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Zatim se predpokladd, ze ackoli nékteré formy nadoru jsou dédi¢né, vétsina vznika
na podkladé mutace somatickych bunék a je zplisobena endogennimi chybami v
replikaci DNA nebo jsou zmény vedouci k maligni transformaci navozeny tcinkem
kancerogendt.

UV-zareni prislusné vinové délky mize byt absorbovano bazemi DNA, ktera je tak
poskozena za vzniku dimer( dvou sousedicich pyrimidinU. Tato zména prekazi
normalni transkripci i replikaci DNA. U¢inek X-paprskd (ionizujici zafeni) je odligny:
dochazi k rozstépeni (preruseni) DNA-fetézce; vznikaji tak volné fetézce DNA, které
musi byt beze zbytku opét navazany opravnym mechanismem. Nestane-li se tak,
mUzZe dojit k translokaci urcitych usek chromosom(, coz byva pricinou aktivace
proto-onkogenu.

Jedna geneticka zmeéna vSak nestaci navodit maligni transformaci burky; ta obvykle
vznika az po nékolika (5 az 10) genovych mutacich v prlibéhu fady let.
Genova alterace navodi vznik nadorového fenotypu, napr.:

— proliferace epitelové bunky — hyperplazie — adenom — dysplazie — karcinom ,,in
situ” — karcinom invazivni.

Preména normalni tkané organismu do stavu invazivni nadorové choroby trva v

priméru 5-10 let. Ovliviuji to hereditarni genetické faktory a somatické faktory

epigenetické.



» Maligni transformace bunék je nejcastéjsi
v tkanich, které maji rychly obrat, zvlasté
téch, které jsou vystaveny pusobeni
kancerogenu a ucinku hormonu.

» Faktory okolniho prostredi maji mohutny
vliv na genovou expresi cilové bunky. Velké
mnozstvi signalu, které prijme urcitd bunka,
vede k aktivaci specifické sady transkripcnich
faktoru, které tak urcuji, zda bunka se bude
délit anebo diferencovat nebo zda zahyne.



Klonalni vyvoj nadorovych bunék

> Mutace znamena ,proces vykopnuti".

» Bunky s 1. a 2. mutaci postupné v nddorové tkani prerdstaji
nebo nahrazuji bunky s 1. mutaci.

> Dalsi mutace podnécuji bunécnou populaci k vétsi agresivite.

> Subklonalni geneticka heterogenita nadoru je odrazem
postupujiciho vyvoje nadorové tkaneé.
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Vyznacuji se predevsim pokracujicim délenim.

Snizuji se u nich pozadavky na pritomnost hormond( a rlistovych
faktora.

Nékteré transformované burnky produkuji vlastni specifické ristové
faktory (autokrinni stimulace).

Dochazi ke ztraté schopnosti zastavit rast. U normalnich bunék
totiz snizeni hladiny isoleucinu, fosfatu, epidermalniho ristového
faktoru a dalsSich latek, které reguluji rust, pod urcitou prahovou
koncentraci, navodi presun do klidového stavu (GO-faze). Normalni
bunky zacinaji rast (délit se) pouze, kdyz jejich nutri¢ni pozadavky
jsou radneé zajistény. Nadorovym bunkam tato schopnost zastavit
rast jako reakce na nedostatek zivin a rustovych faktort schazi;
dokonce pokracuiji v proliferaci, i kdyz pfitom mohou zahynout.
Predpoklada se, Ze vétsina nadora vznika z jediné bunky a
nadorova progrese je vysledkem ziskané genetické variability
pUvodniho klonu, ktera umoznuje sekvencni selekci agresivnich
subklonu



Prubéh kancerogeneze

o Tri stadia:

1.

Iniciacni stadium, které predstavuje prvotni genetickou
udalost, tj. mutaci urciteho kritického genu. Jde o obdobi
casove kratkeé, ale nevratné; iniciovanym bunkam prinasi
rastovou selekéni vyhodu. Burika tak ziskava potencial
maligni transformace; v tomto stadiu se muze proces
zastavit.

Promocni stadium, které trva |éta, az desetileti; postizené
bunky (klon) jsou stimulovany jesté k intenzivnéjsi
proliferaci. Promocni faktory samy o sobé nejsou vsak
schopny vyvolat maligni nadorovou transformaci, jen ji
podpofit. Intenzita promocnich mechanismd musi
dosahnout urcitého stupnée, aby byl iniciovany klon
stimulovan, a naopak odstranéni podpurnych faktord muze
proces kancerogeneze zpomalit nebo i zastavit.



Prubéh kancerogeneze

3. Stadium progrese je charakterizovano dalsim
postupnym nahromadénim genetickych zmén
jako je:

a. nekontrolovany rust
b. alterace kritickych bodt bunécného cyklu,
c. deregulace DNA- transkripcnich faktoru.

* Nador zUstava nejprve v misté svého vzniku, ale
aktivaci dalSich faktoru se zaCne Sirit do nejblizsiho
okoli (invaze) a cestou krevniho obé&hu na mista
vzdalena (metastazy). Velmi dulezitou podminkou
pro rust nadoru je dostatecny pfrisun zivin a kysliku,
ktery musi byt zajistén vytvorenim cévniho
zasobeni (nadorova neoangiogeneze).
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Fenomén tumorové podpory

» Chemické kancerogeny lze rozdélit na dveé
skupiny:
— iniciatori
* Jde o latky, které maji kancerogeni ucinek az po
metabolizaci.
— promotori
e Sami o sobé nejsou kancerogenni, ale maligni
transformaci navozuji az po predchozim
pusobeni iniciatord.
» Model iniciator—promotor je relativné
castym mechanismem kancerogeneze.



> U nadorového bujeni je postizena predevsim regulace prechodu
G1-faze do S-faze. Mechanismus regulace je velmi slozity. Tri
komplexy cyklindependentnich kinas, cyklin D/cdk4, cyklin D/cdk6
a cyklin E/cdk2 fosforyluji produkt retinoblastomového genu — Rb,
a to na 10 ruznych mistech, a méni tak schopnost Rb asociovat
s bunécnymi proteiny. Jeden takovy protein, E2F, je transkripcni
faktor, ktery tvori heterodimer s jinym transkripcnim faktorem
DP1, ¢imz se aktivuje nékolik genl nutnych pro rozvoj S-faze.
Znamena to indukci aktivace dihydrofolatreduktasy,
thymidinkinasy, DNA-polymerasy a, c-myc, c-myb a cdc2. Kromeé
této podpory rustovych faktorl podporuje Rb také diferenciaci
prostrednictvim své asociace s transkripcnimi faktory jako je MyoD
(myogenni regulacni faktor) a aktivovany transkripéni faktor (ATF).
Rb je také mistem zasahu pro transformuijici viry jako SV40 large T-
antigen, adenovirovy E1A a antigen E7 lidského papillomaviru
(human papilloma virus E7).
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» Aktivita cdk je také regulovana inhibitory cdk (cdki), coz jsou
nizkomolekulové proteiny s obecnym inhibi¢nim ucinkem na radu cyklin-
dependentnich kinas. Prvni ¢len této rodiny byl identifikovan jako p21,
ktery inhibuje jak cdk, tak prolifera¢ni antigen bunécného jadra (PCNA),
coz je podjednotka DNA-polymerasy d.

D Indukce tvorby p21, vznikla aktivaci jeho transkripce prostrednictvim p53
pri posSkozeni DNA, zastavi rozvoj cyklu bunécného déleni na nékolika
mistech, v€etné G1 a S-faze, coz umozni nastup opravného mechanismu
DNA. Je-li poskozeni DNA p¥ilis rozsahlé a tedy neopravitelné, burika se
stdva nenormalni a je eliminovana apoptdzou. Nedojde-li vSak k apoptdze,
vznikla mutace pretrvdvd a mUze byt pfi déleni takto mutované buriky
prenesena na bunky dceriné. Vznika tak fenomén genové nestability,
ktery podporuje maligni transformaci. Stdva se to ¢astéji kupf. u nosicu
genu HNPCC (hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom). Je zde
defekt v ,opravném c¢teni“, takze chyba v replikaci DNA neni zjiSténa a
opravny mechanismus neni nastartovan.
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Tumor supresorovy gen p53

> Je klicovym regulacnim faktorem, ktery
monitoruje poskozeni DNA.

2 Inaktivace p53 byva jednim z prvnich
kroku, ktery vede k maligni transformaci
pri vyvoji fady nadorovych onemocneni.



» Z hlediska patogeneze nemoci je dulezité, zda se
jedna o mutace v somatickych bunkach, kterée
vznikaji v prubéhu zivota, vétSinou jsou bunécné
nebo tkanove specifické a neprenaseji se na
potomstvo, nebo zda jde o tzv. zarodecné mutace,
které vznikaji v zarodecnych bunkach (vajicko nebo
spermie), stavaji se soucasti vrozené geneticke
predispozice, jsou obsazeny ve vSech bunkach a
prenaseji se na potomstvo.

» Mutaci vzniklé alely jsou v populaci z riznych duvodu
vzacné (napr. jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z
populace odstranovany selekci, nebo vznikly nedavno
a nestacily se v populaci rozsirit) a casté
(polymorfismy).
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Germinativni vs. somatické mutace

> Germinativni mutace pritomny ve vsech
bunkach. V prubéhu zivota se neméni
(geneticka predispozice?)

> Somatické mutace vznikaji v somatickych
bunkach v prubéhu zivota (maligni
transformace).



2 Je jeden z nuklearnich proteinu, ktery ma
<licovou ulohu v regulaci cyklu
ounecného deéleni pri prechodu z GO do
G1-faze.

» Mutanty genu p53 byly prokazany u rady
malignich tumorUd. Pozménény TP53
ztraci schopnost vazby na prislusny lokus
DNA, coz vede k nedostatecné produkci
faktoru potlacujicich nadorovy rust.
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Pozdni nenadorova onemocneéni

» Po létech po ozareni, charakter
reparacnich procesu

— Plice, ledviny, gonady, endokrinni a
smyslové organy

— Fibroza vnitfnich organu (se strikturami
v plicich a Gl)

— Demyelinizace
— Konstriktivni perikarditis




» Béhem G1 faze bunécného cyklu vnima bunka
signaly z prostredi (hormony, vitaminy, latky
poskozujici DNA), které ji ,,sdéluji”, zda vstoupit Ci
nevstoupit do faze syntézy DNA, replikace DNA a
rozdeleni bunky na dvé dcerinné. Jakmile se
jednou bunka rozhodne replikovat DNA,
nasleduje vzdy jeji rozdéleni.

» Pro bunécny rust a déleni je tedy rozhodujicim
mechanismem zacatek replikace DNA.



» Bunécny cyklus je u zdravého jedince
regulovan tak, ze kazdy bunécny typ v
daném organu ,vi“ kdy prestat s rustem. U
dospélého jedince jsou témer vsechny tkané
kontinualné regenerovany a bunky opét
vedi, kdy prestat s delenim.

» U rakoviny bunka selhava ve schopnosti
prijmout nebo interpretovat signaly
prostredi.



D Linie mitotickych bunécnych déleni od fertilizovaného
vajicka k jednotlivé nadorové bunce. PoCet a ¢asovy
prubéh mutaci v pribéhu Zivota
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Somatické mutace v individualnim genomu
pacienta s kolorektalnim karcinomem

Point mutation Interchromosomal

rearrangement

18/ ’
. /? | 3 Intrachromosomal
g . : rearrangement
16 l,l’ / ; o

—|
Pontmutation W Y 1 Interchromosomal . 4
rearrangement [
"2
= 2 '
x¢°
19 r
18
T i 3 Intrachromosomal .
Lf rearrangement
16
4

N /. / N & s
= Vi Ly g
~I0pt 7
N

Copy-number change natur e

Zdroj: MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009) doi:10.1038/nature07943




doc. MUDr. Julie Bienertova Vasku, Ph.D.
Ustav patologické fyziologie LF MU

Regenerace. Hojeni ran

CZ.1.07/2.2.00/28.0041

Centrum interaktivnich a multimedialnich studijnich opor
pro inovaci vyuky a efektivni ueni

EA
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




D Je opravny proces, ktery navazuje na
noskozeni kize a mekkych tkani.

» Hojeni je interakce komplexni kaskady
ounecnych reakci, které vedou k obnoveni
oovrchu, rekonstrukci a obnoveni napéti
ooskozené tkane.

D Hojeni je systémovy proces, tradicné
popisovany tremi fazemi:

— zaneét,

— proliferace,

— remodelace




Hojeni ran

Zanétliva faze
— Vytvari se trombus a zanéetlivé bunky odstrani
debris poskozené tkane.
Proliferacni faze
— Epitelizace, fibroplazie a angiogeneze
— Vytvari se granulacni tkan a rana se zacina
stahovat.
Remodelacni faze

— Kolagenni vlakna vytvareni pevné vazby s
jinymi kolagennimi vlakny a molekulami
bilkovin: tak se zvysuje napéti v jizve.



. Zaneéetliva faze

D Trvani: od poskozeni 2-5 dni
D Hemostaza
—Vazokonstrikce

— Agregace desticek

— Koagulace
»Zanét

— Vazodilatace

— Fagocytoza




Il. Proliferacni faze

D Trvani: 2 dny az 3 tydny
» Granulace
— Fibroblasty vytvareji kolagen

— Tkan vyplnuje defekt a vede k
neovaskularizaci

» Kontrakce
— Konce ran se slepuji a redukuji defekt
» Epitelizace
— uskutecnuje se ve vihkém prostredi
— Bunky cestuji az 3 cm ve vSech smeérech



lll. Remodelujici faze

D Trvani: 3 tydny az 2 roky

> Vytvari se novy kolagen, ktery zvysuje
tenzni napéti v jizve.

D Jizevnata tkan je presto nanejvys z 80 %
stejné silna jako tkan puvodni.



D Proces hojeni je velmi podobny ve vSech tkanich
a je relativné nezavisly na typu poskozeni, mala
variabilita je v relativnim podilu ruznych
elementu, které se na vysledku hojeni podileji.

D Konecnym produktem hojeni je jizva. Jedna se
o relativné avaskularni a acelularni masu
kolagenu, ktera slouzi k obnoveni tkanové
integrity, sily a funkce.

» Zpozdeéni v procesu hojeni vede k dlouhodobému
nezhojenému defektu, zatimco

» Abnormalni proces hojeni vede k tvorbé
abnormalnich jizev.
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» Télo rychle odpovida na jakékoliv naruseni
kozniho povrchu.

» Na zacatku procesu hojeni se rozviji vaskularni
a celularni odpoveéed na poskozeni.

» Hlubsi poranéni kuize vede k poskozeni
mikrocirkulace a naslednému krvaceni.

» Behem sekund se dochazi k vazokonstrikci v misté
poskozeni, ktera ma za cil omezit mistné krvaceni.

» V prubéhu minut se krvaceni zastavuje pomoci
aktivace primarni hemostazy (aktivace a agregace
desticek) a koagulace (tvorba trombu).



» Vazokonstrikce rozvijejici se v dlsledku incize kliZze se rozviji
pod vlivem adrenalinu, noradrenalinu, prostaglanding,
serotoninu a tromboxanu. Vazokonstrikce zpUsobi docasné
vyblednuti rany a slouzi k redukci krvaceni po tkanovém
poskozeni.

© Endotelialni bunky se retrahuji a tim odkryvaiji
subendotelialni kolagen, na némz jsou schopny se uchytit
krevni desticky.

> Adheze desticek na exponovany kolagen a adhezivita
desticek vici ostatnim destickam se uskuteénuje
prostfednictvim adhezivnich glykoproteinu:

— fibrinogenu,
— fibronektinu,
— trombospondinu

— von Willebrandova factoru.



Zaneétliva faze

Desticky také uvolnuji chemoatrakcni
faktory pro:
— Neutrofily
* omezuji infekci
e povolavaji makrofagy.
— Makrofagy
e Stépi a odstranuji tkanovou debris
 aktivuji odpoved fibroblastu

> Zaneéetliva faze trva asi 24 hod. Navazuje na ni
proliferativni faze hojivého procesu



> Adhese, aktivace a agregace desticek vede k
tvorbé bilého trombu (desticky+fibrin).

» Adhese desticek na exponovany kolagen
vede k jejich aktivaci, jejimz dusledkem je
degranulace. V prubéhu degranulace se
uvoliuji chemotaktické a ristové faktory:

— platelet-derived growth factor (PDGF)
— proteazy
— vazoaktivni latky (ADP, serotonin, histamin).



Stadia tvorby krevni srazeniny
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» Nasleduje aktivace koagulacni kaskady. Vnéjsi
i vnitrni cesta koagulacni kaskady vedou k aktivaci
trombinu, ktery aktivuje fibrinogen na fibrin.

D Trombin podporuje také migraci zanétlivych
bunék do mista poskozeni prostrednictvim
zvysené cévni permeability.

» Produkce fibrinu je pro proces hojeni ran zcela
zasadni a je primarni slozkou ranné matrix, do
které migruji zanétlivé bunky, desticky a
plasmatické proteiny. Odstranéni fibrinu
komplikuje hojeni ran.



D Vysledkem aktivace primarni (desticky) a sekundarni hemostazy
(aktivace koagulacnich kaskad) v pribéhu procesu hojeni ran je
tvorba srazeniny v misté poskozeni.

> Tvorba srazeniny se omezuje na trvani a misto tkanového
poskozeni.

D Tvorba srazeniny ustava, jak ustava aktivace hemostazy. Nasledné
je plasminogen aktivovan na plasmin, ktery stimuluje fibrinolyzu a
dale pomaha v lyze bunék v misté poskozeni.

D Tvorba srazeniny je mistné omezovana prostrednictvim
endotelialnich bunék, které produkuji prostacyklin PGI2
(antiagregacni a vazodilata¢ni ucinky). V misté poskozeni se
uplatniuji také faktory prirozené antikoagulace (antitrombin Il
vyvazuje aktivované vitamin-K dependentni koagulacni faktory,
protein C a protein S vaZzou aktivované faktory V a VlIlI).
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Prirozené antikoagulacni systémy

© Antitrombin Il (AT lll)-vyvazuje aktivované vitamin K-
dependentni koagulacni faktory-vsechny kromé Va a Vlliia.

/ Inaktivace faktord Va a Vllla

Protein C |=——3p| Aktivovany protein C
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Povrch endotelialni buriky




» Télo se udrzuje v podminkach rovnovahy meazi
koagulaci a fibrinolyzou.

» Aktivace koagulacni kaskady vede k tvorbé trombinu,
ktery konvertuje fibrinogen na fibrin; stabilni
fibrinova zatka je koneCcnym produktem hemostazy.

» Fibrinolyticky systém stépi fibrinogen a fibrin. Pri
aktivaci tohoto sytému vznika plasmin, ktery rozklada
fibrinové zatky.

D Pri stépeni fibrinogenu a fibrinu vznikaji FDP
(produkty degradace fibrinu).

» Pro celou homeostazu je kriticka pritomnost
trombinu.



> Na povrchu rany se behem 24-72 hodin
epidermalni bunky dostavaji do mitotickeé
aktivity. Tyto bunky pak migruji pres
povrch rany.

» Fibroblasty proliferuji v hlubsich vrstvach
rany. Tyto fibroblasty zaCinaji syntetizovat
malé mnozstvi kolagenu, ktery
predstavuje jakési ,leseni” usnadnuijici
migraci a dalsi proliferaci fibroblastu.



Proliferacni faze

2 Granulaéni tkan:
—se sklada z kapilarnich klicek nové
vznikajicich ve vyvijejici se kolagenni
matrix

— objevuje se v hlubsich vrstvach rany.

— Proliferacni faze trva od 24 do 72 hodin a
orechazi do remodelacni faze procesu
nojeni




» Za 4 az 5 dni od poskozeni zaCinaji fibroblasty
produkovat velké mnozstvi kolagenu a
proteoglykanu.

» Kolagenni vlakna lezi pivodné nahodné, pozdé;ji
jsou organizovana do pevnych svazku.

D Proteoglykany podporuji tvorbu kolagennich
viaken, ale presné neni jejich role dosud znama.
Za 2-3 tydny zhojena rana odolava normalni
zatezi, ale odolnost rany se buduje jesté nekolik
dalSich mésicu. Fibroblasticka faze trva 15-20 dni

a potom se rana dostava do remodelacni faze
hojeni.



COMPONENTS OF WOUND HEALING

Cell Types Involved

Coagulation | Platelets \
Process
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Inflammatary I-" Macrophages
Process Neutraphils
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Lyim pnocytes
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Process

Migratory
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Process

Injury Hours Days

HaneDP, Krasner D I Choee Mosng Care, 2nd ed. Healh Managem ent Puiblications Ing 199714




CELL RECRUITMENT IN THE WOUND
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Proliferacni faze:
Migrace. Angiogeneze

D Tvorba cév
— Zacina jako pupeny endotelialnich bunék

— Proces progreduje smérem k rané podél
kyslikového gradientu

— Nezralé cévy se diferencuji do kapilar,
arteriol a venul

— Makrofagy a keratinocyty poskytuji
angiogenetickeé stimuly




Proliferacni faze: Epitelizace

» Epidermis se rekonstruuje z okraju ran a
zbytku vlasovych folikult (z keratinocytu)

» Keratinocyty putuji pres misto rany

> Béhem migrace a po ni se neodermis
diferencuje a stratifikuje

D Epitelizaci pomaha vlhké prostredi



Proliferacni faze: Fibroplasie

D Fibroblasty

— Migruji do mista rany a replikuji se

— Jsou dominantnim typem bunék v okrajich

rany

— Syntetizuji a ukladaji kolagen a proteoglykany
> Depozice matrix zavisi na

— Dostupnosti kysliku

— Substratu

— Rustovych faktoru




> Behem remodelacni faze fibroblasty
opusti misto rany a kolagen je
remodelovan do organizovanéjsi matrix.

D Tenzni napéti zhojené rany se zvysuje az
do jednoho roku po poskozeni. Kozni
defekty maiji vysledné 70-80 % puvodni
,Sily”.



Normalni hojeni tkani

=3 M3 8 = N

Doba od zranéni



Hojeni se muze zpozdit nékolika
faktory:

D lschémie

D Suché okoli rany

D Infekce

D Cizi télesa

» Nutricni deficity

—vitamin A, C, E, Zn, bilkoviny
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/.,.f Faktory ovliviujici hojeni ran

/

1. Mistni
2. Regionalni

3. Systémové




/ ¥/ 1. Mistni faktory ovlivnujici hojeni ran

» Mechanické poskozeni

> Infekce

D Edém

D Mistni podminky (vlhkost, pH ...)
» Ischémie/nekroéza

D lonizujici zareni

» Nizka pO,

D Cizi télesa




2. Regionalni faktory ovlivaujici hojeni
ran

» Arteridlni insuficience
»Vendzni insuficience

> Neuropatie




3. Systémoveé faktory ovlivnujici hojeni
ran

» Neadekvatni hemodynamické poméry
vedouci k hypoperfuzi tkani

D Zanét

D Vyziva

» Metabolické nemoci

D Imunosuprese

» Nemoci pojivoveé tkané
» Koureni

D Léky



Hojeni: akutni rany

» Akutni rana se obvykle hoji kontinualné
a v odhadnutelném casovém horizontu

Obycejneé se hoji per primam

D Zvysena reaktivita béhem hojeni akutnich
ran:

— Keloidy
— Hypetrofické jizvy



» Abnormalni jizvy, presahujici mistnée
puvodni rozsah poskozeni kuze.

» U nekterych etnickych skupin castejsi
jejich tvorba (Afroamericané, Hispanci
maji o0 16 % Castejsi vyskyt).

» 15x Castéjsi u populaci s vysoce
pigmentovanou kuzi.



Keloidni jizveni




Hojeni: chronické defekty

>V pripade selhani nebo opozdéni
hojivého procesu

» Neodpovidavost na normalni rustové
signaly

» Opakované trauma, Spatna perfuze /
oxygenace tkani, excesivni zanéet

» Systémova onemocneéeni

» Genetickeé faktory



Regenerace Normalni reparace
Presna nahrada tkane Nova rovnhovaha ve tkani

NP

Tkanové poskozeni

Nedostatecne hojeni Excesivni hojeni
Chronické viedy Fibroza a kontraktury

Dle Diegelmanna a Evansove, 2004
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Budoucnost hojeni ran

> Vyzkum:

— osvétleni signalu a rustovych faktoru
ucastnicich se v

e epitelizaci
e kontrakci ran a jizveni
* angiogeneze
—Tkanové inzenyrstvi
— Genova terapie







