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HORMONALNt SYSTÉM VITAMINU D3 A ONKOLOGIE
rONCOLOGY AND THE VITAMIN D3 HORMONAL SYSTEM i

LANG B. A.
MASARYK(JV ONKOLOGICKÝ ÚSTAV, BRNO

Souhrn: V poslední dobì se zvýšil zájem o nìkteré deriváty vitaminu D3 v souvislosti s možným léèebným využitím také
v onkologii. Smyslem tohoto velmi struèného pøehledu je pøiblížit klinickým onkologùm souèasné poznatky a pracovní pøed-
stavy o funjcci tohoto zajímavého systému v cílové buòce normální i transformované. Pøemìna vitaminu D3 v základní hor-
monální ~erivát - l,25dihydroxycholekalciferol- , jeho transport v krevním øeèišti a jeho vstup do cílové buòky i popis speci- I
fického mtrobunìèného receptoru, který jako Golem jej pøijme a sám se tím stane molekulárnì biologicky aktivní - to vše je i
Qøedmìtem èásti první, úvodní.
Cást druhá shrnuje nìkteré základní publikované informace o funkcích a zpùsobu pùsobení dihydroxycholekalciferolu ajeho
receptoru v.buòk~ch. cílových tkání a o pomìrech v nádorových tkáních tìch orgánù, kterým zatím výzkum vìnuje nejvìtší
pozornost tj. mallgmt krvetvorby a nádorù mléèné žlázy. Tato druhá èást je pouhým úvodem do problematiky onkologické
kapitoly molekulové biologie systému vitaminu D3 a jeho pøirozených i synteticky pøipravených derrivátù. Mìl by sloužit i
k úvahám o nových možnostech nádorové terapie, doufejme mnohem úèelnìjší a výhodnìjší než souèasná chemoterapie. !

Klíèová slova: Vitamin D3, serová vazebná bílkovina vitaminu D3, receptor vitaminu D3, leukemie, rakovina prsu.

Summary: Several derivatives of Vitamin D3 have recently attracted attention in relation with their possible curative use in
oncology. The purpose of the present brief outline is to inform clinical oncologists of the latest findings and preliminary hypo-
theses on the function of this very interesting system in normal as well as transformed targed cells. The first introductory part
describes the transformation ofVitamin D3 into its basic hormonal derivative (1,25 dihydroxycholecalciferol), its transport in
the blood bed and entry into the target cello It also describes the specific intracellular receptor which, upon receiving the deri-
vative, becomes biologically active on the molecular level. Part Two is a summary of basic literary data on the functions of the
dihydroxycholecalciferol system, the mechanics of its action, cellular receptors in target tissues and the situation in tumour tis-
sues of the organs which have so far been in the centre of research activities.
Key words: Vitamin D3, vitamin D serum binding protein (DBP), vitamin D receptor (VDR), malignancy, review.
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tAST I.

Ú vod kou buòku(l) . Pøedevším je dobøe znám jeho význam v metabo-
Témìø každým rokem získáváme informace, které podstatnì roz- lismu minerálù a kostní tkánì. V osmdesátých letech byla však pro
šiøují a doplòují naši pøedstavu o pùsobení steroidních a sekostero- tuto 1~1k.u postupn~ .potvrzena širší ?iologická úlo~a, ~terou jsme
idních hormonù v cílové buòce. Obecnì lze øíci, že k základním pøedtím Jenom tušIli a pøedpokládalI ze skuteènostI, že Jeho recep-
dìjùm jejich pùsobení patøí pøedevším vyvolání zmìn terciámí ev. tory (V~~) jS?U P?t~rnny i ve ~ích,? kterých ~ezpeènì vím~,
kvarterní struktury specifického bílkovinného nitrobunìèného že nehrajI v ll11nerálmm metabolismu vyznamnou ulohu. Ukazuje
receptoru, jako je napø. jeho fosforylace, dimerizace, uvolnìní se se, ~ 1 ,25D.3 je mimo jiné i hormon imunoregulaèní a dùležitý fak-
z vìtšího komplexu s HSP-9Q (bílkoviny tepelného šoku o m.h.90 tor diferenclace.
kDa). Tím dochází i ke zmìnám v interakcích receptoru s nìkterý- Mas~moto.a spol. (2) pro~~i v r~e 1988, že vi~n D3 (~~o~e-
mi bunìènými komponentami jako jsou napø. DNA, RNA nebo kalclferol) Je hydroxylovan v Jaternlch buòkách ll11tochondriálmm
jaderné bílkoviny. Všechny zmìny receptoru pøispívají konec kon- enzy~em 25-hydroxylázo~.( cytoc~o,mern P-450~ na :5~OH)cho-
cù k tomu, aby se tato bílkovina v nové trojrozmìrné podobì stala lek~clferol (~~ D3), kt~ryJ~ ~øedáv~ d~ kr:vmho reèlštì. Jeho
kompetentI1í pro ovlivnìní pøepisu (transkripce) øady specifických hladIna v krvI Je u staršlch lidi èasto mžšI nez u mladé populace,
cílových "pivotních" genù a tím navodila novou funkèní situaci pravdìpodobnì v dùsledku menší expozice jejich kùže sluneèním
(v proliferaci, diferenciaci nebo smìrem k apoptóze) dané buÏ- paprskùm a horšímu vstøebávání vitaminu D3 z potravy ve støevì.
ky. Ve tkáni ledvin se 25 D3 dále oxyduje na uhlíku Cla vzniká vlast-
Jsou však známy i èasné dùsledky pùsobení steroidních látek, o kte- ní hormonálnì úèinný 1 ,25D3. Také sérová koncentrace 1,25D3 se
rých nejsme pøesvìdèeni, že by mohly být pøímo závislé na pøí- s vìkem sn~žuje, snad i: dùsledku snižující se ~ivity 1 :hyct.r°~y-
slušných receptorech. Patøí k nim napø. zmìny membránového lázy v ledvInách. Hladma sérového 1,25D3 ma tendencI k mžš1Ill -

potenciálu a aktivity fosfolipasy A2. To však nebude pøedmìtem ' ---

našich úvah. Hlavní použité zkratky: 1,2503 = 1,25-dihydroxycholekalciferol; syn. calcitriol ~VOR = receptor vitaminu 03

1.la,25-DlHYDROXYCHOLEKALClFEROL (1,25 D3) VOR* = aktivovaný receptor = transkripèní faktor
A JINÉ DERlV A TY VITAMINU D3 VORE = ement odpovìdi vitaminu 03

. . " .., RA = retinová kyselina
I,25D3 Je bloaktívm forma VItaminU D3 hormonálního typu, kte- atRA = all- trans - retinová kyselina
rá má velkou paletu biologických úèinkù na normální i patologic- RAR = receptor retinové kyse~ny. SCHÉMA 1

RXR = receptor all- trans - rettnové kyseliny Pø ì . .em na vitamin
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ADV ANCES IN HEAD AND NECK ONCOLOGY kvality života" (Content ofQuality ofLife, zkratka QOL) defi-
K. T. ROBBINS novan,ého jako pacientùv o~a~ spokojenosti. s jeh.<> st~v~jícím

fukèmm stavem ve srovnání s tím, co považuje za ldeálm nebo
SINGULAR PUBLISHING GROUP, možné; ke komponentám QOL náleží zejména funkèní stav,
SAN DIEGO - LONDON 1998 somatické a psychologické potíže a sociální inerakce, spoko-
181 STR., 37 OBR., 22 TAB., ISBN 1-56593-840-2, jenost s lékaøskou péèí aj. Souèasnou snahou je uvést QOL do
CENA 67,50 GBP klinických trialù a používat je jako vodítko pøi volbì 1éèebné-
Kniha je pokusem o zachycení souèasného stavu v oblasti ho P,ostul?u. T~to k~pitola bude, vzhlede.m k obecnému poj~~í
onkologie hlavy a krku; obsahuje 12 kapitol vzniklých za spo- a uv~dìnym pøikladumdotazníkù pro,paclenty,bezpoc~yb~ Z~jl-
lupráce21 odborníkù pøevážnìzUSA(jedenjezFrancie,jeden mava pro všechny ~~kolo.gy ~ dalšl odbornlky zabyvajlCI se
z Hong Kongu) s touto tematikou: biologie karcinomu horní- pr<;,blémem "m~øem k,!al~~y ŽIvota. " I
ho aerodigestivního traktu, hyperfrakcionovaná radioterapie Pøíspìyky v km,ze vymkajl v~sokou odboT?ou urovn~,a pøe- :

spinocelulámího karcinomu hlavy a krku, selektivní desekce hle~nym èl~nìmm do odstaycu vèetnì ~á,!ìru. POskytujI on~o- ! I
v oblasti krku pøi karcinomu horního aerodigestivního traktu, logum, c~lru.~gùm a dalšlm, odbornl~~~ souhrny ~<;,vyc,h [, I

chirurgické pøístupy k nosohltanu, cílená cisplatinová chemo- poz?atkù,jeŽ~lm pomohou v ~ymové~ USll1 o dokonalej~l z,:la- : i
terapie pøi pokroèilých nádorech hlavy a krku, endoskopická dánI nádorovych ?nemocnìm v obl~stí hlavy a ~~u spojenych II
resekce laryngeálních nádorù, èásteèná laryngektorníe, pokro- se zna.ènou .son;tatlc.~ou a psy~hologl.ck~u mOrbld!to.u. V Evro- '

ky v hodnocení øeèi a polykací funkce pacientù léèených pro pì knIhu dIStribuuJI Plymbndge Thstributors Llfillted, Esto- -:
nádory hlavy a krku, orální komunikace po laryngektomii, ver, Plymouth, PL6 7PY, UK. V. H.
rhabdomyosarkom hlavy a krku u dìtí, stav techníky rekon-
strukce mandibuly, kvalita života, komorbidita (pøítomnost PALIATIVNt MEDlctNA
nezhoubného onemocnìní uonkologickýchpacientù) anákla- J. VORLtÈEK, Z. ADAM a kol.
dová efektivita léèby nádorù hlavy a krku.
B. Davidson a S. Schantz referují o nových pozorováních úèin- GRADA PUBLISHING, s. r. o., 1998
ku chromozomálních mutací na karcionogenézu a o úloze apo- Paliativní {ú1evná medicÍna, která v dnešní dobì koneènì zís-
ptózy v progresi nádorù a odezvì na léèbu; pokrok v genové kává více pozornosti, je asi nejstarší lékaøskou disciplinou vùbec.
terapii umožòuje manipulaci s apoptickým potenciálem nádo- Vždy• již Hippokrates sám pojímal medicÍnu pøedevším jako
rù a zlepšení léèby. Urychlené a hyperfrakionované ozaøovací odstraòování utrpení nemocných a jako zmíròování prudkosti .
režimy pøinášejí úèinnìjší lokoregionální potlaèení nádorù jejich chorob. Uvedená kníha 29 autorù se vìnuje právì tomu-
a lepší pøežívání (J. Parsons a W. Mendenhall). Døívìjší neú- to, vpravdì hippokratovskému principu - vždy• všichni víme, že
spìšná chemoterapie na bázi cisplatiny podávané intravenóz- lékaø jen nìkdy uzdravuje, vždy však by mìl - až do poslední-
nì byla nahrazena podstatnì nadìjnìjší cílenou intraarteriální ho vydechnutí - øádnì tlurnít pøíznaky a øádnì peèovat o toho,
aplikací cisplatiny v množství až o øád vyšším (K. T. Robbins). jenž mu vìøí a jenž se mu svìøuje ve své nejvyšší nouzi. V moder-
Endoskopická resekce laryngeálního nádoru pøedstavuje z funkè- ní øeèi bychom mohli formulovat - o tom je tato kniha, a to o tom,
ního a kosmetického hlediska ménì morbidní postup s lepšírní jak ke všemu pøistupovat s nejvyšší odborností a s nejvyšším
výsledky než u metod radikálnìjších (R. K. Davis). G. Wood- respektemk celostnímu pojetí každého jednotlivce, s cílem zlep-
son specifikuje parametry dùležité pro hodnocení laryngeální šít kvalitu jeho života v každé fázi onemocnìní.
funkce u pacientù s pokroèilýrní nádory po cílené chemotera- Publikace je velrní užiteèným pomocníkem v praxi, vedoucím
pii a radioterapii. A. Pappo a W. Christ poskytují výteèný chro- k nenásilnému, velrní zajímavému a kvalitnímu doškolení v rùz-
nologický pøehled postupného zdokonalování multimodální ných oblastech medicÍny. Souèasnì zdùrazòuje ošetøování všech
terapie rhabdomyosarkomù u dìtí. B. Haughey a W. Colin popi- dimenzí èlovìka - zcela v duchu zakladatelky hospicového hnu-
sují souèasné postupy mandibulámí rekonstrukce u pacientù po tí, Dr. Cicely Saundersové, která knihu vysoce zhodnotila. Jako
léèbì nádorù hlavy a krku, jež se zakládají na pøenosu kostní nejlepší publikaci loòské edice jí rovnìž byla udìlena - dle záslu-
tkánì s použitím rníkrovaskulámí techniky. V poslední kapi- hy - Cena Grady 1998. Lze ji bez výhrad doporuèit onkologùm
tole E. A. Weymuller a spol. diskutují používání pojmu "obsah a také lékaøùm všech ostatních oborù. M. M.

OPRAVA
V 1. èísle tohoto roèníku došlo v èlánku Hormonální systém vitaminu D3 a onkologie (str. 12-21) k politováníhodné technické chy-
bì v èíslování literatury k II. èásti èlánku. Prosíme proto ètenáøe, aby laskavì od èísla citace v textu II. èásti odeèetli 2, a tak získal
správné èíslo citace v seznamu literatury II. èásti. Tak napø. citace è. 3 v textu II. èásti má è. I v seZl1amu. Redakce se. za toto nedo-
patøení omlouvá.
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SCHÉMA I
Pøemìna vitaminu D3 v honnonálnì úèinný derivát. Podrobnosti v textu,
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hodnotám u žen postrnenopauzálních a zvyšuje se u nich po léèbì nutno øíct, že naše pøedstavy o tom, jak se steroidní a thyreo-
estradiolem. Z ledvin putuje pak 1,25D3 krevní cestou k buòkám idní hormony dostávají do cílových bunìk, jsou zatím stále
cílových orgánù. (SCHÉMA 1). nepøesné a neúplné. Máme k dispozici dva funkèní modely.

První, který bývá oznaèován jako "nutrient typ" (17), pøedpo-2. TRANSPORTNt PLASMA TICKA V AZEBNA BtL- kládá na bunìèné membránì cílové buòky specifický receptor
KOVINA VITAMINU D3 A JEHO DERlV ATU pro komplex transportní bílkoviny (v našem pøípadì DBP)

Transport vitaminu D3 ijeho hormonálních derivátù v krev- a hormonu (1,25D3). Po navázání tohoto holoproteinu dochá-
ním øeèišti zajiš•uje specifická transportní bílkovina - plaz- zí pomocí endocytózy k internalizaci ligandu, která mùže
matická vazebná bílkovina vitaminu D3 (DBP - vitamin a nemusí být spojena s destrukcí transportního nosièe. Obvyk-
D binding protein) (3). Historie jejího objevu je zajímavá. le ale dochází k recyklizaci receptoru membránového. Dùka-
Pùvodnì byla zjištìna pøi identifikaci skladby alfa-2 globuli- zem oprávnìnosti této pøedstavy jsou výsledky pozorování
nù lidského séra v roce 1959 Hirschfeldem jako bohatá skupi - endocytózy serum albuminu, a- fetoproteinu i DBP u lidských
novì specifická složka a nazvána prostì Gc (group-specific lektinem stimulovaných T-lymfocytù (18). V tomto pøípadì
component) (4). Velmi brzy se stala pøedmìtem velké pozor- DBP, znaèené peroxidázou z køenu, byla v malém množství
nosti hlavnì proto, že se vyznaèovala výrazným polymorfis- internalizována nepovleèenými vezikuly, endozomy a byla
mem geneticky podmínìným a pøedstavovala tak výhodný smìrována do multivezikulárních tìlísek a nakonec do lyso-
marker pro genetické studie. Vedle vìtšího poètu neobvyklých zomù.
a vzácnì se vyskytujících izoforem této bílkoviny byly zjištì- Druhá možnost, oznaèovaná jako typ "hormonální", spoèívá
ny 3 základní fenotypy: Gc 1-1, Gc 2-1 aGc 2-2, které se vysky- v pøedstavì, že nedochází k interakci transportní bílkoviny
tovaly v rùznì kolísajícím pomìru po celém svìtì. Zdálo se, s membránovým receptorem, ale že se v tìsné blízkosti bunìè-
že j sou dùsledkem existence dvou autozomálních alel na jedi - ného povrchu cílové buòky vlivem specifických podmínek tká-
ném lokusu. Dnes víme, že existují 3 nejrozšíøenìjší alely - òové tekutiny ligand z nosièe uvolòuje a prochází membránou
GclS, GclF a Gc2, které kodují celkem 5 izoforem: každá (17,15). V osmdesátých letech tato pøedstava pøevažovala pod
zGcl alel kodujedvì a Gc2jednu (5, 6). V roce 1975, byla pro- vlivem zkušeností s estrogeny.
kázána bezpeènì identita mezi Gc-bílkovinou a DBP (1, 8). Jsou ovšem možné ještì další úvahy. Napøíklad není vylouèe-
Syntéza DBP (Gc) probíhá výluènì v jaterních buòkách (9). ná ani možnost, že existují specifické buòky se schopností
Bílkovinu tvoøí jediný, teplotnì velmi stálý, polypeptidový membránovì vázat transportní holoproteiny a tím vytváøet
øetìzec o molekulární hmotnosti pøibližnì 52-58 KDa. Pro vysoké koncentrace uvolnìných ligandù pro potøebu soused-
vazebnou funkènost bílkoviny je rozhodující její terciární ních bunìk urèitého typu. Internalizace apoproteinu by pak
struktura zajiš•ovaná pøedevším specifickým poètem disulfi- mohla být mechanizmem likvidace nosièe. Existence speci-
dických mùstkù, potøebných k vytvoøení prostorových útvarù fických membránových receptorù pro komplex DBP: 1,25D3
jak pro vazebné místo ligandu tak i pro antigenní determinan- na povrchu TaB lymfocytù (19, 2°) není zatím s definitivní plat-
tu nebo determinanty protilátky ('O). Sekvence 41 N-konco- ností prokázána (17, 18).
vých aminokyselin u všech tøí hlavních forem DBP je shodná.
Poèítaèovou analýzou byla tato sekvence shledána pøíbuznou 4. RECEPTOR la,25-DIHYDROXYCHOLEKALCIFE-
se sekvencemi lidského sérového pre-proalbuminu a pre-a- ROLU (VDR) - STRUKTURA JEHO GENU A VLAST-
fetoproteinu, což je další podpora hypotézy, že 3 hlavní plas- Nt BtLKOVINY
matické multitransportní bílkoviny - DBP, albumin a a-fetop- Jak již nìkolikrát bylo øeèeno, VDR je nitrobunìèná recep-
rotein - pocházejí ze stejné ancestrální bílkoviny (' 1). torová bílkovina, umožòující biologické pùsobení hormonu
300 - 600 ug/llze považovat v lidském séru za fyziologickou 1 ,25D3 v cílové buòce. Je zde pøítomna ve velmi nepatrné kon-
hladinu, bìhem tìhotenství dochází k vzestupu hladiny. Orál- centraci - pøibližnì" 0,001 % z celkových bílkovin buòky. Po
ní kontraceptiva (estrogen-progestageny) zvyšují u mladých navázání 1,25D3 získává tato bílkovina zpùsobem, který èás-
žen jak hladinu DBP tak i 1,25D3, koncentrace 25D3 však teènì popíšeme pozdìji, novou schopnost - schopnost v pro-
zùstává beze zmìn ('2). storu bunìèného jádra ovlivnit jako transkripèní faktor speci-
Dominantní funkcí DBP je vazba (a tím doèasná inaktivace) fická místa na chromatinu a pøivodit tak zahájení pøepisu (tran-
vitaminu D3 i jeho hormonálních derivátù a jejich transport skripci) specifických genù (21, 22). Produkce nových bunìè-
krví k cílovým buòkám. Další schopností této bílkoviny je ných bílkoviných komponent, pøevážnì enzymového typu,

depolymerizaceaktinuavytváøeníkomplexuDBP-aktin-DNá- vytvoøí podmínky pro spuštìní odlišného programu moleku-
za (deoxyribonukleáza I). Funkènost a smysl tìchto mezibíl- lové biologie cílové buòky pøedevším ve smìru další její dife-
kovinných vazeb není zatím zcela objasnìn. Pøipomíná to inter- renciace. Z hlediska fyziologie organismu tyto nové genové
akci hemoglobin-haptoglobin nebo vazebné bílkoviny retino- produkty ovlivòují pøedevším transport vápníku ve støevì,
lu s prealbuminem ('3). reabsorpci tohoto minerálu v ledvinách a metabolismus váp-
Experimentálnì na kultuøe hepatocytù (Hep 3B) byly zjištì- níku v kostech a mléèné žláze.
ny v roce 1995 první informace o mechanismech regulujících Od roku 1969 se snažila øada laboratoøí pomocí iontomìnièo-
tvorbu a tedy i cirkulující hladinu lidské DBP. Ameriètí auto- vých technik a gelové filtrace, vèetnì chromatografie na sloup-
øi ('4) mìøili syntézu DBP(Gc)mRNA a množství sekretova- ci s imobilizovanou DNA, izolovat a pøeèistit VDR nejèastì-
né bílkoviny po pùsobení cytokinù a hormonù. Vybrali tako- ji z bunìk mukózy støeva kuøete. Bìhem tìchto pokusù bylo
vé, o kterých se ví, že ovlivòují syntézu jiných bílkovin jater- nutno pøekonat dvì velké obtíže: relativnì nízkou koncentra-
ního pùvodu. Zjistili, že interleukin 6 (IL-6) a dexametazon ci tìchto receptorových bílkovin najednu buòku a vysoký stu-
zvyšují syntézu DBP dvojnásobnì, zatímco transformaèní peò jejich biochemické lability. Dlouhou dobu zùstával otev-
rùstový faktor j:l (TGF-j:l) ji snižuje až pìtinásobnì v závis- øenou otázkou vliv bunìèných proteáz na velikost molekuly
losti na dávce. VDR pøi izolaci.

. Identifikace nitrobunìèných vazebných bílkovin 1,25D3 se
3. VSTUP 1,25D3 DO CtLOVÉ BUNKY podstatnì zlepšila v dobì, kdy byla pøipravena monoklonální

První informace o vstupu 1,25D3 do buòky máme z pokusù in protilátka (9A 7gamma) proti kuøecímu VDR (23, 24). Koncem
vitro, a to vìtšinou na kulturách linií maligních bunìk ('5, 16). osmdesátých let se tak podaøilo vyizolovat a pøeèistit dosta-
Skuteèné fyziologické pomìry in vivo budou asi jiné. Je nut- teèné množství bílkoviny VDR z ptaèí tkánì (1987) (25, 26)
no brát v úvahu transportní komplex 1,25D3:DBP. Obecnì a pozdìji i z tkánì krysí a lidské (1988) (27, 28, 29). Kombinací
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lyreo- " .. dukt, která na 3'-konci cDNA ukonèuje (SCHÉMA 2). Dùkaz
stále ~t ~t en DNA o vìrohodnosti tétoklonované cDNA pro hVDRbyl podán jejíIdely. 1 2 3. S 6 78 9 9 . expresí po vpravení (transfekci) do bunìk COS-I, které fyzi-

~dpo- 5:. I I I III II. -3' ologickyVDRneexprimují:Jedinánáslednìsyntetizovanábíl-
eptor kovinaje nerozeznatelná od nativního receptoru hVDR, pro-
)BP) tože má identické obì fyzikální vlastnosti (sedimentaèní kon-
)Chá- stantu v sacharózovém gradientu - 3.2S a charakteristický

mùže DNA posun na 7S po navázání protilátky) i identickou afinitu pro
~yk- 234 5678 9 C 1,25D3 a jiné deriváty vitaminu D3 (Z7).

lùka- 5'..1 IIIIIII I 3' StrukturabílkovinyhVDR.PrimárnístrukturahVDRjetedy)vání I' I,: I I I I '__- známa od roku 1988 (SCHÉMA 2). Srovnání této sekvence

kých ! \\ -""'-- s primární strukturou jiných receptorù steroidních hormonù
padì : \\ """" hVDR jasnì ukazuje na pøíslušnost k této rodinì jaderných tran-žství I \\ " , " skripèních faktorù pøítomností spoleèných charakteristických

byla i" "'-- znakù. Podrobnìjší analýza pøedevším sekvence vazebné

yso- . I I ,.. ) I ,.~ I I,.~ I --I oblasti DNA (CI) prokázala, že strukturální podobnost odpo-
H,N I I (1 I I (2 I I (3 I IcOO- vídá spíše podskupinì této rodiny, kam øadíme receptor hor-

monu štítné žlázy a receptor retinoidù. Témìø 50% homologie
v této oblasti bohaté na cystein, lysin a arginin, o které soudí-

SCHÉMA 2 , . , .. me, že slouží nejen k vazbì DNA, ale pøispívá i k transkripè-
Obecné,schéma bllkovmy a genu VOR. Funkèm oblastI bllkovmy: Ci - ní aktivitì je nápadná. Z analogie se známými strukturami
vazebna oblast pro DNA C2 a C3 - vazebná oblast pro homlon, pro hete- .., '., ,

crlOU rodimerizaci a oblast pro transkripèni aktivitu. Jmych transkripèmch faktorù pøedpokladáme, že tato oblast

pod má schopnost vytváøet tzv. prostorové "zn2+-prsty" vhodné

experimentálního využití radioaktivnì znaèeného 1,25D3, právì pro vazbu s DNA strukturou.
Jèe- monoklonálních protilátek proti VDR a testù vazby VDR na Další vazebná oblast, s podstatnì menší homologií, oznaèo-
ostí DNA, denaturace a selektivního proteolytického štìpení VDR vaná C2, leží smìrem k C-koncové èásti molekuly VDR a je
áøet byly získány první a základní informace. Týkají se nejen pri- od DNA-vazebné domény oddìlena úsekem asi 150 amino-
ied- mámí struktury receptorové bílkoviny, ale i rozmístìní vazeb- kyselin bez homologie s jinými receptory této rodiny tran-

pak ných míst pro 1,25D3 a DNA i lokalizace centra imunologic- skripèních faktorù. C2 oblastí zaèíná èást molekuly, která pøed-
~i- ké aktivity VDR (vazebného místa pro specifickou protilát- stavuje vazebné místo pro hormonální ligand. Sem patøí i dal-
ID3 ku). ší velmi specifická doména C3. Rozložení funkèních domén
lat- . , ., . odpovídá tedy obecnému schematu jak jej navrhl Beato (Zl).

Struktura Ildskeho dr genu a hdske VDR bílkoviny Existují druhové rozdíly ve složení vazebných míst v pepti-

(hVDR). dovém øetìzci VDR. Je to zøejmé nejen tam, kde známe pri-

~- Struktura lidského genu pro VDR. Baker a spol. v roce 1988 mámí strukturu tohoto receptoru, ale napø. i imunologická reak-
IT- j (27) stanovili sekvenci kompletní cDNA hVDR izolované ti vita VDR bunìk rozdílných zvíøecích druhù vùèi monoklo-

z "genové knihovny" bunìk lidského støeva a nádorové bunìè- nálním i polyklonálním protilátkám proti kuøecímu VDR vyka-
~p- nélinierakovinyprsuT47D.cDNAseskládáze4605bp(base zuje kvalitatívní rozdíly. Na druhé stranì však vysoká
nu pair): za vedoucí nepøekládanou èástí sekvence o 115 bp násle- homologie, základní spoleèné vlastnosti a rysy u všech dosud
m- duje úsek 1281 bp kodující vlastní bílkovinu VDR. Plných 3209 izolovaných VDR z rùzných zvíøecích zdrojù jsou dùkazem
Po bppøedstavuje tedy zbytek sekvence nekódující bílkovinný pro- evoluènì starobylé molekuly.
ás-
;0-
ci-
n-
t-

~~ tAST D.
'e-
vé

ì, 1. ÚVOD DO FUNKCNt CHARAKTERISTIKY p(JSO- 1.1 Regulace transkripce a spolupráce s jinými tran-

p- DENt DELTANOm(J V C!LOVÝCH TKANtCH skripèními faktory.

0- Již v úvodu k první èásti tohoto pøehledu jsem se zmínilo tom, VDR a alfa-receptor retinoidu X. Pro VDR * identifikovali

(}- že velká èást biologické odpovìdi hormonální dihydroxylo- Carlberg a spol.3 dvì tøídy VDRE. Jedna tøída je aktivována
ì- vané formy vitaminu D3 je umožnìna její vazbou na nitrobu- v pøítomnosti pouze VDR * asi ve formì homodimeru, druhá

10 nìèný receptor, který se tak "aktivuje"2. Aktivní komplex pak heterodimerem složeným z VDR* a z aktivovaného alfa-
a- VDR* se uvolní z dosavadních vazeb s jinými cytosolovými receptoru retinoidu X (RXR-alfa*). Výsledky studií posled-
J- bílkovinami buòky a zaujme nový prostorový tvar vhodný pro ních rokù v tomto smìru podporují pøedstavu, že RXR-alfa pøi-
f- jeho vlastní biologickou funkci - funkci jaderného tran- spívá specifickým zpùsobem k transkripèní aktivitì heterodi-
I skripèního faktoru. Ten je schopný navázat se v bunìèném meru a tato vlastnost by mohla být regulována kyselinou 9-cis-
y jádøe na specifické úseky sekvencí DNA. Specifické sekven- retinovou. Obecnì se zdá, že RE jsou schopny rozlišovat mezi
~ ce nazýváme elementy odpovìdi - RE (podle anglického res- rùznými dimery, což asi platí nejen pro deriváty vitaminu D,

IÍ ponse element). Leží obecnì v nepøekládané èásti cílových ale i pro jiné steroidní hormony. To by ovšem znamenalo, že
n genù. U 1,25D3 není zatím úplnì jasné, zda se na elementy kombinatorická komplexita signálních cest steroidních hor-
1- odpovìdi vitaminu D3 (VDRE) váže jen již aktivovaný VDR* monù je vìtší než jsme pøedpokládali4.
i) nebo zda je možná i vazba neaktivovaného VDR s dodateènou VDR a c - MYC. Døívìjší nálezy ze studií exprese VDR u akti-
i aktivací navázáním hormonu. Nejvíce prostudovaným je zatím vovaných T - a B-lyrnfocytù, spolu s nálezy ze studií exprese
, VDRE na génu lidského osteokalcinu. c-myc protoonkogenu u tìchto bunìk, inspirovaly skupinu

KLINICKA ONKOLOGIE 12 1/99 15



amerických a anglických badatelù vedených S.C.Manolaga- oblasti distálního nefronu, kde dochází k selektívní reabsorpci mùže znamenal
sem5 k pøedstavì urèité souvislosti mezi tìmito dvìma jevy. vápníku 1°. V pokusech in vitro lze prokázat, že pøítomnost 1,25D3 cí se signalizac
Ovìøovali ji na eukaryotických buòkách jiného typu. Srovna- indukuje v ledvinové buòce aktivitu proteinkinázy C bìhem 24 u bunìk tenkéh
li dvì bunìèné linie krysího osteogenního sarkomu. Linie hod. se souèasnou regulací zvyšování tvorby calbindinu- heximid, blokuj
exprimujícíkonstitutívnìrelatívnìvysokéh1adinyVDRexpri- D28KII. Znamená to, Žl
movala také mRNA pro c-MYC. Linie, ve které nebylo mož- . " v. exprimují nezn
no detegovat VDR, neexprimovala tuto mRNA. Autoøí ovìøi- BílkoVIny kostm tkane. 1. Osteokalcm (synonymum - kost- bunìk støevnícl
li ještì tuto skuteènost na myších kožnich fibroblastech po n~ GI?-bílkovi.'!a, B~P). Tat? ?ílk?vina byl,a izolov~a z ~o,st- že existují rozd
transfekci rekombinantniho plasmidu obsahujícího lidský c- n~ tk~ìI2. Jejl s':fnt~za ~ávlsl nejen,na pøítomn.ostl denvatu mùpùsobenide
myc onkogen. Mùžeme tedy pøedpokládat, že jistá asociace vlt~nu D, ale I vltammu K,.ktery (~odobnì jako ~ proth- Transepiteliál
mezi expresí c-myc mRNA a expresí receptorové bílkoviny rombmu) po~translaènì zasahu~e v peptldovém øetì~cI do pøe- funkènim meta
pro biologicky úèinný derivát vitaminu D3 skuteènì existuje. mìny zbytku glutamové kyselIny na zbytky kyselIny gama- je vápník a tedy

..v v , 'o karboxy-!?lutamové (Glu na Gl~). Prá~ì t~to pøemìna ~ává úlohu. Neni pOI
1.2 Dosud zjlstene exprese cílovych genu. osteokalcmu vazebné vlastnosti pro vapmk. Osteokalcm se níku a produk(

Syntézy bílkovin øízené transkripèním faktorem VDR nachází pouze v kostech, kde je asi syntetizován osteoblasty. málni tkáni m1
Nejvìtšímu zájmu v oblasti výzkumu funkèní charakteris- Zafyziologic~ý.ch P?mìrù.?r~ani~mu s; na~~ází ve ve~mi n~z- øatechI6,1? Pøel
tiky pùsobení vitaminu D3 se tìší dvì bílkoviny se speci- ké ~o~centracII v cI~kulujl~1 ~I. Zvyšem.jeho hladl~y S!g- lární úrovní s
fickou schopností vazby vápníku a dvì bílkoviny kostní nallzuje buï patologickou situacI v metabolIsmu kostnl tkanì bunìk a jeho pi
tkánì. nebo v:1ž~é sniže!lí ~ltr~c7 v l;dvinách. Je proto uznáván jako však zøejmé, ž
Vazebné bílkoviny vápm'ku (CaBP) závislé na vitaminu D3. vhodny bloch.elDlcky kllmcky marker. . " transport vápn
V ápnik a magnesium - dva dvojmocné prvky tvoøí v buòkách 2. Osteopo'!tm. (synony~um - 44K BPP" slaloprotel~ I) j,e a v ledvinì do

zvláštní systém, rozhodující o akutním zapojování a vypínání sekre~ovany, ~Ilnì ~ysely, glyko.sylov~y fosfoprote!n, p~- vøady signalizaèních a život buòky významnì ovlivòujících tomny v delDlneraltzov~é matnx kosti. Strukturálm studle 1.4 Ú.cast hon
metabolických cest. Jejich koncentrace v buòce je pøísnì støe- p!okázaly, že osteopontln má .12-13 fosforylova~el~ých ~S! mzmu pro
žena kontrolnimi mechanismy a systémem pojistek. Jednou gsou to,zbytk~ sen~u a tr:omnu)13. Jeh? pøesn~ ,blolo~lck~ Velký zájem o

: z nich jsou na pø. v bunìèných membránách vápnikové "prù- uloha nam z.atím ~mká. Vlme, ž,e s.: ~ìjak podll! na vyvOJI vátù vitaminu
I i chody", kanálky. Jinou dùležitou regulaèní souèástí tohoto a remodelacl kosti formou, souvlsejlcl s mechan~zmy mez~- tìlnich bunìk'

systému jsou specifické bílkoviny, které váží a tím inaktivují bunìèné adheze nebo a~e~e ?u~ìk s p°dk;ladov):'m substra- a potvrzena pøí
vápníkový jont. Vytváøejí se tak zásobárny, z nichž je možno tem: p:avdìpodobnì particlpuje I na tumongenezl a metasta- (VDR) také v 1
tento signalizaèni a strategický prvek opìt uvolnit, a rozehrát zovanl14. dem na možné
tak novou molekulárnì biologickou partii. v, . . , zvýšilo, když!Dosud izolované a do znaèné míry mnohé i biochemick cha- 1.3 U~as~ syste~~ vrta~~n~ !>~ na transportu vapníku ve 1 k . k' h

" . , y streve ledvme a mlecne zlaze. e~ .elDlc yc .

raktenzovane CaBP lze dnes rozdìlIt do dvou základmch kate- ' klmlcké vyUŽ]

gorií: na závislé a nezávislé na vitaminu D3. Závislost spoèí- T,ransepiteliál~ trans.port vápm'ku ve st~evì. ~r~sport ~áP: problém - pr
vá v tom, že k zahájení syntézy tìchto CaBP je potøebná pøí- mku ze støevmho lulDlna do krve zahrnuje aktlvm a paslvm horeèné hledá
tomnost transkripèního faktoru ve formì biologicky úèinného cestu. Pasivni ~es~a je ,paracel.ul~í (mimo~u~ìè~á), není uchovaly co ru
VDR*. V roce 1966 poprvé popsali Wasserman a Taylor exi- saturovatel!lá~j~vl se bytn~zá~lslanaregulacl vltarntnemD3. liferaci buòky
stenci takové bílkoviny v buòkách sliznice tenkého støeva Tato cesta je uèlnná po cele delce tenkého støeva. Cesta dm- v krvi. Toto hli
u rachitického kuøete po podání vitaminu D36. Pochod akti- há, aktiv~,je v mnoha bodech z,ávislá na vit.ami~lI; D3. J~ tr~- èuje.
vace genu pro CaBP se odehrává, jak se domniváme, stejnì scelulárnl, saturovatelná, na pøísunu energie zavlslá a je nej- Udržování stál
jako u produktù specifických genù ostatních steroidních hor- výraznìjší v duodenu a proximálni èásti tenkého støeva; v èás- nanosti mezi t
monù. ti distálni Je neI?a~á, .témìø zanedb~telná. ,telný nádorov
Do rodiny CaBP závislých na 1,25D3 zaøazujeme v souèasné Máme k dispozIcI udaje, které svìdèI pro 3 postupné kroky pøi liferace nebo
dobì více produktù get:tù, které jsou ve své expresi nebo její trans~elulárn~ u:ansportu - (1) v~tu~ vápníku ~o enterocytu" ky, které mají
modulaci závislé na metabolitech vitaminu D3. O dvou z nich (2) mtrobunecna translokace vapmku a (3) Jeho vypuzenI bránit prolifeI
máme již øadu dùležitých informací. Jsou to 2 formy tzv. cal- (extru~e) pfes .bazolat~ráln.í bunìènou membrá.nu. V:š.echny . .
bindinù, izolovaných ze støevnich, ledvinových nebo nervo- kroky Jsou ovlivnìny vltarntnem D3. Stupeò ovlivnìm jedno- 1.4.1 Ovl1vnE
vých bunìk, jejichž izoformy byly prokázány v øadì dalších tlivých krokù je však významnì rozdílný. Mechanizmy, kte- Antiproliferi
tkání: rými mùže vi~amin I?3 zvýŠ!t vstup vápn~u pøes kartáèovj již u rùzných
1. Calbindin - D9k (CaBP-D9k, iCaBP). Nejvíce prostudová- lem rezorpèmho epltelu nejsou zcela objasnìny. Z expen- dùkazù o anti
na je forma vyskytující se v buòkách tenkého støeva - calbin- mentálních výsledkù je však zøejmé, že jeho úèinek není limi- 1 ,25D3, ale i (
din-D9k. Tato intestinální forma byla však zjištìna i v buò- tujícímkr?k~m vto~t~úsek,u váI?níkovéhoput~vání. Vi~n 1ik pøíkladù:
kách jiných orgánù: uteru, placenty a ledvin. Hraje klíèovou D3 ~vantltatlv~ì nejvlc o,;,ltvòuje pohyb vápmkového jontu A) 1,25[
roli pøi vstøebávání vápníku z potravy. Koncentrace této bíl- uvmtø buòky a jeho extruzl z enterocytu. Pro usnadnìní tran- dávce, které;
koviny v buòkách tenkého støeva korelují s aktivním transce- sportu Cau v cy1oplazmì buòky pøicházejí v úvahu 3 mecha- rùstu má vzta
lulárním transportem vápníku. Jejím úkolem je pufrovat nizmy: (1) Usnadnìná difúze zahrnující vazbu vápníku na cal- protože jen v
nadmìrná množství aktivnì pøijímaného Ca2+, který by se jinak bindin-D9k; (2) "doprava" vápníku v urèitých bunìèných kou afinitou'
stal pro støevní buòku znièujícím elementem. Dále zvyšuje organelách (napf. mitochondriích, Golgiho aparátu, hrubém jsou výsledk'
transcelulární difúzi vápníku a podporuje rychlost jeho vylu- endoplasmatickém retikulu); (3) transport vezikulámí s úèas- ských a hlod
èování pøíslušnou "pumpou" v bazolaterální membránì buò- tí cytoskeletálníchprvkù. Vypuzení (extruze) vápníku z ente- víme že exp
ky. rocytu bazolaterální membránou se dìje pod vlivem 1,25D3 v jed~ovrste'
2. Calbindin-D28K (CaBP-D28K). U savcù (na rozdíl od ptákù) p!edevším p~ostøednictvím C~g-A ~ázy: .která,je na tuto hledné jsou v
nebyl calbindin o m.h. 28 kDa nalezen v tenkém støevì, ale èast plazmatlcké membrány vázana. Nejasny je zatlm mecha- ku pøíkladu u
v ledvinách, v mozku a pøinejmenším ve tøech senzorických nizmus, ~te1m 1:25D3 "vypu~po~ávání" zv~šuje. vadních exp'
systémech (v bulbus olfactorius, ve vnitøním uchu a sítnici)? Transeprteltálm transport vapnIku v ledvInách. 1,25D3 u linie MCF.
Známe jeho primární strukturu 8.9. Má 4 vazebná místa pro indukuje v cílových buòkách tohoto hormonu mRNA enzymu kvapivé. Uk
vápník a váže 4-6 molù tohoto prvku na 1 mol bílkoviny. V led- 1 ,25(OH)2D-24-hydroxylázy. Forbol ester zvyšuje tento úèi- proliferaci iI
vinách savcù i èlovìka je exprimován v buòkách té tubulární nek u bunìk tenkého støeva a tubulárních bunìk ledvin. To podporuje20.
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;orpci ; mùže znamenat, že zde existuje signalizaèní cesta interagují- Stimulaèní úèinky 1,25D3 na proliferaci. I když tedy 1,25D3
25D3 cí se signa1izaèní cestou protein kinasy C - podobnì jako u pøevážné vìtšiny dosud testovaných bunìèných typù prolifera-
:m 24 u bunìk tenkého støeva, ale na rozdíl od osteob1astù. Cyclo- ci brání, byly zjištìny i bunìèné typy, kde se úèinek této hormo-
dinu- heximid, blokující syntézu bílkovin, nezvyšuje úèinek 1,25D3. nální látky projevuje zcela opaènì - proliferacijednoznaènì pod-

Znamená to, že -podobnì jako osteoblasty - buòky renální poruje! Nìkolik pøíkladù: A) Patøí k nim napø. buòky hladkých
exprimují neznámou bílkovinu, která je nutná - na rozdíl od svalù cév (vascular smooth muscle cells - VSMC) u nichž sti-

kost- bunìk støevních - pro akci tohoto hormonu. Z toho je patrno, . mulaèní úèinek 1,25D3 na jejich rùst se výraznì liší od potlaèo-

~ost- že existují rozdíly v detailech signalizaèních cest a mechaniz- vání rùstu kultivovaných myoblastù. Neznáme zatím dùvod toho-
Wátu mù pùsobení deltanoidù v rùzných druzích bunìk organizmu 15. to rozdílu v úèincích21. B) In vitro v bunìèné linii lidských C kar-
[oth- Transepiteliální transport v mléèné žláze. Ve specifickém cinomových bunìk tyreoidei prokázali Lazaretti-Castro a spol.22,
) pøe- funkèním metabolismu epiteliálních bunìk mléèné žlázy hra- že 1,25D3 vykazuje silný a specifický úèinek proliferativní. Sou-
ama- je vápník a tedy i hormonální systém vitaminu D3 významnou èasnì inhibuje bazální sekreci calcitonínu. C) Lidské cirkulují-
?ává úlohu. Není pochyb o úzkém vztahu mezi metabolismem váp- cí monocyty inkubovány s 1,25D3 za fyziologických jeho kon-
m se níku a produkcí mléka. Informace o pomìrech VDR v nor- centrací (optimální kolem 10 nM) proliferují. Ještì vyšší mitotic-

~as~y. mální tkáni mléèné žlázy máme zatím pouze z pokusù na zví- ká aktivita u tohoto typu krevních bunìk lze pozorovat po pøidá-
In~z- øatech16,17. Pøedstavy mechanizmù tvorby mléka na moleku- ní kombinace 1,25D3 a kultivaèní tekutiny z kultury lymfocytù, Slg- lámí úrovní s ohledem na pøestup vápníku do epiteliálních stimulovaných lektinem23.

~ì bunìk ajeho pøestup do mléka nám zatím chybí. Z analogie je . v,. . v
Jako však zøejmé, že i zde je asi nutný intenzivní transepiteliální 1.4.2 Ovllvnem diferenclace bunek.

, transport vápníku do mléka podobnì jako ve støevì do krve 1,25D3 reguluje diferenciaci osteoklastù a makrofágù - dvou
r ) J,e a v ledvinì do moèe. bunìèných typù, o kterých se domníváme, že se odvozují od

p~- Ú v , . . spoleèného myelomonocytárního prekurzoru. In vivo i in vit-
u~le 1.4 .cast hor~onálního. systé~u vltammu p3 na mecha- ro v orgánových kulturách indukuje sice zvýšení rezorpce kos-

!llIS! mzmu prollferace, dlferenclace a apoptozy. tí, ale neovlivòuje rezorpèní aktivitu izolovaných osteoklastù.

:lck~ Velký zájem o vyjasnìní funkèního významu pùsobení deri- Vysvìtlení hledají Billecocq-ová a spol. v tom, že schopnost
'VO~1 vátù vitaminu D3 a zvláštì 1,25D3 na neèekanì rùzné druhy 1,25D3 spoèívá asi primárnì v ovlivòování proliferace a/nebo
leZl- tìlních bunìk vyvolala pøedevším skuteènost, že byla zjištìna diferenciace prekurzorù ve døeni kostní, což sekundárnì vede
strá- a potvrzena pøítomnost pøíslušného nitrobunìèného receptoru ke zvýšení poètu zralých osteoklastù.
1Sta- (VDR) také v leukocytech a aktivovaných T -buòkách. S ohle- Pro tuto pøedstavu mluví také in vitro experimenty na buòkách

dem na možné léèebné využití se úsilí mnoha laboratoøí ještì normální kostní døenì i na liniích bunìk transformovaných.
u ve zvýšilo, když se podaøila in vitro vlivem I ,25D3 diferenciace Shrneme-li výsledky, zdá se, že nejdøíve 1 ,25D3 indukuje dife-

leukemických bunìk v normální terminální funkèní buòky. Pro renciaci a maturaci linií myelomonocytárních bunìk smìrem
klinické využití in vivo zùstával však jeden velký limitující k mononukleárním fagocytùm spíše než k linii granulocytár-

. problém - prùvodní toxická hyperkalcemie! Následovalo ní. Pak stimuluje 1,25D3 tvorbu vícejademých bunìk podob-
J horeèné hledání deltanoidù (analogù vitaminu D), které by si nýchosteoklastùm (u dlouhodobých kultur døenì kostní). Tím

uchovaly co nejvìtší schopnost kontrolovat diferenciaci a pro- se zvyšuje podíl bunìk schopných rezorbovat kost24.
liferaci buòky, ale neovlivòovaly podstatnì hladinu vápníku
v krvi, Toto hledání s urèitými již konkrétními výsledky pokra- 1.4.3 Úèast na apoptóze. V tomto ohledu vliv deltanoidù není
èuje, jednoznaèný. Jsou rozdíly i u rùzných bunìèných linií jedno-
Udržování stálého poètu bunìk in vivo i in vitro závisí na vyrov- ho druhu lidské rakoviny. Na pøíklad ameriètí autoøi zjistili, že
nanosti mezi bunìèným dìlením a apoptózou. Nekontrolova- nádorové mamární buòky linie BT47 a MDA-MB-23 I nevy-

. telný nádorový rùst tedy musí být dùsledek buï zvýšené pro- kazují (mìøeno fragmentací DNA) známky apoptózy po expo-
rpøi liferace nebo snížené apoptózy nebo obojího~ Proto také lát- zici4-72hodin s nejúèinìjšímdeltanoidemKH 1060 pøi jeho
ytu" ky, které mají vyvolat regresi nádorù, musí mít schopnost buï vysoké koncentraci (1 0-6M). Naproti tomu buòky linie MCF-
tem bránit proliferaci nebo aktivovat proces apoptózy. 7 po inkubaci 48-72 hodin s tímto analogem hynuly apoptó-
hny . v, . zou. Jeden z molekulárnì biologických rozdílù mezi buòkami
Ino- 1.4.1 Ovhvnenl prollferace. tìchto linií, které zatím známe, je to, že buòky linie BT474
k:te- Antiproliferatívní úèinky 1,25D3. V souèasné dobì máme a MDA-MB-231 exprimují mutovanou formu bílkoviny p53,
ov.ý již u rùzných linií specifických bunìk øadu experimentálních zatím co buòky MCF- 7 mají nativní (wi1d) typ p53w 25.
e~- dùkazù o antipro1iferativním pùsobení nejen fyziologického Studie in vitro na liniích gliomových bunìk (C6 a GHD) uká-
~l- 1,25D3, ale i de1tanoidù umìle syntetizovaných. Uvedu nìko- zaly, že 1,25D3 vyvolává tøetí den po 24hod. pùsobení tìžké
mm lik pøíkladù: cytotoxické úèinky. Opakovaný pokus na gliomových buò-
Intu A) 1,25D3 brání proliferaci Iymfocytù v závislosti na kách linie C6 tento nález potvrdil. Zjištìná fragmentace D~A
an- dávce, které jsou buòky vystaveny. Zdá se, že tato inhibice byla identifikována jako intranukleozomální, zvýšené hodno-
:ha- rùstu má vztah k afinitì vazby derivátù vitaminu D3 na VDR, ty c-MYC a transkriptù tkáòové transglutaminasy souhlasily
:al- protože jen vysoké koncentrace pøirozených derivátù s níz- s obrazem apoptózy. Za stejných pokusných podmínek pri-
ých kou afinitou vykazují antiproliferativní úèinekl8. B) Pouèné mární astrocyty krysího mozku zùstaly po pùsobení 1,25D3
,ém jsou výsledky experimentù in vitro s liniemi normálních lid- nezmìnìny26. 1 ,25D3 je jednou z látek, které indukují v ner-
ras- ských a hlodavèích fibroblastù. O kožních fibroblastech vovém systému tvorbu nervového rùstového faktoru, který
lte- víme, že exprimují VDR, a že 1,25D3 u nich pøi pìstování hraje dùležitou roli pøi neuronálnì cílených interakcích v moz-
D3 v jednovrstevné kultuøeinhibuje proliferaci 19. C) Ménì pøe- ku pozdnì embryonálním a dospìlém. Tyto informace
uto hlednéjsouvšakpomìryunìkterýchdalšíchtypùbunìk.Tak z poslední doby vzbuzují urèitou nadìji pro léèebné zásahy
ha- ku pøíkladu u bunìk rakoviny mléèné žlázy. Výsledky dosa- u nádorových a degenerativních onemocnìní nervové tkánì27.

vadních experimentù zamìøených na pùsobení deltanoidù
D3 u linie MCF- 7 jsou do jisté míry, jak uvidíme pozdìji, pøe- 2. ÚVOI? DO BIOLOGIE SYSTÉMU VITAMINU D3
m.u kvapivé. Ukázalo se, že 1,25D3 ve vyšších koncentracích V BUNKACH LIDSKÝCH NADORÙ
IÈl- proliferaci inhibuje, pøi velmi nízkých koncentracích ji ale 2.1 Malignity hematopoetického a imunitního systému.
To podporuje20. Jak jsem se již zmínil, na poèátku osmdesátých let se objevi-
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10 nìkolik prací, které svìdèily pro to, že aktivní hormonální cytární diferenciace nádorových bunìk typu HL-60 nebo ve
látka 1,25D3 indukuje u nìkolika linií leukemických bunìk smìru jejich dobrovolné smrti - apoptózy32.
(vèetnì linie HL-60) diferenciaci ve smìru monocytové ces- Skupina vedená G. P. Studzinskim zjistila, že pùsobení 1,25D3
ty. Ponìvadž tohoto úèinku lze dosáhnout témìø pøi fyziolo- na buòky HL60 pøed aplikací látek poškozujících DNA (I-B-
gické koncentraci, není divu, že od té doby je považován D-arabinofuranosyl cytosinu a hydroxy-urei) vede ke snížení
1,25D3 za pøirozený regulátor diferenciace makrofágù také in výskytu apoptózy, zpùsobené tìmito látkami. A však ztráta via-
vivo a nebýt jeho hyperkalcemického úèinku i za perspektiv- bility bunìk se zvýšila, když sled aplikovaných látek byl obrá-
ní látku pro léèbu leukemických nemocných. Pro nedostatek cený!33 Další analýzou mechanizmu tohoto jevu prokázali, že
místa, všimneme si v této hemato-onkologické kapitole jen 1,25D3 rychle snižuje expresi protoonkogenu bcl-2, což vylu-
nových poznatkù u bunìèné linie HL-60. Buòky této linie jsou èuje zásah BCL-2 do ochraného úèinku hormonálního derivá-
totiž široce používaným modelem pro výzkum pùsobení dife- tu vitaminu D334. Rychlost protektívního úèinku 1,25D3 sou-
renciaèních a cytotoxických látek na leukemické buòky. hlasí s hypotézou, že aktivace monocytového diferenciaèního

programu dostaèuje k interferenci s programem vedoucímLidská promyelocytová leukemie - linie HL-60 k bunìèné smrti apoptózou!

Antiproliferativníúèinekl,25D3adeltanoidu.48hodinpo v',.,v , v ,pøidáni 1,25D3 ve vysoké koncentraci (nad 4x 1 O-1M) do kul- 2.2 V bunkach nadoru mlecne zlazy.
tury HL-60 bunìk objeví se zástava proliferace v G I fázi V buòkách benigních nádorU mléèné žlázy.
bunìèného cyklu, která dosáhne maxima po 96 hodinách. Sou- Zatím máme k dispozici jen velmi málo informací o pomìrech
èasnì lze v buòkách prokázat výrazné zvýšení obsahu speci- VDR u mastopatií a benigních nádorù mléèné žlázy ženy. Od
fické bílkoviny CD! p27Kipl, což podporuje domnìnku, že ten- první studie, ve které byly zveøejnìny výsledky vyšetøení u 3
to inhibitor kinázy závislý na cyklinu je jedním z hlavních pro- benigních nádorù ( fibroadenomu, fibroadenose a benigním
støedníkù (mediátorù) antiproliferativního pùsobení deltanoi- papilomu) s hodnotami 0,40; 1,5; 6,8 fmoVmg bílkoviny, uply-
dù. Znamená to také, že bílkovina p27Kipl je významným nulo již hodnì let35. Nedávno jsme mìli možnost na našem pra-
kandidátem na regulátor bunìèného cyklu, který blokuje vstup covišti vyšetøit VDR u 17 fyloidních nádorù mléèné žlázy.
HL-60 buòky do S-fáze. Zvýšení hladiny této látky je závislé U 60% znichjsme prokáza1ijehoexpresi. Jen 36% nádorù vyka-
na koncentraci 1,25D3 aje provázeno zvýšením dvou dalších zovalo hodnotu VDR nad 10 fmoV mg bílkoviny, kterou pova-
bílkovin - cyklinu D a E, jejichž koncentrace normálnì vrcho- žujeme za hranici klinické pozitivity. Incidence výskytu je vìt-
lí ve støední èásti fáze G 1 a v dobì pøechodu z G 1 do S fáze28. ší, vezmeme-li v úvahu i další vyšetøené vzorky u téže nemoc-
Pøechodnì se zvýšuje v této dobì i bunìèná hladina bílkovi- né (70% exprese a 53% klinické pozitivity). Zdá se, že buòky
ny p21 Cip/Wafl. skupiny nádorù bez exprese VDR mají specifický fenotyp: nel-
Deltanoidy jako diferenciaèní faktor. Avšak 1,25D3 je pro ze u nich prokázat výskyt kombinace ER+PgR- a ER-PgR-36.
buòky linie HL-60 také stimulátorem jejich diferenciace. Tyto v , ."., v , v ,
buòky pìstované v kultivaèní tekutinì s pøídavkém séra se V bunkach mahgmch nadoru mlecne zlazy.
pùsobením 1,25D3 v koncentraci 10. 1M diferencují ve smì- 1,25D3 a VDR v buòkách primárních nádorn rakoviny mléèné žlázy.
rukmono~ytùm.Jakodùsl~dek,to~otopùsobení 1,25D3bylo Mnoho bunìk zhoubného onemocnìní si ponechává podle
zaznamenan~ postupné zvy~em mtrobunìè?é,ho I?H (ze 7. ~J dosavadních zkušeností schopnost syntetizovat VDR. Poèty
na 7 .3): ~tere ~os~lo maXIma po 48 hodl~ac~ l~kubace. vyšetøených nádorù mléèné žlázy na VDR nejsou dosud vel-
Odpovl~a to ~VìjŠI~U .pozna~u" že artefic~elm mtrobunìè- ké; skuteèná frekvence publikovaných pozitívních nálezù se
ná alkal~zace, ~I?dukuje dlf.ere~clacl monocytli. pohybuje pravdìpodobnì kolem 60% - 70% (TAB.). Zjištìné
Synergle.s :ucmkem retmoldù. Opak~~an,ì byl? pro.k~á: receptory jsou vysoce specifické pro 1,25D3.
no, ~e u ~lme ~:6~ ,:edle 1,25D~ m~jl vyrazny lnhlb!èm U primárních nádorù mléèné žlázy nebyla zjištìna korelace
(~tlprol!ferativm) \;'ème.k t~é retinOldy.- all trans retino- mezi hladinami VDR a receptory estrogenu, progesteronu, ev.
va kyselina (at,RA) I 9-ClS r~tinová kys~lm~ (9cRA). ~o~- androgenu a glukokortikoidù. Rovnìž nebyl zjištìn vztah mezi
èasné pùsobem 1 ,25D~ (ale I øady s':jntetickych delt.~ol~U) VDR a stavem menstruace, výsledky izotopového vyšetøení
a atRA. (~eb~ ~c~a) pøi koncentra~ll~O nM má a~ltivm až kostí, výskytu metastáz v mízních uzlinách nebo histologic-
syn~r~lsticky uèmek.; d~sahnem~ tím temìø totální?o zas~ - kým typem primárního nádoru37, 38, 39. Prognostický význam
veDl rostu bunìk. SlIny synerglsmus by mohl byt VYUŽIt není zatím znám studuje se v prospektívních studiích.
léèebnì nebýt okolnosti limitující - úèinku 1 ,25D3 na meta- '

bolismus vápníku, vyvolávající hyperkalcemii, Proto se usi- 1,25D3 a VDR v buòkách bunìèných linií rakoviny prsu.
lovnì hledají .deltanoidy s minimálním ~alcemic~ým úèin: V souèasné dobì známe øadu bunìèných linií rakoviny prsu,
ke~. Dva z n!ch. - MC?03 a ~B 1089. - jso.u na~ìjn,é. ~m které exprimují VDR. Také zde, pro nedostatek místa, uvedu
z mch má pøinejmenŠlm stejnou antiprollferativm a dlfe- zatím nejvíce studovanou linii získanou ze tkánì rakoviny žen-
renciaèní aktivitu pøi monocytovém dozrávání. Druhý - ana- ské mléèné žlázy - linii MCF- 7.
log EB 1089 - je dokonce úèinnìjší než pùvodní molekula
1 ,25D3, zvláštì když se použije v nižší koncentraci! Zdá se Bunìèná linie rakoviny prsu MCF-7
tedy, že ko~binace úèinn.ých reti~oid~ a del!anoi,dù je dob- Pùvodní buòky této linie pochází z pleurálních metastáz
r~u a nad~jnou ces!ou pøi hledám optimálmch lekù nìkte- nemocné ženy s lobulárním karcinomem prsu40. Všeobecnì je
rych ïru?U l,e?~erme3o.. , ,. .., , považována pøedevším za výborný model pro studium recep-
Apoptoticky ucmek deltanoldu. Velky zajem klmlckych blO- torù steroidních hormonù u zhoubného onemocnìní tohoto
chemikù vyvolalo zjištìní, že kombinace souèasného pùsobe- orgánu. MCF- 7 buòky exprimují totiž estrogenové (ER), pro-
ní 1,25D3 (1,25x10-9- 3,lx10-10M) a 9cRA (5x10-1) v uvede- gesteronové (PgR) androgenové (AR) i glukokortikoidní
ných koncent;a~íc? a za n~pøítomnosti séra v kultuøe bunìk receptory (GR). '

~L-60 ~yvolava z~stavu ~s!uoa apoptózu31. Dùkladnou ~a- Pro maximální rùst in vitro a pro vývin nádorù zimplantátù u nahé
lyzou teto ~po~~prace retinoldu (atRA a 9cRA) a delt~o~du myši in vivo je nutná fyziologická hladina estradiolu v kultivaèní
(1,25D3) Z~l~tlh Bunce a.~p,01.(1995), -že ho~not~ ~ouzltych tekutinì nebo v krvi zvíøete41, Z funkèního Wediska není jistì bez
koncentracI jSO~ ro~hodujlCI pro typ ~~sled~eho u~mku, a ž,e zajímavosti skuteènost, že buòky MCF- 7 jsou schopny rezorbo-
vhodnou .kombl?aCI,by se ,~ohlo dOClht opnmálmc? podIll1- vat devitalizovanou kost, ve které byly znièeny pomocí ultrafia-
nek pro dlferenclaèm terapll buï ve smìru neutrofilm a mono- lového záøení všechny buòky rezorbující normální kost42,
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I/e Tabulka vyšetøených VDR u nádoru rakoviny prsu: OCT 3x týdnì po dobu 1 mìsíce rovnìž potlaèilo rùst MX-l
Autoøi Rok Poèet Poèet Procento nádoru, který je ER-, rovnìž v závislosti na dávce bez vzestu-

)3 vyšetøených pozitivních pu koncentrace vápníku v seru. Jejich výsledky tedy ukazují
B- na to, že OCT potlaèuje rùst ER - i ER + karcinomù prsu in vivo
ní 1980 11 8 64% bez nebezpeèí hyperkalcemie ažeuER+ nádorù mùže býtúèi-
a- nek OCT umocnìn tamoxifenem48.
á- 1981 54 43 80 % Pøibližnì ve stejnou dobu testovala holandská výzkumná sku-
re pina z Erasmovy univerzity v Rotterdamu ve spolupráci s dán-
u- 1984 68 51 75 % skou farmaceutickou firmou Leo Pharmaceutical Products na
á- téže bunìèné linii možnost synergismu inhibice rùstu pøi sou-
u- 1986 263 153 58% èasnémpodávánítamoxifenuadeltanoidù. Došla k závìru, že
10 deltanoidy interagují se stimulací E2 nepøímo. Souèasné podá-
m Lang 1987 50 34 68% vání tamoxifenu (TAM) a 1,25D3 zvyšuje u MCF-7 bunìk

aspol,55 inhibici rùstu pøibližnì o 15% (ze 70% u TAM na 83% v kom-
b ' .)49 Berger 1987 43 78 % maCl.

a spol,56 Deltanoidy a retinoidy, MCF- 7 buòky jsou, podobnì jako
øada jiných linií ER+ bunìk rakoviny prsu, citlivé na inhibici

:h Pøitažlivost této linie spoèívá pøedevšÍm v tom, že buòky MCF- proliferace vlivem pùsobení retinoidù5O. Mechanizmus jejich
Id 7 jsou ovlivnitelné øadou hormonálních systémù, mají cha- antiproliferativního úèinku neni zatim zcela podrobnì znám.
3 rakteristiky dobøe diferencovaných epiteliálních bunìk a rea- V mnoh~ pøipadech.jiných.linií, však v~me, ž~ potlaè~ní rùstu
m gují na zmìny nejbližšího okolí expresí morfologických bunìk vl1vem kysel1ny retinove (RA) je spojeno s naslednou
Y i funkèních znakù. diferenciací a, v pøíp~dì bunìk malignich, se zvratem k nor-
a Pravdìpodobnì prvni, kdo prokázali, že MCF- 7 buòky synte- málnímu fenotypu. Uèinek souèasného pùsobení kyseliny
Y tizují i receptory pro 1,25D3 byli Eisman s australskými spo- retinové (RA) a .1,25D3 na buòky MCF- 7 testoval~ Bv~laguer
a lupracovníky v roce 1979. VDR této linie jsou identické s dob- a spolupracovníc151 tak, že pøechodnì transfektovall pnslušné
1 øe charakterizovanými receptory z cytosolu bunìk tenkého støe- receptory (RAR, RXR a VDR) ~o tìchto bl;ln~k. Ypr~vení RAR
t va a naprosto se liší od vazebných bílkovin lidské plasmy, kte- nebo RXR samostatnì nezmìmlo antagomstlcky uèmek RA na
;- ré transportují metabolity vitaminu D3 v krvi. Receptory jsou rùst bunìk, ale vpravení RAR v kombinaci s RXR tento anta-
Y nasyceny pøi koncentraci 1,25D3, která je velmi blízká nor- go.nistický úèi?e~ v~r.az.nì zvýšilo! Pøidání V~~ samo~ého
1- ,mální cirkulující krevní hladinì tohoto hormonu (0,4 x 10-10 Inlrnì antagomsticky uèmek 1,25D3 na rùst zvyšllo, zatím co
6. až 0,8 x 10-IOMIl). Z množství navázaného 1,25D3 pøi satu- kotransfekce RXR s nebo bez VDR rùstovì inhibièní úèinek

raci autoøi vypoèetli, že na jednu buòku MCF- 7 pøipadá pøi- neovlivnilo.
bližnì 4,500 vazebných receptorových míst43. " [ . 125D3 dl .d ' d;l; . . M ' ì ì álP y,IV , a e tanol una !lerenClaCI, amepom rn m o; Koncentrace VDR v buòkách linie MCF - 7: info~ací ~ vlivu ~~~tanoidù v to~to ohledu; Pøislušná ~ylý-
Eisman a spol.-197943 . . . , . , , . . . . . . . . . 4.500 VDR/buòka za dl~erenclace 611ml bunìk rakovmy rnléène žláz~ am.enckou

y . """ 31f V b' lk skupmou Elstnerové ukázala, že 1,25D3 a deltanoldy mduku-
1- Fmdlayaspol.-198v" , momgl. .' di" .. šh ' hl '.' N .. lì .š'. dkt. 8645 80 f V b ' lk JI lerenClaCl u v ec testovanyc mlI. ejSl n 1 1m m u o-

e Thomas,Slpson-19 mo mg 1 . di". b Id I 'dKHI060 v , I dk ìdè '
rem lerenClace y e tanOl . ys e y sv 1 pro

é l h'b 'V , t ' t ' I . 125D3 Inhl'bl.ènl' U' èl.nek hor- -možnost, že k regulaci proliferace adiferenciace vlivem deltan I Icm a an les rogenl v IV, . 'do d h " o , . . al ' È '. tami. '
è ti VDRe monální formy vitaminu D3 na rùst bunìk MCF- 7 a to v závis- no.~ u oc azl ruznyrm.~lg~ lza mrm .ce~ ,s ~ as .

, losti na koncentraci v kultivaèní tekutinì je nespornì proká- Jej lch, nálezy .ko~trastujl ~ lnfo~ace~ zlskany~.o buòk~ch
:i zán, V posledních letech byly testovány na linii MCF- 7 bunìk akutnl.myelold~ leuke~e,.u ~ch tOti~ zás~va JejIch prolife-
lí i laboratornì pøipravené deltanoidy - analogy 1 ,25D3, které se race a mdukce dlferenclace je uzce spojena.

ukázaly být, rovnìž silnými antiproliferativní~i !á!kami. WELSH a spolupracovníci vyšetøili markery apoptózy, aby
11 Nìkteré, z mch d~ko?ce s mn?honás~bnì ,VìtŠl~ uèl~~~m objasnili typ bunìèné smrti bunìk MCF- 7 po pùsobení 1,25D3.

~ s,me?šlm kalcerm.ck~~ pot~nclál:m. Slgn~zaè,m cesta jejl~h Ve svých závìrech potvrdili, že 1 ,25D3 zpùsobuje inhibici rùs-
uè1~ku na mol~kul~l ~rovm využlvá VDR . Vysledk,em pat- tu MCF- 7 bunìk pøevážnì indukcí apoptózy , která je charak-
ránl po ~hodny~h,denvatec~ hormonu 1 ,~5~3 bez VìtŠl hyper - terizována kondenzací cytoplasmy i chromatinu, reorganiza-

I, ~alceIll1cké akt~Vlty na I;>°èatku deva~esatých let ( v laborato- cí bílkoviny jaderného mitotického aparátu a zvýšenou expre-
l nch ~poleènostl ChugaloPharmaceutlcal ,Co., L~d. v Tokyu ) sí clusterinu v nepøítomnosti DNA fragmentace. V paralelních
- b~lalzolacedvouan~ogu~aprostoopaènych~P?: 1.lalfa,25- studiích pozorovali tito autoøi, že EBI089, analog vitaminu

dlhydrox!-~2-oxa':ltaml~ D3 (2~-?xacalc,ltno~: OC~) se D3 s minimálním hyperkalcemickým úèinkem, indukuje rov-
sch?pností ~lferencla~e a slInou akuyltOU antiprol1feraèm, ale nìž apoptózu u linie bunìk MCF- 7. Tyto nálezy by mohly svìd-
s ,mzkou nachylnosu k vyvolávám ka~cem~e. 2. lalfa,25- èit pro pøedstavu, že deltanoidy pùsobíjako koordinaèní regu-

l dlhydro~y-~8-(3-hydroxypropoxy) :ltam.l~ ~3 !ED- 71) látoøi jak proliferace tak apoptózy. To by pak pøedstavovalo
~ s kalce~Ickyr.n charakt~rem a. ~?žnosu. V':/?ŽlU pøi le~bì.on~- rozumný dùvod pro stanovení úèinnosti deltanoidù (analogù

~o~nìm ko,su. Ja.ponšu autoøi JlZ zveø~jml1, že OCT lnhibuje vitaminu D) pøi aktivaci apoptotické signalizaèní cesty u bunìk
) mvltroprol1feraclbunìkrakovmyprsujakER+(MCF-7,.T4~~ rakoviny prsu. Tatáž americko-kanadská skupina srovnala

D aZR-75-1) tak ER- (MDA -MB-23 I a BT-20) a to sIlnìjI úèinky 125D3 aEBI089 na kinetiky bunìèného cyklu. Zjis-
í než 1,2~D3!~7 OCT !estovali autoøi t~é in vivo po ~mplanta~i tilajediný rozdíl: EB 1089 je l00x úèinnìjší53.

bunìk hd.ske ra~ovmy prsu,s ~R+ 1 ~R- athY~lcké m.yšl. Závìr, Zámìrem tohoto èlánku bylo pøedevším upozornit kli-
5 U MC~- 7 nádoru s ER+ p<?daval1 peroralnì OC! 1 tamoxlfen nického onkologa na možnosti budoucího pøíznivìjšího pøístu-
í 5x za!yde~ po ~obu 1 mì~lce. Doš~o,k.potlaèem rùstu nádoru pu k chemoterapii resp, hormonoterapii nìkterých nádorových
~ v závlslosu,na davce. Protinádorovy uèm~k 1.0 Ug/k~ OCT byl onemocnìní využitim regulaèních vlastnosti hormonálního systé-

sro~natelny s dávkou 2.0 ~g.fkg:amo:xlfenu. ~aYl~ pozoro- mu vitaminu D3. Struèný základní pøehled doplnìný pøíklady
vah? t~ch!o ná?orù syneglsticky ~rounádorov~ u~mek,sub: z doposud nejvíce zkoumaných oblasti onkologie v tomto smì-
maxlmalmch davek OCT a tamoxnenu. Peroralm podavánl ru by chtìl pouze navodit širší diskuzi na toto téma.
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