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Zakladni pojmy
Mutace




Nadorové onemocneni

Rakovina
nejrozsirengjsi epitelialni nadory — karcinomy

Hippocrates (400 pr.n.l.) popsal rakovinu jako dlouhé vybézky
(podobné racim noham) vybihajicim do zdravych tkani:

recky : karkinos (rak), onkos (krab)
anglicky : cancer
nemecky: der Krebs

Onkologie - véda o nadorech
Onkologicka onemocnéni - nadorova onemocnéni

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



Historie

popisné (epidemiologicke) poznatky:

1775 - rakovina Sourku u kominik{ (souvislost s vyskytem skodlivin
v sazich)

1848 - zvySeny vyskyt rakoviny prsu u jeptisek (souvislost s bezdétnosti
a nekojenim)

1902 - souvislost RTG paprskl a vzniku rakoviny poc. 20. stol. - rodinny
vyskyt nadorl

1910 - Rous - infek¢ni prenos nadoru u kurat

e studium nadorovych virdl (onkogen - fragment virovych gend zpdsobujicich
nador)

e protoonkogeny - souvislost s mitogenni signalni drahou, pomalu
transformujici viry

e nadoroveé supresory

e prenosy DNA (transformace, transfekce)

e biochemie: studium onkoproteind, jejich lokalizace, interakci

e molekularni biologie: izolace, charakterizace a cilena exprese eukaryotickych
genl

e bunécna biologie: studium molekularnich mechanism{ Ffidicich rlst bunék,
bunécné déleni

e genetika somatickych bunék a virli: funkéni testy jednotlivych gend



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

Asi 30 trilionl bunék v normalnim zdravém organismu Zije ve slozitém
vzajemneé propojeném svazku, regulujic vzajemné svou proliferaci.
Vzajemna spoluprace bunék zajist'uje, 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 sviij vlastni vnitini program reprodukce.

Kromé toho maji jesté nebezpecnéjsi vlastnost - schopnost migrovat

a tvorit masu ve vzdalenych Castech téla. Nadory z takovychto bunék
se stavaji ¢im dal agresivnéjsi a stavaji se letalni, jestlize rozrusuji tkané
a organy ddlezité pro preziti organizmu jako celku.



D Nador

je nova a abnormalni tkan v mnohobunécném organizmu,
ktera v tomto organismu

nema fyziologickou funkci a roste neregulovanym zptsobem.
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Je to geneticky podminény abnormalni prirlistek bunécné
tkanove hmoty klonalniho charakteru

Jeho rdst neni v koordinaci s rlstem okolnich tkani a
rovnovaznym stavem organizmu.




Nadory vznikaji z nasi vlastni tkané.
Teorie ,nadorové kmenové bunky"™ — nador je obecné odvozen od jedné
bunky ktera se dramaticky méni po sérii genetickych zmeén.

Zdrava bunka ma definovany tvar a strukturu a prosperuje mezi
usporadanymi okolnimi bunkami.

Odpovida na podnéty ze svého okoli a dava vznik dcefinnym burikam jen
tehdy, jestlize rovnovaha stimulacnich a inhibicnich signald z okoli uprednostni
bunécné déleni.

Avsak v procesu replikace nebo déleni existuje stala hrozba vzniku mutaci,
nahodnych zmén, které mohou tento regulacni cyklus porusSovat.

Jedna mutace mize zpUsobit, ze bunka, ktera vypada normalné a je méné
citlivd na vnéjsi signaly se mlze prilezitostné zacit nekontrolované délit.

Akumulace genetickych zmén v dlsledku genetické nestability méze zplsobit,
Ze se dcefinna burika stane zcela hluchou k externim signaldim a vykazuje
znaky malignity.

Bunka ztraci presny tvar a hranice, nereaguje na réstové inhibicni signaly

a ziskava schopnost nekontrolované se delit.

Vznikajici masa stlacuje a poskozuje zdravou tkan ve svém sousedstvi a mize
dale prekonavat bariéry jednotlivych organ(i a metastazovat, coz znamena,
ze kolonizuje vzdalené tkane.



Mutace - dedicna geneticka zméena v bunce (vznika bodovou
mutaci, deleci nebo inzerci jednoho ¢i vice nukleotidd, amplifikaci
segmentl DNA, inverzi nebo ziskanim ¢i ztratou chromozomu,
translokaci). Zakladem je zména genetického materialu v bunce
nikoli zména v jeho expresi.

Epigeneticka zmeéna - je zména v genoveé expresi beze zmény
v sekvenci DNA nebo genetickém obsahu bunky — mlize byt
dedicna.

Iniciovana bunka, transformovana bunka - burka

se zmenenou genetickou informaci. Vznika spontanné nebo je
indukovana viry, chem. latkami nebo fyzikalnimi faktory. Ma
potencialni schopnost stat se nadorovou nebo maligni.

Benigni nador - je lokalni rozristani iniciované burky, zlstava
na misté vzniku, nemigruje.



Maligni nador - nador se schopnosti vristat do tkani a rozsifovat s
do vzdalenych mist krevnim nebo lymfatickym recistém, vytvari
metastazy.

Primarni a sekundarni nadory

Maligni transformace - preména buriky s normalnimi rlistovymi
vlastnostmi na bunku maligni ztracejici schopnost adekvatnée
reagovat a odpovidat na rlstové signaly.

Ztrata kontaktni inhibice rQstu.

PoruSeni negativni zpétné 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 nadori

, L s Zralé benigni bunky | Nezralé maligni bunky
Vychozi tkan (nezhoubné) (zhoubné)
_ povrchovy papilom karcinom
epitel — :
zZlazovy adenom adenokarcinom
kolagenni fibrom fibrosarkom
tukové lipom liposarkom
B chrupavka chondrom chondrosarkom
Pojivo
kost osteom osteosarkom
Sval myom myosarkom
Cévni angiom angiosarkom
Krvetvorna lymfaticka mononukledza? leukemie
lymfom, myelom
centralni gliom glioblastom
Nervova o ganglioneurom neuroblastom
periferni : . :
pargangliom maligni paragangliom
Zarodecna gonadoblastom seminom
dysgerminom
teratom zraly teratom nezraly




Vznik nadoru je vicestupnovity proces, ktery je vysledkem slozité
interakce genetickych a negeneticky plsobicich faktord.

1) faze iniciace - indukce mutaci

2) faze podptirna (promocni) - preferovany klonalni rQst
iniciovanych preneoplastickych bunék — karcinom /n situ

3) faze konverze ci transformace — zména fenotypu, vznik
maligniho klonu

4) faze progrese — lokalni rozrlstani nadoru, neschopnost
odpovidat na regula¢ni mechanismy, vzrUstajici rychlost
proliferace

5) invazivita — Sifeni nadoru mimo prvotni loZisko — vznik
metastaz

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




« Iniciace (initiation)
zména genetického materialu bunky — mutace ireverzibilné méni normalni
buriku v preneoplastickou.

* Promocni stadium (promotion)

indukce proliferace (klonalni mnoZeni) iniciované burky po ptsobeni

tzv. nadorové promocnich podnétl (regenerace po odstranéni ¢asti bunécné
populace nebo po smrti bunék, rlstové signaly, plisobeni vnéjsich signalt -

- chem. a fyz. faktor()

zpocatku reverzibilni, pozdéji ireverzibilni — prechod do maligni transformace.

* Progrese (progression)
akumulace dalsich mutaci + plsobeni promocnich faktor(, ztrata regulacnich
mechanism(

- Invazivita
vznik metastaz.

Zakladni znaky nadoroveé populace

« ztrata kontaktni inhibice a kontroly rlstu

« ztrata schopnosti terminalni diferenciace

« ztrata schopnosti apoptézy

« snizeni nebo inhibice mezibunécné komunikace



D Ztrata kontaktni inhibice v bunécneé
kulture

contact-inhibited
monolayer of
normal cells

Al Al __dii._ __.dlih

growth medium

multilayer of
uninhibited
cancer cells

plastic tissue-culture dish

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



Mnohostupnovy proces karcinogeneze

Iniciace Promoce Progrese
II\Q/Iudt'ageny Negenotoxické Genotoxmke_ ,
adiace karcinogény + negenotoxicke
V|rusy..._ _ faktory
Genotoxicita

V

© @

Normalni __5 Iniciovana _5  Preneopastické ——  Maligni > Invaze
burika burika poruchy nador Metastazy

{ I I J

Aktivace proto-onkogen(

Inaktivace nadorové supresor. gend
Inaktivace antimetastat. gend




Normalni

DNA
- . . Reparace
Iniciace  ‘gecrgen oos. — DNA_
Aktivace na DNA
> Karcinogen ——> ‘< 1‘
Prokarcinogen 1‘ '1\ —>
Neni ®
> reparace

Detoxifikace

0

Mutovana DNA
Vv reprimovaném

0

Antikarcinogeny (selen, antioxidanty, stadiu
slozky potravy, vit. A, C, B)
Promoce
Deprese - -
1‘ >| Karcinogeneze 1‘ > Nador
® Promotory Promotory
> Normalni stav >| Nevznika nador
Mutovana DNA Pokracujici T
Vv reprimovaném represe
stadiu 1‘ Antipromotory
Antipromotory



Homeostaza ve tkanich

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

Iniciované preneoplastickeé buriky jsou udrzovany v latentnim stavu v
disledku plsobeni téchto "prirozenych" regulacnich mechanizma.

V podplirné (promocni) fazi rozvoje nadorl se uplatriuji latky ptisobici
negenotoxickymi (nebo epigenetickymi) mechanizmy, tzv. nadoroveé
promotory, které zplsobuji zmény chovani bunék v disledku
deregulace zminénych procesu.

Zasahy, které vedou ke zméenam v expresi gentl a k porucham
homeostazy se odehravaji v bunce na rliznych Urovnich a riznymi
mechanizmy.



D Zpusoby promoce iniciované bunky

DNA-DAMAGING
AGENT

PLURIPOTENT -
STEM CELLS

0| «[ofo

h DNA LESION

ERROR-PRONE DNA
REPAIR/REPLICATION

. O . MUTATED GENE =

(Irreversible)
\
PARTIAL PHYSICAL NECROSIS OROWTH EXOGENOUS
HEPATECTOMY IRRITATION DUETO VIRAL,  STIMULUS PROMOTERS

RADIATION OR
CHEMICAL TREATMENT J

e\ "

DEREPRESSION OF GENES

‘ (REVERSIBLE ) =

I ANTIPROMOTION |

REPRESSION
OF
GENES

ADDITIONAL GENE
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.) a
ry




Biologické charakteristiky stadii
karcinogeneze

Iniciace - Genotoxicky d&j (mutace)
« Zména v genetickém materialu (nukleotidy, chromozémy)
« Ireverzibilni zména
« Vznik preneoplastické burky
« Vykazuje davkové zavislé vlastnosti
« Mozny "spontanni vznik iniciované bunky"
« Je nutné bunécné déleni pro "fixaci" mutace
« Pri davkoveé zavislosti neexistuje prah
Promoce -« Negenotoxické (epigenetické) déje
« Zmény vV genové expresi
« Reverzibilni zmény
« Selektivni klonalni expanze preneoplastické bun. populace
« Zavisla na konstatni expozici latkou s promocnimi Ucinky
« VWkazuje davkové zavislé vlastnosti
- Je zjevny prah
Progrese -+ Genotoxické i negenotoxické déje
« Zmény karyotypu a geneticka nestabilita
« Ireverzibilni zména
» Tvorba neoplastickych utvarl (adenomy a karcinomy)
« Zmény podporuijici prechod preneoplastickych bunék v neoplastické
- Autonomie nadorové populace
* Vznik metastaz
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\

dose-dependent effect
of cytotoxic agent
or tumor promoter

dose-dependent
effect of mutagen

biological effect

Increasing dose ——

Figure 11.42 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Nadorova tkan ziskava

- nestabilni genom

- necitlivost k okolnim signaltim (zastavujicim bunécny cyklus a
inhibujicim rdst)

- sobéstacnost v produkci rlistovych signali

- neomezenou schopnost rlistu

- neschopnost reagovat na podnéty indukujici apoptozu
(deregulace apoptickych drah)

« schopnost vaskularizace (neoangiogeneze)

- schopnost prortistat do okolnich tkani a kolonizovat

vzdalené tkané (metastazovani)



Mutace

o




D Mutace

je definovana jako kvalitativni nebo kvantitativni zména v genetickée
informaci obsazené v DNA. Je povazovana za ireverzibilni zménu a mize
byt indukovana viry, fyzikalnimi nebo chemickymi faktory.

Mutace mohou vznikat na Urovni genll nebo chromozomd. Jeden
specificky gen mlze byt zménén pridanim, ztratou nebo zaménou jedné
baze.

Protein kéddovany timto genem pak mize byt zméenen s ohledem na
strukturu a funkci.

Jestlize mutace zahrnuje zmeéenu v poctu chromozoma v bunce
(nondisjunkce, polyploidizace), tak potom, i kdyz jednotlive geny jsou
normalni, jejich pocet mlze narusit jejich funkci.

Zmény v usporadani chromozomt zplsobené deleci nebo translokaci
Casti jinych chromozomt také mohou zpUsobit jak mutace gent tak
abnormalni expresi gent umisténych na takovémto chromozdému.




Mutageny, karcinogeny...

Indukované mutageny - rlizné chemické latky i fyzikalni faktory (napf.
ionizujici Ci UV zareni), ale i viry, které indukuji v bunkach mutace.
Dédicné mutace (Xeroderma pigmentosum, WilmsQv tumor, albinismus
LynchQv syndrom atd.) mohou predurcovat jedince k urcitym typlm
nadord.

Mutagenita se nerovna karcinogeniteé!

Mutageny maji vysokou pravdépodobnost byt i karcinogeny, ale rada
nekarcinogennich latek jsou rovnéz mutageny. Naopak také mnoho
nemutagennich chemikalii mize byt karcinogenni.

Chemikalie jsou oznacovany jako karcinogeny, jestlize v exponovanée
lidské populaci je vyssi frekvence nadord nez v neexponované populaci
nebo jestlize se objevuji nadory u zvirat, kterym byla chemikdalie
podavana.

Kokarcinogeny - zvysuiji hladiny bunécnych enzymd, které aktivuji
karcinogeny.

Antikarcinogeny - chemicky se vazi na karcinogen, odbouravaiji jej, tlumi
enzymy aktivujici karcinogeny nebo obsadi cilové misto (kompetitivni
inhibice).
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Geny se dedi v odpovidajicich parech

NORMAL COPIES
OF GENE 1

NORMAL COPIES
OF GENE 2

MATERNAL
CHROMOSOME

TOMO NARASHIMA

PATERNAL
CHROMOSOME

ACTIVATING MUTATIONS
MUTATED GENE

i Siaiusdz W i

MUTATED GENE YIELDS ABNORMAL
PROTEIN OR TOO MUCH PROTEIN

N

MUTATED GENE YIELDS NO
PROTEIN OR AN INACTIVE FORM

NORMAL GENE,

,NORMAL GENE

NORMAL PROTEIN IN

HEALTHY GENE YIELDS
j/ NORMAL AMOUNTS

Cell continues
to function properly

MUTATED GENE

v
Cell proliferates excessively

JARED SCHNEIDMAN DESIGN

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. ‘

Matersky a otcovsky chromozdm
nesou kazdy jednu normalni kopii
prislusSného genu

- Aktivacni mutace — mutovany
gen produkuje protein aktivujici
bun. proliferaci, staci mutace v
jedné kopii genu, dominantni

e Inaktivacni mutace — mutovany
gen neprodukuje protein
zastavujici bun. proliferaci nebo
produkuje jeho inaktivni formu.
K mutaci musi dojit u obou kopii
genu, recesivni



JARED SCHNEIDMAN DESIGN

Vznik nadorové bunky — klonalni evoluce

EMERGENCE OF A CANCER CELL from a normal one (tan) is thought to occur through a
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.

Normalni bunka

1. mutace Buﬁkavyyeedé ,norm_afllné, _ale je predisponovana
k neprimereneé proliferaci

2. mutace Bunka zacina prili$ proliferovat,
ale jinak je normalni

i ke strukturalnim zménam

B
*

g @ 8 3. mutace Bunka proliferuje rychleji a dochazi

\ Maligni bunka

4. a dalsi Bunka nekontrolované roste
mutace a vypada evidentné porusena




Vyznam mutaci u nadorovych
onemocneéni

Normalni frekvence mutaci 10-7- 108 /nukleotid/bun. déleni. Zvysena
frekvence mutaci podporuje karcinogenezi. Mutace jsou nejen znakem
nadord, ale jsou také zasadni pro jejich vyvoj.

Genom nadorovych bunék je nestabilni a tato nestabilita vyust'uje

v kaskadu mutaci, z nichz nékteré umoznuji nadorovym burkam obejit
regulacni procesy, které kontroluji lokalizaci buriky, jeji déleni, adaptaci
a smrt.

Geneticka nestabilita je manifestovana velkou heterogenitou bunek

v kazdém nadoru a prispiva k jejich progresi.

Dva hlavni mechanizmy vzniku mutaci v nadorovych bunkach:

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

- deficit v rozdélovani chromozom( pfi bunééném déleni



Zdrojem nepresnosti pri replikaci DNA jsou chyby vzniklé pri DNA
polymeraci (tj. kvalita DNA polymeraz a souvisejicich
~proofreadingovych" proces(l) a chyby v systémech reparace DNA.
U nadorl nebyly prokazany defekty v DNA polymerazach, ale byly
prokazany defekty ve dvou hlavnich systémech reparace DNA.

‘Nukleotidova excizni oprava (,nucleotide-excision repair" -
NER) - s ni spojena nestabilita (,NER-associated instability* - NIN)

‘Oprava spatného parovani (,mismatch repair* - MMR) - s ni
spojena mikrosatelitova nestabilita (MIN)



Oprava spatného parovani bazi

_

error in “e“”y BINDING OF MISMATCH
made strand | pROOFREADING PROTEINS

DNA SCANNING DETECTS

MutS MutlL | NICKIN NEW DNA STRAND

STRAND REMOVAL

REPAIR DNA SYNTHESIS

Figure 12.8c The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) a



Lidské dédicné syndromy zplisobené dédicnymi defekty v reparaci DNA

Name of syndrome  Name of gene Cancer phenotype Enzyme or process affected

HNPCC (4-5 genes)® colonic polyposis mismatch repair enzymes

XPb (8 genes)® UV-induced skin cancers nucleotide-excision repair

AT* ATM leukemia, lymphoma response to dsDNA breaks

AT-like disorder< MRE11 not yet determined dsDNA repair by NHEJ

Familial breast, BRCA1, BRCA24 breast and ovarian carcinomas homology-directed repair of dsDNA breaks
ovarian cancer

Werner WRN several cancers exonuclease and DNA helicase®, replication

Bloom BLM solid tumors DNA helicase, replication

Fanconi anemia (9 genes)f AML, HNSCC repair of DNA cross-links and ds breaks

Nijmegen break? NBS mostly lymphomas processing of dsDNA breaks, NHEJ

Li-Fraumeni TP53 multiple cancers DNA damage alarm protein

Li-Fraumeni CHK2 colon, breast kinase signaling DNA damage

aFjve distinct MMR genes are transmitted as mutant alleles in the human germ line. Two MMR genes—MSH2 and MLH1—are commonly
involved in HNPCC; two other MMR genes—MSH6 and PMS2—are involved in a small number of cases; a fifth gene, PMS1, may also be
involved in a small number of cases.

bXeroderma pigmentosum, at least eight distinct genes, seven of which are involved in NER. The seven genes are named XPA through XPG.
An eighth gene, XPV, encodes DNA polymerase 7.

CAtaxia telangiectasia, small number of cases.

dMutant germ-line alleles of BRCA1 and BRCA2 together may account for 10-20% of identifiable human familial breast cancers.

¢An exonuclease digests DNA or RNA from one end inward; a DNA helicase unwinds double-stranded DNA molecules.

fNine genes have been cloned and at least eleven complementation groups have been demonstrated. Complementation group J encodes
the BACH1 protein, the partner of BRCA1.

9The NBS1 protein (termed nibrin) forms a physical complex with the Rad50 and Mre11 proteins, all of which are involved in repair of
dsDNA breaks. The phenotypes of patients with Nijmegen break syndrome are similar but not identical to those suffering from AT.

Adapted in part from B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002; and from E.R. Fearon, Science
278:1043-1050, 1997.

Table 12.1 T7he Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



V bunécné DNA dochazi ke stalému poskozovani (environmentalnimi i
endogennimi zdroji) a k resyntéze. Mnoho z takto plsobicich latek jsou
mutageny a rada z nich i karcinogeny.

Poskozeni DNA chemikaliemi spada do dvou kategorii:

- rozsahlé adukty reparované excisi (vystfihnutim) nukleotidl

« malé zmény vznikajici napr. po alkylacnich Cinidlech, ktera pridavaji metyl- a
etylskupiny do nukleotidd, a ty jsou pak reparovany excisni reparaci bazi.

DalSi zdroje poskozeni DNA:
» prirodni latky v potravée
« bunécné metabolické procesy (reaktivni kyslikové produkty-ROS)

Vzhledem k vysokeé frekvenci poSkozeni je pravdépodobné, Ze vyznamna Cast
poskozeni unikne reparaci a produkuje mutace béhem replikace této
nereparované DNA polymerazami.

Mutace mohou vznikat téz chybnou inkorporaci nukleotidtt DNA polymerazami pfi
kopirovani neposkozeného templatu DNA, béhem replikace nebo reparacni
syntézy.

Nukleotidové sekvence v bunécné DNA jsou udrzovany v homeostatické
rovnovaze, kdy vzrlst 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

Endogenni zdroje
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Mutace



How genetic mutations evolve into genomic instability
phenotypes and cancer

Clonal selection

Changes in
Somatic cells
Accumulation of Mutations
selection & clonal expansion \‘
Alterations in
Germ line

netic Instability (NIN, M

Chromosome Instability (CIN)

Altered chromosome structure and numbers,
continuous karyotypic change

Cause of genetic change : Stress factors and
genotoxic insults: UV, radiation, RO3, Free
Radicals, Viruses, Bacteria, excessive hormone
exposure, growth signals

Spojeni genotoxického stresu a genomové nestability.

Diky genetické nestabilité dochazi béhem casu k akumulaci mutaci bud’ v gametach
nebo somatickych burikach. Somatické nebo dédicné genetické zmény zahrnuté

v genetické nestabilité postihuji funkce jako je reparace DNA a kontrolni body bun.
cyklu a mitozy, coz predchazi zvysenou telomerazovou aktivitu. Somatické bunky vsak
vyzaduji pro rozvoj nadoru jesté dysfunkci tzv. ,gatekeepers". Mutace umoznujici
genomovou nestabilitu jsou v gametach i somatickych bunkach selektovany.



,Gatekeepers" — recesivni geny, které primo reguluji
(limituji) rAst nadord bud’ inhibici jejich rlstu nebo indukci
jejich smrti.

,Caretakers" - jejich inaktivace navozuje genetickou

nestabilitu a ta pouze neprimo indukuje rlst nadorl
zvySovanim mutacni rychlosti.

APC, p53 - jsou zaroven ,gatekeepers" i ,caretakers"



Ke genetickeé 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 dlsledkd 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 prliibéhu bunécného cyklu existuje nékolik kontrolnich bodt, kde
je monitorovana reparace poskozeni pred vstupem do nasledujici
faze. Pri aktivaci se v téchto bodech cyklus prechodné zastavuje,
aby mohla byt poskozeni reparovana. Eliminace téchto kontrolnich
bod (napf. mutace v p53, pRb) vede k vyvoji mutovaného
fenotypu.

V pripadé vzniku nereparovatelneho poskozeni se normalné spousti
apoptoza, ktera zabrani rozsSireni mutaci. Mutace, které zpozd'uji
nebo zabranuji apoptoze tak podporuji preziti geneticky
nestabilnich malignich bunék.



entrance into M
blocked if DNA
replication is
not completed

anaphase blocked if
chromatids are not

properly assembled
on mitotic spindle

!
(M

DNA damage
checkpoint: DNA
replication halted if
genome is damaged

DNA damage
checkpoint: entrance
into S is blocked if
genome is damaged

Kontrolni body bunécného cyklu

Kontrolni body poskozeni DNA:

G1 faze: vstup do S faze je
blokovan pri poskozeni DNA

S faze: replikace DNA je zastavena
pri poskozeni genomu

G2 faze: vstup do mitozy je
blokovan, jestlize neni dokoncena
replikace DNA

M faze: anafaze je blokovana
pokud nefunguje spravné tvorba
mitotického vreténka

Figure 8.4 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) a
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D Proteiny spoustéjici nebo blokujici apoptozu

Bad

Puma ——

Mutace v genech pro tyto proteiny nebo zmény jejich exprese umoznuiji prezivani
bunék s poskozenym genomem a podporuji rozvoj nadorového onemocnéni.

. Figure 9.27c The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) a



Mikrosatelity

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

v tzv. mikrosatelitech - repetitivnich (opakovanych) sekvencich mezi geny.
Repetitivni sekvence jsou i uvnitf genl a jsou u nadorovych bunék
zkracovany nebo prodluzovany s vysokou frekvenci.

Tak dochazi patrné k inaktivaci nadorové supresorovych gent béhem
rozvoje nadorl. Na nestabilité mikrosatelitl se ve velké mire podileji napr.
ROS, takze se uvazuje o vyuziti latek plsobicich jako antioxidanta.

Nadory vykazujici nestabilitu mikrosatelitl (MIN) obsahuji casto zmény
v délce repetit. sekvenci uvnitf fady gent spojenych s nadory jako je APC,
spec. rlstové faktory-IGF, TGF-beta, metastatické geny-hMSH3, hMSH6.

Nalezeno u vétsSiny dédi¢nych non-polypdznich kolorektalnich nadord
(HNPCC). Lokus zodpovédny za HNPCC byl zmapovan do oblasti 2p16 a
3p21. V roce 1993 poprvé navrzeno, ze HNPCC mize souviset s defekty
MMR a bylo potvrzeno, ze ,odpovédnymi® geny jsou MSH2

na chromozému 2 a MSH1 na chromozdému 3. MSH2 a MSH1 odpovidaji
za 90% vrozenych mutaci HNPCC, dalsi jsou PMS1, PMS2 a MSHG.



Amplifikace genti

Témér vsechny nadory prsu a vajecnikdl studované s vyuzitim
srovnavaci genomoveé hybridizace obsahuji fadu zmen v poctu
genovych kopii.

Genova amplifikace se objevuje u nékterych typl nador vyssich
stadii a mlze souviset s rezistenci k chemoterapeutikim (N-myc,
erb a ras).

Amplifikace se objevuji v pozdnich stadiich maligni transformace,
jsou spojeny s agresivne rostoucimi nadory a signalizuji nepriznivy
prognosticky vyvoj.



Geneticka nestabilita nadorovych bunék se projevuje na Urovni:
- nukleotid( - bodové mutace

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

Aneuploidie - zména v poc¢tu chromozoém( - vlastnost fady nador(. Mize
vzniknout fragmentaci chromozédmd, translokaci, amplifikaci nebo
nondisjunkci. Progresivni rlst aneuploidie je ranym pocatecnim déjem
vedoucim ke genet. nestabilité a je nezavisly na akumulaci jinych typl
mutaci.

Obecné existuje pozitivni korelace mezi poctem chromozomalnich zmén
v nadoru a malignim potencialem tohoto nadorového onemocnéni.

Existuji tetraploidni mezistupné po defektni mitdze nebo endoreduplikaci.

Po prechodné zastavé mitozy v pritomnosti poskozeni vieténka, jsou nékteré
nadorové bunky (zejména bunky, které postradaji funkéni produkty gent
kontrolujicich prechod G1/S faze jako jsou p53, pRb, p16, p21 i buriky se
zvysSenou expresi myc) schopny obnovit bun. cyklus vstupem do dalSiho
kola syntézy DNA, coz vede k endoreduplikaci.



Ztrata heterozygotnosti
LOH (, lost of heterozygosity")

Bunky, které nesou jednu mutovanou alelu nadoroveho supresoru, ztraceji
deleci velkou cast chromozomu, ktery nese funk¢ni alelu. V oblastech
s vysokou frekvenci LOH casto lezi geny nadorovych supresordl.

Buniky, které nesou jednu mutovanou alelu nadorového supresoru (napr.
retinoblastoma- RB gen), ztraceji funkcni alelu (viz obrazek).

cell lacking any
functional Rb
gene copies

S phase Gzand M ~ o segregation of a P - p
chromosome phases of u chromatids at }
eplncatlon cell cycle end of mitosis .
. ) + OR
mutant mitotic
Rb allele _ recombination | g o ¥
heterozygosity retention of loss of

at Rb locus Rb heterozygosity Rb heterozygosity

in daughter cells in daughter cells

Figure 7.8 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Dva zakladni mechanizmy vzniku genetickeé
nestability:

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

Nutna mutace v obou alelach — recesivni charakter.

‘mutace v genech pro segregaci chromozom( manifestujici se
fragmentaci chromozdmU nebo duplikaci ¢i deleci celych chromozdmd.

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




S rlstem poctu mutaci prispiva ke genetické nestabilité jev klonalni
selektivity.

Prekazky omezujici rlist nador:

« vliv okolnich tkani

e omezena vyziva a pristup kysliku
- potreba rlstovych faktor(

« nedostatecné zasobovani krvi atd.

Kazda z téchto prekazek mize byt prekonana v disledku mutaci,
které poskytuji rlistovou vyhodu a ustanovuji novou klonalni populaci.
Z kazdym kolem selekce dochazi také ke vzniku dalSich mutaci.



Hromadéni, selekce a klonalni expanze mutaci

initiating mutation

0000007000000 000000000

FIRST CLONAL EXPANSION
second mutation

OOOOOOO@@OOWGWWGOOOOOO
I/ o . g SECOND CLONAL EXPANSION
00006666686 e $SOO000O0
I‘/‘/ WCLONAL EXPANSION

fourth mutation
OOOOGQbGGGS ----- ;“FGGOOOOO
H/ T SFOURTH CLONAL EXPANSION

Figure 11.12 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Vyvoj nadoru zaloZeny na selekci mutovaného fenotypu.

Jen malo mutovanych bunék prekonava bariéry dalsiho rlstu. V kazdém
dalSim kole selekce dochazi k progresivnimu obohaceni o mutace v tzv.
mutatorovych genech nutnych pro udrZeni genetické stability.

Carcinogen Dysplasia Carcinoma In Situ
Exposure Expozice Omezena vyziva

karcinogenu + rlstové faktory
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Postupna maligni progrese nadoru spojena
s akumulaci genetickych zmeén v bunkach

Geneticka zména Geneticka zména Geneticka zména
+ envir. faktory /J
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Normalni tkan Premaligni zmény Primarni nador Metastazy

O : normal cell, : pre-malignant cell, @ : malignant cell without metastatic ability, @ : malignant cell with metastatic ability




Riizné drahy vedouci ke vzniku mutovaného fenotypu
nadorové bunky
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Hypotéza mutovaného fenotypu predpoklada, ze geny vyzadovane
pro udrzeni genetické stability jsou prvnim cilem posSkozeni DNA

karcinogeny. Mutace téchto genl pak vyvolavaji mutace dalSich
. genu v genomu.
TN




Potencialni mitotickeé cile vedouci k aneuploidii.

Kondenzace
. chromosomu
Dynamika
mikrotubul{ /
vieténka )
\ Kinetochorovy
& complex
_. Soudrznost sest. w, -
Duplikace chromatid —p Duplikace
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X
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.

Poruchy nékolika procesll zahrnujici jako cile chromozomy, mikrotubuly
vieténka a centrozomy mohou (kromé abnormalni cytokineze) vést

k nerovhomérnému rozdéleni chromozédmi béhem mitdzy vedouciho

k aneuploidii.




Postupné zmeény pri transformaci normalni bunky v nadorovou

V jednotlivé burice mutace
postupné a spolecné podporuji
odchylku od regulovaného
rlstu a zastavuji nebo revertuji
specializaci bunky.

Zmeny bunécné topografie

a uchyceni méni vlastnosti
povrchu bunky a umoziuiji jeji
odpoutani od sousednich
bunék.

Pozménéné nebo nefunkcni
receptory pak ovliviuji
transport pres membranu.
Uvnitf bunky se méni
metabolismus, jadro méni tvar,
dochazi ke shlukovani
chromatinu, zlomim

v chromosomech a porucham
bunécného deleni.

Pod vrstvou epitelu jiné buriky
produkuji kolagenazu a jiné
protedzy, které narusuji
extracelularni matrix a
usnadnuji tak dalsi fazi - invazi.

{

SETTING THE STAGE
FOR CANCER
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topagraphy and attachments make its surface oiller, causing it to pull away from its l::r"‘u"::ms
nelghbors, as impaired or missing receptors compromise transport across the mern- prtﬁmgteﬁ
brane. Within the cell, metabalism revs as the nuelsus appears to undulate, chramatin + Collular
elumping as chrormosomes break, while ot the same time division preparations ensue. adhesian
Beneath the epithelal lining, the errant call releases collapenase and other proleases molecUles
that begin to eat away at the exiracellular matri, facilitating the nest stage: Invasion
26 | Seplemiber 22, 403 The Scientist avprember 32, 20603 Tigt Scientist | 27



Pfi vzniku nadorl plsobi dva typy mechanizm@ - environmentalni faktory a
genetické vybaveni jedince.

V nékterych pripadech je primarni envir. faktor, ktery zplsobi vznik nadoru u
"normalniho" jedince. Avsak i v tomto pripadé jsou zasazeny geny, protoonkogeny
a nadorove supresoroveé geny.

Kromé toho existuji dalSi geny, které mohou zpUsobit vétsi ¢i mensi citlivost
(susceptibility) jedince k envir. faktorim.

Predpokladame-li, Ze vSechny nadory jsou vysledkem iniciacni, promocni a
progresivni faze karcinogeneze, mély by existovat geny, které:

a)bud’ chrani nebo predisponuji protoonkogeny nebo nadorové supr. geny k
aktivaci nebo inaktivaci,

b)selektivné podporuiji nebo suprimuiji riist a expanzi iniciované bunky,
c)zabranuji nebo zvysuji moznosti ziskani genetické/epigenetické nestability
iniciované bunky, které zapriCinuji jeji malignitu.




Lidské genetické syndromy:

Albinismus - jedinci nemaji melaninovou pigmentaci, ktera chrani klzi nebo oci
pred Skodlivymi Ucinky UV zareni. 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 nadorové supr. genech.

Syndrom je klasifikovan jako jako typ nachylny ke vzniku nadorového onemocnént.
Protoze poskozeni DNA je velké, mnoho bunék umira a smrt koznich bunék
stimuluje kompenzacni - regeneracni rlst bunék prezivajicich — moznost promoce
iniciovanych bunék.

Klony iniciovanych bunék dale exponované UV - zvySena pravdépodobnost dalsSich
mutacnich (genetickych)zmén - postup populace bunék do progresivniho stadia



Xeroderma pigmentosum - geneticky syndrom, ktery také
predurcuje jedince k rakoviné klze, avSak na jiném principu. Jedinci
jsou nositeli genu, ktery neumoznuje reparovat poskozeni DNA
indukované UV. Vysledkem jsou nereparovana poskozeni DNA, ktera
vedou ke smrti bunék nebo k mutacim. Podobné jako u albin{ dochazi
ke kompenzacni hyperplazii pfi nahradé odumrelé tkané. Iniciovana
bunka klze proliferuje, ale nediferencuje. Vytvari klon iniciovanych
bunék (papilom) citlivy k indukci dalSich genet/epigenet. zmén a

k progresivnimu rozvoji.

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

Pri nadmérném plsobeni UV mohou byt postizeni i “normalni” jedinci.
Reparacni system pretizen a vznika poskozeni DNA vedouci opét

k mutacim a ke smrti bunék podobné jako v predchozich pripadech.
Jedinci s vetsi pigmentaci jsou Iépe chranéni pred skodlivymi ucinky
UV.



Existuje rada envir. faktor{ a gend, které predurcuji nebo chrani
jedince pred vznikem nadort. Existuje fada chemikalii bud’
exogennich (dieta, zivotni styl, 1éCiva, polutanty) nebo endogennich
(hormony, rlstové faktory), které neposkozuji DNA a nejsou
mutagenni.

Jsou to negenotoxicky plsobici latky, které mohou pUsobit jak
promocni stimulaci proliferace iniciované bunky tak supresi
apoptozy. Jedinci, kteri jsou normalné exponovani a akumuluji
iniciované bunky (coz se normalne dé€je s pribyvajicim vékem), ale
kteri jsou exponovani abnormalnimu mnozstvi promocnich latek v
téle v dlisledku genetického defektu jsou oznacovani jako
"bromotion-prone”.

Viylouceni plisobeni nadorovych promotor&i mtze u normalnich
jedincl snizit vznik nador( presto, ze dojde k iniciaci. Naopak
pravidelna a chronicka expozice dostatecnému mnozstvi
nadoroveého promotoru zvysuje riziko vzniku nadoru. Podobné jako
existuji antiiniciatorove geny a latky, tak existuji i geny a latky
pUsobici antipromocné.



Nadorova genetika
Zarodec€na 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 nadordm mohou byt mutovany v zarodecné linii a
produkovat recesivné dédéné onemocnéni jako je Bloom{v a Fanconiho syndrom,
AT a xeroderma pigmentosum. Ostatni, jako RB1, TP53, NF1 a WilmsQv tumor 1
(WT1), mohou byt mutovany v zarodecné linii, ¢imZz vznikd nachylnost u
heterozygotl nebo somaticky v pripadé nedédicnych pripadd nadorl. Mnoho
somatickych translokaci je spojeno se specifickymi chorobami, jako je Burkittlyv
lymphom (BL), akutni lymfocytarni leukémie (ALL), chronickd myeloidni leukémie
(CML), Ewinglv sarkom (ES) a alveolarni rhabdomyosarkom (ARMS). t(11; )
translokace mdze zahrnovat kterykoli z velkého poctu chromozomU partnerskych

k chromozému 11.
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