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Souhrn: Chemoradioterapie s pouÏitím nukleosidov˘ch analog, zejm. fluorovan˘ch pyrimidinÛ se stala standardním postu-
pem u fiady zhoubn˘ch nádorÛ. Mechanismus efektu není pfiesnû pospán. Po zavedení capecitabinu byl detailnû zkoumán pÛvod-
ní koncept zv˘‰ené aktivace pyrimidinÛ do aktivních forem pfii indukci pyrimidiny metabolizujících enzymÛ v rámci poradi-
aãní reakce. Vlivem ozáfiení se indukuje ‰iroké spektrum enzymÛ acytokinÛ zahrnující metabolické enzymy thymidinfosforylázu
(TP), thymidinkinázu (TK), dihydropyrimidin dehydrogenázu (DPD), thymidylsyntetázu (TS), deoxycycytidinkinázu (dCK),
dexycytidinmonofosfát kinázu (dCMPK) a deoxycytidindeaminázu (dCyD), které metabolizují pyrimidinová nukleosidová
analoga – 5-fluorouracil, capecitabin, ara-C a gemcitabin. U témûfi v‰ech bylo v ozáfiené tkáni prokázáno buì zv˘‰ení tran-
skripce pfiíslu‰né mRNA nebo zv˘‰ení obsahu pfiíslu‰ného proteinu nebo obojí. Pomûr nárÛstu anabolizujících a katabolizují-
cích enzymÛ (TP/DPD) je ve prospûch zv˘‰ení anabolismu nukleosidov˘ch analog do úãinn˘ch forem. Poradiaãní reakce ve
spektru proteinÛ je dlouhodobá. Zv˘‰ení obsahu proteinu probíhá v úseku 24 hod. – 5 dní po ozáfiení dávkami 2-10 Gy. Zv˘-
‰ení transkripce poãíná v rozmezí do 24 hod. vãetnû ãasn˘ch reakcí od 1. hodiny po ozáfiení. PrÛbûh poradiaãní reakce je vari-
abilní v závislosti na typu ozáfiené tkánû. V nádorov˘ch tkáních je indukce metabolick˘ch enzymÛ intenzivnûj‰í neÏ ve tkáni
nenádorové, coÏ je podkladem pro urãitou selektivitu cytostatického efektu. Dosavadní nálezy pocházejí pfieváÏnû z tkáÀov˘ch
kultur nebo experimentálních nádorÛ na zvífiatech. Informace o mechanismech potenciace cytostatika bûhem poradiaãní reak-
ce mají zatím jen minimální praktické v˘stupy. Dosavadní poznatky podporují zavedená schemata kontinuálního podání cyto-
statik 5-FU a capecitabinu. Individuální hodnocení poradiaãní reakce s vyuÏitím v predikci efektu chemoradiace je zatím mimo
bûÏné moÏnosti. 

Klíãová slova: Chemoradioterapie, XIP, thymidinkináza, thymidylsyntetáza, dihydropyrimidindehydrogenáza, thymidinki-
náza, deoxycytidinkináza, 5-fluorouracil, capecitabin, gemcitabin, poradiaãní 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

Úvod
Chemoradioterapie rÛzn˘ch solidních nádorÛ je v posledních
10 letech standartním postupem u fiady solidních nádorÛ zvlá‰-
tû u nádorÛ s vysokou incidencí (nádory plic, ãípku dûloÏní-
ho, rekta, ORL oblasti). Ve vût‰inû léãebn˘ch schemat se vyu-
Ïívá radiopotenciaãních efektÛ platinov˘ch derivátÛ
a fluorovan˘ch pyrimidinÛ – 5-fluorouracilu (5-FU) nebo cape-
citabinu. 
Synergie ionizujícího záfiení a chemoterapie je prokázána
empiricky, ve studiích fáze III, coÏ umoÏÀuje pouÏití chemo-
radioterapie jako standardu. Pfiesto mechanismus synergie není

dosud jednoznaãnû popsán, zvlá‰tû u fluorovan˘ch pyrimidi-
nÛ. Literatura uvádí jako pravdûpodobn˘ mechanismus inhi-
bici reparaãních mechanismÛ (reparace subletálních a poten-
ciálnû letálních po‰kození DNA), zmûny v distribuci
v bunûãném cyklu (efekt synchronizace) a inhibici repopula-
ce. V‰echny tyto teoretické mechanismy vycházejí z toho, Ïe
efekty záfiení jsou prvotní. K nim pfiifiazují pravdûpodobn˘
mechanismus úãinku chemoterapie, kter˘m lze dosáhnout cel-
kového úãinku supraaditivního. Originální koncept mecha-
nismu úãinku prezentuje Blackstock et al. jiÏ v roce 1994.
V experimentu prokázal prodlouÏenou retenci zv˘‰ení tkáÀo-



logního spojování („non-homologous end joining“ – NHEJ),
indukce „metabolick˘ch“ proteinÛ, které se úãastní v reparaã-
ním procesu, blokáda „checkpointÛ“ ve fázích G1, S a G2
bunûãného cyklu, indukce zymogenÛ úãastnících se v proce-
su apoptózy, indukce dal‰ích proteinÛ, které se úãastní dal‰ích
procesÛ v dÛsledku zátûÏe záfiením – angiogenezy, imunitní
odpovûdi apod. 
JiÏ koncem 80. let pfiedchozího století byl vyvinut první systém
klasifikace transkriptÛ resp. proteinÛ indukovan˘ch ionizují-
cím záfiením tzv. XIP („X-ray inducible polypeptide“, „X-ray
inducible protein“ nebo v pfieneseném smyslu „X-ray indu-
cible transcript“) (2). Transkripty a pfiíslu‰né proteiny byl iden-
tifikovány, ale jejich funkce nebyla známa. Proto vznikla
pÛvodnû ãíselná nomenklatura, identifikující XIP podle mole-
kulové váhy (XIP 126 – XIP 275). Následnû byla identifiko-
vána fiada molekul XIP ze skupiny metabolick˘ch enzymÛ,
regulaãních faktorÛ a cytokinÛ a nomenklatura XIP ustupuje
do pozadí. U nûkter˘ch molekul je ale XIP nomenklatura stá-
le uÏívána, a proto je uvedena v tabulce ã. 1.
Z prvních experimentÛ byly patrné nûkteré obecné závûry (4):
– Vût‰ina proteinÛ ze skupiny XIP je indukována specificky

ionizujícím záfiením a ne jin˘mi podnûty (kupfi. hypertermií
– „heat shock“).

– XIP jsou indukovány pouze nízk˘mi dávkami záfiení (200
– 600 cGy).

– Po vy‰‰ích dávkách záfiení, pfies 10 Gy, jsou nûkteré XIP
suprimovány. 

– Transkripce v‰ech XIP neprobíhá synchronnû. 
Spektrum souãasnû znám˘ch záfiením indukovan˘ch proteinÛ
je rozsáhlé a zahrnuje i fiadu cytokinÛ (kupfi. tumor necrosis
factor alfa (TNF-α). Pak zákonitû vzniká otázka, do jaké míry
je indukce dal‰ích cytokinÛ pfiímá, v rámci poradiaãní reakce,
nebo nepfiímá vlivem indukovaného cytokinu.  
Pro v˘zkum interakce ionizujícího záfiení a chemoterapie mají

pfiirozenû zásadní v˘znam XIP
ze skupiny metabolick˘ch enzy-
mÛ, jejichÏ indukce potenciál-
nû alteruje metabolismus pfií-
slu‰né úãinné látky. Proto byly
a jsou pfiedmûtem v˘zkumu
zejm. enzymy metabolizující
DNA a RNA prekursory.  Pro-
blematika byla fie‰ena zejména
v souvislosti se zavedením
„pro-drug“ capecitabinu, kter˘
se metabolick˘mi enzymy akti-
vuje do úãinné formy. 

Metabolismus cytostatik –
interakce s poradiaãními
zmûnami
Skupina antimetabolitÛ ze sku-
piny fluorovan˘ch pyrimidinÛ
zahrnuje v souãasnosti bûÏnû
uÏívané látky 5-fluorouracil,
capecitabin, gemcitabin a cyto-
sin arabinosid. Schéma metabo-
lismu 5-fluorouracilu, capecita-
binu a gemcitabinu je na obr. 1,
2, 3. Do skupiny metabolick˘ch
enzymÛ (a pravdûpodobnû XIP)
spadá i thymidylsyntetáza (TS).
Problematika interakce se záfie-
ním proto zahrnuje i dal‰í anti-
metabolitu – raltitrexed, pro nûjÏ
pfiedstavuje TS cílovou struk-
turu. 
Problematika XIP resp. enzy-
matické indukce ionizujícím
záfiením zahrnuje:
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vé koncentrace metabolitÛ 5-FU (FdUMP) po ozáfiení dávka-
mi 2Gy resp. 5Gy (1). Podklad nachází ve zv˘‰ení koncentra-
ce thymidinkinázy, enzymu metabolizujícího 5-FU do aktiv-
ní formy (FdUMP), která byla prokázána v pfiedchozích
experimentech. BlackstockÛv koncept chemoradiace pak spo-
ãívá v potenciaci efektÛ chemoterapie záfiením. 
Dal‰í zájem o poznání mechanismu vzájemné potenciace flu-
orovan˘ch pyrimidinÛ a záfiení pfiichází s ‰ir‰ím pouÏitím cape-
citabinu a to zejména u nádorÛ zaÏívacího traktu. Capecitabin
jako „pro-drug“ je do úãinné formy aktivován enzymem thy-
midin-fosforylázou (TP). Nûkolik experimentÛ prokazuje
indukci TP po dávkách záfiení 2-5 Gy a zv˘‰enou konverzi
capecitabinu na 5-deoxy-5-fluorouridin. Efekty jsou dokonce
do jisté míry selektivní pro nádorovou tkáÀ. Problematika che-
moradioterapie s fluorovan˘mi pyrimidiny pochopitelnû nel-
ze omezit pouze na indukci jejich metabolismu do úãinn˘ch
forem. Zrychlen˘ metabolismus mÛÏe pfiedstavovat jeden
z mechanismÛ majoritních, zvlá‰tû u capecitabinu. Dal‰ími
potenciálními mechanismy jsou indukce cílov˘ch enzymÛ
(substrátÛ), konkrétnû thymidylsyntetázy (TS) u fluorovan˘ch
pyrimidinÛ. Vlivem záfiení se potenciálnû indukují i enzymy
katabolizující a otázka potenciace pak závisí na metabolické
rovnováze. Je evidentní, Ïe v konceptu alterovaného metabo-
lismu cytostatika v ozafiované tkáni je nezbytné popsat kom-
pletní anabolickou a katabolickou kaskádu úãinné látky vãet-
nû substrátu a znát komplexní poradiaãní reakci na molekulární
úrovni.

Poradiaãní reakce
Bunûãná odpovûì na ionizující záfiení není pfiesnû popsána.
Podle dosavadních poznatkÛ zahrnuje indukci více procesÛ
z následujících kategorií: Indukce enzymÛ fiídících signální
transdukci, stimulace reparace dvojit˘ch zlomÛ DNA („doub-
le strand break“ – DSB), pfiednostnû mechanismem nehomo-

Nomenklatura „XIP“ Identifikovaná molekula Funkce Pozn. 

XIP-6 „Tissue plasminogen Aktivace plasminogenu
activator“, t-PA

XIP-8 Clusterin, KUB-1 Reparace DSB cestou Isoforma proapoptotická n-CLU
NHEJ (3) cytoprotektivní s-CLU

XIP-11 Thymidinkináza, TK Metabolismus DNA

XIP-3 DT diaforáza (NAD(P)H Metabolick˘ enzym
menadion
oxidoreduktáza

Tabulka ã. 1.

Zkratky: TP – thymidinfosforyláza, TK- thymidinkináza, DPD – dihydropyrimidindehydrogenáza, TS – thy-
midylsyntetáza, dCK – doexycytidinkináza, dCMPK – deoxycytidinmonofosfátkináza, dCDPK – deoxycy-
tidindifosfátkináza, dCyD – deoxycytidindeamináza, 5-FdUMP – 5-fluorodeoxyuridinmonofosfát, 5-FU –
5-fluorouracil, d-UMP – deoxyuridin onofosfát

Cytostatikum, Indukovan˘ Potenciální dÛsledek DÛsledek pro úãinnost
úãinná látka metabolizující enzym aktivace + zv˘‰ení

(potenciální XIP) – sníÏení

5-fluorouracil TP, TK Zv˘‰en˘ anabolismus do +
úãinné formy, 5-FdUMP

DPD Zv˘‰en˘ katabolismu do –
inaktivní formy dihydro 5-FU

TS Zv˘‰ení koncentrace +
cílové struktury

Capecitabin TP Zv˘‰en˘ anabolismus +
na 5-FdUMP a 5-FU

Raltitrexed TS Zv˘‰ení koncentrace +
cílové struktury

Gemcitabin dCK, dCMPK, dCDPK Zv˘‰en˘ anabolismus +
Cytosin arabinosid do úãinné formy

dCyD Katabolismus do neúãinné –
formy d-UMP

Tabulka ã. 2.



– Indukci enzymÛ metabolizujících látky
do aktivní formy - thymidin fosforylá-
za (TP), thymidinkináza (TK), deoxy-
cytidin kináza (dCK), deoxycytidin-
monofosfát kináza (dCMPK)

– Indukci cílové struktury, cílového
enzymu – thymidylsyntetázy (TS). 

– Indukci enzymu katabolizujícího látky
do forem inaktivních – dihydropyrimi-
din dehydrogenáza (DPD), deoxycyti-
din deamináza (dCMP deamináza). 

V metabolismu cytostatik se pak fie‰í
v rámci poradiaãní reakce následující
otázky:
– Rovnováha anabolismu a katabolismu

pfiíslu‰n˘ch látek (otázka aktuální zejm.
u capecitabinu).

– Zv˘‰ení koncentrace cílové struktury
(TS u 5-FU, capecitabinu a raltitrexe-
du)

– Variabilita poradiaãní reakce v rÛzn˘ch
tkáních, selektivita potenciace efektu
úãinn˘ch látek pro nádorovou tkáÀ.

– V˘voj XIP v ãase, potenciální podkla-
dy pro ãasování, „timing“ chemoradi-
oterapie. 

Pfiehled teoretick˘ch interakcí pro rÛzná
cytostatika udává tabulka ã. 2.

Thymidinfosforyláza (TP) 
Indukce TP byla prokázána Sawadou et al.
(5) u experimentálních nádorÛ (ca coli, ca
colli uteri, ca ventriculi, ca mamme) ve
zvífiecím modelu. Pfii dávkách 2,5 – 5 Gy
se intracelulární koncentrace TP v 5
typech modelov˘ch lidsk˘ch nádorÛ zvy-
‰uje na 10 – 20 násobek bazální hladiny.
Maximum zv˘‰ení nastává kolem 9. dne
po radiaci a zv˘‰ení pfietrvává do 18. dne.
Sawada souãasnû prokazuje urãitou selek-
tivitu zv˘‰ení pfii srovnání experimentál-
ních nádorÛ a zdravé jaterní tkánû. Nic-
ménû rozdíly v koncentraci TP jsou patrné
i za normálních podmínek. Schueller (6)
prokazuje in vivo u nemocn˘ch ca coli
urãit˘ gradient mezi koncentrací v tumo-
rozní tkáni ca coli a koncentrací v pfiileh-
lé zdravé sliznici a gradient mezi kon-
centrací v tumorozní tkáni a plazmû. 
Indukci TP po ozáfiení experimentálních
nádorÛ (gliomÛ) na zvífiatech analyzoval
Blanquicett (7) a to na úrovni transkriptÛ.
V korelaci s pfiedchozími nálezy Sawady
je patrné zv˘‰ení koncentrace TP mRNA
po dávce 8,5 Gy. Zv˘‰ení dosahuje prÛmûrnû 10 násobku
(maximálnû aÏ 70 násobku bazální hladiny, poãíná 24 hod. po
ozáfiení a pfietrvává relativnû dlouhou dobu – prÛmûrnû 20 dní.
V uveden˘ch experimentech vzniká nûkolik kontroverzí:
– Vlivem ozáfiení narÛstá koncentrace i dal‰ích proteinÛ ze

skupiny cytokinÛ. Na úrovni proteinÛ byl prokázán nárÛst
TNF-α se stejn˘m ãasov˘m prÛbûhem jako TP. Na úrovni
transkriptÛ je po ozáfiení prokázán nárÛst m RNA pro dal-
‰ích 11 cytokinÛ vãetnû IFN-γa IL-1α. (Pfiekvapivû pfii ana-
l˘ze mRNA tento experiment neprokazuje vzestup TNF-α
mRNA.)

– U kontrolní skupiny ozáfien˘ch zvífiat, ale s odstínûním nádo-
ru, je od 10. – 15. dne téÏ patrn˘ aÏ 60 násobn˘ nárÛst TP
mRNA.

– Pfietrvávání zv˘‰ené hladiny TPmRNA v ozáfien˘ch nádo-
rech je nápadnû dlouhé. 
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Obr. 1. Metabolismus 5-FU.

Zkratky v obr. 1:
DPD – dihydropyrimidindehydrogenáza, 5-FU – 5-fluorouracil, TP – thymidinfosforyláza, 
5-FUR – 5-fluorouridin, 5-FUdR – 5-fluorodeoxyuridin,, FUMP – fluorouridinmonofosfát,
5-FUTP – 5-fluorouridintrifosfát, TK – thymidinkináza, 5-FUDP – 5-fluorouridinfosfát,
5-FdUMP – 5-fluorodeoxyuridinmonofosfát, dUMP – deoxyuridinmonofosfát, 
TS – thymidylsyntetáza, dTMP – deoxythymidinmonofosfát

Obr. 2. Metabolismus capecitabinu.

Zkratky: 
5’-DFCR – 5’deoxy-5fluorocytidine, 
5’-DFUR – 5’-deoxy-5-fluorouridine, 
5-FU – 5-fluorouracil, CyD – cytidindeamináza, 
CE – karboxyesteráza

S ohledem na známou indukci TNF-α a IFN-γ lze pfiipustit
nepfiímou indukci TP ionizujícím záfiením prostfiednictvím
cytokinÛ. Bez ohledu na mechanismus indukce TP je pravdû-
podobná zv˘‰ená aktivace capecitabinu a fluorouracilu do
úãinn˘ch forem v ozáfiené tkáni, pravdûpodobnû s urãitou
selektivitou ve tkáni nádorové.

Dihydropyrimidindehydrogenáza (DPD) 
Reference o v˘voji DPD v ozafiované tkáni jsou raritní. Blan-
quicett et al. (7) stanovil hladiny DPD mRNA u experimen-
tálních nádorÛ (gliomÛ) na zvífiatech. Nezji‰Èuje Ïádnou zmû-
nu vlivem radiace. Na kulturách bunûk He-La jsme od 7.
hodiny po radiaci identifikovali nárÛst DPD mRNA do dvoj-
násobku bazálních hodnot (8) Pro predikci úãinnosti 5-FU
a capecitabinu je reprezentativním faktorem pomûr TP/DPD.
Ten byl stanoven v rÛzn˘ch nádorov˘ch tkáních bez pfied-

Capecitabin



– V rámci poradiaãní reparaãní reakce nava-
zují zv˘‰ené hladiny na urychlení foláto-
vého metabolismu, kter˘ je vlivem záfiení
alterován (resp. molekuly folátÛ jsou
degradovány kyslíkov˘mi radikály na pte-
rin a paraaminobenzoylglutamovou kyse-
linu). Alterace folátového metabolismu
mÛÏe b˘t nepfiím˘m spou‰tûcím mecha-
nismem indukce TS (13).  

V‰echny reference zahrnující alteraci TS vli-
vem ionizujícího záfiení popisují zv˘‰ení.
Dynamika zv˘‰ení je podobná jako u pfied-
chozích metabolick˘ch enzymÛ. Koncentra-
ce TS stoupá od 24 hod. po ozáfiení a zv˘‰e-
ní pfietrvává aÏ do 120 hod. Kvantifikace je
obtíÏná vlivem obtíÏnû srovnateln˘ch meto-
dik stanovení enzymÛ, zv˘‰ení dosahuje cca
200% (14). Vlastní v˘sledky u He-La bunûk
prokazují zv˘‰ení TS-mRNA od 8. hodiny
po ozáfiení dávkou 2 Gy (8). 
Z hlediska chemoradioterapie je v˘voj hla-
din TS pomûrnû kontroverzním jevem. Jak-
koliv prokázané zv˘‰ení koncentrace cílové
molekuly TS, pravdûpodobnû pfiiná‰í zv˘‰e-
ní efektu úãinné látky (fluorovaného pyri-
midinu nebo raltitrexedu). Naproti tomu
z hlediska úãinnosti ionizujícího záfiení se
zv˘‰ená exprese TS prokázala jako negativ-

ní prediktivní faktor a blokáda TS specifick˘m inhibito-
rem(Thymitaq) (15) zvy‰uje úãinnost záfiení. Navíc je prav-
dûpodobné, Ïe zv˘‰ení efektu blokátoru TS (pyrimidinu nebo
raltitrexdu) se nebude manifestovat pouze formou blokády
DNA metabolismu, ale pravdûpodobnû i jin˘mi cestami, kupfi.
modulací systému p53. 

Thymidinkináza (TK)
Indukce TK byla verifikována Boothmanem et al. pfied více
jak 10 lety (4). V rámci nomenklatury XIP byla oznaãena jako
„XIP-11“. Indukce TK-mRNA dosahovala 6 násobku bazál-
ních hladin s relativnû rychl˘m nástupem – maximum po 3
hod. od ozáfiení. Indukce TK mRNA byla intenzivnûj‰í v nádo-
rov˘ch buÀkách (melanom –„U1-Mel“) neÏ v buÀkách nená-
dorov˘ch. Maximum indukce bylo dosaÏeno po jednotlivé dáv-
ce 5 Gy. Pfii dávkách nad 6 Gy je patrn˘ útlum TK, resp. úbytek
TK mRNA.
TatáÏ pracovní skupina verifikovala i nárÛst proteinu TK (16).
I u proteinu je patrn˘ rozdíl mezi nádorovou a nenádorovu buÀ-
kou, kde jsou hladiny proteinu niÏ‰í. Pfii stanovení aktivity TK
po radiaci je v pokusu na nádorov˘ch a nenádorov˘ch tkáních
my‰í (ascitick˘ nádorov˘ exudát, slezina, thymus,) patrné zv˘-
‰ení po mal˘ch dávkách záfiení, pfii dávkách nad 1 Gy se akti-
vita sniÏuje v intervalu 12 hodin (17, 18). Jde zfiejmû o postt-
ranslaãní inhibici fosforylací pfii zv˘‰ení intracelulárního poolu
deoxythymidintrifosfátu (dTTP). U He-La bunûk ozafiovan˘ch
dávkou 2 Gy jsme verifikovali ãasné zv˘‰ení TKmRNA,
bûhem první hodiny po radiaci. NárÛst je dvouvrcholov˘, dal-
‰í zv˘‰ení nastává od 6. hodiny po ozáfiení (8). Podobná kine-
tika byla popsána i u t-PA (tissue plasminogen activator – XIP
6), kde odráÏí stabilizaci mRNA v prvním vrcholu a induko-
vanou transkripci ve 2. vrcholu (4). I kdyÏ indukce TK mÛÏe
mít v˘znam pro kinetiku fluorovan˘ch pyrimidinÛ, tzn.
v˘znam pro úãinnost chemoradiace, dal‰í reference nejsou
dostupné, zfiejmû proto, Ïe v˘znamnûj‰í postavení v metabo-
lismu pyrimidinÛ mají TP, DPD a TS. 

Deoxycytidinkináza (dCK)
dCK, je známá jako enzym aktivující pyrimidinová nukleosi-
dová analoga gemcitabin a cytosin arabinosid a téÏ purinová
analoga jako chlordeoxyadenosin. V rÛzn˘ch referencích byla
popsána jeho aktivace pfii naru‰ení syntézy DNA z rÛzn˘ch
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chozí expozice jakékoliv chemoterapii nebo ozafiování meto-
dikou urãení proteinÛ (9). U nádorÛ mammy, kolorekta, led-
vin a esophagu je evidentnû pomûr TP/DPD vy‰‰í neÏ 1, mini-
málnû 1,5. (pomûr enzymatick˘ch aktivit v UI/mg proteinu).
V ojedinûlém, uvedeném experimentu pomûr TP/DPD narÛstá
po ozáfiení na 60-70 násobné hodnoty (7). Tento nárÛst pre-
dikuje zv˘‰ení efektu capecitabinu a 5-FU., resp. synergii
s ionizujícím záfiením (10). Variabilita pomûru TP/DPD pfii
stanovení v klinice mezi jednotliv˘mi nemocn˘mi je v˘znam-
ná, coÏ je dáno zejm. variabilitou v koncentraci DPD. Varia-
bilita mezi nemocn˘mi dokonce mnohokrát pfievy‰uje varia-
bilitu mezi jednotliv˘mi nádorov˘mi typy. To sniÏuje v˘znam
urãení TP/DPD pomûru pro potenciální predikci podle nádo-
rov˘ch typÛ. Minimum referencí o v˘voji DPD a TP/DPD
pomûru po radiaci zatím neumoÏÀuje odhadnout v˘voj kata-
bolismu 5-FU a capecitabinu pfii evidentnû zv˘‰eném anabo-
lismu. 

Thymidylsyntetáza (TS)
TS je pfiedmûtem v˘zkumu jiÏ témûfi 2 desetiletí. Jako cílo-
vá struktura více úãinn˘ch látek byla sledována exprese TS
genu a hladiny enzymu v rÛzn˘ch tkáních vãetnû nádoro-
v˘ch. Exprese TS a její v˘znam byla zkoumána zejména jako
prognostikátor u nádorÛ kolorekta a prediktor senzitivity na
léãbu fluorovan˘mi pyrimidiny a raltitrexedem. Dosud pub-
likované nálezy jsou kontroverzní (zv˘‰ená exprese = nega-
tivní prognostikátor a pozitivní prediktor pro 5-FU), neve-
dou k jednoznaãn˘m závûrÛm a ‰ífie problematiky prognózy
a predikce TS pfiesahuje rámec tohoto pfiehledu. V návaz-
nosti na ionizující záfiení je z více referencí patrná následu-
jící závislost: 
– Opakovanû byla prokázána indukce TS záfiením a to jiÏ od

dávek 2 Gy, v‰echny dosavadní publikované experimenty
byly vedeny in vitro nebo na experimentálních nádorech
u zvífiat. 

– Exprese TS prokázala negativní prediktivní hodnotu pro
efekty záfiení i kombinované chemoradioterapie (zv˘‰ená
exprese koreluje s niÏ‰í radiosenzitivitou) (11).

– Jakkoliv alterovaná hladina TS (vãetnû zmûn po ozáfiení)
nerezultuje pouze do zmûn v metabolismu DNA. TS má
zfiejmû nûkolik dal‰ích efektorov˘ch mechanismÛ, kupfi.
regulaci systému p53 (12). 

Obr. 3. Metabolismus gemcitabinu a ara-C.

Zkratky: 
dFdC – gemcitabin, ara-C – cytosin arabinbosit, 
CyD – cytidin deamináza, dCK – dexocytidinkináza,
dFdU – difluorodeoxyuridin, ara-U – uridin arabinosid,
dFdCMP – difluorodeoxycytidinnmonofosfát, 
ara-CMP – cytidinmonofosfát arabinosid, 
dCMPD – deoxycytidinmonofosfátdeamináza, 
dCMPDK – deoxycytidinmonofosfátkináza, 
dFdUMP – difluorodeoxyuridinmonofosfát, ara-UMP – uridinmonofosfát arabinosid, 
dFdCDP – difluorodeoxycytidinfosfát, ara-CDP – citidinfosfát arabinosid, 
dCDPK – deoxycytidinfosfátkináza, dFdCTP – difluorodeoxycytidintrifosfát, 
ara-CTP – cytidintrifosfát arabinosid
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pfiíãin (aphidicolin, cytostatika – kupfi. etoposid) (19,20). Navíc
aktivita dCK je nezávislá na fázi bunûãného cyklu, resp. kro-
mû S fáze si zachovává i ve fázích ostatních vãetnû G0. Na
aktivitû dCK pfiirozenû závisí i rychlost aktivace Ara-C a gem-
citabinu do úãinn˘ch forem, dCK se uplatÀuje jako prediktiv-
ní faktor efektu tûchto látek (21). Vzestup aktivity dCK resp.
nárÛst koncentrace proteinu na 5 násobek pÛvodní hodnoty byl
prokázán na kulturách experimentálních nádorÛ colon po jed-
notliv˘ch dávkách záfiení do 7,5 Gy souãasnû s nárÛstem akti-
vity TK (22). Recentní práce Csapa et al. prokazuje vzestup
aktivity dCK na kulturách lymfocytÛ. Vzestup enzymatické
aktivity dCK na 3-4 násobné hodnoty je patrn˘ po krátkém
ãasovém intervalu – 15-30 min. po ozáfiení dávkami 0,5 – 4
Gy. Pfii stanovení koncentrace proteinu dCK není patrn˘ Ïád-
n˘ vzestup (23). Krátk˘ ãasov˘ interval od ozáfiení a absence
nárÛstu proteinu nasvûdãuje posttranslaãní aktivaci, nikoliv de
novo syntéze. Ta zfiejmû nastává v del‰ím ãasovém intervalu,
kter˘ v uvedené referenci nebyl zkoumán, pravdûpodobnû po
6 hod. a déle. V rámci ãasné aktivace se dCK se zfiejmû akti-
vuje proteinkinázou Cα (24)a ãasná aktivace je pravdûpodob-
nû souãástí procesu spou‰tûného po po‰kození DNA streso-
v˘mi kinázami (γ-PAK a ATM kináza) (25).  Pro pfiesnûj‰í
urãení syntézy dCK (nikoliv aktivace) bude nezbytné i stano-
vení transkriptu – dCK mRNA. Reference popisující transkript
v závislosti na ozáfiení nejsou k dispozici. 

Deoxycytidindifosfátkináza, deoxycytidinmonofosfátki-
náza (dCMPK, dCDPK)
Tûmito enzymy jsou pyrimidinová analoga Ara-C a dFdC dále
aktivována do úãinné formy. 
Reference popisující tyto enzymy jsou raritní. Souãasnû fie‰e-
ná problematika spoãívá v identifikaci mechanismÛ fosfory-
lace deoxycytidinmonofosfátu (dCMP). Mechanismus fosfo-
rylace cestou dCMPK a dCDPK zfiejmû není jedin˘ (26).
Otázky postavení dCMPk a dCDPK v reakci na záfiení neby-
ly fie‰eny. 

Deoxycytidin monofosfát deamináza (dCMPD)
Deaminace monofosfátového metabolitu gemcitabinu (dFdC),
tzn. gemcitabin-monofosfátu (dFdCMP) prostfiednictvím
dCMPD mÛÏe b˘t majoritní cestou eliminace. Trifosfátov˘
metabolit, dFdCTP, pÛsobí jako blokátor dCMPD. Tímto
mechanismem autopotenciace se prodluÏuje poloãas úãinn˘ch
forem resp. metabolitÛ gemcitabinu. V˘voj dCMPD v kon-
textu poradiaãní reakce není znám˘, k dispozici je minimum
referencí. Byla popsána transientní indukce dCMPD v bunûã-
n˘ch liniích CHO-K1 po UV ozáfiení s relevantním nárÛstem
metabolitu dUMP (27). Hladiny dCMPD mRNA po ozáfiení
nebyly zkoumány. 
Z hlediska potenciální kombinace nukleosidov˘ch analog Ara-
C a gemcitabinu se záfiením má v˘znam urãení poradiaãního
v˘voje dCMPD v kontextu stanovení pomûru anabolismu
a katabolismu. Pfiínosné by bylo stanovení pomûru
dCK/dCMPD a pomûru dCMPK/dCMPD. 

MoÏnosti vyuÏití poradiaãních zmûn
Z uvedeného pfiehledu je patrné, Ïe v rámci poradiaãní reakce
po dávkách v fiádu jednotliv˘ch Gy se aktivuje metabolismus
DNA a indukují resp. aktivují nukleosidy metabolizující enzy-
my. Tím se potvrzuje pÛvodní BlackstockÛv koncept chemo-
radiace s „potenciací chemoterapie záfiením“. Zájem o pro-
blematiku stoupá s nástupem prekursoru 5-FU – capecitabinu,
kde je otázka rychlosti a intenzity aktivace zásadní. U vût‰iny
metabolick˘ch enzymÛ byla otázka indukce v ozafiované tká-
ni alespoÀ iniciálnû zkoumána. PfiestoÏe je zatím obtíÏné dát
z dostupn˘ch referencí jakékoliv pevné závûry, jsou patrné
nûkteré obecné charakteristiky. 
– U enzymÛ, kde byla zkoumána hladina proteinu, dlouh˘

ãasov˘ interval od ozáfiení – cca 12 -24 hod. a zv˘‰ené intra-
celulární hladiny pfietrvávají nûkolik dní.

– Pouze u nûkter˘ch enzymÛ byla prokázána zv˘‰ená hladi-
na transkriptu, která pfiirozenû pfiedchází vzestupu proteinu
a urãuje dobu nástupu poradiaãní reakce. Doba do nárÛstu
transkripce je od jednotliv˘ch hodin do 24 hod.

– MoÏné jsou mechanismy nepfiímé indukce metabolick˘ch
enzymÛ. Skupina radiací indukovan˘ch proteinÛ pod pÛvod-
ním názvem XIP zahrnuje rozsáhlé spektrum látek vãetnû
cytokinÛ, které potenciálnû indukují metabolické enzymy. 

– U nûkter˘ch metabolick˘ch enzymÛ mÛÏe transkripci a syn-
téze pfiedcházet posttranslaãní aktivace, která simuluje
urychlení poradiaãní reakce v fiádu hodin. 

– Jsou patrné v˘znamné rozdíly v indukci a aktivitû metabo-
lick˘ch enzymÛ mezi jednotliv˘mi tkánûmi, indukce je vy‰-
‰í ve tkáních nádorov˘ch, coÏ je základem urãité selektivi-
ty cytostatického efektu. Dosavadní nálezy jsou pfieváÏnû
z experimentálních nádorÛ na zvífiatech nebo z tkáÀov˘ch
kultur. Práce stanovující indukci metabolick˘ch enzymÛ in
vivo u nemocn˘ch s nádorov˘m onemocnûním jsou ojedi-
nûlé. 

Charakteristika a popis metodik, kter˘mi byly stanoveny pro-
teiny a transkripty v rÛzn˘ch experimentech pfiesahují rámec
pfiehledového sdûlení. Je evidentní, Ïe pouÏití rÛzn˘ch meto-
dik stanovení proteinÛ (enzymová imunoassay, HPLC, Wes-
tern blotting, anal˘za aktivity enzymÛ aj.) neumoÏÀuje kvan-
titativní srovnání mezi jednotliv˘mi experimenty. V anal˘ze
mRNA jsou pravidelnû aplikovány metodiky RT PCR. V˘sled-
ky rÛzn˘ch experimentÛ také nejsou srovnatelné. Na otázku
srovnatelnosti v˘sledkÛ naráÏíme i ve vlastních v˘sledcích.
Pfii hodnocení poradiaãní reakce je problematická volba refe-
renãního „housekeeping“ genu. ¤ada z bûÏnû pouÏívan˘ch
referenãních genÛ se pfiepisuje v rámci poradiaãní reakce sou-
ãasnû s geny zkouman˘mi, kupfi. bûÏnû uÏívan˘ gen GAPDH
(glyceraldehydfosfátdehydrogenáza) (28). Metodiky v˘bûru
referenãních „housekeeping“ genÛ jsou pospány (29). 

Praktick˘ v˘stup?
Indukce metabolick˘ch enzymÛ v rámci poradiaãní reakce je
zkoumána v dobû, kdy je ‰iroce pouÏívána chemoradioterapie
na základû empirie resp. dosaÏen˘ch pfiízniv˘ch v˘sledkÛ. 
Obecné závûry z v˘zkumu metabolick˘ch enzymÛ v poradia-
ãní reakci mohou ovlivnit ãasování („timing“) chemoradiaã-
ních schemat. Teoreticky je moÏné ãasovat aplikaci chemote-
rapie do doby maximálnû intenzivního metabolismu resp.
aktivace. Nicménû vzhledem k v˘‰e uveden˘m dlouhodob˘m
reakcím (nûkolikadenní zv˘‰ení hladin anabolick˘ch enzymÛ)
a charakteristice metabolismu uÏívan˘ch látek, zejm. capeci-
tabinu, jsou zfiejmû ideální v souãasné dobû jiÏ zavedená 
schemata aplikace fluorouracilu v kontinuální infuzi nebo
capecitabinu v kontinuální redukované dávce po celou dobu
ozafiování. U dal‰ích nukleosidov˘ch analog, kupfi. gemcita-
binu nebo ara-C a inhibitoru TS, raltitrexedu, dosud chemora-
diaãní schemata vyvinuta nebyla. 
Dal‰í pfiínos potenciálnû pfiedstavuje stanovení pomûru induk-
ce anabolick˘ch a katabolick˘ch enzymÛ, TP/DPD nebo dCK/
dCMPD. V obecné rovinû stanovení pomûru mÛÏe informo-
vat o moÏnosti vzájemné potenciace nebo naopak o subadi-
tivním efektu. Dosavadní reference potvrzují u pomûru
TP/DPD moÏnost potenciace. Popsaná velká variabilita DPD
mezi jednotlivci ale pfiipou‰tí teoretickou moÏnost obrácení
pomûru. Indetifikace tûchto pfiípadÛ by vyÏadovala individu-
ální zhodnocení poradiaãní reakce metabolick˘ch enzymÛ jako
prediktivní test. Individuální hodnocení je jednoznaãnû mimo
souãasné moÏnosti. 
Samostatnou oblast v rámci TP/DPF pomûru pfiedstavuje iden-
tifikace jedincÛ s genetickou deficiencí DPD. V tûchto pfiípa-
dech se pomûr posouvá do hodnot predikujících tûÏké, pfií-
padnû letální neÏádoucí efekty. BûÏná dávka 5-FU nebo
capecitabinu udrÏuje v tûchto pfiípadech hladiny adekvátní pfie-
dávkování. Individuální identifikace DPD deficience je reali-
zovatelná popsan˘mi metodikami (30, 31). 
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Závûr
Mechanismus poradiaãní reakce zahrnuje indukci a aktivaci
fiady enzymÛ a cytokinÛ vãetnû enzymÛ metabolizujících nuk-
leosidy. Na jeho základû lze popsat mechanismus vzájemné
potenciace chemoterapie a záfiení a potvrdit koncept zv˘‰ené
dostupnosti resp. zv˘‰eného anabolismu nûkter˘ch cytostatik
ze skupiny nekleosidov˘ch analog, zejm. fluorovan˘ch pyri-
midinÛ v ozáfiené tkáni. Anabolismus nukleosidov˘ch analog
zfiejmû pfievaÏuje nad katabolismem. Intenzivnûj‰í indukce

enzymÛ v nádorové tkáni mÛÏe b˘t podkladem pro urãitou
selektivitu cytostatického efektu. Indukce enzymÛ je dlouho-
dobá, pfietrvává dny a podporuje souãasnû uÏívaná schemata
kontinuálního podání analog. Pfiínosem by mohlo b˘t indivi-
duální zhodnocení mechanismu poradiaãní reakce a vyuÏití
jako prediktoru efektu cytostatika.  

Práce je souãástí grantového úkolu IGA MZâR ã. NC 7372
– 2/2003.
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