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Rakovina - Uvod

Komplexni onemocnéni vychdzejici z poruch bunécného cyklu
Zpusobena malignim nddorem

- v civilizovaném svété je Sance na vznik rakoviny zhruba u 50% populace
- druha nejcastéjsi pri¢ina umrti po kardiovaskularnich nemocech
- vyvoj rakoviny je postupny proces kumulace zmeén - vyssi riziko s vékem

Nador (tumor, neoplazma, novotvar)
patologicky utvar tvoreny v tkdni mnohobunécéného organismu, jehoz rlist se vymkl kontrole. Déleni
bunék neni omezovano zadnym regula¢nim mechanismem

Kancerogeneze = Karcinogeneze

Proces vzniku a vyvoje nadoru

COLON & RECTUM CANCER (Invasive) - INCIDENCE BY AGE CATEGORY
Incidence by Age Category (SEER Table vI1-2) 1994-1998

"Imzidence means the number of cases per 100,000 population
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Rakovina - Uvod

Benigni nador Maligni nador

- pomaly rUst - vysoka proliferace

- podobnost s plvodni tkani - zmény v morfologii, velikosti a tvaru bunék
- ohranicenost - nizsi stupen diferenciace

- vétSinou neohroZuji Zivot - tvorba metastaz

- utlacuje okolni tkan

Adenoma (benign) Adenocarcinoma (malignant)
invasive,
no;n:al gland O (®) X 0 f clanc:rogsi
Egr:s:ss?ction) V) fibrous connective-| | normal gland gland tubules
3 tissue capsule of tubules .
© o g g;%‘gaﬁbenign tumor O 0 'y

=43

Figure 12-35 The Immune System, 2/e (O Garland Science 2005)

Adenom/Adenokarcinom: nador vznikly z epitelu. Nezhoubny nador se oznacuje jako adenom, zhoubny jako adenokarcinom.



Rakovina - Uvod

Typy
1. (Adeno) Karcinomy

- z epithelialnich bunék
- 90% vsech rakovin
- napr. kliZze, jatra, slinivka, Stitnd Zlaza, plice, prsa, prostata, tlusté stfevo, vajecniky, ledviny...

2. Sarkomy
- v podpurnych tkanich Most Common Cancers Worldwide in
- napr. kost, chrupavka, sval... 2012

3. Krevni a lymfatické
- nevyskytuji se jako pevné utvary
- lymfomy a leukémie

Lung cancer

M Breast cancer

M Colorectal cancer
M Prostate cancer
M Stomach cancer
M Liver cancer

i Cervical cancer

x/ 6% 7% i Other

Source: GLOBOCAN 2012

Epitel kryje vnéjsi nebo vnitfni povrchy organizmu a ma Zlazovou funkci. Fylogeneticky nejstarsi typ tkané. Vznika ze vsech 3
zarodecnych listu.
Endotel - jednovrstevny dlazdicovy epitel (vrstva bunék) vystylajici vnitini povrch cév a srdce. Mezodermalni ptvod.



Roc€ni umrtnost na vybrané typy rakoviny

Rate per 100,000 Females
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Cigarety a rakovina
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Johan Cruyff (24.3.2016)
A long-term smoker of around 20 cigarettes a day. Quit
smoking in 1991.




Tumory vznikaji nekontrolovanym délenim pri ztraté rovnovdhy mezi proliferaci a diferenciaci
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Rakovina kuze
- vrstva epitelidlnich bunék z bazalni vrstvy zacne prerlstat okolni buriky a tvofi tumor
- defektni mechanizmy kontroly bunécného cyklu

Normal Growth Tumor Growth

Outer skin surface / Shedding of dead cells

— =~_—~ —._~——_ — ,Squamouscells —__ o —
e ettt ==l o =+
Q?TTTQQQQQQT Too ° ®|®
olo|o|[o]o]o[o[o]o]o oo %0 ee®
® 60000 0O OO TCeII migration,T A IO
ololololololelelele Tdifferentiation 06" Ao P [0]0
‘ @
S @
00000000001 TOO o 0|0
T—Basal layer o 00 6)
0/0/0(00/0/0/0/0/0] lu!  0]0\%@ ) e1(0 0
Underlying Underlying
tissue tissue

Basal lamina

@ 2012 Pearson Education, Inc.



Stadia rakoviny
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Rakovina neni monogenni onemocnéni
* Odhadem 4-7 udalosti nezbytnych pro nadorovou transformaci bunky

* Desitky moZnych genu, jejichZz mutace povede k podpore vzniku rakoviny

Klonalni expanze transformované bunky

Normal Competing Malignant
stem cells subclones subclone

Time (years) — -



Nador je komplexni tkan

1. Nadorové stroma:

*  Podpirné bunky — zejm. Fibroblasty - udrzuji
tvar, vyluCuji extracelularni matrix

* Nové cévni zdsobeni (endothelidlni bunky) -
transport zivin a kysliku, moznost invaze a
metastazi

*  Bunky imunitniho systému - indukce zanétu

2. Nadorovy parenchym:

* Vlastni nadorové buriky
* Heterogenni, k mutacim dochazi i béhem jeho
rastu

[ Anti-growth signals
© Growth signals

Extracellular matrix Endothelial cells —

° 0” @ Fibroblasts

Immune cells

Cancer cells

: > 3 N Invasion and
Angiogenesis nflammatio P otastass

Self-sufficiency in
growth signals

Insensitivity to anti-
growth signals




Obecné vlastnosti nadorové bunky

1. Sobéstacnost v produkci rlistovych signald

2. Necitlivost k signdliim zastavujicim bunécény cyklus
3. Poskozeni apoptdzy

4. Neomezeny replikacni potencial

5. Posileni angiogeneze

6. Tvorba metastaz

Byly poruseny prekazky bunécné proliferace
9
Neomezené déleni bunky a jeji ,,nesmrtelnost”



Specialni vlastnosti nadorové bunky pfi in vitro kultivaci

1. Nepotrebuji ukotveni
- vétSina zdravych bunék potrebuje podklad a v kultufe tvori monolayer
- rakovinné bunky dokdazou rUst v suspenzi

2. Snizena citlivost ke kontaktnim signalim (kontaktni inhibice)
- zdrava bunka se prestane délit, pokud neni misto (v kulture tvofi pouze monolayer)
- rakovinnd burika se déli dal a utlacuje okolni tkan (v kulture prertsta do vice vrstev, 3D Utvary)



Angiogeneze

- tvorba vlastniho cévniho zasobeni

- tumor potrebuje cévni zasobeni pro vyzivu, okysliceni a odvod Zivin, v opacném pripadeé roste pouze

max. 1-2 mm

- toto kontroluje vypousténim smési angiogennich faktor( (napf. VEGF a FGF)
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in the anterior chamber

Days

Duhovka (iris) je dobre prokrvena
Cornea - rohovka



Metastaze a invaze
- primarni nadory lze odstranit chirurgicky

Invaze
migrace a penetrace rakovinnych bunék do
sousedni tkané

Metastaze

migrace rakovinnych bunék krevnim obéhem
do vzdalenych tkani a tvorba sekundarnich
lozisek

- zmény adheze a produkce proteaz,
degradujicich proteiny bazalni laminy

J_artner@hotmail.com

Primary tumor

Extracellular
matrix )

€¢) Cancer cells invade
surrounding tissues and
vessels.

@ Cancer cells are
transported by the
circulatory system
§ = to distant sites.

€ Cancer cells reinvade and
grow at new location.

© 2012 Pearson Education, Inc



Metastaze a invaze

- rakovinné bunky mohou v sekundarnich loziscich pfetrvavat ve stadiu dormance, tézko odhalitelné
zobrazovacimi metodami - relaps onemocnéni po letech

, primary

ction Jmie , |
N o O - metastatic
g 'g" ALY =2l colonization

Extravasation is the movement of cells from the capillaries to the tissues surrounding them



Neomezeny replikacni potenciadl rakovinnych bunék

Telomery

Opakujici se sekvence na konci kazdé chromatidy

Pro obratlovce: sekvence TTAGGG (opakuje se asi 2500x u lidi)

Pti kazdé replikaci dojde ke zkrdceni chromatidy. To mUze byt dorovndno enzymem telomerazou

U vétsiny lidskych somatickych bunék telomeraza neni aktivni
Aktivni telomerdza znakem nadorovych a kmenovych bunék —az 90%

What We Lose With Age © 8
o
@ Telomerase
Cell @ 8 RNA template
Chromosoma 9 @ @ 8 < '
o cel > 553 & -
As cells divide I~ } | )

over time... DNA 5'

Nucleotide

Telomeres
end caps that protect ...telomeres shorten, and eventually

the chromosome e
cell division stops



Molekularni podstata rakoviny
Zmeény v genech, které hraji roli v kontrole bunécného cyklu a opravach DNA

1. Proto-onkogeny

- geny stimulujici proliferaci
- pfi mutacich zpUsobuijicich jejich hyperaktivitu je nazyvame onkogeny
- "Gain-of-function" mutace

- Casto geny signalizaéni kaskady rastovych faktor(

- napft. Ras, Myc...

- aktivace je dominantni - staci porucha v jedné alele pro rozvoj rakoviny

CELK CYCLE

2. Tumor-supresory

- geny zastavujici bunécny cyklus CELL CYCLE

- pfi rakoviné casto nefunkéni

- "Loss-of-function"” mutace

- napr. p53, Rb1, BRCA1 a BRCA2...

- aktivace je recesivni - nutny defekt v obou alelach pro vznik rakoviny



Protonkogeny a nadorové supresorové geny kdduji proteiny, které se Gcastni fizeni rlstu
bunék

1. Rustové faktory
- napt. PDGF, EGF... \_

2. Receptory pro rustové faktory
- napr. PDGFR, EGFR...

3. Nitrobunécné prenasece

- napt. Ras, Src... s —_—
Apoptédza
Transkripéni faktory Bax. Bad

Bim

- napr. Myc, Fos...

5. Regulatory apoptozy
- napr. proteinové rodina Bcl2

6. Proteiny Fidici bunécny cyklus
- napr. cykliny a cyklin-dependentni kinazy

7. Proteiny zapojené do oprav DNA
- napr. BRCA, ATM, ATR, yH2AX...

PDGF - Platelet-derived growth factor, EGF - Epidermal growth factor



Patologicka aktivace protoonkogent
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Bunécny cyklus .
Time-scaled diagram
(times in hours

24 22{0

Interfaze
G1 faze - obdobi rdstu bunky
postup fazi G1 je rfizen dvéma kontrolnimi body:
a) bodem restrikce (kontrola velikosti buriky, vnéjsi signaly)

b) kontrolnim bodem sledujicim stav DNA 1
S faze — replikace DNA
G2 faze - rust bunky, pfiprava na mitézu
kontrolni bod G2 sledujici poskozeni DNA - kontrola struktury DNA

Mitosis
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Rizeni bunééného cyklu

CDK- cykliny
heterodimerni protein kindzové komplexy zajistujici fosforylaci proteint
nezbytnych pro pribéh bunécného cyklu

Cykliny
regulacni podjednotky komplexu T T P e
zapinaji kindzovou (fosforylacni) aktivitu CDK

- jejich hladiny se béhem cyklu pravidelné kolisaji
ve specifickych fazich cyklu podléhaji degradaci

proteolyzou

M-phase-promoting factor

mitotic
CDK (Cyklin dependentni kinazy) o
- katalytické podjednotky komplexu

aktivovany ve spojeni s cykliny

aktivita (nikoli koncentrace) béhem cyklu kolisa

Inhibitory CDK

Gyeyelin

Start kinaso

trigger DNA roplication machinary



Antiproliferacni signalizace (RB inhibuje cyklus v G1 vazbou na E2F)
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Typy mutaci
a) bodova mutace, b) amplifikace genu, c) chromosomalni translokace, d) lokalni pfestavby DNA, e)
inzeréni mutageneze

Abnormal Abnormal
(hyperactive) Excess Excess (hyperactive)
protein normal protein Translocated normal protein protein

1 ] ) e 1

| [ I | | [ | or | ||
(a) Point (b) Gene (c) Chromosomal
mutation amplification translocation

(d) Local DNA (e) Insertional
rearrangements mutagenesis

{/ Inversion or N Viral DNA
Insertio Deletion transposition ;

Abnormal (hyperactive) proteins Excess normal protein

© 2012 Pearson Education, Inc.




Oprava DNA

DNA

!

APOPTOSIS

DNA DAMAGE
i.e. UV Damage
Single Stranded Break

REPAIR PROTEINS

Double Stranded Break

cAbl

BRCA1l

Ku70

MRN

BLM1

DNA-PK

!

DNA REPAIR

A
ARREST/APOPTOSIS

www.publichealthunited.org




Oprava DNA

- homologni rekombinace (HR) je presnéjsi nez nehomologni spojovani konct (NHEJ), vyZaduje vSak
pritomnost templatové DNA (fetézec sesterské chromatidy se objevi az v S/G2 fazi; méné casto slouzi
jako templdt druhy chromozom v G1 - nesesterskad chromatida)

Two mechanisms to repair DSBs

|\

Gl / \ 5/62

Minimal end processing -
non-homologous end joining

Activation of -3 resection -

homalegous recombination
(NHET)
/ \. - .
Ku-DNA-PK,, 7
" l

DNL4
XRCCA | s s >
XLF /m/
"Classic” NHEJ  Alternative NHEJ Conservative repair

ERROR PRONE ERROR FREE

www.microbiology.columbia.edu



Tumor-supresor RB
Retinoblastoma protein (pRB) inhibuje prilisné déleni bunék (proliferaci) zastavenim bunécného cyklu

- zabranuje prechodu do S-faze bunécného cyklu tim, Ze vaze a
inhibuje transkrip¢ni faktory E2F rodiny

\J/
- dokud je Rb vazan na E2F, bunka zGstava v ¢asné G1 nebo GO fazi QA’ PEE
A ED
' 7
- v proliferujicich bunkach komplex CycD+CDK4,6 fosforyluje pRB, /
¢imz uvoliuje E2F = vstup do S-faze
8~
- komplex Rb-E2F také pritahuje HDAC k chromatinu, které redukuji (cdka.6
transkripci faktor( podporujicich pfechod do S-faze - suprese GO
syntézy DNA
M G1 P
<@ G
. ’ vy s v . . ) p
Vv padorquch bunkach PRB c.asto nefunguje a E2F je
stale volny = neregulovana proliferace
a) mutace v RB genu - nevaze se na E2F - 3
b) virovy protein E7 vyvazuje pRB
c) overexprese cyklinu D nebo CDK 4,6 nebo
ztrata inhibi¢niho p16 - nadmérna fosforylace RB R___P
pRB

HDAC - Histon deacetyldzy - potlacuji expresi (zabaluji chromatin) - HDAC1, HDAC2, HDAC3... nature.com



Dédicné typy rakoviny - mutace RB
- mutace v jedné alele se nachazi jiz v pohlavni burice - ve vSech somatickych burikach potomka

- mutace v druhé alele muze nastat béhem Zivota
- nefunkéni RB protein byl poprvé popsan v souvislosti s nddorem oka (retinoblastoma), roli hraje v rliznych

typech nadorut

Sperm Sperm
@ Fertilized egg has 50% chance © Fertilized egg inherits

B % ./{ of inheriting RB mutation. ol e ey

@ Mutation in one copy of RB gene @ Mutation in one copy of RB gene
| occasionally occurs as cells divide.

is inherited in_all body cells.

v ! &

IO ....

1 € Mutation in second copy of RB pouze v bunkach oka a ne
gene occurs in one or more retina cells. ve spermuch 3 VajICkaCh

"
% e irckiastoe . ' ' .

€ Mutation in second copy of RB
gene occurs in one or more retina cells.

Pro vznik nadoru v oku je potreba i
mutace v obou alelach - ¢asto u déti %
(two-hit model) Sttt

© 2012 Pearson Education, Inc



Two-hit model
Pro vznik retinoblastomu je potfeba dvou genetickych zmén

- Na zakladé srovnani dédi¢né a sporadické formy retinoblastomu definoval roku 1971 Alfred Knudson
"two-hit" teorii

- vyzkumnici v oboru rakoviny nejprve této teorii nevénovali pozornost, jelikoz dédi¢na rakovina je velmi
vzacna

- tato teorie vSak stala za objevem tumor-supresorovych gen( ve vsech typech rakoviny

"Very often we learn fundamental things from unusual cases.” (A. Knudson)

Frekvence 1:1 1:30 000
Pocet nadort mnoho jeden
Postizené oci obe jedno
Prvni detekce brzka pozdni

http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/19649/title/-Two-Hit--Hypothesis/



Tumor-supresor p53
The guardian of the genome

- p53 indukuje transkripci p21, ktery se vaze na CDK2 - inhibuje pfechod do S faze
- vazba s Mdm2 inhibuje jeho aktivitu

- HATs (napf. p300/CBP, PCAF) mohou v odpovédi na stres acetylovat p53 = zvysSeni aktivity

- HDAC1, 2 a 3 mohou sniZit aktivitu p53 deacetylaci Salle it s i
Hypoxia
- 50% nadort ma mutaci nebo deleci p53 l

- mutace p53 znamena vétsSinou negativnéjsi progndzu I
u nadorového onemocnéni L

Cell cycle arrest .
* Apoptosis

DNA repair *
Death and elimination of
damaged cells

\/

CELLULAR AND GENETIC STABILITY

Cell cycle restart

HDAC - Histon deacetyldzy potlacuji expresi HDAC1, HDAC2, HDACS...
HAT - Histon acetyl transferdzy aktivuji expresi Gcen5, p300/CBP, PCAF, SRC-1, ACTR, ESA1, MOZ...



Tumor-supresor p53
brzda vstupu do S-fdze zdstava BC v G1 fdzi umozZnuje prestavku nutnou k opravam DNA

- inactive pS3
DNA damage

v ACTIVATION
[ { F—— |
DNA o{

SE— > OF
ps3

Az
"

ACTIVE pS3 BINDS TO
REGULATORY REGION
OF p22/ GENE

ALY
m 22/ gene

1) poskozené mutované bunky pokracuji v bunééném

]
cyklu
Y TRANSCRIPTION ¢
I p21 mRNA
2) umozZni poskozenym burikdam vyhnout se apoptdze TRANSLATION ¢

p21 (Cdk

3) vznik genetické instability,umozniujici akumulaci inhibitor protein)

mutaci

ACTIVE INACTIVE
S phase cyclin-Cdk p21-S phase cyclin-Cdk
complex complex

©1998 GARLAND PUBLISHING



Li-Fraumeni syndrom

- Dédi¢né onemocnéni
- Mutace nebo delece v 1 alele genu pro p53 zpusobuje dédi¢nou predispozici k rakoviné
- V rodiné zvyseny vyskyt rakoviny rdznych tkani a v nizkém véku

O

y
m:lnw

O

M 1b M

Breast cancer, 37 v,

Ostecsarcoma, 16y
] Arectea

;3'5.‘8';? Gastnc cancer,
@ () o ] unaftected (normat)
: [] unafrected carmier
¢ =

Soft tissue Adrenocortical
sarcoma, 7y cardnoma, 3 y

{Adupted from B Amserican Socety of Clescal Oncology)



Koordinace tumor-supresorti RB a p53

- dvé hlavni drahy zajistujici bunécnou odpovéd na potencialni onkogenni stimuly

- signdly (napf. poskozeni DNA, aktivace onkogen():

1. draha p53
Indukce ARF, které oddéli MDM?2 od p53
- aktivni p53 reguluje fadu gent, mj.:
- WAF1 - inhibice CDK - cell-cycle arrest
- BAX = indukce apoptozy
- p21 = inhibice CDK

2. draha RB
Indukce INK4A - inhibice CDK (4,6) = inhibice
fosforylace RB - komplex RB+E2F zastavuje cyklus

RB se téZ mlze vazat na MDM2-p53 a regulovat
aktivitu p53

l ‘Oncogenic signals l
! '
IMDM2| ... " LCDKs
b T, T
Tp53 '_.—"’ ..... TRB
| }
TWAF1, BAX| -°~ TE2F
| |
+p21
Apoptosis

28

Nature Reviews | Cancer



Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2
BReast CAncer 1 a 2 geny

- pomahad opravovat poskozeni DNA, zejména DSBs (dvojzlomy)

. Single Strand Break

DNA damage i QA \gs
/ ‘L \ Double Strand Break
Intra/Inter- Single-strand Unrepaired SSB Double-strand
strand crosslink break = break

Incoming
UV Photon

v v v
. Non-
Nucl?qtlde B?s.e Hotclaanis Homologous
excm?n eXC'S'?" recombination
repair repair end-joining

)

journal.frontiersin.org



Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2

VI/Ve

- nebezpecna mutace v BRCA zvysuje vznik rakoviny prsu a vajeéniku (ne vSechny mutace jsou nebezpecné)

Growth factors

o

Cell cycle arrest

BRCA1

1 a@ [j/:)NA damage response

journal.frontiersin.org



Proto-onkogeny - signdlni draha Wnt

postupnd preména zdraveé bunky tlustého streva v nadorovou

1. Ztrata nadorového supresoru APC - stabilizace B-kateninu - tvorba polypa
a) zména transkripce (zvysena transkripce genl podporujicich proliferaci: cyclin D, c-myc...)
b) zvySeni adheze bunék (B-katenin spojuje E-kadherin a a-katenin)

2. "Gain-of-function" mutace Ras - benigni adenom

3. "Loss-of-function" mutace p53 - karcinom

Adherin
Junctions

o-Catenin

......

Nadory tlustého streva:
p53 mutace v 70%
APC mutace v 70%

APC je negativni reguldtor 8-kateninu

| \ +Wnt

\

® QOOEET
iy IO
'_n>
JEED

8&0

00
degradation

4 Stability

Ny X, ATranscription A a8
(4 @ |_> Cyclin D1
& Lef-1/Tcf c-myc, etc.
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Proto-onkogeny - receptory pro rustové faktory (GFR)

1. Konstitutivni aktivita

- vykazuji kindazovou aktivitu i bez pritomnosti ligandu

2. Overexprese
- zmnozeni poctu receptord

EGFR

- karcinom prsu, Zaludku, kolorekta

Her2

- karcinom prsu

c-Kit

- role v hematopoéze

- fyziologicky exprimovan hl. na nezralych
krevnich progenitorech

- rakovina kuze

Lécba protilatkami nebo tyrosin-
kinazovymi inhibitory

Diagnostika receptorti mlze predikovat
|é¢ebnou odpoved

- SCF - stem cell factor; steel factor

- Trastuzumab = Herceptin

- Epidermal growth factor receptor
(EGFR; ErbB-1; HER1)

clenové rodiny EGF proteini

/
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Lapatinib
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Prehled faktora kontrolujicich proliferaci

Hlavni pro-riistové drahy

- Ras - MEK - ERK
- PI3K - AKT

- JAK - STAT

- CDK + cykliny

Cytokines
(e.g., EPC)

Cytokine Receptor

Hlavni proti-rustové
mechanismy

- Fas ligand + receptor
- Kaspazy

- Cytochrom C

- p53 ap21

- Retinoblastoma
-APC

Chemokines,
Hormones,
Survival Factors Transmitters Growth Factors
(e.g., IGF1) (e.g. interleukins,  (e.g. TGFu, EGF) E"‘ﬁce!'“'ar
. atrix
l, serotonin, etc.) l
e/f., EGFR, 2
! GPCR - ! * L3
\ Integrins
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Gene Regulation
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Apoptosis
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Smads
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— Bad Mt
Abnormality ,
FasR \ sensor Bim

BCL2 proteinova rodina

reguluje propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany a tim ridi apoptozu
a) pro-apoptotické: Bax, Bim, Bad...

b) anti-apoptotické: Bcl-2, Bcl-xL...

Death factors
(e.g. FasL, Tnf)
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Karcinogeny
Faktory, které zplsobuji nebo napomdhaji karcinogenezi

1. Fyzikalni karcinogeny
Zvyseny vyskyt karcinomi a leukemii u:

- preziviich po vybuchu atomové elektrarny v Cernobylu

- prezivsich po utocich atomovou bombou na Hiroshimu a
Nagasaki

- hornikd uranovych dol{

vliv UV zafeni na vznik nadora kize

- UV paprsky excituji pyrimidinové baze DNA, které pak reaguji navzajem a vytvari pyrimidinové dimery
- faktor podporuijici vznik a vyvoj nadort -defekty genu jejichz produkty pusobi jako nadorové
supresory, napr nefunkéni p53



2. Chemické karcinogeny

Anorganické karcinogeny:
azbest, chrom (6+)

Organické karcinogeny:
- Polychlorované bifenyly (barvy/laky)

- Dioxiny (produkty spalovani organickych latek)

- Benzen (rozpoustédla, motorové splodiny)

Léciva:

- Chemoterapeutika

- Imunosupresiva

- Antibiotika (napr. Chloramphenicol je
potenciondlni karcinogen)

Exogenni rizikové faktory vzniku nadoru

Tabak
Strava

Potravinova aditiva »

Alkohol

Infekce

Sex, reprodukce
Zaméstnani
Znedisténi prostredi
UV zareni

latrogenni poskozeni
Pramyslové produkty
Neznamé

i o f—
E—
) “
=
i
1]
[
t'I'
0 2Io 4'0 elo 80
Umrti (%)

(Venitt, 1996)



2. Chemické karcinogeny - v potravé

Heterocyklické aminy
- tvofi se v mase jeho dlouhou tepelnou Upravou pri vysoké teploté
- karcinom Zaludku a strev

Nitrosaminy

- vznikaji v téle z aminu a dusi¢nanl

- do uzenin se pridavaji dusi¢nany aby zadrzovaly vodu v mase
- obsazeny téz v pivu

- karcinom zaludku




3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

a) Retroviry (RNA viry):
Jednoretézcova RNA — vyuzivd reverzni transkripce

Reirevirus

- obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné transformuijici viry)
- nebo aktivuji protoonkogen, vedle kterého se integrovaly (pomalu transformujici)

Oncoviry

lidsky lymfotropni virus typu | (HTLV-1)

- T-leukemie (lymfom) dospélych (ATTL), doba latence asi 30 let

- vysoka proliferacni aktivita napadenych bunék, vétsi pravdépodobnost mutaci

Lentiviry |
viry HIV-1 a HIV-2 Maturation :@' Attachment
nadory spojené s jejich infekci - lymfomy a sarkomy

Entry

Reverse

e
- ] af e
" Transcription
Translatlnn/




3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

b) DNA nadorové viry
- neobsahuji onkogeny, ale kdduji proteiny, které interaguji s tumor-supresory hostitelské buriky
- tlaci hostitelskou bunku do S faze - zrychleni bunécného cyklu

Inaktivace p53 patfi ke klicovym uddlostem pri transformaci buriky DNA viry

Virus hepatitidy B (HBV)
- chronicka infekce - integrace do chromozomu
- hepatocelularni karcinom (HCC) — az 20-30 let po infekci

Herpes viry - EB (Epstein Barrové virus)
- v jadre bunky v epizomalnim stavu (extrachromosomalni)
- Lymfomy a karcinomy

Papilomaviry (HPV xx)

- zplsobuje rakovinu délozniho Cipku

- v benignich nddorech — ve formé episomd, v malignich integrace do genomu

- popsano asi 100 odlisnych typl papilomavirl - déli se na ,,high-risk” a ,,low-risk” typy podle progndzy



Lidsky papiloma virus ovliviuje RB a p53

- virus produkuje proteiny,
které inhibuji tumorsupresory:
-E6 - p53
-E7 > RB

Apoptosis
activated

Ly, —

DNA damage

E6 @ E6 stimulates ubiquitin
attachment to p53, thereby

HPV
- promoting p53 destruction.
< © E7 binds to Rb and
disrupts its ability to halt

cells at the restriction point.

E7

ction point |

\ ‘ Restri
Stop:
’ Gl—/ s
— —3
s Proceed:
Growth ¢ ~ Rb Gl—— S
f;?:‘tné v Cdk-cyclin

© 2012 Pearson Education, Inc.




Amesuv test

Zakladni test na stanoveni mutagenniho potencidlu chemickych sloucenin

- rakovina byva spjata s mutacemi, proto latky zpUsobujici mutace jsou pravdépodobné

téz karcinogenni

- testovani na mysich je ¢asové narocné (2-3 roky) a ndkladné

- roku 1970 vynalezl Bruce Ames jednoduchy test na uréeni mutagenicity

possible
mutagen
rat liver

extract plate

| .

plate

Salmonella strain
(requires histidine)

media with
minimal histidine

a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen

causes mutations

incubate

incubate

— —

control plate
(natural revertants)

Bruce Ames

- bakterie Salmonella typhimurium
- auxotrofni mutant

- vyZzaduji histidin pro rist, ale
neumi jej syntetizovat kvali mutaci
v genu pro jeho syntézu

- pfirozené se vyskytnou mutace a
vyskoci kolonie s funkénim genem
pro histidin

- ¢im karcinogennéjsi latka - tim
vice mutaci - vice kolonii

- extrakt z jater se pridava pro
zachyceni mutagenicity metabolitd
testované latky

- napf. benzo[a]pyren, neni sam o
sobé mutagenni ale metabolity ano



Lécba rakoviny

1. Konvencéni chemoterapeutika
cil proliferujici buniky, nespecificka, vzdy stejné % proliferujicich bunék

Cile:
- poskodit DNA nadoru
- zastava proliferace
- apoptoéza indukci p53 nebo masivni damage (p53 nezavislé)

nador vice nachylny na obecné pro-apoptotické stimuly (genotox. latky, mitot. jedy, antimetabolity)
Nevyhody: ohromné vedlejsi ucinky (likvidace zdravych tkani - mUze vést az ke vzniku sekundarni rakoviny)

2. Cilena terapie
selektivni pro nadorové buriky (specifické pro urcity bunécény proces), nizka toxicita k zdravym b.

Nevyhody:
- neni 100% specificka pro danou molekulu
- cilovd molekula véts. plni i fyziologickou funkci (¢ast. vyjimka fuzni gen)
- nutnd identifikace molekularni podstaty - individualizovana medicina (tailored medicine)

/////

rostlin/plisni)

cytostatikum: Idtka tlumici rist a rozmnoZovdni bunék zejm. nddorovych tkdni



Mechanismy plisobeni konvencnich cytostatik

1. Alkylacni latky
- atakuji negativni naboj DNA a zpUsobuji zlomy v DNA - zabranuiji replikaci
- mohou indukovat vznik sekundarnich leukemii

- Chlorambucil (lymfomy, CLL)

- Cyklofosfamid - nejpouzivané;jsi

- Busulfan - predtransplantacni myeloablace, CML

- Cisplatina - DNA damage, interkalace, aktivni intraceluldrné, nefrotoxicita

2. Antimetabolity
- zasahuji do syntézy nukleovych kyselin
cili hlavné na proliferujici bunky

- Metotrexat - blok syntézy purinu inhibici dihydrofolatreduktdazy (osteosarkom)
- Fludarabin - blok purini - substituce adenosinu - fragmentace DNA, (AML, CLL)
- 5-fluoruracil - integrace do RNA

- Hydroxyurea - blok ribonukleotidreduktdzy, inhibice pyrimidinu, CML



Mechanismy plisobeni konvencnich cytostatik

3. Protinadorova antibiotika*

- Doxorubicin
- interkaluje mezi retézce DNA
- indukuje vznik volnych radikali
- blokuje topoizomerdzu Il

4. Rostlinné alkaloidy

blokuji tvorbu vieténka vazbou na mikrotubuly

- Vinca alkaloidy (z Vinca rosea) - depolymerizace mikrotubul(i - rozpad vieténka, Kamptotecin -
blok topoizomerdzy |

- Taxdny - (jehli¢i tisu), Paklitaxel - blok depolymerizace mikrotubult (karcinom prsu, vajecniku)

Mitotic center
(centrosome)

microtubule

*protinddorovd antibiotika v tomto kontextu neoznacuji antibaktridlni latky
topoizomerdza: rozmotdva DNA pfi replikaci



Cilena terapie - priklady

Monoklonalni protilatky
- specifické protilatky (Ab) proti vybranym antigenlm na povrchu bunék
a) Naked: po navazani mohou blokovat dany receptor, nebo aktivovat bunky imunitniho
systému
b) Konjugované: s toxinem, radioizotopem, cytokinem

N \

b 1 ' Biotinylated 3

\

. Naked MAb »  radioactive ligand Multistep argeting

\\ \ I

Cytokine

Immunocytokine

Cellular Immunoconjugates

MADb - monoclonal

Immunotoxin & antibody
m Liposome .
‘ 2 ADCC - antibody-
scFv-enzyme — ® SCFV dependent cell-mediated
cytotoxicity
ADEPT ,
2 /\ Immunoliposome CDC - complement-

. Prodrug Drug o
Immunoconjugates dependent cytotoxicity



Cilena terapie - priklady

Monoklonalni protilatky
- Herceptin - anti-HER-2 (rak prsu 30% amplifikace genu pro receptor HER-2)
- Rituximab - anti-CD20, maligni B-lymfomy, B-lymf. CLL, folikuldrni lymfom
- Gemtuzimab - anti-CD33 (na véts. leuk. b.), AML, konjugace s ATB colcheamicinem
- Cetuximab - anti-EGFR, konjugace s toxinem, internalizace do buriky, kolorektalni karc.

Hematologic malignaneies
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Cilena terapie - priklady

Tyrozin kinazové inhibitory (TKlIs)
- obsazeni ATP vazebného mista
- vysoka strukturni variabilita umoznuje specifickou vazbu
- nevedou k uplnému vyléceni :(
- Gefitinib - karc. plic, ledvin, solidni tumory
- Erlotinib - karc. vajecniku
- Imatinib, Dasatinib, Nilotinib - Iécba CML

Farnezyltransferazové inhibitory (FTls)
inhibice funkce Ras (trvale zapnuty v nadorech)
- Lonafarnib, Tipifarnib, BMS-214662



Cilena terapie Chronické Myeloidni Leukemie (CML)

Over-exprese tyrozinkinazy Bcr-Abl v CML zpUsobuje:

e cytokin-independentni preziti a rlst buriky, prokazdna onkogenni adikce

e chrani buniku pred apoptozou v odpovédi na rlstové faktory nebo poskozeni DNA *

\
inhibiceMEK—I@ @ T
=3

., Inhibition of apoptosis, proliferation,
growth factor independent

Evans et al. Cancer Res 1993; Druker, Blood 112, 2008, p 4810



Cilena terapie CML

Ber-Abl
Crkl

T

IMATINIB

Dividing stem cell

'\

6-6-6-Q

DASATINIB

Partially quiescent LONAFARNIB /
stem cell

22

Quiescent stem cells

F. Pellicano and T. Holyoake, Cancer Biomarkers 2007



Quiescentni kmenova bunka zodpovédna za relaps

Indukce vstupu quiescentni kmenové buriky do b. cyklu
V kombinaci s konvencni chemoterapii

Oxid arsenity (As,O,, arsenic trioxide, 1865 Fowler solution)

- reversibilné snizuje expresi PML proteinu (growth arrest skrze represi mTOR) = indukuje LIC
bunky ke vstupu do cell cycle, bez vyvolani apoptozy

- |écba PML a CML
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konvencni
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Ito et al., Nature 2008



Vybrané mutace v nadorovych onemocnénich:

Ras - 25% vSech nadoru

aktiv telomeraza - 90% nadoru

K-Ras - 80% karcinom pankreasu

p53 - nejCastéji inaktivovany v nadorech - rizné nadory, Li-Fraumeni
pl6 - melanom

Rb - retinoblastom

t(8;14) aktiv Myc - B-cell CLL, ALL, Burkittdv lymfom

N-Myc amplif. - 30% neuroblastom

B-katenin (WNT) - kolorektalni karcinom (mutovany katenin necitlivy k APC, transkripce genu cc)
TGF-B, SMAD4 - rezistence k antiprolif signalim

Fas receptor - nador

Bax - nadory traviciho traktu a leukemie

Bcl-2 translokace - folikularni lymfom

loss chrl0, inakt PTEN - glioblastom
zisk chr7, dupl MET - karcinom ledvin

t(9;22) Bcr-Abl - CML, ALL (30%), vzacné AML

transl. RAR - akutni PML

autocrinni TGF - sarkom

autocrinni PDGF - glioblastom

overexpr EGFR/ERBB - karcinom prsu, zaludku, kolorekta

overepr HER2 - karcinom prsu (predikce - herceptin Ab proti receptoru HER2)
PML/RARA - vaze histondeacetylazy, které znemozni transkripci ATRA cilovych gen

Markery: CD20, CD30, CD33, CD52, CD90



