Molekularni podstata nadorového bujeni
kli¢ k porozuméni procesu v zakladech lidské rakoviny.

Nador vznika ze spolecne bunky, ve ktere byl - vétSinou desitky let
pred vznikem viditelného nadoru - zahajen program neregulovancho
dé€leni.

Maligni transformace bunky probiha pres akumulaci mutaci ve
specifickych tridach genii.

Existuji dve tridy genu, které dohromady tvori jen malou ¢ast cele
geneticke vybavy, ale hraji hlavni tlohu v zahajeni procesu tvorby
nadoru.

Ve sve normalni konfiguraci ridi zivotni cyklus bunky, tj. sled déju,
pri kterych se bunka zvétsuje a déli.



PROTOONKOGENY

jsou normalni bunééné geny majici zakladni vyznam ve fyziologii bunky.
Hraji tlohu ptedevsim v regulaci Zivotniho cyklu bunék:

» Bunécneho cyklu

» Bundcéné proliferace

» Diferenciace

» Apoptozy

V priibéhu evoluce dobfe konzervovany a jejich ptfitomnost v normalnich bunkach
vSech vysSich organismu piredpoklada, ze maji zakladni vyznam v bunééné
fyziologii.

Koduji proteiny, které hraji kliCovou na ruznych Grovnich integrace mitogennich
signalu nesenych rust. faktory a hormony. Jsou-li modifikovany, at’ na strukturalni
nebo kontrolni urovni, zacnou se chovat jako onkogeny a podporuji vyvoj nadoru.

ONKOGENY

mutované nebo aktivované protoonkogeny

Proces karcinogeneze zahrnuje zménéné exprese nebo funkce protoonkogenti na
riznych stupnich transdukce signald.

NADOROVE SUPRESOROVE GENY (ANTIONKOGENY)
zabranuji abnormalni bunééné proliferaci



V poslednich 30 letech byla objevena rada genu
odpovédnych za vyvoj nadoru. Na porozumeni
maligni transformaci ma zasluhu zejména Siroka Skala
drivejsich praci s onkogennimi virusy.

Prvni tzv. ONKOGEN s r ¢ (sarcoma) byl 1zolovan v roce 1970 z viru Rousova
sarkomu u kurat. Virus Rousova sarkomu ma dve rozdilng ¢asti: ¢ast kodujici
proteiny odpovedne za replikaci viru a cast kodujici s r ¢ gen umonujici vznik
nadort in Vivo u kurat. Normalni kufeci genom obsahuje pribuzny gen c-src.
Pozdéji se ukazalo, ze fada retrovirti je onkogennich. Bylo t€z prokazano, ze src
neni jednoznacné retrovirovy gen, ale spise témer presna kopie genu nalezencho
ve vsech kurecich bunkach.

Tento normalni gen, tzv. proto-onkogen je v retroviru modifikovan (aktivovan)
tak, Ze pliisobi po preneseni do bunck nador.

Objev s onkogeny pribuznych sekvenci v eukaryotickem genomu stimuloval tsili
transformovat normalni bunky DNA stejnym zpusobem jaky uzivaji retrovirusy.



Mnoho protoonkogenu koduje proteiny majici vztah k rustové
stimula¢nim signalim prechazejicich z vnéjSiho prostiedi do nitra bunky.
Rust bunky je deregulovany, jestliZze mutace v protoonkogenu zpusobici
trvalou aktivaci ristové stimulacni drahy.

Toto souvisi se signaly, které si navzajem predavaji bunky v tkanich. Jedny
bunky uvolnuji ristové faktory, proteiny (glyko), které se pohybuji mezi
bunkami a po vazbé na vhodny receptor na povrchu jinych bunék vyvolavaji
kaskadu dé&ju, které prenasi tento signal pres cytoplasmu az do jadra.

V jadre pak proteiny nazyvané transkrip¢ni faktory odpovidaji tim, Ze
aktivuji fadu genu, které pomahaji bunce prochazet bunénym cyklem.
Podobné funguje 1 pfenos riistove inhibi¢niho signalu.

V normalni buiice je rovnovaha stimula¢nich a inhibi¢nich signali peclivé
regulovana, protoze to souvisi s regulaci bunécného cyklu, ktery je
rozhodujici pro bunécnou proliferaci a diferenciaci.

V nadoroveé bunce je v disledku zmén v signalnich drahach organizace
bunécného cyklu narusena.



Burnka je vybavena take zpétnovazebnymi
mechanismy, které mohou plsobit proti neobvyklym
zménam v procesu bun. déleni.

Apoptoza - schopnost buiiky spachat za urcitych
podminek ,,sebevrazdu®, tj. jestlize jeji zakladni
komponenty jsou poruseny nebo jestlize je jeji kontrolni
systém deregulovan. Tak plsobi napt. poskozeni
chromozomalni DNA.

V tomto procesu se ucastni take specifické geny napf.
p53 nebo bel-2. Mutace téchto genu pak zpusobuyi
poruchy apoptozy. Bylo zjiSténo, Ze neschopnost
apoptozy prispiva ke vzniku nadort a k jejich rezistenci
k terapii.




Druhym obrannym mechanismem proti neustalé proliferaci je vestaveny
bunény mechanismus, ktery scita a limituje celkovy pocet déleni bunky,
bunka starne a hyne.

Molekularnim nastrojem tohoto scitani jsou segmenty DNA na koncich

chromosomu tzv. telomery. Ty se pii kazdém déleni zkracuji a kdyz
dosahnou kritické delky dochazi k starnuti a krizi. JestliZze tento scitaci
systém funguje v nadorove bunce fadné, jeji nadmérna proliferace je
prerusena predtim, neZ je nador prilis velky. Aktivaci genu, ktery koduje
enzym telomerazu, ktery neni v normalnich bunikach, ale byl nalezen

v nadorovych bunkach, vSak dochazi k obnové telomerickych segmentti a to
umoznuje bunce se nekone¢né mnozit, tj. stat se nesmrtelnou.
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Protoonkogeny lze délit

P Podle lokalizace jejich produktu na ty, které koduji
1) sekrecni proteiny

2) proteiny bunécného povrchu

3) cytoplasmatickée proteiny

4) jaderné proteiny

P Podle funkce jejich produktii na

1) riastové faktory (napf. sis, hst),

2) receptory pro rust. faktory (napf. fms, kit, erb B),

3) cytoplasmatické proteiny - protein kinazy (napf. raf) a G-proteiny (napf. ras),

4) jaderné proteiny (napf. myc, myb, fos, jun)

Jaderné protoonkogeny jako jsou c-myc, c-fos, c-jun, c-myb - tzv. geny ran¢ odpovédi
(immediate early genes) a jejich produkty jsou proteiny vazici se na DNA a fungujici
jako tzv. transkripc¢ni faktory, které reguluji transkripci pozdnich gen.

Jsou vétSinou aktivovany overexpresi, ktera mize byt indukovana rtiznymi zpiisoby:
translokaci (Burkitt lymphoma), inserci retroviru (spiSe v experimentalnich
systéemech), amplifikace gentl - to je obecny mechanismus aktivace jader.
protoonkogentl a byla pozorovana u fady nadort.
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Prenos signalu a rustova regulace v eukaryotickych bunkach. Jsou
znazornény reprezentativni protoonkogeneny v signalnich drahach.



ONKOGENY a ANTI-ONKOGENY
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Onkogeny a anti-onkogeny: hlavni funkéni skupiny onkogennich proteint a jejich pravdépodobna
vnitrobunééna lokalizace. Anti-onkogeny jsou oznac¢eny vétSim pismem.



Mutace protoonkogenu vedouci k transformaci muzeme funkcéné rozdélit do
dvou tfid:

ziskani funkce (gain-of-function), kde aktivita protoonkogenu vzriista a ma
za nasledek abnormalni nebo nadmérmou rustovou stimulaci

ztrata funkce (loss-of-function), ktera vede k inaktivaci represorové slozky,
ktera normalné negativné ovliviiuje bunécnou proliferaci (nadoroveé
supresorove geny - p53, RB, geny pro antiproliferaéni molekuly -TGF 3,
TNFa, interferon y)

V obou pripadech je vysledkem nadmérna stimulace ristu.




Geny kritické pro vyvoj nadoru spadaji do dvou jasné
rozlisitelnych kategorii: dominantni a recesivni

(A) overactivity mutation (gain of function)
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Figure 23-24. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Autokrinni signal

A SINGLE SIGNALING CELL IN A GROUP OF IDENTICAL SIGNALING
RECEIVES A WEAK AUTOCRINE CELLS, EACH CELL RECEIVES A STRONG
SIGNAL AUTOCRINE SIGNAL

Figure 15-6. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Pti bunééné transformaci a karcinogenezi se uplatiuji autokrinni mechanismy (vznik
autokrinni smycky) - neplanovana produkce rastovych faktorti bunkami nesoucimi
odpovidajici receptory nebo aberantni exprese receptord.




TFi zpusoby aktivace a zmény protoonkogenu v onkogen

proto-oncogene
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Figure 23-27. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Sest zpUsobu ztraty zbyvajici dobré kopie

nadoroveé supresorového genu

HEALTHY CELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

mutation at normal Rb gene
Rb locus in paternal chromosome
in maternal
chromosome

POSSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE

nondisjunction nondisjunction mitotic gene deletion point
(chromosome and recombination conversion mutation
loss) duplication

Figure 23-29. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Spektrum ucinku p53 v modulaci prezivani a frekvence zmén genu
p53 u lidskych nadoru

Fig. 1 The spectrum of surviv- p21: promotes growth arrest CD95 (7) p21: promotes growth arrest

al-modulation effects of p53 bel-x: blocks apoptosis Cyclin G (?) bax: promotes apoptosis . )
gadd-45: DNA repair (?) IGF-BP3: inhibition of IGF signalling

bcl-2: blocks apoptosis
MDR: increases drug resistance

Survival Death

Fig. 2 Frequency of p53 gene
alterations in human cancer Lung

(Greenblatt et al. 1994) SR
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Vztahy mezi genetickymi a fenotypovymi zménami u nadoru

Gentic alterations Phenotypic alterations

Proliferation
Differentiation
Apoptosis

Oncogene Response to genetic damage

Tumor suppressor gene

Invasion

Metastasis

Onkogeny a nadoroveé supresorové geny maji funkce v regulaci
proliferace, diferenciace, apoptézy a odpovédi na genetické poskozeni.
Jejich uloha v invazi a vzniku metastaz je vSak nejasna.




NORMALNi , KONTROLOVANY e ABNORMALNI RUST, ale stale jesté
RUST néjak kontrolovany
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Poznatky o molekularné genetické podstaté nadorového onemocnéni Ize shrnout takto:

» primarni pro vznik nadoru jsou zmény vyvolané jak genetickymi (mutace
v DNA) tak negenetickymi pri¢inami (ovlivnéni exprese genii)

» karcinogeneze je nékolikastupnovy proces zaloZeny na poruse genetické
homeostazy a pouze dil¢i zména v kterémkoliv ¢lanku ke vzniku nadoru
nevede

» ke vzniku nadoru muze vést jen kombinace poruchy nékolika ruznych
mechanismil, pricemz cesty, kterymi se tak déje mohou byt velmi

rozdilné

» byly nalezeny velké individualni a mezidruhové rozdily i tkanova a
organova specifita ve spojitosti se vznikem nadoru

» na vzniku nadoru se mohou vyznamné podilet latky z vnéjsiho prostredi



ZMENY METYLACE DNA A ACETYLACE HISTONU
NADOROVA EPIGENETIKA

EPIGENETIKA — dédicné zmény v genové expresi beze zmén v sekvenci DNA

Epigenetické zmeény hraji vyznamnou tlohu v karcinogenezi.

Savci bunky maji schopnost epigeneticky modifikovat svilj genom prostrednictvim

» METYLACE DNA, tj. kovalentniho pridavani metylovych skupin do 5 pozice na
cytosinovem kruhu v CpG dinukleotidu s ti€asti enzymu metyltranferazy. Ptiblizné 70% CpG
zbytkll v savCim genomu je metylovano, ale vétSina genomu je chuda na CpG (2-5%). Distribuce je
nerovnomeérnd — nahromadény bud’ v rozsahlych repetitivnich sekvencich (satelity, centromericke
repetice) nebo v kratkych tsecich bohatych na CG, tzv. ,,.CpG islands* (predevsim v
promotorovych tsecich genti, blizko mista startu transkripce).

Jsou normalné nemetylované a tak je umoznéna transkripce genti za pritomnosti prislusneého
transkripcéniho faktoru.

Metylace cytosinovych zbytkil je spojena s: navazanim specifickych proteinti (methyl-binding
domain proteins), aktivaci histon deacetylaz (HDAC) a histon metyltransferaz, modifikaci histont,
kondenzaci chromatinu a transkripcni inaktivaci prisluSného genu.

Souhra metylace CpG islands pomoci metylacnich a demetylacnich enzymi je jednou z casti
epigeneticke kontroly zarodecné a tkanove specificke genove exprese.



Repetitivni genomickée sekvence roztrousene mezi zbytkem genomu jsou naopak
siln¢ metylovany a hraji asi roli ve vyvoji nekodujicich oblasti DNA a v utlumeni
endoparazitickych a retrovirovych transposont.

Metylace DNA tedy hraje zasadni tlohu v normalnim vyvoji, v inaktivaci
chromozomu X a supresi tzv. parazitickych sekvenci DNA.
Umoznuje ,,zapinat a vypinat geny na spravneém miste a ve spravne dobe¢.

Aberantni metylace DNA v promotorové oblasti je vSak take klicovym
mechanismem inaktivace nadorové supresorovych genii. MiZe zptlisobit zvySeni
mutaci a dédicn€ tlumi geny, jejichz promotory jsou asociovany s CpG ,,islands

a kter¢ kontroluji bunécnou proliferaci. Zatim neznamé mechanizmy zabranuji de
novo metylaci téchto promotorti u normalnich bunek.

Ditkazy spojitosti mezi metylaci DNA a genovou expresi s vyuzitim inhibitoru
metylace - 5-azacytidinu (5-AZA)- mnoho genti mize byt reaktivovano.



Hypo- nebo hypermetylace DNA (obsah 5-metylcytosinu) patii mezi epigenetickeé (negenotoxicke)
mechanismy karcinogeneze. Metylacni struktura v nadorovych bunkach se lisi od normalnich
bunck. Globalni hypometylace genomu je doprovazena mistné specifickou hypermetylaci.
Hypermetylace promotorti pro nadoroveé supresorove geny v CpG ,,islands* je doprovazena jejich
utlumenim a riistovou vyhodou pro tyto buiky. Hypometylace DNA je naopak spojena se zvysSenou
genovou expresi.

Metylace DNA muZe t€Z usnadiovat mutagenezi (SMeC miiZze spontanné deaminovat na tymin -
hypermutabilita).

» ACETYLACE HISTONU

Genova exprese je regulovana i strukturou chromatinu. Histony jsou povazovany za dilezite
,prekladatele® mezi genotypem a fenotypem — maji dynamickou funkci v regulaci struktury
chromatinu a genove aktivity. Mohou byt modifikovany acetylaci, metylaci, fosforylaci,
ubiquitinaci. Specificka modifikace koncii histonti je ptimo spojena s aktivni nebo utlumenou
transkripci — enzymy histontransferazy.

Chromatin obsahujici hypoacetylované lysiny v histonech ma kompaktni strukturu represivai pro
transkripci. Inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC) mohou vytvaret oteviene struktury
chromatinu a aktivovat urcité geny inhibujici nadorovy riist vyuZziti v terapii (butyrat, trichostatin).
Histony se podileji na tvorbé a udrzovani ,,epigeneticke pameti*.

Existuje vyznamny ,,crosstalk® mezi metylaci DNA a acetylaci histonil pri aktivaci 1 tlumeni
(silencing) genove exprese.
SAZA a HDAC inhibitory v kombinaci zptusobuji reaktivaci nadorove supresorovych genti



J. Lopez et al. Br J Cancer 2009
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Figure I Current understanding of some of the changes to DNA and chromatin that occur in cancer cells. In the normal cell, promoters of actively
transcribed genes are unmethylated and found within regions of euchromatin. Expression of other genes is repressed by promoter methylation and
heterochromatin formation. In cancer, this is deregulated, resulting in the aberrant expression of normally silent genes and repression of tumour suppressor
genes. Abbreviations: HAT, histone acetyltransferase; SVWI/SINF, switch/sucrose nonfermentable nuclecsome remodelling complex; MeCP2, methyl CpG-
binding protein 2; HDAC, histone deacetylase.
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Figure 1 The typical CpG sland of a tumor suppressor gene 18 represented in a normal and a tumor cell. The presence ol a dense
hypermethylation changes completely 1ts molecular environment. White dots, unmethylated CpGs; Black dots, methylated CpGs




Utlumeni genové exprese aberantni metylaci DNA a modifikaci histonii

DNA methylation DNA demethylation
histone deacetylation histone acetylation
H-3 Lys-9 methylation H-3 Lys-4 methylation

CHz Ac Ac

Nukleosomy v promotorove oblasti. Proteiny vazici se k SMeC (MeCP2) se vazi k metylovanym CpG
mistim a zpusobuji tlumeni genove exprese histon deacetylazou (HDAC). Pritomnost tohoto
komplexu, deacetylace lysinu v histonech a metylace histon-3 lysin-9 histon metyltransferazou
preménuje nukleosom v kompaktni konfiguraci, ktera zabranuje vazbé transkripcnich faktoru.

Demetylace a deacetylace zpusobuje pak zase uvolnéni inhibicniho proteinoveho komplexu a tvorbu
oteviene struktury nukleosomu, ktera umoznuje transkripci.



Metody vyuZzivané pro analyzu metylace — napt. metylacné specificka PCR. Primery
rozliSuji metylovanou a nemetylovanou DNA v nadorovych biopsiich nebo tekuting.
Dalsi metodou je v sou€asnosti imunoprecipitace purifikované metylované DNA,
umoznujici detekovat metylacni profil DNA celého genomu — DNA methylom).

mi RNAs

Dilezitou soucasti epigeneticke regulace jsou tzv. malé regulacni RNA — mikroRNA
(miRNA).

V tzv. RISC komplexu se miRNA vazou na castecn¢ komplementarni cilova mista
gentl a mohou fidit bud’ translacni inhibici nebo degradaci mRNA.

Tato represe prostrednictvim miRNA je dalsi cestou jak mize byt modulovana
genova exprese.

miRNAs jsou deregulovany u fady nadorovych typti a mohou fungovat jako
nadorove supresory.

Hypermetylace CpG islands spojenych se specifickymi miRNAs mtze byt jednim z
mechanismil, kterym muze byt miRNA selektivné downregulovana. V pripadé, Ze je
miRNA situovana v kodujici oblasti genu, metylace mlize zaroven tlumit expresi jak
genu kodujiciho protein tak prislusné miRNA.
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Figure 3 (a and b) are alternative ways to present our CpG 1sland hypermethylation profile of human cancer (Esteller ef al.. 2001a).
{a) an average value of the frequency ol hypermethylation of 11 tumor suppressor genes (pla'™<#, p14ARF p1sINKSE NIGMT,
hMLHI, BRCAIL, GSTPI, DAPEK. CDHI1, p73 and APC) 1s shown according to the most common types of human tumors. (b)
the other side of the coin: the frequency ol CpG island hypermethylation of ten particular tumor suppressor genes in the tumor

types described in a. In the cases of pISm}Gh and hMLHI an overesiimation exists due to the high number of lenkemias and micro-
satellite unstable tumors included. respectively




Table 1 Hallmarks of cancer and dilferent types of genes silenced by aberrant DNA methylation

Hallmarke { acquired capahility)

Gene silenced by
DN A methylation

(iene function

References

[nsensitrvity to antigrowth signals

Sell-sulficiency in growth signals
Evading apoptosis

Limitless replicative potential
Sustained angiogenesis
Increased 1nvasion And metastasis

(enome instability
(enabling characteristic)

pl6CDKN2A

RARf

Sigma 14-3-3
RASSFIA
Capase-§

TMSI

DAP-kinase
pl4ARF

Rb
Thrombospondin- 1

VHL
E-cadherin
TIMP3
hMLHI

MGMT
BRCAI

Cyclin-kinase inhibitor
induce differentiation cell

cycle arrest

Regulation Ras pathway

Imitiate apoptosis
Proapoptosis
Proapoptosis
Proapoptosis

Tumor suppressor gene
Angiogenesis inhibitor
stimulate angiogenesis

Suppress metastasis
Inhibit metastasis

DNA nussmatch repair

Repair alkylated guanine
Repair DNA damage

Herman et al. (1995)

Coté ef al. (1998)

Umbricht et al. (2001)
Dammann et al. (2000)
Teitz et al. (2000)

Stimson and Vertino (2002)
Kissil et al. (1997)
Robertson and Jones (1998)
Ohtani-Fujita et al. (1993)
Liet al. (1999)

Herman et al. (1994)
GrafT et al. (1993)
Bachman et al. (1999)
Esteller (2000)

(Qian and Brent (1997)
Bianco et al. (2000)

DAP-kinase, death-associated protem kinase; MGMT, Oj-methylguanine DNA methyltransierase; RARP, retinoic acid receptor-f2; Rb,
retinoblastoma; TIMP3, tussue mhibitor of metalloproteinase-3; VHL, von Hippel-Lindau tumor suppressor gene. The table 1s illustrative, but not
comprehensive. For a list of many cancer-related genes silenced by aberrant methylation, see Tsou et al., 2002. *anahan and Weinberg (2000).
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IMORTALIZACE BUNEK

Imortalizace zahrnuje inaktivaci specifickych nadoroveé supresorovych gent jako jsou RB a p53, ktere se
ucastni regulace prechodu G1-S faze bunécneho cyklu a indukce apoptozy 1 dalSich genti spojenych s
bunéénym cyklem a apoptdzou.

Krom¢ toho existuje v buiitkach mechanismus - bunéc¢né hodiny - odpocitavajici pocet déleni a regulujici
starnuti bunky.

Normalni somaticka buiika ma omezeny pocet délenti, tj. limitovanou schopnost proliferovat a nastava
ireverzibilni zastava ristu tzv. replikativni starnuti (senescence).

TELOMERY - jsou vysoce konzervovane nukleoproteinove komplexy ptitomne na koncich chromozomu
a obsahuji tandemoveé opakujici se sekvence DNA bohaté na guanin (TTAGGG) obalené specifickymi na
DNA se vazajicimi proteiny. Telomery tvori protektivni cepicku kolem genomove DNA a zabranuji
chromozomalnim ztratam a aberantnim fizim béhem mitotického cyklu. Telomery se zkracuji s dalSimi
bunécnymi délenimi, coz muze zplsobit genovou nestabilitu a zménénou genovou expresi. Bunky
prochazeji krizovym stadiem (Hayflickiiv limit) nebo umiraji. Zkracovani telomer vybudi proliferativni
starnuti pres aktivaci pRB a p53 kontrolnich bodt, coz vede u p53-wild typt k zastave proliferace.
Dochazi k bariete v proliferaci charakterizovane dysfunkei telomer, extrémni genomovou nestabilitou a
rozsahlou smrti bunék mechanismy zavislymi 1 nezavislymi na pS3.

De¢lka telomer koreluje s bunéénym starnutim, ale neexistuji zadne ditkazy pro jasnou korelaci na
organismalni urovni a korelace s délkou zivota ¢loveka ¢i jinych druht.

Heterogenita prumérné délky telomer odrazi geneticke rozdily a komplexni rovnovahu mezi procesy, ktere
vedou k degradaci a témi, ktere prodluzuji telomery.



Napft. bunky se sebeobnovnou kapacitou maji delsi telomery nez diferencovane, nebo telomery lab.
myS$i jsou delsi nez u ¢loveéka. Telomery jsou kratsi u lidskych somatickych tkani ze starSich lidi
nez u mladsSich jedincti nebo u zarodecnych bunék. Déti s genetickymi nemocemi projevujicimi se
rychlym starnutim tzv. progerickym syndromem (Down, Werner, At. telangiectasia) umiraji v
raném veku s télem 90ti letych a jejich telomery jsou drasticky zkraceny.

Imortalizované bunky vznikajici z krizoveho stadia (inaktivaci pS3 a pRB, overexpresi cMyc a
Ras a v disledku vazné genove nestability) obnovuyi funkcei telomer aktivaci telomerazy,
alternativnim telomery udrzujicim mechanismem (ALT) nebo jinym adaptivnim mechanismem.

Ve skutecnosti maji nadorove bunky kratsi telomery nez jejich odpovidajici normalni bunééné typy.
Tyto telomery se dale zkracuji béhem progrese nadoru a u mysich exp. modeli, jsou zkracene
telomery spojeny se zvySenou genetickou nestabilitou a zvySenou nebo redukovanou spontanni
malignitou v zavislosti na genetickém kontextu. Mnoho faktorti (genetickych, nutricnich,
hormonalnich, environmentalnich, farmakologickych) mize modulovat udrzovani telomer a
potencial bunécneho Zivota.

TELOMERAZA. Telomery nejsou udrzovany normalnim replikaénim procesem. U kmenovych,
nadorovych a imortalizovanych bunék, je zkracovani telomer zastaveno aktivaci telomerazy -
reverzni transkriptazy, ktera rozSiruje telomerické TTAGGG opakovane sekvence.

3 hlavni slozky: s telomerdzou spojeny protein, TLP1, telomerazovou RNA -hTR a telomerazovou
katalytickou jednotku TP2 - lidska telomerazova reverzni transkriptaza.

Telomeraza pouziva svou RNA k navazani na telomery, zatimco katalyticka proteinova jednotka
syntetizuje DNA piimo na koncich chromozomi reverzni transkripei templatu RNA.



Rozsirovani na guanin (G) bohatych telomerovych viaken
telomerazou

GGGTTAGGGTTAG
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Holoenzym telomeraza obsahuje proteinove subjednotky vCetné katalyticke
subjednotky s aktivitou reverzni transkriptazy a molekulu RNA, ktera slouzi jako
templat pro pridani opakujicich se motivu TTAGGG




Stadium terminalni prolifera€ni zastavy (TPA)

immortalization

A Crisis
'f;?_:"'
Py
T

p53-minus TPA

senescence

%)
o
=
=
>
[
-
c
e
[
>
2
1k
o

Time in Culture

Normalni buriky absolvuji urcity pocCet déleni nez navzdy opusti bunécny cyklus a zltstanou
ve viabilnim neproliferujicim stavu — senescence. Pfi inaktivaci p53 se tyto bunky jesté
néjakou dobu déli a pak zastavuji bunecny cyklus (p53-minus TPA). Pri narusSeni jak p53 tak
pPRb/p16 (napr. pritomnosti virovych onkoproteint), bunka obejde stav senescence a
nasledné je zastavena ve stavu krize. Vyjimecné (1 bunka z 107 ) muze prekonat krizi a stat
se nesmrtelnou. Transdukce nekolika normalnich bunék s expresnim konstruktem hTERT
muze vyustit v expresi telomerazy a obejit stav senescence.



Telomeraza je vysoce exprimovana ve vetsiné nddorii a kmenovych bunék, sttedné v hyperplastickych a

metaplastickych bunikach a velmi nizka nebo zada v normalnich dif. tkanich a postupné se snizuje s
veékem. Jeji exprese je spojena s vysokym proliferacnim indexem a obnovnym tkanovym potencialem,
agresivitou nadorti, vysokym histopatologickym gradem a s proliferaci cévniho endotelu.

Telomerazova aktivace a overexprese je cCasto nezbytnym a ranym déjem v mnohastupnoveé
karcinogenezi: vzrusta rychle pti chemicke karcinogenezi a po zkraceni telomer. Telomerdaza neni ani
onkogen ani nadorové supresorovy gen, ale regulovana nahoru nebo dolit mnoha faktory a stava se
dalezitym predisponujicim déjem u karcinogeneze nebo cilené nadorove terapie.

Homeostaza systému telomery — telomeraza je komplexni a je svazana s genetickymi a
environmentalnimi faktory.

Rada faktorii snizuje (| diferencia¢ni ¢inidla, epigallocatechin gallate (z ¢aje), antineoplastické latky -
cisplatina, doxorubicin, protein fosfataza 2, MAPK, tamoxifen, androgeny, volné radikaly, inhibitory
reverz. tarnskriptazy) a fada zvysuje (| chemické karcinogeny, mutace telomerickych sekvenci, gamma
zareni, PKC, EGF, estrogeny)_telomerazovou aktivitu.

Vztahy mezi telomerazovou aktivitou a nadorovym onemocnénim jsou slozite a jen ¢astecné objasnéne.
Telomeraza miize paradoxné bud’ podporovat nebo inhibovat tvorbu nadorti v zavislosti na genetickem
kontextu.



U nadorovych bunék jsou telomery kratsi a telomerazova aktivita obvykle nasleduje po zkracovani
telomer. Ztrata funkce telomer pti raném déleni zahajuje genetickou nestabilitu, zatimco v pozdéjsim
bod¢ progrese nadoru absence telomerdzy inhibuje rust. Tak zatimco inhibice telomerdzy u ustanovenych
nadortt miZze byt cennym terapeutickym piistupem, na véku zavisle zkracovani telomer mize byt
rizikovym faktorem pro nadory tim, ze umoznuje obejit kontrolni bod mortality.

Systém telomery-telomeraza predstavuje komplexni skupinu molekul interagujicih

navzajem a modulujicich vék bunék, genetickou stabilitu a nadorovou transformaci.
Vnéjsi zasahy mohou modulovat Ziti zvySovanim nebo snizovanim delky zivota, ale s timto pristupem
jsou spojeny takeé odpovidajici problémy.

Udrzovani telomer by mohlo byt dilezité pro prodlouzeni Zivota, ale vzhledem ke sloZitosti
fyziologickych mechanismii na bunécné a zejména organismalni trovni, nelze tento problém
zjednoduSovat. Z onkologického hlediska, miize overexprese telomerazy zvysovat riziko vzniku nadort.
Ackoliv normalni bunky s delSi dobou Zivota a udrZzovanymi telomerami se nejevi jako neoplasticke,
zpozdeni fyziologicke smrti miize zvySovat pravdépodobnost kontaktu s karcinogeny. Telomeraza sama
takeé zvySuje onkogenni potencial predisponovanych buné€k a je cilem protinadorovych terapii.

Zatim se pozornost soustfed’uje na zvyseni doby zivota nékolika cilovych bunck nebo snizeni
proliferujicih nadorovych bunek. Mélo pozornosti je vénovano organismalni rovni, mikro- a
makroprostredi, ve kterém tyto bunky rostou jako normalni nebo imortalizované nadorove bunky: tj.
angiogenezi, rustovym a difernciacnim faktorim, cytokiniim, hormontm, imunitnimu systému a
environmentalnim faktortim.
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22?2 7byva odpoveédét na otézky:
Je bezpecné prodluzovat lidsky Zivot pouzitim terapeutickych latek?
Je lepsi prodluzovat lidsky zivot nebo zlepsovat kvalitu Zivota?




Zkracovani telomer muze veést k
chromosomalni nestabilité a vzniku nadoru
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Imortalizace je nutna,ale ne dostacujici pro maligni transformaci
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A) In a number of in vitro models it has been shown that oncogenes, such as activated ras, can cause malignant
transformation of immortalized cells but not their normal mortal counterparts. In the example illustrated, activated ras
caused malignant transformation of SV40-immortalized fibroblasts, but not normal fibroblasts nor SV40-transduced
fibroblasts that had not become immortalized (67). (B) Mouse fibroblasts transduced with activated ras obtain a
constitutively active MEK signaling pathway. In immortalized cells this may result in malignant transformation, but in
normal cells this results in upregulation of p53 and p16'Nk4a and premature senescence (74).




Adenovirova terapie vyuzivajici promotoru pro telomerazu
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Inhibitory telomerazy a konvenc¢ni terapie
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