
CHIRURGIECHIRURGIE
OZAŘOVÁNÍOZAŘOVÁNÍ
CHEMOTERAPIECHEMOTERAPIE
BIOLOGICKÁ TERAPIEBIOLOGICKÁ TERAPIE

Chemoterapeutické látky Chemoterapeutické látky 
►► platinové derivátyplatinové deriváty
►►antimetabolityantimetabolity

 
((metotrexatmetotrexat, fluorouracil), fluorouracil)

►►inhibitory inhibitory topoizomeráztopoizomeráz
 

(doxorubicin, (doxorubicin, etoposidetoposid))
►►alkylačníalkylační

 
činidlačinidla

 
((cyklofosfamidcyklofosfamid))

►►rostlinnérostlinné
 

alkaloidyalkaloidy
 

((vinblastinvinblastin, , paclitaxelpaclitaxel))
BiologickáBiologická

 
terapieterapie

 
--

 
hledáníhledání

 
novýchnových

 
přístupůpřístupů

 
nana

 
základězákladě

 
poznánípoznání

 
mechanismůmechanismů

►►StimulaceStimulace
 

obrannýchobranných
 

mechanismůmechanismů
 

hostitelehostitele
 

včetněvčetně
 

specifickýchspecifických
 

a a nespecifickýchnespecifických
 imunologickýchimunologických

 
přístupůpřístupů

 
((imunoterapieimunoterapie) ) 

►► SStrategie cílené přímo na změnu nádorového růstu a diferenciacetrategie cílené přímo na změnu nádorového růstu a diferenciace
 

--
 

využití využití 
růstových faktorů, genetické inženýrství růstových faktorů, genetické inženýrství --

 
ovlivnění klíčových genů.ovlivnění klíčových genů.

►► AngiogenníAngiogenní
 

terapie terapie ––
 

cílená proti vaskularizaci nádorůcílená proti vaskularizaci nádorů

LÉČEBNÉ METODYLÉČEBNÉ METODY





Wicha

 

MS et

 

al., Cancer

 

Res. 2006



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 nádorů je složitý děj, který závisí na překonání řVznik a vývoj nádorů je složitý děj, který závisí na překonání řady restrikčních ady restrikčních 
mechanismů na úrovni mechanismů na úrovni genomugenomu, buňky, tkáně i celého organismu a který pro , buňky, tkáně i celého organismu a který pro 
svou komplexnost vyžaduje při plánování terapie svou komplexnost vyžaduje při plánování terapie individuální přístupindividuální přístup

 
((tailoringtailoring

 therapytherapy) ) --
 

využití poznaných biologických charakteristikvyužití poznaných biologických charakteristik
KlinickéKlinické

 
––

 
stagingstaging

 
(jeden z(jeden z

 
nejsilnějších prognostických faktorů), sledování přežití nejsilnějších prognostických faktorů), sledování přežití 

a léčebné odpovědia léčebné odpovědi
Orgánové Orgánové ––

 
sledování odpovědi nádoru na léčbusledování odpovědi nádoru na léčbu

TkáňovéTkáňové
 

––
 

histologická charakteristika, histologická charakteristika, gradinggrading, tkáňová architektonika, , tkáňová architektonika, 
vaskularizace, expresní profilyvaskularizace, expresní profily--imunohistochemieimunohistochemie, , in in situsitu hybridizacehybridizace

Buněčná Buněčná ––
 

funkční testy, obsah DNA, proliferační a funkční testy, obsah DNA, proliferační a apoptickáapoptická
 

aktivitaaktivita
Molekulární Molekulární ––

 
cytogenetické a genetické charakteristiky nádorových a somatickcytogenetické a genetické charakteristiky nádorových a somatických ých 

buněkbuněk
Incidence nádorových onemocnění se stále zvyšuje. Přesto je dlouIncidence nádorových onemocnění se stále zvyšuje. Přesto je dlouhodobá mortalita hodobá mortalita 

téměř konstantní díky výrazným téměř konstantní díky výrazným léčebným a diagnostickým pokrokůmléčebným a diagnostickým pokrokům..
Nové léčebné postupy, nová chemoterapeutika, kombinovaná terapieNové léčebné postupy, nová chemoterapeutika, kombinovaná terapie

 
a aplikace a aplikace 

nových poznatků o biologii nádorové buňky.nových poznatků o biologii nádorové buňky.
Hledají se Hledají se nové prognostické/prediktivní faktorynové prognostické/prediktivní faktory

 
umožňující přesnější rozdělení umožňující přesnější rozdělení 

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



Cytologické a bioptické vyšetřeníCytologické a bioptické vyšetření
 

((prepre--
 

nebo postoperační)nebo postoperační)

ZOBRAZOVACÍ METODYZOBRAZOVACÍ METODY

UltrasonografieUltrasonografie
 

––
 

vyšetření ultrazvukem, vyšetření ultrazvukem, neinvazivníneinvazivní
Rentgenové vyšetřeníRentgenové vyšetření

 
––

 
kontrastní vyšetření, kontrastní vyšetření, mamografiemamografie

 
––

 
screeningscreening

 
a a 

diagnostika rakoviny prsudiagnostika rakoviny prsu
Počítačová tomografie (CT)Počítačová tomografie (CT)

 
--

 
odhalí až 90% ložisek menších než 1 cmodhalí až 90% ložisek menších než 1 cm

Magnetická rezonance (MR)Magnetická rezonance (MR)
 

––
 

zejména vyšetření mozku a míchyzejména vyšetření mozku a míchy
RadionuklidovéRadionuklidové

 
vyšetřovací metodyvyšetřovací metody

 
––

 
využití izotopů (využití izotopů (scintigrafiescintigrafie, emisní , emisní 

tomografietomografie
Endoskopické vyšetřeníEndoskopické vyšetření

 
––

 
nádory v tělních dutináchnádory v tělních dutinách



Klasifikace nádorových onemocněníKlasifikace nádorových onemocnění

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)



PREDIKTIVNÍ ONKOLOGIEPREDIKTIVNÍ ONKOLOGIE
klinicky orientovaný onkologický výzkum využívající metod buněčnklinicky orientovaný onkologický výzkum využívající metod buněčné a molekulární é a molekulární 
biologie. biologie. 
Hledání nových léčebných postupů a léčiv směrovaných na klíčové Hledání nových léčebných postupů a léčiv směrovaných na klíčové genetické genetické 
změny umožňující transformaci normální somatické buňky vzměny umožňující transformaci normální somatické buňky v

 
nádorovou.nádorovou.

Jsou to předevšímJsou to především
►► poruchy buněčného cyklu,poruchy buněčného cyklu,
►► poruchy vporuchy v

 
aktivitě/množství receptorů pro růstové faktory,aktivitě/množství receptorů pro růstové faktory,

►► exprese exprese protiapoptickýchprotiapoptických
 

faktorů a faktorů a 
►► nesmrtelnost nádorových buněk vázaná či nevázaná na expresi nesmrtelnost nádorových buněk vázaná či nevázaná na expresi telomerázytelomerázy..
ChromozomálníChromozomální

 
a genetická analýza nádorových buněka genetická analýza nádorových buněk

 
je důležitým faktorem pro je důležitým faktorem pro 

prognózu a individualizaci léčby. Problémem jsou zvláště solidníprognózu a individualizaci léčby. Problémem jsou zvláště solidní
 

nádory, kde jsou nádory, kde jsou 
cytogenetické znalosti minimální např. ve srovnání scytogenetické znalosti minimální např. ve srovnání s

 
hematologickými malignitami.hematologickými malignitami.

VV
 

praxi se jedná o stanovení praxi se jedná o stanovení ploidityploidity
 

DNA, DNA, chemosensitivitychemosensitivity
 

in vitroin vitro, cytogenetické , cytogenetické 
a genetické vyšetření atd.a genetické vyšetření atd.
MOLEKULÁRNÍ PATOLOGIEMOLEKULÁRNÍ PATOLOGIE
studium procesů související se vznikem a rozvojem chorob, a to nstudium procesů související se vznikem a rozvojem chorob, a to na úrovni a úrovni 
nukleových kyselin a proteinů, respektive jiných molekul, které nukleových kyselin a proteinů, respektive jiných molekul, které jsou jimi jsou jimi 
regulovány.regulovány.
Využívá Využívá technik molekulární biologietechnik molekulární biologie

 
a výsledky jsou dávány do kontextu sa výsledky jsou dávány do kontextu s

 
nálezy nálezy 

dalších dalších biomedicínskýchbiomedicínských
 

oborů. Umožňuje odhalovat počátky nemoci a nahlédnout oborů. Umožňuje odhalovat počátky nemoci a nahlédnout 
až na genovou úroveň.až na genovou úroveň.



Nové směry vývoje Nové směry vývoje protinádorovéprotinádorové
 

léčbyléčby

Cílem je přímo a cíleně zasáhnout do klíčových mechanismů Cílem je přímo a cíleně zasáhnout do klíčových mechanismů karcinogenezekarcinogeneze
 

na na 
buněčné úrovni (buněčné úrovni (targetedtargeted

 
therapytherapy).).

Často v kombinaci s konvenčními léčebnými postupyČasto v kombinaci s konvenčními léčebnými postupy

►►
 

AntiAnti
 

EFGR terapieEFGR terapie
 

––
 

monoklonálnímonoklonální
 

protilátky s vazbou na receptor, inhibitory protilátky s vazbou na receptor, inhibitory 
tyrozinkináztyrozinkináz, , antisenseantisense

 
nukleotidy, vakcína proti receptoru nebo nukleotidy, vakcína proti receptoru nebo liganduligandu

►►
 

Diferenciační terapieDiferenciační terapie
 

(kyselina (kyselina allall--trans trans retinováretinová, vit D3), vit D3)

►►
 

Inhibitory přenosu signálůInhibitory přenosu signálů
Inhibitory Inhibitory tyrozinkináztyrozinkináz
Inhibitory Inhibitory cyklincyklin--dependentníchdependentních

 
kinázkináz

 
––

 
ovlivnění ovlivnění bunbun. cyklu. cyklu

Inhibitory jiných Inhibitory jiných kinázkináz
 

––
 

např. MAP např. MAP kinázykinázy, JNK, JNK
Inhibitory Inhibitory farnesyltransferázyfarnesyltransferázy

 
––

 
inhibují inhibují onkoproteinonkoprotein

 
ras ras ––

 
spojen s vnitřní stranou spojen s vnitřní stranou 

plazmatické membrány plazmatické membrány izoprenoidníizoprenoidní
 

lipidovoulipidovou
 

skupinou skupinou ––
 

farnesylemfarnesylem
Mutace Mutace protoonkogenuprotoonkogenu

 
ras ras --

 
častá u nádorů častá u nádorů --

 
vede k nekontrolované proliferaci, vede k nekontrolované proliferaci, 

inhibici inhibici apoptózyapoptózy
 

a zvýšení a zvýšení angiogenezeangiogeneze



ImunoterapieImunoterapie

intervence do imunitních mechanizmů s cílem obnovit nebo modifikintervence do imunitních mechanizmů s cílem obnovit nebo modifikovat funkce ovat funkce 
imunitního systémuimunitního systému

 
(substituční, (substituční, supresivnísupresivní

 
nebo stimulační, aktivní vs. pasivní, nebo stimulační, aktivní vs. pasivní, 

specifická a nespecifická)specifická a nespecifická)
Buněčná Buněčná imunoterapieimunoterapie

 
––

 
podání buněk imunitního systému s podání buněk imunitního systému s protinádorovouprotinádorovou

 aktivitou aktivitou ––
 

cílené zasažení nádorové tkáně a překonání tolerance a cílené zasažení nádorové tkáně a překonání tolerance a imunosupreseimunosuprese
 vyvolané nádorem.vyvolané nádorem.

Nádorové antigenyNádorové antigeny
 

––
 

vznik nových antigenů, kterými se nádorové buňky liší od vznik nových antigenů, kterými se nádorové buňky liší od 
normálních normálních ––

 
terč pro imunitní reakciterč pro imunitní reakci

Nespecifická buněčná Nespecifická buněčná imunoterapieimunoterapie
 

––
 

posílení posílení protinádorovéprotinádorové
 

imunity nezávisle na imunity nezávisle na 
specifických nádorových antigenechspecifických nádorových antigenech
Princip: kultivace Princip: kultivace efektorovýchefektorových

 
buněk buněk ex ex vivovivo s látkami, které aktivují nebo posilují s látkami, které aktivují nebo posilují 

jejich jejich protinádorovýprotinádorový
 

účinek (LAK buňky, NKúčinek (LAK buňky, NK--buňky, aktivované buňky, aktivované monocytymonocyty--
 makrofágymakrofágy

Zkoušeno přes 30 let Zkoušeno přes 30 let ––
 

malé uplatnění v praximalé uplatnění v praxi
Specifická buněčná Specifická buněčná imunoterapieimunoterapie

 
––

 
adoptivní adoptivní imunoterapieimunoterapie

 
využívající specifický využívající specifický 

převod buněk (TIL)převod buněk (TIL)
ProtinádorovéProtinádorové

 
vakcínyvakcíny

 
––

 
navozují specifickou imunitní odpověď proti nádorovým navozují specifickou imunitní odpověď proti nádorovým 

buňkám v prim. nádoru i metastázáchbuňkám v prim. nádoru i metastázách
Dendritické buňkyDendritické buňky



J.Krejsek, O. Kopecký:
Klinická imunologie, 2004



Genová terapieGenová terapie
Postup mající za cíl napravit genetickou odchylku způsobující výPostup mající za cíl napravit genetickou odchylku způsobující vývoj voj 
nádorové buňky (p53, geny rezistence, sebevražedné geny, nádorové buňky (p53, geny rezistence, sebevražedné geny, cytokinycytokiny))
AntisenseAntisense

 
oligonukleotidyoligonukleotidy

AngiogenezeAngiogeneze
 

a a antiangiogenníantiangiogenní
 

terapie terapie 
inhibitory inhibitory proteázproteáz
inhibitory migrace a proliferace inhibitory migrace a proliferace endoteluendotelu
inhibitory inhibitory angiogenníchangiogenních

 
růstových faktorůrůstových faktorů

chelátorychelátory
 

mědimědi



Průnik metod molekulární biologie do onkologické diagnostiky vyžPrůnik metod molekulární biologie do onkologické diagnostiky vyžaduje aduje zpracování zpracování 
multiparametrickýchmultiparametrických

 
(vícerozměrných) souborů dat.(vícerozměrných) souborů dat.

BiomarkeryBiomarkery, „, „surrogatesurrogate
 

biomarkersbiomarkers““
 

––
 

„náhradní“ „náhradní“ biomarkerybiomarkery
Patří mezi ně Patří mezi ně 
►► důležité genetické a cytogenetické důležité genetické a cytogenetické markerymarkery, , 
►► exprese významných regulačních genů, exprese významných regulačních genů, 
►► aktivity enzymů, aktivity enzymů, 
►► cytokinetickécytokinetické

 
parametry, parametry, 

►► parametry parametry angiogenezeangiogeneze, atd., atd.
Vyšetření na Vyšetření na chemorezistencichemorezistenci

 
vv

 
testech testech in vitroin vitro (MTT test) a související znaky (exprese (MTT test) a související znaky (exprese 

MRP, PGP).MRP, PGP).
Doplňují standardní Doplňují standardní klinická vyšetření a nespecifické ukazatele imunologického a klinická vyšetření a nespecifické ukazatele imunologického a 
fyziologického stavu pacientafyziologického stavu pacienta..
Je nutné vytvořit Je nutné vytvořit systém hodnocenísystém hodnocení

 
takovýchto dat stakovýchto dat s

 
cílem určit jejich cílem určit jejich prognostický prognostický 

význam a zajistit zpětnou vazbu lékařevýznam a zajistit zpětnou vazbu lékaře
 

kk
 

těmto hodnoceným datům těmto hodnoceným datům ––
 

individualizace individualizace 
léčby léčby ––

 
prospěch pro pacientaprospěch pro pacienta

HODNOCENÍ DAT HODNOCENÍ DAT ––
 

VÍCEROZMĚRNÉ ANALÝZYVÍCEROZMĚRNÉ ANALÝZY



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 

► 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

KontrolaKontrola
 

hemopoézyhemopoézy



ErytropoetinErytropoetin
--

 
stimulace stimulace erytropoézyerytropoézy

 
po chemoterapii a transplantaci KDpo chemoterapii a transplantaci KD

--
 

u některých u některých lymfoproliferačníchlymfoproliferačních
 

poruch jako jsou mnohočetné poruch jako jsou mnohočetné myelomymyelomy
 

a chronická a chronická 
lymfocytárnílymfocytární

 
leukémieleukémie

--
 

u anémií spojených su anémií spojených s
 

chronickým onemocněním (nádory, AIDS)chronickým onemocněním (nádory, AIDS)
--

 
vv

 
programech programech autologníhoautologního

 
odběru krveodběru krve

GranulocytárníGranulocytární
 

kolonie stimulující faktor (Gkolonie stimulující faktor (G--CSF a GMCSF a GM--CSF)CSF)
--

 
urychlení zotavení krvetvorby po chemoterapiiurychlení zotavení krvetvorby po chemoterapii

--
 

zlepšení sběru zlepšení sběru progenitorůprogenitorů
 

zz
 

periferní krveperiferní krve
--

 
zvýšennízvýšenní

 
účinnosti účinnosti cytotoxickýchcytotoxických

 
léčiv vybuzením klidových leukemických buněkléčiv vybuzením klidových leukemických buněk

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 klonálníklonální
 

myeloproliferativnímyeloproliferativní
 

porucha primitivních porucha primitivních hemopoetickýchhemopoetických
 kmenových buněk. kmenových buněk. 

Zahrnuje myeloidní, Zahrnuje myeloidní, erytroidníerytroidní, , megakaryocytmegakaryocyt., B., B--
 

někdy Tněkdy T--lymfoidní elementy, ale lymfoidní elementy, ale 
ne ne fibroblastyfibroblasty

 
kostní dřeně (KD). Nemoc je silně heterogenní, má 2 až 3 fázovýkostní dřeně (KD). Nemoc je silně heterogenní, má 2 až 3 fázový

 průběh, je přítomen průběh, je přítomen chromozchromoz. . markermarker
 

--
 

PhPh
 

chromozom.chromozom.
 V minulosti byla prognóza pacientů s CML velmi špatná (V minulosti byla prognóza pacientů s CML velmi špatná (střstř. doba přežití 3 roky). . doba přežití 3 roky). 

Nyní se prognóza zlepšila díky včasné diagnóze, zlepšující se teNyní se prognóza zlepšila díky včasné diagnóze, zlepšující se terapii a podpůrné rapii a podpůrné 
léčbě. Léčba léčbě. Léčba hydroxyureouhydroxyureou

 
a a busulfanembusulfanem

 
podporovaná IFN a podporovaná IFN a autologníautologní

 
transpltranspl. KD. . KD. 

Nyní je Nyní je střstř. doba přežití asi 60. doba přežití asi 60--65 měsíců. S 65 měsíců. S IFNalfaIFNalfa
 

2020--25% pacientů přežívá. 25% pacientů přežívá. 
Vedlejší účinkyVedlejší účinky

 
--

 
horečka, nechutenství, svalové bolesti, dlouhodobější horečka, nechutenství, svalové bolesti, dlouhodobější --

 
ztráta váhy, ztráta váhy, 

deprese, nespavost atd.deprese, nespavost atd.
MDS je získaná MDS je získaná klonálníklonální

 
porucha kostní dřeně charakterizovaná kvantitativními porucha kostní dřeně charakterizovaná kvantitativními 

i kvalitativními poruchami vi kvalitativními poruchami v
 

hemopoézehemopoéze
 

(hodně u starších lidí (hodně u starších lidí --
 

není možná není možná 
drastická terapie) drastická terapie) 
Řada léčebných protokolů je zaměřena na Řada léčebných protokolů je zaměřena na využití diferenciačních látekvyužití diferenciačních látek

 
k podpoře k podpoře 

zrání blokovaných buněk. Existují zrání blokovaných buněk. Existují in vitroin vitro modelymodely, kde je možno pomocí , kde je možno pomocí retinovéretinové
 kyseliny, DMSO nebo vit D3 příp. Gkyseliny, DMSO nebo vit D3 příp. G--CSF, GMCSF, GM--CSF. Avšak v praxi u pacientů CSF. Avšak v praxi u pacientů 

nepřinášejí žádoucí výsledky.nepřinášejí žádoucí výsledky.
Kyselina Kyselina allall--trans trans retinováretinová

 
(ATRA(ATRA) je nyní efektivním lékem při léčbě akutní ) je nyní efektivním lékem při léčbě akutní 

promyelocytárnípromyelocytární
 

leukémie. Na MDS má však malý účinek (genetický důvod leukémie. Na MDS má však malý účinek (genetický důvod --
 

absence absence 
translokace 15,17 důležité translokace 15,17 důležité pravděppravděp. pro klinický účinek ATRA).. pro klinický účinek ATRA).
RekombinantníRekombinantní

 
růst. faktory jako GMrůst. faktory jako GM--CSF a ILCSF a IL--3 jsou u MDS pacientů úspěšně 3 jsou u MDS pacientů úspěšně 

využívány ke zvýšení počtu cirkulujících bílých krvinek a destičvyužívány ke zvýšení počtu cirkulujících bílých krvinek a destiček. ek. 



ChemoprevenceChemoprevence
 

a chemoterapiea chemoterapie



DĚDIČNOST NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍDĚDIČNOST NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ

Genetika, mutace specifických genů Genetika, mutace specifických genů ––

 

zvýšená náchylnost (zvýšená náchylnost (susceptibilitysusceptibility) ) 
k určitým typům nádorůk určitým typům nádorů

Prevence Prevence ––

 

„„familyfamily

 

treestrees“, cytogenetické “, cytogenetické amalýzyamalýzy, enzymové , enzymové markerymarkery



Přírodní nebo syntetické látky, zasahující v
 

ranných fázích karcinogeneze. Aktivují 
detoxifikační

 
enzymy, antioxidační

 
účinky -

 
laboratorní a epidemiologické studie

-tokoferol, -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.



Nádorové tkáně mají, analogicky jako normální tkáně, Nádorové tkáně mají, analogicky jako normální tkáně, proliferujícíproliferující
 

část populace a část populace a 
část populace část populace neproliferujícíneproliferující, která se skládá z klidových buněk v, která se skládá z klidových buněk v

 
G0G0

 
fázi nazývané fázi nazývané 

někdy také populace kmenových někdy také populace kmenových neoplastickýchneoplastických
 

buněk.buněk.
 

Tyto buňky je obtížné zničit, Tyto buňky je obtížné zničit, 
protože jsou rezistentní k protože jsou rezistentní k cytostatickémucytostatickému

 
působení záření nebo chemoterapeutik. Určitou působení záření nebo chemoterapeutik. Určitou 

dobu po ozáření nebo chemickém působení vstupují znovu do cyklu dobu po ozáření nebo chemickém působení vstupují znovu do cyklu a jsou a jsou zdrojem zdrojem 
obnovy nádorového růstu. obnovy nádorového růstu. 
Opakovaná Opakovaná cytostatickácytostatická

 
terapie a kombinovaná terapieterapie a kombinovaná terapie

 
(s využitím humorálních (s využitím humorálních 

faktorů, imunologickou indukcí, atd.) představují hlavní přístupfaktorů, imunologickou indukcí, atd.) představují hlavní přístupy jak dostat do cyklu i y jak dostat do cyklu i 
klidové buňky, a pak účinně inhibovat jejich růst. Klíčovou otázklidové buňky, a pak účinně inhibovat jejich růst. Klíčovou otázkou však zůstává volba kou však zůstává volba 
nejvhodnějšího časového intervalu mezi jednotlivými aplikacemi (nejvhodnějšího časového intervalu mezi jednotlivými aplikacemi (matematické modely). matematické modely). 
Klidové buňky přežívají mnohem lépe, protože během dlouhého časoKlidové buňky přežívají mnohem lépe, protože během dlouhého časového intervalu vého intervalu 
mezi mezi cytostatickýmcytostatickým

 
působením a DNA replikací a dělením chromosomů je poškozený působením a DNA replikací a dělením chromosomů je poškozený 

genetický materiál reparován.genetický materiál reparován.
Rychle rostoucí nádoryRychle rostoucí nádory

 
jsou citlivé na jsou citlivé na cytostatickoucytostatickou

 
terapii, frakce terapii, frakce neproliferujícíchneproliferujících

 buněk je malá, buňky mají krátkou generační dobu. Opakovaným půsbuněk je malá, buňky mají krátkou generační dobu. Opakovaným působením lze převést obením lze převést 
G0 buňky do cyklu a účinně inhibovat růst (G0 buňky do cyklu a účinně inhibovat růst (lymfomylymfomy, , seminomyseminomy, některé leukémie)., některé leukémie).
Pomalu rostoucí nádoryPomalu rostoucí nádory

 
mají přechod buněk z G0 zásobní populace řízen negativní mají přechod buněk z G0 zásobní populace řízen negativní 

zpětnou vazbou. Tento mechanismus udržuje vždy minimální hladinuzpětnou vazbou. Tento mechanismus udržuje vždy minimální hladinu
 

G0 buněk, ze G0 buněk, ze 
kterých se populace vždy obnovuje. Tyto nádory jsou rezistentní kterých se populace vždy obnovuje. Tyto nádory jsou rezistentní na na cytostatickoucytostatickou

 
terapii terapii 

a je velká pravděpodobnost vzniku rezistentních klonů. Buňky maja je velká pravděpodobnost vzniku rezistentních klonů. Buňky mají dlouhou generační í dlouhou generační 
dobu (karcinom tlustého střeva, žaludku, plic, sarkomy).dobu (karcinom tlustého střeva, žaludku, 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.

Cell Cycle
 

Progression
Normal (delayed

 
apoptosis)Defective

No effect
(Repair)

Necrosis

(„Primed“ 
cells)

Suppression
Cytostasis Immediate

 Apoptosis

Drug
 

Concentration0







Vhodná strategie pro úspěšnou nádorovou terapiiVhodná strategie pro úspěšnou nádorovou terapii









Typy buněčné smrti po působení Typy buněčné smrti po působení protinádorovýchprotinádorových
 

terapeutikterapeutik



Mechanismy rezistence ke Mechanismy rezistence ke xenobiotikůmxenobiotikům
rezistence může být důsledkemrezistence může být důsledkem
►► snížené vnitrobuněčné koncentrace látky díky změněnému příjmu dosnížené vnitrobuněčné koncentrace látky díky změněnému příjmu do

 
nitra buňky, nitra buňky, 

zvýšenému vylučování z buňky nebo rozložení v buňcezvýšenému vylučování z buňky nebo rozložení v buňce
►► zvýšené buněčné zvýšené buněčné detoxifikacedetoxifikace

 
((inaktivaceinaktivace))

►► kvalitativních nebo kvantitativních změn buněčného cíle (enzymu)kvalitativních nebo kvantitativních změn buněčného cíle (enzymu)
►► neschopnosti přeměňovat látku na aktivní formuneschopnosti přeměňovat látku na aktivní formu
►► zvýšené zvýšené inaktivaceinaktivace

 
látkylátky

►► zvýšené reparace DNAzvýšené reparace DNA
►► poruch vporuch v

 
drahách drahách apoptózyapoptózy

Mnoho těchto mechanismů může působit současně a jsou buď přirozeMnoho těchto mechanismů může působit současně a jsou buď přirozeně přítomny v ně přítomny v 
buňce nebo vznikají de novo během choroby a léčení.buňce nebo vznikají de novo během choroby a léčení.
Vylučování látky z buňky je spojeno s aktivitou specifických proVylučování látky z buňky je spojeno s aktivitou specifických proteinů nebo teinů nebo 
proteinových komplexů uvnitř proteinových komplexů uvnitř cytoplasmatickécytoplasmatické

 
membrány.membrány.

MDR MDR --
 

""multidrugmultidrug
 

resistance" k resistance" k nádorovénádorové
 

chemoterapiichemoterapii
spojenéspojené

 
se se zvýšenouzvýšenou

 
expresíexpresí

 
PgpPgp

 
(P170) (P170) glykoproteinuglykoproteinu

 
--

 
membránovámembránová

 
adenosinadenosin

 trifosfatázatrifosfatáza
 

((ATPázaATPáza) se ) se širokouširokou
 

specifitouspecifitou. . TransportujeTransportuje
 

endogenníendogenní
 

substance substance 
((toxinytoxiny, , metabolitymetabolity, , odpadodpad, , hormonyhormony

 
atdatd.)..).

FarmakologickáFarmakologická
 

funkcefunkce
 

spočíváspočívá
 

v v protekciprotekci
 

protiproti
 

cytotoxickýmcytotoxickým
 

látkámlátkám..
Mechanismus MDR je Mechanismus MDR je posledníchposledních

 
10 10 letlet

 
intenzívněintenzívně

 
studovánstudován. . BylByl

 
izolovánizolován

 
lidskýlidský

 gen MDR1 na gen MDR1 na chromosomuchromosomu
 

7. 7. TentoTento
 

gengen
 

kódujekóduje
 

PgpPgp
 

a a jehojeho
 

expreseexprese
 

jeje
 

spojenaspojena
 

s s 
MDR MDR fenotypemfenotypem..



Drug

Buněčné mechanismy lékové rezistenceBuněčné mechanismy lékové rezistence

target

Activated

 

drug
Inactivated

 

drug

Decreased

 

drug

 
influx

Regular

 

way

 

of

 

target

 

inhibition

Different

 

ways

 

of

 

resistance

Detoxified

 

drug

Drug

 

activation Drug

 

inactivation

Non

 

activation

 
of

 

the

 

drug

Target

 

alteration

Target

 

amplification
Detoxification

Sequestration
Repa-

 
ration

Target

 

inhibition

Target

 
modification

Increased

 

drug

 

efflux



BuněčnáBuněčná
 

detoxifikacedetoxifikace
ZákladníZákladní

 
roliroli

 
v v rezistencirezistenci

 
nádorovýchnádorových

 
buněkbuněk

 
k k různýmrůzným

 
cytotoxickýmcytotoxickým

 
látkámlátkám

 
hrajehraje

 glutationglutation
 

(GSH)(GSH)
 

--
 

vnitrobuněčnývnitrobuněčný
 

tripeptidtripeptid
 

obsahujícíobsahující
 

cysteincystein
 

a a přítomnýpřítomný
 

v v savčíchsavčích
 buňkáchbuňkách

 
veve

 
vysokýchvysokých

 
koncentracíchkoncentracích. . ZvýšenáZvýšená

 
konjugacekonjugace

 
s GSH s GSH jeje

 
hlavnímhlavním

 mechanismemmechanismem
 

vývojevývoje
 

rezistencerezistence..
GlutationGlutation--SS--tranferázytranferázy

 
(GST)(GST)

 
--

 
čtyřičtyři

 
známéznámé

 
izoenzymyizoenzymy

 
--

 
jsoujsou

 
hlavníhlavní

 
skupinouskupinou

 detoxifikačníchdetoxifikačních
 

enzymůenzymů. . ProtožeProtože
 

katalyzujíkatalyzují
 

konjugacikonjugaci
 

s GSH, s GSH, jeje
 

hladinahladina
 

jejichjejich
 

expreseexprese
 hlavnímhlavním

 
faktoremfaktorem

 
určujícímurčujícím

 
senzitivitusenzitivitu

 
buněkbuněk..

GSH i GST GSH i GST mohoumohou
 

způsobovatzpůsobovat
 

rezistencirezistenci
 

i i jinýmijinými
 

mechanismymechanismy
 

nežnež
 

konjugacíkonjugací, , napřnapř. . 
GSH GSH můžemůže

 
modulovatmodulovat

 
reparačníreparační

 
funkcefunkce

 
DNA a DNA a taktak

 
kontrolovatkontrolovat

 
rezistencirezistenci

 
napřnapř. k . k 

cisplatiněcisplatině..
VyužitíVyužití

 
inhibitorůinhibitorů

 
GSH GSH --

 
indometacinindometacin, , piriprostpiriprost

RezistenceRezistence
 

k k chemoterapiichemoterapii
 

zprostředkovanázprostředkovaná
 

změnamizměnami
 

buněčnéhobuněčného
 

cílecíle
ZměnyZměny

 
topoizomerázytopoizomerázy

 
--

 
topoiztopoiz. II . II jeje

 
zásadnízásadní

 
pro pro replikacireplikaci

 
DNA DNA --

 
cílcíl

 
interkalačníchinterkalačních

 
láteklátek

 jakojako
 

jeje
 

adriamycinadriamycin, , actinomycinactinomycin
 

D D nebonebo
 

neinterkalačníchneinterkalačních
 

láteklátek
 

jakojako
 

jsoujsou
 

etoposideetoposide
 

nebonebo
 teniposideteniposide..

RezistenceRezistence
 

můžemůže
 

býtbýt
 

způsobenazpůsobena
 

změnouzměnou
 

hladinyhladiny
 

topoiztopoiz. II . II nebonebo
 

expresíexpresí
 

mutovanéhomutovaného
 enzymuenzymu..

ZměnyZměny
 

DHFR (DHFR (dihydrofolátreduktázydihydrofolátreduktázy))
 

--
 

cílcíl
 

antifolátovýchantifolátových
 

láteklátek
 

--
 

metotrexátmetotrexát. . ZvýšenáZvýšená
 hladinahladina

 
DHFR  DHFR  jeje

 
příčinoupříčinou

 
rezistencerezistence..

ZměnyZměny
 

tymidiláttymidilát
 

syntázysyntázy
 

--
 

cílcíl
 

55--fluorouracilu. fluorouracilu. DvaDva
 

mechanismymechanismy
 

rezistencerezistence
 

--
 

změnyzměny
 afinityafinity

 
TS k TS k lékůmlékům

 
díkydíky

 
substitucisubstituci

 
jednéjedné

 
aminokyselinyaminokyseliny

 
nebonebo

 
zvýšenázvýšená

 
TS TS aktivitaaktivita..



ZvýšenéZvýšené
 

reparačníreparační
 

funkcefunkce
 

DNADNA
DNA DNA jeje

 
cílemcílem

 
různýchrůzných

 
cytotoxickýchcytotoxických

 
láteklátek. . PřímouPřímou

 
nebonebo

 
nepřímounepřímou

 
vazbouvazbou

 
k DNA k DNA 

způsobujízpůsobují
 

tytotyto
 

látkylátky
 

změnyzměny
 

v DNA a v DNA a genomovégenomové
 

poruchyporuchy
 

vedoucívedoucí
 

k k buněčnébuněčné
 

smrtismrti..
JednoducháJednoduchá

 
alkylačníalkylační

 
činidlačinidla

 
se se kovalentněkovalentně

 
vážíváží

 
k DNA k DNA --

 
vnitrovnitro--

 
i i meziřetězcovémeziřetězcové

 vazbyvazby. . 
DerivátyDeriváty

 
kovůkovů

 
jakojako

 
jeje

 
cisplatinacisplatina

 
tvořítvoří

 
takétaké

 
podobnépodobné

 
vazbyvazby. . CisplatinaCisplatina

 
obecněobecně

 
porušujeporušuje

 DNA DNA indukcíindukcí
 

vnitrořetězcovýchvnitrořetězcových
 

vazebvazeb
 

mezimezi
 

N7 atomy N7 atomy dvoudvou
 

sousedníchsousedních
 

guaninůguaninů
 

a v a v 
menšímenší

 
mířemíře

 
indukcíindukcí

 
meziřetězcovýchmeziřetězcových

 
vazenvazen

 
a a monoaduktůmonoaduktů. . 

DalšíDalší
 

cytotoxickécytotoxické
 

látkylátky
 

jsoujsou
 

schopnyschopny
 

nekovalentněnekovalentně
 

se se vmezeřovatvmezeřovat
 

do DNA. do DNA. AčkolivAčkoliv
 všechnyvšechny

 
tytotyto

 
interakceinterakce

 
s DNA s DNA jsoujsou

 
potenciálněpotenciálně

 
letálníletální, , rozsahrozsah

 
buněčnébuněčné

 
smrtismrti

 
jeje

 ovlivňovánovlivňován
 

rozdílyrozdíly
 

v v rozsahurozsahu
 

reparacereparace. . 
ExistujeExistuje

 
inverzníinverzní

 
vztahvztah

 
mezimezi

 
buněčnoubuněčnou

 
reparacíreparací

 
a a cytotoxickoucytotoxickou

 
senzitivitousenzitivitou..

ReparačníReparační
 

procesyprocesy
 

DNA DNA jsoujsou
 

velmivelmi
 

komplexníkomplexní
 

a a závisízávisí
 

nana
 

typutypu
 

poškozenípoškození. . JejichJejich
 regulaceregulace

 
se se účastníúčastní

 
nana

 
200 200 různýchrůzných

 
genůgenů. . MajíMají

 
velkývelký

 
významvýznam

 
pro pro nádorovounádorovou

 chemoterapiichemoterapii, , protožeprotože
 

jsoujsou
 

zahrnutyzahrnuty
 

v v rezistencirezistenci
 

k k velkémuvelkému
 

počtupočtu
 

cytotoxickýchcytotoxických
 

láteklátek, , 
zejménazejména

 
těchtěch, , kterékteré

 
nejsounejsou

 
ovlivněnyovlivněny

 
MDR MDR fenotypemfenotypem..



TřiTři
 

hlavní typy reparace DNA:hlavní typy reparace DNA:
Reverze poškozeníReverze poškození

 
--

 
nejjednodušší biochemický pochod obnovující integritu DNA. O6 nejjednodušší biochemický pochod obnovující integritu DNA. O6 --

 alkylguaninalkylguanin
 

DNA DNA alkyltransferázaalkyltransferáza
 

přispívápřispívá
 

hlavnímhlavním
 

dílemdílem
 

k k rezistencirezistenci
 

k k alkylačnímalkylačním
 činidlůmčinidlům

 
--

 
inhibiceinhibice

 
enzymuenzymu

 
významněvýznamně

 
zesilujezesiluje

 
cytotoxickécytotoxické

 
účinkyúčinky

 
láteklátek. . BohuželBohužel, , tentotento

 zásahzásah
 

můžemůže
 

nana
 

druhédruhé
 

straněstraně
 

indukovatindukovat
 

nádorynádory, , protožeprotože
 

tentotento
 

enzymenzym
 

zabraňujezabraňuje
 karcinogennímkarcinogenním

 
účinkůmúčinkům

 
řadyřady

 
molekulmolekul..

Excise Excise pošlozenípošlození
 

specifickýmispecifickými
 

glykosylázamiglykosylázami
 

popo
 

specifickémspecifickém
 

poškozenípoškození
 

bazíbazí
 

s s 
následnýmnásledným

 
vyříznutímvyříznutím

 
DNA a DNA a doplněnímdoplněním

 
pomocípomocí

 
polymerázpolymeráz

 
a a ligázligáz. . ExpreseExprese

 
těchtotěchto

 enzymůenzymů
 

jeje
 

u u rezistentníchrezistentních
 

buněkbuněk
 

pozitivněpozitivně
 

regulovánaregulována..
PostreplikačníPostreplikační

 
reparacereparace

 
umožňujeumožňuje

 
nápravunápravu

 
vážnýchvážných

 
poškozenípoškození

 
DNA. DNA. JestližeJestliže

 
nejsounejsou

 předpřed
 

replikacíreplikací
 

opravenyopraveny, , způsobujízpůsobují
 

tatotato
 

poškozenípoškození
 

replikačníreplikační
 

blokblok. . BuňkyBuňky
 

obnovujíobnovují
 syntézusyntézu

 
DNA  v DNA  v jinémjiném

 
replikačnímreplikačním

 
boděbodě. . 

VyužitíVyužití
 

inhibitorůinhibitorů
 

reparacereparace
 

DNA DNA můžemůže
 

zlepšitzlepšit
 

terapiiterapii. . InhibiceInhibice
 

specifickýchspecifických
 

enzymůenzymů
 jakojako

 
jeje

 
DNA DNA polymerázapolymeráza

 
nebonebo

 
topoizomerázatopoizomeráza

 
II.II.

K K úspěšnostiúspěšnosti
 

chemoterapiechemoterapie
 

přispívápřispívá
 

řadařada
 

faktorůfaktorů. . JsouJsou
 

to to farmakologickéfarmakologické
 

faktoryfaktory, , kterékteré
 zabraňujízabraňují

 
adekvátníadekvátní

 
expoziciexpozici

 
látkoulátkou

 
v v místěmístě

 
působenípůsobení: : 

způsobzpůsob
 

podávánípodávání
 

lékuléku
 

--
 

koncentracekoncentrace
 

a a dobadoba
 

a a dáledále
 

morfologickémorfologické
 

podmínkypodmínky
 

--
 absorpceabsorpce, , metabolismusmetabolismus, , vaskularitavaskularita

 
a a okysličováníokysličování

 
tkánětkáně..

KroměKromě
 

těchtotěchto
 

faktorůfaktorů, , kterékteré
 

mohoumohou
 

býtbýt
 

ovlivněnyovlivněny
 

přizpůsobenímpřizpůsobením
 

režimurežimu, , existujíexistují
 

různérůzné
 buněčnébuněčné

 
mechanismymechanismy

 
odpovědnéodpovědné

 
zaza

 
nízkounízkou

 
čiči

 
vysokouvysokou

 
hladinuhladinu

 
rezistencerezistence..





Některé parametry lékové rezistence



Determinanty dodání léku do cílového místa



Determinanty působení léku v cílovém místěDeterminanty působení léku v cílovém místě



NeonkogenníNeonkogenní
 

a a onkogenníonkogenní
 

léková rezistenceléková rezistence



Dvě cesty překonání lékové rezistenceDvě cesty překonání lékové rezistence



Antiangiogenní
 

terapie



CykloterapieCykloterapie



LiposomesLiposomes
 

andand
 

gene gene therapytherapy



Využití LAK (Využití LAK (lymphokinelymphokine--activatedactivated
 

killerkiller
 

)buněk v )buněk v protinádorovéprotinádorové
 

terapiiterapii



TIL‘S (tumorTIL‘S (tumor--infiltratinginfiltrating
 

lymphocyteslymphocytes) vyžadují víc než měsíc přípravy před aplikací ) vyžadují víc než měsíc přípravy před aplikací 
pacientůmpacientům



p53 p53 jeje
 

5353--kD kD jadernýjaderný
 

fosfoproteinfosfoprotein
 

(393 (393 aminokyselinaminokyselin) ) --
 

fungujefunguje
 

jakojako
 

transkripčnítranskripční
 

faktorfaktor
produktprodukt

 
2020--kb kb genugenu

 
lokalizovanéholokalizovaného

 
nana

 
krátkémkrátkém

 
ramenirameni

 
lidskéholidského

 
chromosomuchromosomu

 
17 17 --

 
nádorověnádorově

 supresorovýsupresorový
 

gengen

Hlavní fyziologické funkce:Hlavní fyziologické funkce:
►► regulace bun. regulace bun. cyklucyklu

 
vv

 
kontrolníchkontrolních

 
bodechbodech

 
G1/S a G2/MG1/S a G2/M

►► indukce indukce apoptózyapoptózy
►► stabilizace stabilizace genomugenomu
p53 p53 kontrolujekontroluje

 
odpověďodpověď

 
buněkbuněk

 
nana

 
genotoxickýgenotoxický

 
stresstres

 
indukovanýindukovaný

 
různýmirůznými

 
podnětypodněty..

Ovlivňuje růst a Ovlivňuje růst a viabilituviabilitu
 

přespřes
 

transkripčnítranskripční
 

aktivaciaktivaci
 

nebonebo
 

represirepresi
 

řadyřady
 

genůgenů
 

--
 

p21 (p21 (zástavazástava
růstu), gaddrůstu), gadd--45 (45 (reparacereparace

 
DNA), DNA), baxbax, bcl, bcl--2, 2, bclbcl--xx, cd95 (, cd95 (apoptózaapoptóza), mdm2 (), mdm2 (zpětnovazebnzpětnovazebná á 

regulace aktivity p53).regulace aktivity p53).
Asi 60 % nádorů obsahuje mutovaný typ p53Asi 60 % nádorů obsahuje mutovaný typ p53

 
--

 
zvýšená stabilita, neaktivnízvýšená stabilita, neaktivní

Ztráta divokého typu (wildZtráta divokého typu (wild--type) type) aktivityaktivity
 

p53 p53 jeje
 

hlavnímhlavním
 

prediktoremprediktorem
 

absence absence odpovědiodpovědi
 

nana
radioterapiiradioterapii

 
a a chemoterapiichemoterapii

 
u u různýchrůzných

 
typůtypů

 
nádorůnádorů..

Úloha
 

p53 v predikci
 

odpovědi
 

k chemoterapii



p53 p53 zvyšujezvyšuje
 

chemosenzitivituchemosenzitivitu
 

podporoupodporou
 

apoptózyapoptózy
 

nana
 

transkripcitranskripci
nezávislými nebo závislými mechanismy nezávislými nebo závislými mechanismy --

 
aktivuje transkripci aktivuje transkripci 

proapotickýchproapotických
 

genůgenů
 

baxbax
 

nebonebo
 

suprimujesuprimuje
 

transkripcitranskripci
antiapoptickýchantiapoptických

 
genůgenů

 
bclbcl--2. 2. 

Indukce smrti přes CD95(Fas, Indukce smrti přes CD95(Fas, FasLFasL) ) ligandovýligandový
 

systémsystém
 

můžemůže
 

takétaké
zahrnovat cesty kontrolované p53. zahrnovat cesty kontrolované p53. 
p53 může snižovat p53 může snižovat chemosenzitivituchemosenzitivitu

 
podporoupodporou

a)a)
 

zástavy růstu závislou nebo nezávislou na p21, zástavy růstu závislou nebo nezávislou na p21, 
b)b)

 
reparace DNA a diferenciace,reparace DNA a diferenciace,

c)c)
 

zvyšováním transkripce zvyšováním transkripce antiapoptickýchantiapoptických
 

genůgenů
 

jakojako
 

jeje
 

bclbcl--xx..
UkazujeUkazuje

 
se, se, žeže

 
účinkyúčinky

 
změněnéhozměněného

 
statusustatusu

 
p53 p53 nana

 
chemosenzitivituchemosenzitivitu

závisejí na buněčném kontextuzávisejí na buněčném kontextu. Porucha funkce p53 u normálních . Porucha funkce p53 u normálních 
buněk může spíše zvyšovat než snižovat buněk může spíše zvyšovat než snižovat chemosenzitivituchemosenzitivitu. . 
Transformované buňky, které mají wildTransformované buňky, které mají wild--type p53 type p53 majímají

 
tendencitendenci

státstát
 

se se rezistentnímirezistentními..



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



p53 proteinp53 protein



Srovnávací Srovnávací genomovágenomová
 

hybridizace a expresní  hybridizace a expresní  microarraymicroarray
 

analýzaanalýza
Základní komponenta je fluorescenční poměrná hybridizaceZákladní komponenta je fluorescenční poměrná hybridizace

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 pokročilého nádoru prsuCGH analýza pokročilého nádoru 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.



ProliferačníProliferační
 

aktivitaaktivita
 

a a nádorovýnádorový
 

růstrůst

Růst vyjadřuje celkové zvýšení počtu buněk jako výsledek nárůstuRůst vyjadřuje celkové zvýšení počtu buněk jako výsledek nárůstu
 

buněk proliferační buněk proliferační 
aktivitou a ztráty buněk aktivitou a ztráty buněk apoptózouapoptózou

 
nebonebo

 
nekrózounekrózou..

ProliferačníProliferační
 

aktivitaaktivita
 

jeje
 

výsledkemvýsledkem
 

průchoduprůchodu
 

buněkbuněk
 

bun. bun. cyklemcyklem. . MechanismusMechanismus
 odpovědnýodpovědný

 
zaza

 
proliferačníproliferační

 
aktivituaktivitu

 
(P) (P) jeje

 
rychlostrychlost

 
buněčnéhobuněčného

 
cyklucyklu, , kterákterá

 
jeje

 vv
 

inverzníminverzním
 

vztahuvztahu
 

keke
 

generačnígenerační
 

dobědobě
 

(T) (T) nana
 

jednéjedné
 

straněstraně
 

a a nana
 

druhédruhé
 

straněstraně
 

jeje
 

veve
 vztahuvztahu

 
kk

 
podílupodílu

 
buněkbuněk

 
vstupujícíchvstupujících

 
do do cyklucyklu

 
--

 
růstovárůstová

 
frakcefrakce

 
(G).(G).

MatematickéMatematické
 

vyjádřenívyjádření
 

vztahuvztahu
 

je P = G/Tje P = G/T
VysokáVysoká

 
proliferačníproliferační

 
aktivitaaktivita

 
je je taktak

 
důsledkemdůsledkem

 
buďbuď

 
velkévelké

 
růstovérůstové

 
frakcefrakce

 
nebonebo

 
krátkékrátké

 genergener. . dobydoby
 

nebonebo
 

obojíhoobojího..
ČasČas

 
zdvojenízdvojení

 
((TdTd

 
doublingdoubling

 
time) time) nádorunádoru

 
((bezbez

 
ztrátyztráty

 
buněkbuněk) je ) je definovándefinován

 
jakojako

TdTd
 

= T (log 2/log (G+1)= T (log 2/log (G+1)
KrátkýKrátký

 
časčas

 
zdvojenízdvojení

 
je je tedytedy

 
výsledkemvýsledkem

 
buďbuď

 
krátkéhokrátkého

 
bunbun. . cyklucyklu

 
nebonebo

 
vysokévysoké

 
růstovérůstové

 frakcefrakce
 

nebonebo
 

obojíhoobojího..

PREDIKTIVNÍ MARKERYPREDIKTIVNÍ MARKERY



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 --
 

proliferatingproliferating
 

cellcell
 

nuclearnuclear
 

antigenantigen
 

--
 

zvýšenázvýšená
 

expreseexprese
 

u u proliferujícíchproliferujících
 

buněkbuněk
 

--
 korelujekoreluje

 
ss

 
ostatnímiostatními

 
markerymarkery, , aleale

 
ne ne vždyvždy. . NepřílišNepříliš

 
vhodnývhodný

 
u u nádorůnádorů, , zvýšenýzvýšený

 
i i připři

 reparacireparaci
 

DNA.DNA.
Ki67Ki67

 
--

 
kódovanýkódovaný

 
genemgenem

 
na na chromchrom. 10 je . 10 je exprimovánexprimován

 
vv

 
G1, G1, SS

 
aa

 
G2 G2 fázifázi

 
u u proliferujícíchproliferujících

 buněkbuněk
 

--
 

částečněčástečně
 

korelujekoreluje
 

ss
 

dalšímidalšími
 

markerymarkery..
DNA DNA topoizomerázatopoizomeráza

 
IIII

 
--

 
expreseexprese

 
se se rychlerychle

 
zvyšujezvyšuje

 
připři

 
přechodupřechodu

 
SS

 
aa

 
G2 a G2 a snižujesnižuje

 
se na se na 

koncikonci
 

mitózymitózy..
OrganizátoryOrganizátory

 
jadérkajadérka

 
((NORsNORs))

 
--

 
segmentysegmenty

 
DNA DNA spojenéspojené

 
ss

 
jadérkyjadérky, , kterékteré

 
obsahujíobsahují

 
genygeny

 kódujícíkódující
 

ribozomálníribozomální
 

DNA. DNA. PřispívajíPřispívají
 

kk
 

regulaciregulaci
 

syntézysyntézy
 

proteinůproteinů. . JsouJsou
 

vizualizoványvizualizovány
 barvenímbarvením

 
stříbremstříbrem

 
--

 
metodametoda

 
AgNORAgNOR. . KorelujeKoreluje

 
ss
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