Predmét: GENOTOXICITA A KARCINOGENEZE
SYLABUS

VZNIK A ROZVOJ NADOROVEHO ONEMOCNENT

Genetické (genotoxické) a epigenetické (negenotoxické) aspekty vzniku a rozvoje nadoru

Faze karcinogeneze

Iniciacni, podplrna (promoc¢ni) a progresivni faze, genetické a epigenetické faktory, karcinogeny a
kokarcinogeny, antikarcinogeny

Typy nddorit

Nadory spontanni a indukované (onkogenni viry, chemickeé a fyzikalni karcinogeny), nadory benigni a
maligni, invaze, metastazy, klasifikace podle tkani.

Molekularni zaklady vzniku a rozvoje nadorového onemocnéni

Genetické mechanismy

Mutace a mutageny, nadorové promoc¢ni faktory (exogenni a endogenni)

Protoonkogeny, onkogeny, nddorove supresoroveé geny

Transformace bunék

Denzitn¢ zavisla inhibice rastu (kontaktni inhibice), odli§nosti normalnich a transformovanych bunék, zmény
zavislosti na pozitivnich a negativnich rstovych faktorech, maligni transformace

Imortalizace

Vyznam telomer, telomerdzy a dalSich faktora

Negenotoxické (epigenetické) mechanismy

Metylace DNA, acetylace histonil, zmény exprese gent

Zmeny v regulaci proliferace, diferenciace a apoptozy

Zmeény v mechanismech prenosu (transdukce) signali

Antiproliferacni molekuly - jejich vztah k ristovym faktorim, receptoriim a dalSim soucastem kaskady
prenosu signalt.

Uloha bun&éného cyklu a jeho zmény v karcinogenezi

Rovnovaha v bunécnych populacich

Poruchy proliferace, diferenciace a apoptozy (apoptoza a nekroza)




Patologické ucinky cytokinii

parakrinni a autokrinni regulace, poruchy pozitivnich a negativnich regulatorti, dasledky.

Vyznam oxidativniho metabolismu

rovnovaha oxido-redukcnich déju, aktivacni a deaktivaéni enzymy, pro- a antioxidacni systémy, oxidativni stres
Uloha oxida¢nich procest v apoptoze

Komunikace bunék

Mimobunécna, mezibunétna a vnitrobunénd komunikace, uloha mezerovitych spojeni tzv. "gap junctions"
(GJIC) v udrzovani tkanové homeostazy, poruchy mezibunécné komunikace u nadorovych bunék, snizovani
poCtu gap junctions, klonalni mnoZeni iniciované buiniky. Zmény membranovych vlastnosti, rozpoznavani a
komunikace bunék, kadheriny, kateniny, integriny, konexiny.

Metastdzy

Pri¢iny vzniku, metastaticka kaskada, kontakt bunika-bunka, bunka - mimobuné¢nd matrix, povrchové molekuly,
adheze, imunitni systém

Angiogeneze

Vyznam, induktory a inhibitory angiogeneze

Vznik a rozvoj specifickych typi nadori (jejich genetické a epigenetické priciny)

Poruchy krvetvorby - leukémie

Chronicka myeloidni 1., myelodysplasticky syndrom, akutni 1., genetické poruchy, rozpojeni procesu proliferace a
diferenciace, poruchy apoptozy

Nejcastéjsi typy ndadorit - kolorektdlni karcinomy, nddory prsu, prostaty, kiiZe

Genetické a negeneticke ptiCiny, prekancerozni stavy, etiologie, rozvoj, vngjsi faktory

Endogenni karcinogeneze, hormondalné zavislé nadory

Prirozené protinadorové obranné mechanismy

Uloha imunitniho sytému, cytostatické a cytotoxické u¢inky monocyti a makrofagt, piisobeni cytokind a
eikosanoidll




FAKTORY VNEJSTHO PROSTRED{ V PROCESU KARCINOGENEZE

Zareni - neionizujici a 1onizujici

Chemické karcinogeny - polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), halogenované aromatické uhlovodiky (PCB,
PCDD), peroxisomove proliferatory, xenobiotické lipidy, chlorované pesticidy, atd.

Onkogenni viry a bakterie

Dusledky pitsobeni Skodlivych faktorit vnéjsiho prostiedi

Genotoxické vs. negenotoxické ucinky (epigeneticka toxicita) - charakteristika

Poruchy homeostazy - modulace bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy - priciny a dasledky, vztah ke
karcinogenezi

Mechanismy - zmény v reparaci DNA, specifické vnitrobunécné receptory, ptisobeni reaktivnich forem kysliku —
oxidativni stres, inhibice GJIC, ovlivnéni mechanismi transdukce signalu, zmény metylace DNA, ovlivnéni
exprese onkogenil a nadorove supresorovych genti

Nutricni aspekty karcinogeneze

Karcinogeny v potrave, promoc¢ni a antipromoc¢ni pusobeni slozek potravy (vitaminy, antioxidanty)

Obsah a slozeni tukt v potrave, polynenasycené mastné kyseliny (n-6 a n-3 mastné kyseliny) a jejich metabolity
jako mediatory a modulatory bunécnych signalii, mechanismy piisobeni, oxidativni metabolismus, lipidova
peroxidace, imunitni systém, tloha eikosanoidl v karcinogenezi — interakce s cytokiny

Soucasny systém detekce karcinogennich ucinkii latek

Genotoxicita (mutagenni ucinky) — testy mutagenity

Problémy detekce negenotoxicky plisobicich karcinogeni. Dlouhodobé testy na laboratornich zvitatech, kratkodobé
testy - testy bunécné transformace, zmény proliferace a apoptdzy v tkanich, zmény GJIC, detekce specifickych
biomarkera (aktivity specif. bunéénych enzymii a receptort).

Modely karcinogeneze — studium iniciacniho a promoc¢niho ptisobeni latek - kiize, jatra, ledviny, moc. méchyf,
¢ichové organy

PtiCiny rozdilné citlivosti (organismd, tkani a bunék) k piisobeni karcinogennich latek

Odhady rizik — otazky davek, prahové hodnoty, kiivky davka-odpovéd’, ptisobeni smési latek (aditivita,
synergismus, antagonismus

Vyznam experimentdlni ekotoxikologie — perspektivy, propojeni s experimentalni a prediktivni onkologii




PREVENCE, DIAGNOSTIKA A LECBA NADOROVYCH ONEMOCNENI
Experimentalni, epidemiologické a klinické studie, populacni screening

Geneticka predispozice, zivotni styl

Terapie - chirurgie, zafeni, chemoterapie, imunoterapie

Prediktivni onkologie

Typizace nadort, diagnostické markery, prognostické vs. prediktivni faktory

Detekce specifickych parametri - cytokinetické parametry, molekularni a jiné markery
Moderni metody (priitokova a vysokorozliSovaci cytometrie, laser scanning, molekularni a dalsi metody,
microarrays), stanoveni prolifera¢ni aktivity, detekce apoptdzy

Srovnani metod a interpretace nameienych parametrt

Data managment - vyznam vicerozmérnych matematickych analyz, prediktivni markery
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RAKOVINA

nejrozsiren€jsi epitelialni nadory - karcinomy
recky - karkinos -rak

onkos (krab)

cancer (angl.)
der Krebs (ném.)

ONKOLOGIE - véda o nadorech
Onkologicka onemocnéni - nadorova onemocnéni

KARCINOGENEZE (kancerogeneze, onkogeneze,
tumorigeneze)
vznik a rozvoj nadorového onemocnéni




Pojem ,,rakovina* odpovida vice nez sto formam této choroby.
Témér vSechny tkané v téle mohou podlehnout malignité.

Asi 30 triliont bunék v normalnim zdravém organismu zije ve
slozitém vzajemné propojeném svazku, regulujic vzajemné svou
proliferaci. Vzajemna spoluprace bunék zajiStuje, ze kazda tkan
téla udrzuje svou velikost a architekturu .

Nadorové bunky naopak nici toto schema, stavaji se hluchymi
k obvyklé kontrole proliferace a vytvareji si svij vlastni vnitini
program reprodukce.

migrovat a tvorit masu ve vzdalenych Castech téla. Nadory

z takovychto bun€k se stavaji ¢im dal agresivnéjsi a stavaji se
letalni, jestlize rozruSuji tkané€ a organy dulezité pro preziti
organismu jako celku.




Nadory vznikaji z nasSi vlastni tkané. Jsou obecné odvozeny od jedné bunky
(r,kmenova bunka*), ktera se dramaticky méni po sérii genetickych zmén.

Zdrava bunka ma definovany tvar a strukturu a prosperuje mezi usporadanymi
okolnimi buitkami. Odpovida na podnéty ze svého okoli a dava vznik dcefinnym
bunikam jen tehdy, jestlize rovnovaha stimula¢nich a inhibi¢nich signalt z okoli
upiednostni buné¢né déleni.

Avsak v procesu replikace nebo déleni existuje stala hrozba vzniku mutaci,
nahodnych zmén, které mohou tento regulacni cyklus poruSovat. Jedna mutace muze
zpusobit, Ze burika, ktera vypada normalné a je méné¢ citliva na vnéjsi signaly se
miuze prilezitostné zacCit nekontrolované dé¢lit.

Akumulace genetickych zmén muze zptsobit, Ze se dcefinna bunka stane zcela
hluchou k externim signalim a vykazuje znaky malignity.

Bunka ztraci presny tvar a hranice, nereaguje na riistove inhibicni signaly a ziskava
schopnost nekontrolované se délit.

Vznikajici masa stlaCuje a posSkozuje zdravou tkan ve svém sousedstvi a mize dale
pirekonavat bariéry jednotlivych organli a metastdzovat, coz znamena, ze kolonizuje
vzdalené tkané.




MUTACE - dédi¢na geneticka zména v bunce (vznika bodovou mutaci, deleci nebo
inzerci jednoho Ci vice nukleotidii, amplifikaci segmentii DNA, inverzi nebo ziskanim
Ci ztratou chromozomu, translokaci). Zakladem je zména genetického materialu v
bunce nikoli zména v jeho expresi.

EPIGENETICKA ZMENA - je zména v genové expresi beze zmény v sekvenci
DNA nebo genetickém obsahu bunky — muze byt dédicna

INICIOVANA BUNKA, TRANSFORMOVANA BUNKA - buiika se zménénou
genetickou informaci. Vznikd spontanné nebo je indukovana viry, chem. latkami
nebo fyzikdlnimi faktory. Ma potencidlni schopnost stat se nadorovou nebo maligni.
BENIGNI NADOR - je lokilni rozriistani iniciované buiiky.

MALIGNI NADOR - nador se schopnosti vriistat do tkani a rozifovat se do
vzdalenych mist.

MALIGNI TRANSFORMACE - pfeména buiiky s normalnimi ristovymi
vlastnostmi na buniku maligni ztracejici schopnost adekvatné reagovat a
odpovidat na ristové signaly. Ztrata kontaktni inhibice rustu. PorusSeni negativni
zpé€tné vazby. SniZena schopnost komunikace pomoci mezibunécnych spojeni -
gap junctions.

Termin NEOPLASIE (novy rist) se pouziva pro cely rozsah benigniho i
maligniho chovani bunék.




ZAKLADNI KLASIFIKACE NADORU

Vychozi tkan Zralé benigni buiiky | Nezralé maligni bunky
(nezhoubné) (zhoubné)
EPITEL povrchovy papilom karcinom
Zlazovy adenom adenokarcinom
POJIVO kolagenni fibrom fibrosarkom
tukové lipom liposarkom
chrupavka chondrom chondrosarkom
kost osteom osteosarkom
Sval myom myosarkom
Cévni angiom angiosarkom
KRVETVORN{& mononukledza? leukemie
LYMFATICKA lymfom, myelom
NERVOVA centralni gliom glioblastom
periferni ganglioneurom neuroblastom
pargangliom maligni paragangliom
ZARODECNA gonadoblastom seminom
dysgerminom

teratom zraly

teratom nezraly




Vznik nadoru je vicestupnovity proces, ktery je vysledkem
slozit¢ interakce genetickych a negeneticky
pusobicich faktoru

1) Indukce mutaci - faze iniciace

2) Preferovany klonalni rust iniciovanych preneoplastickych bunék -
faze podpiirna - promoc¢ni — karcinom in situ

3) Faze konverze Ci transformace — zména fenotypu, vznik
maligniho klonu

4) Faze progrese — lokalni rozriistani nadoru, neschopnost odpovidat
na regulacni mechanismy, vzrustajici rychlost proliferace

5) Invazivita — Sifeni nadoru mimo prvotni loZisko - vznik metastaz

Onemocnéni vznika v zasadé porusenim homeostazy na urovni
bunék a bunécnych populaci




INICIACE (initiation)

zména genetického materialu bunky - mutace
ireverzibilné méni normalni bunku v preneoplastickou

PROMOCNI STADIUM (promotion)
indukce proliferace (klonalni mnozeni) iniciované bunky po pusobeni tzv.
nadorové promocnich podnétu (regenerace po odstranéni ¢asti bunécné populace
nebo po smrti buné€k, rustové signaly, ptisobeni vnéjSich signala - chem. a a fyz.
faktor()
zpocatku reverzibilni, pozdé&ji ireverzibilni — prechod do maligni transformace
PROGRESE (progression)
akumulace dalSich mutaci + pusobeni promocnich faktoru, ztrata regulacnich
mechanismu
invazivita a vznik metastaz

ZAKLADNI ZNAKY NADOROVE POPULACE
ztrata kontaktni inhibice a kontroly ristu
ztrata schopnosti terminalni diferenciace
ztrata schopnosti apoptozy
snizeni nebo inhibice mezibunécné komunikace




Ztrata kontaktni inhibice v bunécné kulture

contact-inhibited
monolayer of
normal cells

multilayer of
uninhibited
cancer cells

plastic tissue-culture dish

Figure 23-25. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




INICIACE PROMOCE PROGRESE

MUTAGENY ; i
RADIACE NEGENOTOXICKE GENOTOXICKE

VIRUSY.... KARCINOGENY +NEGENOTOXICKE
GENOTOXICITA FAKTORY

NORMALNi ___, INICIOVANA___y, PRENEOPLASTICKE — 5 MALIGNi ___, 'NVAZE
BUNKA BUNKA NADOR METASTAZY

PORUCHY

{ 1 I ]

AKTIVACE PROTO-ONKOGENU

> | INAKTIVACE NADOROVE SUPRESOR. GENU
INAKTIVACE ANTIMETASTAT. GENU

Mnohostupnovy proces karcinogeneze




NORMALNI

DNA
kokarcinogeny REPARACE
INICIACE exog., endog. DNA
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DEREPRESE r
KARCINOGENEZE > NADOR

0

PROMOTORY
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§> < PROMOTORY
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NEVZNIKA NADOR

>

MUTOVANA DNA  POKRACUJICI
Voo REPRESE
REPRIMOVANEM
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ANTIPROMOTORY

0

ANTIPROMOTORY




Homeostaza ve tkanich

je udrzovana integrovanym systémem komunikacnich mechanismu (mimo-,
vnitro- a mezibunéénych) a reguluje chovani bunék predevsim s ohledem na
schopnost proliferace, diferenciace, adaptivni odpovédi a apoptozy.

Iniciované preneoplastické bunky jsou udrzovany v latentnim stavu v dusledku
pusobeni téchto "prirozenych" regulacnich mechanismii.

V podpirné (promocni) fazi rozvoje nadort se uplatiiuji latky pasobici
negenotoxickymi (nebo epigenetickymi) mechanismy. tzv. nadorové
promotory, které zpusobuji zmény chovani bunék v dusledku deregulace
zminénych procesul.

Zasahy, které vedou ke zménam v expresi genu a k porucham homeostazy
se odehravaji v bunce na ruznych urovnich a riznymi mechanismy.




Zpusoby promoce iniciované bunky

DNA-DAMAGING
AGENT

PLURIPOTENT
STEMCELLs D>

00

h DNA LESION

ERROR-PRONE DNA
REPAIR/REPLICATION

ﬂ\

. o . MUTATED GENE = [[NITIATION

(Ireversible)

PARTIAL PHYSICAL NECROSIS GROWTH EXOQENOUS
HEPATECTOMY IRRITATION DUETO VIRAL,  8TIMULUS PROMOTERS
RADIATION OR
\‘ CHEMICAL TREATMENT ‘/ A/

DEREPRESSION OF GENES

‘ (REVERSIBLE ) =

9

| ANTIPROMOTION I

9.

b.'i
9::9

REPRESSION
OF e ©

GENES '

ADDITIONAL QENE
OR CHROMOSOMAL MUTATION (IRREVERSIBLE)

‘ ~

AUTONOMOUS
TUMOR

FIG. 1. Multiple modes by which initiated cells can be promoted. The
concept of promotion is shown as a process that allows cells with a specific
carcinogen-induced mutation to multiply, enabling them either to reach a
“critical mass™ and become resistant to the antiproliferative influences of
normal cells or to increase the chance that one of these mutated cells would
accumulate a second mutation. [From Ref. (93) with permission from
Churchill Livingstone Medical Journal.]




BIOLOGICKE CHARAKTERISTIKY STADIi KARCINOGENEZE
INICIACE
Genotoxicky déj (mutace)
Zména v genetickém materialu (nukleotidy, chromozomy)
Ireverzibilni zména
Vznik preneoplastické buriky
Vykazuje davkove zavislé vlastnosti
Mozny "spontanni vznik iniciované bunky"
Je nutné bunécné déleni pro "fixaci" mutace
Pt1 davkové zavislosti neexistuje prah
PROMOCE
Negenotoxické (epigeneticke) déje
Zmény v genoveé expresi
Reverzibilni zmény
Selektivni klonalni expanze preneoplastickeé bun. populace
Zavisla na konstatni expozici latkou s promoc¢nimi u€inky
Vykazuje davkové zavislé vlastnosti
Je zjevny prah
PROGRESE
Genotoxické 1 negenotoxické déje
Zmény karyotypu a geneticka nestabilita
Ireverzibilni zména
Tvorba neoplastickych utvar (adenomy a karcinomy)
Zmény podporujici ptechod preneoplastickych bunék v neoplastické
Autonomie nadorové populace
Vznik metastaz




MUTACE

definovana jako kvalitativni nebo kvantitativni zména v genetické informaci
obsazené v DNA.

Je povazovana za ireverzibilni zménu a muze byt indukovana viry, fyzikalnimi nebo
chemickymi faktory.

Mutace mohou vznikat na arovni genti nebo chromozdému. Jeden specificky gen
muze byt zménén pridanim, ztratou nebo zaménou jedné baze.

Protein kddovany timto genem pak muze byt zménén s ohledem na strukturu a
funkeci.

Jestlize mutace zahrnuje_zménu v po¢tu chromozomu v bunce (nondisjunkce,
polyploidizace), tak potom,_i kdyZ jednotlivé geny jsou normalni. jejich poCet mize
narusit jejich funkci.

Zmény v usporadani chromozomu zpusobené deleci nebo translokaci Casti jinych
chromozomu také mohou zpusobit jak mutace gent tak abnormalni expresi gent
umisténych na takovémto chromozdmu.

Dédi¢né mutace (Xeroderma pigmentosum, Wilmsuv tumor, albinismus atd.)
mohou predurcovat jedince k urCitym typim nadoru.

Fyzikalni a chemické faktory, které pliisobi jako mutageny téz prispivaji k
nadorovému procesu jako iniciatory nebo progresory.




Genetické zmény a disorganizace chromosomu v
nadorovych bunkach




Geny se dédi v odpovidajicich parech

MATERNAL NORMAL COPIES NORMAL COPIES
CHROMOSOME OF GENE 1 OF GENE 2

Mateisky a otcovsky chromozém nesou
kazdy jednu normalni kopii
ptislu¢ného genu

Bl

PATERNAL

TOMO NARASHIMA

CHROMOSOME . Aktiva¢ni mutace — mutovany gen
produkuje protein aktivujici bun.
ACTIVATING MUTATIONS INACTIVATING MUTATIONS . . o . ,
/MUTATED GENE a MUTATED GENE, proliferaci , staCi mutace v jedné

saiihatil aihot bRl EEiE

kopii genu, dominantni

MUTATED GENE YIELDS ABNORMAL MUTATED GENE YIELD NO
PROTEIN OR TOO MUCH PROTEIN PROTEIN OR AN INACTIVE FORM
i 5 . _NORMAL GENE, . Inaktivaéni mutace — mutovany gen
e s neprodukuje protein zastavujici bun.
lmggmt PROTEN N proliferaci nebo produkuje jeho
Cell continues maktivni formu. K mutaci musi

to function properly ., ., ’ ,
dojit u obou kopii genu, recesivni
b MUTATED GENE

T e S
iy S

v
Cell proliferates excessively Cell proliferates excessively

GENES ARE INHERITED IN MATCHING PAIRS—one from the mother and one from
the father (top). Sometimes mutation of a single copy pushes a cell toward cancer
(left)—such as when it leads to production of a protein that activates excessive cell
division. (Oncogenic mutations fall into that category.) Other times both copies
must be altered—such as when a gene coding for a protein that stalls cell division
is inactivated (right). If only one copy of such a gene is affected (a), the other copy
can still generate the needed protein. But if both copies are hobbled (b), an impor- {
tant brake on tumor development is lost. 1

JARED SCHNEIDMAN DESIGN




JARED SCHNEIDMAN DESIGN

Vznik nadorové bunky — klonalni evoluce

NORMAL EMERGENCE OF A CANCER CELL from a normal one (tan) is thought to occur through a
CELL  Normalni busika Process known as clonal evolution. First, one daughter cell (pink) inherits or acquires a
cancer-promoting mutation and passes the defect to its progeny and all future genera-
tions. At some point, one of the descendants (red) acquires a second mutation, and a
later descendant (green) acquires a third, and so on. Eventually, some cell (purple) ac-
cumulates enough mutations to cross the threshold to cancer.

1 mutace Bunka vypada normalné, ale je predisponovana k neprimérené proliferaci

FIRST MUTATION Cell seems normal but is predisposed to proliferate excessively

R Ce Buiika zacina prilis proliferovat, ale jinak je normalni
Cell begins to proliferate too much
SECOND MUTATION but is otherwise normal

3 mutace Bunka proliferuje rychleji a dochazi i ke strukturalnim
zménam

Cell proliferates more rapidly; it also

THIRD MUTATION undergoes structural changes

Maligni bunka

Bunka nekontrolované roste a vypada
MALIGNANT CELL

evidentné porusena
Cell grows uncontrollably

and looks obviously
deranged

FOURTH OR
LATER MUTATION

4 a dalSi mutace




VYZNAM MUTACI UNADOROVYCH ONEMOCNENI

Normalni frekvence mutaci 10-7- 10-® /nukleotid/bun. déleni.
Zvysena frekvence mutaci podporuje karcinogenezi.
Mutace jsou nejen znakem nadort, ale jsou také zasadni pro jejich vyvoj.

Genom nadorovych bunék je nestabilni a tato nestabilita vyustuje v kaskadu
mutaci, z nichZ nékteré umoznuji nadorovym bunkam obejit regulacni procesy,
které kontroluji lokalizaci bunky, jeji déleni, adaptaci a smrt.

Geneticka nestabilita je manifestovana velkou heterogenitou bunék v kazdém
nadoru.

Dva hlavni mechanizmy vzniku mutaci v nadorovych bunkach:

» deficit v reparaci DNA (kopirovani nereparovanych poskozeni v DNA nebo
chyby béhem syntézy DNA)

P deficit v rozdélovani chromozomu pii bunééném déleni




V bunécéné DNA dochazi ke stalému poSkozovani (environmentalnimi 1 endogennimi
zdroji) a k resyntéze. Mnoho z takto pusobicich latek jsou mutageny a fada z
nich 1 karcinogeny.

Poskozeni DNA chemikaliemi spada do dvou kategorii:

» rozsahlé adukty reparované excisi (vystfihnutim) nukleotidu

» malé zmény vznikajici napft. po alkylacnich ¢inidlech, kterd pridavaji metyl- a
etylskupiny do nukleotidi, a ty jsou pak reparovany excisni reparaci bazi.

Dalsi zdroje poSkozeni DNA:

P prirodni latky v potrave

» bunécné metabolické procesy (reaktivni kyslikové produkty-ROS)

Vzhledem k vysoké frekvenci poskozeni je pravdépodobné, Ze vyznamna cast
poSkozeni unikne reparaci a produkuje mutace béhem replikace této nereparované
DNA polymerdzami.

Mutace mohou vznikat t€z chybnou inkorporaci nukleotidi DNA polymerazami pii
kopirovani neposkozen¢ho templatu DNA, béhem replikace nebo reparacCni
syntézy.

Nukleotidové sekvence v bunééné DNA jsou udrzovany v homeostatické
rovnovaze, kdy vzrist poSkozeni DNA nebo snizeni reparace vedou ke
zvySené frekvenci mutaci.




Faktory vedouci k akumulaci mutaci v nadorovych bunkach
Mutace vznikaji poSkozenim DNA a poruchami v reparacnich mechanismech,
¢imZ je naruSena dynamicka rovnovaha mezi poskozenim a reparaci DNA.

Mutagenesis Homeostasis

Prumyslové chemikalie Endogenni zdroje
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Nereparovana poskozeni DNA




Ke genetickée nestabilité prispivaji dva prekryvajici se mechanizmy :

» nadorové bunky vykazuji mutovany fenotyp zaloZeny na vzrustajicim poctu chyb v
syntéze DNA béhem replikace. Tyto chyby vznikaji v disledkti mutaci

- v DNA polymerazach, takze vnaseji chyby

- v DNA reparacnich proteinech, které jsou potom defektni

» akumulace mutaci zaloZena na postupnych vinach klonalni selekce.

Bunécny cyklus a apoptoza

V prubéhu bunééného cyklu existuje nékolik kontrolnich bodi, kde je monitorovana
reparace poskozeni pred vstupem do nasledujici faze. Pti aktivaci se v téchto bodech
cyklus prechodné zastavuje, aby mohla byt poskozeni reparovana. Eliminace téchto
kontrolnich bodi (napf. mutace v p53, pRb) vede k vyvoji mutovaného fenotypu.

V ptipadé¢ vzniku nereparovatelného poskozeni se normalné spousti apoptoza, ktera zabrani
rozSifeni mutaci. Mutace, které zpozd’uji nebo zabranuji apoptdze tak podporuji preziti

geneticky nestabilnich malignich bungk.




Mikrosatelity

Velké mnozstvi mutaci (az 100 000 napf. u nadoru kolonu) se nachazi

v tzv. mikrosatelitech - repetitivnich (opakovanych) sekvencich mezi geny.
Repetitivni sekvence jsou i uvnitt gentll a jsou u nadorovych bunék
zkracovany nebo prodluzovany s vysokou frekvenci. Tak dochazi patrné k
inaktivaci nadoroveé supresorovych genu béhem rozvoje nadort.

Na nestabilité mikrosatelitli se ve velké mife podileji ROS, takZe se uvazuje
o vyuZiti latek pusobicich jako antioxidanta.

Nadory vykazujici nestabilitu mikrosateliti obsahuji ¢asto zmény v délce
repetit. sekvenci uvnitt fady gentl spojenych s nadory jako je APC, spec.
rustové faktory-IGF, TGF-beta, metastatické geny-hMSH3, hMSHS6.
Témér vSechny nadory prsu a vajeCnikill studované s vyuZitim srovnavaci
genomove hybridizace obsahuji fadu zmén v poc¢tu genovych kopii.




Geneticka nestabilita nadorovych bunék se projevuje na tirovni
» nukleotidi - bodové mutace

» celych chromozomau - translokace, delece, amplifikace a aneuploidie.
Nestabilita vede k mutantnimu fenotypu prostrednictvim zménéné exprese proteind,
funkci nebo efektem genové davky.

Aneuploidie - zména v poCtu chromozdému - vlastnost fady nadort. Mize vzniknout
fragmentaci chromozomu, translokaci, amplifikaci nebo nondisjunkci. Progresivni
rust aneuploidie je ranym pocCateCnim déjem vedoucim ke genet. nestabilité a je
nezavisly na akumulaci jinych typlt mutaci.

Obecn¢ existuje pozitivni korelace mezi po¢tem chromozomalnich zmén v nadoru a
malignim potencialem tohoto nadorového onemocnéni.

Existuji tetraploidni mezistupné po defektni mit6ze nebo endoreduplikaci. Po pfechodné
zastavé mitdzy v pritomnosti poSkozeni vieténka, jsou nékteré nadorové bunky
(zejména bunky, které postradaji funkcni produkty gent kontrolujicich prechod G1/S
faze jako jsou p53, pRb, p16, p21 i bunky overexprimujici myc) schopny obnovit
bun. cyklus vstupem do dalSiho kola syntézy DNA., coz vede k endoreduplikaci.




Dva zakladni mechanizmy vzniku genetické
nestability:

» mechanizmus zahrnujici mutace v genech pro opravu
nespravnych spojeni DNA (,,mismatch repair*‘) a
manifestuji se nestabilitou mikrosatelitu.

Nutna mutace v obou alelach — recesivni charakter.

» mutace v genech pro segregaci chromozomu
manifestujici se fragmentaci chromozdému nebo duplikaci
C1 deleci celych chromozomu.

Staci pouze jedna mutace, tj. fenotyp nestability
chromozOomu ma dominantni charakter.




S rustem poctu mutaci prispiva ke genetické nestabilité jev klonalni

selektivity.

Prekazky omezujici riist nadoru:

» vliv okolnich tkani

P omezena vyziva a pristup kysliku
P potieba rustovych faktora

» nedostate¢né zasobovani krvi atd.

Kazda z téchto prekazek muze byt prekonana v dusledku mutaci, které
poskytuji ristovou vyhodu a ustanovuji novou klonalni populaci.

Z kazdym kolem selekce dochazi také ke vzniku dalSich mutaci.




Vyvoj nadoru zalozeny na selekci mutovaného fenotypu. Jen méalo mutovanych
buné¢k prekonava bariéry dalSiho ristu. V kazdém dalSim kole selekce dochazi

k progresivnimu obohaceni o mutace v tzv. mutatorovych genech nutnych pro udrzeni
genetické stability.
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Postupna maligni progrese nadoru spojena s akumulaci
genetickych zmén v bunkach
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Ruzné drahy vedouci ke vzniku

mutovaného fenotypu nadorové bunky
cilové mutatorové geny
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Hypotéza mutovaného fenotypu piedpoklada, Ze geny vyzadované pro udrZeni genetické
stability jsou prvnim cilem poskozeni DNA karcinogeny. Mutace téchto genil pak vyvolavaji

mutace dalSich gend v genomu.

Sources of a Mutator Phenotype

Zdroj mutatorového fenotypu
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Potencialni mitotické cile vedouci k aneuploidii
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Cytokineze

Poruchy nékolika procesu zahrnujici jako cile chromozémy, mikrotubuly
vieténka a centrozémy mohou (kromé abnormalni cytokineze) vést k
nerovhomérnému rozdéleni chromozému béhem mitézy vedouciho k

aneuploidii.




Karcinogeneze vSak znamena vic nez jen mutagenezi

Kromé genovych a chromozomalnich mutaci zahrnuje 1
negenetickeé (epigenetické) zmény.

EPIGENETICKE DEJE

zpusobuji zmény v expresi genetické informace na transkrip¢ni, transla¢ni nebo
postranslacni urovni

Geny jsou zapinany a vypinany

» bchem vyvoje

» béhem bunécného cyklu, kdyz bunka proliferuje

» kdyz bunika diferencuje

» kdyz je diferencovana bunka stimulovana k adaptivni odpovédi

Iniciovana kmenova burika je_.omezena v dalSim rustu okolnimi normalnimi bunkami.
Po expozici nadorovym promotorem nebo promo¢nimi podminkami (bunécna smrt nebo

odstranéni bun€k) suprimujici i€inek okolnich bunék prostrednictvim kontaktni inhibice
mizi.




Aberantni epigenetické a genetické déje mohou vést
prostiednictvim nespravné genové exprese k tvorbé nadort
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» Iniciovana bunka se muze délit ale neni schopna termindlni diferenciace jako

normalni kmenova bunka, akumuluji se klony dysfunkcnich bunék (papilomy, polypy,
noduly, enzymové zménéné fokusy).

Faktory, které funguji jako nadorové promotory plisobi jako mitogeny a inhibitory
programované bunécné smrti.

Hormony, rustové faktory, cytokiny mohou fungovat jako pfirozené nebo endogenni
nadorové promotory.

Chemikalie, mohou indukovat v bunikach rtizné transdukcni signaly, které vedou k
blokad¢ kontaktni inhibice prosttednictvim inhibice mezibunécné komunikace
zprostfedkované tzv. gap junctions.

» Totipotentni kmenova bunka je bunka, ktera miuze dat vznik vSem bunikam v
mnohobunécném organismu, jako je oplodnéné vajicko nebo rana embryondlni burnka.
» Brzy po embryonalnim vyvoji, nékteré bunky Castecné diferencuji v pluripotentni
kmenové bunky.

» 7 nich pak vznikaji rizné tiidy bunék pro nékolik riznych organt (napft. slinivku a
jatra). Béhem dalSiho vyvoje jsou nékteré bunky omezeny tak , aby z nich vznikalo jen
malo bunécnych typu, stavaji se z nich tzv. "komitované bunky".

» KoneCnym vysledkem komitovanych bunék je produkce terminalné diferencovanych
bunck (spermie, vajicka, keratinocyty, Cervené krvinky, neurony atd.).




V dané tkani a orgdnu je dilezita

spravna regulace a rovnovaha procesu

~ l AN

PROLIFERACE DIFERENCIACE APOPTOZA

Deregulace téchto procesu vede k poruse homeostazy ve
tkani a ke vzniku nadoru
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Model iniciace/promoce/progrese v karcinogenezi. ,, mira terminalni diferenciace a
smrti kmenové bunky; p,, mira smrti, ale nedochazi k term. diferenciaci iniciované
buiiky; o4,mira bunééného déleni kmenovych bunék; a,, mira bunééného déleni
iniciovanych bunék; p,, mira molekularnich déja vedoucich k iniciaci (tj., eventualné

mutaci); p,, mira vyskytu druhého zasahu v iniciované buice.




Nador je vysledkem mnohocetnych genetickych a epigenetickych zmén, kdy
normalni bunky s kontrolovanym riustem a schopnosti terminalné
diferencovat ztraci tyto schopnosti a zaroven ziskavaji schopnost rozsirovat
se do jinych tkani v téle - metastazovat.

Jednu z hlavnich teorii karcinogeneze predstavuje tzv. teorie kmenovych
bunék.

Pozorovani, Ze kazdy nador se jevi jako monoklonalni ve svém ptivodu, tj. pies
vSechny genotypové a fenotypove rozdily se vSechny bunky nadoru vytvofily z
jedné ptivodni kmenové.

Zékladni predpoklad zminéné teorie karcinogeneze je, Ze normalni kmenova
bunka je nesmrtelna. Smrtelnou se stava pii indukci terminalni diferenciace.
Kmenové bunky se déli "asymetricky", tj. jedna dcefinna bunka zistava jako
kmenova a druha ziskava schopnost terminalné diferencovat. S tim souvisi
domnénka, Ze prvnim krokem v karcinogenezi je imortalizace bunky.




P11 vzniku nadoru pusobi dva typy mechanizmu:

environmentalni faktory a genetické vybaveni jedince

V nékterych ptipadech je primarni envir. faktor, ktery zpiisobi vznik nadoru u "normélniho" jedince.
Avsak 1 v tomto pfipadé€ jsou zasaZeny geny, protoonkogeny a nadoroveé supresorové geny.

Kromé toho existuji dalsi geny, které mohou zptlisobit vEétSi ¢1 mensi citlivost (susceptibility) jedince k
envir. faktorim.

karcinogeneze, mély by existovat geny, které

a) bud’ chrani nebo predisponuji protoonkogeny nebo nadorové supr. geny k aktivaci nebo inaktivaci,
b) selektivné podporuji nebo suprimuji riist a expanzi iniciované buriky,

¢) zabraniuji nebo zvySuji moznosti ziskani genetické/epigenetické nestability iniciované buriky, které
zapti¢inuji jeji malignitu.

Lidské genetické syndromy:

Albinismus - jedinci nemaji melaninovou pigmentaci, ktera chrani kizi nebo oci1 pied Skodlivymi
ucinky UV zatfeni. Normalni DNA reparacni mechanismy, ale mnoZstvi poskozeni je vétsi nez je

tento systém schopen zvladnout. Nereparovana poskozeni DNA funguji jako substrat pro vznik mutaci
v protoonkogenech nebo nadorove supr. genech. Syndrom je klasifikovan jako jako typ nachylny ke
vzniku nddorového onemocnéni. ProtoZe poSkozeni DNA je velké, mnoho bunék umira a smrt koznich
bunék stimuluje kompenzacni - regeneracni riist bunék prezivajicich — moznost promoce iniciovanych
bunék. Klony iniciovanych bunék dale exponované UV - zvySena pravdépodobnost dalSich mutacnich
(genetickych)zmén - postup populace bunék do progresivniho stadia.




Xeroderma pigmentosum - geneticky syndrom, ktery také predurcuje jedince k rakoviné kiize,
avSak na jiném principu. Jedinci jsou nositeli genu, ktery neumoziiuje reparovat poSkozeni DNA
indukované UV. Vysledkem jsou nereparovand poSkozeni DNA, ktera vedou ke smrti bun€k nebo k
mutacim. Podobn¢ jako u albinli dochazi ke kompenzacéni hyperplazii pi1 ndhradé odumfielé tkang.
Iniciovana burika kaze proliferuje, ale nediferencuje. Vytvaii klon iniciovanych bunék (papilom)
citlivy k indukci dalSich genet/epigenet. zmén a k progresivnimu rozvoiji.

Jedinci s albinismem nebo XP vSak nejsou odsouzeni k nadorovému onemocnéni. Jestlize je
pokozka chranéna pred UV, nemusi byt vyvolano.

Pt1 nadmérném ptisobeni UV mohou byt postizeni i “normalni” jedinci. Reparacni systém pietizen a
vznikd poSkozeni DNA vedouci opét k mutacim a ke smrti bun€k podobné jako v piedchozich
ptipadech. Jedinci s vétsi pigmentaci jsou 1épe chranéni pied Skodlivymi acinky UV.

Existuje fada envir. faktord a gent, které ptedurcuji nebo chrani jedince pied vznikem nadoru.
Existuje fada chemikalii bud’ exogennich (dieta, Zivotni styl, 1é¢iva, polutanty) nebo endogennich
(hormony, ristové faktory), které nepoSkozuji DNA a nejsou mutagenni. Jsou to negenotoxicky
pusobici latky, které mohou piisobit jak promoc¢ni stimulaci proliferace iniciované buriky tak supresi
apoptozy. Jedinci, kteti jsou normalné exponovani a akumuluji iniciované buriky (coz se normalné
déje s pribyvajicim v€kem), ale ktefi jsou exponovani abnormalnimu mnozstvi promoc¢nich latek v
téle v dasledku genetického defektu jsou oznacovani jako "promotion-prone".

Vylouceni plisobeni nddorovych promotort miize u normalnich jedinci snizit vznik nadori ptesto,
Ze dojde k iniciaci. Naopak pravidelna a chronicka expozice dostate¢nému mnozstvi nddorového
promotoru zvySuje riziko vzniku nadoru. Podobné jako existuji antiiniciatorové geny a latky, tak
existuji 1 geny a latky pusobici antipromo¢né.




NADOROVA GENETIKA
Zarodecna b. (Z) and somaticka b. (S)

Bloom S. RB1 BL t(8; 14)

Fanconi S. TP53 ALL t(11; )
AT WT1 CML t(9; 22)
XP NF1 ES t(11; 22)

ARMS t(2; 13)

Geny predisponujici jedince k nadorim mohou byt mutovany v zarodec¢né linii a
produkovat recesivné dédéné onemocnéni jako je Bloomtv a Fanconiho syndrom, AT a
xeroderma pigmentosum. Ostatni, jako RB1, TP53, NF1 a Wilmstv tumor 1 (WT1), mohou
byt mutovany v zarodeéné linii, €¢imz vznika nachylnost u heterozygotii nebo somaticky v
pfipadé nedédi¢nych pfipadi nadorii. Mnoho somatickych translokaci je spojeno se
specifickymi chorobami, jako je Burkittiv lymphom (BL), akutni lymfocytarni leukémie
(ALL), chronickda myeloidni leukémie (CML), Ewingliv sarkom (ES) a alveolarni
rhabdomyosarkom (ARMS). t(11; ) translokace miize zahrnovat kterykoli z velkého poétu
chromozémui partnerskych k chromozému 11.




SETTING THE STAGE
FOR CANCER

V jednotlivé bunce mutace
postupné a spolecné
podporuji odchylku od
regulovaného rustu a
zastavuji nebo revertuji

specializaci bunky.
ﬁ)fénv bunécné topografie {

uchyceni méni vlastnosti
povrchu burnky a umoznuji
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bunék.
Pozménéné nebo nefunkéni
receptory pak ovliviuji—
transport pres membranu, -
vnitt bunky se méni
lismus, jadro méni
tvar, dochazi ke shlukovani
chromatinu, zlomum v
chromosomech a porucham
bunécného déleni.
Pod vrstvou epitelu jiné
bunky produkuji kolagenazu
jiné proteazy, které -
aruSuji extracelularni '
matrix a usnédiiuji tak dalSi-
fazi — invazi.
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