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Perspektivni sméry protinadorové chemoterapie

V druhé poloviné minulého stoleti se chemoterapie piifadila k chirurgickym zasahlim a radioterapii
jako jeden ze zakladnich zptisobii 1é¢by rakoviny. Byly objeveny nové u¢inné protinadorové léky a
byly nalezeny zptsoby, jak tyto l€ky nejlépe aplikovat a jak potlacit jejich nezadouci toxicitu. Pies
nesporné uspéchy klasické chemoterapie se vSak od 90. let minulého stoleti dostava stale vice do po-
predi jeji omezeni.

Pocet novych cytostatik s osvédéenymi mechanismy G¢inku sice nadale roste, do terapeutické praxe se jich vSak dostava
stale méné. K prekonani omezeni dosavadni chemoterapie je tieba zvysit selektivitu a i¢innost protinadorovych 1éciv.

Prekonavani rezistence nadorovych bunék

Jednim z hlavnich problémt dosavadni chemoterapie je vznik rezistence nadorovych bunék vici
pouzivanym cytostatikim. Pfi¢in rezistence je vice, jednou je nadmérnd exprese glykoproteinu P (P-
gp), ktery transportuje 1é¢iva ven z bunky i proti koncentraénimu gradientu. P-gp pfitom nepusobi
specificky, ale mtize Cerpat ven z buiiky rlizné cytostatika s odliSnou strukturou a mechanismem ucin-
ku. Vysledkem jeho ptisobenti je tzv. ,,mnohocetna* rezistence (multidrug resistance, MDR), kdy pie-
stava byt ucinnd 1écba hned nékolika cytostatiky.

Prekonat rezistenci bakterii viici antibiotikiim typu penicilind a cefalosporinti se do zna¢né miry dafi sou¢asnym podavanim
antibiotika a inhibitoru B-laktamasy, enzymu, ktery antibiotika inaktivuje $§tépenim B-laktamového kruhu. Podobné pokusy o
prekonani rezistence nadorovych bun¢k vici cytostatikiim inhibici P-gp pitinasely vSak v minulosti spise zklamani. Vyvoj
inhibitord P-gp byl zahdjen, kdyz se ukazalo, Ze ncktera 1é¢iva, napt. cyklicky oligopeptid cyklosporin A (pouzivany pii
transplantacich k pfekonani odmitani transplantovaného orgénu prijemcem) nebo verapamil (blokator vapnikového kanalu
pouzivany k 1éCeni onemocnéni srdce) mohou aktivni transport cytostatik ven zbunky brzdit. Jejich SirSimu vyuziti
v protinadorové 1é¢bé vsak branily jejich vlastni G¢inky. Inhibitory P-gp druhé generace, jako PSC-833 (analog cyklospori-
nu) nebo birikodar, byly v tomto sméru vhodnéjsi. Jejich aplikaci ale brzdily nevyhodné farmakokinetické vlastnosti, ovliv-
néni metabolismu cytostatik prostfednictvim interakei s cytochromem P450 3A4 a mala specificita — inhibitory blokovaly i
dal§i transportni proteiny. Uspéch by viak mohly piinést inhibitory P-gp tieti generace (tarakvidar, zosukvidar, lanikvidar,
elakvidar a dalsi), které se v soucasné dob¢ klinicky zkousi v kombinaci s nékterymi cytostatiky
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Cilena terapie

Zéakladni charakteristikou nadort je rychly rist a nekontrolované mnoZeni jejich bunék. Dosavadni
protinadorové 1éky byly nazvany cytostatiky, protoze rist a mnozeni bun¢k potlacovaly. Hlavné sice
pusobily na rychle rostouci nadorové buiiky, av§ak do jisté miry branily ristu a mnozeni i pomaleji
rostoucich tkanovych buné¢k. Z toho vyplyvaly jejich nezadouci vedlejsi ucinky. Vyzkum novych pro-
tinddorovych 1é¢iv se proto zaméfil na hledani moznosti selektivnéjsiho zasahu zacileného pouze
na nadorové bunky. Zvysovat selektivitu protinadorové 1é¢by umoznil zejména prudky rozvoj pozna-
ni pfi¢in vzniku nadort zaloZeny na poznatcich molekularni biologie a genetiky. Zrodil se pojem cile-
né terapie (targeted therapy), ktery se stal nejen frekventovanym pojmem v pracich o novych protina-
dorovych lécivech, ale také Gi€innym ndstrojem propagace novych, obvykle velmi drahych, 1é¢iv. Pro
cilenou terapii mohou byt vyuzivany riizné nizkomolekularni latky, ve stale rostouci mite se vSak pfi-
tom uplatiuji rizné biopolymery. Nekdy se proto hovoii o tzv. biologické terapii nddorovych one-
mocnéni, kterd n¢kdy je povazovana za bezpecny protiklad chemoterapie. Obecné plati, ze ptinosy
cilené nebo biologické terapie pro protinddorovou 1écbu jsou velké, ani na tuto skupinu 1é¢iv vSak ne-
lze nahlizet zcela nekriticky.
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Nova ,,cilena” nebo ,,biologicka™ 1éCiva (,,biofarmaka®) jsou sice podstatné selektivnéjsi nez klasicka cytostatika, zcela
selektivni v§ak nejsou a stale maji fadu nezadoucich vedlejsich Gi€¢inkti. Vaznym problémem je zejména moznost poskozeni
funkce srdce a cévniho systému, coz se napf. ukazuje u inhibitord angiogenese. Jina cilena 1é¢iva narusuji svymi vedlejSimi
ucinky ¢innost jater a vyvolavaji poruchy v zazivacim traktu, svédéni a dalsi nezadouci kozni projevy, v nékterych piipa-
dech 1é¢by protilatkami, které nejsou zcela lidské (,,humanizované), miize dochazet k nezadoucim imunitnim reakcim.
Vysoce selektivni by mohla byt genova terapie zalozena na nahradé poskozenych tumosupresorovych gent za geny plné
funk¢ni, pritom vsak problémem miize byt pouzivani virovych vektorl pro vneseni genu do bunck.

Borova neutronova zachytova terapie

Jednim ze zplisobu selektivni terapie nadorovych onemocnéni je tzv. borova neutronova zachytova
terapie (boron neutron capture therapy, BNCT).

Tento zpuisob terapie se pouziva pii 16¢be glioblastomu multiforme, agresivniho nadoru mozku se $patnou progndzou, zkou-
§i se v terapii zhoubného melanomu a nadori jater. K 1écbé glioblastomu byl k dispozici jen chirurgicky zakrok nebo radio-
terapie. Tyto zasahy byly vSak spojeny s velkym rizikem a Sance na vyléceni jen mala.. Nadorové bunky glioblastomu jsou
schopné kumulovat slougeniny boru. Kdyz se pacientovi aplikuje slouenina obsahujici izotop '°B, jako je 4-boronofenyl-
alanin nebo sodna siill merkaptododekaboratu a pak se nador ozaii filtrovanym svazkem neutronti z reaktoru, zachyti atomy
boru neutrony. Piitom vznikne izotop ''B, ktery se rozpada za vyzafeni Gastice o na lithium. Céstice o m4 jen velmi maly
dolet, ale vysokou energii. Poskodi proto jen ty buiiky, v nichZ je obsazena sloucenina boru. Diky tradici vyzkumu a vyroby
slou¢enin boru v Ustavu anorganické chemie AV CR v Rezi patii CR mezi nékolik méalo zemi na svété, kde tato metoda
mize byt aplikovana. Komercializaci vysledkti UACh AV CR se zabyva eska firma Katchem, ktera se stala prednim své-
tovym dodavatelem sloucenin boru pro BNCT. Pfednosti borové neutronové zachytové terapie je pomémé kratka doba
léceni — cela terapie vyzaduje jen 3 dny hospitalizace a jedno 30minutové ozafeni, zatimco konvencni radioterapie az 30
ozateni a pobyt v nemocnici trvajici asi 5 tydnl. Po 1é¢bé pieziva po 5 letech od 1é¢by 58% pacienttl, zatimco u pacientti
lécenych jinym zptisobem to bylo pouze 1%. Nevyhodou vsak je omezend dostupnost zdroje neutront — vhodného reaktoru.

Antiangiogenni terapie

Vyznamnou skupinu cilenych 1éCiv predstavuji antiagiogenni latky, které blokuji vznik novych cév
zasobujicich nadory krvi. Inhibitory angiogenese nador neeliminuji, ale zamezi, aby byl vyzivovan.
Nador se pak zmenSuje a mtize byt snaze likvidovan bud’ samotnym imunitnim systémem organismu
nebo chemoterapii, popf. radioterapii. Casto se proto pouZivaji v kombinaci.

Vyhodou antiangiogennich 1€¢iv je, ze efektivni terapie zacilena na cévy v nadoru mize byt jednotna u riznych druhti rako-
viny, protoze vSechny cévy vyzivujici nadory jsou v podstaté stejné u vSech typd solidnich nadort. Dalsi vyhodou je, Ze
podat Ié¢ivo do cév je podstatné snazsi, nez zajistit, aby proniklo do nadorovych bunc¢k. Antiangiogenni léciva by také ne-
meéla byt pri¢inou vzniku rezistence nadorovych bunék, ktera ¢asto vede k netispéchu 1é¢by konvenénimi cytostatiky.

Na druhé¢ strané mohou antiangiogenni latky blokovat vznik novych cév tam, kde to je Zadouci. Jejich
podani je proto vylouceno v téhotenstvi pfi ristu embrya. V dospélém organismu mohou inhibitory
angiogenese blokovat hojeni ran. Pro 1écbu nékterych cévnich problémt jsou dokonce vyvijeny nékte-
ré angiogenni latky, které naopak vznik novych cév podporuji.

Prirozené regulatory angiogenese byly izolovany z krevnich desti¢ek a chrupavek. Nejvétsi pozornost vzbudily proteiny
angiostatin a endostatin, po jejichz kombinovaném podani do§lo u mysi k vymizeni i pom&mé velkych nadort. Klinické
zkousky u lidi vSak zatim tyto vysledky nepotvrdily. Pfirozené antiangiogenni latky mély obsahovat extrakty zraloCich
chrupavek. Vysledky jejich klinickych zkousek u pacientl s pokro¢ilym nadorovym onemocnénim plic, prostaty a prsu
nereagujicim na ptedchozi chemo- nebo radioterapii vSak nebyly uspokojivé. Z praktického hlediska bylo vyznamné zjiste-
ni, antiangiogenni u€inky ma cela fada nizkomolekularnich latek. Patii mezi né plishovy metabolit fumagilin a jeho polo-
synteticky derivat AGM-1470 (zatim nejucinnéjsi nizkomolekularni inhibitor angiogenese), dalsi plisiiovy metabolit epo-
nemycin, antibiotika minocyklin a neomycin, kombretastatin A4 izolovany z kiry africké kefovité vrby Combretum
caffrum, skvalamin, metabolit estradiolu 2-methoxyestradiol, jed hada ploskolebce kontortrostatin a fada dalsich pfiroze-
nych latek. Ze syntetickych inhibitori angiogenese je snad nejzajimavéjsi thalidomid. Kromé antiangiogennich Gi¢inkd muze
thalidomid modulovat i G¢inky nékterych cytokinti, zejména faktoru nekrézy nadori TNFa, kehoz hladina je zvysena pii
zanétlivych onemocnénich. Je proto fazen mezi ,,imunomodulaéni Iéky*, (immunomodulatory drugs, ImiDs). Piivodné byl
vyvinut jako sedativum (Contergan), jeho pouzivani bylo vsak po snad nejvetsim Iékovém skandalu 20. stoleti zastaveno.
Téhotnym Zenam, které jej béhem prvnich mésict t¢hotenstvi pouzivaly k potlaceni ranni nevolnosti se rodily "Contergano-
veé déti" s nevyvinutymi koncetinami. Pfi¢inou bylo prave antiangiogenni ucinek thalidomidu, ktery blokoval vznik cév v
rostoucim embryu. Pfed nekolika Iéty se vSak thalidomid (Thalomid, Celgene) do terapie vratil jako I€k proti lepfe a byl
uspesné vyuzit zejména v kombinacich s platinovymi cytostatiky i pfi chemoterapii nadorovych onemocnéni. Nové byla
vyvinuta analoga thalidomidu s vyssi G¢innosti, jako je CC 4047 (Actimid, Celgene) a lenalidomid (Revlimid, Celgene),
ktery byl nedavno schvalen jako 1€k ,,sirotek pro terapii mnohocetného myelomu a myelodysplastického syndromu.
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Vzhledem k nebezpeci, které piedstavuje teratogenita této skupiny 1é¢iv, smi byt antiangiopgenni 1é¢iva podavana jen za

urcitych podminek — napf. Zeny v produkénim véku mohou byt 1é¢eny pouze v ptipadé, Ze béhem terapie lenalidomidem a
také nejméné 4 tydny pred a 4 tydny po terapii pouzivaji u€innou antikoncepci.

Antiangiogenni a soucasn¢ antimetastatickou €inek maji inhibitory matricovych metaloproteinas.

Matricové metaloproteinasy, MMP, jsou zinek obsahujici enzymy, které degraduji bilkoviny extracelularni matrice tvorici
»kostru“ tkani. Tim umoziuji jak vznik novych cév, tak i inik nadorovych bun€k z primarniho nadoru, jejich sifeni krevnim
obchem a vznik metastaz. Inhibitory MMP proto brani zasobovani primarniho nadoru krvi i vznik sekundarnich nadort
v jinych tkanich. Pfed nékolika lety byl proto jejich vyzkum povazovan za velmi perspektivni. Klinicky byl zkousen prede-
v§im marimastat, vétSinou v kombinaci s platinovymi cytostatiky. Vysledky sice byly ur€itym zklamanim, vyzkum mari-
mastatu i dalSich inhibitordt MMP (prinomastat, batimastat), vesmes derivatl kyseliny hydroxamové, vSak pokracuje.

Blokovani pienosu signali k bunéénému déleni

Signaly k déleni, mitose, piedavaji builkdm rtizné mitogenni latky, zejména ristové faktory
svymi interakcemi s receptory na povrchu buriky.

Signal ke vzniku novych cév je pfedavan vaskularnim endotelidlnim ristovym faktorem, VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor). Dilezitymi riistovymi faktory, které ovliviiuji rtist a déleni nadorovych bungk, jsou i epidermalni ristovy
faktor (EGF, Epidermal Growth Factor), transformujici ristové faktory (TGF-o a TGF-B, Transforming Growth Factor) a
insulinu se podobajici rastovy faktor (IGF, Insulin-like Growth Factor). Dalsi rstové faktory, které ovliviji krvetvorbu,
byly zminény mezi dopliikovymi léCivy zmirfujicimi dopady cytostatické 1é¢by. Ukazalo se, Ze na povrchu nekterych
nadorovych bunék je nadmémé zvySeno mnozstvi receptori pro tyto rustové faktory. Po interakci ristového faktoru
s receptorem musi byt signal k ristu a déleni bun€k pfedan az do bunéného jadra. Predani signalu zprostredkovavaji pro-
teinkinasy spiazené s receptory. Interakci riistového faktoru s receptorem je uvnitt buiky aktivovana proteinkinasa sprazena
s receptorem a muze zacit fosforylovat hydroxylové skupiny serinu, threoninu nebo tyrosinu v riznych enzymech. Ptitom se
méni aktivita a nékdy i funkce fosforylovanych enzymd.

Fosforylace hydroxylové skupiny tyrosinu obvykle aktivuje kinasy, fosforylace serinovych nebo threo-
ninovych zbytkl aktivuje spiSe fosforylasy, které fosfatové skupiny odstépuji a tim aktivované bil-
koviny ptevadéji zpét do neaktivniho stavu.

Na aktivaci tyrosinové proteinkinasy receptoru navazuje aktivace dal$ich enzymu fosforylaci katalyzovanou kinasou. Pro-
stfednictvim kaskady aktivacnich reakci a tvorby signaliza¢nich molekul uvnitt bunky se pak pokyn k ristu a déleni bunky,
popt. k jeji diferenciaci, nakonec prenese az do buné¢ného jadra s jeho geny.

Vnitrobunécny prenos signalu k déleni od tyrosinkinas spiezenych s receptorem do jadra bunky
blokuji inhibitory proteinkinas nebo aktivatory fosforylas. Inhibitory tyrosinovych proteinkinas
(koncovka —tinib) pusobi jako ,,cilené” 1éky predevSim na nddorové bunky, v nichz je zvySena
kinasova aktivita. Jejich toxické ucinky na tkanové bunky v klidovém stavu jsou podstatné mensi
nez u standardnich cytostatik. Jsou vyvijeny od 90. let minulého stoleti a pro onkologii piedstavuji
stejny pritlom, jakym bylo zavedeni taxanti v 80. letech.

Prvnim 1é¢ivem z této skupiny byl imatinib (Glivec, Gleevec, Novartis), ktery se pouziva pii 1é¢bé chronické myeloidni
leukemie (CML). Toto onemocnéni je zplsobeno piesunem gend abl a ber kodujici bilkoviny s tyrosinkinasovou resp.
serin/tyrosinkinasovou aktivitou mezi 9. a 22. chromosomem. Pfitom se spoji ¢asti genti ab/ a ber. Produktem tohoto spojeni
je tyrosinkinasa, ktera aktivuje bilkoviny regulujici bun&ny cyklus trvale, i bez vn&jsiho signalu. BuNka se pak nekontrolo-
vané deli. Imatinib se vaze do vazebného mista pro ATP. Pfitom inhibuje jen tyrosinkinasu kodovanou abl-ber a dvé dalsi
kinasy, aktivitu ostatnich kinas vSak neovliviiuje. Imatinib mize slouzit za piiklad moderniho racionalniho piistupu
k hledani novych 1é¢iv. Nejprve byl proveden screening, kterym bylo zjistovano, jaké latky mohou tyrosinkinasu koédova-
nou abl-ber inhibovat. Voditkova latka byla nalezena v jednom derivatu, ktery mél v poloze 4 pyrimidinového jadra nava-
zany 3-pyridylovou a v poloze 2 fenylaminovou skupinu. Pak nasledovaly modifikace molekuly. Substituci v poloze 6 (za-
vedeni methylskupiny) byla potlacena nezaddouci inhibi¢ni aktivita vii¢i proteinkinase C, zavedenim vysoce polarniho N-
methylpiperazinového zbytku byla zvySena rozpustnost a biologicka dostupnost 1é¢iva pii oralnim podani. Imatinib je povo-
len pro 1é¢eni leukemie, klinické zkousky vSak ukazuji, Ze by mohl byt ispé$né vyuzit i u jinych nadorovych onemocnéni.
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V nékterych nadorovych bunkach je nadmémé zvysen pocet receptort pro epidermalni ristovy faktor. Tyto bunky tak do-
stavaji vetsi pocet signalti k déleni. Inhibitor tyrosinkinasy receptoru EGF gefitinib (Iressa, AstraZeneca) byl povolen pro
léc¢bu pokrocilych stadii nadorti plic. Kdyz doslo k pfed¢asnému umrti n€kolika pacienti 1é¢enych gefitinibem, zacalo byt
uplatnéni inhibitortl tyrosinkinas receptorti ristovych faktord Siroce diskutovano. Pfitom se ukazalo, Zze ani nova cilena
1éCiva nejsou tak bezpecnd, jak bylo predpokladano a hlavné jak byly tyto latky propagovany. Onkologové se vsak stale
domnivaji, Ze ptinosy ,,tinibl* podstatné prevysuji nevyhody a Ze nezadoucim vedlejsim u€inkiim bude mozné zabranit
vhodnou volbou terapeutického rezimu. Gefitinib je povolen v Japonsku a EU, v USA, Kanadé a Svycarsku je povoleno jen
omezené pouziti pfipravku, protoze pii jeho klinickém zkouseni nebylo prokazano signifikantni prodlouzeni doby preziti
pacientii s nadory plic. Tyrosinkinasa EGFR je cilovou strukturou také pro erlotinib (Tarceva, OSI Pharmaceuticals) uréeny
opét pro 1é¢bu nadord plic a také nadorti pankreatu (v kombinaci s gemcitabinem. V r. 2006 k dfive povolenym inhibitortim
pribyly tii dalsi. Sunitinib (Sutent, Pfizer) je urcen pro 1écbu stromalnich nadord GI traktu. Dasatinib (Sprycel, Bristol-
Myers Squibb) je dualni inhibitor, ktery kromé tyrosinkinasy abl-ber inhibuje také kinasy Scr. Muze byt pouzivan jak
k lécbe chronické myelogenni leukemie, tak i akutni Iymblastické leukemie. Sorafenib (Nexavar, Bayer) inhibuje kinasu
receptorti pro VEGF 1 PDGF a také Raf kinasu, ktera je aktivovana produktem onkogenu Ras. Je urcen k 1é¢bé nadord led-
vin. Novym léCivem je lapatinib (Tykerb, Tyverb, GlaxoSmithKLine), ktery byl povolen v bfeznu 2007 pro 1écbu nadord
prsu a plic. Je to dudlni inhibitor, jehoz cilovymi strukturami jsou tyrosinkinasy sprazené s dvéma typy receptord pro EGF,
mimo jiné receptoru ErbB2 (HER2/neu), ktery se vyskytuje v nadmérmém mnozstvi v bunikach nadort prsu. Klinicky zatim
zkousenymi inhibitory jsou vandetanib (Zactima, AstraZeneca) urceny k 1é¢bé nadort plic, nilotinib, ktery ma 1é€it pacienty
s chronickou myeloidni leukemii, u nichz se vyvinula rezistence na imatinib, axitinib zkouseny pro 1écbu nemalobunéénych
nadorti plic a pazopanib hydrochlorid se zatim nejasnou indikaci. U cediranibu Recentin, AstraZeneca) skoncily zkousky
1é¢by nadort plic neuspéchem, pokracuje vSak zkouseni u nadort stiev a koneéniku.
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Vedle jiz zminénych tyrosinkinas spfazenych s bunéénymi receptory pro ristové faktory se pfenosu signali k bunéénému
déleni ucastni 1 dalsi proteinkinasy, jako je MAK (mitogeny aktivované dinasy), kinasy IKK, proteinkinasa A a C a dalsi. I
inhibitory té€chto proteinkinas mohou byt vyuZity v protinadorové terapii.

Dulezitou skupinu proteinkinas tvoii cyklin-dependentni proteinkinasy (cdk), enzymy regulujici cyk-
lus bunécného déleni. Inhibitory cyklin-dependentnich proteinkinas mohou proces bunééného dé-
leni zastavit nebo alespoil zpomalit. Jejich u€inkem pfitom nejsou nijak ovlivnény funkce nedélicich se
bunék v klidovém stavu. Inhibitory obvykle inhibuji n€kolik typti cdk soucasné.

Bunécny cyklus je souborem procest, které vedou ke zdvojeni genetického materialu a jeho naslednému rozdéleni do dvou
dcefinnych bun€k. Ke zdvojeni DNA dochazi v tzv. syntetické fazi oznacované jako S, k oddéleni dcefinnych bunék
v mitotické fazi M. Mezi témito dvéma fazemi jsou prestavky oznacované jako G1 a G2 (G od gap = mezera). Bunécny
cyklus tak je opakujici se sled fazi G1 — S — G2 — M. Faze G1, kdy je buiky nedé€li, jsou ,,v klidu*, mize byt velmi dlouha
(n€kdy se proto prestavka mezi M a S fazi rozd€luje na GO a G1 fazi). K dalsimu de¢leni dojde az poté, co k tomu bunka
dostane vhodny signal. Nékteré diferencované tkanové bunky se jiz dale délit vilbec nemohou a zlistavaji trvale v klidovém
stavu, ktery je nékdy oznacovan jako postmitoticky stav. U délicich se bun€k fidi pribéh bunécného cyklu bilkoviny nazva-
né cykliny, jejichz koncentrace v burice se v riiznych fazich cyklu méni. Cykliny v urcitych okamzicich aktivuji urcité typy
kinas, které pak aktivuji dal$i bilkoviny fosforylaci. Téchto cyklin-dependentnich kinas (cdk) je podobné jako cyklint n¢ko-
lik typil, znamo je zatim 9 a z toho se 5 ucastni regulace bunécného cyklu. Dilezita je zejména cdk2, ktera je aktivovana
cyklinem E jehoz syntéza je indukovéana na konci faze G1. Tato aktivace vede k zahajeni faze S, kdy se spolu s genetickym
materidlem syntetizuje i cyklin A. Ten pak vytvafi s cdk2 komplex zodpovédny za prubéh faze G2. Dalsi cdk se ucastni
regulace v jinych fazi bunééného cyklu.

Inhibitorim cdk se dostalo zna¢né publicity v ¢eskych médiich, protoze na pocatku studia jednoho typu inhibitorti s purino-
vym skeletem stali védci z olomoucké filialky Ustavu experimentalni botaniky AV CR. Ti pii studiu analogi rostlinného
rastového hormonu 6-benzylaminopurinu zjistili, Ze nékteré derivaty purinu rist bunék nestimuluji, ale naopak potlacuji.
Pri¢inou byla inhibice cdk. Prvni G¢innd latka z této skupiny, 6-benzylamino-2-(2-hydroxy-ethyl)-9-methylpurin, byla na-
zvana olomoucin, pak byl pfipraven jeste¢ uc¢inn€jsi derivat bohemin. Bohuzel, autofi podcenili patentopravni stranku svého
vyznamného objevu. Pfi studiu purinovych inhibitorti cdk2 zacali spolupracovat s francouzskymi badateli v Roscoffu. Te-
prve poté, co tam byl pfipraven dalsi analog roskovitin a zapatentovana skupina piibuznych latek, si olomoucti pracovnici
uvedomili svoji chybu. Doséhli vsak jiz jen toho, Ze byli piipsani jako spoluautofi do patentu francouzskych kolegli. Mezi-
tim byl v USA s vyuzitim postupti kombinatorialni syntézy ptipraven rozsahly soubor purinovych inhibitorti cdk, z nichz
purvulanol B mél pii pokusech in vitro o tii fady vyssi ac¢innost nez olomoucin. Podobnym zpisobem udajné postupovali i
pracovnici farmaceutického koncernu Aventis. I kdyz olomoucky kolektiv nasel skulinu v patentopravni ochrané a zapaten-
toval si néktera dalsi analoga, zda se, Ze z jejich vyznamného objevu zlstanou jen jména olomoucin a bohemin. Roskovitin
je klinicky zkousen, stejné jako nékteré dalsi purinové inhibitory cdk. Kromé nich jsou ve vyvoji i dalsi inhibitort cdk s
odlisnou chemickou strukturou (flavonoid flavopiridol, 7-hydroxystauroporin a dalsi).

/@icom N ) O
HO\/L J\)I HOI N)i " O ° |

Cl

OH O
Olomoucin, R"=-H, R? = -CH, Purwlanol B

Bohemin, R'=-H, R? = -CH(CH ), Flavopiridol
Roskovitin, R ' = = -CyHs, R?= -CH(CH 3),

Inhibitory farnesyltransferasy

Pii regulaci bunécného déleni hraje vyznamnou roli 1 protoonkogen ras. Produkt jeho transkripce, pro-
tein ras hydrolyzuje GTP a tim plsobi jako spina¢ mezi aktivnim a neaktivnim stavem fady bilkovin
regulujicich bunéény rist, diferenciaci a déleni. Tyto regulacni bilkoviny obsahuji v aktivnim stavu
navazany GTP, neaktivni forma obsahuje navazany GDP, ktery vznik4 hydrolyzou GTP. Mutaci genu
ras vznika onkogen, jehoZ transkripce poskytuje protein, ktery uz nemize GTP hydrolyzovat. Signali-
zacni kaskéada tak zlstava trvale zapnuta. Protein ras je sam aktivovan farnesylaci nebo geranylaci,
prenosem nenasycené¢ho alifatického fetézce s isoprenoidni strukturou. Inhibitory farnesyltransfera-
sy tuto aktivaci blokuji a tim brani pfenosu signdlu pro bunéc¢nou proliferaci.
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Inhibi¢ni U¢inek na farnesyltransferasu maji néktera 1éCiva, napt. lovastatin, latka slouzici ke snizovani hladiny cholesterolu,
nebo nesteroidni protizanétklivé 1é¢ivo sulindak sulfid a nékteré prirodni latky, jako je limonen. Vedle toho je zkouseno
nékolik dalsich syntetickych inhibitori, které byly pfipraveny cilené. Nejdale pokrocilo zkouseni tipifarnibu (Zarnestra,
Johnson & Johnson) pii 16€bé mnohocetného myelomu.

Monoklonalni protilatky

Pienos signalu k rastu a déleni bunék mtize byt zastaven nebo omezen jeste pred buiikou.zabranénim
kontaktu ristovych faktorii s jejich receptory na povrchu buiiky. K tomu se vyuzivaji monoklo-
nalni protilatky, které mohou bud’ ,,neutralizovat* ristové faktort nebo blokovat jejich receptory.

Monoklonalni protilatky, jejichz generické nazvy maji koncovku —mab, od monoclonal antibody, antibody je anglicky
protilatka, jsou plasmatické glykoproteiny s jednotnou strukturou a stejnym ti¢inkem, ktery je vysoce specificky a selektivni.
Uplatnéni nalezly v terapii riiznych onemocnéni, mnohé z nich patii mezi velmi u€inné protinadorové léky. Jejich vyroba je
velmi naro¢na, coz se odrazi v jejich mimoradné vysokych cenach. Protilatky se ziskavaji imunizaci zvitat nebo clovéka
antigeny, cizorodymi latkami vyvolavajicimi jejich tvorbu. Jejich zakladni jednotkou jsou imunoglobuliny G (IgG), glyko-
sylované plasmatické bilkoviny o molekulové hmotnosti asi 150 kDa, které mohou vytvaret dimery (IgA) nebo i pentamery
(IgM). IgG ma tvar pismene Y a je tvofen dvojicemi stejnych polypeptidickych fetézct — ,,lehkych™ a , t&Zkych®, propoje-
nych disulfidickymi mustky. Na konci lehkych fetézcti jsou variabilni ¢asti, které rozpoznavaji antigen. Protilatky jsou syn-
tetizovany v lymfocytech (bilych krvinkach) typu B. Tyto lymfocyty jsou tvofeny rtiznymi populacemi (klony) bunek,
takze jimi vytvafené protilatky jsou polyklonalni, tj. jsou smési piibuznych bilkovin s rliznou afinitou k antigenu. Kdyz se
ale po imunizaci pokusného zvifete (mys) ziskaji ze sleziny lymfocyty B a plsobenim polyethylenglykolu se spoji
s nesmrtelnymi nadorovymi (myelomovymi) bunikami, které ztratily schopnost protilatky vytvaret, vzniknou fuzované
bunky zvané hybridomy. Ty si zachovavaji nékteré dtilezité vlastnosti pivodnich bunék — schopnost lymfocytu B vytvaret
protilatky a soucasné i schopnost nddorové buniky neomezen¢ a relativngé rychle riist a mnozit se. Jednotlivé buniky hybrido-
mil se mohou izolovat a namnozit v oddélenych tkanovych kulturach. Pritom se ziskaji klony bunék, z nichz kazdy produku-
je jeden druh protilatky. Klony jsou tvofeny stejnymi buiikami, takze i protilatky klonem produkované jsou stejné, ,,mono-
klonalni“. Po otestovani na afinitu k antigenu se k dalsi kultivaci vyberou hybridomy, které vytvareji nejicinngjsi protilatky.
V diagnostice se pouzivaji hlavné mysi protilatky (koncovka —omab). Pro terapii jsou v§ak malo vhodné, protoze v lidském
organismu se chovaji jako cizoroda bilkovina a samy vyvolavaji tvorbu protilatek. Pouzivaji se proto jen vyjime¢né. Idealni
by byly lidské protilatky (-umab) ziskavané z hybridomi ptipravenych fuzi lidskych bun€k nebo imunizaci transgennich
zvifat s lidskymi geny. Ani to v§ak neni bez problému. Proto se nejcastéji pouzivaji mysi protilatky upravené pomoci geno-
vého inzenyrstvi. Piitom se nejprve piipravi fragmenty DNA kodujici Casti protilatky. Mysi DNA kodujici variabilni ¢ast
protilatky, ktera rozeznava antigen, se pak spoji s lidskou DNA kodujici konstantni ¢ast protilatky. U ziskané DNA se jeste
milze provést fizend mutageneze nékterych nukleotidd, ktera zajisti dalsi ,,humanizaci* rekombinantni protilatky. DNA se
pak vpravi pomoci vhodného vektoru do mikrobialnich nebo i tkanovych bunéek, které pak pii kultivaci produkuji bud’
»chimérické* protilatky (-ximab) s lidskymi tézkymi fetézci a mysimi lehkymi fetézci protilatky nebo ,humanizované*
protilatky (-zumab), u nichz zistava mysi jen variabilni fragment protilatky. Humanizované protilatky mohou obsahovat az
95% lidské bilkoviny. Pfipravené monoklonalni protilatky se nakonec izoluji a Cisti.

Monoklondlni protilatky mohou byt vyuzity v terapii bud’ ptimo k zablokovani urcitych cilovych
struktur nebo nepiimo k nasmérovani 1é¢ivych pripravki do nadorové tkané.

P1i pfimém pouziti v terapii se vyuzivaji zajména protilatky proti riznym regulacnim bilkovinam a bunéénym receptoraim.
Protilatka proti VEGF bevacizumab (Avastin, Roche) se vaze na ristovy faktor, ktery pak nemtize interagovat se svym
receptorem VEGFR. Tim je inhibovan pfenos signalii pro rist cév v nadoru. Bevacizumab byl schvalen v r. 2004 jako 1ék
proti metastazujicimu kolorektalnimu karcinomu, pouziva se v kombinaci s 5-fluoruracilem. Podobny uc¢inek ma klinicky
zkouseny aflibercept (VEGF Trap, Regeneron/Anofi-Aventis), konjugat extracelularniho fragmentu receptoru pro vaskular-
ni endotelidlni ristovy faktor a konstantni ¢asti lidského imunoglobulinu IgG1.

Prvnimi protinadorovymi protilatkami na trhu byly rituximab (viz dalsi odstavec) povoleny v r. 1997 a trastuzumab (Her-
ceptin, Roche, povolen v r. 1998). Trastuzamab je monoklonalni protilatka proti receptoru erbB-2 (Her2/neu), ktery patii do
rodiny receptorti pro lidsky epidermalni ristovy faktor. Pouziva se k 1écbé pokrocilych metastazujicich nadort prsu u paci-
entek, které nereagovaly na dva predchozi rezimy chemoterapie. Zvysené mnozstvi receptoru erbB-2 se vyskytuje v bun-
kach 20-25% nadorti prsu, ale i nékterych jinych nadorti. Receptory pro EGF blokuje i nedavno schvalena chiméricka mo-
noklonalni protilatka cetuximab (Erbitux, ImClone). S touto latkou, kterou reklama oznacovala za zazracny protinadorovy
1€k, byl v USA spojen skandal. Kdyz FDA na sklonku roku 2002 oznamila, ze bude zadat doplnéni vysledkt klinickych
zkousek, manazéfi ImClone tuto informaci pozdrZeli a mezitim vyhodné prodali akcie firmy, jejichZ cena pak béhem kratké
doby klesla z 20 na 6 $. Tim byli poskozeni ostatni akcionati firmy. Manazéfi byli odsouzeni k odnéti svobody za zneuZiti
informaci v obchodnim styku (insider trading). Pfes tento skandal a nasledné finan¢ni potize se vSak nakonec firmé ImClone
podafilo klinické zkousky dokoncit. V Cervenci 2004 FDA povolila cetuximab pro 1é¢bu nadorti koneéniku a stiev a
v breznu 2006 pro 1é¢eni nadord hlavy a krku.
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Dalsi monoklonalni protilatkou proti receptoru EGF je nimotuzumab (Theraloc, YM Biosciences), ktery byl , zatim jen
v nékterych zemich, povolen pro 1écbu nadort hlaby a krku. Ve stejné indikaci je zkousen zalutumumab (HuMax-EGFr,
Genmab). Posledni (zaii 2006) povolenou terapeutickou protilatkou proti receptoru pro epitelialni ristovy faktor je panitu-
mumab (Vectibix, Amgen), zcela lidska protilatka uréena k 1écbe pacientti s jinak nelécitelnymi nadory stfev a konec¢niku.
Mechanismus t¢inku dalsich protilatek je odlisny. Rituximab (Rituxan, Mabthera) je chiméricka protilatka proti nadorové-
mu antigenu CD-20, ktera se osvédcila pfi terapii tzv. nehodgkinskych lymfomi (nadort lymfatickych zlaz). Alemtuzumab
(Campath, Genzyme), protilatka proti antigenu CD52, ktery se vyskytuje na povrchu zralych lymfocyti, ale ne na povrchu
kmenovych bunék, z nichz lymfocyty vznikaji, se pouziva k 1écbé chronické lymfocytické leukemie a lymfomt. Zkousen je
WX-G250 (Rencarex, Wilex AG), monoklonalni chiméricka protilatka proti anhydrase kyseliny uhlicité IX, antigenu, ktery
se vyskytuje na 95% burikéach nadori ledvin, ne vSak na bunikdch ze zdravych ledvin. WX-G250 se vaze variabilni ¢asti na
antigen, zatimco jeho konstantni ¢ast interaguje s receptorem na povrchu bunék imunitniho systému nazyvanych pfirozeni
zabije¢i (Natural Killer — NK cells). Tim se nastartuje mechanismus imunitni obrany organismu zavisly na protilatce
(ADCC - antipody dependent celula cytotoxicity). Terapeuticka odezva pii monoterapii vSak byla nedostatecna, nyni se
WX-G250 zkousi v kombinaci s interleukinem 2. Podobnym mechanismem by mél ucinkovat OvaRex, dalsi protilatka fy
Wilex, tentokrat proti antigenu C-125, ktery se vyskytuje zejména na povrchu bunék nadord vajecnikd. Dalsimi klinicky
zkousenymi monoklonalnimi protilatkami jsou ipilimumab (Bristol-Myers Squibb), tremelimumab (Pfizer) a bavituximab
(Peregrine). Prvni dvé jsou protilatky proti antigenu 4, ktery se vyskytuje na povrchu cytotoxickych T-lymfocyta. Jejich
vazbou na antigen TLCA-4 by mél byt stimulovan imunitni systém organismu k zasahu proti nadorovym buiikam. Bavi-
tuximab je protilatkou proti fosfolipidu, ktery se ma vyskytovat pouze na povrchu cév v nadorech. Jeho navazanim ma byt
nasmérovan imunitni systém organismu na likvidaci bunék cév v nadoru i nddoru samotného.

Jiné protilatky proti antigeniim na povrchu nadorovych bunék mohou mit na sebe také navazany toxi-
ny, cytostatika, enzymy nebo radioizotopy emitujici intenzivni zateni kratkého dosahu. Specificita
protilatek piitom zajistuje, ze zdravé tkané nejsou pii 16cbé vyraznéji poSkozeny.

Z toxind navazanych na protilatku byl zkousen konjugat prudce jedovatého ricinu, do terapeutické praxe se v§ak zatim ne-
dostal. Konjugat exotoxinu A bakterii Pseudomonas s fragmentem monoklonalni protilatky, ktera se vaze na antigen epite-
lovych bun¢k EpCAM vyskytujici se zejména na povrchu bun¢k nadort hlavy a krkubyl zatim povolen jako 1ék proti vzac-
nym onemocnénim (Proxinium, Viventia Biotech), Pod souhrnny pojem imunotoxiny jsou vedle konjugati protilatek
s toxiny fazeny i podobné konjugaty jinych bilkovin se zvySenou afinitou vii¢i nadorovym bunkam. Cintredekin besudotox
je konjugat interleukinu 13 (IL-13) s pseudomonddovym exotoxinem A. TransMID 107 je konjugat transferrinu se zaskrto-
vym toxinem, ktery se zkousi pii 1€¢bé gliomt, agresivnich naddorti mozku. Pfitom se vyuziva toho, ze nadorové bunky maji
na svém povrchu zvySené mnozstvi receptorti pro transferrin. Pfi nadorove specifické radioterapii se pouzivaji mysi proti-
latky proti nadorovému antigenu CD-20 snavazanymi radioizotopy. Jsou jimi tositumomab (Bexxar), protilatka
s navazanym "'I, ktery se rozpadé za vzniku p-zateni, které pronika do hloubky 2,4 mm a ibritumomab tiuxetan (Zevalin),
protilatka s kovalentn& navazanym chelatotvornym seskupenim, kde je navézan bud’ izotop yttria *°Y (Y90-Zevallin) vyda-
vajicim rovnéz B-zafeni, nebo india '"'In (Inl111-Zevalin) vydavajicim y-zafeni s kratkym dosahem. Pfi 1é¢bé gliomi je
zkousena i chiméricka protilatka s navazanym *'I, Cotara (Techniclone/Peregrine). Lék s generickym nazvem gemtuzumab
ozogamicin (Myotarg, Wyeth) obsahuje monoklonalni protilatku proti nadorovému antigenu CD-33 s navazanym protina-
dorovym antibiotikem kalicheamycinem. Pouziva se k 1é¢b¢ akutni myeloblastické leukemie. Zajimavym typem konjugatt
protilatek s kopolymerem N-hydroxypropylmethakrylamidu obsahujicim doxorubicin navazany pies peptidickou spojku
jsou ,,cilend smérovana polymerni 1é¢iva vyvijena na Ustavu makromolekulédrni chemie a Mikrobiologickém ustavu AV
CR. Konjugaty enzymu (napf. fosfatasy) a protilatky proti nadorovym antigeniim se zkouseji pii zptisobu 1é¢by nesoucim
zkratku ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy). Protilatka se vaze na nadorové bunky. Navazany enzym
pak v okoli nadorové burky $tépi netoxické (fosforylované) profarmakum, napt. fludarabin fosfat, na protinadorové G¢inny Iék.

Monoklondlnich protilatek uréenych pro terapii rychle ptibyva. Ptes relativné kratkou dobu, po niz se
pouzivaji, dosahly v r. 2007 prodeje protinadorovych terapeutickych protilatek 6,8 mld. USD. Vysoké
Cislo je ovSem ve zna¢né mife diisledkem velmi vysokych cen, do nichz se promitd velka narocnost
vyvoje, pripravy, Cisténi i kontroly jakosti a bezpecnosti.

Napft. 150 mg baleni trastuzumabu (Herceptin) pro lé¢bu pokrocilych stadii nadorti prsu stoji asi 25 tis. K& Doporuc¢enou
pocatecni davku ¢ini 4 mg na 1 kg télesné hmotnosti, udrzovaci davka, ktera se ma podavat kazdy tyden je 2 mg/kg. Na-
klady na 6 1écebnych cyklii u 60 kg pacientky tak dosahuji asi 1,4 mil. K¢. Jiné terapeuticky pouzivané protilatky jsou jesté
drazsi. Naklady na 1é¢bu pak dosahuyji ¢astek presahujicim 2 mil. K¢ za rok. Nakladovost 1écby protilatkami mohou snizovat
diagnostické testy, jimiz se zjistuje, zda v nadoru dochazi k nadmérné expresi genu kodujiciho cilovou strukturu protilatky.
Podle vysledkd se pak draha 1é¢ba nasadi jen tam, kde je Sance, Ze protilatka pomiize. Jako prvni jsou zavadény testy pro
progndzu terapie trastuzumabem. Zlevnéni 1écby protilatkami miize prinést genericka konkurence, tzv. biofarmaka. O pro-
blémech jejich povolovani se nyni Siroce diskutuje, protoze dosahnout naprosté strukturni ekvivalence slozitych biopolyme-
rd neni prakticky mozné.
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Jinou Sanci na zlevnéni terapie protilatkami by idajné mohly pfinést ,,nanoprotilatky (nanobodies) objevené v krvi vel-
bloudd Nanoprotilatky maji asi 10 x mensi molekulu nez lidské protilatky. Maji jednoduchou strukturu tvorenou malymi
H&Zkymi® fetézci. ,,Lehké™ fetézce jim chybi, presto jsou vSak plné funkéni a jejich afinita k antigenim je podobna jako u
béznych protilatek. Navic jsou stalejsi nez bézné protilatky. Nevadi jim tolik teplo a také 1épe prekonavaji nizké hodnoty
pH. To ma vyznam pro piipadné pouziti k 1€¢b¢ nadort gastrointestinalniho traktu. Pokusy se zvifaty také ukazuji, Ze nejsou
samy o sob¢ imunogenni — ze pii jejich aplikaci nedochazi k tvorbé ,protilatek proti nanoprotilaitkam®. Vzhledem
k jednodussi struktufe by jejich cena méla byt nizsi. Pfipadné 1écebné vyuziti nanoprotilatek je vSak zatim jest¢ hodn¢ vzda-
lené — Gspésné bylo dosud vyzkousSeno jen u mysi zpiisobem piipominajicim vyse zminénou metodu ADEPT a zatim také
neni viibec jasné jak se bude viici nanoprotilatkdm chovat lidsky organismus.

Protinadorové vakciny

Protinadorové vakciny jsou tvorené polyklonalnimi protilatkami, tj. smési protilatek s riiznou afinitou
vici antigenim na povrchu nadorovych bunék, jsou. Jejich interakce s nddorovymi antigeny upozorni
imunitni systém organismu na piitomnost nezadoucich bunék a tim zahaji jejich likvidaci.

Interakce protilatek z vakciny s nadorovymi antigeny dava signal tzv. pfirozenym zabijectim (natural killer cell) nebo jinym
bunkam imunitniho systému k tomu, aby nadorovou buriku zlikvidovaly. Pracovnici MBU AV CR ukézali, Ze k oznaceni
nadorovych bunék pro likvidaci zabije¢skymi buiikami 1ze kromé protilatek vyuzit i navazani oligosacharidovych ligandd na
povrch bunék pomoci liposomi. Dal§i moznost imunitni obrany pfedstavuje aktivace cytotoxicky pusobicich T-lymfocytd,
specializovanych bun€k imunitniho systému. Po aktivaci dojde ke specifické diferenciaci a klonalnimu pomnozeni cytoto-
xickych lymfocytd. Ty pak likviduji rozpoznané nemocné buiiky. Signal k aktivaci poskytne souhra interakci ,,naivniho*
nediferencovaného lymfocytu, pfi niz kliCovou roli hraji bunky prezentujici antigen. Nejucinnéjsimi aktivatory pfitom jsou
tzv. dendritické buriky, které antigen pohlti, zpracuji a pak se v lymfatickych uzlindch pfeméni na buiiky prezentujici anti-
gen. Pii piipravé protinadorovych vakcein se proto Casto izoluji z krve prekurzory dendritickych bunék, ty se nechaji dozrat a
pak inkubuji s nadorovymi antigeny, lyzaty nadorovych bun€k nebo i Zivymi nadorovymi buitkami. Nejnovéji se pripravuji
tzv. DNA vakciny, kde se misto antigenti pouziva DNA kddujici nadorovy antigen. PouZzity mohou byt i geneticky modifi-
kované viry svnesenym genem kodujicim antigenni proteiny nadorovych bun€k (napt. proteiny gpl000 a MARTI
z melanomovych bunék). Antigeny jsou glykoproteiny a pro organické chemiky mize byt zajimava informace, ze se pro
aspésny ,,trénink* imunitniho systému podafilo oligosacharidy antigend syntetizovat.

V protinddorové prevenci se uplatiiuji 1 vakciny, jejichZ cilovymi strukturami nejsou nadorové buiiky,
ale kter¢ chrani organismus proti infekcim ptedchazejicim vzniku nddorového onemocnéni.

Infekce pohlavnich orgént lidskymi papilloma viry (HPV) typu 16 a 18 ma v asi 70% ptipadli za nésledek vznik nadorti
délozniho ¢ipku. Proti infekci HPV byly vyvinuty bivalentni vakcina Cervarix (GlaxoSmithKline) proti HPV 16 a 18 a
kvadrivalentni vakcina Gardasil (Merck), ktera chrani i proti HPV 6 a 11, které vyvolavaji vznik bradavi¢natych vyristkd na
genitaliich. Riizné aspekty pouZiti téchto vakein v prevenci gynekologickych nadorti byly v posledni dobé Siroce diskutovany.
Imunoterapie pomoci protinddorovych vakcin by méla byt vysoce selektivni a Setrnd, méla by umoznit
soucasnou lécbu primarniho nadoru i jeho metastdz a dokonce i pfinést moznost prevence rakoviny
nebo alespon navratu onemocnéni. Zatim se vSak potyka s problémem nedostate¢né imunitni odpovéedi
organismu na vakcinaci. Vyvoj protinddorovych vakcin je sice pomémé intenzivni, ale jeho vysled-
kem jsou stéle jeste spiSe neuspéchy nez uspéchy. UCinna protinddorova preventivni vakcinace je pro-
to jeste dosti vzdalenou perspektivou.

I kdyz je protinadorova vakcinace obecné jesté v plénkach, u nékterych druhti nadori vsak jeji uplatnéni roste. Nejvice
pokro€il vyvoj vakcin proti melanomu, koznimu nadoru, jehoz vyskyt se zvySuje v souvislosti se snizovanim tloustky 0zo-
nové vrstvy. Vakcina Oncophage (Antigenics Inc.) je zalozena na vyuziti tvorby protilatek proti antigenim z bunék ziska-
nych piimo z nadoru pacienta. Pfi klinickych zkouskach vakciny bylo dosazeno prodlouzeni doby pfeziti pacientd o 3,7
meésict, celkové preziti se vSak nezlepsilo. Jiny typ vakciny, Canvaxin (CancerVax) je zaloZen polyklonalnich protilatkach
proti 30 antigenim tii bunécnych linii nddorovych bun¢k melanomu i jinych nadord.

Problémem vyzkumu a vyvoje protinddorovych vakcin je, ze povrchové antigeny nadorovych bunék
se od antigent na povrchu normalnich tkanovych bunék lisi jen nepatrné.

Pfi G¢inné vakcinaci proto mize dochazet k nezddoucim autoimunitnim reakcim, kdy imunitni systém zac¢ne likvidovat i

normalni buniky. Napf. po podani vakciny proti melanomu mtze imunitni systém organismu napadat i normalni melanocy-
ty, kozni buiiky produkujici hnédé kozni barvivo melanin. To pak ma za nasledek, ze se na ktizi 1écené¢ho pacienta za¢nou

Mo

Malé¢ rozdily mezi antigeny normalnich a nadorovych bun¢k jsou vsak spise pti¢inou toho, Ze imunitni
odezva je jen velmi slabd, takZe organismus nedokéze nadorové buiky zlikvidovat.
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Paradoxné mutize pfitom nékdy dochézet i k situaci, Ze protinadorova vakcina dokonce vyvola imunitni toleranci proti nado-
rovym antigentim. V takovych ptipadech mtize vakcinace priibéh nadorového onemocnéni dokonce urychlit. Imunitni tole-
rance vucéi nadorovym bunkam mize byt zptisobena tim, Ze nadorova transformace je postupnym procesem, takze si orga-
nismus mize na nadorové bunky zvyknout. Zvyknout si v§ak mohou i nadorové burky, protoze imunitni systém organismu
na né vykonava urcity selekéni tlak. Mnozi se pak jen nejodolnéjsi buriky, s nimiz se imunitni systém nedokaze vyporadat.
Pricinou muze byt to, Ze si nddorové buiiky osvojily schopnost urcitych regulacnich bunek branit tomu, aby imunitni systém
napadal vlastni tkan€. Nyni byl identifikovan enzym oznacovany jako A20, ktery v dendritickych bunikach tlumi pfenos
signalu o zanétlivych procesech a tim ovliviiuje prezentaci antigenti. Pii jeho nedostatku nebo po jeho inhibici produkuji
dendritické buiiky nadmérmé mnozstvi cytokinti a dalsich stimulacnich molekul. Disledkem je silnd imunitni odezva, kterou
regulacni buiiky neumi potlacit. Pti pokusech na mySich se ukézalo, ze imunitni systém, jehoz hyperaktivita byla vyvolana
dendritickymi bunkami s deficitem A20, dokaze likvidovat nadorové buiiky tam, kde soucasné vakciny byly netcinné nebo
jen malo G¢inné. Selektivni inhibice A20 by proto mohla u¢innost protinadorové vakcinace vyrazn€ zvysit, na druhé strané
by vSak mohla také vést k nezadoucim projeviim autoimunitnich onemocnéni (roztrousena skler6za, revmatoidni artritida,
psoriaza apod.).

Inhibitory telomerasy

Normalni buniky maji omezeny potencidl ristu, po urcitém poctu déleni zestarnou a odumiraji. Napro-
ti tomu nadorové bunky se mohou délit trvale, lze je tedy povazovat za nesmrtelné. Pti regulaci délky
zivota normalnich diferencovanych bun¢k hraje dtlezitou roli postupné zkracovani telomert — speci-
fickych struktur na koncich chromosomtl, k némuz dochazi pti déleni bungk.

Telomery obsahuji mnohokrat se opakujici hexanukleotidovou sekvenci TTAGGG tvorenou (u ¢lovéka) 8-14 tisici
part nukleotidd. Pfi kazdém bunééném déleni ztraci chromosomy urcity dil telomerické DNA. V zivém organismu to
je 100 - 150 para bazi za rok. Kdyz se délka telomert zkrati na kritickou hodnotu, je tim dan signal k zastaveni dalsi-
ho bunécného déleni zestarlé bunky.

V buiikach embrya i ,,nesmrtelnych* rakovinnych burikach je ztrata délky telomera pti bunécném
déleni kompenzovana opétnym piipojenim nukleotidd, které katalyzuje enzym telomerasa.

Telomerasa je ribonukleoprotein obsahujici RNA, ktera slouzi jako templat pro syntézu telomerickych nukleotidovych
sekvenci. V normalnich tkanovych buinikach dospélého organismu neni telomerasa aktivni, jeji aktivita vSak byla pro-
kézana u 86% typti nadorovych bunék.

Aktivace telomerasy je zfejmé dilezitym krokem nadorové transformace, kdy bunky ziskavaji
schopnost neomezeného déleni. Naopak, inhibice telomerasy by mohla nadorové bujeni zastavit.

V telomerech je velké mnozstvi guaninu. Ukézalo se, ze koncich telomert mize byt DNA uspotfadana do zvlastnich
struktur zvanych G-kvadruplexy, v nichz jsou ¢tyfmi molekuly guaninu propojené vodikovymi mustky. Kvadruplexy
mohou byt tvofeny i 4 individualnimi useky DNA poskladanymi z jednofetézcové DNA. Koncovou strukturu telome-
ru si pak lze predstavit jako skelet n€kolikapatrového domu, kde podlahy tvofi propojené molekuly guaninu. Aby
telomerasa mohla zajistit prodlouzeni, musi byt koncova DNA telomeru linearni a neposkladana. Jestlize jsou na kon-
covych mistech vytvofeny kvadruplexy, telomerasa prodlouzit telomery nemtze. Podminkou jejiho ucinku proto je
rozvolnéni kvadruplexd. Slouceniny, které se na G-kvadruplexy mohou selektivné vazat a tim stabilizovat jejich
strukturu, mohou telomerasu vyfadit z ¢innosti a tim omezit déleni bunky.

Americky nositel Nobelovy ceny s ¢eskymi predky T.T.Cech zjistil, Zze kvadruplexy mohou stabilizovat nékteré kovové
ionty, jiny tym zjistil, Ze kvadruplexy stabilizuje i 2,6-diamidoantrachinon. Jinym zajimavym inhibitorem byl telomestatin,
piirozena latka produkovana bakteriemi. Zadna z téchto latek nebyla vhodna pro dalii vyvoj, staly se viak inspiraci k hle-
dani dalsich sloucenin s podobnym u¢inkem. Pomoci pocitacového modelovani interakei riznych latek s kvadruplexy bylo
zjisténo, Ze kromé aminoantrachinoni mohou mit stabiliza¢ni G¢inek i n€které porfyrity (z nichz pak byl syntetizovan tetra-
(N-methyl-4-pyridyl)-porfin (TMPyP4), derivaty perylenu, cyaninova barviva a nekteré dalsi latky s planarni strukturou,
které se prekvapivé vazi vné, nikoliv mezi kvadruplexy. Na zjisténi, Ze telomerasu inhibuji fluorované chinolony navazal
vyvoj nyni zkouseného 1é¢iva CX-3543 (Cylene Pharmaceuticals). Odlisnym mechanismem inhibuje telomerasu (Antiso-
ma), na guanin bohaty oligonukleotid s 26 bazemi sam vytvarejici kvadruplexy, ktery byl nahodné objeven pfi studiu oligo-
nukleotidd vytvafejicich strukturu trojité spiraly. Vysledky prvnich klinickych zkousek AS1411 na malém souboru pacientti
s nadory ledvin (faze I) byly rozporné: AS1411 nevykazoval zadnou piiliSnou toxicitu, u jednoho pacienta doslo ke kom-
pletni a u druhého k téméf GpIné remisi, u 5 pacienti se stav nezménil, u 2 zhorsil.

Inhibitory telomerasy jsou sice velmi Casto uvadény mezi perspektivnimi protinadorovymi 1éky,
stale neni ani jednozna¢né prokazano, Ze inhibice telomerasy skute¢né¢ muize zastavit rist a mno-
zeni nadorovych bunék. I kdyz se to prokaze, bude tieba jesté mnoho prace k tomu, aby se i pro-
kazatelng Gi¢inné inhibitory staly pouzivanymi protinddorovymi lécivy.
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Studium inhibitorti telomerasy je vSak perspektivni i z jiného hlediska. Stabilizatory kvadrupleti by se potencialné
mohly uplatnit i pfi fizeni exprese nékterych genti a mozna i pfi léCeni nekterych dédicnych nemoci zplsobenych
chromozomalnimi aberacemi, které mohou byt pfi¢inou mentalni retardace nebo mit jiné vazné nasledky. Na regulaci
délky telomert se kromé telomerasy podileji proteiny TRF1 a TRF2, rozvolnéni koncovych struktur telomert kataly-
zuje enzym nazvany tankyrasa 1, ktery interaguje s TRF1. Pii zablokovani tankyrasy 1 se zastavi bunécny cyklus.
Spolu s inhibitory cdk a dalSich enzymi podilejicich se na regulaci bunééného cyklu, by se proto mohly inhibitory
tankyrasy 1 stat dalSimi kandidaty na nova protinadorova léciva.

Induktory apoptozy

Pro spravnou funkci organismu jako celku je dalezity nejen vznik a rozvoj bunék, ale 1 jejich za-
nik. K tomu dochazi jednak pii zdvazném nadhodném poskozeni bunky riznymi vnéjsimi fyzikal-
nimi i chemickymi faktory, jednak pii pfedem naprogramované likvidaci jiz nepotfebnych bun¢k
nebo buné€k, u nichz doslo k ur¢itym zménam nezarucujicim jejich dalsi spravnou funkci. V prv-
nim piipadé jde o nekrézu, ve druhém o apoptézu (z fectiny, apo- = od a ptein = padat), progra-
movanou bunécnou smrt. Oba procesy se li$i mimo jiné v tom, ze pii nekrdze zlstava bunécné
jadro s DNA urc¢itou dobu intaktni, zatimco proces apoptickych zmén na trovni DNA zacina.

Mechanismy apoptozy jsou pomérné slozité a podili se na nich celd fada enzymovych reakci. Signaly k apoptdze
dostava buika ze svého vnitiniho prostfedi, mohou vsak pfichazet i zvenci. Jednim z vnitrobunéénych signald
k apoptoze poskytuje zkraceni telomerd na kritickou délku. Jinym vnitrobunéénym signalem k apoptoze je aktivace
proteinu p53 kodovaného tumorsupresorovym genem p53 vyvolana posSkozenim DNA. Protein p53 tak proto vlastné
chrani buniku pfed nezadoucimi dédi¢nymi zménami genomu. Nastartovat apoptozu mize aktivace dalSich produkth
tumorsupresorovych gend, ale rizné signalni molekuly z vnéjSiho prostiedi. V tomto ptipadé hraji dilezitou tlohu
tzv. receptory smrti na povrchu bunck. Pfi interakcich téchto receptorti s cytokiny nebo jinymi ligandy dochazi
v cytoplasmé ke vzniku (bunéénou) smrt indukujiciho enzymového komplexu DISC. Cytoplasmaticka ¢ast aktivova-
ného receptoru pritom rozstépi proenzym caspasy 8 (v Ceské literatufe se piSe o kaspasach, otazkou vsak je, zdali to je
spravné: termin caspasa je vlastné zkratkou pro cysteinyl-aspartat specifickd proteasa a cystein se netranskribuje do
cestiny jako kystein). Aktivovana caspasa 8 pak aktivuje dalsi enzymy apoptické drahy. Signaly k apoptoze vyvolané
riznymi podnéty se mohou spojit do jedné signalni drahy, existuji vSak i jiné mechanismy bunééné smrti nezavislé na
caspasach. Aapoptotické procesy lze zpocatku jesté zastavit, po urcité fazi se vSak stavaji nevratnymi. Produkty onko-
gend mohou kroky vedouci k apoptoze zablokovat.

Nékteré induktory apoptdzy jsou zkouSeny jako protinadorova lé€iva. Pfirozenym induktorem je
napf. faktor ,,nekrozy* nadorti, TNF, studovany jsou vSak i nékteré dalsi bilkovinné molekuly.

TNF, TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) a dalsi cytokiny aktivuji rizné receptory smrti. Umélym
agonistou receptoru je monoklonalni protilatka mapatumumab (TRAIL-R1 Mab, Cambridge Antibody), ktera postou-
pila do faze II klinickych zkousek pii 1é¢bé nadorti koneéniku a stiev, lymfomu a nékterych dalSich nadord. Ve fazi 1
klinickych zkousek je rekombinantni TRAIL AMG-951 (Amgen). Indukce apoptozy funkEnimi tumorsupresorovymi
geny nebo ligandy receptort smrti je také cilem nékterych zkouSenych piipravkid pro genovou terapii (viz dale).

Apoptotické procesy mohou nastartovat i rizné nizkomolekularni 1é¢iva.

Indukce apoptdzy je patrné hlavnim mechanismem t¢inku u oxidu arsenitého, u nékterych cytostatik (napt. paklitaxe-
lu), antagonistti pohlavnich hormonti a kortikoidl je doprovodnym ucinkem. Z riznych nizkomolekularnich latek
mohou apoptézu indukovat napt. i sildenafil (Viagra) nebo kanabinoidy z marihuany.

Inhibitory proteasomu

Rychleji nez inhibitory telomerasy a induktory apoptozy se jako nové léky do protinadorové tera-
pie prosazuji inhibitory proteasomu, bun¢éné struktury, kterd ma dulezitou tlohu pfi recyklaci
bilkovin v buiice.

Vétsina bilkovin je v buitkach pravidelné obménovana za nové, a to i v bunikach, které se uz nedé€li, jako jsou nervové
bunky. Primérna zivotnost bunéénych bilkovin je n€kolik dni, nékteré v§ak maji biologicky polo¢as pouhych nékolik
desitek minut, jiné naopak nékolik tydni. Kromé bilkovin, které splnily svtij tkol a jsou pro buniku nadale zbytecné
nebo i nezadouci, se musi organismus zbavovat poSkozenych nebo cizorodych bilkovin. K tomu slouZzi proteasomy.
Proteasomy obsahuji n€kolik proteolytickych enzymu, které postupné rozlozi bilkoviny az na aminokyseliny. Ty pak
buiika vyuzije jako stavebni kameny pfi syntéze novych bilkovin. V buiikach vyssich organismt je az 30.000 protea-
somu, které se ucastni recyklace bilkovin. Velky vyznam maji proteasomy pro likvidaci proteinkinas, které jiz splnily
svoji tlohu v kaskadé vnitrobunécnych procest fidicich déleni bunek. Proteasomy pfitom funguji jako jakési biolo-
gické hodiny, které urcuji Casovy prubeh koncentrace dulezitych enzymu a tim fidi jednotlivé faze bunécného cyklu.

Farm10 10/14



Chemie 1éCiv Protinadorova 1éc¢iva I11

Aby proteasomy poznaly co maji rozs§tépit, musi byt nepotiebna nebo poskozena bilkovina oznacena.

K oznaceni slouzi navazani n¢kolika molekul polypeptidu ubikvitinu, ktery obsahuje 76 aminokyselin. Ubikvitinace je tak
pro bilkoviny ,,polibkem smrti“. Je katalyzovana tfemi enzymy, které vlastné zprostfedkované fidi chod burnky a jak se
ukazalo, mohou se podilet na nadorové transformaci.

Nékteré¢ latky mohou ubikvitinaci nebo ¢innost proteasomu selektivné inhibovat, aniz by interagovaly
s ostatnimi bunécnymi enzymy. Inhibice zastavuje recyklaci bilkovin a tim i buné¢né déleni a vnasi do
bunky chaos, ktery mize vést k bunééné smrti, apoptdze.

Inhibitory proteasomu proto maji protinadorovy uéinek. Chemicky to jsou analoga oligopeptidi, ktera ¢asto maji koncovy
karboxyl nahrazen zbytkem kyseliny borité. Jako prvni inhibitor proteasomu se do protinadorové terapie dostal bortezomib
(Velcade, Millenium a Janssen-Cilag), ktery byl nedavno schvalen jako 1ék pro 1é¢bu mnohocetného myelomu. V brzké
dobé by vsak jeho indikace mohly byt rozsifeny na dalsi nadorova i jind onemocnéni. Klinicky zkouSeny je inhibitor prote-
asomu 2. generace neobsahujici bor, ale oxiranovy kruh v substituované koncové amidoskuping, karfilzomib (PR-171,
Proteolix), posuzovana je zadost o povoleni klinickych zkouSek dal$iho inhibitoru PR-047, jehoz piednosti by méla byt
moznost oralniho podani.
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Komplementarni oligonukleotidy jsou intenzivng studovany od 80. let, avSak do terapie vyraznéji nepronikly. Protinadoroveé
je ucinny oblimersen (Genasense, Genta), ktery je komplementarni k prvnim 6 trinukleotidovym sekvencim genu kodujici-
ho inhibitor apoptdzy, protein Bel-2. Jinym povolenym komplementarnim oligonukleotidem je formivirsen (Vitravene, Isis),
ktery vSak neni uréen pro protinadorovou terapii, ale pro 1é¢bu cytomegalovirovych infekci v oénim 1ékarstvi. Zkouseny
jsou oligonukleotidy komplementarni k mutované formé genu p33, které maji potlacovat tvorbu neucinné varianty.

V posledni dobé jsou intenzivné zkoumdany moznosti terapeutického vyuziti ptirozenych oligoribo-
nukleotidl se 17-23 bazemi, tzv. malych interferujicich RNA (siRNA, small interfering RNA) nebo
mikroRNA (miRNA, microRNA), kter¢ jsou piirozenymi regulatory exprese gena.

Malé regulacni RNA byly objeveny v r. 1993 u Cervika Caenorhabtis elegans, predtim byly povazovany pouze za fragmenty
RNA. Poznéni role siRNA a miRNA pfi ,,uml¢ovani“ genil vyvolalo v§ak obrovsky zijem o jejich studium, takze dnes je jiz
znamo na 600 lidskych siRNA a miRNA. Jsou komplementarni k ¢asti mRNA, vznikly komplex s mRNA pak neni schopen
translace a mize také byt snaze degradovan nukleasami, mechanismus uc¢inku vsak stale neni znam. K dostatecné silné interak-
ci s mRNA ma stacit sekvence pouhych 8 nukleotidi. Cilovym mistem siRNA jsou zejména oblasti bohaté na tzv. AU-
elementy, které se Casto vyskytuji v mRNA odvozené od onkogentl. V piipadé miRNA, které mohou naopak inaktivovat
nékteré geny tlumici rast a déleni bunek, byl zjistén jejich zvyseny vyskyt v nékterych nadorovych bunkach.

Perspektivné by mohly byt malé regulacni RNA vyuzity v terapii nddorovych onemocnéni, studi-
um takovych moznosti je vSak zatim jen na samotném pocatku.

Vyhodou siRNA a miRNA je, Ze je Ize pfipravovat biotechnologickymi postupy. To by mohlo zajistit snazsi ptipravu
a lepsi dostupnost ve srovnani se syntetickymi oligonukleotidy. Podobné jako v ptipadé komplementarnich oligo-
nukleotidil je vSak u regulacnich oligoribonukleotidti velkym problémem jejich omezena stabilita v prostiedi obsahu-
jicim rizné nukleasy.

Zatimco komplementarni oligonukleotidy i malé regulacni RNA blokuji pfepis genetické informa-
ce z DNA na mRNA, ribozymy, ribonukleové kyseliny s katalytickou aktivitou, mohou brénit
pienosu genetické informace Stépenim mRNA.

Zkonstruovany byly ribozymy $tépici mRNA odvozenou od onkogent ras nebo fos, resp. genu mdr podilejiciho se na
rezistenci nadorovych bunék vici cytostatikim. Klinicky je zkouSen ribozym Herzyme (Ribozyme Pharmaceuticals),
ktery §tépi mRNA kodujici receptor typu 2 pro lidsky epidermalni rastovy faktor HER2 s nadmérnym vyskytem
v nekterych typech nadoru prsu. Vzniku novych cév ma branit ,,angiozym®, ribozym specificky stépici mRNA, ktera
kéduje jeden z receptorti pro vaskularni endotelidlni riistovy faktor. Sirokému terapeutickému vyuziti komplementar-
nich oligonukleotidi i ribozymut bude zifejmeé branit jejich omezena stabilita a vysoka cena.

Moznosti ovlivnéni epigenetickych zmén podilejicich se na regulaci exprese gent

Kromé RNA interference ovliviiuji expresi gentl i epigenetické zmény. Pfi téchto zménach se neméni
ani genom ani geneticky kod, ani nedochazi k vnéjsimu zésahu do mechanismi transkripce DNA.
Epigenetické zmény zahrnuji jednak methylaci cytosinovych zbytkil v molekule DNA, jednak acetyla-
ci nebo jiné modifikace histont. To ma za znesnadiiuje nebo naopak usnadnuje pristup enzymu podile-
jicich se na prepisu genu k DNA. Nemohou-li se transkripcni faktory ke genu dostat, nemize dojit
k ptepisu a kone¢ny vysledek je stejny jako v pripade, Ze gen je inaktivovan mutacemi nebo je jeho
prepis blokovan interakci se syntetickymi nebo pfirozenymi komplementarnimi oligonukleotidy.
Nadmérna methylace cytosinu v DNA prepis genu znemozni, zatimco acetylace histonl jej naopak
usnadni. Epigenetické zmény jsou reverzibilni, coz umoziuje provadéni oprav pozménénych genll a
obnoveni jejich ptvodni funkce. Studium nadorovych bunck ukézalo, ze je v nich zastoupeni 5-
methylcytosinu v DNA vysSi nez v normalni tkéni a naopak stupen acetylace histont v chromatinu je

A4

niz$i. Inhibitory DNA-methyltransferas nebo histondeacetylas proto mohou byt protinddorovymi Ié¢ivy.

DNA je methylovana DNA-methyltransferasami. K methylaci dochazi témét vyluéné v sekvencich CpG, které se casto
vyskytuji v promotorovych oblastech. Dusledkem je epigenetické ,,umlceni* genti. Inhibice DNA-methyltransferas mtize
hypermethylaci DNA zvratit. Methylova skupina se vaze do polohy 5 cytosinového zbytku, vznikajici S-methylcytosin je
deaminovan snaze nez nemethylovana baze. Pritom dochazi k mutaci, protoze produktem deaminace je thymin. Hyperme-
thylace DNA proto vnasi do genomu chaos a nestabilitu. Inhibitory DNA-methyltransferas mohou byt vyuzity k 1€¢bé po-
ruch a onemocnéni zap¥i¢inénych umlenim gend a/nebo genetickou nestabilitou. U¢innymi inhibitory jsou 5-azacytidin a
decitabin, které byly zminény mezi antimetabolity pyrimidinovych slozek NA. Ob¢ latky se pouzivaji k 16¢bé myelodys-
plastického syndromu, hematologického onemocnéni, které casto pfedchazi leukemii, v nékolika dalsich indikacich jsou
zkouseny v kombinaci s jinymi protinadorovymi léky. Klinicky jsou zkouseny i 5,6-dihydro-5-azacytidin, 5-fluor-2’-deoxy-
cytidin a chemicky zcela odlisny hydralazin. Nékolik dalsich inhibitori DNA-methyltransferas je testovano preklinicky.
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Histony jsou bazické bilkoviny, kolem nichz je v bunééném jadie ovinuta DNA. Pfitom vzdy dva zavity dvousroubi-
cové DNA oviji komplex tvofeny dvojicemi 4 histond. Pfitom vznikaji nukleosomy, strukturni podjednotky chroma-
tinovych vlaken, které jsou vzajemné propojeny komplexem DNA s jednim histonem.

V molekulach histont je mnoho lysinovych zbytktli s volnymi aminoskupinami, které mohou byt acetylovany, methylovany,
fosforylovany, ubikvitinovany apod. Modifikacemi volnych aminoskupin lysinu, zejména acetylaci, jsou ovliviiovany in-
terakce histont1 s jinymi bilkovinami, jakymi jsou faktory regulujici replikaci a transkripci DNA a patrné i enzymy podilejici
se na opravach a metabolismu DNA. Kromé toho ovliviiuji modifikace histoni jejich stabilitu, protoze na acylované ami-
noskupiny se nemtze navazat ubikvitin a tim je zablokovana degradace histontl v proteasomech. Acetylaci histond nebo
naopak odstépenim acetylskupiny mize byt regulovana fada bunécnych procesti. Odstépeni acetylskupiny katalyzuje enzym
histondeacetylasa (HDAC). Pii nékterych nadorovych onemocnénich, zejména hematologickych malignitach, je aktivita
tohoto enzymu v nadorovych burnikach zvysena. Inhibitory HDAC proto mohou byt vyuzity v jejich terapii. HDAC je meta-
loprotein, ktery pro svoji aktivitu potiebuje zinek. Proto byly inhibitory hledany mimo jiné mezi latkami, které mohou zinek
vazat. Jako prvni lé¢ivo z této skupiny byl v fijnu 2006 povolen vorinostat (suberoylanilidhydroxamova kyselina, SAHA —
Zolinza, Merck,), a to pro terapii jednoho typu lymfomu.

H (0]
N OH
O NSNS
o) H

Vorinostatt
(SAHA, anilid suberoylhydroxamové kyseliny)
Jako dalsi inhibitory HDAC jsou studovany nékteré jiné hydroxamové kyseliny, 2-aminoanilidy substituovanych ben-
zoovych kyselin a nékteré dalsi chelatujici latky vcetné ptirodnich produkti. HDAC Ize vSak inhibovat i jinymi me-
chanismy a zajimavé je, Ze u¢innymi inhibitory tohoto enzymu jsou i jednoduché mastné kyseliny — klinicky zkouse-
na je kyselina maselna a valproova (2-ethylmaselna kyselina).

Genova terapie

Genova terapie je zaloZena na vnaseni celych funk¢nich genti do organismu.

Teoreticky mize byt do bun¢k vnesen ,,nahy* gen, samotna kodujici DNA. Prakticky pouzitelné je vSak vneseni genu
do bun€k pomoci vhodného ,,vektoru®. Zatim to jsou vétSinou viry (nejcasteji adenoviry) upravené tak, ze je elimino-
vana jejich patogenita, nékteré nevirové vektory jsou zkouseny. Genova terapie byla poprvé vyuzita pti 1é¢bé zavazné
kombinované imunodeficience (SCID, severe combined immunodeficiency) zpiisobené mutaci genu, ktery zajist'uje
rust a zrani bun¢k imunitniho systému. Nemoc je nastésti velmi vzacnd. Gen se vyskytuje na neparovém chromosomu,
takze SCID postihuje jen chlapce, ktefi pro nefunkénost imunitniho systému mohou snadno podlehnout i lehkym
nakazadm. Aby se jim vyhnuli, musi Zit v aseptickém prostiedi. To jim zajist'uji plastové vaky, ,,bubliny, naplnéné
filtrovanym vzduchem, nemoc je proto anglicky nazavana ,.bubble boy disease“. Pies veskerou péci se postizeni
chlapci dozivali v priméru jen 12 let. LéCeni mohli byt jen transplantaci kostni dfené. Ta vSak nemusi vzdy byt
uspesnd a kromé toho je komplikovana obtizemi pfi hledani vhodného dérce. Genova terapie byla z pocatku povazo-
van za velky pfinos, patnact chlapct z 18 bylo uspésné€ vylééeno vnesenim funkcéniho genu. Pak se vSak vyskytly
komplikace, kdyz jeden z l1é¢enych chlapcti onemocnél leukemii. Ukazalo se, Ze vneseny gen se dostal do blizkosti
genu, ktery se podili na regulaci bunécného déleni. Ten pfitom byl aktivovan a spustil procesy vedouci ke vzniku
nadorového onemocnéni. Dalsi zkousky genové terapie proto byly v fijnu 2002 pozdrzeny do doby, kdy budou ziska-
ny lepsi pfedpoklady, ze pacienti se uzdravi a neonemocni jinak. Po ziskani novych poznatkl byly po 22 mésicich
zkousky obnoveny, avSak v r. 2005 dalsi z pacientll 1é¢enych pted tfemi lety vnesenim funkéniho genu rovnéz one-
mocnél leukemii. Zkousky byly znovu pozastaveny. Hledany jsou moznosti selektivniho vneseni genti na takova mis-
ta genomu, kdy by riziko nezadouci aktivace sousednich genti nehrozilo. Podati-li se dosavadni obtize piekonat, stane
se genova terapie dilezitou 1é¢ebnou metodou.

P11 1é¢bé nadorovych onemocnéni se genova terapie miZe uplatnit zejména v téch pifipadech, kdy

13

puvodni (,,divoky®, wild) tumorsupresorovy gen nebo jiny dulezuy gen kontrolujici bunécnou
proliferaci, je mutovan nebo jinak poskozen a nemize proto plnit svoji funkci.
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Jeden ze zkouSenych piipravkl pro genovou terapii nadorovych onemocnéni, kontusgen ladenovek (Advexin, Intro-
gen Therapeutics) obsahuje lidsky gen p53 a promotor cytomegaloviru zabudované do adenoviru 5 misto virovych
genl E/A4 a E1B. Pii klinickych zkouskach byl virovy vektor s funkénim tumorsupresorovym genem vstiiknut pacien-
tim pfimo do nadoru. U 29% pacientii doslo ke zmensSeni nadoru a interval do progrese nadoru €inil vice nez 12 mési-
cli, u 48% pacienti doslo k nejméné tiimésiéni stabilizaci onemocnéni. Zadné dlouhodobé toxické wginky nebyly
zjistény (doba sledovani 2,3 — 46,5 mésict). Pfi 1é¢bé melanomu nebo v kombinaci s radioterapii je zkousen piipravek
je INGN-241 (Introgen Therapeutics), ktery koduje IL-24 (neboli protein mda-7), ktery plsobi jednak jako tumor-
supresor, jednak jako cytokin regulujici imunitni systém. TNF erade (Biologic) je pfipravek obsahujici gen pro faktor
nekrézy nadorti zabudovany do adenovirového vektoru. Je zkouSen pfi 1é¢bé nadord pankreatu, hlavy a krku, kolorek-
talniho karcinomu a melanomu v kombinaci s chemoterapii a/nebo radioterapii. Podobnym pfipravkem pro genovou
terapii je AdS-TRAIL (University of lowa), adenovirovy vektor s lidskym genem koédujicim TRAIL, ktery postoupil
do faze I klinickych zkousek.

Jinou moznosti genové protinadorové terapie predstavuje vpraveni ,,sebevrazednych® genti do nadorovych bunek (gen z viru
Herpes simplex kodujici thymidin kinasu, po jehoz vneseni se stavaji nadorové buriky vysoce citlivé na antivirotikum gancy-
klovir) nebo gen, které koduji enzymy Stépici v nadorovych bunkach neskodna profarmaka na cytotoxické produkty. Genova
terapie by se mohla uplatnit i pfi posileni odolnosti normalnich bunek vici cytostatikiim a kone¢né pii genetické imunomodu-
laci, ke zvySeni antigenniho charakteru povrchu nadorovych bun¢k nebo znasobeni poctu genli zodpovédnych za produkci
riznych cytokini v nadorovych burikach.

Lécba nadorovych onemocnéni pomoci nékterych mutant viri a bakterii
Viroterapie je postup, ktery je uzce pribuzny s nékterymi metodami genové terapie.

Viroterapie vyuziva onkolyticky uc¢inné mutanty adenovirti nebo virti Herpes simplex, které se v normalnich buikach
mohou mnozit jen omezené, ale velmi dobfe v nadorovych bunkach. Takovym virem je napi. modifikovany adenovi-
rus ONYX-015, ktery selektivné zabiji bunky obsahujici mutovany tumorsupresorovy gen p353, zatimco na bunky
s funkénim genem p53 neplsobi. Jiny virus upraveny metodami genového inzenyrstvi ptisobi podobné na bunky
s mutovanym genem Rb.

Kromé terapie mutovanymi viry byla navrzena i 1é¢ba nadorovych onemocnéni ,,bakterioterapii*.

Ta by byla zaloZzena na vyuziti mutant bakterii Salmonella typhimurium, které se pii preklinickych zkouskach prednostné
mnozily v nadorovych tkanich s deficitem p353.

Podobné jako u genové terapie vystupuje ovSem pii viroterapii a bakterioterapii do popiedi otdzka
bezpecnosti 1é¢by, ktera vyzaduje dlouhodobé zkoumani. Nelze proto ocekavat, ze by v brzké dobé
byli onkologicti pacienti léceni tim, Ze budou infikovani.

Zavér

Protinadorova 1éCiva, ktera byla v minulosti dosti opomijend, predstavuji dnes nejrychleji se rozvijejici
skupinu 1é¢iv. Na trhu si vydobyly vyznamné postaveni, v r. 2005 dosahly prodeje protinddorovych
1é¢iv asi 10% celkového obratu za vSechna 1éCiva a jejich podil se neustale zvySuje. Rychle pribyvaji
nova protinadorova lé€iva ve vyzkumu a vyvoji. Mezi léty 1995 a 2005 se jejich pocet zvysilo 138%
7299 na 713, zatimco celkovy pocet vSech vyvijenych 1éCiv vzrostl jen o 88% na 2375. Mezi léty
2000 a 2005 ¢inil podil praci vénovanych onkologii 40% ze vSech farmakochemicky zamétenych pub-
likaci. I kdyz vyzkum a vyvoj klasickych protinddorovych 1é¢iv dale pokracuje, do popredi se dostava-
Ji zejména cilenad 1éciva, jejichZ podil dosahl 39% v r. 2005. Mezi piipravky zkouSenymi ve fazi 2 a 3
sice stale jeSté prevladaji klasicka synteticka 1é¢iva, v preklinickém a rané klinickém vyvoji se vSak
situace méni a do popiedi se dostavaji ptipravky pro ,,biologickou* terapii, jako jsou monoklonalni
protilatky, rekombinantni proteiny a dokonce i pfipravky pro genovou terapii. Nova lé¢iva prinesla
fadu lécebnych uspéchli, musi se vSak potykat se zavaznym problémem vysokych cen, které Casto
nemohou pojistovny z bézného pojisténi hradit.

Pies uspéchy novych ptipravkil a obrovské usili vénované vyzkumu a vyvoji novych protinadorovych
1€¢iv 1 dalSich zpisobt protinadorové terapie lze predpokladat, ze se asi nikdy nepodati vSechna one-
mocnéni shrnovana pod pojmem rakovina tplné vylécit. S velkou pravdépodobnosti vSak lze oceka-
vat, ze pristi 1éta pfinesou i onkologickym pacientim prodlouzeni doby Zivota a podstatné zvySeni
jeho kvality. Je proto tieba si ptat, aby 1 nadale pokracoval trend prudkého rozvoje vyzkumu a vyvoje
novych a lepSich protinddorovych léciv.
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