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1-2 hod tydné, Aula A22

3/5 Kancerogeneze

Garant tématu: prof. A. Vaska

20.9. 2017 Aula A22 Koncepce genomu ,Read and Write“ a dlsledky jeji aplikace v onkologii
15:20-17:10 (prof. A.Vasku, 2 hod)

27.9.2017 Aula A22 Vyznam cytogenetiky u hematologickych malignit (prof. JaroSova, 2 hod)
15:20-17:10

4.10.2017 Aula A22 Patogeneze mnoho&etného myelomu (doc. Sevéikova, 1.5 hod)
15:20-16:35

11.10.2017 W.VIEY:vw Vyznam epigenetiky v onkologii (doc. Slaby; 1.5 hr)

15:20-16:35

18.10. 2017 WIEY.v Patogeneze leukémii (prof. Mayer, 0,5 hod)

15:20-17:10 Next generation sequencing v onkologii (doc. Mraz, 1.5 hod)

25.10. 2017 WUIEY:v Patogeneze solidnich tumorl (doc. Kfen, 1 hod)

15:20 - 16:10
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Garant tématu: Prof. Soucek

1.11.2017 Aula A22
15:20- 17:10

8.11.2017 Aula A22
15:20 - 16:10

15.11.2017 Aula A22

15:20-17:10
22.11.2017 Aula A22

15:20 - 17:10
29.11.2017 Aula A22

15:20 - 17:10

6.12.2017 AulaA22
15:20- 16:10

Dysregulace krevniho tlaku u hypertenze, hypertenze v détském
véku, metodologie méreni krevniho tlaku -dysinterperetace
hodnot (2 hod- dr. Z. Novakova)

Dysregulace krevniho tlaku u hypertenze, hypertenze v détském
véku, metodologie méreni krevniho tlaku -dysinterperetace
hodnot (1 hod- dr. Z. Novakova)

Klinické a farmakologické aspekty hypertenze | (2 hodiny, prof.
Soucek)

Klinické a farmakologické aspekty hypertenze Il (2 hod, prof.
Soucek)

Cévni mozkové prihody | (2 hod, prof. Smrcka)

Cévni mozkové pfihody Il (1 hod, prof. Smrcka)



KONCEPCE ,,READ AND WRITE GENOME"

x Genomy jsou databdze DNA, které obsahuiji
kodujici a formatujici sekvence, které umoznuiji
dedicné preddani schopnosti syntetizovat biologicky
adaptivni molekuly RNA a proteinU. V prubéhu
evoluce se koduijici sekvence i formatujici signaly
meéni, coz umoznuje stale novée adaptace pomoce
restrukturalizace genomu (Shapiro, 2011 a Shapiro,
2013).

x Dynamicky read-write (RW) genome sirida tradicni
predstavu ,read only memory" (ROM) genomu.



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303264715001823#bib0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303264715001823#bib0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303264715001823#bib0015

KONCEPCE ,.READ AND WRITE (RW) GENOME"
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morfogenezy a s interakci bunék s jinymi

bunkami a organismy.



KONCEPCE ,,READ AND WRITE (RW) GENOME"*

x Ke zvladnuti kratkodobych zmén bunky primdarné
nasazuji prechodné vznikajici nukleoproteinové
komplexy, které jsou schopny regulaci exprese
genomickych dat a umoznuji tak rdst a replikaci bunék.

x Pro dlouhodobéjsi zmény, jako je bunécna diferenciace
a multicelularni morfogeneze, vstupuj do hry dedicné
epigenetické modifikace genomu.

x Pro nejdlouhodobéjsi zmeény, ktere vytvareji nove
biologické funkce behem evoluce, bunky nasazuji
schopnost ,,natural genetic engineeringu”, které
umoznuji prebirat a alterovat sekvence DNA a
rekonfigurovat organizaci genomu. Nekdy tyto funkce
méni strukturu DNA také v zdjmu krdtkodobych cilU
(napft. rychld nastolend diverzita mezi receptory
adaptivniho imunitninho systému).



STARNUT| BUNEK

> § postupujicim vékem se objevuji funkcni i morfologické zmény
skoro ve viech orgdnech a tkdnich. Tyto zmény maii svuj podklad
téz ve starnuti bunék.

> V mitochondriich se postupné snizuje kapacita oxidacni
fosforylace

~ méni se syntéza strukturdlnich proteind i enzymu pro alterace
v DNA a RNA vznikajici s narUstajicim vékem.

» starnouci bunky maiji snizenou schopnost opravovat poskozené
chromaosomy; sniZuje se jejich potreba mnaozstvi Zivin.

» Imény v morfologii bunky: Jadro se stava abnormalné lalocnate
a nepravidelné, dochazi k pleomorfni vakuolizaci mitochondrii,
ubyva endoplasmatickeho retikula a Golgiho aparadt se zkrucuje.
V bunkdch se hromadi lipofuscin jako produkt lipidovée
peroxidace.



TEORIE STARNUTI BUNEK

Priciny starnuti bunék jsou pravdépodobné
mulfifaktoridalni:

» endogenni molekularni program starnuti

» vliv exogennich 3kodlivych faktord, ktery ovliviuje
zivotaschopnost bunek

» Dlouhovékost je patrné specificky regulovana na
genove Uurovni a ridi fakové aktivity, jako je
opravné mechanismusmy pro DNA nebo
antioxidacni obrana).

> Kandidatni geny dlouhovékosti mohou téz souviset s
genetickym polymorfismem  protektivnich  alel
lipidoveho metabolismu, joko je napr. e2 alela u
apolipoproteinu E2. U dlouhovékych zjisténa téz
prevalence genetického polymorfismu  genu
paraoxonasy na kodonu 192.



STARNUTI BUNKY

» Dochdzi k progresivnimu poskozovani  bunék
reaktivnimi formami kyslku a dusiku. Deje se tak
nepriznivymi vlivy z okoli, jako je ionizujici zareni a
stdle  se  snizujici  kapacita  anfioxidacnich
mechanismu.

» Peroxidace poskozuje nukleové kyseliny. Reaktivni
formy kysliku (ROS) zpusobuji denné alteraci 10 000
bazi DNA v jedné bunce, coz prevysi moznosti
opravneho mechanismy, jehoz kapacita se
s narustajicim vékem snizuje. Mutace se hromadi
nejen v DNA v jadre, ale t€z v mitochondrialni DNA.
Tento jev dramaticky roste s vekem.

» Volne  kyslikove radikdly  katalyzuji  oxidacni
modifikaci proteinu, vcetné enzymu, coz vede
k jejich degradaci cytosolovymi protedzami.
/namena to dalsi omezeni funkce bunék.



STARNUTI BUNKY

» U stoletych lidi byla prokdzdana vyssi poly(ADP-
ribosyl)acni akfivita. Poly(ADP-ribosyl)ace
nukledrnich  protein0  katalysovand  poly(ADP-
ribosa)-polymerasou  (PARP-1) (s NAD+  jako
substratem) je posttranslacni d€j ovlivhujici  DNA-
sroubovici, COZ mMa viiv na instabilitu
genomu zpusobovanou endogennimi i exogennimi
genotoxiny.

S vekem stoupaqji post-translacni  modifikace
infracelularich a exfraceluldarnich profelnu COZ
vede k funkénim i morfologickym zmendm. Jednou
z nich je neenzymovd glykace proteinu a vznik
konecnych produkty pokrocilé glykace (AGE-
products).

zmény Vv indukci  proteind tepelného Soku (heat
shock proteins), zviaste Hsp70. Tyto proteiny jsou
velmi dulezitym obrannym mechanismem VvUCi
ruznym formdm nadmérné zdtéze.



STARNUT| BUNKY - TELOMERY

Telomery jsou klicovym stabilizacnim faktorem
termindalni Casti chromosomu. Skladaiji se ze slozky
DNA (repetitivni sekvence 5-TTAGGG-3,) a z 6 proteind.

Délka telomer se zmensuje po mnohondasobnych
pasazich (cekem se predpokidda 50-80 bunecnych
déleni / zivot).

NejdelSi jsou u spermii; u bunék fetainich jsou delsi
nez u bunék z dospélych jedincu.

Jejich obnovovani je katalyzovano telomerazou;
delka telomer koreluje s obsahem felomerdz. Z toho
dUvodu se predpokladd, ze ubytek DNA od konce
chromosomu zkracovanim telomer vede k deleci
nezbyinych genu, coz mdé za ndsledek omezeni
Zivota bunek. \




STARNUTI BUNKY - TELOMERY

Telomery jsou koncové cdasti chromosomu. Pfi bunécném
déleni se telomery zkracuiji kvUli neschopnosti syntetizovat
konce linedrnich nukleovych kyselin.

PUvodni délka se obnovuje obvykle béhem tvorby pohlavnich
bunék cinnosti telomerdzy, coz je neobvykld RNA
dependentni DNA polymerdza nesouci si viastni molekulu RNA
jako templdat pro tvorbu DNA. Kromé pohlavnich bunék jsou
sveé telomery schopné znovu prodluzovat i kmenove bunky
diky priftomnosti vliastni felomerazy.

Vétsina rakovinnych bunék také obnovuje své telomery
pomoci telomerdzy, coz umoznuje potlacit rUst frady
rakovinnych bunék blokaci telomerdzy,lCast rakovinnych
bunék ale opravuje sve telomery alternativnim systémem
vyuzivajicim rekombinaci.

Postupné zkracovani délky telomer vede ke starnuti bunky
(senescence).


https://cs.wikipedia.org/wiki/RNA

MALIGNI TRANSFORMACE BUNKY

» Déleni bunék je velmi peclive rizeno tak, aby odpovidalo
pofrebdm celého organismu.

» V Casnych fazich zivota jedince kapacita deleni bunek
prevazuje nad jejich zanikdnim, v dospélosti je
v dynamické rovnovaze, ve star zacind prevazovat
Involuce.

~ Nektfere bunky se vSak vyhnou kontrole replikace
(neodpovidaji na vngjsi signaly, kontrolujici jejich
déleni, jsou autonomni), a meni se tak na bunky
nadorove.

~ Ty, ktere si alespon priblizné zachovavaiji vzhled i funkci
bunék normdlnich a predevsim zustavaii stale na miste,
kde vznikly, jsou bunky benigni a jejich proliferace da
vzniknout benignim tumorum. Bunky, které ztratily veétsinu
vlastnosti bunék, od kterych jsou odvozeny a maiji snahu
pronikat do svého okoli (invazivita) i na vzdalend mista
(metastazy), jsou bunky maligni a tvori maligni tumory.



NADOROVE BUNKY

~ Nadorovée bunky proliferuji neomezene -
jsou ,,nesmrtelné. Uplné vysvetleni tohoto
replikacniho starnuti neni zatim jasne. Bylo
navrzeno nékolik moznych mechanismu:

v (a) aktivace genu pro starnuti na
chromosomu | a 4,

v b) alterace nebo zirdta genu pro regulaci
bunécného rustu (c-fos nebo Rb-gen),

v (c) indukce inhibitord bunééného rustu,
7 (d) dalsi priciny, napr. zkracovani telomer.



>

>

NADOROVY FENOTYP

se vyznacuji predevsim pokracujicim délenim.
Snizuji se u nich pozadavky na pritomnost hormonu o
rustovych faktoru.

Nektere fransformované bunky produkuiji viastni specificke
rustové faktory (autokrinni stimulace).

Dochdzi ke zfraté schopnosti zastavit rust. U normalnich
buneék totiz snizeni hladiny isoleucinu, fosfatu,
epidermdainiho rustového faktoru a daldich Iatek, které
reguluji rust, pod urcitou prahovou koncentraci, navodi
presun do klidového stavu (GO-faze). Normalni bunky
zacingiji rust (délit se) pouze, kdyz jejich nutricni pozadavky
jsou radne zajisteny. Nadorovym bunkam tato schopnost
zastavit rust jako reakce na nedostatek zivin a rustovych
faktoru schdzi; dokonce pokracuiji v proliferaci, i kdyz
pritom mohou zahynout.



NADOROVY FENOTYP

Transformované bunky vykazuji zvysené vychytavani glukosy pro vysSi afinitu
glukdézoveého transportéru v membrané, podobné jako je tomu normalné pouze u
erytrocytu nebo bunék v mozku. Koreluje to s vysokou glykolytickou aktivitou.

Chybi u nich dale povrchovy fibronektin, ktery maiji klidové bunky a ktery udrzuje
jejich tvar.

Zmény cytoskeletovych elementt (aktinova mikrofilamenta nejsou difuzné
rozptylena, ale koncentruji se blize povrchu) jsou pricinou zvysené mobility
povrchovych proteind.

Neprimérena sekrece transformujiciho rustového faktoru a a f a dalSich
rustovych faktoru, které ridi normalné vyvoj embryonalnich bunek.

Produkuji téz plasminogenovy aktivator, coz je proteaza premenujici
plasminogen na plasmin. Vysoka tvorba plasminu nadorovou bunkou pomaha
penetraci skrz lamina basalis.

Mikroprostredi nebo stroma, v kterém se nadorové bunky nalézaji, maji rovnéz
vliv na progresi (,teorie semene a pudy"). Bylo prokazano, ze metaloproteinasy
stromalni proteinové matrix (MMP 9) hraji vyznamnou ulohu v ¢asnych stadiich
vyvoje tumoru a pri angiogenezi.

U metastaz karcinomu prostaty do kosti se predpoklada jakysi ,,osteomimeticky"
ucinek (chemoatrakce a podpora adherence ke kostnimu endotelu)

a ovliviiovani vlastnosti a chovani osteoblastt a osteoklastu.



NADOROVY FENOTYP

v Nddorovy fenotyp je charakterizovdn maligni
transformaci bunky, kterd se projevuyje:
- ztratou kontroly bunééného déleni (alterace buné€cného
cyklu, antiapoptdza — ,,nesmrtelnost” nddorove bunky,
alterace v fransdukci signdilu),
- ztratou kontaktu bunka-bunka,
INnvazivitou,
-zZmenami v metabolismu (podpora enzymuU anaerobni
glykolyzy a po’rlccem enzymu oxidace cestou Krebsova
cyklu, ,,uchvacovani* dusiku nadorovymi bunkami,
zvysena lipolyza, tvorba nddorovych antigenu),
- podporou angiogeneze.

< Maligné transformované bunky jsou pravdepodobne
odolné vuci stresovym faktorom okoli jako je hypoxie,
kysele pH, nedostatek glukosy a Zivin, odlouceni od
bazalni membrdny, které normalni bunky nici.




METASTATICKY FENOTYP

>

Dalsim rysem maligné transformovane bunky je
ztrata zavislosti adherovat k podkladu (substratum).
V bunécné kulture normdlini bunky, plovouci volne
v _zivnem roztoku (gelu), mohou sice metabolizovat
(zit), ale nikoliv se délit; naddorové buriky ano.

~ Itrata inhibice motility kontaktem se sousednimi
bunkami je dalsi charakteristika nadorovych bunek.
/namend to, Zze mohou rust jedna pres druhovu,
mohou byt na sobé i pod sebou a jen Ziidka
vytvareji mezerove spoje (gap junction).

» Imény na bunecne membrané jako je modifikace
glykolipidu a glykoproteinu (snizeni mnozstvi sialove
kyseliny vazané na proteiny, redukce gangliosidu).
To sice nemeéni strukturu transformovane bunky, ale
Zvysuje lateralni - mobilitu  povrchovych |IpIdU
respektive vazbu membrdnovych proteinU na
cytoskelet.



METASTATICKY FENOTYP

>

>

Maligni bunky maji zvysenou motilitu a schopnost

oronikat do okoli (mvoz:vn‘u) a po pruniku do krevni
cirkulace usadit se a mnozit na jiném misté (tvorit
metastazy).

K fomu jsou vybaveny schopnosti produkovat
receptory, aby se mohly zachyfit na profeinech
bazdlni membrany (tvorba adheznich molekul),
ddle tvorbou hydrolytickych enzymuU, které
pomohou rozrusit  kolageny, proteoglykany @
glykosaminoglykany bazdlni laminy a umoznit tak
pronikani do okoli, natravit sténu cev, zachyfit se
v cirkulaci na shlucich trombocytu a vytvorit tak
nadorove emboly, odolavat Ucinkum
profinddorového imunitniho mechanismu, zachyfit
se na sténé ceév vzddleného mista, proniknout do
intersficia tkdné, zalozit metastazu, proliferovat,
podporovat angiogenezi a pripadne vytvaret
metastdzy metastdz.

To je tzv. metastazovy fenotyp.




VINIK METASTAZ

» Pri vzniku metastdz hraji dUlezitou Ulohu chemokiny.
» Uloha chemokinU u nddorového bujeni je slozita:

podporuji vrozenou nebo specifickou protinddorovou
Imunitu,

mohou podporovat nddorovy rust a tvorbu metastdz
tim, ze posiluji proliferaci naddorovych bunék, migraci @
neovaskularizaci.

Chemokiny tvorené nadorovymi bunkami mohou
pUsobit inhibici protinddorové imunitni odpovéedi,
stejné jako autokrinnim mechanismem pUsobi jako
rustové faktory.



HERITABILITA NADORU

> Familiarni- vice Clenu téze rodiny
MaA nddor

- Sporadicke — jen jeden Clen rodiny
mMda nddor

» RUzné mechanismy



HERITABILITA NADORU

» Ackoli néktereé formy nddory jsou dedicné, veétsina vznikd na
podkladé remodelace somatickych bunék a je zpusobeno
endogenmm: chybami v replikaci DNA, které jsou vyvolany
genetickymi (mutace v DNA, chromosomdlni aberace) i
epigenetickymi zménami.

> Vliv kancerogenu

» UV-zdreni prislusné vinové délky muze byt absorbovano
bazemi DNA, kterd je tak poskozena za vzniku dimeru dvou
sousedicich pyrimidinU. Tato zména prekdzi normdalni
franskripci i replikaci DNA.

> Ucinek ionizujiciho zdreni je odlisSny: dochazi k rozstepeni
(oreruseni) DNA-fetézce; vznikaiji tak volne reteézce DNA, kieré
musi byt beze zbytku opét navazdany opravnym
mechanismem. Nestane-li se fak (bunka netoreluje volné
konce DNA), muze daojit k franslokaci urCitych Useku
chromosomuU, coz byvd pricinou aktivace proto-onkogenu.



HERITABILITA NADORU

Jedna genetickd zména vsak nestaci navodit maligni
fransformaci bunky; fa obvykle vznika az po nekolika
(511 az 10ti) genovych mutacich v prubehu rady let.

~ Genova alterace navodi vznik nadoroveho
fenotypu, napr..

~ proliferace epitelove bunky— hyperplazie —
adenom = dysplazie — karcinom ,,in sifu” ==
karcinom invazivni.

> Preména normalni tkné organismu do stavu
invazivni naddorové choroby frvd v prumeéru 5 — 10
let. Ovlivnuji to hereditarni geneticke faktory @
somaticke faktory genetické i epigeneticke.



GERMINATIVNI VS, SOMATICKE MUTACE

x Germinativni mutace pritomny ve vsech
bunkdch. V prubéhu zivota se nemeni
(geneticka predispozice)

x Somatické mutace vznikaiji v
somatickych bunkdch v prubéhu zivota
(maligni transformace).



VZACNE ALELY A POLYMORFISMY

%

Vzacnée alely jsou ,,Spatné (loss of function, gain of
function)

Jsou casto pod tlakem selekce
Polymorfismy (> 1% frekvence v populaci)
Vyznam:

/droj vrozené variability genomu

Faktor pfeiiﬂ vzhledem k patogenum?

Jak vzadcné mutace, tak polymorfismy jsou zpusobeny
genovymi mutacemi.

Genom soucasniku je vyrazné modifikovan evoluci
(dlouhodobeji-palealit) a historii pandemii
(kratkodobéji-mor, syfilis, cerné nestovice v Evrope)

% X X X X X

2 4



YZNIK GENOVYE MUTACE

x Pravdepodobnost chyby pri replikaci DNA
béhem bunécného déleni je vysokad. Proto je
nad stavem DNA ustaven prisny dohled,
ktery zajistuje stabilitu genomu (supresorove
geny, napr. P53).

x Porucha supresorovych genu (zejména
obou alel) zakldda prirozené vetsi riziko
vzniku mutaci.
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PRUBEH KANCEROGENEZE

Tri stadia:

(1) Iniciacni stadium, které predstavuje prvotni genetickou udadlost, tj. mutaci
urcitého kritickeho genu. Jde o obdobi Casovée kratke, ale nevratné; iniciovanym
burikdm prindsi rdstovou selekeni vyhodu. Burnka tak ziskavd potencidl maligni
transformace; v ftomto stadiu se muze proces zastavit.

(2) Promocni stadium, které trvd [éta, az desetileti; postizené bunky (klon) jsou
stimulovany jeste k intenzivngjsi proliferaci. Promocni faktory samy o sobée nejsou
vsak schopny vyvolat maligni nadorovou transformaci, jen ji podporit. Intenzita
promocnich mechanismU musi dosdhnout uréitého stupné, aby byl iniciovany klon
stimulovdn, a naopak odstranéni podpUrnych faktord mize proces
kancerogeneze zpomalit nebo i zastavit.

(3) Stadium progrese je charakterizovano dalsim postupnym nahromadénim
genetickych zmén jako je

(a) nekontrolovany rUst pro trvalou aktivaci signdlni transdukce ristového stimulu,
(b) alterace kritickych bodU bunécného cyklu,

(c) deregulace DNA- transkripcnich faktord.

Nd&dor zUstava nejporve v misté svého vzniku, ale aktivaci dalsich faktort se zacne
Sifit do nejblizSiho okoli (invaze) a cestou krevninho obéhu na mista vzdalend
(metastdzy). Velmi dulezitou podminkou pro rist nddoru je dostatecny prisun zivin
a kysliku, ktery musi byt zajistén vytvorenim cévniho zasobeni (hddorova
neoangiogeneze).




Schéma vyvoje tumorigeneze
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Regulatory bunééného cyklu u malignich nadoru

GEN

Alterace genu

TUMOR

Retinoblastoma gen (Rb)

Delece
Bodova mutace

Retinoblastomy, osteosarkomy
sarkomy mékkych tkani,
Malobunécné karcinomy
plic, karcinomy
mocového
méchyie a prsu

Cyklin D Translokace chromosomu, Adenom parathyreoidey,
Genova amplifikace Nékteré
lymfomy,Karcinomy
mlécné zlazy,
hlavy a krku, jater
(primarni),
jicnu
cdk4 Amplifikace, Glioblastom, sarkom,
Bodova mutace melanoblastom
p16!NK4a (5] 5INk4b) Delece, bodova mutace, Karcinomy pankreatu,

metylace

ezofagu, plic
(malobunécné),
Glioblastomy, sarkomy,
familiarni melanomy

a karcinomy pankreatu




BUNECNY CYKLUS A NADOROVE BUJENI

x U nadoroveho bujeni je postizena predevsim regulace prechodu
G l-faze do S-faze. Tri komplexy cyklindependentnich kinas, cyklin
D/cdk4, cyklin D/cdké a cyklin E/cdk2 fosforyluji produkt
retinoblastomového genu — Rb, a to na 10ti rdznych mistech @
meni tak schopnost Rb asociovat s bunécnymi proteiny. Jeden
fakovy protein - E2F - je transkripcni faktor, ktery tvori
heterodimer s jinym franskripcnim faktorem DP1, Cimz se aktivuje
nékolik genU nutnych pro rozvoj S-faze. Znamend fo indukci

aktivace dihydrofolatreduktasy, thymidinkinasy, DNA-

polymerasy a, c-myc, c-myb a cdc2. Kromé této podpory
rustovych faktort podporuje Rb také diferenciaci prostrednictvim
jeho asociace s franskripcnimi faktory joko je MyoD a akfivovany
franskripcni faktor, kterym jsou komplexy (ATF)/cAMP-response
element binding proteiny (CREB). Rb je take mistem zasahu pro
fransformujici viry joko SV40 large T- on’ngen adenovirovy ET1A @
antigen E7 lidského papillomaviru (human papilloma virus E7).
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BUNECNY CYKLUS A NADORQVE BUJENI

x Je-li poskozeni DNA pirilis rozsahle a tedy.
neopravitelné, bunka se stava nenormalni a
je eliminovana apoptdzou.

x Nedojde-li vSak k apoptdze, vznikld mutace
pretrvava a muze byt pii déleni fakfo
mutované bunky prenesena na bunky
dceriné. Vznika tak fenomén genove
nestability, ktery podporuje maligni
fransformaci. Stava se to Castéji kupr. u
nosicu genu HNPCC (hereditarni
nepolypozni kolorektalni karcinom). Je zde
defekt v ,opravnem Cteni", takze chybo
v replikaci DNA neni zjistena a opravny
mechanismus neni nastartovan.
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NADOROVY GENOTYP

> Soucasnd koncepce modelu
vicestupnoveho vyvoje maligniho nadoru
predpokladd, jak bylo receno, nejprve
postupné hromadéni genetickych zmen. Ty
se odehrdvaji v urcitych skupindch genu
jako jsou:

v proto-onkogeny

~ tumor-supresorové geny

v geny udrzujici stabilitu genomu

v modifikujici geny.




PROTO-ONKOGENY A ONKOGENY

x Proto-onkogeny tvori normalni vybaveni
genomu;

x koduji proteiny, které ridi

proliferaci, diferenciaci a prezivani bunek.
x 100 ruznych lidskych proto-onkogenu

v kazdé somatické bunce.

x Jsou cilem extra- a intracelularnich cest
transdukce signalu (zejména mitogennich),
kterymi se reguluje jejich exprese.



PROTO-ONKOGENY A ONKOGENY

x Dojde-ll k mutaci proto-onkogenu, meni se
na onkogeny a jejich akftivita ziskava
tumorigenni charakter.

x K premene proto-onkogenu na onkogen
staci alterace pouze jedné alely genu — tzv.
dominantni mutace a gen ma charakter
dominantniho onkogenu.

x Mechanismy aktivace maji rozné cesty:

x (a) virova tfransdukce (kupfr. onkogen src)
x (b) genovd amplifikace (myc, abl),

x (C) virova inzerce (myc)

» (d) chromosomalni prestavba (myc, abl)
x (e) mutace (ras)




PROTO-ONKOGENY A ONKOGENY

x Onkogen muze vzniknout mutaci genu
kodujicich proteiny signdalnich drah, které
realizuji prenos rustového stimulu (rustového
faktoru), dojde-li k jeho abnormalni akftivité. To
muze byt zpusobeno tim, Ze se tvori v bunce,
kde se normdlné netvori nebo se tvori
V. nadmérném mnozstvi anebo v tak
pozmenene forme, ktera se vymykd normalni
regulaci.

x Takovéto mutované geny jsou tumorigenni,

protoze umoznuji bunce proliferovat i
v nepritomnosti extraceluldrnino signdalu.



ZTRATA KONTROLY BUNKY , o
NAD SYNTEZOU DNA U MALIGNICH TUMORU

x Bunécny cyklus je u zdravého jedince
regulovdn tak, ze kazdy bunécny typ v daném
orgdnu ,,vi", kdy prestat s rustem.

x U dospéleho jedince jsou témeér vsechny tkéané
konfinudlné regenerovany a bunky opét
Svedl", kdy prestat s délenim.

x U rakoviny bunka selhdvda ve schopnostl
prijmout nebo interpretovat signaly prosiredi.



MALIGN| TRANSFORMACE BUNKY

Navozeni transkripce onkogenu, kddujicich syntézu onkoproteinu,
transkripcnimi faktory zahajuje maligni transformaci

bunky. Onkoproteiny jsou velmi podobné (nékdy i shodné)

s proteiny kédované proto-onkogeny normalnich bunék, jejichz
ukolem je ridit a kontrolovat rust, proliferaci, diferenciaci a zanik
bunék. Klasifikuji se do péti trid:

x (1) rustoveé faktory

) receptory rustovych faktoru

3) intracelularni transducery signalu
4) nuklearni transkripcni faktory

)

X
X
X
x (B) proteiny kontrolujici bunécny cyklus.

(2
(3
(
(
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TUMOR-SUPRESOROVE GENY (ANTIONKOGENY TAKE
RECESIVNI ONKOGENY)

X

X

Kromé& mutaci v proto-onkogenech mohou vznikat mutacni
zmeny v anti-onkogenech (fumor-supresoroveé geny).

Na rozdil od onkogenu jimi koédované proteiny maji
antiproliferacni ucinek, podporuji diferenciaci a apoptozu.
V kazdé somatické bunce je asi 40 tumor-supresorovych genu.
Aby se staly tumorigennimi, musi byt mutovany obeé jejich alely
- proto ndzev recesivni onkogeny. S tim souvisi fzv.
dvouzdasahova teorie, kferou po prve formuloval Knudson,
kdyz vysveétloval vznik vzdcneho hereditarniho retinoblastomu.
NCI rozdil od mnohem cCastéjsino sporadickeho retinoblastfomu,
kde se jednd o ndhodné mutace jedne a posleze druhe alely
v bunce sitnice, je u hereditarmni formy jedna mutovana alela
zdedéena, prislusny jedinec je heterozygot, u nehoz se
zdédend ndadorova predispozice zatim neprojevuje. Dojde-li
vsak k mutaci/eliminaci druhe alely, iniciuje se rozvoj
nadoroveho klonu bunek sitnice. Tomuto procesu se rika ztrata
heterozygozity (LOH=loss of heterozygozity). Prvn€ objeveny
fumor-supresorovy gen byl nazvan retinoblastomovy gen = Rb-
gen a jeho produkt RB-protein. Vyskytuje se v kazdé bunce,
kde reguluje bunécny cyklus déleni.



Vliv apoptdzy na prezifi
nadorovych bunéek
(pro- a anti-

apoptdzoveé faktory)

Zvysend exprese Bcl-2
Inhibuje zanik bunek
apoptodzou.

Je fo zpusobeno vazbou
Bcl-2 profeinu na BAX-
protein, coz zabrani
jeho homodimerizaci,
ktera podporuje
apoptozu.
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TUMOR-SUPRESOROVY PROTEIN P53 (TP53)

x je jeden z nukledrnich proteinu, ktery ma klicovou
ulohu v regulaci cyklu bunecného deleni pri
prechodu z GO do Gl-faze. Obsahuje domeény pro
vazbu gle specificky Usek DNA, dadle
oligomerizujici a transkripci aktivujici domeny. Vaze
se jako fetframer na vazebné misto na urcCitém
Useku DNA a fim aktivuje expresi genu, kodujicich
E}k’roLy inhibuijici proliferaci a podporujici invazivitu

une

x Mutanty genu pS3 jsou nalézana u rady malignich
tumoru. Pozménény TP53 zirdci schopnost vazby na
prislusny lokus DNA, coz vede k nedostatecnée
produkci  faktoru potlacujicich ndadorovy  rust.
Alferace genu pd3 se objevuje nejen jako
somatickd mutace, ale téz Jjako mutace
v zarodecnych bunkdch u nekterych ndadorovych
onemocnéeni s familiarnim vyskytem (syndrom Li-
Fraumeni



TUMOR-SUPRESOROVY GEN P53

> je klicovym regulacnim faktorem, ktery monitoruje poskozeni DNA.

>

>

inaktivace p53 byva jednim z prvnich kroku, ktery vede k maligni
transformaci pri vyvoji rady nddorovych onemocneéni.

Pacienti s Li-Fraumeniho syndromem maji obvykle jednu mutantni
alelu v zdrodecnych bunkdch a fim i riziko vzniku sarkomu,
leukemie a karcinomu mlécné zlozy Vzacné pacienti s Li-
Fraumeniho syndromem nemaji v zdrodecnych bunkdach tuto
mutaci, ale mutaci genu CHK 2, kodujici proteinkinasu, kterd
fosforyluje protein p&3, Cimz dochdzi k jeho aktivaci. Tito pacienti
vsak mivaji alteraci v jinych genech — MDM 2 a pl4ARF, kieré
reguluji expresi p53.
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Onkogeny a anfionkogeny, jejich produkty

PROTOONKOGENY (normalnigen)
U fmuteace deliece,in serce) :
ONKOGENY @utovanygen) TUMOROVYVE
SUPRESOROVE GENY

U (ANTI-ONKOGENY)
U + ANTI- ,
U L APOPTOZOVE
U v GENY (Bcr2)
U : .
GENOVE PRODUKTY 4
Transkripcéni faktory pi3, REB 4
(fos,jun,myc,myb) 4
Signaini molekuly Produkty
(ras,raf, PXC) (bell2a, bel2 f)
Hormonoveé receptory
(v-erbA)

Rustové faktory

(v-sis, EGF, TGFalfa)
Receptorové kinasy
(erdb B, new, v-kit,v-fm s)

7 - p 5 > - -~ g - > e .
Intraceluldrni kinasy
(src,abli)

Heterotrimerni G-proteiny



Prehled nékterych recesivnich onkogenu
podminujicich nddorova onemocnéni

Symbol Nazev Ndadorové onemocnéni
APC Gen adematozni polypézy tlustého Kolorektalni karcinom
streva Karcinom pankreatu
Desmoidy
Hepatoblastom
BRCAI1 Gen 1 pro familiarni Hereditarni karcinom prsu/
karcinom prsu/vajecniku ovaria
BRCA2 Gen 2 pro familidrni Hereditarni karcinom prsu/
karcinom prsu/vajecniku ovaria
CDH1 Gen pro kadherin 1 Familiarni karcinom zaludku
Lobularni karcinom prsu
CDNK2A Gen inhibitoru cyklin-dependentni Maligni melanom kuze
kinasy 2A (p16)
CYLD Gen familiarni cylindromatézy Cylindromy
EP300 Gen vazebného proteinu Karcinomy kolorektalni,

300 kD-E1A

pankreatu, prsu




GENY UDRZUJICI STABILITU GENOMU

x Oznacuji se nékdy jako mutatorni geny a
byvaji i fazeny k fumor-supresorovym
genum. Produkty t€chto genu se uplatiuiji
v opravnych mechanismech poskozenée

DNA.

x Jejich mutace vede ke zvysené frekvenci
mutovanych onkogenu a tumor-
supresorovych genu, nékdy az 1000krdt.



GENY UDRZUJICI STABILITU GENOMU

x Patfi sem geny, jejichz produkty zajistuiji
vystrizeni poskozeného Useku DNA a
UMOZNUJji EXCizNi Opravny proces.
Jejich recesivni mutace zpusobuje
ONEMOCNENI Zvané xeroderma
pigmentosum a Cockayenuv syndrom,
COZ |sOuU prekancerdzy se zvySsenou
ndchylnosti ke karcinomum kuze
navozenym expozici na UV-zareni.



GENY UDRZUJICI STABILITU GENOMU

X

Dalsi skupinou mutatornich genu jsou ,,mismatch"
opravné geny; kdbdované proteiny opravuji chybnée
zarazeni baze pri replikaci DNA (nikoliv vSak
komplementdrni). Projevem mutaci téchto genu je
instabilita na nukleotidové Uurovni — mikrosatelitova
instabilita. Zarodecné mutace zejméena MSH2 o
MLH1 genu jsou podkladem hereditdrniho
nepolypozniho kolorektalniho karcinomu (HNPCC) .

Mutace genu, jejichz produkty zajistuji ,,opravné
cteni", jehoz Ukolem je identifikace chybnych Useku
DNA pri replikaci, byly prokdzany u karcinomu
zaludku a tlustého streva. Jednd se predevsim o
mutaci genu pro polymerasu d.



GENY UDRZUJICI STABILITU GENOMU

2 ¢

Rozpoznani poskozené DNA a aktivace p53
vyzaduje pritomnost ATK. Tento gen koduje
kinasu, kterd aktivuje jak CHK2 tak p53 pri
poskozeni DNA. Déti trpici ataxii-
teleangiektazii maiji inakfivujici mutaci obou
alel.

V klinickém obraze je pak imunodeficience,
mozeckove priznaky a zvysené riziko vzniku
malignino nddorového onemocnéni,
predevsim lymfomu. Bunky t€chto pacientu
nemohou aktivovat pbd3 jako odpoved na
poskozeni DNA.



GENY UDRZUJICI STABILITU GENOMU

me syndrom oznacovany jako NBS (Nijmegen breakage
syndrom) je zpUsoben homozygotni inaktivaci genu NBS, ktery
se podili primo na opravach poskozené DNA. Do tohoto
mechanismu rozpozndavajicino a opravujicino poskozenou
DNA vstupuje téz gen BRCA 1. Mutace v jedné alele
zarodecnych bunek nesoucich tento gen je odpovednad asi
za polovinu pripadu karcinomu mlééne Zidzy s familiarnim
vyskytem. Pii UCinku proteinu BRCAT hraje dulezitou funkci jak
ATM tak CHK2, ktere umoznuji jeho fosforylaci, kdyz dojde k
poskozeni DNA. ATM take fosforyluje kofaktor BRCAT - CiIP,
kKtery reguluje transkripci genu BRCAT. Defekty DNA-
opravneho mechanismu prispivaiji k akumulaci genetickych
defektu (viz genova nestabilita navozend genem HNPCC =
gen pro hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom)
podporuji progresi maligne tfransformovanych bunéek.
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MODIFIKUJICI GENY

x Jde o geny, jejichz mutace muUze ovlivnit vznik
A rozvo] nadorového procesu.

x Jejich produkty mohou pozitivhe nebo
negativhé pusobit na prubéh kancerogeneze,
a to s inferindividudlni nebo interfamiliarni
variabilitou.

x Na jejich prozkoumani se teprve ceka; bude
UumozZnéno nejnovejsimi technikami molekulove
biologie v oblasti genomiky a proteomiky.



APOPTOZA A TUMORIGENEZE

x RUst nddorovych bunék je podminén nejen
nekontrolovanym bunécnym délenim, ale take
snizenim jejich opotrebovatelnosti a naopak
zvysenou schopnosti prezit.

x Vétsina nddorovych bunék, ne-li vsechny, ziskala
rezistenci vUCi mechanismum vedoucim k jejich
programovanemu zaniku — apoptoze. Existuji
experimentdini dukazy, Ze naruseni signalizace
apoptozy je obecnym predpokladem existence
a rozvoje nddorovych bunék. Velmi dulezitou
Ulohu pritom ma pravdépodobné onkogenni
potencial faktoru rodiny Bcl?2.




APOPTOZA A TUMORIGENEZE

x Bcl2 (B-cell lymphoma 2) gen byl puvodné objeven jako gen
napojeny na imunoglobulinovy lokus v prub&hu chromosomove
franslokace u folikularniho lymfomu. Pritom se téz zjistilo, ze jeho
nadmernd exprese ma spise nez na proliferaci vliiv na apoptozu,
respektive na jeji naruseni. Znamenad to, ze nascentni neoplasticke
bunky ziskavaji touto inhibici programovaného zaniku selekeni
vyhodu. Mohou setrvavat zahnizdeny jako loziska v hostitelske tkani,
zejmeéna v mistech, kam se nedostanou cytokiny a kyslik. Tento unik
pred apoptdzou je pak podporen dalsSimi onkogennimi
sebezdchovnymi mechanismy, které vedou ke vzniku agresivnejsich
klonu; defektni apoptdza t€z usnadriuje metastdzovani, protoze
bunky mohou ignorovat restrikCni signdly prichdzejici z okoli a prezivat
oddélené od extracelularni matrix. Mutace, které favorizuji rozvoj
nadoru, odvraceji odpoved na cytotoxickou terapii a vznikaji tak
refrakterni klony. Uloha Bcl2 (a jeho homologu - Bel-xL a Bcl-w)
v.mechanismu inhibice apoptozy spocCiva pravdepodobne
v ochranném UCinku na integritu mitochondrii tim, ze brani vystupu
ck:yfclzcgromu c do cytoplasmy, coz znemozni aktivaci kaspasove

askady



JNESMRTELNOST BUNKY*

Normalni somaticka bunka ma omezenou kapacitu
proliferace danou urcitym poctem moznych deleni
arizenou opakovanou sekvenci konce ON A

- TTAGGG tzv. telomery

1 cyklus = zkracenio 1 telomer

Nové nastaveni umoznuje TELOMERASA

Zvysena aktivita telomerasy u nadorvovych b unék



NADORY A ,,NESMRTELNOST" BUNEK

x Nadorova bunka se stava ,nesmrtelnou®. Je to
zpusobeno zvysenou akfivitou enzymu felomerosy.
Opakovane déleni bunek je omezeno -
zkracovanim telomer.

x Telomery jsou kliCovym stabilizacnim faktorem
termindlini Casti chromosomu a ukotvuii je
k nukledrni matrix. Telomery maji opakujici se
sekvenci nukleotidu TTAGGG. Délka telomer se
zmensuje po mnohondsobnych pasazich (1
bunecny cyklus = zkraceni o 1 telomeru) a ddle
v bunécnych kulturdch od pacientU v pokrocilem
veku. Jejich obnovovani je katalyzovano
felomerasou; delka felomer koreluje s obsahem
telomeras. Z foho duvodu se predpoklada, ze
Ubytek DNA od konce chromosomu zkracovanim
felomer vede k deleci nezbytnych genu, coz ma za
ndsledek omezeni zivota bunék.



NADORY A ,,NESMRTELNOST" BUNEK

Pocet telomer slouzi jako generacni hodiny, které
odpocitavaiji jednotlivé cykly bunécného déleni o
urcuji fak zivotnost bunék a replikacni potencidl.
Nadorove bunky maji replikacni potencial vysoky;
umoznuji jim to neiméné dva mechanismy, kterymi
si udrzuji dostatecny pocet telomer, respektive jejich
obnovovani. Nejbéznéjsi (aktivita prokdzana u 85-
90% nadorovych bunék) je

mechanismus TERT, coz je proteinovd komponenta
telomerasy; jen mald ¢ast nddorovych bunek
vyuziva dalsi mechanismus

tzv. alternativni prodluzovani telomer (ALT), které
umoznuje udrzovani poctu telomer bez uCinku
telomerasy.




VYZINAM ANGIOGENEZE Y ROZYO.I
NADOROYEHO ONEMOCNENI

x Angiogeneze ma kliCovy vyznam pro
rust nadoru. Rostouc] hadorove lozisko
muze bez cevniho zasobeni dosghnout
velikostl pouze 1 — 2 mMm3, kdy privod
kysliku a zivin_je mozny jeste difuz
z okolni tkane. Nador pro dalsi rust
Bo’rrebuje vlastni cevni zasobeni.

opud |e Tomu dan vzniklou hypoxXii
nadorovych bunek. Ta navodi
genetickou nestalost, dochadzi ke :
vzniku mutaci; mutace genu pbd3, ktery
je ochrancem genomu, neumozni
opravu chyby v zamene bazi.



VYZINAM ANGIOGENEZE Y ROZYO.I
NADOROYEHO ONEMOCNENI

x Dochdazi ddle k nerovnovdze mezi =
antiangiogennimi a proangiogennimi
faktory. Tato zmenaq, kterou se zahdaijl
proces nadorove angiogeneze, se
nazyva ,,angiogenni swifch*. Objevuje
S€ NOVY f,er)o’ryp nadorovych bunek,
VyZNAcujicl se potlacenim
antiangiogennich faktoru —
thrombospondinu — a zvysenoy \
tvorbou angiogennich pusobkyu. Bunky
nadoru a sousedni endoftelialni bunky
se v tfomto smeru vzajemne ovlivnuiji
parakrinni, ale 1| autokrinni sekrecl
angiogenetickych faktoru.



Vzdjemné ovlivnéni nadorovych bunék a endotélii pri angiogenezi
VEDF=vaskuldrni endotelovy ristovy faktor; EGF=epidermdini r0stovy faktor;
PDGF=rUstovy faktor odvozeny z desticek; bFGF= fibroblastovy rustovy faktor
bazicky; HGF=hepatdini ristovy faktor; MMP=matrixové metaloproteinasy; IL-
6=interleukin 6; IL-8=interleukin 8
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Bunécéna reakce na hypoxii: Hladiny hypoxického inducibilniho faktoru-1 (HIF-1) jsou regulovany urovni
bunééné oxigenace prostfednictvim hydroxylace prolinu. Reakce je katalyzovana enzymy: prolyl 4-
hydroxylaza (PHD1, 2 a 3). Za normoxie je intracelularni hladina HIF-1a udrZzovana na nizké urovni
rychlou ubikvitinaci a naslednou proteasomalni degradaci prostfednictvim von Hippel-Lindau proteinu
(pVHL) zavislého na hydroxylaci prolinovych zbytkl. Za hypoxie jsou intracelularni hladiny i transkrip&ni
aktivita HIF-1a zvySené, a to v dusledku potlageni aktivity PHD. HIF-1a tvofi heterodimer s HIF-1 a méni
miru transkripce HIF-1-regulovanych genl za hypoxie. Mezi takto modulované procesy patfi
angiogeneze, migrace bunék, zanét, modulace metabolismu, akumulace lipidu (zvySené TG a
cholesterol), vaskularni funkce, proteolyza, erytropoéza a buné&tna smrt.




TUMOROYA NEOYASKULARIZACE

x Novotvorbu cév v nddorovém lozisku pFedchc'Jzi

x Vazodilace cév v nejblizSim okoli navozend predevsim zvysenou
aktivitou NO-syntasy a tim produkci NO-radikalu. To také
potencuje mitogenni UCinek VEGF.

x Produkce metaloproteindz rozrusuje bazdini membranu, €imz se
usnadnuje nejen migrace endotfelovych bunek po fibrinovych
vloknech tvorenych stimulaci fibroblastd, ale i migrace
fumorovych bunék.

% Migrujici endotelie jsou zdrojem integrinu zaqjistujicich jejich
Zivotnost.

x Kapildrmi morfogenezi podporuiji jesté dalsi pusobky — (napr. E-
selektin). Vaskularizace nadoroveho loziska umozni jeho prokrveni
(perfuzi), a fim jeho dalsi rust.

» Tyto procesy jsou alespon castecné koordinovany HIF



TUMOROYA NEOYASKULARIZACE

» Cim je angiogeneze intenzivngjsi, tim je progndza
nadorového onemocnéni nepriznivejsi; zvysuje se
riziko metastdz.

~ Stupen angiogeneze muze slouzit jako prognosticky
faktor.

~ Nejintenzivnejsi angiogeneze byva na okraji
nadorového loziska, kde Ize jeji intenzitu posoudit
histologicky. Pouziva se take zviditelneni tzv. horkych
loZisek (hot spots) pomoci monoklondlnich
profilatek proti cevnim endotelim nebo proti
adhezivnim molekuldm (CD31, CD34), event. profi
von Willebrandovu faktoru.

» Citlivym ukazatelem hustoty kapilarniho reciste je
stanoveni akvaporinu-1 (AgP-1); jde o faktor
pusobici synergicky s VEGF a vyznamné zvysujici
cévni propustnost.



Figure 1. The pathologic and physiologic angiogenic balance \“».\\ . |
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Fig. 2 Schematic outline of the reduced mtDNA copy number mediated mitochondrial retrograde signaling in C2C12 myocytes.
Reduction of mtDNA content below 70% disrupts Aym which results in elevated cytosolic Ca 2<ce:hsp sp="0.10"/> + and activation
of Calc...

Manti Guha , Narayan G. Avadhani

Mitochondrial retrograde signaling at the crossroads of tumor bioenergetics, genetics and epigenetics

Mitochondrion Volume 13, Issue 6 2013 577 - 591
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