.
► jestliže je kontr. bod nefunkční (např. při mutaci p53) buňky vstupují do S fáze, ale 
postup (DNA replikace) je suprimována podle konc. látky. 
- v případě buněk „primed“ k apoptóze, dojde k apoptóze rychle (3-6 h, „immediate
apoptosis“) u prahových hodnot konc., slabě nad těmi, které kompletně inhibují
progresi S fáze. 
- v případě non-primed buněk prodloužená suprese průchodu bun. cyklem (defective
progression) vede k růstové nerovnováze, sekundárním změnám, následnému 
nastartování a pozdní apoptóze. Tato apoptóza vykazuje často atypické vlastnosti, 
komlikované růstovou nerovnováhou a sekundárními změnami metabolismu. 
- při ještě vyšších konc. překračujících farmakologickou dávku dochází k nekróze.



NNáádorovdorovéé tktkáánněě majmajíí, analogicky jako norm, analogicky jako normáálnlníí tktkáánněě, , proliferujproliferujííccíí ččáást populace a st populace a 
ččáást populace st populace neproliferujneproliferujííccíí, kter, kteráá se sklse sklááddáá z klidových bunz klidových buněěk vk v G0G0 ffáázi nazývanzi nazývanéé
nněěkdy takkdy takéé populace kmenových populace kmenových neoplastickýchneoplastických bunbuněěk.k. Tyto buTyto buňňky je obtky je obtíížžnnéé znizniččit, it, 
protoprotožže jsou rezistentne jsou rezistentníí k k cytostatickcytostatickéémumu ppůůsobensobeníí zzáářřeneníí nebo chemoterapeutik. Urnebo chemoterapeutik. Urččitou itou 
dobu po ozdobu po ozáářřeneníí nebo chemicknebo chemickéém pm půůsobensobeníí vstupujvstupujíí znovu do cyklu a jsou znovu do cyklu a jsou zdrojem zdrojem 
obnovy nobnovy náádorovdorovéého rho růůstu. stu. 
OpakovanOpakovanáá cytostatickcytostatickáá terapie a kombinovanterapie a kombinovanáá terapieterapie (s vyu(s využžititíím humorm humoráálnlníích ch 
faktorfaktorůů, imunologickou indukc, imunologickou indukcíí, atd.) p, atd.) přředstavujedstavujíí hlavnhlavníí ppřříístupy jak dostat do cyklu i stupy jak dostat do cyklu i 
klidovklidovéé bubuňňky, a pak ky, a pak úúččinninněě inhibovat jejich rinhibovat jejich růůst. Klst. Klííččovou otovou otáázkou vzkou vššak zak zůůststáávváá volba volba 
nejvhodnnejvhodněějjšíšího ho ččasovasovéého intervalu mezi jednotlivými aplikacemi (matematickho intervalu mezi jednotlivými aplikacemi (matematickéé modely). modely). 
KlidovKlidovéé bubuňňky pky přřeežžíívajvajíí mnohem lmnohem léépe, protope, protožže be běěhem dlouhhem dlouhéého ho ččasovasovéého intervalu ho intervalu 
mezi mezi cytostatickýmcytostatickým ppůůsobensobeníím a DNA replikacm a DNA replikacíí a da děělenleníím chromosomm chromosomůů je poje pošškozený kozený 
genetický materigenetický materiáál reparovl reparováán.n.
Rychle rostoucRychle rostoucíí nnáádorydory jsou citlivjsou citlivéé na na cytostatickoucytostatickou terapii, frakce terapii, frakce neproliferujneproliferujííccííchch
bunbuněěk je malk je maláá, bu, buňňky majky majíí krkráátkou generatkou generaččnníí dobu. Opakovaným pdobu. Opakovaným půůsobensobeníím lze pm lze přřevevéést st 
G0 buG0 buňňky do cyklu a ky do cyklu a úúččinninněě inhibovat rinhibovat růůst (st (lymfomylymfomy, , seminomyseminomy, n, něěkterkteréé leukleukéémie).mie).
Pomalu rostoucPomalu rostoucíí nnáádorydory majmajíí ppřřechod bunechod buněěk z G0 zk z G0 záásobnsobníí populace populace řříízen negativnzen negativníí
zpzpěětnou vazbou. Tento mechanismus udrtnou vazbou. Tento mechanismus udržžuje vuje vžždy minimdy minimáálnlníí hladinu G0 bunhladinu G0 buněěk, ze k, ze 
kterých se populace vkterých se populace vžždy obnovuje. Tyto ndy obnovuje. Tyto náádory jsou rezistentndory jsou rezistentníí na na cytostatickoucytostatickou terapii terapii 
a je velka je velkáá pravdpravděěpodobnost vzniku rezistentnpodobnost vzniku rezistentníích klonch klonůů. Bu. Buňňky majky majíí dlouhou generadlouhou generaččnníí
dobu (karcinom tlustdobu (karcinom tlustéého stho střřeva, eva, žžaludku, plic, sarkomy).aludku, plic, sarkomy).



Generalized scheme illustrating the effects of increasing concentrations of DNA damaging antitumor
drugs, on cell cycle progression and apoposis. Exposure of cells to very low drug concentrations has 
generally no, or minimal, effect on their viability or cell cycle, most likely due to the fact that the rate of
DNA repair exceeds the rate of accumulation of the lesions. At higher drug concentrations, depending on 
the presence or absence of the G1 checkpoint (which is associated with expression of tumor seppressor
gene p53) two types of responses occur: a) In the presence of a functioning checkpoint, cell progression
through G1 is halted until the lesion is repaired. Alternatively, apoptosis is triggered when the damage is
extensive (high drug concentration) or repair unsuccessful. b) If the G1 checkpoimt is malfunctioning
(e.g., as in the case of of mutation of p53) the cells do enter S, but the rate of progression (rate of DNA 
replication) is suppressed proportionally to the drug concentration. In the case of cells „primed“ to 
apoptosis, apoptosis generally occurs very rapidly (3-6 h, „immediate apoptosis“) at the threshold drug
concentration, slightly above that which completely halts their progression through S [Del Bino et al., 
1991]. Cell priming to apoptosis may be associated with, among other factors, constitutive expression of
c-myc. In the case of „nonprimed cells,“ prolonged suppression of cell cycle progression by the drug
(„defective progression“) leads to growth imbalance, secondary changes, their subsequent „priming“
(developmet of effectors), and delayed apoptosis. Delayed apoptosis may often have atypical features, 
complicated by growth imbalance and secondary changes in cell metabolism [Kung et al., 1990]. Necrosis
is seen at still higher drug concentration, generally above its pharmacological level.
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VhodnVhodnáá strategie pro strategie pro úúspspěěššnou nnou náádorovou terapiidorovou terapii









Typy bunTypy buněčěčnnéé smrti po psmrti po půůsobensobeníí protinprotináádorovýchdorových terapeutikterapeutik



Mechanismy rezistence ke Mechanismy rezistence ke xenobiotikxenobiotikůůmm
rezistence mrezistence můžůže být de být důůsledkemsledkem
►► snsníížženenéé vnitrobunvnitrobuněčěčnnéé koncentrace lkoncentrace láátky dtky dííky zmky změěnněěnnéému pmu přřííjmu do nitra bujmu do nitra buňňky, ky, 
zvýzvýššenenéému vylumu vyluččovováánníí z buz buňňky nebo rozloky nebo rozložženeníí v buv buňňcece
►► zvýzvýššenenéé bunbuněčěčnnéé detoxifikacedetoxifikace ((inaktivaceinaktivace))
►► kvalitativnkvalitativníích nebo kvantitativnch nebo kvantitativníích zmch změěn bunn buněčěčnnéého cho cííle (enzymu)le (enzymu)
►► neschopnosti pneschopnosti přřememěňěňovat lovat láátku na aktivntku na aktivníí formuformu
►► zvýzvýššenenéé inaktivaceinaktivace lláátkytky
►► zvýzvýššenenéé reparace DNAreparace DNA
►► poruch vporuch v drahdraháách ch apoptapoptóózyzy
Mnoho tMnoho těěchto mechanismchto mechanismůů mmůžůže pe půůsobit sousobit souččasnasněě a jsou bua jsou buďď ppřřirozenirozeněě ppřříítomny v tomny v 
bubuňňce nebo vznikajce nebo vznikajíí de novo bde novo běěhem choroby a lhem choroby a lééččeneníí..
VyluVyluččovováánníí lláátky z butky z buňňky je spojeno s aktivitou specifických proteinky je spojeno s aktivitou specifických proteinůů nebo nebo 
proteinových komplexproteinových komplexůů uvnituvnitřř cytoplasmatickcytoplasmatickéé membrmembráány.ny.
MDR MDR -- ""multidrug resistance" k nmultidrug resistance" k náádorovdorovéé chemoterapiichemoterapii
spojenspojenéé se zvýse zvýššenou expresenou expresíí Pgp (P170) glykoproteinu Pgp (P170) glykoproteinu -- membrmembráánovnováá adenosin adenosin 
trifosfattrifosfatááza (ATPza (ATPááza) se za) se šširokou specifitou. Transportuje endogennirokou specifitou. Transportuje endogenníí substance substance 
(toxiny, metabolity, odpad, hormony atd.).(toxiny, metabolity, odpad, hormony atd.).
FarmakologickFarmakologickáá funkce spofunkce spoččíívváá v protekci proti cytotoxickým lv protekci proti cytotoxickým láátktkáám.m.
Mechanismus MDR je poslednMechanismus MDR je posledníích 10 let intenzch 10 let intenzíívnvněě studovstudováán. Byl izolovn. Byl izolováán lidský n lidský 
gen MDR1 na chromosomu 7. gen MDR1 na chromosomu 7. Tento gen kTento gen kóóduje Pgp a jeho exprese je spojena s duje Pgp a jeho exprese je spojena s 
MDR fenotypem.MDR fenotypem.
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BunBuněčěčnnáá detoxifikacedetoxifikace
ZZáákladnkladníí roli v rezistenci nroli v rezistenci náádorových bundorových buněěk k rk k růůzným cytotoxickým lzným cytotoxickým láátktkáám hraje m hraje 
glutation (GSH)glutation (GSH) -- vnitrobunvnitrobuněčěčný tripeptid obsahujný tripeptid obsahujííccíí cystein a pcystein a přříítomný v savtomný v savččíích ch 
bubuňňkkáách ve vysokých koncentracch ve vysokých koncentracíích. Zvých. Zvýššenenáá konjugace s GSH je hlavnkonjugace s GSH je hlavníím m 
mechanismem vývoje rezistence.mechanismem vývoje rezistence.
GlutationGlutation--SS--tranfertranferáázyzy (GST)(GST) -- ččtytyřři zni znáámméé izoenzymy izoenzymy -- jsou hlavnjsou hlavníí skupinou skupinou 
detoxifikadetoxifikaččnníích enzymch enzymůů. Proto. Protožže katalyzuje katalyzujíí konjugaci s GSH, je hladina jejich exprese konjugaci s GSH, je hladina jejich exprese 
hlavnhlavníím faktorem urm faktorem urččujujííccíím senzitivitu bunm senzitivitu buněěk.k.
GSH i GST mohou zpGSH i GST mohou způůsobovat rezistenci i jinými mechanismy nesobovat rezistenci i jinými mechanismy nežž konjugackonjugacíí, nap, napřř. . 
GSH mGSH můžůže modulovat reparae modulovat reparaččnníí funkce DNA a tak kontrolovat rezistenci napfunkce DNA a tak kontrolovat rezistenci napřř. k . k 
cisplatincisplatiněě..
VyuVyužžititíí inhibitorinhibitorůů GSH GSH -- indometacin, piriprostindometacin, piriprost
Rezistence k chemoterapii zprostRezistence k chemoterapii zprostřředkovanedkovanáá zmzměěnami bunnami buněčěčnnéého cho cíílele
ZmZměěny topoizomerny topoizomeráázyzy -- topoiz. II je ztopoiz. II je záásadnsadníí pro replikaci DNA pro replikaci DNA -- ccííl interkalal interkalaččnníích lch láátek tek 
jako je adriamycin, actinomycin D nebo neinterkalajako je adriamycin, actinomycin D nebo neinterkalaččnníích lch láátek jako jsou etoposide nebo tek jako jsou etoposide nebo 
teniposide.teniposide.
Rezistence mRezistence můžůže být zpe být způůsobena zmsobena změěnou hladiny topoiz. II nebo expresnou hladiny topoiz. II nebo expresíí mutovanmutovanéého ho 
enzymu.enzymu.
ZmZměěny DHFR (dihydrofolny DHFR (dihydrofoláátredukttreduktáázyzy)) -- ccííl antifoll antifoláátových ltových láátek tek -- metotrexmetotrexáát. Zvýt. Zvýššenenáá
hladina DHFR  je phladina DHFR  je přřííččinou rezistence.inou rezistence.
ZmZměěny tymidilny tymidiláát syntt syntáázyzy -- ccííl 5l 5--fluorouracilu. Dva mechanismy rezistence fluorouracilu. Dva mechanismy rezistence -- zmzměěny ny 
afinity TS k lafinity TS k léékkůům dm dííky substituci jednky substituci jednéé aminokyseliny nebo zvýaminokyseliny nebo zvýššenenáá TS aktivita.TS aktivita.



ZvýZvýššenenéé reparareparaččnníí funkce DNAfunkce DNA
DNA je cDNA je cíílem rlem růůzných cytotoxických lzných cytotoxických láátek. Ptek. Přříímou nebo nepmou nebo nepřříímou vazbou k DNA mou vazbou k DNA 
zpzpůůsobujsobujíí tyto ltyto láátky zmtky změěny v DNA a genomovny v DNA a genomovéé poruchy vedoucporuchy vedoucíí k bunk buněčěčnnéé smrti.smrti.
JednoduchJednoducháá alkylaalkylaččnníí ččinidlainidla se kovalentnse kovalentněě vváážžíí k DNA k DNA -- vnitrovnitro-- i mezii meziřřetetěězcovzcovéé
vazby. vazby. 
DerivDerivááty kovty kovůů jako je cisplatinajako je cisplatina tvotvořříí taktakéé podobnpodobnéé vazby. Cisplatina obecnvazby. Cisplatina obecněě poruporuššuje uje 
DNA indukcDNA indukcíí vnitrovnitrořřetetěězcových vazeb mezi N7 atomy dvou sousednzcových vazeb mezi N7 atomy dvou sousedníích guaninch guaninůů a v a v 
menmenšíší mmíířře indukce indukcíí mezimeziřřetetěězcových vazen a monoaduktzcových vazen a monoaduktůů. . 
DalDalšíší cytotoxickcytotoxickéé lláátky jsou schopny nekovalentntky jsou schopny nekovalentněě se vmezese vmezeřřovat do DNA. Aovat do DNA. Aččkoliv koliv 
vvššechny tyto interakce s DNA jsou potenciechny tyto interakce s DNA jsou potenciáálnlněě letletáálnlníí, rozsah bun, rozsah buněčěčnnéé smrti je smrti je 
ovlivovlivňňovováán rozdn rozdííly v rozsahu reparace. ly v rozsahu reparace. 
Existuje inverznExistuje inverzníí vztah mezi bunvztah mezi buněčěčnou reparacnou reparacíí a cytotoxickou senzitivitou.a cytotoxickou senzitivitou.
ReparaReparaččnníí procesy DNA jsou velmi komplexnprocesy DNA jsou velmi komplexníí a za záávisvisíí na typu pona typu pošškozenkozeníí. Jejich . Jejich 
regulace se regulace se úúččastnastníí na 200 rna 200 růůzných genzných genůů. Maj. Majíí velký význam pro nvelký význam pro náádorovou dorovou 
chemoterapii, protochemoterapii, protožže jsou zahrnuty v rezistenci k velke jsou zahrnuty v rezistenci k velkéému pomu poččtu cytotoxických ltu cytotoxických láátek, tek, 
zejmzejmééna tna těěch, kterch, kteréé nejsou ovlivnnejsou ovlivněěny MDR fenotypem.ny MDR fenotypem.



TTřřii hlavnhlavníí typy reparace DNA:typy reparace DNA:
Reverze poReverze pošškozenkozeníí -- nejjednodunejjednoduššíšší biochemický pochod obnovujbiochemický pochod obnovujííccíí integritu DNA. O6 integritu DNA. O6 --
alkylguanin DNA alkyltransferalkylguanin DNA alkyltransferááza pza přřispispíívváá hlavnhlavníím dm díílem k rezistenci k alkylalem k rezistenci k alkylaččnníím m 
ččinidlinidlůům m -- inhibice enzymu významninhibice enzymu významněě zesiluje cytotoxickzesiluje cytotoxickéé úúččinky linky láátek. Bohutek. Bohužžel, tento el, tento 
zzáásah msah můžůže na druhe na druhéé stranstraněě indukovat nindukovat náádory, protodory, protožže tento enzym zabrae tento enzym zabraňňuje uje 
karcinogennkarcinogenníím m úúččinkinkůům m řřady molekul.ady molekul.
Excise poExcise poššlozenlozeníí specifickými glykosylspecifickými glykosyláázami po specifickzami po specifickéém pom pošškozenkozeníí bazbazíí s s 
nnáásledným vysledným vyřřííznutznutíím DNA a doplnm DNA a doplněěnníím pomocm pomocíí polymerpolymerááz a ligz a ligááz. Exprese tz. Exprese těěchto chto 
enzymenzymůů je u rezistentnje u rezistentníích bunch buněěk pozitivnk pozitivněě regulovregulováána.na.
PostreplikaPostreplikaččnníí reparacereparace umoumožňžňuje nuje náápravu vpravu váážžných poných pošškozenkozeníí DNA. JestliDNA. Jestližže nejsou  e nejsou  
ppřřed replikaced replikacíí opraveny, zpopraveny, způůsobujsobujíí tato potato pošškozenkozeníí replikareplikaččnníí blok. Bublok. Buňňky obnovujky obnovujíí
syntsyntéézu DNA  v jinzu DNA  v jinéém replikam replikaččnníím bodm boděě. . 
VyuVyužžititíí inhibitorinhibitorůů reparace DNA mreparace DNA můžůže zlepe zlepššit terapii. Inhibice specifických enzymit terapii. Inhibice specifických enzymůů
jako je DNA polymerjako je DNA polymerááza nebo topoizomerza nebo topoizomerááza II.za II.

K K úúspspěěššnosti chemoterapie pnosti chemoterapie přřispispíívváá řřada faktorada faktorůů. Jsou to . Jsou to farmakologickfarmakologickéé faktoryfaktory, kter, kteréé
zabrazabraňňujujíí adekvadekváátntníí expozici lexpozici láátkou v mtkou v mííststěě ppůůsobensobeníí: : 
zpzpůůsob podsob podáávváánníí llééku ku -- koncentrace a doba a dkoncentrace a doba a dáále morfologickle morfologickéé podmpodmíínky nky --
absorpce, metabolismus, vaskularita a okysliabsorpce, metabolismus, vaskularita a okysliččovováánníí tktkáánněě..
KromKroměě ttěěchto faktorchto faktorůů, kter, kteréé mohou být ovlivnmohou být ovlivněěny pny přřizpizpůůsobensobeníím rem režžimu, existujimu, existujíí rrůůznznéé
bunbuněčěčnnéé mechanismy odpovmechanismy odpověědndnéé za nza níízkou zkou čči vysokou hladinu rezistence.i vysokou hladinu rezistence.





Některé parametry lékové rezistence



Determinanty dodání léku do cílového místa



Determinanty pDeterminanty půůsobensobeníí llééku v cku v cíílovlovéém mm mííststěě



NeonkogennNeonkogenníí a a onkogennonkogenníí lléékovkováá rezistencerezistence



DvDvěě cesty pcesty přřekonekonáánníí onkogennonkogenníí rezistencerezistence



Antiangiogenní terapie



CykloterapieCykloterapie



LiposomesLiposomes andand gene gene therapytherapy



VyuVyužžititíí LAK (LAK (lymphokinelymphokine--activatedactivated killerkiller )bun)buněěk v k v protinprotináádorovdorovéé terapiiterapii



TILTIL‘‘S (tumorS (tumor--infiltratinginfiltrating lymphocyteslymphocytes) vy) vyžžadujadujíí vvííc nec nežž mměěssííc pc přříípravy ppravy přřed aplikaced aplikacíí
pacientpacientůůmm



p53 je 53p53 je 53--kD jaderný fosfoprotein (393 aminokyselin) kD jaderný fosfoprotein (393 aminokyselin) -- funguje jako funguje jako transkriptranskripččnníí faktorfaktor
produkt 20produkt 20--kb genu lokalizovankb genu lokalizovanéého na krho na kráátktkéém rameni lidskm rameni lidskéého chromosomu 17 ho chromosomu 17 -- nnáádorovdorověě

supresorový gensupresorový gen

HlavnHlavníí fyziologickfyziologickéé funkce:funkce:
►► regulace regulace bun. cyklu vbun. cyklu v kontrolnkontrolníích bodech G1/S a G2/Mch bodech G1/S a G2/M
►► indukce indukce apoptapoptóózyzy
►► stabilizace stabilizace genomugenomu
p53 kontroluje odpovp53 kontroluje odpověďěď bunbuněěk na genotoxický stres indukovaný rk na genotoxický stres indukovaný růůznými podnznými podněěty.ty.
OvlivOvlivňňuje ruje růůst a st a viabilitu pviabilitu přřes transkripes transkripččnníí aktivaci nebo represi aktivaci nebo represi řřady genady genůů -- p21 (zp21 (záástavastava
rrůůstu), stu), gaddgadd--45 (reparace DNA), bax, bcl45 (reparace DNA), bax, bcl--2, bcl2, bcl--x, cd95 (apoptx, cd95 (apoptóóza), mdm2 (zpza), mdm2 (zpěětnovazebntnovazebnáá
regulace aktivity p53).regulace aktivity p53).
Asi 60 % nAsi 60 % náádordorůů obsahuje mutovaný typ p53obsahuje mutovaný typ p53 -- zvýzvýššenenáá stabilita, neaktivnstabilita, neaktivníí

ZtrZtrááta divokta divokéého typu (ho typu (wildwild--type) aktivity p53 je hlavntype) aktivity p53 je hlavníím prediktorem m prediktorem absence odpovabsence odpověědi nadi na
radioterapii a chemoterapii u rradioterapii a chemoterapii u růůzných typzných typůů nnáádordorůů..

Úloha p53 v predikci odpovědi k chemoterapii



p53 zvyp53 zvyššuje chemosenzitivitu podporou apoptuje chemosenzitivitu podporou apoptóózyzy na transkripci na transkripci 
neznezáávislými nebo zvislými nebo záávislými mechanismy vislými mechanismy -- aktivuje transkripci aktivuje transkripci 
proapotických genproapotických genůů bax nebo suprimuje transkripcibax nebo suprimuje transkripci
antiapoptických genantiapoptických genůů bclbcl--2. 2. 
Indukce smrti pIndukce smrti přřes CD95(es CD95(Fas, FasL) ligandový systFas, FasL) ligandový systéém mm můžůže take takéé
zahrnovat cesty kontrolovanzahrnovat cesty kontrolovanéé p53. p53. 
p53 mp53 můžůže snie snižžovat ovat chemosenzitivitu podporouchemosenzitivitu podporou
a)a) zzáástavy rstavy růůstu zstu záávislou nebo nezvislou nebo nezáávislou na p21, vislou na p21, 
b)b) reparace DNA a diferenciace,reparace DNA a diferenciace,
c)c) zvyzvyššovováánníím transkripce m transkripce antiapoptických genantiapoptických genůů jako je bcljako je bcl--x.x.
Ukazuje se, Ukazuje se, žže e úúččinky zminky změěnněěnnéého statusu p53 na chemosenzitivitu ho statusu p53 na chemosenzitivitu 
zzáávisejvisejíí na bunna buněčěčnnéém kontextum kontextu. Porucha funkce p53 u norm. Porucha funkce p53 u normáálnlníích ch 
bunbuněěk mk můžůže spe spíšíše zvye zvyššovat neovat nežž snisnižžovat ovat chemosenzitivitu. chemosenzitivitu. 
TransformovanTransformovanéé bubuňňky, kterky, kteréé majmajíí wildwild--type p53 majtype p53 majíí tendenci tendenci 
ststáát se rezistentnt se rezistentníími.mi.



Účinky ionizujícího záření na normální (A) a
nádorové buňky (B)



p53 proteinp53 protein



SrovnSrovnáávacvacíí genomovgenomováá hybridizace a expresnhybridizace a expresníí microarraymicroarray analýzaanalýza
ZZáákladnkladníí komponenta je fluorescenkomponenta je fluorescenččnníí pompoměěrnrnáá hybridizacehybridizace

In these processes, two nucleic acid samples to be compared are 
differentially labeled with reagents that fluoresce at different
wavelengths. They are then hybridized along with excess, unlabeled
repeat rich DNA, to the representation of the genome onto which
information is to be mapped. In CGH, the representation may be either
metaphase chromosomes or arrays of cloned probes. In expression
microarray analysis, the representation may be arrays of cDNA clones or
oligonucleotides.



Fluorescenční mikrofotografie z výsledků CGH analýzy lidské línie z nádoru 
prsu MCF7

CF7 DNA was labeled
green and normal
reference DNA was
labeled red. The
chromosomes were
counterstained with
DAPI. Thus, regions of
weak hybridization
appear blue, regions of
increased copy number
appear green and
regions of decreased
copy number appear
red.



CGH analýza pokroCGH analýza pokroččililéého nho náádoru prsudoru prsu

The data are arranged along the x-axis with chromosome 20pter to 
the left and chromosome 22qter to the right. The green:red CGH 
ratio is plotted along the y-axis. The gray band indicates the region 
of normal variability. Thus, values above the band show significant
increases in copy number and values below the band show 
significant decreases in copy number.



ProliferaProliferaččnníí aktivita a naktivita a náádorový rdorový růůstst

RRůůst vyjadst vyjadřřuje celkovuje celkovéé zvýzvýššeneníí popoččtu buntu buněěk jako výsledek nk jako výsledek náárrůůstu bunstu buněěk proliferak proliferaččnníí
aktivitou a ztraktivitou a ztrááty bunty buněěk k apoptapoptóózou nebo nekrzou nebo nekróózou.zou.

ProliferaProliferaččnníí aktivita je výsledkem praktivita je výsledkem průůchodu bunchodu buněěk bun. cyklem. Mechanismus k bun. cyklem. Mechanismus 
odpovodpověědný za proliferadný za proliferaččnníí aktivitu (P) je rychlost bunaktivitu (P) je rychlost buněčěčnnéého cyklu, kterho cyklu, kteráá je je 
vv inverzninverzníím vztahu ke generam vztahu ke generaččnníí dobdoběě (T) na jedn(T) na jednéé stranstraněě a na druha na druhéé stranstraněě je ve je ve 
vztahu kvztahu k podpodíílu bunlu buněěk vstupujk vstupujííccíích do cyklu ch do cyklu -- rrůůstovstováá frakce (G).frakce (G).

MatematickMatematickéé vyjvyjááddřřeneníí vztahu je P = G/Tvztahu je P = G/T
VysokVysokáá proliferaproliferaččnníí aktivita je tak daktivita je tak důůsledkem busledkem buďď velkvelkéé rrůůstovstovéé frakce nebo krfrakce nebo kráátktkéé

gener. doby nebo obojgener. doby nebo obojíího.ho.
ČČas zdvojenas zdvojeníí (Td doubling time) n(Td doubling time) náádorudoru (bez ztr(bez ztrááty bunty buněěk) je definovk) je definováán jakon jako
Td = T (log 2/log (G+1)Td = T (log 2/log (G+1)
KrKráátký tký ččas zdvojenas zdvojeníí je tedy výsledkem buje tedy výsledkem buďď krkráátktkéého bun. cyklu nebo vysokho bun. cyklu nebo vysokéé rrůůstovstovéé

frakce nebo obojfrakce nebo obojíího.ho.

PREDIKTIVNPREDIKTIVNÍÍ MARKERYMARKERY



PROLIFERAČNÍ MARKERY
techniky inkorporace značených analogů nukleotidů do DNA
3H tymidin (autoradiografie) nebo bromdeoxyuridin (BrdU, imunohistochemie)
markery buněk v S-fázi bun. cyklu, tj. syntetizujících DNA.
Nevýhody: omezené použití in vivo, radioaktivita, dlouhé časy pro vyhodnocení, subjektivní
kriteria
mitotický index (MI) - nejstarší metoda vyhodnocování proliferace - mikroskopické počítání
mitotických figur na preparátech, do budoucna - markery pro FCM.
Mitózy však představují jen část proliferujících buněk a délka mitózy je variabilní zejména u 
aneuploidních nádorů.
MI jen částečně koreluje s dalšími markery proliferace
procento buněk v S-fázi
flow cytometrie - fluorescenční barvení DNA - měření fluorescence v suspenzi buněk
image (static) cytometry - absorpční barvení (Feulgenova reakce) - měření buněk na sklíčku
Histogramy vyjadřující obsah DNA - vyhodnocování % buněk v jednotlivých fázích bun. 
cyklu - počítačové programy
SPF - S-phase fraction - celkem koreluje s dalšími markery (např. MI nebo Ki67)
imunohistochemické stanovení antigenů spojených s proliferací



PCNA PCNA -- proliferating cell nuclear antigenproliferating cell nuclear antigen -- zvýzvýššenenáá exprese u proliferujexprese u proliferujííccíích bunch buněěk k --
koreluje skoreluje s ostatnostatníími markery, ale ne vmi markery, ale ne vžždy. Nepdy. Nepřříílilišš vhodný u nvhodný u náádordorůů, zvý, zvýššený i pený i přři i 
reparaci DNA.reparaci DNA.
Ki67Ki67 -- kkóódovaný genem na chrom. 10 je exprimovdovaný genem na chrom. 10 je exprimováán vn v G1, SG1, S a G2 fa G2 fáázi u proliferujzi u proliferujííccíích ch 
bunbuněěk k -- ččáástesteččnněě koreluje skoreluje s daldalšíšími markery.mi markery.
DNA topoizomerDNA topoizomerááza IIza II -- exprese se rychle zvyexprese se rychle zvyššuje puje přři pi přřechodu Sechodu S a G2 a snia G2 a snižžuje se na uje se na 
konci mitkonci mitóózy.zy.
OrganizOrganizáátory jadtory jadéérka (NORs)rka (NORs) -- segmenty DNA spojensegmenty DNA spojenéé ss jadjadéérky, kterrky, kteréé obsahujobsahujíí geny geny 
kkóódujdujííccíí ribozomribozomáálnlníí DNA. DNA. PPřřispispíívajvajíí kk regulaci syntregulaci syntéézy proteinzy proteinůů. Jsou vizualizov. Jsou vizualizováány ny 
barvenbarveníím stm střřííbrem brem -- metoda AgNOR. Koreluje smetoda AgNOR. Koreluje s SPF, Ki67 a MISPF, Ki67 a MI

MARKERY BUNMARKERY BUNĚČĚČNNÉÉ SMRTISMRTI
AI AI -- apoptický indexapoptický index
Metody detekce apoptMetody detekce apoptóózy: morfologickzy: morfologickéé hodnocenhodnoceníí -- svsvěětelntelnáá a fluorescena fluorescenččnníí
mikroskopie,mikroskopie,
flow cytometrieflow cytometrie (subdiploidn(subdiploidníí ppíík bun. cyklu, annexin V, TUNEL)k bun. cyklu, annexin V, TUNEL)



DalDalšíší markery:markery:
Molekuly na bunMolekuly na buněčěčnnéém povrchu:m povrchu:
proliferace: CD71 proliferace: CD71 -- receptor pro transferin, receptory pro specifickreceptor pro transferin, receptory pro specifickéé rrůůstovstovéé faktoryfaktory
apoptapoptóóza: CD95 (Fas)za: CD95 (Fas)
ZmZměěny protoonkogenny protoonkogenůů a na náádorovdorověě supresorových gensupresorových genůů -- fosforylace RB proteinu, p53 fosforylace RB proteinu, p53 
(wild type, mutace), antiapoptický bcl(wild type, mutace), antiapoptický bcl--2 a proapotický bax2 a proapotický bax
ZmZměěny cytoskeletonuny cytoskeletonu
Markery neproliferujMarkery neproliferujííccíích a klidových bunch a klidových buněěkk: statin : statin 

DDůůleležžititéé::
►► OtOtáázka interpretace a klinickzka interpretace a klinickéé vyuvyužžitelnosti jednotlivých itelnosti jednotlivých markermarkerůů
►► Standardizace metod a hodnocenStandardizace metod a hodnoceníí mezi laboratomezi laboratořřemiemi
►► Problematika heterogenity nProblematika heterogenity náádordorůů
►► StatickStatickéé vs. dynamickvs. dynamickéé stanovenstanoveníí parametrparametrůů, , ččasový rozvojasový rozvoj
►► Exprese a zmExprese a změěny rny růůzných zných onkogenonkogenůů mohou podmimohou podmiňňovat tovat tééžž citlivost ncitlivost náádorových bundorových buněěk k 
kk chemochemo-- a radioterapii a radioterapii 
►► PostiPostižženeníí vzvzáájemných vztahjemných vztahůů jednotlivých jednotlivých markermarkerůů
►► Predikce odpovPredikce odpověěddíí na lna lééččbubu
VyuVyužžititíí multivariamultivariaččnníích analýz pro predikcech analýz pro predikce -- analýza zanalýza záákladnkladníích (principal) component a ch (principal) component a 
diskriminadiskriminaččnníí analýza.analýza.
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