RACIONALNI INDIVIDUALIZACE PROTINADOROVE LECBY - MOLEKULARNI,
BUNECNE A KLINICKE ASPEKTY.

'Hajdach M., 'Trojanec R., 'Noskova V, 'Dzubdk P, *Kolat Z., 'Spackova K., *Skarda J., *Dusek L,
*Bouchal J, 'Vydra D., *Cwiertka K., *Zaloudik J, 'Mihal V.

'Laboratof experimentalni mediciny pii Détské klinice LF UP a FN Olomouc, “Laborato molekularni
patologie pti Ustavu patologic LF UP a FN Olomouc, *Centrum informatiky a analyz MU Brno,
*Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc, *Masarykiiv onkologicky tstav v Brné

I. Uvod

Podle oficialnich statistik Narodniho onkologického registru a Ceského statistického tfadu je nadorové
onemocnéni pri¢innou amrti kazdého patého ob¢ana v Ceské republice a incidence tohoto onemocnéni
narusta kazdoro¢né o 2-2.5%. LéCebné moznosti ziistavaji zatim omezené, ale o ur¢itém uspéchu sveédei
minimalni ro¢ni ndrust mortality (~ 0.9%).

I kdyz se vsoucasné dob¢ objevuji nové 1éCebné strategie (napiiklad genova terapie), mezi
k nejstar§$im zplsobim 1é¢by. Rozvoj soucasné chemoterapie je zaméfen nejen na vyvoj novych typt
cytostatik, ale rovnéz na hledani dalSich moznosti snizeni toxicity terapie, omezeni vzniku rezistence viici
terapii, ucinnéjsi profylaxe vzniku metastaz ¢i na vytvoteni cileného 1é¢ebného rezimu, individudlniho pro
kazdého pacienta. Soucasna klinickd onkologie stavi na vysledcich randomizovanych klinickych studii a
za lécebny standard je pfijiman statisticky nejlepsi 1écebny postup. Pfitom se nebere ohled na skutecnost,
ze 1 chemoterapie dosahujici statisticky horsiho vysledku mize byt individualné uc¢innéjsi. Diivodem je
absence prediktivnich testli v klinické onkologii a tudiz i minimalni individualizace 1écby, kniz se
uchylujeme obvykle az po vyCerpani léCebnych moznosti takzvané standardni, tedy pausalizované terapie.
Perspektivnim smérem v oblasti onkologické 1é¢by je stanoveni markerd, které specifikuji zpisob lécby a
prispivaji tak k individualizaci terapie. Touto problematikou se zabyva prediktivni onkologie, jejiz cilem
je nalézt prognostické znaky, které budou spolehlivé predpovidat G€innost jednotlivych 1é€ebnych rezimt
a umozni vylouceni nevhodnych ¢i pouziti vhodnych chemoterapeutik k 1é¢bé. Mezi tyto prognostické
znaky nalezi i cytogenetické zmény u nddorovych bunék.

Cytogenetické metody jsou rychlé, relativné presné a objektivné hodnotitelné, jejich nevyhodou jsou
vSak vyssi ndklady na provedeni. Vhodnym feSenim je napiiklad metodika vysetfovani genu Her-2/neu
(viz dale), kdy zakladni screening je proveden levnéjsi imunohistochemickou metodou a teprve sporné

pripady jsou ovétovany cytogeneticky (metodou fluorescencni in situ hybridizace, FISH).



II. BUNECNE A GENETICKE MARKERY V KLINICKE PRAXI

1. Mnohocetna lékova rezistence (MDR)

Velky vyznam v predikci odpoveédi malignich bun¢k na 1é¢bu mé uréeni mnohocetné 1ékové rezistence

(MDR: Multi Drug Resistance). MDR vysvétluje piipady necitlivosti nékterych nadort k alternativnim

1éCebnym rezimtim, obsahujicim takové druhy cytostatik, které nebyly pouzity v ptivodni 1é¢be. V tomto

pripadé nejde o sekundarni (ziskanou v prubchu 1écby), nybrz o primarni (pfirozenou) rezistenci. MDR se

rozdélila do 2 skupin:

L.

Typicka (klasickad) MDR je zapfi¢inéna produktem MDR1 genu: membranovym P-

glykoproteinem, coZ je ATP dependentni membranova pumpa, snizujici intracelularni koncentraci

1é¢iva Z terapeutického hlediska je dulezité, Zze vliv MDR Ize obejit pouzitim chemosenzitort

v 1é¢bé (napiiklad verapamil, cyklosporin A)

Atypickd MDR: VSechny mechanismy mnohocetné 1ékové rezistence, kterych se neucastni P-

glykoprotein. Atypicka MDR mize byt zplsobena zménou subcelularni distribuce 1éCiva,

poskozenim cilové struktury 1é¢iva, rozdilnou kapacitou DNA opravnych procest ¢i zménami

detoxifika¢nich drah. Na rozdil od typické MDR nezahrnuje rezistenci na vinca alkaloidy.

Atypickd MDR byva asociovana zejména s témito proteiny:

Multidrug Resistance-associated Protein (MRP): MRP je lokalizovan na cytoplazmatické
membrané a membranach endoplazmatického retikula a plni funkci jednosmémé ATP-
dependentni membranové pumpy pro glutathion-S-konjugaty. ZvySeni exprese MRP je
doprovazeno rostouci chemorezistenci.

(Noskova et al., 2000a; Noskova et al., 2000b).

Lung Resistance Related Protein (LRP): LRP protein je pfirozené exprimovan v tkanich
vystavenych toxickym vliviim (travici trakt, keranocyty, bronchy). Vyssi exprese LRP je
odrazem rezistence na Siroké spektrum protinadorovych 1é¢iv a neni v lidskych nadorech
uniformni (Noskova et al., 2000a; Noskova et al., 2000b).

n—izoforma enzymu glutathion-S-transferazy (GST): uc€astni se detoxifikace buniky od
volnych radikalovych forem, zejména kyslikovych radikalt, rdznych metabolickych
pochodl, vcetné syntézy leukotriend. Volné radikdlové formy se tvoii i v prub&hu
chemoterapie alkylujicimi latkami a bylo prokazano, Ze tyto latky (cyklofosfamid, BCNU,
thiotepa a dalsi) jsou substratem i pro GST (Noskova et al., 2000a; Noskova et al.,
2000b).



Z klinického hlediska nebyly dosud nalezeny spolehlivé preparaty k inhibici atypické MDR
(Noskova et al., 2000a; Noskova et al., 2000b). Nad&jnym preparatem se jevi snad pouze
probenecis, ktery inhibuje MRP asociovanou MDR (Sirotnak et al., 2000).

2. Cytogenetické zmény asiciované s predikci odpovédi nemocného na chemoterapii.

2.1. Hematologické malignity

Cytogenetické zmény jsou popsany mnohem lépe u hematologickych malignit nez u solidnich tumord,
avSak ani u hematologickych malignit neni u vSech aberaci zifejmé, zda a jaky prognosticky vyznam maji
pro cilenou terapii. Solidni tumory piedstavuji z cytogenetického hlediska velmi pestrou skupinu, pficemz
u nich lze nalézt i n¢které alterace nachazené u hematologickych malignit.

Jednim z prvnich popsanych cytogenetickych markert je tzv. filadelfsky chromozom (Ph-chromozom),

objeveny roku 1962 (Nowell, Hungerford). Jednd se o velmi stabilni znak, typicky pro chronické
myeloidni leukémie (CML), vyskytujici se téZ v men$i mife u pacientd s ALL (akutni lymfoblasticka
leukémie) a AML (akutni myeloidni leukémie), ale i u solidnich tumort. Pfi této translokaci dochazi
k vzniku hybridniho BCR/ABL genu. Pfitomnost ¢i nepfitomnost této translokace a misto zlomu v BCR
oblasti je duleZitym prognostickym znakem pii diagnostice typu onemocnéni a hraje ulohu ve vybéru
1é¢by pacienta at’ uz klasickou vysoko davkovanou chemoterapii nebo specifickym inhibitorem
tyrozinkinazové aktivity BCR-ABL, preparatem STI-571 (Glivec) (Michalova, 1999).
Dalsim ze zajimavych hemato-onkologickych prediktivnich faktori je trizomie, ¢i polyzomie
chromozomu 21 u akutnich lymfatickych leukémii (ALL). V oblasti 21q22.2-3 se nachazi RFC gen
(Reduced Folate Carrier), jehoz produkt se ucastni transportu redukovanych folati v sav¢ich bunkach.
Mezi latky transportované produktem tohoto genu patfi i metotrexat a proto jsou bunky s amplifikaci RFC
genu jsou na metotrexat citlivéjsi, coz urcuje dalsi postup v 1é€bé. Pfitomnost tohoto genu také vysvétluje
vysokou, Casto letalni toxicitu metotrexatu pro pacienty s trizomii chromozomu 21 (Downav syndrom).
(Kusumakury et al., 1997; Belkov et al., 1999)

Trizomie ¢i polyzomie chromozomu 21 nebyva jedinou alteraci v karyotypech u ALL. Karyotypy
byvaji naopak neziidka komplexni a kromé polyzomie chromozomu 21 (az 35% pripadl), je casto
nalézana polyzomie chromozomt X (31%), 18 (27%), 10 (26%), 6 (25%), 17 (25%), 4 (23%) a 14 (22%)
a delece chromatinu v oblastech 9p (18%), 12p (11%), 13q (9%). 6q (9%), 7p (8%) a X (6%) (JaroSova et
al., 2000). Hyperdiploidie >50 je napiiklad u détské ALL vSeobecné povazovana za dobry prognosticky
znak, 1 kdyz asi 20% pacientl je postizeno relapsem. Faktory, které zodpovidaji za nedobrou prognézu
v této skupin€ jsou ztrata trizomie u chromozomi 4 a 10 a pfitomnost i(17q) (Mihal et al., 2000). Za
prognosticky nepfiznivy znak u détskych ALL je povazovana i delece 9p22~pter. V této oblasti jsou
lokalizovany 2 tumor supresorové geny pl6 (CDKN2) a p15 (CDKN2B), ucastnici se kontroly bunéného



cyklu. Také naptiklad delece 13ql12~qter u détskych ALL predpovida $patnou progndzu, nebot’ deletovana
¢ast chromozomu nese tumor supresorovy gen RB1 (JaroSova et al., 2000).

Za dobry prediktivni faktor, a to senzitivity na 1écbu L-asparaginazou, je na zakladé empirickych udaji
u détskych ALL pacientll povazovana translokace t(12;21)(p12;q22), zahrnujici geny TEL-AMLI.
Pacienti s touto translokaci jsou fazeni do skupiny s velmi dobrou prognézou a nizkym poctem recidiv
(Mihal et al., 2000; Mihal, 2000).

Dalsim vyznamnym prognostickym markerem je pfitomnost translokaci zahrnujicich gen pro receptor
kyseliny o-retinové (RARA). RARA je ligand-dependentni transkripéni faktor, dulezity zvlasté
pro diferenciaci a maturaci hematopoetickych bunék. RARA je receptorem pro ATRA (All-trans Retinoic
Acid) a 9-cis retinovou kyselinu, coz jsou derivaty metabolitt vitaminu A, aktivni v bunééné diferenciaci
a morfogenezi. Nejcastéjsi translokaci jiz se RARA ucastni je t(15;17)(q22;ql11), charakteristickd pro
pacienty s akutni promyelocytarni leukémii (APL, AML M3). V této translokaci je gen RARA premistén
do blizkosti genu PML (Promyelocytic Leukemia Gene) na chromozomu 15. Produkt vzniklé¢ho fizniho
genu je pak slabsi transaktivator nez RARA, v komplexu s 9-cis retinovou kyselinou. Pacienti s touto
aberaci vSak zastavaji citlivi na 1écbu retinoidovymi derivity ATRA, coz je fadi do skupiny s dobrou
prognézou. Diky velmi nizké toxicité této 1éCby se v soucasné dob¢ oveéiuje mozna ucinnost ATRA
terapie 1 u solidnich tumorti s amplifikaci RARA genu (Ariga et al., 2000; Yang et al., 1999).

Dalsimi typickymi alteracemi nachazenymi u hematologickym malignit, a to pfedevsim u B-bunécnych
typt ¢i Burkittova lymfomu, jsou t(8;14), t(2;8) a t(8;22). Témito prognosticky neptiznivymi
translokacemi je premistén gen C-MYC do blizkosti genu pro tézky [t(8;14)] ¢i lehky [t(2;8) a t(8;22)]
imunoglobulinovy fetézec, dostava pod kontrolu jejich promotort a je spolu s imunoglobuliny kontinualné
exprimovan, ¢imz je podporovana bunééna proliferace (www.infobiogen.fr; Heim et al., 1995; Takashi
et al., 2000). Podobnym zptisobem muze byt aktivovan napiiklad i dal§i protoonkogen ovliviyjici

bunécnou proliferaci — Cyclin D1 [naptiklad t(11;14)] (www.infobiogen.fr; Heim et al., 1995)

2.2. Solidni nadory

Nemocni se solidnimi tumory tvoii z cytogenetického hlediska velmi riznorodou skupinu. U téchto
pacientl lze nalézt jak aberace typické pro danou diagnézu, tak i typy cytogenetickych zmén, vyskytujici
se nezavisle na diagndze. V této kapitole jsou popsany zejména alterace jednotlivych protoonkogenti

(dominantnich onkogenti) a tumor supresorovych genti (recesivnich onkogent), které mohou mit, ¢i jiz

prokazatelné maji sviij impakt pro prognozu pacienta, anebo pro zpfesiiovani cilené terapie.

2.2.1. Protoonkogeny Her-2/neu, TOP2A a RARA




Her-2/neu onkogen (Human Epidermal Growth Factor Receptor) byl identifikovan v roce 1981 v linii
krysiho neuroblastomu a je identicky s c-erbB-2 onkogenem. Koduje 185 kDa transmembranovy
glykoprotein s tyrozin-kinazovou aktivitou, ktery je téméf shodny s 170kDa receptorem epidermalniho
rustového faktoru (EGFR). Vazbou ligandu EGF na extracelularni doménu dochazi ke konformacnim
zménam, dimerizaci a polymeraci receptoru. Tato formace pravdépodobné reguluje jeho autofosforylaci a
tyrozin-kindzovou aktivitu, ¢imz mtze byt aktivovano bunécné déleni. Kromé EGF vaze Her-2/neu také
TGFa (transformujici rustovy faktor o). Jde o G¢inny onkogen, ktery zpusobuje transformaci bunék
dokonce i pri neucasti EGF. Zda se, Ze erbB-2 mize po navazani dosud neidentifikovaného ligandu
heterodimerizovat i s ostatnimi ¢leny erbB (Her) rodiny (tj. Herl, Her2, Her3 a Her4) a hraje hlavni roli
v signalni transdukei vSech ¢lend této rodiny (Jardines et al., 1993; Perez et al., 1999; Ross et al., 1998;
Jarvinen et al., 2000; Gianni et al., 1998; Gianni et al., 1999; Pegram et al., 1998; Baselga et al.,
1998; Perry et al., 1999)

Béziné lidské bunky exprimuji malé mnozstvi Her2 proteinu na cytoplazmatické membrang.
Amplifikace a nadprimérna exprese Her-2/neu vede ke zvySeni hladiny mitogenniho signalu a tim
navozuje nadmérnou, na ligandu nezavislou proliferaci bunék. Nejcastéji se jedna o pacientky
s karcinomem prsu, kde je Her-2/neu amplifikovan az u 30% pripadl, dale o pacienty s nadorem plic,
pankreatu, prostaty, ovarii ¢i zaludku. Buiky se zvySenou expresi Her-2/neu byvaji obvykle malo
diferencované, nemaji piitomny hormonalni receptory a onemocnéni obvykle zasahuje téz uzliny. Pacienti
mivaji obycejné horsi prognozu s ohledem na délku obdobi bez nemoci i na celkovou dobu pieziti. (Perez
et al., 1999; Ross et al., 1998; Jirvinen et al., 2000; Gianni et al., 1998; Gianni et al., 1999 et al.;
Pegram et al., 1998; Baselga et al., 1998; Perry et al., 1999)

Ukazuje se, ze bunky s amplifikaci Her-2/neu onkogenu jsou vSeobecn¢ citlivejsi k antracyklinové
1écbé, zatimco rezistence Ci citlivost k 1é¢be taxany zlstava predmétem diskuze. Buiiky se zvySenou
expresi Her-2/neu jsou citlivé na lécbu doxorubicinem (Gianni et al., 1998; Gianni et al., 1999) i
paclitaxelem (Gianni et al., 1998; Gianni et al., 1999) nejenom v podminkach in vitro, ale také in vivo.
Zvysena exprese Her-2/neu u pacientli koreluje s dobrou odpovédi na 1écbu paclitaxelem, i kdyz
nedochazi k odstranéni patologickych zmén v buiice (Sparano et al., 1999).

Mluvime-li o citlivosti Her-2/neu amplifikovanych bunék na cytostatika, je tfeba podotknout, ze
citlivost na inhibitory topoizomerazy Il (jako je napfiklad doxorubicin) mize byt zpisobena i sou¢asnou
amplifikaci TOP2A genu (Smith et al., 1993; Keith et al., 1992).

V soucasné¢ dob¢ probihd intenzivni vyzkum moznosti 1écby karcinomu prsu aplikaci protilatek
proteinu p185 ", popiipadé v kombinaci s cytostatiky. Tyto protilatky mohou inhibovat rist nadoru a
transformovat buiiky, které produkuji vy$si hladinu proteinu p185 ", (Pegram et al., 1998; Baselga et
al., 1998; Perry et al., 1999). Byla vytvofena protilatka trastuzumab (Herceptin, Genetech), orientovana



proti extracelularni doméné p185 "2 Herceptin inhibuje riist bundk karcinomu prsu se zvySenou expresi
p185"FR2 receptoru jak v in vitro podminkach, tak u nadorovych xenotransplantatti (Baselga et al., 1998;
Perry et al., 1999).

Ve studiich faze III byla potvrzena ucinnost u refrakterniho karcinomu prsu. Bylo prokazano, ze
trastuzumab zvysuje klinicky benefit chemoterapie prvni linie u nemocnych s metastatickym karcinomem
prsu a zvySenou expresi Her-2/neu. Jsou pfipravovany nové studie véetné genové terapie a vakcinace.
Byly pfipraveny Her-2/neu monoklonalni protilatky pro radionuklidové zobrazovaci metody, zvlasté pro
detekci mikrometastaz a pro chemoradioterapii. Trastuzumab byl schvalen v fadé zemi pro lécbu prvni
linie u primarné metastatického karcinomu prsu (v Ceské republice od 1.&ervence 2001) a tim se
vySetfovani HER-2/neu jevi jako velmi dulezité pro urceni prognoézy a predikce 1écebné odpovedi. Pouziti
Herceptinu v klinické praxi vyznamné pfispiva k zvySeni ti€innosti terapie a prodlouzeni zivota u pacientd
s amplifikaci Her-2/neu (Perez et al., 1999; Ross et al., 1998; Jéarvinen et al., 2000).

Pocetni zmény genu Her-2/neu byvaji Casto spojeny i se zménami v poctu gend kddujicich
topoizomerdzu Ila, nebot’ tento gen (TOP2A) je lokalizovan na chromozomovém pruhu 17ql12-q21,
v tésném sousedstvi genu Her-2/neu (17q11.2-q12), viz obr.1l. (Murphy et al., 1995; Keith et al.,
1993;Lichy et al., 2000).

Enzymova aktivita topoizomeraz se uplatituje zejména pii organizaci tercialni struktury DNA. DNA
topoizomerdzy Il jsou v buiice nutné k zajisténi replikace, transkripce, ale i segregace ¢i kondenzace
chromozomii a proto je zvySenda exprese TOP2A (Topollat) zaznamendvana v S, G, a M fazich
bunééného cyklu (Sparano et al., 1999).

Lidska topoizomeraza II se vyskytuje ve dvou vysoce homolognich izoformach — izoform¢ o (170

17p11.1.q11.1 kDa) a izoformé B (180kDa). Topoizomeraza II je cilovou
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RARA a centromery na chromozomu 17 rozstépenych DNA vldken a indukuji se DNA reparacni

mechanismy nebo apoptoza. (Shimizu et al., 1996). Mezi



topoll inhibitory patii naptiklad epipodofylotoxiny (vepesid a tenipozid), antracykliny (daunorubicin,
doxorubicin, idarubicin) dale mitoxantron a amsakrin aj. (Vorlicek et al., 2000).

In vivo byla u 50% nadort prsu s amplifikaci Her-2/neu genu nalezena taktéz amplifikace TOP2A
(Jarvinen et al., 2000). Udavané procento vyskytu koamplifikovanych ptipada se vSak v riznych studiich
lisi (Murphy et al., 1995; Smith et al., 1993; Charron et al., 1990; Gotlieb et al., 2001).

Receptor kyseliny o retinové (RARA: Retinoic Acid Receptor Alpha) je hormonalné zavisly
transkripcni transaktivator, zahrnuty v regulaci bunécné diferenciace a proliferace. Podobné jako gen pro
Her-2/neu a TOP2A je RARA lokalizovan v oblasti 17q12-q21 a byva spolu s obéma geny casto
koamplifikovan (viz obr.1). Bylo jiz prokdzano, ze ptipady nemocnych s duktalnim karcinomem prsu
(DISC), pozitivnimi estrogenovymi receptory a vysokou prolifera¢ni aktivitou jsou asociovany se
zménami v RARA. Jelikoz je 1éc¢ba retinoidy pomérné malo toxicka, je dulezité¢ oveéfit, zda existuji
prediktivni znaky umoziujici identifikovat nemocné se solidnimi nddory a dobrou odpovédi na terapii
retinoidy. Lze se oprdvnén¢é domnivat, ze pravé pacientky s amplifikaci Her-2/neu a koamplifikaci RARA
budou citlivéjsi k retinoidim, které by se tak mohly vedle antracyklini a Herceptinu stat dalsi
terapeutickou alternativou u této prognosticky nepfiznivé skupiny nemocnych (Murphy et al., 1995;

Keith et al., 1993; www. infobiogen.fr).

2.2.2. Protoonkogeny nalezici do MYC rodiny
Do této rodiny jadernych transkrip¢nich faktor nalezi nékolik genti (C-MYC, N-MYC, L-MYC a S-
MYC), z nichz nejznamé;jsi jsou C-MYC a N-MYC. N-MYC (2p24.1) amplifikaci nachdzime nejcastéji u

neuroblastomtl (15% ptipadi), kde ma diagnosticky vyznam, amplifikace genu C-MYC byva nalézana u
riznych typ malignich onemocnéni (napiiklad ovaridlni karcinom, hormonalné indipendentni karcinom
prostaty a prsu, nadory meékkych tkani, ¢i mén€ Ccastéji u karcinomu tlustého stfeva). (www.
infobiogen.fr; Schmidt et al., 1999; Lee et al., 1999; Dang et al., 1999)

C-MYC gen je lokalizovan v oblasti 8q24. Koduje jaderné DNA vazebné proteiny, ovliviyjici v bufice
proliferaci i apoptéozu. MYC protein dimerizuje s proteinem MAX. MYC-MAX dimerizace probiha na
specifické DNA sekvenci (CACGTG), ktera byla nalezena v promotorovych sekvencich nékterych genti.
Zvysena exprese genu pro MAX protein vede ke vzniku homodimeru MAX-MAX, ¢imz je regulovana
aktivita MYC genu. S proteinem MAX vSak mohou dimerovat i proteiny MAD a MXI-I a ,,soutézit™
s dimerem MYC-MAX o CACGTG vazebné misto. Na zaklad¢ pifitomnosti ¢i absenci ristovych faktort
dochazi k alteracim v expresi genti kddujicich tyto proteiny a tim i v ndsledném poméru jednotlivych
heterodimerti v bunce. Zatimco MAX protein je pomérné stabilni a je exprimovan konstitutivné, ostatni
proteiny jsou v bunice rychle degradovany. Stimulace bunék vede ke zvySeni exprese MYC genu a tim

vzniku MYC-MAX dimeru a aktivovani drdhy vedouci k mitéze ¢i apoptdze. Zeslabeni ¢i odstranéni



mitogenniho stimulu vede ke snizeni exprese MYC genu a ke zvySeni hladiny MAX-MAX, MAX-MAD a
MAX-MXI-I dimerii. Koncentrace MYC-MAX dimeru je po zeslabeni ¢i odstranéni mitogenniho signalu
snizovana a tim dochazi k omezeni proliferacni aktivity. Je-li v§ak v takovychto bunikach C-MYC nadale
exprimovan, podléhaji bunky apoptéze (Ford et al., 1997; Schmidt et al., 1999; Lee et al., 1999; Dang
et al., 1999).

C-MYC nemusi byt v bunce patologicky aktivovan pouze amplifikaci. Tento gen se Casto ucastni
translokaci, pii kterych je pfemistén do blizkosti jednoho ze tff genli pro imunoglobuliny a to t(8;14),
t(2;8) a t(8;22), dostava se pod kontrolu imunoglobulinovych promotort a je exprimovan kontinualné
(Dang et al., 1999). Dalsim moznym zplisobem onkogenni aktivace C-MYC je bodova mutace.
Vysledkem téchto mutaci byva prodlouzeni polo¢asu zivota mutovaného proteinu (Dang et al., 1999).

Nekolik studii se zabyvalo genem C-MYC jako potencidlnim prognostickym faktorem pro urceni
senzitivity Ci rezistence k jednotlivym typim cytostatik, avSak tyto studie byly limitovany predev§im
uzkym vybérem biologického materialu a uzkou $kalou testovanych latek. Prognosticka signifikance C-
MYC genu byla ovéfovana i u karcinomu prsu, kde byva nalezena amplifikace =~ C-MYC genu asi u 20%
pripadd (Klijn et al., 1993; Berns et al., 1992), nebyla ale prokazana korelace mezi amplifikaci genu Her-
2/meu a genu C-MYC (Berns et al.,, 1992). Navic, prognosticka hodnota Her-2/neu amplifikace je
omezena na piipady s negativnimi steroidnimi receptory, zatimco C-MYC amplifikace je silnym
prognostickym faktorem zvlast¢ u uzlinov€ negativnich karcinomti prsu s pozitivnimi steroidnimi
receptory (Berns et al., 1992). Amplifikace genu C-MYC je u karcinomu prsu povazovana za negativni
prognosticky faktor, predikujici Casny relaps a celkové zkracenou dobu preziti pacienta (Klijn et al.,
1993; Berns et al., 1992;). I kdyz n¢kter¢ starsi studie (Varley et al., 1987; Bonilla et al., 1988; Cline et
al., 1987) popiraji vztah mezi C-MYC amplifikaci a velikosti tumoru, Berns et al. (1992) prokédzal na
souboru 282 pacientek signifikantni korelaci mezi amplifikaci tohoto genu a mezi velikosti tumoru i
poctem pozitivnich lymfatickych uzlin. Dale se ukazuje, Zze hladina C-MYC proteinu mtize ovliviiovat
ucinnost chemoterapie a to pravdépodobné tak, ze C-MYC reguluje specifické procesy, jimiz se burnka
vyrovnava s poskozenim DNA cytostatiky, jako je naptiklad cis-platina (Klijn et al., 1993; Biroccio et
al., 2001). Poskozeni DNA zptisobuji napiiklad i antracyklinové antibiotika (doxorubicin, daunorubicin).
Tyto latky inhibuji aktivitu enzymu topoizomerdzy II, coz vede k indukci zlomi v DNA. Na MCF-7
bunééné linii karcinomu prsu bylo prokazano, ze inhibitory topoizomerazy II, Ci ionizujici zafeni, jsou
schopny suprimovat expresi C-MYC, pfi¢emz snizeni hladiny C-MYC je povaZzovdno za nezbytny
predpoklad k zastaveni bunécného cyklu (Gewirtz et al., 1998).

Pacienti s amplifikaci C-MYC také 1épe odpovidaji na 1écbu S-fluorouracilem a délka pieziti takto

1écenych pacientd se zvySuje pti amplifikaci C-MYC genu az o 30% (Arango et al., 2001).



2.2.3. Geny udastnici se regulace bunééného cyklu anebo apoptozy

Nadorové bunky maji schopnost prochazet bunéénym délenim i s poskozenim, které by u zdravé buiky
vyvolalo programovou bunécénou smrt, apopotdozu. PoSkozeni ¢i nespravnd funkce jednotlivych gent
regulujicich bunéény cyklus a apoptozu vede k maligni transformaci bunky. Cykliny a cyklin-dependentni
kindzy (CDK) tvoii hlavni regulacni systémy bunécného cyklu. Bunéénym cyklem se souhrnné nazyvaji
na sebe navazujici d&je, jimiz se matetska buiika rozdéli ve dvé bunky dcefinné. V tomto cyklu musi dojit
k replikaci genetického materialu a jeho pfesnému rozdéleni mezi dvé dcefinné bunky. Bunécny cyklus je
tvofen Ctyfmi na sebe vzidjemné navazujicimi fazemi: G1, S (DNA syntéza), G2 a M (bunécné déleni-
mitoza). Faze Gl a G2 jsou mezifazemi, v nichZ probiha v buiice intenzivni metabolismus, zajiStujici
spravné rozdéleni buiiky. K bunéénému cyklu byva nekdy piitazovana i faze GO, coz je obdobi kdy se
bunka nachézi v klidovém stadiu, tj. neni a ani nevstupuje do bunécného cyklu ( Ford et al., 1997;
Klener et al., 2002).

Za fyziologickych podminek je u mnohobunéénych organismi vstup do bunécného cyklu fizen
soustavou extracelularnich ristovych a mitogennich faktort, vazicich se na povrchové receptory bunky.
Podnét je prfenasen soustavou signalnich drah smérem k jadru. Tyto signaly mohou aktivovat bunéény
cyklus a ,,provést™ bunku takzvanym restrikénim bodem (R-bod), ktery je lokalizovan v pozdni G1 fazi.
Jestlize bunka ,,projde” timto bodem, stava se nezavisla na ristovych faktorech a pokracuje v dalSich
fazich bunééného cyklu. V prib&hu bunééného cyklu je kontrolovan jeho spravny prubéh, integrita DNA a
jeji standardni rozdéleni. Paklize je v kterémkoliv kontrolnim bod¢ detekovan nevhodny pribéh cyklu,
miize burnka indukovat programovou bunécnou smrt, apoptézu. Nespravna funkce ¢i vyfazeni kontrolnich
bodl mtize vést k nekontrolovanému déleni poskozenych bunck. Pribéh jednotlivych fazi a mezifazovy
prechod je regulovan proteinovymi komplexy cyklin-cyklin dependentni kindza. Jak cykliny tak i
cyklin-dependentni kindzy jsou fazové specifické a jejich cinnost je kontrolovana vzdy nejbliz$im
nasledujicim kontrolnim bodem (Shapiro et al., 1999; Klener et al., 2002).

Cykliny ziskaly své oznaceni ze skutecnosti, Ze jsou v burnce pfitomny pouze v urCité casti cyklu.
Obsahuji homologické oblasti o velikosti zhruba 100 aminokyselin, kterymi se vdZou na své partnery:
cyklin-dependentni kinazy (CDK). Cykliny 1ze rozdélit do dvou skupin: G1 cykliny a mitotické cykliny.
G1 cykliny jsou proteiny s relativné kratkou zivotnosti, zatimco mitotické cykliny maji zivotnost delsi a
zpravidla jsou odbourdvany pted vstupem buiiky do mitézy (Ford et al., 1997).

Cyklin-dependentni kinazy (CDK) jsou Ser/Thr ATP-dependentni kinazy, zprostiedkovavajici pfenos
fosfatu na cilové substraty. CDK se aktivuji vazbou na pfislusny cyklin a dale fosforylaci ¢i defosforylaci
specifickych. (Ford et al., 1997).

CDK mohu byt inhibovany pfirozenymi polypeptidovymi inhibitory, CDKI (inhibitory cyklin-
dependentnich kinaz). Tyto inhibitory se rozdéluji do 2 tiid:



1. Inhibitory INK4 tiidy (napiiklad p15™ %, p16™ 4 p18™ 4 &i p19™*4) jsou piisné specifické pro
cyklin D-dependentni kindzy CDK 4,6 a jsou proto spojovany s regulaci G1 faze. Principem
inhibice je zabranéni vazby cyklinu D na CDK, mohou vSak inhibovat i hotové komplexy cyklin
D/CDK4,6 (Vesely et al., 1998).

2. G1/S CDKI = KIP/CIP CDKI (napiiklad p21“AF“"! 52751 & p57%*%) prednostné inhibuji G1 a
S-fazové CDK, ale na rozdil od INK4 CDKI inhibuji i v§echny ostatni CDK. (Ford et al., 1997;
Vesely et al., 1998).

Geny kodujici CDKI mohou byt mutované ¢i deletované, napiiklad u hematologickych malignit byva
nalézana delece 9p22~pter. V této oblasti jsou lokalizovany geny pro CDKI pl6 (CDKN2) a pl5
(CDKN2B) (Jarosova et al., 2000). Také naptiklad u osteosarkomu byly nalezeny alterace CDKI, a to u
p19 (p19™*P), postihujici asi 7% ptipadt (Miller et al., 1997), ¢i delece genu pro p18 [del(1p35-p31)] u
adenomu pristitnych télisek (Tahara et al., 1997). Je nutné si uvédomit, ze inhibitory CDK reguluji pfimo
bunéény cyklus a jejich deleci ¢i inaktivaci dochdzi k alteracim v bunééném cyklu, vedoucim

k nadstandardni proliferaci, popf. az k maligni transformaci (Ford et al., 1997; Vesely et al., 1998).

CYKLIN D1 (CCND1)

voblasti ql3 (CCND1 = PRADI [Parathyroid Adenomatosis 1] = BCL1 [B-cell
Leukemia/Lymphomal]).(www.infobiogen.fr) Cyklin D1 je exprimovan piedev§im G1 fazi bunétného
cyklu, kde se ucastni progrese G1 a prechodu Gl faze do S-faze. Exprese tohoto genu neprobiha u
klidovych bun&k, napiiklad lymfocyti. Ucastni se nékolika translokaci, znichz nejb&zng&jsi je
t(11;14)(q13;932) u B-bunéénych malignit a zvlasté u lymfomt zplastovych bunék (Mantle Cell

Lymphoma). Touto translokaci se gen CCNDI1 dostava pod kontrolu promotoru genu pro

imunoglobulinovy fetézec (IgH) a dochézi tak k jeho stabilni overexpresi (www.infobiogen.fr).

Gen CCNDI1 nemusi byt kontinudln¢ exprimovan jen diky aktivacnim translokacim typu
t(11;14)(q13;q32), ale byla prokdzana jeho aktivace i retrovirovou inzerci. V takovychto pfipadech se gen
pro cyklin dostava pod kontrolu virovych promotort, jimiz je iniciovana kontinudlni exprese (Bates et al.,
1995).

Amplifikace ¢i zvySena exprese cyklinu D1 byva nalézana u riznych typt malignich onemocnéni,
napiiklad u primarniho karcinomu prsu, ovaridlnich karcinomd , u hepatocelularnich karcinomd,
malobunééného karcinomu plic, hematologickych malignit, u karcinomti dlazdicovitého epitelu hlavy a
krku ¢i jicnu (Sherr et al., 1996; Bates et al., 1995; Courjal et al., 1996). Amplifikaci ¢i nadmérnou

expresi genu pro cyklin D1 dochazi k alteracim v bunééném cyklu, ¢asto nasledovanymi dal§imi zménami


http://www.infobiogen.fr/

v jeho regulaénich mechanismech a tyto zmény mohou byt soucasti kancerogeneze bunky (Courjal et al.,
1996; Terada et al., 1999; Simpson et al., 1997).

Z klinického hlediska je vyznamné ptisobeni glukokortikoidl jako inhibitord bunécné proliferace prave
u pripadi samplifikaci ¢i vysokou expresi cyklinu D1. VSeobecné plati, Ze nizkda koncentrace
glukokortikoidii v pfitomnosti vhodného rtstového faktoru vyvolava proliferaci, zatimco vysoka hladina
glukokortikodii proliferaci brzdi. Hlavnim G¢inkem glukokortikoidi na bunéény cyklus je inhibice pRB
fosforylace snizenim aktivity cyklin D/CDK4 kinazy. Aktivita tohoto komplexu je zfejme snizovana vyssi
expresi CDK inhibitoru p21“"', kterd se napiiklad po 16¢b& dexametazonem mize zvysit 5-10x.
Nedostate¢na fosforylace pRB pak neumozni buiice vstoupit do S-faze bunééného cyklu (Fernandes et

al., 1999; Terada et al., 2001).

2.2.2.4. Tumor-supresorovy gen RB1

Onkogeny (dominantni onkogeny) se li§i od tumor supresorovych gend (recesivnich onkogeni)
predevsim tim, Ze vznikaji jako mutantni formy v somatickych bunkach, nikoliv v zarode¢nych. Mutantni
nadorové supresorové geny se mohou vyskytnout i jako zarode¢né mutace ve vajicku ¢i spermii a dédi se
v potomstvu. Napiiklad dité, které ziskalo mutantni formu tumor-supresorového genu RBI1 je cely Zivot
ohrozeno retinoblastomem i dal§imi malignitami. Retinoblastom je choroba détského véku, projevujici se
jako nador na sitnici. Vyskytuje se jednak jako dédicnd forma a jednak jako somatickd mutace spojend
s deleci pruhu ql4 chromozomu 13. Do této oblasti byl lokalizovan tumor-supresorovy gen RB1. Pii
dédicné formé nese jeden chromozom mutaci tohoto genu a teprve po somatické mutaci v bunkach
sitnice, kdy dochazi k inaktivaci ¢i deleci druhé kopie RB1 genu, se vyviji retinoblastom (Shapiro et al.,
1999; Rosypal, 1997).

Gen RB1 koduje RB-protein, ktery se v jadfe vyskytuje v silné ¢i slabé fosforylované formé a je
kontrolnim mechanismem bunky v takzvaném G1 restrikénim (R) bod¢, (ne)dovolujicim butice vstoupit
do S-faze bunécného cyklu. Hypofosforylovana forma RB proteinu vaze transkripéni faktor E2F. Teprve
po fosforylaci RB proteinu komplexem cyklin D/CDK 4/6 (2,5,6) dochazi k uvolnéni E2F faktoru. E2F se
miize vazat na promotorové elementy genl jako je napiiklad dihydrofolatreduktaza, tymidinkinaza ci
DNA-polymeraza o, a tim je umoznén vstup bunky do S-fize bunécného cyklu (Shapiro et al., 1999;
Courjal et al., 1996; Terada et al., 1999; Simpson et al., 1997; Rosypal, 1997).

Nekteré viry syntetizuji proteiny (E1A: protein adenovird, E7: protein lidskych papilomavird, T-
zkomplexu s E2F. Volny E2F mize otevirat permanentni vstup bunky do S-faze, coz vede
k neregulované replikaci DNA a dé€leni buiiky. Podobnym mechanismem mohou fungovat i mutace RB1

genu, které zpusobuji neschopnost RB proteinu vazat se k E2F faktoru (Rosypal, 1997).



RBI1 gen nachazime mutovany/deletovany u riznych typt malignit, jako napfiklad u karcinomu prsu ¢i
nadoru plic, pficemz inaktivni forma RBI1 je asociovana se zvysenou proliferaci bun¢k (Ford et al., 1997;
Gupta et al., 2001). Z terapeutické¢ho hlediska je dulezité si uvédomit, ze RB protein je fosforylovan
komplexem cyklin D/CDK 4/6 (2,5,6), jehoz aktivita miize byt snizena pomoci glukokortikoidt
(Fernandes et al., 1999).

Samotna chemoterapie retinoblastomu byva nelspé$na a soucasné klinické studie kombinuji
chemoterapii s lokalni lécbou pouzivajici radioterapii, laserovou ¢i kryogenni destrukci nadoru (Conway

et al., 1998).

2.2.2.5. Tumor-supresorovy gen TP53

Gen TP53 (17p13.1) kdéduje protein p53, ktery muze blokovat bunky v G1-fazi bunééného déleni.
Inaktivace genu TP53 deleci ¢i bodovou mutaci vede k neoplastické transformaci a vzniku nadora riznych
typu. Bylo popsano asi 50 typd nador s mutaci TP53 genu, z nichz nejvétsi ¢ast tvoii nadory kolorekta,
plic a prsu. Siroké spektrum nadort s mutaci &i deleci TP53 indikuje, Ze p53 neurduje jen tkafiové
specificky d¢j, ale m& obecny dosah tykajici se regulace bunécného déleni. Alela inaktivovana bodovou
mutaci miize byt i dédi¢né (Li-Fraumeni syndrom), ackoliv pocet rodin na svété trpicich timto syndromem
je pocitan pouze na desitky. Jedinci postizeni touto chorobou mivaji rizné typy malignit. Umiraji velmi
brzo na onkologickd onemocnéni, kterd vypuknou po ztraté heterozygozity, tj. po deleci ¢i inaktivaci
druhé¢ alely (Ford et al., 1997; Klener, 2002; Rosypal, 1997; Reisman et al., 1998; Varley et al., 2001).

Protein p53 byva Casto nazyvan ,,straZzcem genomu*‘. Normalni buiiky produkuji pouze malé mnozstvi
p53, které staci k udrzeni regulace bunééného cyklu. Poskozeni DNA rentgenovym ¢i UV-zafenim anebo
chemickymi latkami vede k vyssi expresi p53 a zaroven se prodluzuje jeho polocas rozpadu. Zajimavé je i
to, ze zvysSenou expresi p53 mize vyvolat i teplotni Sok a to i kdyz nedochazi k poskozeni DNA.
ZvySenim hladiny p53 se iniciuje exprese genu GADD45, kodujici protein, ktery vazbou na PCNA
inhibuje replikaci DNA a iniciuje expresi genu WAF/CIP1, kodujici protein p21. Protein p21 inhibuje
CDK a zastavi bunécny cyklus v G1-fazi. Bunécny cyklus je v ptipadé spravné funkce p53 obnoven az po
odstranéni chyb v DNA. Nejsou-li tyto chyby v DNA odstranény, spousti p53 v bunce pochody vedouci
k apoptoze. (Ford et al., 1997; Rosypal, 1997; Bennett et al., 1999).

AZ 90% mutaci p53 je lokalizovano do DNA vazebné domény, regulujici celkovu schopnost p53
vazat se na DNA. Protein p53 je funkéni ve formé tetrameru, priCemz je-li jedna ¢i vice z
téchto podjednotek mutovanych, cely tetramer je nefunkéni. K inaktivaci p53 mize dojit v zasadé Ctyimi
zpusoby:

1. Ztratou heterozygotnosti a to tak, Ze v jedné alele se objevi bodova mutace a dojde k deleci druhé

alely.



2. Negativné dominantni mutaci: p53 mutantni alely genu TP53 mizou vytvofit s produktem
standardni (wild-type) alely inaktivni komplex a to i bez ztraty heterozygotnosti.
3. Tvorbou komplext s virovymi proteiny (T-antigen viru SV40, E1B protein adenovirt ¢i E6
protein papilomavir() (Ford et al., 1997; Reisman et al., 1998; Ahrendt et al., 1999).
4. Zvysenym odbouravanim p53 proteinu, napiiklad amplifikaci genu MDM2 (Nasir et al., 2001;
Higashiama et al., 1997).
Bunka kontroluje hladinu, funkci a stabilitu pS3 mnoha mechanismy, z nichz nejznamé;js$im regulatorem je
MDM2 (Murine Double Minute 2 = Mouse Double Minute 2) lokalizovany v oblasti q13-14 chromozomu
12. Ulohou MDM2 je udrzovat hladinu p53 na nizké urovni a inhibovat jeho transkripéni aktivitu. Po
navazani MDM?2 na N-terminalni konec p53 dochazi k rychlé degradaci p53 ubiquitinovou proteolyzou.
Jedna se o regulaci na principu zpétné vazby, nebot’ gen pro MDM2 je transaktivovan samotnym p53
proteinem. Stresovy signal (poSkozeni DNA, teplotni ok atd.) miize zpusobit alterace ve vazbé¢ MDM?2 na
pS53. N-konec p53 mulze byt naptiklad. fosforylovan na serinu 15 a takto upraveny protein vaze huie
MDM?2 a proto je snizena rychlost jeho odbouravani. Fosforylace p53 je zajistovana pravdépodobné¢ ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) kindzou a DNA-dependentni protein kindzou (DNA-PK). (Reisman et
al., 1998; Bennett et al., 1999; Cinelli et al., 1998; Bullock et al., 2001).

Dalsi studie prokazaly, ze pusobenim estradiolu se zvySuje exprese genu C-MYC, coZ nasledné
vyvolava vyss$i expresi genu TP53, zatimco pidsobenim progesteronu se naopak hladina p53 sniZuje
(Moudgil et al., 2001). Bylo také popsano, ze p53 muze indukovat HSP27 (Heat Shock Protein 27).
HSP27 chrani buiku pfed apoptézou zvysSenim intracelularni hladiny glutathionu, jenz je dilezity pro
protekci bun¢k pred apoptézou indukovanou oxidativnim stresem, ¢i jinym mechanismem zahrnujicim
modulaci stability mikrofilamentd. Je vSak znamo, ze HSP27 exprese mlize byt indukovana i androgenni
ablaci (Gao et al., 2000). Byl studovan rovnéz vztah mezi p53 a dalsimi onkogeny, s ohledem na jejich
prognosticky vyznam. Jiz roku 1997 Alexiev et al. porovnal své zkuSenosti se zkusenosti jinych autori
v 1é€bé benignich a malignich onemocnéni prsu s ohledem na expresi gentt Her-2/neu a TP53. Vysledky
jsou ponekud kontroverzni, i kdyz tada autorti pfisuzuje genu TP53 velky vyznam v predikci chovani
nadoru. Na modelu karcinomu prsu bylo téz prokazano, ze nadmérna exprese p53 je Casto doprovazena
vyssi expresi Her-2/neu a RAS genu. Ackoliv buitkky mohou nadmérn€ exprimovat souc¢asn¢ Her-2/neu i
p53 bez zvysené tvorby RAS proteinu, nadmérna exprese RAS genu je velmi vzacnd u bunck které
neobsahuji abnormality p53 a/nebo Her-2/neu (Smith et al., 2000). Bylo publikovéano, ze p53 se piimo
ucastni kontroly Her-2/neu signalni cesty a vyznamné ovliviiuje efekt amplifikace Her-2/neu
v nadorovych bunkdch. Her-2/neu transfekce je asociovana s proliferacni aktivitou pouze u bunck
s mutovanym p53. Naopak u linii s wild-type formou p53 vedla nadmérna exprese Her-2/neu k apoptdze.

Buiiky které apoptéze nepodlehly vykazovaly nizkou proliferacni aktivitu. Tento poznatek by mohl v



budoucnu ovlivnit Herceptinové 1é¢ebné rezimy, protoze pokud by tyto udaje byly potvrzeny in vivo,
existuje moznost, zZe lécba Herceptinem bude efektivné€jsi u nadort se soucasnou amplifikaci Her-2/neu a
mutaci TP53 genu (Casalini et al., 2001).

Aktivita wild type p53 je vbuiice aktivovana chemoterapeutiky jako je adriamycin, etopozid,
doxorubicin, cis-platina aj., ¢i napiiklad ionizujicim zafenim. Odpovédi builkky na poskozeni DNA je
indukce p53-dependentni apoptozy (Mottollese et al, 2000). Tato aktivace je mozna i u nékterych
mutantli pS3 a navic existuji teplotné senzitivni mutace p53, které se pii zméné teploty mohou reaktivovat
(Pavlova et al., 2002). Ackoliv lze funkci nékterych p53 mutantd reaktivovat, u valné vétSiny pacientli
jsou nalézany nefunk¢ni mutanty ¢i delece TP53. Nadg¢ji pro tyto pacienty mize byt genova terapie (Ford

et al., 1997; Lax et al., 2001).

2.2.6. Protoonkogeny rodiny RAS

Vétsina eukaryot obsahuje vice neZ jeden protoonkogen C-RAS. Savci maji 3 velmi dobie definované
protoonkogeny C-RAS (Rat Sarcoma Virus) a to H-RAS (Ha-RAS), K-RAS (Ki-RAS) a N-RAS. Proteiny
kodované témito protoonkogeny se oznaluji jako p21**S. Tyto proteiny mohou vazat GTP a vykazuji
GTPazovou aktivitu. RAS p21 proteiny aktivuji MAP (Mitogen Activated Protein Kinase) signalni drahu,

1’ je za fyziologickych podminek regulovéna

¢imz spousti syntézu DNA. Aktivni forma p2
GTPazovymi aktivaénimi proteiny (GAP). GAP proteiny konvertuji aktivni p21**® na neaktivni, GDP
vazajici protein. Mezi GAP patii napriklad 120 kDa protein p120-GAP, ¢i neurofibromin, produkt NF1
genu (neurofibromatdza typu I). Mutanty obsahujici onkogen RAS nehydrolyzuji GTP a proto jsou trvale
aktivni. Neustalé ptisobeni na cilovy protein tak navozuje onkogenni proces. RAS protoonkogen je nejlépe
prostudovan u kolorektalniho karcinomu, ale jeho mutace ¢i nadmérnou expresi nachazime u Sirokého

spektra onkologickych onemocnéni (karcinom prsu, pankreatu, mocového méchyte, nemalobunécné

karcinomy plic atd.). V soucasné dobé probihaji experimenty zamétené na reaktivaci GTPazové aktivity

p21**S mutantt a moZnosti genové terapie pii ztraté GAP regulatori (www.infobiogen.fr} Ford et al.,

1997; Rosypal, 1997; Przybojewska et al., 2000).

2.2.7. Protoonkogen BCL-2

Protein genu BCL-2 (B-cell Leukemia/Lymphoma 2; 18q21) specificky blokuje apoptozu. BCL-2 je
Siroce exprimovan béhem embryonalniho vyvoje a v dospélosti je jeho pritomnost omezena na populace
kmenovych a prekurzorovych bunék. BCL-2 protoonkogen patii do rodiny piibuznych proteinti, z nichZ
nékteré (BCL-2, BCLX;, MCL1) apoptézu suprimuji, zatimco jiné (BAX, BCLX) jsou proapoptoické.
BCL-2 protein dimerizuje s proteinem BAX, ktery zaroven vytvaii homodimery BAX-BAX. Zatimco
BAX-BAX homodimer ptisobi jako induktor apoptozy, dimer BCL-2/BAX apoptozu inhibuje. BCL-2 i


http://www.infobiogen.fr/

BAX jsou transkripénimi cily pro tumor-supresorovy protein p53 a dulezitym poznatkem je i to, Ze
exprese pro-apotoického proteinu BAX mulze byt indukovana y-zafenim, chemoterapeutiky ¢i jinym
genotoxickym stresem (Basu et al., 1998). BCL-2 se ¢asto UCastni translokace t(14;18)(q32;21), pti které
se BCL-2 gen dostava pod kontrolu promotori pro imunoglobulinovy gen IgH a je kontinudlné
exprimovan. Tato translokace je ¢asto nachazena u B-bunécnych malignit, a to az u 80-90% folikularnich
lymfoma a u 30% difuznich velkobunéénych lymfomi. Vyssi expresi BCL-2 nachazime u riznych typt
malignit, jako je naptiklad karcinom prsu a prostaty, u nadorti kolorekta, plic, Zaludku ¢i u neuroblastomu
(Simpson et al., 1997; Ramalingam et al., 1997). Z klinického hlediska je zajimavé, Ze u karcinomu prsu
je exprese BCL-2 (narozdil od BAX) zavisla na estrogenech, coz nabizi moznost pouziti anti-estrogenové
1é¢by. VSeobecné agresivnéjsi typy karcinomu prsu, které jsou hormonalné independentni jsou i BCL-2
negativni. Piekvapivé je to, Ze u BCL-2 pozitivnich pacientek s pozitivnimi estrogenovymi receptory (ER)
byla zaznamenéna del$i doba pteziti bez pfiznaku nemoci, nez u pacientek s BCL-2 negativnimi tumory.
Obdobné, pacientky s BCL-2 pozitivnimi karcinomy ovaria dosahovaly v 1écb¢ lepsich vysledkl, nez
pacientky s p53 pozitivnimi a BCL-2 negativnimi tumory. Céste¢nou odpovéd’ na tento problém dava
pozorovani, ze u BCL-2 negativnich nadorti dochazi i ke snizeni exprese BAX genu (Basu et al., 1998).
Také napiiklad studie Coxe G. et al. (2001) prokazala, ze pfitomnost BCL-2 proteinu je asociovana
s dobrou progn6zou u nemalobuné¢ného karcinomu plic. Naopak autor jiné publikace (Reed et al., 1995)
se priklani k ndzoru, ze vys$$i hladina BCL-2 proteinu je prediktorem Spatné odpovédi na lécbu,
rychlejsiho relapsu a kratsi doby preziti, ale pfipousti i moznost, Ze dobra prognéza u pacientek s BCL-2
pozitivnimi karcinomy prsu muaze byt zalozena na nedostate¢nych informacich o expresi jinych gentl
z BCL-2 rodiny.

BCL-2 ma tedy nesporné antiapoptoické ucinky, ziejmé vSak pusobi jako soucast celého soukoli
BCL-2 rodiny proteini a jeho pouziti jako prognostického faktoru je zatim kontroverzni. Z hlediska
aplikace BCL-2 jako prediktoru odpovédi na chemoterapii stoji za zminku studie Mottolese et al. (2000),

ve které byla popsana rezistence nadorovych bunék s vyssi hladinou BCL-2 proteinu k 1écbé antracykliny.

2.2.2.8. Dalsi cytogenetické prediktory odpoveédi nddoru na 1é¢bu

V klinické onkologii existuje mnoho dalSich specifickych marker®, napiiklad za prediktivni faktor je
téz povazovana alelicka ztrata q raménka chromozomu 18 u pacientti s nadorem kolorekta. Frekvence
vyskytu této ztraty je vyssi u pacientt ve III. stadiu onemocnéni a nehraje zde vyznamnou roli. Naproti
tomu ztrata q raménka chromozomu 18 u pacientti ve Il stadiu onemocnéni je prognosticky neptizniva a
v podstaté znamena doporuceni k adjuvantni 1é¢bé levamisolem a fluorouracilem (Jen et al., 1994). Pro
pacienty s karcinomem prostaty je napiiklad dulezity status genu pro androgenni receptor (AR). Béhem

vyvoje a ristu je nador prostaty silné dependentni na androgenech. Pii amplifikaci AR genu je vyznamné



snizena farmakologicka ucinnost antiandrogenti, nebot” nadorové bunky overexprimuji AR a jsou tak
schopny ,,vychytavat™ i rezidualni androgeny. U téchto pacientli se doporucuje provedeni totalni blokady

kastraci (Koivisto et al., 1996; Palmberg et al., 2000).

2.3.Zavér

Nadorova onemocnéni tvori z hlediska cytogenetiky, molekularni biologie i mediciny velmi Sirokou
Skalu defekti, a to jak celek, tak u jednotlivych diagnoz ¢i pacientl. Z tohoto diivodu je nutno pfistupovat
k 1écbé pacienta velmi individualné a komplexné. Jsou vyvijeny nové typy léCiv a souCasny onkologicky
vyzkum neni jiz zaloZen jen na Cistém empirickém zkousSeni ucinka téchto latek, nybrz se snazi nalézt
terapeutika a nové zptisoby 1éCby, které cilen¢ ptisobi proti produktim jednotlivych onkogenil, napodobuji
aktivitu nefunk¢énich tumor-supresorovych proteind anebo jinak zasahuji do bunééného cyklu a plisobi
cilen¢ na nadorovou buniku. Nicméné v ptipade pouziti t€chto latek je nutné selektovat pacienty, pro které
je dany lécebny rezim nejefektivnéjsi. Pro tyto ucely jsou intenzivné hledany molekularné-biologicko-
cytogenetické znaky, na jejichz zaklad¢ by mohl klinicky Iékar urcit pro pacienta co nejindividualnéjsi a
tim 1 nejucinnéjsi 1éCebny rezim. A praveé mezi tyto markery nalezi i status jednotlivych protoonkogent
(tumor-supresorovych gent) a jejich proteinti. Snad nejznaméj$im piikladem je protoonkogen Her-2/neu,
jehoz amplifikace predikuje dobrou odpovéd’ na antracykliny a predurcuje pacienta k 1é¢bé monoklonalni
protilatkou - Herceptinem. Nezbyva jen doufat, ze takovychto prediktori bude v blizké budoucnosti

dostatek a ze podstatné zefektivni i zkvalitni 1é¢bu onkologickych pacientt.
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