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Role molekularni genetiky v cilené 1é€bé nadoru
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Definice nadorového onemocnéni

Geneticky podminény abnormalni prirlistek bunécné tkanové hmoty klonalniho charakteru, jehoz rlst neni v koordinaci
s ristem okolnich tkdni a rovnovainym stavem organismu.
prof. Rejthar

Genetické onemocnéni zplisobené zménami v genech, které fidi rGst a mnozeni bunék.
National Cancer Institute

Nadory predstavuji genetickou nemoc: vznikaji v disledku patologickych zmén v informaci, kterou nese DNA. Od jinych
genetickych nemoci se lisi hlavné tim, Ze s vyvojem nadoru souvisi predevsSim somatické mutace, tedy mutace, které se
objevuji v jednotlivych télnich bunkdach, na rozdil od vrozenych mutaci, které jsou v burikach zarodecné linie davajicich
vznik celému mnohobunéénému organismu.

prof. Smardovd

Jsou nadorova onemocnéni dedicna?

Samotné nadorové onemocnéni se nemuze prenaset z rodicli na déti. Ani genetické zmény v nddorovych burkach
nelze preddvat. Avsak genetickd zména, kterd zvysuje riziko vzniku rakoviny, maze byt preddna (zdédéna), pokud je
pfitomna ve vajickdch nebo spermiich rodica.




Sporadicka, familiarni a hereditarni nadorova onemocnéni

Sporadicka nadorova onemocnéni
Nadorovd onemocnéni, ktera se vyskytuji u lidi, ktefi nemaji v rodiné vyskyt téchto onemocnéni nebo dédi¢cnou zménu
DNA, ktera by zvySovala riziko jejich vzniku.

Familiarni nadorova onemocnéni

Nadorovd onemocnéni, které se v rodinach vyskytuji ¢astéji, nez by se dalo oéekdavat. Tyto nddory se casto objevuji v
raném véku a mohou byt také zndmkou spolecnych faktort Zivotniho prostredi nebo Zivotniho stylu. Jednotna geneticka
pricina nebo vysvétleni vSak nejsou znamy.

Hereditarni nddorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni, kterd jsou zplsobena zndmymi mutacemi v urcitych genech prenasenych z rodi¢t na déti. U
dédi¢nych nadorovych syndromu se v rodinach zpravidla vyskytuji urcité vzorce vyskytu nadord. Mezi tyto vzorce patfi
vyskyt stejného typu nddoru u nékolika blizkych ¢lent rodiny (napf. matka, dcera a sestra), vyskyt nddort v raném véku
nebo vyskyt dvou ¢i vice typl nddoru u stejné osoby.




Sporadicka, familiarni a hereditarni nadorova onemocnéni

5% - 10 % Hereditarni nadory

Naddorovd onemocnéni

vyskytujici se v rodindch v

dUsledku dédi¢nych genovych

zmeén (mutaci), které se mohou
prendset z rodic¢l na déti.

10 % - 20 % Familiarni nadory
Nadorovd onemocnéni vyskytujici se
v rodinach, kterd mohou byt
zplsobena geny nebo jinymi

spole¢nymi faktory, jako je Zivotni
prostredi, strava Ci dalsi otazky

\ zivotniho stylu.

70 % - 85 % Sporadické nadory

Vznikaji nahodné v disledku zmén v
DNA (somatickych mutaci) nebo v
souvislosti s faktory prostredi u 1
nebo 2 ¢lenl rodiny.




Milniky ve vyzkumu DNA
James Dewey Watson (1928) ‘kam$‘\/\l+__

Johannes Friedrich Miesche

T ok
(1844 — 1895) Francis Harry Compton Crick (1916 — 2004) f/w

Maurice Hugh
Frederick Wilkins
(1916 — 2004)

1962 — Nobelova cena
za fyziologii a |ékarstvi

1869 —izolace nukleové kyseliny -
nuklein - z jader bilych krvinek



Milniky ve vyzkumu DNA - projekt HUGO (1988 — 2001)

1985-1990: diskuse o sekvenovani lidského genomu
— “nebezpecné” - “nesmysiné” - “nemozné”

1988-1990: Zalozen HUMAN GENOME PROJECT (HGP)
20 laboratofi z USA, Velké Britanie, Japonska, Francie, Némecka a Ciny

Asi 2800 lidi, vedouci: Francis Collins, NIH

Mezinarodni spoluprace: HUGO (Human Genome Organisation)

Cile:

— geneticka mapa lidského genomu

— fyzicka mapa: marker kazdych 100 kbp

— sekvenovani modelovych organismu (E. coli, S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila, mys)
— objevit vSechny lidské geny (predpokl. 60-80 tisic)

— sekvenovani celého lidského genomu (3000 Mbp) do r. 2005 s rozpoctem 3 bil. USD



Milniky ve vyzkumu DNA - projekt HUGO (1988 — 2001)

Kvéten 1998

» Craig Venter zaklada soukromou biotechnologickou
spole¢nost CELERA GENOMICS, Inc. a vyhlasuje zamér
sekvenovat cely lidsky genom za 3 roky a 300 mil. USD
metodou whole-genome shotgun, nékolik desitek
zaméstnanct (sponzorovdno Applied Biosystems)

e V té dobé vysledek prace HGP: sekvenovano

cca 4 % lidského genomu.

Celera Genomics & akad. spolupracovnici publikuji draft genomu
Drosophila melanogaster (cca 2/3 z 180 Mbp)

e ... whole-genome shotgun Ize pouzit i pro velké genomy

e ... Lidsky genom: zavod mezi Human Genome Project a Celera Genomics

Unor 2001 - Remiza
HGP publikuje draft lidského genomu v Casopisu Nature 15.2.2001.
Celera Genomics publikuje svou sekvenci lidského genomu v Science 16.2.2001.




Informacni obsah lidského genomu

rrtctctcaacrtg
ctccgtctcal
ca tgccatcccegge
°°":zzzcgaaagt9ctgg
ccagaacttgctgaacggaa

aacctcctgtggtee
acAACTTCTGARA

e -¢ad t
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3,2 miliard jednotek DNA kédu:
e 127 knih

* 1000 stran na knihu

e cca 25000 znaku na stranu



Informacni obsah lidského genomu

Genom (3,2 Gbp) — 127 knih

Exom (30-40 Mbp) 2,5 knlhy

Interindividudlni variabilita — 1 kniha
(0,1-0,4% genomu)

500-genovy panel — 40 stran (kapitola
& 0 nadorové biologii)

Jeden gen —<1/10 strany




Doprovodné & Ridici mutace
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VSechna nddorova onemocnéni vznikaji v disledku zmén v DNA nadorovych bunék, i kdyz ne vSechny tyto zmény pritomné v
nadoru se podileji na jeho vzniku. Jedna se o tzv. “"doprovodné (passenger) mutace.”

Naproti tomu "Fidici (driver) mutace" se na vzniku nadoru podili pfi¢inné; tzn. propGjcuji nddorové bunce vyhodu pfi rastu a
jako takové se podileji na onkogenezi.

Nadorovy genom typicky obsahuje:
10 000 doprovodnych mutaci

5-10 ridicich (biologicky relevantnich) mutaci

1-2 klinicky relevantnich (pouzitelné , actionable”) mutace => personalizovana / cilena terapie




Geny dulezité pro vyvoj nadoru

Tyto tridy genU hraji vyznamnou roli pfi vzniku

(Proto)onkogeny

Podporuiji rast bunék

1983

RAS gen
Robert Weinberg

nadoru

Tumor supresorové
geny

Zastavuji rast bunék

1971
RB gen
Alfred Knudson

Geny pro opravu DNA

Mutace znamenaiji, Zze
posSkozena DNA neni
spravné opravena




Onkogeny & Nadorové supresory

Normal Cell Cycle

< Proto-oncogene (gas)) (Tumor Suppressor Gene (brakes)

Mutations leading to Cancer

m

L
< Tumor Suppressor Gene Inactivated = No brake! )

Mutated Mutated
tumor-suppressor proto-oncogene

—{l}—end/or—{ W —

_n '
Lossof“'[)Abnonnal Gan19f
function ' cell cyc|e function

Cancer cells




Typy genetickych zmén v nadorovém genomu

Skupina mutaci Typ mutace Popis
Béhem replikace je nespravné pfidana jedna baze, ktera
Substituce nahradi par v odpovidajici pozici na komplementarnim
vlakné

Bodové mutace Do replikujici se DNA je vloZen jeden nebo vice nukleotidi

Inzerce . s ¥ v . .
navic, coz casto vede k posunu ¢teciho ramce
Pfi replikaci je jeden nebo vice nukleotidti "pfeskoceno"
Delece nebo jinak vystfiZzeno, coZ ¢asto vede k posunu ¢teciho
ramce
Inverze Jedna oblast chromozomu je pfevracena a znovu vloZena
Delece Ztrata ¢asti chromozomu, ktera ma za nasledek absenci
Strukturni véech genl v této oblasti
chromozomové <. . . Y
. Cast chromozomu se opakuje, coz vede ke zvySeni davky
aberace Duplikace

genu v této oblasti

Cast jednoho chromozomu j rantné pripojena k jiném
Translokace i je aberantné pfipojena k jinému

chromozomu
g . Pocet tandemovych kopii lokusu s konkrétnim genem
Amplifikace genli - v P genem se
Variace v poctu genii zvysuje
. ‘o Obvykly pocet opakujicich se mikrosatelitnich sekvenci ze
Expanze mikrosatelitl 2vySuje

Clancy, S. (2008) Genetic mutation. Nature Education 1(1):187



Bodové mutace

Codon
| p—|
DNA AAG
mMRNA AAG
Lys
Protein

NH

L

Synonymous
/ Silent

TAG AGG ACG
UAG AGG ACG
STOP Arg Thr
[ |N| }r NH

B e

Non-synonymous
Nonsense Missense

C ; Non-
onservative  cgnservative

Zameéna jedné baze v DNA

= AGCTACTGTE CTA = leucin
¢ CGA = arginin
AGCGACTGT}

Klinicky relevantni priklady:

*

rezistence k inhibitorim EGFR

EGFR T790M:
EGFR L858R nebo L861Q: citlivost k inhibitorm EGFR*
BRAF V600E: citlivost k inhibitordm EGFR*

* gefitinib, erlotinib (2. generace); # vemurafenib



Analogie mutaci

*** acg tcg gat tca tge ccc tag === *** you saw the cat and the dog ===
*** acg teg gat gea tge ccc tag === *** you saw the rat and the dog ===
**% acg tca gat tca tge cec tag === *E*yousa- - --m o —em e- ===

*** acg tcg gat tea tge ccc tag === *** you saw the --- and the dog ===

kx*acg tcl gat tca tgc ccc tag === *%% you sat hec ata ndt hed ogy ===



Analogie mutaci

Structure of a Width - Based Bar Code

N A 5 6

2 3 4
Quiet Zone I Quiet Zone

. '

Start Stop
Character Character

¥

Data
Characters



Analogie mutaci




Rozsahlejsi genové mutace — inzerce/delece

Inzerce nebo delece v jednom genu (1-40 bp)

E E ATCAA AACAT GTGGACAACCCCCACGTG

& 8
DNA: ATCAAAACAT GTGGACA/CCACCCCCACGTG
Protein: E746_A750del N771_P772insH

Klinicky relevantni priklad:

delece exonu 19 v genu EGFR: citlivost k inhibitorim EGFR



Strukturni chromozomové aberace

Duplikace Inverze Delece Inzerce Translokace

:- -
-
= 5 g

=

Fuze genl

Zlom na chromozomu vede k vzajemnému pfiblizeni dvou gend, které se Klinicky relevantni priklady:

za normalnich okolnosti vedle sebe v genomu nevyskytuji
ALK-EML4: citlivost k inhibitordm ALK u

karcinomu plic
TMPRSS2-ERG: citlivost k inhibitordm ERG u
karcinomu prostaty
RET fusions: citlivost k inhibitordm RET u
karcinom plic a stitné zlazy
BCR-ABL: citlivost k imatinibu u leukémii

Fusion Gene A/B

(MO eI
(T OO /@I TTT



Analogie fuzniho genu

fuze

Bateh No-: z776as
Posouzeni presic!

Dt o ik ‘

vodik kyslik



Strukturni chromozomové aberace

Filadelfsky chromozom & fuzni protein BCR-ABL & inhibitory tyrosinkinaz

1960 — Filadelfsky chromozom
1973 — fuzni protein BCR-ABL

- Tyrozinkindzova aktivita ABL je konstitutivné aktivovana
priblizenim genu BCR v genomu => zvySené prezZivani a

proliferace leukemickych bunék

- Imatinib se vaze do blizkosti vazebného mista ATP BCR-
ABL, a inhibuje tak aktivitu enzymu

Normal

Changed chromosome 9

chromosome 9 Chromosomes break

Normal
chromosome 22

ﬁ BCR=3»
ABL

- 1 §>BCR-ABL

Changed
chromosome 22
(Philadelphia
chromosome)

rd

Phosphate

Tyrosine

Substrate

Substrate

|

Chronic myelogenous
leukemia

Tyrosine

b

Chronic myelogenous
leukemia




Variace v poctu genu

Copy number variation (CNV) HER? receptor
Herceptin
Herceptin
Amplifikace nebo delece jednoho genu nebo
casti chromozomu Cell membrane
Signaling
pathways

-> amplifikace onkogenu
-> delece nadorového supresoru

T T e e e T

Klinicky relevantni priklady:

amplifikace HER2: citlivost k Herceptinu (trastuzumab) u karcinomu prsu

delece CDKN2A: spolecné s inaktivaci Rb je spojena s citlivosti k
inhibitordm CDK4/CKD6

amplifikace EGFR: citlivost k cetuximabu u karcinomU prsu a zZaludku




Variace v poctu genu
Copy number variation (CNV)

Expanse mikrosatelitli — nestabilita mikrosatelitli (microsatellite instability; MSI)

- MSI je zplisobena selhdnim systému opravy chybného parovani v DNA (mismatch repair ; MMR)

- Vysoka mira MSI koreluje se zvySenou zatézi neoantigena, které mohou zvysovat citlivost nadoru
k imunoterapii (napf. anti-PD-L1, pembrolizumab)

- Lynchl syndrom - zplisobeny predevsim mutacemi v genech MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
EPCAM)

A. Identification of DNA mismatch error 18% -

'aYaYaYal 1% | MSI Expression

MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 145 | Across Tumor Types'
g: g: =l | ccommmmmmmocomocomcoooooonmosmmoonoos

Il Late Stage

10% -
Normal /\ Mismatch repair deficiency (MMR-D) Il Early Stage

B. Excision of DNA mismatch error b. Dysfunction/unstable/degradation of mismatch repair (MMR)
.o: °
JD Dysfunction Degradation Unstable
5’ 3! 5’ 3F
3 5¢ 3 5’
C. Repair/re-synthesis c. Formation of microsatellite instability (MSI)

p ’ ‘ , High frameshift mutations frequency in microsatellite DNA
PN 2N 3

5
3 5

wwu
aw




Hlavni znaky maligniho nadoru

neomezeny replikacni
potencial
(telomerazova aktivita)

poskozeni apoptozy
(zvyseni exprese
antiapoptotickych signal)

tvorba metastaz
(inhibice E-kadherinu)

unik pred imunitnim
systémem
(produkce
imunosupresivnich
cytokind)

nestabilita genomu
(poruchy v reparacnich
procesech DNA)

posileni angiogeneze
(zvyseni exprese proangiogennich
faktor( VEGF-A a FGF)

Hanahan & Weinberg, 2011



Zapojeni mikroRNA do ziskanych vlastnosti maligniho nadoru

v . o . - o MET EGFR
Sobeéstacnost v produke riistovych signald I jf i
- Aktiva¢ni mutace protoonkogent RAS PI3K
-  MAPK signalni draha RAF AKT—PTEN
- Cilend terapie pomoci inhibitortl tyrozinkinaz a monoklonalnich Ab v v
o . o L MEK mTOR
Necitlivost k signalum zastavujicim bunécny cyklus |
- Inaktivacni mutace nadorové supresorovych genu ERK
- Dédicné formy nadorovych onemocnéni 00‘6\ s,
. 2

- Retinoblastomovy gen

S o‘o cyklin E
S © . _pl6 cyklin A
oy YA\
3 & E2F

c-Myc ~
ORb —> E2F
o
1S
% & “Np21
(v *‘9 p27



Lécebné pristupy u nadorovych onemocneéni

e Chirurgie
 Radioterapie (ozarovani)
 Chemoterapie
 Hormonalni terapie

* Cilena terapie

* Imunoterapie



Chemoterapie

Chemoterapie je nazev pro |é¢bu zhoubného onemocnéni pomoci |ékl s cytotoxickym
ucinkem.

Tyto léky vsak nejsou specifické jen pro nadorové bunky, poskozuji i nékteré zdravé
bunky. Proto je chemoterapie doprovazena znacnymi nezadoucimi ucinky.

Mechanismus ucinku (MOA)

* Inhibce syntézy nukleovych kyselin

Poskozeni struktury nukleovych kyselin

Alterace mikrotubularniho proteinu

Inhibice proteosyntézy

Poskozeni bunééné membrany

Kombinované ucinky



SOLVING CANCER

'YOU CAN'T CURE WHAT YOU
;DON'TUNDERSTAND.

e

®



Every person is unique.
So is every cancer.




Hormonalni lécba

* Nadory, které vychazeji z organ( zavislych na hormonalnich podnétech (mlécna Zlaza, prostata, délozni
sliznice), si tuto zavislost mohou zachovat.

e Zavislost na hormonech je dana pfitomnosti hormonalnich receptorti uvnitf nddorové burky, které
stimuluji buriku k rtstu a déleni.

* Hormonalni Ié¢ba ma méné nezadoucich ucinkli nez chemoterapie a je proto lIépe sndsena.

 Hormonalni |é¢bu by bylo mozno v principu oznacit i za biologickou cilenou lé¢bu, z historickych dtvod
je vSak uvadéna samostatné.

Steroidni receptory:

estrogenni receptory — ER
progesteronové receptory — PR/PgR
androgenni receptory — AR



Imunistochemicka analyza ER a PgR

y
4 9 \
; <
o a.
A < "0e
s . Y/

A - ER silné pozitivni
C - ER stfedné pozitivni

B - PgR heterogenni, stfedné pozitivni
D - PgR velmi slabé pozitivni

Kraus et al., 2012



Cilena lécba nadoru
m NATIONAL CANCER INSTITUTE

Cilena léc¢ba je druh |é¢by nadord, ktery se zaméruje na proteiny,
jez ridi rtist, déleni a Sifeni nadorovych bunék. Je zakladem
precizni mediciny. S tim, jak se védci dozvidaji vice o zménach
DNA a proteinech, které jsou hnacim motorem nadoru, jsou
schopni lépe navrhovat [é¢bu zamérenou na tyto proteiny.

* Cilené léky plisobi jako "vypinace" nebo "pfepinace"
pochodu aktivnich predevsim v buriikdch nadorovych.

 Transmembranové receptory - prijimaji signaly z okoli
bunky a pres membranu je predavaji dalSim molekulam
signalni kaskady az do jadra bunky, kde je aktivovan nebo
blokovan prislusny gen.

* Soucasti téchto signalnich molekul jsou (proteinové)
kinazy, které odpovidaji za predani signalu dalsSim
molekulam.

MET EGFR
RAS PI3K
RAF AKTH—PTEN
MEK mTOR
ERK
< ¢
$ °
Q
S o) p16
;§, Y 7&‘/
c-Myc @ =
‘Rb — E2F
S
% & “Np21
O, p27

cyklin E
cyklin A
CDK1
E2F



Cilena lécba nadoru

Cilend I62ba | Cytotoxické Iéky
3

Zamétené na specificky molekularni Rozlisuji nadorové a normalni buriky
,prepinaé” v mutované draze v odliSnym zplisobem

nadorovych bufikach Zabiji aktivné se délici buriky v ur¢ité

Mohou pouze zabranit déleni fazi bunééného déleni

nadorovych bunék (blokovat rust a Mohou zmensit nador, ale ovliviiuji
Sifeni), ale nemusi nador zmensit také zdravé buriky

» Veétsina cilenych terapii jsou bud nizkomolekularni léky nebo monoklonalni protilatky.

* Nizkomolekularni léCiva jsou dostatecné mald, aby se snadno dostala do bunék, takze se pouzivaji pro cile,
které jsou uvnitr bunék.

* Monoklonalni protilatky, znamé také jako terapeutické protilatky, jsou bilkoviny vyrobené v laboratofi.
Tyto bilkoviny jsou navrzeny tak, aby se navazaly na specifické cile, které se nachazeji na nadorovych
bunkach.



Monoklonalni protilatky & Nizkomolekularni inhibitory

[} Normal cell signaling in RTK [5) Monoclonal antibodies Tyrosine kinase inhibitors
Ligand . mMADs that f
(EGF protein, VEGF protein) Ligand bind to receptors Ligand
= 4'») =
\_ O -
mADbs that
bind to ligands
—= RTK (EGFR, VEGFR)
Tyrosine
kinase TKI
domain
Cell signal No cell X No cell
transduction ‘ signaling ‘ signaling
¢ Epidermal cell growth (EGFR) * No cpidermal cell growth (EGFR)
* Vascular endothelial cell growth (VEGFR) * No vascular endothelial cell growth (VEGFR)

A napf. ibritumomab

@ mysi variabilni
Variabilni oblast — rozpoznani a vazba === mysikonstantni
specifického cile (antigenu) _ &= lidska variabilni
napi. abciximab s e ,
&= lidska konstantni
Fab, (fragmenty vd Z!CI, napf. bevacizumab
antigen) - rozpozndni
lehky antigenu a jeho vazba, tj. ) ] L
- . s vysoce imunogenni nap. alirocumab
fetézec imunitni detekce 100% my3i Ig

3
Fc (krystalizovatelny $
Konstantni oblast - fragment) — rozpoznani Ig f ot Sl
spole¢na viem Ig burikami a proteiny vlastniho
imunitniho systému - zajisténi L C Imanopenre

) e . ko= cca 5-10 % mysiho Ig,
specifické imunitni odpovédi

| o (fagocytdza, lyza...)
tézke retézce plné my3i chiméricka humanizovani »PIn&* lidsks
1. generace 2. generace 3. generace 4. generace

nejméné imunogenni




Vyznam molekularni biologie a genentiky v cilené Iécbé nadoru

Pochopeni funkce drah pro prenos
signdlu ndm umoznilo zacilit na

specifické drahy, které jsou
dialezité pro nadorové bujeni

Nadory vyuzivaji ¢asto vice drah,
které se podileji na jejich vzniku.
Mohou byt pouzity inhibitory, které
pusobi na vice nez jeden faktor
(inhibitory multikinaz), a/nebo
kombinovana lécba.




Signal z transmembranového receptoru muze byt do
jadra veden vice drahami

Vznik rezistence
k nddorové
terapii

Receptor

Jadernad transkripce




Signal z transmembranového receptoru muize byt do
jadra veden vice drahami

WNT > —>» Disheveled Anti-growth factors
(e.g. TGFB)
GSK-3p
APC TCF
v E TGFBR
Cells > ——————> p-Catenin p-Catenin:TCF
pi16
/)Cdc42—>P1:K———>Flac———\ i l
N
FAK Cycl D:CDK4 — pi5<———————— Srlnads

ECM = (_Integrins )
|

—>Cas > Crk—

Rb —HPV E7

Growth Factors
(e.9. TGFa)

Cell N sensor_ -
Proliferation
(Cell Cycle) p53

Hormones CdC42 —> Rac = Rho

(e.g. Bombesin) > ——> G{Prot—>Ad Cyc| > PKA—— > CREB —/ ARF — MDM2

Bax

(e.g. Estrogen)

PRSI R .

&
Survival Factors _j CellDeath | @ <« — Bel 2
Akt > Akka — 1B (Apopt - Caspesh & = Ser
7 > Stat 3,5 X 4
2 PTEN Caspase 9 FAP —|
Cytochrome C
Stat3s ————-— > Bel XL Y Bcl 2 (ecoy B —
? | Bad > Mitochondria «——  Bid Death
Jaks R, Factors
A (:Ab;‘::::r"‘y 3———> Bim, etc (e.g. FasL)
et
Cytokines __""
(e.g.IL-3/6)

Hanahan D, Weinberg RA, 2000, 2011



ondynské metro — analogie signalnich drah
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Nestastny RAS

Cell Growth and Proliferation

KRAS/NRAS Mutations
(50%)

BRAF Mutations
(50%)

* KRAS je nejcastéji mutovanym onkogenem
u lidskych nadora:
* 90 % karcinomu slinivky bfisni
* 30-40 % karcinomu tlustého streva
e 15-20 % karcinomu plic
 RAS dlouho nebylo mozné cilit
* biochemicky i biologicky duvod

Alosterické kovalentni inhibitory (G12C) —
Game Changer v cilené terapii nddoru
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Upstream regulators

RTKs
Plasma 7777 7
membrane &iid il
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ERK mTOR

Downstream effectors

Wide type

GDP Exchange GTP
KRAS > = KRAS
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Inactive Active
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KRAS-G12C inhibitor

GDP Exchange GTP
""""""" > 12C Sotorasib
s < KRAS '@ = Adagrasib
Hydrolysis
Inactive Active

Plenarni pfednaska AACR 2023
“Beating KRAS: A 30-year
Overnight Sensation”

Souhlas FDA
Sotorasib — kvéten 2021

Adagrasib — prosinec 2022



Opakujici se genomové aberace v nadorech
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Cilena terapie — antiangiogenni lécba

Neovliviuje primo nadorové bunky

Ovliviuje krevni cévy zasobujici nador
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Cilena terapie — antiangiogenni lécba

BEVACIZUMAB/ AFLIBERCEPT

Doména VEGFR -1

3

Doména VEGFR -2

Fc fragment IgG

B Bevacizumab B Aflibercept
B Rekombinantni humanizovana B Rekombinantni fuzni protein (VEGFR 1 + 2 vazebné
monoklonalni protilatka proti VEGF ¢asti extracelularnich domén flzované s FC oblasti
(93 % lidska, 7 % mysi) lidského IgG
B VéZe se na vSechny hlavni lidské B Vaze lidské izoformy VEGF v extracelularnim
izoformy u terapii pomoci VEGF prostfedi (zndmé také jako VEGF-A)

(zndmé také jako VEGF-A)

Vazba bevacizumabu nebo afliberceptu zabranuje vazbé VEGF na VEGFR, ¢imz zabranuje
signalizaci zprostfredkované VEGF a inhibuje angiogenezi.



Imunoterapie
Bunécna imunita

 T-lymfocyty
* netvori se protilatky
* antigeny se navazi na receptory T — lymfocytU
e primy kontakt obou bunék -> zniceni cizi bunky
* mohou omezovat nadorové bujeni
* zpusobuji nepfijeti transplantovanych organd (imunosupresivni latky)
* reguluji ¢innost B - lymfocyt(



Imunoterapie

Imunitni systém vs. nador

- Imunitni systém je posledni prirozeny nastroj organismu jak eliminovat vlastni bunky, které se
vymkly kontrole

- Do boje proti nadorovym bunkam je zapojena vétsSina jeho likvidacnich mechanismu
- Geneticka podstata vzniku nadorové buriky zptsobuje odlisSnosti v secernovanych, membranovych a
nitrobunécnych molekulach

- nepfitomnost nékterych molekul
- nadorové antigeny

- Nadorove specifické antigeny
- nevyskytuji se na normalnich bunkach
- produkty mutovanych gent,antigeny onkogennich virl
- odlisna glykosylace proteind
- S nadorem asociované antigeny
- odlisna kvantita exprese ¢i zména v Casové nebo mistni expresi



Imunitni systém vs. nador

- Adaptivni imunitni bunky rozpoznavaiji jiné buriky prostfednictvim prezentace antigend.

Maly peptidovy fragment nativniho, virového nebo nadorového proteinu je "prezentovan" na
povrchovém komplexu bunék tvoreném bilkovinami, které se nazyvaji antigeny hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC).

Tyto epitopy jsou pak rozpoznavany proteiny (napr. T-bunéénym receptorem, TCR) na povrchu
jednotlivych T- nebo B-bunécnych lymfocyta.

- Repertoar lidskych T-lymfocytl a B-lymfocyt(i dokaze rozpoznat az 109 jednotlivych vzora.
Vysledek prezentace a rozpoznani antigenu je urCen rovnovahou interakci mezi dvojicemi

kostimulaénich molekul imunitnich kontrolnich bodt (napt. CTLA4-CD80, OX40-OX30L, CD154-CD40,
PD1-PDL1).

T-lymphocyte




Imunitni systém vs. nador

- Aktivita imunitniho systému je modulovana a peclivé
kontrolovana kostimula¢nimi molekulami nazyvanymi
imunitni kontrolni body.

- Pfirozpoznavani antigenu dochazi na povrchu imunitni
bunky a cilové bunky k interakci dalSich molekul, které urcuji
rovnovahu interakce.

- Pokud jsou signaly prevazné pozitivni, imunitni burika se
aktivuje a je pfipravena zauto it na antigen
prezentovany cilovou bunkou.

- Pokud je vsak rovnovaha signal( negativni, maze dojit k
inaktivaci imunitni bunky, nékdy i trvalé, a antigen je
prijat jako normalni/samostatny antigen.

- Kontrolni body imunitniho systému, které maji vyznam
pro nadorova onemocnéni, jsou CTLA4, PD1 a PDL1.

- Klicovym mechanismem, kterym se nadorové bunky
vyhybaji imunitnimu systému, je negativni signalizace
kontrolnich bodd imunitniho systému.




Imunoterapie pomoci inhibitor imunitnich kontrolnich bodu

- Molekuldrni mechanismus ucinku inhibitord kontrolnich bodU je pomérné primocary; tyto protilatky
blokuji interakci kontrolniho bodu a jeho vazebny partner je fyzicky prerusen pevné navazanou
protilatkou.

- Kdyz jsou kontrolni body vhodné aktivovany, pak je imunitni systém v rovnovaze.

- Pokud nadorova burika zvysi
signalizaci kontrolnich bod(
(napf. vice CTLA4 nebo PDL1),
pak je imunitni systém
inhibovan.

- Blokovani protilatek, které
blokuji signalizaci CTLA4 nebo

PD1/PDL1, muze tuto
rovnovahu obnovit a umoznit
imunitnimu systému obnovit
kontrolu nad nadorovymi
bunkami.




Sekvenovani exomu — Mutacni naloz
Whole Exome Sequencing (WES) — Tumor Mutation Burden (TMB)
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Lawrence MS et al. Nature 2013; 499: (7457):214-8 Melanoma

Mutacni naloz (TMB) je celkovy pocet somatickych mutaci na jeden megapar bazi nddorového genomu
Vysoka TMB je definovana jako 210 mutaci na jeden megapar bazi [mut/Mb]

Vysoka TMB predikuje citlivost nadoru k inhibitordm imunitnich kontrolnich bodu (napr. atezolizumab,
nivolumab — anti PD-1, ipilimumab — anti CTLA-4)




Imunoterapie pomoci CAR T-lymfocytu

- CAR-T lécba vyuziva vlastni T-lymfocyty pacienta, které jsou v laboratori geneticky upraveny — je do nich
vloZena geneticka informace pro receptor (CAR = chiméricky antigenni receptor), ktery jednak specificky
rozpoznava antigen na povrchu nadorovych bunék pacienta, jednak ucinnégji aktivuje T-lymfocyt.

TCR Complex _ L 2. Transfer CAR genu 3. Exprese CAR
P monoklonalnf protildtka do T-lymfocytd pomoci na povrchu T-lymfocytd
a £ lvirového vektoru ajejich expanze

I ®% 0@ O™
il . =S N

buné¢na membrana

1. Aferéza a separace 4. Infuze CAR-T
CAR T-lymfocytl z periferni krve lymfocytt pacientovi

Zakladni struktura chimérického antigenniho receptoru (CAR); nejcastéjsi struktura CAR kombinuje
extracelularni ¢ast tvorenou vazebnym mistem pro antigen z monoklonalni protilatky a intraceluldarni doménu
T- bunécného receptorového komplexu (TCR), jako napriklad CD3 T retézec

Imunoterapie nebo genova terapie???



INTEGRACE NADOROVE GENOMIKY DO ONKOLOGICKE PECE

Makroskopické zmény Histologie Molekularni analyza

Morfologické zmény Histologicky biomarker Molekuldrni biomarker
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Sekvenovani nové generace

Next-generation sequencing (NGS)

lllumina technology

- Nejrozsirenéjsi technologie masivné paralelniho
sekvenovani

- Sekvenovani syntézou s pouZitim reverzibilnich
terminator(

- Klondlni amplifikace - mustkova amplifikace

- ReZim jednoduchého nebo parového ¢teni konct
(Single or Pair-end read mode)

- 99% presnost
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Sekvenovani nové generace — diagnostické vyuziti

Patient
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Shyr, D., Liu, Q. 2013



Dékuji za pozornost




