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Souhrn: V posledni dob& se zvysil zdjem o n&které derivaty vitaminu D3 v souvislosti s moZnym léZebnym vyuZitim také
v onkologii. Smyslem tohoto velmi struéného piehledu je piibliZit klinickym onkologéim sou¢asné poznatky a pracovni pred-
stavy o funkci tohoto zajimavého systému v cilové buiice normalni i transformované. Pfem&na vitaminu D3 v zdkladni hor-
mondlni derivét - 1,25dihydroxycholekalciferol -, jeho transport v krevnim fe&isti a jeho vstup do cilové buiiky i popis speci-
fického nitrobun&¢ného receptoru, ktery jako Golem jej pfijme a sém se tim stane molekularné biologicky aktivni - to vie je
%fedmétem Casti prvni, ivodni.

ast druha shrnuje n&které zakladni publikované informace o funkcich a zpiisobu piisobeni dihydroxycholekalciferolu a jeho
receptoru v buiikich cilovych tkéni a o pomérech v nadorovych tkénich tdch organi, kterym zatim vyzkum vénuje nejvatsi
pozornost tj. malignit krvetvorby a nadorti mlé¢né ¥1azy. Tato druh4 &4st je pouhym dvodem do problematiky onkologické
kapitoly molekulové biologie systému vitaminu D3 a jeho pfirozenych i synteticky pfipravenych derrivati. M&l by slou%it
k ivahdm o novych moZnostech nadorové terapie, doufejme mnohem t&eln&jsf a vyhodn&jsi nez souasna chemoterapie.
Kli¢ova slova: Vitamin D3, serov4 vazebna bilkovina 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 of Vitamin D3 into its basic hormonal derivative (1,25 dihydroxycholecalciferol), its transport in
the blood bed and entry into the target cell. 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.

CAST 1.

Uvod

Téméf kaZzdym rokem ziskavame informace, které podstatné roz-
Sifuji a dopliiuji nasi pfedstavu o plisobeni steroidnich a sekostero-
idnich hormona v cilové bufice. Obecn& lze fici, Ze k z4kladnim
déjim jejich pisobeni patfi pfedeviim vyvolani zm&n tercidrni ev.
kvarterni struktury specifického bilkovinného nitrobun&&ného
receptoru, jako je napf. jeho fosforylace, dimerizace, uvolnéni se
z vé&t8iho komplexu s HSP-90 (bilkoviny tepelného ¥oku o m.h.90
kDa). Tim doch4zi i ke zm&nam v interakcich receptoru s n&ktery-
mi bun&nymi komponentami jako jsou napi. DNA, RNA nebo
Jjaderné bilkoviny. VSechny zmény receptoru pfispivaji konec kon-
ci k tomu, aby se tato bilkovina v nové trojrozmérné podobg stala
kompetentni pro ovlivnéni prepisu (transkripce) ¥ady specifickych
cilovych ,,pivotnich“ genii a tim navodila novou funkéni situaci
(v proliferaci, diferenciaci nebo smérem k apoptéze) dané buii-
ky.

Jsou vak znamy i Easné disledky puisobeni steroidnich 14tek, o kte-
rych nejsme ptesvédCeni, Ze by mohly byt pfimo zavislé na pfi-
sludnych receptorech. Patfi k nim napf. zm&ny membranového
potenciélu a aktivity fosfolipasy A2. To viak nebude pfedmétem
nalich dvah.

1.10,25-DIHYDROXYCHOLEKALCIFEROL (1,25 D3)
A JINE DERIVATY VITAMINU D3

1,25D3 je bioaktivni forma vitaminu D3 hormonalniho typu, kte-
ra mé velkou paletu biologickych ¢inki na normalni i patologic-
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kou buiiku(!) . Pfedevsim je dobfe zndm jeho vyznam v metabo-
lismu minerélt a kostni tkdn€. V osmdesatych letech byla viak pro
tuto latku postupné potvrzena §irsi biologicka dloha, kterou jsme
pfedtim jenom tusili a pfedpokladali ze skutecnosti, Ze jeho recep-
tory (VDR) jsou pfitomny i ve tkanich, o kterych bezpe¢ng vime,
Ze nehraji v mineralnim metabolismu vyznamnou tilohu. Ukazuje
se, Ze 1,25D3 je mimo jiné i hormon imunoregula¢ni a dileZity fak-
tor diferenciace.

Masumoto a spol. (2) prokazali v roce 1988, Ze vitamin D3 (chole-
kalciferol) je hydroxylovén v jaternich buiikach mitochondridlnim
enzymem 25-hydroxyldzou (cytochromem P-450) na 25(OH)cho-
lekalciferol (25 D3), ktery je pfeddvan do krevniho feiits. Jeho
hladina v krvi je u starSich lidi ¢asto niZ3{ neZ u mladé populace,
pravd&podobné v diisledku mensi expozice jejich kiiZe slune¢nim
paprskiim a horsimu vstfebévéni vitaminu D3 z potravy ve stfevé.
Ve tkani ledvin se 25 D3 déle oxyduje na uhliku C1 a vznik4 vlast-
ni hormonaln€ G¢inny 1,25D3. Také sérova koncentrace 1,25D3 se
s v€kem sniZuje, snad i v ditsledku sniZujici se aktivity 1-hydroxy-
lazy v ledvinéch. Hladina sérového 1,25D3 m4 tendenci k niZ$im

Hlavni pouZité zkratky: 1,25D3 = 1,25-dihydroxycholekalciferol; syn. calcitriol
VDR = receptor vitaminu D3
VDR* = aktivovany receptor = transkripéni faktor
VDRE = ement odpovédi vitaminu D3
RA =retinové kyselina
atRA =all - trans - retinové kyselina
RAR = receptor retinové kyseliny
RXR =receptor all - trans - retinové kyseliny




OPRAVA

V 1. ¢isle tohoto ro¢niku doglo v €ldnku Hormon4lni systém vitaminu D3 a onkologie (str. 12-21) k politovénihodné technické chy-
b€ v ¢islovani literatury k II. &4sti Elanku. Prosime proto &tendfe, aby laskavé od &fsla citace v textu IL &4sti odedetli 2, a tak ziskal

spravné €islo citace v seznamu literatury II. &4sti. Tak napf. citace &. 3 v textu I ¢4sti ma &. 1 v seznamu. Redakce se za toto nedo-
patfeni omlouva.
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hodnotdm u Zen postmenopauzélnich a zvy3uje se u nich po 16¢b&
estradiolem. Z ledvin putuje pak 1,25D3 krevni cestou k butikdm
cilovych orgénti. (SCHEMA 1).

2. TRANSPORTNI PLASMATICKA VAZEBNA BIL-
KOVINA VITAMINU D3 A JEHO DERIVATU

Transport vitaminu D3 i jeho hormonalnich derivati v krev-
nim fe€isti zajidtuje specifick4 transportni bilkovina - plaz-
maticka vazebna bilkovina vitaminu D3 (DBP - vitamin
D binding protein) (3). Historie jejiho objevu je zajimava.
Piavodné byla zjiSt€na pfi identifikaci skladby alfa-2 globuli-
ni lidského séra v roce 1959 Hirschfeldem jako bohat skupi-
nov¢ specificka slozka a nazvana prost& Ge (group-specific
component) (*). Velmi brzy se stala pfedmétem velké pozor-
nosti hlavné proto, Ze se vyzna¥ovala vyraznym polymorfis-
mem geneticky podminénym a pfedstavovala tak vyhodny
marker pro genetické studie. Vedle v&tsiho podtu neobvyklych
a vzacné se vyskytujicich izoforem této bilkoviny byly zjitg-
ny 3 zakladni fenotypy: Ge 1-1, Ge 2-1 a Ge 2-2, které se vysky-
tovaly v rlizné kolisajicim pom&ru po celém svéts. Zdslo se,
Ze jsou diisledkem existence dvou autozomélnich alel na jedi-
ném lokusu. Dnes vime, Ze existuji 3 nejroziifen&jii alely -
Gc18, GelF a Ge2, které koduji celkem 5 izoforem: kaZda
2 Gcl alel koduje dvé a Ge2 jednu (5, 6). V roce 1975, byla pro-
kazana bezpe¢né identita mezi Ge-bilkovinou a DBP (7, 8).
Syntéza DBP (Gc) probihé vylu&ng v jaternich buiikach (9).
Bilkovinu tvofi jediny, teplotn& velmi staly, polypeptidovy
fetézec o molekularni hmotnosti pfibliZzn& 52-58 KDa. Pro
vazebnou funk&nost bilkoviny je rozhodujici jeji tercidrni
struktura zaji§fovand pfedeviim specifickym podtem disulfi-
dickych mistki, potfebnych k vytvoreni prostorovych iitvart
jak pro vazebné misto ligandu tak i pro antigenni determinan-
tu nebo determinanty protilitky (1%). Sekvence 41 N-konco-
vych aminokyselin u viech tfi hlavnich forem DBP je shodn4.
Potita¢ovou analyzou byla tato sekvence shled4na ptibuznou
se sekvencemi lidského sérového pre-proalbuminu a pre-o:-
fetoproteinu, coZ je dal3i podpora hypotézy, Ze 3 hlavni plas-
matické multitransportni bilkoviny - DBP, albumin a o-fetop-
rotein - pochdzeji ze stejné ancestrélni bilkoviny (1),

300 - 600 ug/1 1ze povaZovat v lidském séru za fyziologickou
hladinu, béhem t€hotenstvi dochazi k vzestupu hladiny. Or4l-
ni kontraceptiva (estrogen-progestageny) zvy3uji u mladych
Zen jak hladinu DBP tak i 1,25D3, koncentrace 25D3 viak
zlstiva beze zmé&n (12).

Dominantni funkci DBP je vazba (a tim do¢asn4 inaktivace)
vitaminu D3 i jeho hormon4lnich derivatd a jejich transport
krvi k cilovym buiikdm. Dal3i schopnosti této bilkoviny je
depolymerizace aktinu a vytvéfeni komplexu DBP-aktin-DN4-
za (deoxyribonukle4za I). Funk&nost a smysl t&chto mezibil-
kovinnych vazeb neni zatim zcela objasn&n. Pfipomin to inter-
akci hemoglobin-haptoglobin nebo vazebné bilkoviny retino-
lu s prealbuminem (13).

Experimentélné na kultufe hepatocytit (Hep 3B) byly zjist&-
ny v roce 1995 prvni informace o mechanismech regulujicich
tvorbu a tedy i cirkulujici hladinu lidské DBP. Ameriéti auto-
fi (14) mé&fili syntézu DBP(Gc)mRNA a mnoZstvi sekretova-
né bilkoviny po pisobeni cytokind a hormont. Vybrali tako-
vé, o kterych se vi, Ze ovliviiuji syntézu jinych bilkovin jater-
niho pivodu. Zjistili, Ze interleukin 6 (IL-6) a dexametazon
zvy3uji syntézu DBP dvojnasobng, zatimco transforma&ni
riistovy faktor B (TGF-B) ji sniZuje a¥ p&tindsobné v z4vis-
losti na ddvce.

3. VSTUP 1,25D3 DO CILOVE BUNKY

Prvni informace o vstupu 1,25D3 do buiiky mame z pokust in
vitro, a to v&tSinou na kulturich linii malignich bungk (15, 16),
Skute¢né fyziologické pomeéry in vivo budou asi jiné. Je nut-
no brat v iivahu transportni komplex 1,25D3:DBP. Obecn&
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nutno fict, Ze naSe pfedstavy o tom, jak se steroidni a thyreo-
idni hormony dostavaji do cilovych bungk, jsou zatim stale
nepfesné a nedplné. Mame k dispozici dva funk&ni modely.
Prvni, ktery byv4 oznadovan jako ,nutrient typ* (17), pfedpo-
kladd na bun&¢né membréné cilové butiky specificky receptor
pro komplex transportni bilkoviny (v nafem p¥ipadé DBP)
a hormonu (1,25D3). Po navizéni tohoto holoproteinu dochs-
zi pomoci endocyt6zy k internalizaci ligandu, kterd mazZe
anemusi byt spojena s destrukci transportniho nosice. Obvyk-
le ale dochazi k recyklizaci receptoru membranového. Ditka-
zem opravnénosti této pfedstavy jsou vysledky pozorovani
endocyt6zy serum albuminu, o-fetoproteinu i DBP u lidskych
lektinem stimulovanych T-lymfocytd (18). V tomto piipadé
DBP, znacené peroxidazou z kfenu, byla v malém mnoZstvi
internalizovéna nepovle€enymi vezikuly, endozomy a byla
smérovana do multivezikularnich t&lisek a nakonec do lyso-
zomil.

Druh4 moZnost, oznatovana jako typ ,.hormonalni*, spociva
v pfedstavg, Ze nedochazi k interakci transportni bilkoviny
s membrénovym receptorem, ale Ze se v t&sné blizkosti bunég-
ného povrchu cilové buitky vlivem specifickych podminek tké-
fiové tekutiny ligand z nosi¢e uvoltfiuje a proch4zi membranou
(17, 15). V osmdesétych letech tato pfedstava ptevaZovala pod
vlivem zkuSenosti s estrogeny.

Jsou oviem moZné jesté dalsi ivahy. Napfiklad neni vyloude-
nd ani moZnost, Ze existuji specifické buitky se schopnosti
membranove vézat transportni holoproteiny a tim vytvafet
vysoké koncentrace uvoln&nych ligandi pro potfebu soused-
nich bun€k uritého typu. Internalizace apoproteinu by pak
mohla byt mechanizmem likvidace nosice. Existence speci-
fickych membranovych receptort pro komplex DBP:1,25D3
napovrchu T a B lymfocyti (19, 20) neni zatim s definitivni plat-
nosti prokazana (17, 18),

4. RECEPTOR 10,25-DIHYDROXYCHOLEKALCIFE-
ROLU (VDR) - STRUKTURA JEHO GENU A VLAST-
NI BILKOVINY

Jak jiZ n€kolikrat bylo fe¢eno, VDR je nitrobunécna recep-
torova bilkovina, umoZiujici biologické piisobeni hormonu
1,25D3 v cilové buiice. Je zde pfitomna ve velmi nepatrné kon-
centraci - pfiblizné€-0,001% z celkovych bilkovin buiiky. Po
navizani 1,25D3 zisk4v4 tato bilkovina zptisobem, ktery &4s-
te¢né popiSeme pozd&ji, novou schopnost - schopnost v pro-
storu bun&&ného jédra ovlivnit jako transkrip&ni faktor speci-
fickd mista na chromatinu a pfivodit tak zahajeni pfepisu (tran-
skripci) specifickych genii (21, 22). Produkce novych bun&g-
nych bilkovinych komponent, pfevaZn& enzymového typu,
vytvoli podminky pro sput€ni odli¥ného programu moleku-
lové biologie cilové butiky pfedeviim ve sméru dal3i jeji dife-
renciace. Z hlediska fyziologie organismu tyto nové genové
produkty ovliviiuji pfedeviim transport vapniku ve stfevé,
reabsorpci tohoto minerélu v ledvinich a metabolismus vap-
niku v kostech a mlé¢né Zlaze.

Od roku 1969 se snaZila fada laboratofi pomoci iontom&nico-
vychtechnik a gelové filtrace, véetn& chromatografie na sloup-
ci s imobilizovanou DNA, izolovat a pfecistit VDR nej&asté-
Ji z bun€k mukézy stfeva kufete. B&hem téchto pokusii bylo
nutno piekonat dvé velké obtiZe: relativng nizkou koncentra-
ci t&chto receptorovych bilkovin na jednu buiiku a vysoky stu-
peii jejich biochemické lability. Dlouhou dobu ztistdval otev-
fenou otdzkou vliv bun&&nych prote4z na velikost molekuly
VDR pfi izolaci.

Identifikace nitrobun&nych vazebnych bilkovin 1,25D3 se
podstatng zlepSila v dobé, kdy byla pfipravena monoklon4lni
protilitka (9A7gamma) proti kufecimu VDR (23, 24). Koncem
osmdesétych let se tak podafilo vyizolovat a pietistit dosta-
te¢né mnoZstvi bilkoviny VDR z pta&i tkan& (1987) (25, 26)
a pozdé&ji i z tkané krysi a lidské (1988) (27, 28, 29), Kombinaci
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Obecné schéma bilkoviny a genu VDR. Funkeni oblasti bilkoviny: C1 —
vazebna oblast pro DNA C2 a C3 — vazebn4 oblast pro hormon, pro hete-
rodimerizaci a oblast pro transkrip&ni aktivitu.

experimentalniho vyuZiti radioaktivné znaeného 1,25D3,
monoklondlnich protilatek proti VDR a testii vazby VDR na
DNA, denaturace a selektivniho proteolytického $tépeni VDR
byly ziskany prvni a zdkladni informace. Tykaji se nejen pri-
mérni struktury receptorové bilkoviny, ale i rozmisténi vazeb-
nych mist pro 1,25D3 a DNA i lokalizace centra imunologic-
ké aktivity VDR (vazebného mista pro specifickou protilat-
ku).

Struktura lidského dr genu a lidské VDR bilkoviny
(hVDR).

Struktura lidského genu pro VDR. Baker a spol. v roce 1988
(¥7) stanovili sekvenci kompletni cDNA hVDR izolované
z,.genovéknihovny* bun&k lidského stfeva a nddorové bunéc-
nélinie rakoviny prsu T47D. cDNA se sklad4 ze 4605 bp (base
pair): za vedouci nepfekladanou &4sti sekvence o 115 bp nésle-
duje tisek 1281 bp kodujici vlastni bilkovinu VDR. Plnych 3209
bp pedstavuje tedy zbytek sekvence nek6dujici bilkovinny pro-

dukt, kters na 3°-konci cDNA ukon¢uje (SCHEMA 2). Dikaz
o vé€rohodnosti této klonované cDNA pro hVDR byl podén jeji
expresi po vpraveni (transfekci) do bun€k COS-1, které fyzi-
ologicky VDR neexprimuji: Jedin4 nasledné syntetizovan4 bil-
kovina je nerozeznatelna od nativniho receptoru hVDR, pro-
toZe m4 identické obé fyzikalni vlastnosti (sedimenta¢ni kon-
stantu v sachar6zovém gradientu - 3.2S a charakteristicky
posun na 7S po navazani protilatky) i identickou afinitu pro
1,25D3 a jiné derivaty vitaminu D3 (%7).

Struktura bilkoviny hVDR. Primarni struktura hVDR je tedy
znidma od roku 1988 (SCHEMA 2). Srovnani této sekvence
s primarni strukturou jinych receptoril steroidnich hormont
jasné€ ukazuje na pfisluSnost k této rodin€ jadernych tran-
skrip&nich faktori pfitomnosti spolenych charakteristickych
znakf. Podrobngj3i analyza pfedeviim sekvence vazebné
oblasti DNA (C1) prokézala, Ze strukturalni podobnost odpo-
vida spiSe podskupin& této rodiny, kam fadime receptor hor-
monu 3titné Z14zy a receptor retinoidd. TEmé&F 50% homologie
v této oblasti bohaté na cystein, lysin a arginin, o které soudi-
me, Ze slouZi nejen k vazb& DNA, ale ptispiva i k transkripc-
ni aktivit&, je ndpadna. Z analogie se zndmymi strukturami
jinych transkrip¢nich faktori pfedpoklddame, Ze tato oblast
mé schopnost vytvafet tzv. prostorové ,,Zn2+-prsty“ vhodné
pravé pro vazbu s DNA strukturou.

Dal3i vazebn4 oblast, s podstatn€ mensf homologii, oznaco-
vani C2, leZi smérem k C-koncové &asti molekuly VDR a je
od DNA-vazebné domény oddé¢lena usekem asi 150 amino-
kyselin bez homologie s jinymi receptory této rodiny tran-
skrip&nich faktorti. C2 oblasti za¢in4 ¢4ast molekuly, které pfed-
stavuje vazebné misto pro hormonélni ligand. Sem patfi i dal-
§1 velmi specifickd doména C3. RozloZeni funk¢nich domén
odpovida tedy obecnému schematu jak jej navrhl Beato (3!).
Existuji druhové rozdily ve sloZeni vazebnych mist v pepti-
dovém fetézci VDR. Je to zfejmé nejen tam, kde zndme pri-
marni strukturu tohoto receptoru, ale napf. i imunologicka reak-
tivita VDR bunék rozdilnych zvifecich druht vii€i monoklo-
nélnim i polyklondlnim protilatkam proti kufecimu VDR vyka-
zuje kvalitativni rozdily. Na druhé stran€ vSak vysoka
homologie, zikladni spolené vlastnosti a rysy u viech dosud
izolovanych VDR z rtiznych zvifecich zdroji jsou ditkkazem
evolu¢né starobylé molekuly.

CAST 1L

1.UVOD DO FUNKCNI CHARAKTERISTIKY PUSO-
BENI DELTANOIDU V CILOVYCH TKANICH

JiZ viivodu k prvni 4sti tohoto pfehledu jsem se zminil o tom,
Ze velkd &ast biologické odpové&di hormonélni dihydroxylo-
vané formy vitaminu D3 je umoZnéna jeji vazbou na nitrobu-
néény receptor, ktery se tak ,,aktivuje“2. Aktivni komplex
VDR* se uvolni z dosavadnich vazeb s jinymi cytosolovymi
bilkovinami buiiky a zaujme novy prostorovy tvar vhodny pro
jeho vlastni biologickou funkci - funkei jaderného tran-

skripéniho faktoru. Ten je schopny navazat se v buné€ném .

jadfe na specifické useky sekvenci DNA. Specifické sekven-
ce nazyvame elementy odpovédi - RE (podle anglického res-
ponse element). LeZ{ obecné v nepfekladané &4sti cilovych
gend. U 1,25D3 neni zatim Gpln€ jasné, zda se na elementy
odpovédi vitaminu D3 (VDRE) véZe jen jiZ aktivovany VDR*
nebo zda je moZnd i vazba neaktivovaného VDR s dodate¢nou
aktivaci navazanim hormonu. Nejvice prostudovanym je zatim
VDRE na génu lidského osteokalcinu.

1.1 Regulace transkripce a spoluprice s jinymi tran-
skripénimi faktory.

VDR a alfa-receptor retinoidu X. Pro VDR* identifikovali
Carlberg a spol.3 dvé tfidy VDRE. Jedna tfida je aktivovdna
v pfitomnosti pouze VDR* asi ve formé& homodimeru, druha
pak heterodimerem sloZzenym z VDR¥* a z aktivovaného alfa-
receptoru retinoidu X (RXR-alfa*). Vysledky studii posled-
nich rokd v tomto sméru podporuji pfedstavu, Ze RXR-alfa pfi-
spiva specifickym zpiisobem k transkripcni aktivité heterodi-
meru a tato vlastnost by mohla byt regulovana kyselinou 9-cis-
retinovou. Obecné se zd4, Ze RE jsou schopny rozliSovat mezi
riznymi dimery, coZ asi plati nejen pro derivéty vitaminu D,
ale i pro jiné steroidni hormony. To by oviem znamenalo, Ze
kombinatorickd komplexita signélnich cest steroidnich hor-
moni je v&t¥i neZ jsme pfedpokladali*.

VDR a c - MYC. DtivEjsi ndlezy ze studif exprese VDR u akti-
vovanych T- a B-lymfocytti, spolu s nilezy ze studii exprese
c-myc protoonkogenu u t&chto buné&k, inspirovaly skupinu
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americkych a anglickych badateli vedenych S.C.Manolaga-
sem’ k pfedstav¥ urité souvislosti mezi t&mito dvéma jevy.
QOvéfovali ji na eukaryotickych buiikach jiného typu. Srovna-
li dv& bun&¢né linie krysiho osteogenniho sarkomu. Linie
exprimujici konstitutivné relativn& vysoké hladiny VDR expri-
movala také mRNA pro c-MYC. Linie, ve které nebylo moz-
no detegovat VDR, neexprimovala tuto mRNA. Autofi ov&fi-
li je¥t& tuto skuteCnost na my$ich koZnich fibroblastech po
transfekci rekombinantniho plasmidu obsahujiciho lidsky c-
myc onkogen. MiZeme tedy pfedpokladat, Ze jista asociace
mezi expresi c-myc mRNA a expresi receptorové bilkoviny
pro biologicky a¢inny derivat vitaminu D3 skute¢né existuje.

1.2 Dosud zjisténé exprese cilovych gend.
Syntézy bilkovin Fizené transkripénim faktorem VDR

Nejvétsimu zajmu v oblasti vyzkumu funk&ni charakteris-
tiky piisobeni vitaminu D3 se t€¥i dvé& bilkoviny se speci-
fickou schopnosti vazby vapniku a dv& bilkoviny kostni
tkané.

Vazebné bilkoviny vapniku (CaBP) zavislé na vitaminu D3.
Viépnik a magnesium - dva dvojmocné prvky tvofi v buiikéch
zvla¥tni systém, rozhodujici o akutnim zapojovéni a vypinéni
fady signaliza¢nich a Zivot buiiky vyznamné ovliviiujicich
metabolickych cest. Jejich koncentrace v buiice je pfisné stfe-
Zena kontrolnimi mechanismy a systémem pojistek. Jednou
z nich jsou na pf. v bun&nych membranich vipnikové ,,pri-
chody*, kanalky. Jinou duleZitou regulaCni soucasti tohoto
systému jsou specifické bilkoviny, které vaZi a tim inaktivuji
vapnikovy jont. Vytvéfeji se tak zasobarny, z nichZ je moZno
tento signaliza¢ni a strategicky prvek opét uvolnit, a rozehrat
tak novou molekularn& biologickou partii.

Dosud izolované a do zna¢né miry mnohé i biochemicky cha-
rakterizované CaBP Ize dnes rozdélit do dvou zikladnich kate-
gorii: na zavislé a nez4vislé na vitaminu D3. Zavislost spoci-
vé v tom, Ze k zah4jeni syntézy t&chto CaBP je potfebna pfi-
tomnost transkripéniho faktoru ve formé biologicky ucinného
VDR*. V roce 1966 poprvé popsali Wasserman a Taylor exi-
stenci takové bilkoviny v builkdch sliznice tenkého stieva
u rachitického kufete po podani vitaminu D3¢. Pochod akti-
vace genu pro CaBP se odehrdvi, jak se domnivame, stejné
jako u produkti specifickych gent ostatnich steroidnich hor-
mond.

Do rodiny CaBP zavislych na 1,25D3 zafazujeme v souCasné
dobg vice produkti gend, které jsou ve sv€ expresi nebo jeji
modulaci z4vislé na metabolitech vitaminu D3. O dvou z nich
mame jiZ fadu dileZitych informaci. Jsou to 2 formy tzv. cal-
bindini, izolovanych ze stfevnich, ledvinovych nebo nervo-
vych bunék, jejichZ izoformy byly prokdzany v fadé dalSich
tkani:

1. Calbindin - D9k (CaBP-D%, iCaBP). Nejvice prostudova-
na je forma vyskytujici se v buiikéch tenkého stfeva - calbin-
din-D9k. Tato intestindini forma byla vak zjiit®na i v buii-
k4ch jinych orgéni: uteru, placenty a ledvin. Hraje kliCovou
roli pfi vstfebavani vapniku z potravy. Koncentrace této bil-
koviny v buiikach tenkého stfeva koreluji s aktivnim transce-
lularnim transportem vépniku. Jejim tdkolem je pufrovat
nadm&rnd mnoZstvi aktivné pfijimaného Ca?*, ktery by se jinak
stal pro stfevni buiiku zni¢ujicim elementem. Déle zvySuje
transceluldrni difdzi vapniku a podporuje rychlost jeho vylu-
Soviéni pfistu§nou ,,pumpou‘ v bazolaterdlni membrang buii-
ky. '

2. Calbindin-D28K (CaBP-D;s). U savci (na rozdil od ptaki)
nebyl calbindin o m.h. 28 kDa nalezen v tenkém stfevé, ale
v ledvinédch, v mozku a pfinejmensim ve tfech senzorickych
systémech (v bulbus olfactorius, ve vnitfnim uchu a sitnici)”.
Zname jeho primarni strukturu 3.%. M4 4 vazebné mista pro
vapnik a vaZe 4-6 molt tohoto prvku na 1 mol bilkoviny. V led-
vindch savci i ¢lovéka je exprimovan v buiikach té tubuldrni
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oblasti distalniho nefronu, kde dochdzi k selektivni reabsorpci
véapnikul®, V pokusech in vitro 1ze prokdzat, Ze pfitomnost 1,25D3
indukuje v ledvinové buiice aktivitu proteinkinizy C b&hem 24
hod. se soutasnou regulaci zvySovéni tvorby calbindinu-
D28K11.

Bilkoviny kostni tkané&. 1. Osteokalcin (synonymum - kost-
ni Gla-bilkovina, BGP). Tato bilkovina byla izolovéina z kost-
ni tkan&!2, Jeji syntéza z4visi nejen na piitomnosti derivatu
vitaminu D, ale i vitaminu K, ktery (podobn& jako u proth-
rombinu) postransla¢né zasahuje v peptidovém fet€zci do pie-
mény zbytkd glutamové kyseliny na zbytky kyseliny gama-
karboxy-glutamové (Glu na Gla). Pravé tato pfeména davé
osteokalcinu vazebné vlastnosti pro vapnik. Osteokalcin se
nachdzi pouze v kostech, kde je asi syntetizovéan osteoblasty.
Zafyziologickych pomérii organizmu se nachézi ve velmi niz-
ké koncentraci i v cirkulujici krvi. Zvy$eni jeho hladiny sig-
nalizuje bud patologickou situaci v metabolismu kostn{ tkédné
nebo vaZné sniZeni filtrace v ledvinéch. Je proto uznavén jako
vhodny biochemicky klinicky marker.

2. Osteopontin (synonymum - 44K BPP, sialoprotein 1) je
sekretovany, siln& Kysely, glykosylovany fosfoprotein, pfi-
tomny v demineralizované matrix kosti. Strukturilni studie
prokazaly, Ze osteopontin md 12-13 fosforylovatelnych mist
(jsou to zbytky serinu a treoninu)'?. Jeho pfesna biologicka
tiloha ndm zatim unikd. Vime, Ze se n&jak podili na vyvoji
a remodelaci kosti formou, souvisejici s mechanizmy mezi-
bun&éné adheze nebo adheze bun&k s podkladovym substra-
tem. Pravd€podobné participuje i na tumorigenezi a metasta-
zovanil4.

1.3 Utast systému vitaminu D3 na transportu vapniku ve
stievé, ledviné a mlééné Zlaze.
Transepitelidlni transport vapniku ve stfevé. Transport vap-
niku ze stfevniho lumina do krve zahrnuje aktivni a pasivni
cestu. Pasivni cesta je paraceluldrni (mimobuné¢né), neni
saturovatelna a jevi se byt nezdvisla na regulaci vitaminem D3.
Tato cesta je G¢inné po celé délce tenkého stfeva. Cesta dru-
h4, aktivni, je v mnoha bodech zévisla na vitaminu D3. Je tran-
scelularni, saturovatelnd, na pfisunu energie zévisla a je nej-
vyrazn&jii v duodenu a proximalni ¢4sti tenkého stfeva; v &és-
ti distdlni je nepatrn, témé&f zanedbatelna.
Mame k dispozici tidaje, které sv&d¢i pro 3 postupné kroky pfi
transcelularnim transportu - (1) vstup vdpniku do enterocytu,
(2) nitrobunéénd translokace vdpniku a (3) jeho vypuzeni
(extruze) pFes bazolaterdini bunécnou membrdnu. Viechny
kroky jsou ovlivnény vitaminem D3. Stupeti ovlivnéni jedno-
tlivych krokd je v8ak vyznamné rozdilny. Mechanizmy, kte-
rymi miZe vitamin D3 zvySit vstup vapniku pfes kartdCovy
lem rezorp&niho epitelu nejsou zcela objasnény. Z experi-
mentélnich vysledku je viak zfejmé, Ze jeho tiCinek nend limi-
tujicim krokem v tomto tseku vapnikového putovéni. Vitamin
D3 kvantitativn& nejvic ovliviiuje pohyb vépnikového jontu
uvnitf buitky a jeho extruzi z enterocytu. Pro usnadnéni tran- |
sportu Ca?* v cytoplazmé butiky pfichézeji v ivahu 3 mecha-
nizmy: (1) Usnadnénd difiize zahrnujici vazbu vdapniku na cal-
bindin-D9k; (2) ,,doprava*“ vdpniku v urcitych bunécnych
organeldch (nap¥. mitochondriich, Golgiho apardtu, hrubém
endoplasmatickém retikulu); (3) transport vezikuldrni s dcas-
ti cytoskeletdlnich prvki. Vypuzeni (extruze) vapniku z ente-
rocytu bazolaterdlni membranou se d&je pod vlivem 1,25D3 |
pfedeviim prostfednictvim Ca/Mg-ATPazy, kterd je na tuto |
¢ast plazmatické membrany vézéna. Nejasny je zatim mecha- -
nizmus, kterym 1,25D3 , ,vypumpovéavéni* zvySuje.
Transepitelidlni transport vapniku v ledvindch. 1,25D3
indukuje v cilovych buitkich tohoto hormonu mRNA enzymu
1,25(0OH),D-24-hydroxylazy. Forbol ester zvy3uje tento uli-
nek u bunék tenkého stfeva a tubularnich bunék ledvin. To




. miZe znamenat, 7e zde existuje signaliza¢ni cesta interaguji-

/
|

¢i se signalizatni cestou protein kinasy C - podobné jako
ubunék tenkého steva, ale na rozdil od osteoblasti. Cyclo-
heximid, blokujici syntézu bilkovin, nezvy3uje d¢inek 1,25D3.
Znamen4 to, Ze -podobné jako osteoblasty - buiiky renalni
exprimuji nezndmou bilkovinu, kter4 je nutn4 - na rozdil od

bunék stfevnich - pro akci tohoto hormonu. Z toho je patrno, °

Ze existuji rozdily v detailech signaliza¢nich cest a mechaniz-
mit pisobent deltanoidil v riznych druzich bun&k organizmu!s.
Transepitelidlni transport v mlééné 7lize. Ve specifickém
funkénim metabolismu epitelidlnich bungk mlé&né #14zy hra-
je vapnik a tedy i hormonalni systém vitaminu D3 vyznamnou
tlohu. Neni pochyb o tizkém vztahu mezi metabolismem vép-
niku a produkci mléka. Informace o pomérech VDR v nor-
‘mélni tkdni mlé¢né Z1azy mame zatim pouze z pokusti na zvi-
fatech!6.7, Pfedstavy mechanizmi tvorby mléka na moleku-
larni Grovni s ohledem na pfestup vapniku do epitelidlnich
bungk a jeho prestup do mléka nam zatim chybi. Z analogie je
viak zfejmé, Ze i zde je asi nutny intenzivni transepitelialni
transport vapniku do mléka podobné& jako ve stfevé do krve
av ledvin€ do moce.

1.4 U¢ast hormonalniho systému vitaminu D3 na mecha-
nizmu proliferace, diferenciace a apoptézy.

Velky zdjem o vyjasnéni funk&niho vyznamu piisobeni deri-
vati vitaminu D3 a zv143t¢ 1,25D3 na neekané riizné druhy
tlnich bunék vyvolala pfedeviim skutegnost, Ze byla zji§t&na
apotvrzena pfitomnost pfislusného nitrobun&&ného receptoru
(VDR) také v leukocytech a aktivovanych T-buiikach. S ohle-
dem na moZné 1é¢ebné vyuZiti se sili mnoha laboratofi jet&
zvySilo, kdyZ se podafila in vitro vlivem 1,25D3 diferenciace
leukemickych bunék v normalni terminalni funk&ni buitky. Pro
klinické vyuZiti in vivo zistival viak jeden velky limitujici
problém — priivodni toxickd hyperkalcemie! Nisledovalo
horetné hledéni deltanoidii (analogt vitaminu D), které by si
uchovaly co nejvétsi schopnost kontrolovat diferenciaci a pro-
liferaci butiky, ale neovliviiovaly podstatn& hladinu vapniku
vkrvi. Toto hledéni s urditymi jiZ konkrétnimi vysledky pokra-
Cuje.

UdrZovani stalého po&tu bun&k in vivo i in vitro z4visi na vyrov-
nanosti mezi bunéénym délenim a apoptézou. Nekontrolova-
telny nadorovy riist tedy musi byt dusledek bud zvySené pro-
liferace nebo sniZené apopt6zy nebo obojiho. Proto také 14t-
ky, které maji vyvolat regresi nadorti, musi mit schopnost bud
brénit proliferaci nebo aktivovat proces apoptézy.

1.4.1 Ovlivnéni proliferace.

Antiproliferativni @€inky 1,25D3. V sou¢asné dob& mame
JiZ u rdznych linii specifickych bun&k fadu experimentalnich
dikazi o antiproliferativnim pisobeni nejen fyziologického
1,25D3, ale i deltanoidi umé&le syntetizovanych. Uvedu ndko-
lik ptikladi:

A) 1,25D3 bréni proliferaci lymfocyth v z4vislosti na
davce, které jsou builky vystaveny. Zd4 se, Ze tato inhibice
ristum4 vztah k afinit® vazby derivatd vitaminu D3 na VDR,
protoZe jen vysoké koncentrace pfirozenych derivati s niz-
kou afinitou vykazuji antiproliferativni G&inek'®. B) Poutné
jsou vysledky experimenth in vitro s liniemi normalnich lid-
skych a hlodav¢ich fibroblasti. O koZnich fibroblastech
vime, Ze exprimuji VDR, a Ze 1,25D3 u nich pfi p&stovani
v jednovrstevné kultufe inhibuje proliferaci!®. C) Méné& pre-
hledné jsou v¥ak poméry u n&kterych dal$ich typt bun&k. Tak
ku pfikladu u bunék rakoviny mlé¢né zlazy. Vysledky dosa-
vadnich experimentdl zam&fenych na pésobeni deltanoida
u linie MCF-7 jsou do jisté miry, jak uvidime pozd&ji, pte-
kvapivé. Ukazalo se, Ze 1,25D3 ve vy§8ich koncentracich
proliferaci inhibuje, pfi velmi nizkych koncentracich ji ale
podporuje?,

Stimulaéni ¢inky 1,25D3 na proliferaci. I kdyZ tedy 1,25D3
u pfevazné vétsiny dosud testovanych bundnych typil prolifera-
ci bréni, byly zji§t€ny i bun&&né typy, kde se ti¢inek této hormo-
nalni latky projevuje zcela opatné - proliferaci jednoznaéné pod-
poruje! N&kolik pfikladi: A) Patfi k nim napf. buiiky hladkych
svalii cév (vascular smooth muscle cells - VSMC) u nichZ sti-
mulalni G¢inek 1,25D3 na jejich rist se vyrazng 1isi od potlado-
véni rastu kultivovanych myoblastii. Nezndme zatim daivod toho-
torozdilu v GCincich?!. B) In vitro v bun&&né linii lidskych C kar-
cinomovych bunék tyreoidei prokazali Lazaretti-Castro a spol.2,
Ze 1,25D3 vykazuje silny a specificky i¢inek proliferativni. Sou-
Casné inhibuje bazdlni sekreci calcitoninu. C) Lidské cirkuluji-
ci monocyty inkubovany s 1,25D3 za fyziologickych jeho kon-
centraci (optimélni kolem 10 nM) proliferuji. Je¥t& vy$§i mitotic-
k4 aktivita u tohoto typu krevnich bun&k Ize pozorovat po pfida-
ni kombinace 1,25D3 a kultivaéni tekutiny z kultury lymfocyti
stimulovanych lektinem?23.

1.4.2 Ovlivnéni diferenciace bunék.

1,25D3 reguluje diferenciaci osteoklastti a makrofagi - dvou
bunécnych typa, o kterych se domnivame, Ze se odvozuji od
spoleného myelomonocytarniho prekurzoru. In vivo i in vit-
ro v organovych kulturdch indukuje sice zvy$eni rezorpce kos-
ti, ale neovliviiuje rezorpni aktivitu izolovanych osteoklastil.
Vysvétleni hledaji Billecocq-ov4 a spol. v tom, Ze schopnost
1,25D3 spo¢iva asi priméarné v ovlivitovani proliferace a/nebo
diferenciace prekurzorii ve dfeni kostni, coZ sekundarng vede
ke zvy3eni poctu zralych osteoklasti.

Pro tuto pfedstavu mluvi také in vitro experimenty na buitkach
normalni kostni dfen€ i na liniich bun&k transformovanych.
Shrneme-li vysledky, zd4 se, Ze nejdfive 1,25D3 indukuje dife-
renciaci a maturaci linii myelomonocytarnich bunék smérem
k mononukledrnim fagocytiim spise neZ k linii granulocytar-
ni. Pak stimuluje 1,25D3 tvorbu vicejadernych bun&k podob-
nych osteoklastiim (u dlouhodobych kultur dfené kostni). Tim
se zvySuje podil bunék schopnych rezorbovat kost24.

1.4.3 Ukast na apoptéze. V tomto ohledu vliv deltanoidé neni
Jjednozna¢ny. Jsou rozdily i u riznych bun&nych linii jedno-
ho druhu lidské rakoviny. Na piiklad ameri¢ti autofi zjistili, 7e
nadorové mamarni buiiky linie BT47 a MDA-MB-231 nevy-
kazuji (méfeno fragmentaci DNA) znimky apoptozy po expo-
zici 4 - 72 hodin s neji¢ingj$im deltanoidem KH 1060 pi jeho
vysoké koncentraci (10-5M). Naproti tomu buiiky linie MCF-
7 po inkubaci 48-72 hodin s timto analogem hynuly apopt6-
zou. Jeden z molekuldrng biologickych rozdilt mezi buitkami
t&chto linii, které zatim zndme, je to, Ze buiiky linie BT474
a MDA-MB-231 exprimuji mutovanou formu bilkoviny p53,
zatim co buiiky MCF-7 maji nativni (wild) typ p53¥ 25.

Studie in vitro na liniich gliomovych bun&k (C6 a GHD) uk4-
zaly, Ze 1,25D3 vyvolava tfeti den po 24hod. ptisobeni t&zké
cytotoxické u¢inky. Opakovany pokus na gliomovych buii-
kach linie C6 tento nélez potvrdil. Zji3t&n4 fragmentace DNA
byla identifikovana jako intranukleozomalni, zvy¥ené hodno-
ty c-MYC a transkript tk4iiové transglutaminasy souhlasily
s obrazem apoptézy. Za stejnych pokusnych podminek pri-
mérni astrocyty krysiho mozku zéstaly po piisobeni 1,25D3
nezm&nény2. 1,25D3 je jednou z latek, které indukuji v ner-
vovém systému tvorbu nervového ristového faktoru, ktery
hraje daleZitou roli p¥i neuronalné cilenych interakcich v moz-
ku pozdné embryondlnim a dospslém. Tyto informace
z posledni doby vzbuzuji ur¢itou nad&ji pro léZebné zasahy
unddorovych a degenerativnich onemocnéni nervové tkan?7.

2.UVOD DO BIOLOGIE SYSTEMU VITAMINU D3
V BUNKACH LIDSKYCH NADORU

2.1 Malignity hematopoetického a imunitniho systému.

Jak jsem se jiZ zminil, na po¢atku osmdesatych let se objevi-
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lo nékolik praci, které svéd¢ily pro to, Ze aktivni hormonalni
latka 1,25D3 indukuje u nékolika linii leukemickych bun&k
(vCetn€ linie HL-60) diferenciaci ve sm&ru monocytové ces-
ty. Pon&vadzZ tohoto G¢inku 1ze dosdhnout téméf pii fyziolo-
gické koncentraci, neni divu, %e od té doby je povaZovan
1,25D3 za ptirozeny regulétor diferenciace makrofagii také in
vivo a nebyt jeho hyperkalcemického uinku i za perspektiv-
ni latku pro lé¢bu leukemickych nemocnych. Pro nedostatek
mista, v§imneme si v této hemato-onkologické kapitole jen
novych poznatkd u bunétné linie HL-60. Buiiky této linie jsou
totiZ Siroce pouZivanym modelem pro vyzkum piisobeni dife-
renciacnich a cytotoxickych latek na leukemické buiiky.

Lidskd promyelocytovd leukemie - linie HL-60

£ 2w

Antiproliferativni i¢inek 1,25D3 a deltanoidi. 48 hodin po
pfidani 1,25D3 ve vysoké koncentraci (nad 4x10""M) do kul-
tury HL-60 bun&k objevi se zastava proliferace v G1 fazi
bun&&ného cyklu, kterd dosdhne maxima po 96 hodinach. Sou-
Casné lze v buiikdch prokézat vyrazné zvy$eni obsahu speci-
fické bilkoviny CDI p27XiPl, co% podporuje domnénku, Ze ten-
to inhibitor kinazy z4visly na cyklinu je jednim z hlavnich pro-
stfedniki (medi4tort) antiproliferativniho pisobeni deltanoi-
di. Znamené to také, Ze bilkovina p27¥iP1 je vyznamnym
kandid4tem na regulator bun&&ného cyklu, ktery blokuje vstup
HL-60 butiky do S-faze. Zvy3eni hladiny této latky je zavislé
na koncentraci 1,25D3 a je provazeno zvy¥enim dvou dal$ich
bilkovin - cyklinu D a E, jejichZ koncentrace normalné vrcho-
li ve stfedni ¢asti fize G1 a v dob& pfechodu z G1 do S fize?s,
Pfechodné se zvy3uje v této dobéi bun&na hladina bilkovi-
ny p21Cip/Waf1‘

Deltanoidy jako diferenciacni faktor. Aviak 1,25D3 je pro
buriky linie HL-60 také stimulatorem jejich diferenciace. Tyto
buiiky péstované v kultiva¢ni tekuting s pfidavkém séra se
piisobenim 1,25D3 v koncentraci 10-"M diferencuji ve smg-
ru k monocytim. Jako disledek tohoto pisobeni 1,25D3 bylo
zaznamenano postupné zvy3eni nitrobunééného pH (ze 7.17
na 7.3), které dosiahlo maxima po 48 hodinach inkubace?s.
Odpovida to dfivéj§imu poznatku, e arteficielni nitrobun&d-
né alkalizace indukuje diferenciaci monocyti.

Synergie s t¢inkem retinoidii. Opakované bylo prok4z4-
no, Ze u linie HL-60 vedle 1,25D3 maji vyrazny inhibi¢ni
(antiproliferativni) i¢inek také retinoidy - all trans retino-
vé kyselina (atRA) i 9-cis retinov4 kyselina (9cRA). Sou-
¢asné plisobeni 1,25D3 (ale i fady syntetickych deltanoida)
a atRA (nebo 9cRa) pfi koncentraci 100 nM m4 aditivni a¥
synergisticky ti€inek; dosahneme tim témé&¥ totalniho zasta-
veni riistu bun&k. Silny synergismus by mohl byt vyuZit
1é¢ebné nebyt okolnosti limitujici - ¢inku 1,25D3 na meta-
bolismus vépniku, vyvolévajici hyperkalcemii. Proto se usi-
lovné hledaji deltanoidy s minimalnim kalcemickym t6&in-
kem. Dva z nich - MC903 a EB 1089 - jsou nad&jné. Prvni
z nich mé pfinejmensim stejnou antiproliferativni a dife-
rencia¢ni aktivitu pfi monocytovém dozrévani. Druhy - ana-
log EB 1089 - je dokonce G&inn&j§i neZ piivodni molekula
1,25D3, zv143té kdyZ se pouZije v niZ%i koncentraci! Zd4 se
tedy, Ze kombinace G¢innych retinoidi a deltanoidi je dob-
rou a nadé&jnou cestou pfi hledani optimalnich 1kt n&kte-
rych druhti leukemie3°,

Apoptoticky v¢inek deltanoidi. Velky zajem klinickych bio-
chemiki vyvolalo zji§téni, Ze kombinace soutasného piisobe-
ni 1,25D3 (1,25x109- 3,1x10-19M) a 9cRA (5x10-7) v uvede-
nych koncentracich a za nepfitomnosti séra v kultufe bungk
HL-60 vyvolava zastavu riistu a apoptézu!. Diikkladnou ana-
Iyzou této spoluprace retinoidi (atRA a 9cRA) a deltanoidu
(1,25D3) zjistili Bunce a spol.(1995), Ze hodnoty pouZitych
koncentraci jsou rozhodujici pro typ vysledného G¢inku, a %e
vhodnou kombinaci by se mohlo docilit optimalnich podmi-
nek pro diferencia¢ni terapii bud ve sméru neutrofilni a mono-
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cytarni diferenciace nadorovych bun&k typu HL-60 nebo ve
sméru jejich dobrovolné smirti - apopt6zy32.

Skupina vedend G. P. Studzinskim zjistila, Ze piisobeni 1,25D3
na buiiky HL60 pfed aplikaci latek pokozujicich DNA (1-8-
D-arabinofuranosyl cytosinu a hydroxy-urei) vede ke sniZeni
vyskytu apoptézy, zpiisobené témito latkami. Avsak ztréta via-
bility bun€k se zvy$ila, kdyZ sled aplikovanych latek byl obra-
ceny!33 Dal3f analyzou mechanizmu tohoto jevu prokazali, Ze
1,25D3 rychle sniZuje expresi protoonkogenu bcl-2, coZ vylu-
Cuje zdsah BCL-2 do ochraného u¢inku hormonalniho deriva-
tu vitaminu D334, Rychlost protektivniho a¢inku 1,25D3 sou-
hlasi s hypotézou, Ze aktivace monocytového diferencianiho
programu dostacuje k interferenci s programem vedoucim
k bunédné smrti apoptézou!

2.2 V buiikich nadord mlééné zlazy.

V buiikach benignich nadord mlééné 7lazy.

Zatim mame k dispozici jen velmi mélo informaci o pomé&rech
VDR u mastopatii a benignich nddorti mlé¥né Z14zy Zeny. Od
prvni studie, ve které byly zvefejnény vysledky vySetfeni u 3
benignich n4dort ( fibroadenomu, fibroadenose a benignim
papilomu) s hodnotami 0,40; 1,5; 6,8 fmol/mg bilkoviny, uply-
nulo jiZ hodné let33. Neddvno jsme mé&li moZnost na na¥em pra-
covilti vySetfit VDR u 17 fyloidnich nddoréi mlé&né Zlazy.
U 60% z nich jsme prokézali jeho expresi. Jen 36% nddort vyka-
zovalo hodnotu VDR nad 10 fmol/ mg bilkoviny, kterou pova-
Zujeme za hranici klinické pozitivity. Incidence vyskytu je vét-
8i, vezmeme-li v ivahu i dal3i vySetfené vzorky u téZe nemoc-
né (70% exprese a 53% klinické pozitivity). Zda se, Ze buiiky
skupiny n4dorii bez exprese VDR maji specificky fenotyp: nel-
ze u nich prokézat vyskyt kombinace ER+PgR- a ER-PgR-%,

V buiikdch malignich nadord mlééné Hazy.

1,25D3 a VDR v burikdch primdrnich nddori rakoviny mlééné Zldzy.
Mnoho bunék zhoubného onemocnéni si ponechdva podle
dosavadnich zkuSenosti schopnost syntetizovat VDR. Polty
vy3etfenych nadorii mlécné #14zy na VDR nejsou dosud vel-
ké; skuteCn4 frekvence publikovanych pozitivnich nalezi se
pohybuje pravdépodobné kolem 60% - 70% (TAB.). Zji5t&né
receptory jsou vysoce specifické pro 1,25D3.

U primémich nidorli mlé¢né 714zy nebyla zji¥téna korelace
mezi hladinami VDR a receptory estrogenu, progesteronu, ev.
androgenu a glukokortikoidii. RovnéZ nebyl zjidt&n vztah mezi
VDR a stavem menstruace, vysledky izotopového vy3etfeni
kosti, vyskytu metastdz v miznich uzlinich nebo histologic-
kym typem primdrniho nadoru3” 38 39, Prognosticky vyznam
neni zatim zn4m, studuje se v prospektivnich studiich.

1,25D3 a VDR v buiikdch bunéénych linii rakoviny prsu.

V soucasné dob& znidme fadu bunétnych linii rakoviny prsu,
které exprimuji VDR. Také zde, pro nedostatek mista, uvedu

zatim nejvice studovanou linii ziskanou ze tkan& rakoviny Zen--
ské mlé¢né Zlazy - linii MCF-7.

Bunéénd linie rakoviny prsu MCF-7

Pavodni butiky této linie pochazi z pleurdlnich metastiz
nemocné Zeny s lobularnim karcinomem prsuC. Vieobecné je
povaZovana pfedevsim za vyborny model pro studium recep-
torl steroidnich hormond u zhoubného onemocnéni tohoto
organu. MCF-7 butiky exprimuji totiZ estrogenové (ER), pro-
gesteronové (PgR), androgenové (AR) i glukokortikoidni
receptory (GR).

Pro maximAlni riist in vitro a pro vyvin nadori z implantatf u nahé
my§i in vivo je nutné fyziologick4 hladina estradiolu v kultiva&ni
tekuting nebo v krvi zvifete*!. Z funk&niho hlediska neni jist& bez
zajimavosti skutecnost, Ze buiiky MCF-7 jsou schopny rezorbo-
vat devitalizovanou kost, ve které byly znieny pomoci ultrafia-
lového zéfeni viechny buiiky rezorbujici normaini kost*2,




Tabulka vySetfenych VDR u nddori rakoviny prsu:

Autofi Rok Pocet Pocet Procento
vySetfenych | pozitivnich
Eisman 1980 11 8 64 %
aspol.’
Eismag‘ 1981 54 43 80 %
aspol.
Freake 1984 68 51 75 %
aspol.’
Eisma:1‘17 1986 263 153 58 %
aspol.
Lang 1987 50 34 68 %

aspol.”

" Berger 1987 55 . 43 8%
aspol.56

PritaZlivost této linie spogivé pfedevsim v tom, Ze butiky MCF-
7 jsou ovlivnitelné fadou hormonélnich systémii, maji cha-
rakteristiky dobfe diferencovanych epitelidlnich bun&k a rea-
gujf na zmény nejbliz§iho okoli expresi morfologickych
i funk&nich znaka.

Pravdépodobné prvni, kdo prokézali, Ze MCF-7 buiiky synte-
tizuji i receptory pro 1,25D3 byli Eisman s australskymi spo-
lupracovniky v roce 1979. VDR této linie jsou identické s dob-
fe charakterizovanymi receptory z cytosolu bun&k tenkého stfe-
vaanaprosto se li¥i od vazebnych bilkovin lidské plasmy , kte-
1€ transportuji metabolity vitaminu D3 v krvi. Receptory jsou
nasyceny pfi koncentraci 1,25D3, kter4 je velmi blizka nor-

‘mélni cirkulujici krevni hladin& tohoto hormonu ( 0,4 x 10-10

a2 0,8 x 101°M/1 ). Z mno?stvi navazaného 1,25D3 pii satu-
raci autofi vypodetli, Ze na jednu buitku MCF-7 pfipada pfi-
blizné€ 4.500 vazebnych receptorovych mist4,

Koncentrace VDR v buiikéch linie MCF-7:

Eismanaspol.-1979% ... .. .......... 4.500 VDR/buitka
Findlay aspol.-1980% ................. 31 fmol/mg bilk.
Thomas,Sipson-198645. . ............... 80 fmol/mg bilk.

Inhibicni a antiestrogeni vliv 1,25D3. Inhibi¢ni G&inek hor-
monélni formy vitaminu D3 na rist bun&k MCF-7 a to v z4vis-
losti na koncentraci v kultivadni tekutin& je nesporn& prok4-
z4n. V poslednich letech byly testovéany na linii MCF-7 bun&k
ilaboratorné pfipravené deltanoidy - analogy 1,25D3, které se
ukazaly byt rovn€Z silnymi antiproliferativnimi latkami.
Nékteré z nich dokonce s mnohondsobn& v&t$im d¢inkem
asmensim kalcemickym potenciilem. Signaliza¢ni cesta jejich
¢inkii na molekul4rni Grovni vyuZivdi VDR, Vysledkem pat-
r4ni po vhodnych derivéatech hormonu 1,25D3 bez v&tsi hyper-
kalcemické aktivity na po&atku devadesatych let ( v laborato-
fich spoletnosti Chugai Pharmaceutical Co., Ltd. v Tokyu )
bylaizolace dvou analogi naprosto opa&nych typi: 1. 1alfa,25-
dihydroxy-22-oxavitamin D3 (22-oxacalcitriol: OCT) se
schopnosti diferenciace a silnou aktivitou antiproliferadni, ale
8 nizkou nachylnosti k vyvolavéni kalcemie. 2. 1alfa,25-
dihydroxy-28-(3-hydroxypropoxy) vitamin D3 (ED-71)
s kalcemickym charakterem a moZnosti vyuZiti pfi 16Zb& one-
mocnéni kosti. Japonsti autofi jiZ zvefejnili, Ze OCT inhibuje
invitroproliferaci bun&k rakoviny prsu jak ER+ (MCF-7, T47-
D a ZR-75-1) tak ER- (MDA -MB-231 a BT-20) a to siln&ji
nez 1,25D3147 OCT testovali autofi také in vivo po implantaci
bun¢k lidské rakoviny prsu s ER+ i ER- athymické mysi.
UMCF-7 nidort s ER+ podavali perordlng OCT i tamoxifen
Sx zatyden po dobu 1 mésice. Dolo k potlateni riistu nddoru
vzdvistosti na ddvce. Protinddorovy ti¢inek 1.0 ug/kg OCT byl
srovnatelny s davkou 2.0 mg/kg tamoxifenu. Navic pozoro-
vali u t&chto nddoru synegisticky protinddorovy t&inek sub-
maximélnich dévek OCT a tamoxifenu. Perorilni pod4vani

OCT 3x tydn& po dobu 1 mé&sice rovn&Z potlatilo rist MX-1
nadoru, ktery je ER-, rovnéZ v zavislosti na davce bez vzestu-
pu koncentrace vapniku v seru. Jejich vysledky tedy ukazuji
nato, 2¢ OCT potlaCuje rst ER- i ER+ karcinomii prsu in vivo
bez nebezpedi hyperkalcemie a Ze u ER+ nadortt miZe byt 6&i-
nek OCT umocnén tamoxifenem4s,

Pfiblizn€ ve stejnou dobu testovala holandska vyzkumna sku-
pina z Erasmovy univerzity v Rotterdamu ve spolupraci s dan-
skou farmaceutickou firmou Leo Pharmaceutical Products na
téZe bunéfné linii moZnost synergismu inhibice ristu p¥i sou-
¢asném podévani tamoxifenu a deltanoidii. Do$la k zavéru, Ze
deltanoidy interaguji se stimulaci E2 nep¥ime. Sougasné poda-
vani tamoxifenu (TAM) a 1,25D3 zvy%uje u MCF-7 bungk
inhibici ristu pfiblizn€ o 15% (ze 70% u TAM na 83% v kom-
binaci)*.

Deltanoidy a retinoidy. MCF-7 buiiky jsou, podobn& jako
fada jinych linii ER+ bun&k rakoviny prsu, citlivé na inhibici
proliferace vlivem pisobeni retinoidii®®. Mechanizmus jejich
antiproliferativniho G¢inku neni zatim zcela podrobné& znam.
V mnoha piipadech jinych linii v¥ak vime, Ze potlateni riistu
bunék vlivem kyseliny retinové (RA) je spojeno s naslednou
diferenciaci a, v pfipad€ bun&k malignich, se zvratem k nor-
malnimu fenotypu. U¢inek soucasného piisobeni kyseliny
retinové (RA) a 1,25D3 na buitky MCF-7 testovali Balaguer
a spolupracovnici’! tak, Ze pfechodné transfektovali pfislu$né
receptory (RAR, RXR a VDR) do téchto bunék. Vpraveni RAR
nebo RXR samostatn€ nezmé&nilo antagonisticky a¢inek RA na
rust bunék, ale vpraveni RAR v kombinaci s RXR tento anta-
gonisticky t¢inek vyrazn¢ zvysilo! Pfidani VDR samotného
mirné antagonisticky G¢inek 1,25D3 na rust zvyilo, zatim co
kotransfekce RXR s nebo bez VDR riistové inhibi¢ni uginek
neovlivnilo.

Vliv 1,25D3 a deltanoidii na diferenciaci. Mame pom&rné& malo
informaci o vlivu deltanoidii v tomto ohledu. Pfislu¥na anyly-
za diferenciace 6 linif bun€k rakoviny mlé&né Zlazy americkou
skupinou Elstnerové ukazala, Ze 1,25D3 a deltanoidy induku-
ji diferenciaci u v8ech testovanych linii. Nejsiln&j$im indukto-
rem diferenciace byl deltanoid KH 1060. Vysledky sv&d¢i pro
moZnost, Ze k regulaci proliferace a diferenciace vlivem delta-
noidd dochazi riiznymi signaliza¢nimi cestami s G&asti VDR.
Jejich nélezy kontrastuji s informacemi ziskanymi o buiik4ch
akutni myeloidni leukemie, u nich totiZ zdstava jejich prolife-
race a indukce diferenciace je Gizce spojena2.

WELSH a spolupracovnici vy3etfili markery apoptdzy, aby
objasnili typ bun&&né smrti bun€k MCF-7 po plisobeni 1,25D3.
Ve svych zavérech potvrdili, Ze 1,25D3 zplisobuje inhibici riis-
tu MCF-7 buné&k pfevaZné indukci apoptézy, ktera je charak-
terizovana kondenzaci cytoplasmy i chromatinu, reorganiza-
ci bilkoviny jaderného mitotického aparatu a zvySenou expre-
si clusterinu v nepfitomnosti DNA fragmentace. V paralelnich
studiich pozorovali tito autofi, Ze EB1089, analog vitaminu
D3 s minimalnim hyperkalcemickym d¢inkem, indukuje rov-
né&Z apoptézu u linie bun¢k MCF-7. Tyto ndlezy by mohly sv&d-
Cit pro pfedstavu, Ze deltanoidy piisobi jako koordina¢ni regu-
latofi jak proliferace tak apoptézy. To by pak pfedstavovalo
rozumny diivod pro stanoveni G¢innosti deltanoidd (analogt
vitaminu D) pfi aktivaci apoptotické signaliza¥ni cesty u bun&k
rakoviny prsu. TatdZ americko-kanadska skupina srovnala
ucinky 1,25D3 a EB1089 na kinetiky bun&ného cyklu. Zjis-
tila jediny rozdil: EB 1089 je 100x G¢inn&jiss.

Zavér. Zamérem tohoto €lanku bylo pfedeviim upozornit kli-
nického onkologa na moZnosti budouciho pfiznivé&jiiho pfistu-
pu k chemoterapii resp. hormonoterapii nZkterych nadorovych
onemocnéni vyuZitim regulacnich vlastnosti hormonalniho systé-
mu vitaminu D3. Stru¢ny zdkladni pfehled dopln&ny pfiklady
z doposud nejvice zkoumanych oblasti onkologie v tomto sm&-
ru by chtél pouze navodit $ir$i diskuzi na toto téma.
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