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Rakovina

Komplexni onemocnéni vychazejici z poruch bunécného cyklu.
Zpusobena malignim nddorem.

- v civilizovaném svété je Sance na vznik rakoviny zhruba u 50 % populace
- druha nejCastéjsi pricina umrti po kardiovaskularnich nemocech
- vyvoj rakoviny je postupny proces kumulace zmén - vyssi riziko s vékem

Nador (tumor, neoplazma, novotvar)
- patologicky utvar tvoreny v tkani mnohobunécného organismu, jehoz rist se vymkl kontrole

v

- déleni bunék neni omezovano zadnym regulac¢nim mechanismem

Kancerogeneze = Karcinogeneze
- proces vzniku a vyvoje nadoru

C18-C20 - vékova struktura — obé pohlavi C18-C20 - vékové specificka incidence — obé pohlavi
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Kolorektalni karcinom (C18-C20) ve
velké mife postihuje pacienty v
produktivnim véku. Typicky vék
C¢eského pacienta s kolorektalnim
karcinomem sice leZi v intervalu 65-74
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Rakovina - Uvod

Benigni nador Maligni nador

- pomaly rist - vysoka proliferace

- podobnost s pavodni tkani - zmény v morfologii, velikosti a tvaru bunék
- ohrani¢enost - nizSi stupen diferenciace

- vétSinou neohrozuiji zZivot - tvorba metastaz

- utlacuje okolni tkan

Adenoma (benign) Adenocarcinoma (malignant)
invasive,
normal gland o o 9 0 f cancerous
et ©  fibrous connective-| |normal gland gland tubules
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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

Typy
1. (Adeno) Karcinomy

- z epitelidlnich bunék

- 90 % vSech rakovin

- napt. klze, jatra, slinivka, Stitnd Zlaza,
plice, prsa, prostata, tlusté strevo,
vajecniky, ledviny...

2. Sarkomy
- v podpurnych tkanich
- napr. kost, chrupavka, sval...

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

Incidence
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Bladder
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Mortality

Other
cancer
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Leukemia
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Cervix uteri
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Pancreas —
4.7% Female

Esophagus  breast
55%  6.9%

Liver
8.3%

Stomach
7.7%

9.9 million
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Distribution of Cases and Deaths for the Top 10 Most
Common Cancers worldwide in 2020, GLOBOCAN 2020.

Epitel kryje vnéjsi nebo vnitini povrchy organizmu a ma Zlazovou funkci. Fylogeneticky nejstarsi typ tkané. Vznika ze vSech

3 zarodecnych lista.

Endotel - jednovrstevny dlazdicovy epitel (vrstva bunék) vystylajici vnitini povrch cév a srdce. Mezodermalni piavod.



RoCni umrtnost na vybrané typy rakoviny

100 —

90 —

80 —

Rate per 100,000 Females

Lung and Bronchus

Breast

/
Colorectum

Stomach Uterus™

Pancreas

1930

LA A R A AN A AR R
1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Year of Death

www.clevelandclinicmeded.com

Rate per 100,000 Males

70 -

60

50 -

40

Lung and Bronchus

Stomach

Frostate

Colorectum

Pancreas
Liver —
_'_’/‘——{lr':kcmia
TT T T T T T T A T T T T T T T T TR T A A A T T T A T A T T T T I T T i T T T A A A T T T rrrors
1935 1240 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005
Year of Death



Cigarety a rakovina
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Tumory vznikaji nekontrolovanym délenim pri ztraté rovnovdhy mezi proliferaci a diferenciaci

O/. /.
‘\Gﬂ /' Oﬁ;\
\ / \ /'
\‘/' '\
\ \ /
\O

Rakovina kize
- vrstva epitelidlnich bunék z bazalni vrstvy zacne prerUstat okolni buriky a tvori tumor
- defektni mechanizmy kontroly bunééného cyklu

Normal Growth Tumor Growth

Outer skin surface / Shedding of dead cells
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Stadia rakoviny
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Rakovina neni monogenni onemocnéni
* (Odhadem 4-7 udalosti nezbytnych pro nadorovou transformaci buriky

* Desitky mozZnych gend, jejichZz mutace povede k podpore vzniku rakoviny

Klonalni expanze transformované bunky



Nador je komplexni tkan

1. Nadorové stroma:

* Podpurné bunky — zejm. fibroblasty - udrzuji
tvar, produkuji extracelularni matrix.

* Nové cévni zasobeni (endotelidlni burnky) -
transport Zivin a kysliku, moznost invaze a
metastazi.

*  Bunky imunitniho systému - indukce zanétu.

2. Nadorovy parenchym:

* vlastni nadorové burky
* heterogenni, k mutacim dochazi i béhem jeho
rdstu

[ Anti-growth signals
© Growth signals

Extracellular matrix Endothelial cells i

° o” s Fibroblasts -

Cancer cells

Immune cells

Rnai E Nl ti Invasion and
ngiogenesis nflammatio R olastasie

Self-sufficiency in
growth signals

Insensitivity to anti-
growth signals




Obecné vlastnosti nadorové burnky

sobéstacnost necitlivost k signalim
v syntéze zastavujicim bunécny

rustovych signald cyklus

schopnost zménit unik pfed destrukci
enqgetlcky 3 imunitnim systémem

metabolismus bunky

neomezeny
replikacni

poskozeni kontrolnich
mechanismu apoptosy

nestabilita genomu 4 prispéni zanétu
& mutace ~ ke kancerogenezi

posnem invaze do okolni tkané
anglugeneze a tvorba metastaz

potencial

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

Hanahan a Weinberg 2011



Specialni vlastnosti nadorové bunky pfri in vitro kultivaci

1. Nepotrebuji ukotveni
- vétsSina zdravych bunék potrebuje podklad a v kulture tvofi jednu vrstvu
- rakovinné buriky dokazou rlst v suspenzi

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

e —— % contact-inhibited monolayer
of normal cells

witilayer of uninhibited
cancer cells

growth medium in
plastic tissue-culture dish



Angiogeneze

- tvorba vlastniho cévniho zasobeni

- tumor potrebuje cévni zasobeni pro vyzivu, okysliceni a odvod Zivin, v opacném pfipadeé roste pouze
max. 1-2 mm

- rakovinné bunky produkuji smési angiogennich faktort (napf. VEGF a FGF)

Tumor cells suspended

: 4 Tumor cells
in the anterior chamber

growing on

iris

Cornea

L Tumor cells

growing on
the iris
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Small tumor Sprouting capillary Growing tumor

Tumor cells suspended
in the anterior chamber

Tumor volume (mma)
s
T

Days

Duhovka (iris) je dobfe 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, které
degraduji proteiny bazalni laminy

Metastasis

Metastatic—
\ tumor b
& 7

s

] 5 Cancer cells in ’
Cancer spreads to other K lymph system 4 j

parts of the body
o
P ) LunN
Y. metastasis Cancer cells

in the blood

Primary cancer.

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.
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Metastaze a invaze

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

metastatic
colonization

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



Neomezeny replikacni potencial rakovinnych bunék

Telomery

Opakuijici se sekvence na konci kazdé chromatidy.

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

Pti kazdé replikaci dojde ke zkrdceni chromatidy. To muze byt dorovnano enzymem telomerazou.

U vétsSiny lidskych somatickych bunék neni telomeraza aktivni.
Aktivni telomeraza je znakem nadorovych a kmenovych bunék —az 90 %.

What We Lose With Age

®

Telomerase

RMNA template

Chromosome \}

Cell
As cells divide

& @® @
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over time...
Mucleotide

Telomeres L
ene caps thal protect ...telomeres shorten, and eventually

the chromosome e
cell division stops

Telomerdza je enzym pracujici jako reverzni transkriptdza, ktery je schopen prodluZovat konce eukaryotickych chromozomd (tzv. telomery).



Molekularni podstata rakoviny

Zmeény v genech, které hraji roli v kontrole
bunécného cyklu a opravdach DNA.

1. Proto-onkogeny CMLE

- geny stimulujici proliferaci

- pfi mutacich zpusobuijicich jejich hyperaktivitu je
nazyvame onkogeny

- "Gain-of-function” mutace

- ¢asto geny signalizaéni kaskady rastovych faktoru
- napft. Ras, Myc...

- aktivace je dominantni - staci porucha v jedné
alele pro abnormalné zvysenou funkci

2. Tumor-suprss?ry o ceLL cYCLE
- geny zastavujici bunécny cyklus
- pri rakoviné casto nefunkéni

- "Loss-of-function"” mutace

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

- aktivace je recesivni - nutny defekt v obou alelach
pro vyrazeni z provozu




Proto-onkogeny a nddorové supresorové geny kéduji proteiny, které se tcastni fizeni rastu
bunék

1. Ruistové faktory
- napr. PDGF, EGF... \_

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

3. Nitrobunécné prenasece

- napr. Ras, Src... Bcl-2 Bel-xL
Apoptéza
Transkripcni faktory Bax Bad

Bim

- napf. Myc, Fos...

5. Regulatory apoptozy
- napf. proteinové rodina Bcl2

6. Proteiny ridici bunécny cyklus
- napt. cykliny a cyklin-dependentni kinazy

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

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



Patologicka aktivace proto-onkogent

neaktivni receptor

aktivovany receptor
~ rustového faktoru

rustovy h— pro ristovy faktor

faktor

neaktivni l—.

vnitrobunééne

ny

&

aktivovane

signalni vnitrobunééné
proteiny signalni
proteiny

jadro
/

neaktivni
< regulaéni
protein genu

aktivovany
regulaéni protein

transkripce

. gen potfebny
pro mnoZeni buriky

(A)  NORMALNI KLIDOVA BUNKA

(B) NORMALNI MNOZICI SE BUNKA

neaktivni receptor
- rlstového faktoru

neaktivni
., intracelularni
signalni protein

abnormalné aktivni
intracelularni
signalni protein

aktivovany
regulaéni protein
\\\\ | U'é" genu

—

transkripce

mnoieni bunék
v nepfitomnosti rustového faktoru

(C) MNOZICI SE RAKOVINNA BUNKA



Bunécny cyklus

Interfaze
G1 faze - obdobi rlistu buriky
postup fazi G1 je fizen:
a) bodem restrikce (kontrola velikosti buriky, vnéjsi signaly)
b) kontrolnim bodem sledujicim stav DNA
S faze — replikace DNA
G2 faze - rust bunky, priprava na mitézu
kontrolni bod G2 sledujici poskozeni DNA - kontrola struktury DNA

Mitéza //- Metaphase Checkpoint
‘ Check for:
M kontrolni bod G, Checkpoint — * Chromosome spindle attachment
- kontrola sestaveni mitotického vreténka Chgﬁﬁlféﬂ
* Lell size

G, Checkpoint

Check for:
* Nutrients
* Growth factors
* DNA damage

* DNA replication

S

DMNA Synthesis

GO (Resting State)



Rizeni bunééného cyklu

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

Cykliny

- regulacni podjednotky komplexu

- zapinaji kindzovou (fosforylaéni) aktivitu CDK

- jejich hladiny béhem cyklu pravidelné kolisaji

- ve specifickych fazich cyklu podléhaji degradaci
proteolyzou

CDK (Cyklin dependentni kinazy)

- katalytické podjednotky komplexu

- aktivovany ve spojeni s cykliny

- aktivita (nikoli koncentrace) béhem cyklu kolisa

Inhibitory CDK



Antiproliferacni signalizace (RB inhibuje cyklus v G1 vazbou na E2F)
G1/S Checkpoint

Replicative Contact Inhibition DMA Damage
Senescence //

Growth Factor / “

Withdrawal SMAD3 ’/ e
SMAD4 Senescence
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Typy mutaci v proto-onkogenu

a) bodova mutace, b) amplifikace genu, c) chromosomalni translokace, d) lokalni prestavby DNA,
e) inzeréni mutageneze

Abnormal
(hyperactive)
protein

T

Excess
normal protein

Pt

Excess
Translocated normal protein
chromosome T

I

| I | | | |

Abnormal
(hyperactive)
protein

| | [ | I

R

{}

(a) Point

(b) Gene

mutation amplification

(d) Local DNA

| or |

2

(c) Chromosomal
translocation

(e) Insertional

rearrangements mutagenesis
& Inversion or N Viral DNA
Insertion Deletion transposition S
[ T | or[ [T | or | [ ] [ | I

N

| v

Abnormal (hyperactive) proteins
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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

A4
ARREST/ APOPTOSIS




Oprava DNA

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




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 transkripcni faktory E2F rodiny (E2F podporuje proliferaci)

\J
- dokud je Rb vazan na E2F, bunka zUstava v ¢asné G1 nebo GO fazi
- v proliferujicich burikach komplex CycD+CDK4,6 fosforyluje pRB, /
¢imz uvoliuje E2F - vstup do S-faze

g

/( BN*@ .
V nadorovych bunkach pRB ¢asto nefunguje a E2F je
stale volny - neregulovana proliferace

a) mutace v RB genu - nevazZe se na E2F { ‘/

b) virovy protein E7 vyvazuje pRB

c) overexprese cyklinu D nebo CDK 4,6 nebo

ztrata inhibicniho p16 - nadmérna fosforylace RB
.pHB

Proteiny rodiny E2F aktivuji cilové geny nutné pro G1/S prechod



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 riznych

typech nadord

Sperm Sperm

© Fertilized egg has 50% chance O Fertilized egg inherits

ﬂ % '/{ of inheriting RB mutation. i 5 S it

@ 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.

/ l

IO ....

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

.o spermiich a vajiccich
Hereditary
retinoblastoma

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

-]

pouze v bunkach oka (i
jiné tkané) a ne ve

%1_

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

© 2012 Pearson Education, Inc



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

- Na zakladé srovnani dédicné 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 gent ve vsech typech rakoviny

HH Two Hit Cell
Naproti tomu u proto-onkogent
staCi mutace pouze v jedné alele

H E (one-hit)
H H One-Hit Cell

Hereditary Normal Cell

Non Hereditary



Tumor-supresor p53
The guardian of the genome

- p53 indukuje transkripci p21, ktery se vaze na
CDK2 - inhibuje prechod do S faze

- vazba s Mdm2 inhibuje jeho aktivitu

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

- HDAC1, 2 a 3 mohou snizit aktivitu p53
deacetylaci

- 50 % nadorll ma mutaci nebo deleci p53

- mutace p53 znamena vétsSinou negativnéjsi
prognozu u nadorového onemocnéni

HDAC - Histon deacetyldzy potlacuji expresi
HAT - Histon acetyl transferdzy aktivuji expresi

DNA damage
Cell cycle abnormalities
Hypoxia

Cell | t
(] t:yt:+ e arres ririoile

\

Death and elimination of
damaged cells

\/

CELLULAR AND GENETIC STABILITY

DNA repair

Cell cycle restart

HDAC1, HDAC2...
Gcnb, 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

DNA damage

v ACTIVATION
s Gl
O — > OF
pS3
Aly
ACTIVE pS3 BINDS TO
REGULATORY REGION
Mutace p53 OF 2/ GENE
1) poskozené mutované buriky pokracuji v bunééném o T ell] e
T —
cyklu TRANSCRIPTION §
S P21 MRNA
2) umozni poskozenym burnkam vyhnout se apoptdze TRANSLATION §

p21 (Cdk

3) vznik genetické nestability umoznujici akumulaci inhibitor protein)

dalsich mutaci

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

1998 GARLAND PUELISHING



Li-Fraumeni syndrom
- dédicné onemocnéni

- mutace nebo delece v 1 alele genu pro p53 zplsobuje dédi¢nou predispozici k rakoviné
- v rodiné zvyseny vyskyt rakoviny rlznych tkani a v nizkém véku

O O
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Koordinace tumor-supresorti RB a p53
- dvé hlavni drahy zajistujici bunécnou odpovéd na potencialni onkogenni stimuly

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

l Oncogenic signals l
1. drdha p53 ~ .
Indukce ARF, které oddéli MDM?2 od p53 [Nk
- aktivni p53 reguluje fadu gen(, mj.: ¢
- WAF1 - inhibice CDK -> cell-cycle arrest R <--e. . e RCDKS
- BAX = indukce apoptdzy ¥ e ;..-.-_'_':_ }
- p21 - inhibice CDK Tp53 - [IR8
} }
2. draha RB TWAF1, BAX] -~ TE2F
Indukce INK4A = inhibice CDK (4,6) > ' |
inhibice fosforylace RB - komplex RB+E2F zastavuje cyklu +p21 _ vy
e
RB se téZ m(ize vazat na MDM2-p53 a regulovat el - N\
aktivitu p53 Apoptosis Senescence

L hos

Nature Reviews | Cancer




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

- pomahaji opravovat poskozeni DNA, zejména DSBs (dvouretézcové zlomy)

. Single Strand Break

DNA damaﬂe 5 \ & A : JJ_J\§§5'
/ l' \ Double Sirand Break '
Intra/Inter- Single-strand Unrepaired S8 Double-strand
strand crosslink break - break

KU 70/80

- Non-
Nucll.!c!l'lde Btfs'e ol Homologous
excision e recombination
repair repair end-joining

|




Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2

- nebezpeéna mutace v BRCA zvysuje vznik rakoviny prsu a vajecniku (ne vSechny mutace jsou nebezpecné)
- béZné existuje cca 12% Sance na vznik rakoviny prsu u Zen, pfi defektnim BRCA genu (vybrané mutace) se
Sance zvysuje na 60-90 %

- Angelina Jolie podstoupila preventivné dvojitou mastektomii kvlli mutaci v BRCA1 (Sance na vznik
rakoviny prsu odhadovana na 87 %). Po operaci redukce na 5 %.

Growth factors

CQ I I cvc I e arres t What She's Fighting for Now

--
{l\
Cell cycle prngrassion BRCA]‘ )

Cell gro?“th response ‘

s @ /I'JNA damage response

7

g



Proto-onkogeny a tumor-supresory
postupnd preména zdraveé burnky tlustého streva v nadorovou

1. Ztrata nadorového supresoru APC - stabilizace B-kateninu = tvorba polypu
a) zména transkripce (zvysena transkripce genll 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

MNormal Hyper-proliferative  Adenoma Carcinoma
epithelium epithelium

Submucosa 1

ayer — (Bl -

Muscle— & -

= b
APC mutations K-ras TP53
Hypermethylation mutations mutations

Malpcufar Medicine Today

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

APC (Adenomatous polyposis coli) je negativni reguldtor 8-kateninu, je soucdsti Wnt signdlni drahy



Proto-onkogeny - receptory pro ristové faktory (GFR)

1. Konstitutivni aktivita

- vykazuji kindzovou aktivitu i bez pfitomnosti ligandu

2. Overexprese
- zmnozeni poctu receptor(

EGFR

- karcinom prsu, Zaludku, kolorekta

Her2

- karcinom prsu

c-Kit

- role v hematopoéze

- fyziologicky exprimovan hl. na nezralych
krevnich progenitorech

- rakovina kulze

Lécba protilatkami nebo tyrosin-
kinazovymi inhibitory.

Diagnostika receptord muze predikovat
|é¢ebnou odpovéd.

- SCF - stem cell factor; steel factor

- Trastuzumab = Herceptin

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

domain (exon 9)

Juxtamembrane
domain (exon [}

Tyrosine kinase
domain Il (exon 17)

Extracellular

Small-molecule
tyrosine Kinase inhibitor

Ligand

Antibody

¢lenové rodiny EGF proteinii

Extracellular

Panitumumab

Trastuzumab %

BEBEEEE RS
Kinase domain
(exons 18-21)

Kinase domain
(exons 18-22)




Prehled faktoru kontrolujicich proliferaci

Hlavni pro-rustové drahy

- Ras - MEK - ERK
- PIBK - AKT

- JAK - STAT

- CDK + cykliny

Cytokines
(e.g., EPC)

Cytokine Receptor

Hlavni proti-riastové
mechanismy

- Fas ligand + receptor
- Kaspazy

- Cytochrom C

- p53 a p21

- Retinoblastoma
-APC

Chemokines,
Homones,
Survival Factors Transmitters Growth Factors
(e.g., IGF1) (e.g. interleukins,  (e.g. TGF, EGF) E"‘ﬁ:’t}:::"ar
J, serotonin, etc.) l
e/£., EGFR, 2
| GPCR \ \'/,/ /mte'grins
RTK | RTK _ _£4ca2 /
l Grozisos _ Fym/she Al
— G-Protein Ras EAK Dlshevelled -~ N
/——4—1 } Src 2
Raf GSK-3
( * Adenylate * B
+ cyclase MEK
NF-xB +
7 PKA y =
MEKK MAPK MKK B Cater"n E
) —_—
4 \ g
Myc: —Mad: -
Max — Max ERK JNKS B-catenin:TCF < I
-
=
Cytochrome C (@]

Caspase 9

s Jun
CREB [ Gli -—

\ Gene Regulatlon - F

Caspase 8§ ——»,

Apoptosis

el /
Proliferation

FADD @ _|k
Mt <—
A
FasR

bnormality ,
Sensor Bim

BCL2 proteinova rodina
Death factors reguluje propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany a tim ridi apoptozu
(e.g. FasL, Tnf) a) pro-apoptotické: Bax, Bim, Bad...
b) anti-apoptotické: Bcl-2, Bcl-xL...

Wit

Y

Hedgehog
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Karcinogeny

Faktory, které zpUsobuji nebo napomahaji

karcinogenezi

International Agency for Research on Cancer (IARC)
zaloZzena WHO zavedla nasleduijici klasifikace kancerogent: e xrays

Carcinogenic
to humans

Probably
carcinogenic
to humans

Possibly
carcinogenic
to humans

Not classifiable

THE INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER'S (IARC) CARCINOGENIC CLASSIFICATIONS

What does it include?
'\‘."
t}/ @ % E®S

Smoking, alcoholic beverages,
processed meats such as sausages, bacon
or salami and high exposure to the sun

94 §5§
& O o=

Red meat consumption, working night shifts,
drinking very hot drinks and emissions from
frying food at high temperature

%4 [ B8

Radiofrequency electromagnetic fields
(from cell towers, radic or TV), aloe vera
whole leaf extract, working in dry cleaning
and pickled vegetables

¥ O 0 &

Drinking coffee, drinking tea,
cholesterol and paracetamol

International Agency for Research on Cancer. (March 2020). IARC menegraphs on the identification of carcinogenic hazards te humans,
o fied-b

Retrieved from https://monographs.iarc frlagent:

y-the-iare/

Group 1 carcinogens
Carcinogenic to humans. 126 agents, including:

® alcoholic drinks

® asbestos

® diesel engine exhaust emissions
® indoor tanning

® tobacco

Group 2A
Probably carcinogenic to humans 94 agents, including:

® red meat

® indoor emissions from wood-burning stoves

® glyphosate

® shiftwork that involves circadian disruption

® petroleum refining (occupational exposures in)
® frying - emissions from high temperature

Group 2B
Possibly carcinogenic to humans.322 agents, including:

® dry cleaning (occupational exposures in)
® firefighting (occupational exposures in)
® aloe vera

@ bracken fern

® ginkgo biloba extract

® lead

Group 1: "Carcinogenic to humans" There is enough evidence to conclude that it can
cause cancer in humans.

Group 2A: "Probably carcinogenic to humans' There is strong evidence that it can
cause cancer in humans, but at present it is not conclusive.

Group 2B: "Possibly carcinogenic to humans' There is some evidence that it can
cause cancer in humans but at present it is far from conclusive.

Group 3: "Unclassifiable as to carcinogenicity in humans" There is no evidence at
present that it causes cancer in humans.



Karcinogeny

1. Fyzikalni karcinogeny

lonizujici zareni
zvysSeny vyskyt karcinoma a leukemii u:
- prezivsSich po vybuchu atomové elektrarny v Cernobylu

- prezivsich po utocich atomovou bombou na Hiroshimu
a Nagasaki

- hornikd uranovych dol(

Vliv UV zafeni na vznik nadort klize

- UV paprsky excituji pyrimidinové baze DNA, které pak reaguji navzajem a vytvari pyrimidinové dimery
- faktor podporujici vznik a vyvoj nddorl - defekty gend, jejichZ produkty plsobi jako nddorové
supresory, napf. nefunkéni p53




2. Chemické karcinogeny

Anorganické karcinogeny
azbest, chrom,...

Organické karcinogeny
- Polychlorované bifenyly (barvy/laky)

- Dioxiny (produkty spalovani organickych
latek)

- Benzen (rozpoustédla, motorové
splodiny)

Léciva

- Chemoterapeutika

- Imunosupresiva

- Antibiotika (napf. Chloramphenicol je
potencionalni karcinogen)

Strava

- heterocyklické aminy - vznikaji v
potravinach nevhodnou upravou

napr. smazeni

- nitrosaminy - vznikaji v téle z dusi¢nan(
pridavanych napr. do uzenin

Exogenni rizikové faktory vzniku nadoru

Tabak | N [

Strava | e
Potravinovéa aditiva_#

Alkohol

Infekce

Sex, reprodukce
Zaméstnani
Znedisténi prostiedi
UV zafeni

latrogenni poskozeni
Pramyslové produkty

T

Nezname
T T T T
0 20 40 60 80
Umrti (%)

(Venitt, 1996)

Number of cancers

40 000

Smoking
B Active
BPassive

Smoking
Alcohol

M Fruits <300g9/d W Fibres <25g/d M Processed meat (any)

Diet B Red meat >300g/week [ Vegetables <300g/d J§ <2 dairy products/d
Overweight, obesity

Helicobacter pilori
M Hepatitis B

B Papillomavirus
Epstein Barr virus

Hepatitis C

Infections
B Human herpes 8 virus

Occupational exposures

Ultraviolet radiation UV solar B UV tanning salons

lonising radiation Radon M Diagnostic radiation
Physical activity <30 min/j

Hormones B Hormonal replacement therapy B Oral contraceptives’

. " "Oral contraceptives cause 600 breast and uterine cervix
Breastfeeding <6 months/child cancers and avoid 2 500 endometrial or ovarian cancers
Qutside air poliution

Arsenic, benzene

Cancers related to lifestyle and environmental factors in France in
2015

https://doi.org/10.1016/j.ejca.2018.09.009



3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

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

Reirevirus

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

Onkoviry

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 Muturdliun—@. Attachment
nadory spojené s jejich infekci - lymfomy a sarkomy

Entry

Reverse
Transcription




3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

b) DNA nadorové viry
- neobsahuji onkogeny, ale kéduiji 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
- hepatoceluldrni karcinom (HCC) — az 20-30 let po infekci

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

Papilomaviry (HPV)

- zpUsobuje 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 papilomavirus ovliviuje RB a p53

- virus produkuje proteiny,
které inhibuji tumor-supresory:

-E6 - p53
-E7 > RB ’ ’

DNA damage

Apoptosis
activated

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 /
Restriction point

Stop:

g

— m—
8 Proceed:

i .Rb Gl—— S

factor Cdk-cyclin \J

Growth

© 2012 Pearson Education, Inc.



Amesuyv test

Zadkladni 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 urceni mutagenicity

possible
mutagen
rat liver

extract plate

| .

plate

Saimonella strain
(requires histidine)

media with
minimal histidine

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

causes mutations

incubate

incubate

1 —» H< —

control plate
{natural revertants)

Bruce Ames

- bakterie Salmonella typhimurium
- auxotrofni mutant

- vyZaduji histidin pro rust, ale
neumi jej syntetizovat kvUli mutaci
v genu pro jeho syntézu

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

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

- extrakt z jater se pridava pro
zachyceni mutagenity metabolitt
testované latky

- napr. benzo[a]pyren neni sdm o
sobé mutagenni ale metabolity ano



Pét piliru lIécby rakoviny

1. Chirurgie
2. Chemoterapie
3. Ozarovani
4. Cilena terapie

5. Imunoterapie



Lécba rakoviny

Konvenéni chemoterapeutika
cilem jsou proliferujici bunky, nespecificka, vidy stejné % proliferujicich bunék

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

nador vice nachylny na obecné pro-apoptotické stimuly (genotoxické latky, mitotické jedy, antimetabolity)
Nevyhody: ohromné vedlejsi ucinky (likvidace zdravych tkani - mlze vést az ke vzniku sekunddrni rakoviny)

Cilena terapie
selektivni pro nadorové buriky (specifické pro urcity bunéény proces), nizka toxicita k zdravym bunkam

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

V onkologii cytostatickda chemoterapie = poddavani lékl s cytotoxickym ucinkem (syntetické ¢i z
rostlin/plisni)

cytostatikum: Idtka tlumici rist a rozmnoZovdni bunék, zejména nddorovych tkdni



Mechanismy plisobeni konvencnich cytostatik

1. Alkylaéni latky

atakuji negativni ndboj DNA a zpusobuji zZlomy v DNA -
zabranuji replikaci

mohou indukovat vznik sekundarnich leukemii
Chlorambucil (lymfomy, CLL)
Cyklofosfamid - nejpouzivanéjsi
Busulfan - predtransplantacni myeloablace, CML
Cisplatina - DNA damage, interkalace, aktivni intraceluldrné, nefrotoxicita

2. Antimetabolity

zasahuji do syntézy nukleovych kyselin
cili hlavné na proliferujici bunky

Metotrexdt - blok syntézy purinu inhibici dihydrofoldatreduktdzy (osteosarkom)
Fludarabin - blok purin( - substituce adenosinu - fragmentace DNA (AML, CLL)
5-fluoruracil - integrace do RNA

Hydroxyurea - blok ribonukleotidreduktazy, inhibice pyrimidinu, CML



Mechanismy plisobeni konvencnich cytostatik

3. Protinadorova antibiotika*

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

4. Rostlinné alkaloidy

blokuji tvorbu vieténka vazbou na mikrotubuly

- Vinca alkaloidy (z Vinca rosea; barvinek rizovy) - depolymerizace mikrotubul(i - rozpad vreténka,
Kamptotecin - blok topoizomerdzy |

- Taxdny - (jehlici tisu - Taxus), Paklitaxel - blok depolymerizace mikrotubuli (karcinom prsu,
vajecniku)

Mitotic center
(centrosome)

% \
~ AR\
~ S
~ /  Aster
- /

Polar
microtubule

Centriole

*protinddorovad antibiotika v tomto kontextu neoznacuji antibakteridlni Idtky
topoizomerdza: rozmotdva DNA pri replikaci



Cilena terapie - priklady

Tyrozin kinazové inhibitory (TKIs)
- 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 - lécba CML

Farnezyltransferazové inhibitory (FTIs)
inhibice funkce Ras (trvale zapnuty v nddorech) ) P W
- Lonafarnib, Tipifarnib, BMS-214662 er PDGFR, ABL,

Tyrosin€kinase
receptor

ARRRNARAAR | RAA
JIlJIIlIIlIl Ay | I

. 4 \
Signali
MAPK JA /STAT PISK/AKT
pathways

N

b

Metastasis, Angiogenesis,
Cell proliferation




Cilena terapie Chronické Myeloidni Leukemie (CML)

Fuzi protoonkogenu ABL a BCR vznika abnormalni gen, jehoz translacnim produktem je konstitutivné
aktivni cytoplazmaticka bcr-abl tyrozinova kindza, ktera narusuje fadu signdlnich drah a zpUsobuje
leukemicky fenotyp bunky.

Over-exprese tyrozinkinazy Bcr-Abl v CML zpUsobuje:
e cytokin-independentni preziti a rlst buriky, prokdzana onkogenni adikce
e chrani bunku pred apoptézou v odpovédi na rlstové faktory nebo poskozeni DNA

BECR/ABL

BCR/ABL
/ [ TKI cilené na Ber-Abl
© \ l i
Sos-D)

¢ o

®K
©
J

. Inhibition of apoptosis, proliferation,
growth factor independent




Cilena terapie CML

Ber-Abl
' Crkl
_SoS
€ Grb2
Dividing stem cell IMATINIB \

DASATINIB

Partially quiescent LONAFARNIB @
stem cell *
7 ,. %
D

22

Quiescent stem cells




Rakovinna kmenova bunka v klidovém stavu zodpovédna za relaps

Indukce vstupu kmenové bunky v klidovém stavu do b. cyklu
V kombinaci s konvencni chemoterapii

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

- reversibilné snizuje expresi PML proteinu (klidovy stav skrze represi mTOR) = indukuje kmenové
bunky v klidovém stavu ke vstupu do cell cycle, bez vyvolani apoptdzy

- lécba PMLa CML

viiv s

kmenova bunka

v klidovém stavu , Y
kmenova burnka

v klidovém stavu

—
konvencni
chemo, TKils
4 cycling
<0
32
'°/\
%
—
konvencni
chemo, TKls

PML - Promyelocytic leukemia protein, PML = akutni promyelocyticka leukemie, CML = chronicka myeloidni leukémie



Imunoterapie

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

. \

. 1 ' Biotinylated 3
*. Naked MAb 1 radiori\ctive ligand Multistep Jirgeting
ADCC |

. lcoe

~
Radionuclide \\

Radioimmunoconjugate

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Cytokine

Immunocytokine

Cellular Immunoconjugates|  MADb - monoclonal

Immunotoxin . 2 antibody
M Llp;/some ADCC - antibody-
scFv-enzyme — “_ SCFV depend.er\t cell-mediated
ADEPT . cytotoxicity
2 Podrug  Drug Immunoliposome CDC - complement-

Immunoconjugates dependent cytotoxicity



Imunoterapie

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

Hematelagic malignaneies

Rituxsmab {Rituxan)
EE"""!"-rbfilumnmab liuxetan (Zevaling

Tt urreorribi B eaiuhr)

Gemiuzumab oxogamicin
*F#’-.!Mylntarg}

Solid tumors

Trasturumabs
{Herceptn}

Cetuximab (Erbatux)
Panitumumab (Vectibix)

.'—- Bevacizumal

VEGE [ANATLIN)
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Cell with compromised DNA




