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Souhrn: Chemoradioterapie s pouzitim nukleosidovych analog, zejm. fluorovanych pyrimidint se stala standardnim postu-
pem ufady zhoubnych naddort. Mechanismus efektu neni pfesné pospan. Po zavedeni capecitabinu byl detailn€ zkoumén ptivod-
ni koncept zvySené aktivace pyrimidinti do aktivnich forem pfi indukei pyrimidiny metabolizujicich enzymu v rdmci poradi-
acnireakce. Vlivem ozafeni se indukuje Siroké spektrum enzymi acytokint zahrnujici metabolické enzymy thymidinfosforylazu
(TP), thymidinkindzu (TK), dihydropyrimidin dehydrogenazu (DPD), thymidylsyntetizu (TS), deoxycycytidinkindzu (dCK),
dexycytidinmonofosfat kindzu (dCMPK) a deoxycytidindeaminazu (dCyD), které metabolizuji pyrimidinova nukleosidova
analoga — 5-fluorouracil, capecitabin, ara-C a gemcitabin. U témé&f vSech bylo v ozarené tkani prokdzano bud zvySeni tran-
skripce pfislusné mRNA nebo zvySeni obsahu pfislusného proteinu nebo oboji. Pomér nartistu anabolizujicich a katabolizuji-
cich enzymt (TP/DPD) je ve prospéch zvySeni anabolismu nukleosidovych analog do d¢innych forem. Poradia¢ni reakce ve
spektru proteint je dlouhodoba. Zvyseni obsahu proteinu probiha v tseku 24 hod. — 5 dni po ozéfeni davkami 2-10 Gy. Zvy-
Seni transkripce po¢ind v rozmezi do 24 hod. véetné Casnych reakci od 1. hodiny po ozafeni. Priibéh poradiacni reakce je vari-
abilni v zdvislosti na typu ozdfené tkdn€. V nadorovych tkdnich je indukce metabolickych enzymu intenzivnéjsi nez ve tkdni
nenadorové, coz je podkladem pro uréitou selektivitu cytostatického efektu. Dosavadni nilezy pochézeji pfevazné z tkatfiovych
kultur nebo experimentélnich nadort na zvitatech. Informace o mechanismech potenciace cytostatika béhem poradiacni reak-
ce maji zatim jen minimdlni praktické vystupy. Dosavadni poznatky podporuji zavedena schemata kontinualniho podéni cyto-
statik 5-FU a capecitabinu. Individualni hodnoceni poradia¢ni reakce s vyuZitim v predikci efektu chemoradiace je zatim mimo
béZné moZnosti.

Klic¢ova slova: Chemoradioterapie, XIP, thymidinkindza, thymidylsyntetdza, dihydropyrimidindehydrogenaza, thymidinki-
néza, deoxycytidinkindza, 5-fluorouracil, capecitabin, gemcitabin, poradia¢ni reakce

Abstract: Chemoradiotherapy employing nucleoside analogues, esp. fluorinated pyrimidines became a standard treatment
approach in a variety of malignant tumours. Its mechanism of effect has not been discovered in detail. The introduction of
capecitabine initiated a detailed investigation of the original concept of enhanced pyrimidine activation to active forms caused
by an induction of pyrimidine metabolizing enzymes in a scope of a post-radiation reaction. A wide spectrum of cytokines and
enzymes is induced by an irradiation including metabolic enzymes — thymidine phosphorylase (TP), thymidine kinase (TK),
dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD), thymidylate synthetase (TS), deoxycytidine kinase (dCK), deoxycytidine
monophosphate kinase (dCMPK) and deoxycytidine deaminase (dCyD). These enzymes metabolize pyrimidine nucleoside
analogues — 5-fluorouracil, capecitabine, ara-C and gemcitabine. Either an enhanced transcription of the relevant mRNA or an
increased protein content or both had been found in irradiated cells. A ratio between the enhancement of anabolising and
catabolising enzymes (TP/DPD) favours the increased anabolism of nucleoside analogues to active forms. The post-radiation
reaction in a spectrum of proteins is long lasting. The increased protein content is apparent in a period between 24 hours and 5
days after the irradiation by a dose of 2 — 10 Gy. The increased transcription initiates within 24 hours, including early reactions
within the first hour after the irradiation. Quantitatively there is a variability of post-radiation reactions related to the kind of
the irradiated tissue. There is a more intensive induction of metabolic enzymes in tumour tissue than in a normal (non-tumour)
tissue indicating a potential of cytostatic effect selectivity. The available references originate predominantly from tissue
cultures or experimental animal tumour xenografts. So far only minimal practical measures can be derived from the information
on mechanism of cytostatic effect potentiation. The current information supports the established regimens of a continuous
administration of 5-FU and capecitabine. An individual assessment of a post-radiation reaction applicable for a prediction of
a chemoradiation effect is not within the compass of our care.

Key words: Chemoradiotherapy, XIP, thymidine dinase, thymidylate synthetase, thymidine dinase, deoxycytidine kinase,
5-fluorouracil, capecitabine, gemcitabine, post-radiation reaction

Uvod

Chemoradioterapie riiznych solidnich nadort je v poslednich
10 letech standartnim postupem u fady solidnich nadorti zvI4s-
t€ u nadorl s vysokou incidenci (nadory plic, ¢ipku déloZni-
ho, rekta, ORL oblasti). Ve vétSiné€ léCebnych schemat se vyu-
7Zivd radiopotenciacnich efektd platinovych derivath
afluorovanych pyrimidini — 5-fluorouracilu (5-FU) nebo cape-
citabinu.

Synergie ionizujiciho zafeni a chemoterapie je prokdzana
empiricky, ve studiich faze III, coZ umoZiiuje pouZiti chemo-
radioterapie jako standardu. Pfesto mechanismus synergie neni
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dosud jednozna¢né popsén, zvlasté u fluorovanych pyrimidi-
nd. Literatura uvadi jako pravdépodobny mechanismus inhi-
bici reparacnich mechanismil (reparace subletdlnich a poten-
cialn€ letdlnich poSkozeni DNA), zmény v distribuci
v bunécném cyklu (efekt synchronizace) a inhibici repopula-
ce. VSechny tyto teoretické mechanismy vychézeji z toho, Ze
efekty zafeni jsou prvotni. K nim pfifazuji pravdépodobny
mechanismus i¢inku chemoterapie, kterym 1ze dosdhnout cel-
kového tcinku supraaditivniho. Originalni koncept mecha-
nismu ucinku prezentuje Blackstock et al. jiZ v roce 1994.
V experimentu prokazal prodlouZenou retenci zvySeni tkaio-



vé koncentrace metabolitd 5-FU (FAUMP) po ozafeni davka-
mi 2Gy resp. 5Gy (1). Podklad nachazi ve zvySeni koncentra-
ce thymidinkindzy, enzymu metabolizujiciho 5-FU do aktiv-
ni formy (FAUMP), kterd byla prokazana v ptfedchozich
experimentech. Blackstocktiv koncept chemoradiace pak spo-
¢iva v potenciaci efektll chemoterapie zafenim.

Dalsi zdjem o pozndni mechanismu vzdjemné potenciace flu-
orovanych pyrimidint a z&feni pfichézi s §ir§im pouZitim cape-
citabinu a to zejména u nddori zaZivaciho traktu. Capecitabin
jako ,,pro-drug* je do u¢inné formy aktivovan enzymem thy-
midin-fosforylazou (TP). N&kolik experimentii prokazuje
indukci TP po davkach zéfeni 2-5 Gy a zvySenou konverzi
capecitabinu na 5-deoxy-5-fluorouridin. Efekty jsou dokonce
dojisté miry selektivni pro nddorovou tkan. Problematika che-
moradioterapie s fluorovanymi pyrimidiny pochopitelné nel-
ze omezit pouze na indukci jejich metabolismu do tc¢innych
forem. Zrychleny metabolismus miZe predstavovat jeden
z mechanism@l majoritnich, zv14sté u capecitabinu. Dal$imi
potencidlnimi mechanismy jsou indukce cilovych enzymu
(substratl), konkrétn€ thymidylsyntetazy (TS) u fluorovanych
pyrimidint. Vlivem zéfeni se potencidln€ indukuji i enzymy
katabolizujici a otdzka potenciace pak zdvisi na metabolické
rovnovaze. Je evidentni, Ze v konceptu alterovaného metabo-
lismu cytostatika v ozafované tkani je nezbytné popsat kom-
pletni anabolickou a katabolickou kaskadu uc¢inné latky vcet-
né substritu a znit komplexni poradia¢ni reakci na molekuldrni
trovni.

Poradiaéni reakce

Bunécné odpovéd na ionizujici zafeni neni pfesné popsana.
Podle dosavadnich poznatkl zahrnuje indukci vice procesii
z nésledujicich kategorii: Indukce enzym fidicich signalni
transdukeci, stimulace reparace dvojitych zlomt DNA (,,doub-
le strand break* — DSB), pfednostné mechanismem nehomo-

Tabulka ¢. 1.

logniho spojovéani (,,non-homologous end joining* — NHEJ),
indukce ,,metabolickych® proteinil, které se ti€astni v reparac-
nim procesu, blokada ,,checkpointi* ve fazich G1, S a G2
bunécného cyklu, indukce zymogent tcastnicich se v proce-
su apoptdzy, indukce dalSich proteind, které se tcastni dal§ich
procest v disledku zat€Ze zafenim — angiogenezy, imunitni
odpovédi apod.
JiZkoncem 80. let pfedchoziho stoleti byl vyvinut prvni systém
klasifikace transkripti resp. proteinil indukovanych ionizuji-
cim zafenim tzv. XIP (,,X-ray inducible polypeptide®, ,, X-ray
inducible protein“ nebo v pfeneseném smyslu ,, X-ray indu-
cible transcript) (2). Transkripty a piislu$né proteiny byl iden-
tifikovany, ale jejich funkce nebyla zndma. Proto vznikla
plvodné ¢iselnd nomenklatura, identifikujici XIP podle mole-
kulové vahy (XIP 126 — XIP 275). Nésledné byla identifiko-
vana fada molekul XIP ze skupiny metabolickych enzymi,
regulacnich faktori a cytokint a nomenklatura XIP ustupuje
do pozadi. U nékterych molekul je ale XIP nomenklatura sta-
le uZivana, a proto je uvedena v tabulce €. 1.
Z prvnich experimenti byly patrné nékteré obecné zavéry (4):
— VétSina proteint ze skupiny XIP je indukovana specificky
ionizujicim zafenim a ne jinymi podnéty (kupf. hypertermii
— ,.heat shock*).
— XIP jsou indukovany pouze nizkymi ddvkami zafeni (200
- 600 cGy).
— Po vysSich davkach zéareni, pfes 10 Gy, jsou nékteré XIP
suprimovany.
— Transkripce vSech XIP neprobiha synchronné.
Spektrum soucasné€ znamych zéfenim indukovanych proteinii
je rozsdhlé a zahrnuje i fadu cytokin® (kupf. tumor necrosis
factor alfa (TNF-a). Pak zakonit€ vznika otdzka, do jaké miry
je indukce dal$ich cytokint pfim4, v rdmci poradia¢ni reakce,
nebo nepiima vlivem indukovaného cytokinu.
Pro vyzkum interakce ionizujictho zéfeni a chemoterapie maji
pfirozen€ zasadni vyznam XIP
ze skupiny metabolickych enzy-
mt, jejichZ indukce potencidl-

Nomenklatura ,,XIP* | Identifikovand molekula | Funkce Pozn. né alteruje metabolismus pfi-

XIP-6 ,Tissue plasminogen Aktivace plasminogenu sluné ucinné litky. Proto byly

activator®, t-PA a jsou pfedmétem vyzkumu

XIP-8 Clusterin, KUB-1 Reparace DSB cestou Isoforma proapoptotickd n-CLU zejm. enzymy metabolizujici

NHEJ (3) cytoprotektivni s-CLU DNA a RNA prekursory. Pro-

XIP-11 Thymidinkindza, TK | Metabolismus DNA blematika byla fesena zejména

XIP3 DT diaforiza (NADGH | Metabolicks v souvislosti se zavedenim

§ menadi géaza( (P) etabolicky enzym ,.pro-drug® capecitabinu, ktery

oxidoreduktdza se metabolickymi enzymy akti-

vuje do ucinné formy.
Tabulka ¢. 2. ) )

Metabolismus cytostatik —

Cytostatikum, Indukovany Potencidlni disledek Dasledek pro u¢innost |  interakce s poradia¢nimi
acinna latka metabol_izujici enzym aktivace + zvySeni zménami

(potencidlni XIP) — Snizent Skupina antimetabolitil ze sku-

5-fluorouracil TP, TK ZvySeny anabolismus do + piny fluorovanych pyrimidini

ticinné formy, 5-FAUMP zahrnuje v soucasnosti b&zné

DPD ZvySeny Katabolismu do - uzivané latky 5-fluorouracil,

inaktivni formy dihydro 5-FU capecitabin, gemcitabin a cyto-

TS Zvyseni koncentrace + sin arabinosid. Schéma metabo-

cilové struktury lismu 5-fluorouracilu, capecita-

Capecitabin TP Zvy3eny anabolismus + binu a gemcitabinu je na obr. 1,

na 5-FAUMP a 5-FU 2,3. Do skupiny metabolickych

Raltitrexed TS Zvy3eni koncentrace + enzymi (a pravdépodobné XIP)

cilové struktury spada i thymidylsyntetdza (TS).

Gemcitabin dCK, dCMPK, dCDPK | Zvygeny anabolismus + Problematika interakce se zafe-

Cytosin arabinosid do ucinné formy nim proto zahrnuje i dal$i anti-

dCyD Katabolismus do net¢inné - metabolitu—raltitrexed, pro néjz

formy d-UMP piedstavuje TS cilovou struk-

Zkratky: TP — thymidinfosforylaza, TK- thymidinkindza, DPD — dihydropyrimidindehydrogendza, TS — thy-
midylsyntetdza, dCK — doexycytidinkindza, dCMPK — deoxycytidinmonofosfatkiniza, dCDPK — deoxycy-
tidindifosfatkindza, dCyD — deoxycytidindeaminaza, 5-FdUMP — 5-fluorodeoxyuridinmonofosfét, 5-FU —

5-fluorouracil, d-UMP — deoxyuridin onofosfat

turu.

Problematika XIP resp. enzy-
matické indukce ionizujicim
zafenim zahrnuje:
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— Indukci enzymi metabolizujicich latky

Obr. 1. Metabolismus 5-FU.

do aktivni formy - thymidin fosforyla-

za (TP), thymidinkiniza (TK), deoxy-
cytidin kindza (dCK), deoxycytidin-

Eliminacs

| Aklivace :

monofosfat kindza (dACMPK)

Indukci cilové struktury, cilového
enzymu — thymidylsyntetazy (TS).

Dibwydira 5-FU

5-FU Urkfin fosdoryliam

Indukci enzymu katabolizujiciho latky
do forem inaktivnich — dihydropyrimi-
din dehydrogenédza (DPD), deoxycyti-
din deaminiza (ACMP deaminaza).

V metabolismu cytostatik se pak Fes$i
v rdmci poradiac¢ni reakce ndsledujici
otazky:

— Rovnoviha anabolismu a katabolismu
ptislusnych latek (otdzka aktudlni zejm.
u capecitabinu).

Zvyseni koncentrace cilové struktury
(TS u 5-FU, capecitabinu a raltitrexe-
du)

Variabilita poradia¢ni reakce v riiznych
tkanich, selektivita potenciace efektu
ucinnych latek pro nddorovou tkai.

'

£, wmn, F-fratarnin

- SFUS
.

Lridinkiniaa

Exhrmce mosi

Vyvoj XIP v Case, potencidlni podkla-
dy pro ¢asovani, ,.timing* chemoradi-

dUMP

oterapie.
Prehled teoretickych interakci pro riizna
cytostatika udava tabulka €. 2.

Zkratky v obr. 1:

Thymidinfosforylaza (TP)

Indukce TP byla prokdzana Sawadou et al.
(5) u experimentalnich nddort (ca coli, ca
colli uteri, ca ventriculi, ca mamme) ve
zvitecim modelu. Pfi ddvkach 2,5 - 5 Gy

DPD - dihydropyrimidindehydrogendza, 5-FU — 5-fluorouracil, TP — thymidinfosforyldza,
5-FUR - 5-fluorouridin,
5-FUTP - 5-fluorouridintrifosfat, TK — thymidinkindza, 5S-FUDP — 5-fluorouridinfosfat,
5-FAUMP - 5-fluorodeoxyuridinmonofosfat, dUMP — deoxyuridinmonofosfat,

TS — thymidylsyntetiza,

5-FUdR - 5-fluorodeoxyuridin,, FUMP — fluorouridinmonofosfit,

dTMP — deoxythymidinmonofosfat

Obr. 2. Metabolismus capecitabinu.

se intracelularni koncentrace TP v 5
typech modelovych lidskych nddort zvy-
Suje na 10 — 20 nasobek bazalni hladiny.
Maximum zvySeni nastiva kolem 9. dne
po radiaci a zvySeni pretrvava do 18. dne.
Sawada soucasné prokazuje urcitou selek-
tivitu zvySeni pfi srovnéni experimental-
nich nddort a zdravé jaterni tkané. Nic-
méné rozdily v koncentraci TP jsou patrné
i za normdlnich podminek. Schueller (6)
prokazuje in vivo u nemocnych ca coli
urcity gradient mezi koncentraci v tumo-
rozni tkéni ca coli a koncentraci v pfileh-
1€ zdravé sliznici a gradient mezi kon-

centraci v tumorozni tkéni a plazmé.

Indukci TP po ozéfeni experimentdlnich
nadort (glioml) na zvitatech analyzoval
Blanquicett (7) a to na Grovni transkripti.

Tenké stfevo Jatra
Capecitabln. . Capecitabin Mador == Fdrava tkan
eE |
v
&-DFCA —— 5-DFCR
v ¥
FOFUR — 5-DFUR
TP
Zkratky: Y
5’-DFCR - 5’deoxy-5fluorocytidine, 5-FL
5’-DFUR - 5’-deoxy-5-fluorouridine,
5-FU — 5-fluorouracil, CyD — cytidindeamindza,
CE - karboxyesterdza

V korelaci s predchozimi nilezy Sawady

je patrné zvySeni koncentrace TP mRNA
po déavce 8,5 Gy. ZvySeni dosahuje primérné 10 nasobku
(maximélné aZ 70 ndsobku bazalni hladiny, po¢ina 24 hod. po
ozéreni a pretrvavarelativné dlouhou dobu — primérné 20 dni.
V uvedenych experimentech vznika né€kolik kontroverzi:

— Vlivem ozéfeni nariistd koncentrace i dal§ich proteint ze
skupiny cytokind. Na urovni proteinil byl prokdzén nérist
TNF-a se stejnym ¢asovym pribéhem jako TP. Na tirovni
transkriptl je po ozéfeni prokdzan narist m RNA pro dal-
Sich 11 cytokint véetné IFN-yaIL-1a. (Pfekvapivé pfi ana-
lyze mRNA tento experiment neprokazuje vzestup TNF-a
mRNA.)

U kontrolni skupiny ozafenych zvifat, ale s odstinénim nddo-
ru, je od 10. — 15. dne téZ patrny aZ 60 ndsobny nartst TP
mRNA.

Pretrvavani zvySené hladiny TPmRNA v ozéafenych nado-
rech je ndpadné dlouhé.
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S ohledem na zndmou indukci TNF-a a IFN-y Ize pfipustit
nepfimou indukci TP ionizujicim zéfenim prostfednictvim
cytokinil. Bez ohledu na mechanismus indukce TP je pravdé-
podobnd zvySend aktivace capecitabinu a fluorouracilu do
ucinnych forem v ozéafené tkani, pravdépodobné s urcitou
selektivitou ve tkdni nddorové.

Dihydropyrimidindehydrogenaza (DPD)

Reference o vyvoji DPD v ozatované tkdni jsou raritni. Blan-
quicett et al. (7) stanovil hladiny DPD mRNA u experimen-
talnich nadort (gliom®) na zvifatech. Nezjistuje Zddnou zmé-
nu vlivem radiace. Na kulturdch buné¢k He-La jsme od 7.
hodiny po radiaci identifikovali narist DPD mRNA do dvoj-
nasobku bazalnich hodnot (8) Pro predikci uc¢innosti 5-FU
a capecitabinu je reprezentativnim faktorem pomér TP/DPD.
Ten byl stanoven v riznych nadorovych tkédnich bez pfed-



Obr. 3. Metabolismus gemcitabinu a ara-C.

— V radmci poradia¢ni reparacni reakce nava-

drFal, ara-C
P i, ™

| oo HEK

» \
dFdll, ara-LI SFACMP, ara-CMP
I "
| dowen | | ccwex |
rs N

dFdUMP, ara-LMF dARdCOF, am-COP

Zkratky:

dFdC — gemcitabin, ara-C — cytosin arabinbosit,

CyD - cytidin deaminaza, dCK — dexocytidinkinaza,
dFdU - difluorodeoxyuridin, ara-U — uridin arabinosid,
dFdCMP - difluorodeoxycytidinnmonofosfit,
ara-CMP — cytidinmonofosfat arabinosid,

dCMPD - deoxycytidinmonofosfatdeaminéza,
dCMPDK - deoxycytidinmonofosféitkiniza,

dFdUMP - difluorodeoxyuridinmonofosfat, ara-UMP — uridinmonofosfat
dFdCDP - difluorodeoxycytidinfosfat, ara-CDP — citidinfosfit arabinosid,

ara-CTP — cytidintrifosfat arabinosid

o=

dFdCTF, ama-CTF

dCDPK - deoxycytidinfosfatkindza, dFdCTP — difluorodeoxycytidintrifosfat,

zuji zvySené hladiny na urychleni foléto-
vého metabolismu, ktery je vlivem zéfeni
alterovan (resp. molekuly folti jsou
degradovany kyslikovymi radikdly na pte-
rin a paraaminobenzoylglutamovou kyse-
linu). Alterace foldtového metabolismu
muZe byt nepfimym spoustécim mecha-
nismem indukce TS (13).
V3Sechny reference zahrnujici alteraci TS vli-
vem ionizujiciho zéfeni popisuji zvySeni.
Dynamika zvySeni je podobné jako u pied-
chozich metabolickych enzymil. Koncentra-
ce TS stoupd od 24 hod. po ozéfeni a zvySe-
ni pretrvava az do 120 hod. Kvantifikace je
obtiZn4 vlivem obtiZné srovnatelnych meto-
dik stanoveni enzymi, zvySeni dosahuje cca
200% (14). Vlastni vysledky u He-La bunék
prokazuji zvySeni TS-mRNA od 8. hodiny
po ozéteni divkou 2 Gy (8).
Z hlediska chemoradioterapie je vyvoj hla-
din TS pomérné kontroverznim jevem. Jak-
koliv prokazané zvySeni koncentrace cilové
molekuly TS, pravdépodobné pfinasi zvyse-
ni efektu u¢inné latky (fluorovaného pyri-
midinu nebo raltitrexedu). Naproti tomu
z hlediska dcinnosti ionizujiciho zéafeni se

arabinosid,

chozi expozice jakékoliv chemoterapii nebo ozatfovéani meto-
dikou urceni proteini (9). U nddort mammy, kolorekta, led-
vin aesophagu je evidentné pomér TP/DPD vy§§ineZ 1, mini-
malné 1,5. (pomér enzymatickych aktivit v Ul/mg proteinu).
V ojedinélém, uvedeném experimentu pomér TP/DPD nartista
po ozéfeni na 60-70 nadsobné hodnoty (7). Tento narist pre-
dikuje zvySeni efektu capecitabinu a 5-FU., resp. synergii
s ionizujicim zéfenim (10). Variabilita poméru TP/DPD pfi
stanoveni v klinice mezi jednotlivymi nemocnymi je vyznam-
n4, coZ je dano zejm. variabilitou v koncentraci DPD. Varia-
bilita mezi nemocnymi dokonce mnohokrat pievySuje varia-
bilitu mezi jednotlivymi nddorovymi typy. To sniZuje vyznam
ur¢eni TP/DPD poméru pro potencidlni predikci podle nado-
rovych typi. Minimum referenci o vyvoji DPD a TP/DPD
poméru po radiaci zatim neumoZiiuje odhadnout vyvoj kata-
bolismu 5-FU a capecitabinu pii evidentné zvyS$eném anabo-
lismu.

Thymidylsyntetaza (TS)

TS je pfedmétem vyzkumu jiZ témér 2 desetileti. Jako cilo-
va struktura vice uc¢innych latek byla sledovana exprese TS
genu a hladiny enzymu v riznych tkdnich v¢etn€ nddoro-
vych. Exprese TS ajeji vyznam byla zkoumana zejména jako
prognostikétor u nddort kolorekta a prediktor senzitivity na
1é¢bu fluorovanymi pyrimidiny a raltitrexedem. Dosud pub-
likované nélezy jsou kontroverzni (zvySend exprese = nega-
tivni prognostikator a pozitivni prediktor pro 5-FU), neve-
dou k jednozna¢nym zavérim a §ife problematiky prognozy
a predikce TS presahuje raimec tohoto pfehledu. V ndvaz-
nosti na ionizujici zéfeni je z vice referenci patrna nasledu-
jici zavislost:

— Opakované byla prokdzana indukce TS zafenim a to jiZ od
déavek 2 Gy, vSechny dosavadni publikované experimenty
byly vedeny in vitro nebo na experimentalnich nddorech
u zvirat.

Exprese TS prokazala negativni prediktivni hodnotu pro
efekty zareni i kombinované chemoradioterapie (zvySena
exprese koreluje s niz§i radiosenzitivitou) (11).

Jakkoliv alterovand hladina TS (v€etné zmén po ozéieni)
nerezultuje pouze do zmén v metabolismu DNA. TS méa
ztejmée nékolik dalSich efektorovych mechanisma, kupt.
regulaci systému p53 (12).

zvySend exprese TS prokdzala jako negativ-
ni prediktivni faktor a blokdda TS specifickym inhibito-
rem(Thymitaq) (15) zvySuje Gcinnost zareni. Navic je prav-
dépodobné, Ze zvySeni efektu blokdtoru TS (pyrimidinu nebo
raltitrexdu) se nebude manifestovat pouze formou blokady
DNA metabolismu, ale pravdépodobné i jinymi cestami, kupt.
modulaci systému p53.

Thymidinkinaza (TK)

Indukce TK byla verifikovana Boothmanem et al. pred vice
jak 10 lety (4). V rdmci nomenklatury XIP byla oznacena jako
,,XIP-11%. Indukce TK-mRNA dosahovala 6 nasobku bazal-
nich hladin s relativn€ rychlym ndstupem — maximum po 3
hod. od ozéfeni. Indukce TK mRNA byla intenzivnéjsi v nddo-
rovych buiikdch (melanom —,,U1-Mel*) neZ v buiikdch nena-
dorovych. Maximum indukce bylo dosazeno po jednotlivé dav-
ce 5 Gy. Pfidavkach nad 6 Gy je patrny ttlum TK, resp. ubytek
TK mRNA.

Tat4z pracovni skupina verifikovala i narist proteinu TK (16).
I'u proteinu je patrny rozdil mezi nadorovou a nenadorovu buii-
kou, kde jsou hladiny proteinu niZsi. Pii stanoveni aktivity TK
po radiaci je v pokusu na nddorovych a nenddorovych tkénich
myS$i (asciticky nddorovy exudat, slezina, thymus,) patrné zvy-
Seni po malych davkach zafeni, pfi ddvkach nad 1 Gy se akti-
vita snizuje v intervalu 12 hodin (17, 18). Jde ziejmé o postt-
ransla¢ni inhibici fosforylaci pi zvySeni intraceluldrniho poolu
deoxythymidintrifosfatu (dTTP). U He-La bun€k ozafovanych
davkou 2 Gy jsme verifikovali ¢asné zvySeni TKmRNA,
béhem prvni hodiny po radiaci. Narist je dvouvrcholovy, dal-
§i zvySeni nastava od 6. hodiny po ozafeni (8). Podobna kine-
tika byla popsdnai u t-PA (tissue plasminogen activator — XIP
6), kde odrézi stabilizaci mRNA v prvnim vrcholu a induko-
vanou transkripci ve 2. vrcholu (4). I kdyZ indukce TK maze
mit vyznam pro kinetiku fluorovanych pyrimidini, tzn.
vyznam pro u¢innost chemoradiace, dalsi reference nejsou
dostupné, ziejmé proto, Ze vyznamnéjsi postaveni v metabo-
lismu pyrimidind maji TP, DPD a TS.

Deoxycytidinkinaza (dCK)

dCK, je zndm4 jako enzym aktivujici pyrimidinova nukleosi-
dova analoga gemcitabin a cytosin arabinosid a téZ purinova
analoga jako chlordeoxyadenosin. V riznych referencich byla
popsana jeho aktivace pii naruseni syntézy DNA z rGznych
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pficin (aphidicolin, cytostatika — kupt. etoposid) (19,20). Navic
aktivita dCK je nezavisla na fazi buné¢ného cyklu, resp. kro-
meé S faze si zachovédvd i ve fazich ostatnich vcetné GO. Na
aktivit€ dCK ptirozené zavisiirychlost aktivace Ara-C a gem-
citabinu do tc¢innych forem, dCK se uplatiiuje jako prediktiv-
ni faktor efektu t&chto latek (21). Vzestup aktivity dCK resp.
nartist koncentrace proteinu na 5 nadsobek ptivodni hodnoty byl
prokdzan na kulturach experimentalnich nadort colon po jed-
notlivych davkach zafeni do 7,5 Gy soucasné s nariistem akti-
vity TK (22). Recentni prace Csapa et al. prokazuje vzestup
aktivity dCK na kulturdch lymfocytd. Vzestup enzymatické
aktivity dCK na 3-4 ndsobné hodnoty je patrny po kratkém
¢asovém intervalu — 15-30 min. po ozéfeni ddvkami 0,5 — 4
Gy. Pri stanoveni koncentrace proteinu dCK neni patrny Zad-
ny vzestup (23). Kratky ¢asovy interval od ozafeni a absence
narlstu proteinu nasvédcuje posttranslacni aktivaci, nikoliv de
novo syntéze. Ta zfejmé nastdva v delSim Casovém intervalu,
ktery v uvedené referenci nebyl zkoumén, pravdépodobné po
6 hod. a déle. V ramci Casné aktivace se dCK se ziejmé akti-
vuje proteinkindzou Ca (24)a ¢asnd aktivace je pravdépodob-
né soucasti procesu spousténého po poskozeni DNA streso-
vymi kindzami (y-PAK a ATM kindza) (25). Pro presnéjsi
ureni syntézy dCK (nikoliv aktivace) bude nezbytné i stano-
veni transkriptu —dCK mRNA. Reference popisujici transkript
v zéavislosti na ozafeni nejsou k dispozici.

Deoxycytidindifosfatkinaza, deoxycytidinmonofosfatki-
naza (dACMPK, dCDPK)

Témito enzymy jsou pyrimidinovd analoga Ara-C a dFdC dile
aktivovana do ucinné formy.

Reference popisujici tyto enzymy jsou raritni. Soucasné feSe-
na problematika spociva v identifikaci mechanismu fosfory-
lace deoxycytidinmonofosfatu (dACMP). Mechanismus fosfo-
rylace cestou dCMPK a dCDPK zfejmé neni jediny (26).
Otazky postaveni dCMPk a dCDPK v reakci na zéfeni neby-
ly feSeny.

Deoxycytidin monofosfat deaminaza (dCMPD)
Deaminace monofosfatového metabolitu gemcitabinu (dFdC),
tzn. gemcitabin-monofosfitu (dFACMP) prostfednictvim
dCMPD miuiZe byt majoritni cestou eliminace. Trifosfatovy
metabolit, dFdCTP, plsobi jako blokitor dCMPD. Timto
mechanismem autopotenciace se prodluZuje poloc¢as t¢innych
forem resp. metabolitl gemcitabinu. Vyvoj dCMPD v kon-
textu poradiacni reakce neni zndmy, k dispozici je minimum
referenci. Byla popséna transientni indukce dCMPD v bunéc-
nych liniich CHO-K1 po UV ozéfeni s relevantnim naristem
metabolitu dUMP (27). Hladiny dCMPD mRNA po ozafeni
nebyly zkoumany.

Z hlediska potencidlni kombinace nukleosidovych analog Ara-
C a gemcitabinu se zafenim ma vyznam urceni poradiacniho
vyvoje dCMPD v kontextu stanoveni poméru anabolismu
a katabolismu. Pfinosné by bylo stanoveni poméru
dCK/dCMPD a poméru dCMPK/dCMPD.

Moznosti vyuZiti poradia¢nich zmén
Z uvedeného piehledu je patrné, Ze v rdmci poradiacni reakce
po davkach v fadu jednotlivych Gy se aktivuje metabolismus
DNA aindukuji resp. aktivuji nukleosidy metabolizujici enzy-
my. Tim se potvrzuje plivodni Blackstocktv koncept chemo-
radiace s ,,potenciaci chemoterapie zafenim®. Zajem o pro-
blematiku stoupd s ndstupem prekursoru 5-FU — capecitabinu,
kde je otdzka rychlosti a intenzity aktivace zdsadni. U vétSiny
metabolickych enzym byla otdzka indukce v ozafované tka-
ni alespori inicidln€ zkoumana. PfestoZe je zatim obtiZné dat
z dostupnych referenci jakékoliv pevné zavéry, jsou patrné
nékteré obecné charakteristiky.
— U enzymi, kde byla zkoumdana hladina proteinu, dlouhy
Casovy interval od ozafeni—cca 12 -24 hod. a zvySené intra-
celuldrni hladiny pfetrvavaji nékolik dni.
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— Pouze u nékterych enzymt byla prokdzana zvySena hladi-
na transkriptu, kterd ptirozené pfedchdzi vzestupu proteinu
a urcuje dobu nastupu poradiacni reakce. Doba do nariistu
transkripce je od jednotlivych hodin do 24 hod.

— MozZné jsou mechanismy nepiimé indukce metabolickych
enzymdi. Skupina radiaci indukovanych proteinti pod ptivod-
nim ndzvem XIP zahrnuje rozsahlé spektrum litek véetné
cytokinil, které potencidlng indukuji metabolické enzymy.

— Unékterych metabolickych enzymil maZe transkripci a syn-
téze predchazet posttranslacni aktivace, kterd simuluje
urychleni poradia¢ni reakce v ¥fadu hodin.

— Jsou patrné vyznamné rozdily v indukci a aktivit€¢ metabo-
lickych enzymi mezi jednotlivymi tkinémi, indukce je vys-
§i ve tkdnich naddorovych, coZ je zakladem urcité selektivi-
ty cytostatického efektu. Dosavadni nilezy jsou prevazné
z experimentélnich nadorl na zvifatech nebo z tkafiovych
kultur. Préce stanovujici indukci metabolickych enzym in
vivo u nemocnych s nddorovym onemocnénim jsou ojedi-
nélé.

Charakteristika a popis metodik, kterymi byly stanoveny pro-

teiny a transkripty v riznych experimentech presahuji rimec

prehledového sdéleni. Je evidentni, Ze pouZiti riznych meto-
dik stanoveni proteinll (enzymové imunoassay, HPLC, Wes-
tern blotting, analyza aktivity enzymu aj.) neumoZiuje kvan-
titativni srovndni mezi jednotlivymi experimenty. V analyze
mRNA jsou pravidelng aplikovany metodiky RT PCR. Vysled-
ky rtznych experimentl také nejsou srovnatelné. Na otazku
srovnatelnosti vysledkl nardZime i ve vlastnich vysledcich.

Pfi hodnoceni poradiacni reakce je problematickd volba refe-

ren¢niho ,.housekeeping* genu. Rada z béZné pouZivanych

referenc¢nich gent se prepisuje v rimci poradiacni reakce sou-
¢asné s geny zkoumanymi, kupt. béZné uZzivany gen GAPDH

(glyceraldehydfosfatdehydrogenaza) (28). Metodiky vybéru

referen¢nich ,,housekeeping® genil jsou pospany (29).

Prakticky vystup?

Indukce metabolickych enzymil v rdmci poradia¢ni reakce je
zkouména v dobé, kdy je Siroce pouZivdna chemoradioterapie
na zdkladé€ empirie resp. dosaZenych pfiznivych vysledkd.
Obecné zavéry z vyzkumu metabolickych enzyma v poradia-
¢ni reakci mohou ovlivnit ¢asovani (,,timing*) chemoradiac-
nich schemat. Teoreticky je moZné casovat aplikaci chemote-
rapie do doby maximalné intenzivniho metabolismu resp.
aktivace. Nicméné vzhledem k vySe uvedenym dlouhodobym
reakcim (nékolikadenni zvySeni hladin anabolickych enzymi)
a charakteristice metabolismu uZivanych latek, zejm. capeci-
tabinu, jsou zfejmé idedlni v soucasné dobé jiz zavedend
schemata aplikace fluorouracilu v kontinudlni infuzi nebo
capecitabinu v kontinudlni redukované divce po celou dobu
ozafovani. U dal$ich nukleosidovych analog, kupf. gemcita-
binu nebo ara-C a inhibitoru TS, raltitrexedu, dosud chemora-
dia¢ni schemata vyvinuta nebyla.

Dalsi prinos potencidlné predstavuje stanoveni poméru induk-
ce anabolickych a katabolickych enzymi, TP/DPD nebo dCK/
dCMPD. V obecné roviné stanoveni poméru miZe informo-
vat 0 moZnosti vzdjemné potenciace nebo naopak o subadi-
tivnim efektu. Dosavadni reference potvrzuji u poméru
TP/DPD mozZnost potenciace. Popsana velka variabilita DPD
mezi jednotlivci ale pfipousti teoretickou mozZnost obraceni
poméru. Indetifikace téchto ptipadii by vyZadovala individu-
alni zhodnoceni poradia¢ni reakce metabolickych enzym jako
prediktivni test. Individudlni hodnoceni je jednozna¢né mimo
soucasné moznosti.

Samostatnou oblast v rdmci TP/DPF poméru piedstavuje iden-
tifikace jedinct s genetickou deficienci DPD. V téchto piipa-
dech se pomér posouva do hodnot predikujicich t€zké, pfi-
padné letdlni neZadouci efekty. BéZna davka 5-FU nebo
capecitabinu udrZuje v téchto ptipadech hladiny adekvétni pre-
davkovani. Individualni identifikace DPD deficience je reali-
zovatelna popsanymi metodikami (30, 31).



Zavér

Mechanismus poradiacni reakce zahrnuje indukci a aktivaci
fady enzym a cytokinl véetn€ enzymi metabolizujicich nuk-
leosidy. Na jeho zdklad€ 1ze popsat mechanismus vzijemné
potenciace chemoterapie a zafeni a potvrdit koncept zvySené
dostupnosti resp. zvySeného anabolismu nékterych cytostatik
ze skupiny nekleosidovych analog, zejm. fluorovanych pyri-
midind v ozafené tkdni. Anabolismus nukleosidovych analog

enzymil v nidorové tkdni mize byt podkladem pro urcitou
selektivitu cytostatického efektu. Indukce enzym je dlouho-
dobd, pretrvdva dny a podporuje soucasné uZivana schemata
kontinuélniho podéni analog. Pfinosem by mohlo byt indivi-
duélni zhodnoceni mechanismu poradia¢ni reakce a vyuZiti
jako prediktoru efektu cytostatika.
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