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RAKOVINA: definice a zakladni klasifikace

RAKOVINA predstavuje abnormalni rist bunék ve tkani s naslednym Sifrenim po téle
pri vytvareni metastaz

Zakladni déleni je odvozeno od burky (resp. tkdné) plvodu:

Karcinomy jsou odvozeny z epitelidlni tkané — napr. nadory prsu, plic, stfeva nebo
pankreatu

Sarkomy maji svlj plvod v mezenchymalnich bunkdach (pojivova tkan)
— napfl. nadory kosti (osteosarkomy)

Nadory krevnich bunék a hematopoietického systému — leukémie a lymfomy

Nadory zarodecnych bunék — napr. ovarialni karcinom nebo seminom




Puvod nadoru: koncepcni teorie

Somatic mutation theory (SMT)
VS.
Tissue organization field theory (TOFT)

SMT:
Zakladni nastaveni bunky je klidové stadium a rakovina predstavuje , unik” z tohoto
stavu.

Maligni bunka vykazuje — diky svym genetickym zménam - selektivni vyhodu ruistu
oproti zdravému proté;jsku.

TOFT:
Zakladni nastaveni bunky je nekonecna proliferace (blbost?....mozna ne......)

Jsou to nase tkané, kdo drzi bunky pod kontrolou (v klidu) a jejich dezorganizace
vede k ,,obnové” bunécného déleni

Sonnenschein and Soto, Progress Biophys Mol Biol, 2016
Smardova and Koptikova, Klinickd onkologie 2016



Pldvod rakoviny: role primé dédicnosti
Dédi¢né nadory (véetné zarodecnych nadorovych syndromu)
5-10% vsech pripadu rakoviny
Napr. syndrom Li-Fraumeni asociovany s mutacemiv TP53
nebo xeroderma pigmentosum zahrnujici mutace v genech
pro opravu DNA

Sporadické nadory — zbytek, plvod v somatické tkani

Genetické defekty jsou pricinou v obou pripadech:
Navic, 15-20% nadorovych onemocnéni zahrnuje infekéni agens

napf. vysoce rizikové HPVs u karcinomu délozniho Cipku



(Specifickd) etiologie détskych leukémii

First step Second step
Initiation Translocation

o ALLFAML
Common

'

Analyza ,,Guthriho karticek” Copyright © 2006 Nature Publishing Group
nebo pupeénikové krve Nature Reviews | Cancer

...u jednovajecnych dvojcat
Greaves, Nat Rev Cancer 2016



Prispevek leukémii a lymfomu k SMT

Instigation of * Cancer stem
combination r Molecular |GH-oncogene cells (AML)™ Genome-wide
chemotherapy Ph t(9;22) detection of fusions * Prenatal copy number Stem cell origins of drug
{ALL)es EBV®? translocation® MRD (ALL)'® (lymphomas)*'? origins (ALL)* changes (ALL)™® resistance (AML)™®
' I I

2007 2008 2011 2015

2000

1964 1969 1972 1977 1980 1982 1985 1987 1997

1960

1950

Philadelphia (Ph) | | Allogeneic bone Biological HTLV-1 Differentiation Targeted treatment Genetic variegation
chromosome* marrow subtypes [REFS 168,169) therapy (APML)** (for CML)*# and clonal
transplantation®! (ALL)** architecture (ALL)**
Moneclonal Clonal origins of
antibody-based recurrence (ALL)*®

I:l Biological |:| Clinical therapy*™

Leukémie a lymfomy predstavuji < 10% vSech nadorovych onemocnéni

Greaves, Nat Rev Cancer 2016
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L a L: typické aberace umoznuiji
molekularni klasifikaci

'{}

Nadory krve maji povétsinou své jasné ,,spolupachatele
Typické translokace

Chronicka myeloidni leukémie; t(9;22) BCR-ABL

Lymfom z bunék plastové zény; t(11;14) Cyclin D1/IgH
Folikularni lymfom; t(14;18) Bcl-2/IgH

Burkittliv lymfom; t(8;14) c-Myc/IgH

... hebo jiné charakteristické aberace

Chronicka lymfocytarni leukémie; del 13q, del 11q, del 17p, +12



Zakladni ,schopnosti“ nadorovych bunék

Sustaining proliferative
signaling

Resizsting - Evading growth
cell death SUpPressors

Inducing ; Activating Invasion
il '3|I OgEnasis and matastasis

Enabling replicative
immaortality

Hanahann and Weinberg, Cell, 2001



Dalsi definované znaky nadorovych bunéek

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation 3 Inflammation

Enabling Characteristics

Hanahann and Weinberg, Cell, 2011



Role nadorovych kmenovych bunék (CSC)
pri vzniku tumoru a jeho progresi

Classical SC/CSC view

Niche dependency Malinancy ‘
/ \‘\ s H%
o By 5 I

\d’c:smsr:, CE% 5%

Pouze ¢ast nddorovych bunék (CSC)
je schopna vytvorit autonomni nador,
Lidské télo obsahuje ~104 bunék tedy ,nekonecné” proliferovat
~10'! bunék je kazdy den obnoveno (SC)

Adopted from Batlle and Clevers
Nature Med, 2017



Bunécny puvod nadoru vs. terapie

Nadory pochazeji z kmenovych nebo progenitorovych bunék, jejichz vyvoj je
pozménéeén smerem od terminalni diferenciace k jejich prosté sebeobnovée

Tento fenomén vyrazné narusuje BEFORE THERAPY IN RELAPSE

uspéesnost terapie skrze pritomnost
tzv. minimalni zbytkové choroby,
ktera je pricinou nasledného relapsu
s proliferaci rezistentnich klond.

wtTP53

wiTP> mutTP53

utTP53

100+

804

604

404

20+
]

% of reads with p53 mutation
| |
]

BEFORE THERAPY AFTER T'H ERAPY



Klonalni evoluce a ,,uzké hrdlo” terapie:
pripad AML

clonal fractions at initial diagnosis day 170 first relapse

& ETVE, WNK1-WAC, L "'-:!

J DNMTIA, NPMT, FIT3, PFTPRT, SMC3 o MYo1se

AML1 / UPN933124

call typa: mutations:

. fionmal . AML @ founding (cluster 1) relapss enriched (cluster 3) @ relapse specific (cluster 5) +'r pathogenic mutations
@ primary specific (cluster 2) ® relapse enriched (cluster 4) 2 random mutations in HSCs

Ding et al.,Nature 2012



Genové mutace jako zakladni rys rakoviny

Klasickd PAGE
Znaceni 3°S

Frederick Sanger
University of Cambridge




(Dech berouci) technologicky pokrok
v sekvenovani DNA

1,000,000,0004
100,000,000+
10,000,000+
1,000,000

100,00004

—
=
1

;

;

Kilobases per day per machine

il
=
L

Massively parallel
sequencing

Capillary sequencing

Gel-based systems

Autormated
slab gel

First-generation
capillary

|
1980 1985 1990

] L] ] L] |
1995 2000 2005 2010 Future
Year

Stratton et al., Nature 2009



Soucasnost: , uzivatelsky-orientované” NGS

Whole genome

Exons
2000000000C  JoocidMbodnd
T BT ek
Exon baits
e A a\_i*: "v"\ﬂ'&“é“.'.

Whole-exome (1%)

PCR amplicon

Transcriptome RNA

Exon capture transcriptome

Predominant applications:
# Structural variants

* Point mutations

» Copy number variation

Predominant applications:
= Point mutations
# Copy number variation

Fredominant applications:
# Point mutations
» Deletions

Predominant applications:
* Cene expression

» Gene fusions

# S5plice variants

Predominant applications:
* Gene expression

» Gene fusions

» Splice variants

Genom

Exom

Amplikon

Transkriptom

Simon et al., Nat Rev Drug Discovery 2013



Vyuziti NGS mimo prime sekvenovani

SNV = single nucleotide variants (mutace/SNP)

CNV = copy number variation (inzerce/delece)
strukturni aberace (translokace/inverze)
genova exprese (mRNA)

epigenetika (metylované oblasti)
interakce DNA-protein

analyza technologie CRISPR




u z ruznych tkani
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Celogenomova analyza (WGS) nador
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VS
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Pediatric
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Adult solid tumors
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Exomoveé sekvenovani

 WES = whole exome sequencing
* Sekvenovani kddujicich oblasti = exom (asi 1 % genomu)

* Efektivneéjsi nez WGS: rychlost, cena, vyssi pokryti

= [ = I = .~ | HE ==
=1 ﬂn :nnm :l:I =3 ::Il:
:E'I% = @ L :n:lciflzﬂ
Exon baits
Y YWYV VY



Celoexomoveé sekvenovani a mutace: priklad CLL

Samples affected (¢
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Landau et al.,
Nature 2015
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Nejcastéji mutované geny: SF3B1, ATM, TP53



Cilené sekvenovani

Targeted sequencing

Princip: PCR amplifikace nebo vyuziti cilenych sond

Identifikace mutacnich variant pod detekcnim limitem Sangerova sekv.
(az 1% pri vysokém pokryti — tzv. ultra-deep NGS)

Vyhodné pro sledovani klonalni evoluce nadorti

Vyhody oproti WGS / WES: rychlost, cena, méné prostoru pro skladovani
dat

Pro sekvenovani velkého poctu vzorku (screening) nebo validaci
genetickych variant v populaci




Cilené NGS: intraklonalni heterogenita

nadorové populace

Count Coverage Frequency Gene_function RefGene Exon_number cDNA
1752 1752 100 exonic ATM exon40 c.5948A>G
2261 2452 92,21 exonic ATM exon22 c.3161C>G
690 2962 23,3 exonic ATM exon50 c.7311C>A
100 1203 8,31 exonic ATM exon24 c.3433_3435del
74 1433 5,16 exonic ATM exon30 c.4578C>T
46 1281 3,59 exonic ATM exon43 C.6258T>A
243 8231 2,95 splicing ATM exonl9 €.2921+1G>A
19 699 2,72 exonic ATM exon25 ¢.3705_3709del
25 1087 2,3 exonic ATM exon5 c.480delT
24 1046 2,29 exonic ATM exon5 c.483G>C
67 3357 2 exonic ATM exon26 c.3837G>A
73 5626 1,3 exonic ATM exon26 c.3952 3960del
64 5151 1,24 exonic ATM exon49 c.7181C>T
11 904 1,22 exonic ATM exon63 €.9022C>T
42 3514 1,2 exonic ATM exonl0 c.1402_1403del

Codon

p.N1983S
p.P1054R
p.Y2437X

p.1145_1145del
p.P1526P
p.Y2086X
p.P962Q

p.P1235fs
p.S160fs
p.Q161H
p.-W1279X

p.1318_1320del
p.52394L

p.R3008C

p.K468fs



Dalsi modifikace nadorového genomu

* Epigenetické umiceni tumor-supresorovych gent (metylace promotoru)
* Globalni (celogenomova) hypometylace

Bisulfitova konverze + NGS:
e konverze C —>U, Met-C se neméni
 presna identifikace jednotlivych metylovanych bazi

un-converted
\ad
et

ATCTTCTTTTTTTGGT

/ Dnvurl:/,d /

/

&JH ﬁf"mﬁ{"! III'I ﬁﬂ,{ TATATAY ‘..'H',.”M. f\ )/\&_}
L, ' S — | .

GATTA .H.LGT.E.ETT WVTTTTTTTTTTTTGG



12 biochemickych drah narusenych
u nadorovych bunék

Interpretace WGS

99.9% vsech identifikovanych zmén
neposkytuje zadnou selekéni vyhodu

Selectlve
growth

Mutabilita lidského genomu je normalni.
Nicméné normalni je také to, ze se télo | advantage
dokdze zbavit narusenych bunék pomoci
kontinualné probihajici apoptozy....




Model vzniku a progrese nadoru

f Activated oncogenes
# Telomere
erosion
Unscheduled replication
Aberrant replication DNA damage
structures — l

.

[ ATR/Chk1

ATMFChILE]

Growth arrest or cell death

v

Selection pressure
against early tumour progression

Bartkova et al., Nature 2005



Interference s replikaci DNA rezultuje
v indukci apoptozy nadorovych bunéek

PARD oy S s gy o

Caspase-3 Sl Sl G —

C-Caspase-3 . 2
p g — -

M
HE — e m—

Pacin G G- G —
Con Chk1i ATRIi Chkli
+ ATRi

Sté&pené proteiny PARP a Kaspaza-3 dokladaji pfitomnost pokrocilé apoptdzy,
vzniklé jako nasledek inhibice proteinu Chk1; bunky: MEC-1, CLL s TP53-mutaci




Apoptoza: , optimalni bunécna smrt”
PARENCHYMAL CELLS | V protina'dorové terapii

e Fyzicka destrukce bunky

SSSSSS

residual  body

e Eliminace , odpadu”
(recyklace)

‘"HISTIOCYTE'

Fiez 5 —Diagram to illustrate the morphological features of apoptosis.

Kerr et al., BrJ Cancer 1972



Objeveni proteinu p53:
milnik onkologického vyzkumu

Oznameno v roce 1979, interakce s T-antigenem viru SV40

David P. Lane
Imperial Cancer Research Fund, London

Arnold J. Levine
Princeton University, New Jersey

Lloyd John Old
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York




Vyzkum p53 z historické perspektivy

Onkogen nebo nadorovy-supresor?

Eliyahu D et al. Participation of p53 cellular tumour antigen in transformation
of normal embryonic cells. Nature 1984; 312: 646-9.

Parada LF et al. Cooperation between gene encoding p53 tumour antigen
and ras in cellular transformation. Nature 1984; 312: 649-51.

Jenkins JR et al. Cellular immortalization by a cDNA clone encoding the
transformation-associated phosphoprotein p53. Nature 1984; 312: 651-4.



Dopad naruseni genu TP53
na rozvoj nadoru

% mice with tumor

1% at 18 months

2% at 9 months

75% at 6 months

* Sloni maji velmi nizkou incidenci rakoviny (paradox , Peto”)
e Ato(mimo jiné) diky ~20 kopiim genu TP53

Donehower et al., Nature 1992
Adopted from: IARC TP53 database



hypoxie

. . dbytek ribonukleotidii
poskozeni DNA zkraceni telomer

atd.
’ ’ ’ aktivace onkogeni

AN

posttransla¢ni modifikace p53 a MDM2
aktivace a stabilizace p53 ubiquitinace a

Q —>degradace p53

2 )\

Kontrolni body
bunécného cyklu

p14ARF
?

- - o

Inhibice
Apoptéza Oprava DNA Senescence patologické

p2 1 WAF ;l(J)I)\(/I: Gadd4s p21WAF anglogeneze

14-3-30 Bax p53R2 E}f&

Gadd 45 KILLER/DR5 Maspin
p53AIP1 CDAIF
Fas/Apol/ CD95

PIGs



Rakovina z pohledu bunécného cyklu

Gl - S - G2 —- M

Kontrolni body G1/S S G2/M
(checkpoints)
Univerzalni inaktivace Schopnost pokraCovat
Ztrata p53, Rb, p16 v bunécném déleni
a jiné.




Analyza genu TP53 u pacientu s CLL
ve FN Brno

Del(17p): I-FISH
Mutace TP53: kvasinkova funk¢ni analyza FASAY

Mut




Defekty TP53 narusuji léCcebnou odpoved

Cell viability (%)

100

60

40

20

0 Test bunécné

| E = viability in vitro

Osetreni FLU 48 h

|
-
I
:

25 6.25 16 04

Fludarabine concentration (g/mL)

Malcikova J et al., Blood 2009



Poskozeni DNA navozuje p53-zavislou odpovéed’

1400

1200

1000

800 M kontrola

600 B fludarabin

 inhibitor chkl
400

200

PUMA BAX p21 GADD45 HPRT1 TBP

2000
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

M kontrola

H fludarabin

 inhibitor Chk1

PUMA  BAX p21 GADDA45 HPRT1 TBP

Real time PCR, oSetreni 24 h



Defekty TP53 podporuji bunécnou proliferaci

e
w P=.014
[
o
; ]
-]
T w
akumulace °H,0 =" £
v leukemickych bufikich &
lokalizovanych v LU E w - T
£s &
—
E =2
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w
= e
=
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17p 11g  t+12 13q
Cytogenetics

Herndon et al., Leukemia 2017



Overall Survival (%)

Mutace p53 asociuji s horsSim prezitim
pacientu s CLL

100
F,m'll i [T TI TR P L

80+

60

40

20

by u.-'u‘-l

I
i._.t_._.l..ll.ﬁ..r_n_ ..... I

!la.uu.u.u.a.a.l

40 60
Time (months)

80

100

A: wt-p53/mut-IgVH
MS: not reached

B: mut-p53/mut-IgVH
MS: not reached

C: wt-p53/unmut-IgVH
MS: 69 months

D: mut-p53/unmut IgVH
MS: 23 months

.(B) P=0.016
vs. (D) P=0.018

. (D) P<0.001
vs.(C) P<0.001

Note: survival assessed from time of p53 defect identification / investigation showing wt-p53



Individualni mutace p53 se lisi ve svém dopadu

A Fig. A: all mutations
- Fig. B: mutation + del(17p)
.Tg 60
% 40 A: Wt-p53
S MS: 69 months
© 20
| B: nonmissense p53 mutations
0 100 MS: 36 months
B o4, C: p53 missense out of DBMs
. MS: 41 months
E: 60 - D: p53 missense in DBMs
= MS: 12 months
= 404
g (D) vs. (C) P=0.009
(D) vs. (B) P=0.002
0 160
Time (months) Trbusek et al., J Clin Oncol 2011




Prognosticky vyznam mutaci TP53 dle typu nadoru

Mumber of studies that show TPS3 mutation
—
Mot associated wilth poor survival Aszociated with poor survival

10 5 Q ] 10 15 20

| | | | |
i)
Bladder (n = 284)
Brain (m=T751)
n = 6243)
Breast {(h=510

Bronchus and lung n= 1167}

Colorectum {rm=1151) e Ta oy

Esophagus {n=375)

Head & Neck 3

350)

Hamatopoiatic

Linver o)

Lymph nodes = 1158]

T16
Ovary i = 556 ]

Pancreas {n=
Prostate gland (n=

Stomach (nm=

Adopted from:
Robles Al, Harris CC: Clinical outcomes and correlates of TP53 mutations and cancer.

Cold Spring Harb Perspect Biol 2010; 2: a001016



Aktivace p53: preruseni interakce s MDM?2

: ATMIATR
Chk2
: CK2
‘53
p53 ubiquitination
and degradation

Adopted from: IARC TP53 database



Dopad defektu ATM na aktivaci p53

ATM
Ser1981-ATM
p53
Ser15-p53

R-actin

1 2 3 4 5§ 6 7 8

1,2 —wt
Liché sloupce: kontrola 3,4 —sole 11¢g-
Sudé sloupce: IR (5Gy) 5,6 — ATM-mut-1

7,8 = ATM-mut-2 Navrkalova et al., Haematologica 2013



Onkogeny: stimulace bunécné proliferace

CLL pacienti

WB c-Myc - = o

Typicky TFs e —— e
Kooperace ONK/TS e —— — ——



Lécba rakoviny

e Chirurgie (primarni misto, lokalizované matastazy)
* Lokalni radioterapie

Systémové terapie

 (Kombinovana) chemoterapie; celotélové ozareni

* Transplantace kmenovych bunék (hematopoi. i solidni nadory)
* Imunoterapie, véetné , CAR T-lymfocytt“

e ,Diferenciacni” terapie (napr. ATRA u A-PML)

* Pouziti monoklonalnich protilatek

* Cilena terapie (nizkomolekularni inhibitory)



Pokroky v |éCbé nadoru
* Uspokojivé vysledky
e Chronicka myeloidni leukémie
* Neékteré détské leukémie (e.g. ALL, ETV6-RUNX1-positive)
 Hodgkintv lymfom
e Testikularni nador u mladych muzu

Priznivé genetické aspekty:

» ,Hallmark” abnormalita, nizkd genomicka instabilita

» Nizky tlak na inaktivaci tumor-supresorového genu TP53



Pokroky v [éCbé nadoru

* Neuspokojivé vysledky

* Maligni melanom (metastaticka varianta, OS <10% po 5 letech)

* TP53-mut chronicka lymfocytarni leukémie (median OS ~3 roky)
e Cervikalni karcinom (vysoce-rizikové HPVs, prima inaktivace p53)

Nepriznivé genetické aspekty:

» Genetickd heterogenita nddorové populace

» Inaktivace gen( reagujicich na terapeutickou intervenci
v ramci drahy ,,DNA-damage response” (DDR)



ldealni cil (s vyuzitim NGS): personalizovana lécba

I/_._

transkriptomové sekvenovani
zdravé/nadoroveé tkané

cilené (targetovane)
sekvenovani - —_— patologie
vybranych gent

celogenomové sekvenovani celoexomové sekvenovani
zdravé/nadorove tkané zdravé/nadorové tkané

Y

anal;‘-’za dat

klinicka interpretace panel multid 'SCIP lindmich validace dat
experti

1

Guan et al., Chin J Cancer 2012 . _



Terapie vyuzivajici monoklonalni protilatky

Ofatumumab vs. Rituximab
CD20

Ofatumumab | E riximab © Cili na povrchovy epitop nad. bunky
binding site_— - .‘4" B B _:t;'rth“m binding site (specificita vs.efektivita)
t- L‘ j f.l(_yll‘j}.

i

1. mAb v klinice: rituximab, 1997

* Dostupné také pro solidni nadory
(napf. trastuzumab u c. prsu)

 Komplexni mechanismy ucinku
(CDC, ADCC, apoptoza)

J Chin Oncol. 2010;28:3525.



Eliminace nadorovych bunék pomoci malych molekul

Co Ize ovlivnit prostrednictvim nizkomolekularnich latek:

» Kindzy: “snadnd” inhibice enzymatické aktivity
Vétsina klinicky schvalenych molekul blokuje kinazy

» Onkogeny: pouze mala ¢ast z nich vykazuje enzymatickou aktivitu
VétsSina onkogenl ma mnohocetné interakce

» Nadorové supresory: jejich ndhrada je velmi obtizna

Moznosti je zacilit komplementarni drahu a defekt prohloubit
(ztrata BRCA - zavislost na aktivité PARP-1). Olaparib.

Adopted from: Vogelstein B et al. Cancer Genome Landscapes. Science 2013;339:1546-58.



Synteticka letalita v ramci ,,DNA-damage response”

Stalled replication fork

SSB
DNA damages
¥
Detectors and PARP1
Signal Tranducer
' 53BP1 XRCC1 CHK1
XRCC1 XRCC3
Effectors '
Ligase 3 )I_(Ilziilm Ligase 1/3 l BRCA1/2
l DS RAD51
Resulting Base Excision | |Homologous NHEJ | [Alternative Restart
DNA Repairs | Repair Recombination NHEJ Repair

Adopted from: Fang B, J Med Chem 2014



Specifické cileni (inhibice) muze vést k
diametralné odliSnym vysledkum

Mutace V600E v proteinu BRAF je pritomna u maligniho melanomu (MM)
stejné jako u metastatického kolorektalniho karcinomu (CRC)

Nicméné, specificky inhibitor BRAF-signalizace (Vemurafenib) je vysoce ucinny
u MM, ale nikoli u CRC

Ddvodem je aktivace drahy PI3K/AKT u CRC, kterd eliminuje efekt inhibice



Soucasné moznosti cilené |écby

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
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Souhrn

Rakovina je ,,onemocnéni genl“, bez ohledu na pfitomnost ¢i absenci
dédicné predispozice

Genetické pozadi ruznych typu nadoril vykazuje nékteré spolecné znaky,
ale celkova variabilita je obrovska a vyzaduje ,,the cancer-specific approach”

Hlavni prekazkou efektivni terapie predstavuji u mnoha nadorovych
onemocnéni defekty v genu TP53 (nebo obecné p53 drahy)

Technologické pokroky v analyze nddorovych bunék jsou enormni (napr. NGS),
nicméné interpretace dat je nékdy (¢asto?) obtiznd a nejasna

Molekularni terapie pravdépodobné sméruje k ,, pacient-specifickému koktailu®
nékolika léku s doplnujicimi se mechanismy ucinky
(zadna ,jedna pilulka®“ na obzoru.....)
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