Promocni faze
karcinogeneze

Negenotoxické mechanizmy
Bunécné komunikace a interakce
Stimulacni a inhibicni signaly
Rovnovaha proliferace, diferenciace a apoptozy
Hormonalni karcinogeneze




Karcinogeneze znamena vic nez jen mutagenezi!!!

Kromé genovych a chromozomalnich mutaci zahrnuje i epigenetické a
negenotoxické zmeny.

Tyto déje zpUlsobuji zmény v expresi genetické informace na
transkripcni, translacni nebo postranslacni urovni

Geny jsou zapinany a vypinany

- béhem vyvoje

- béhem bunécného cyklu, kdyz bunka proliferuje

- kdyz burika diferencuje

- kdyz je diferencovana bunka stimulovana k adaptivni odpovédi

Iniciovana kmenova burka je_.omezena v dalSim rlstu okolnimi
normalnimi burikami.

Po expozici nadorovym promotorem nebo promocnimi podminkami
(bunécna smrt nebo odstranéni bunék) suprimujici Ucinek okolnich
bunék prostrednictvim kontaktni inhibice mizi.




Nadorove promotory

a negenotoxicke mechanizmy
karcinogeneze




Uéinky nadorovych promotorti

VSechny formy rakoviny tedy vznikaji jako smés dédicnych zmén v bunécném
genomu vyskytujicich se ve vyvoji nadorovych bunék a epigenetickych Ci
negenotoxickych zmén ve stadiu nadorové promoce a progrese.

Hlavni Ucinek nadorovych promotor( je specificka expanze iniciované bunécné
populace v zasazené tkani. Faze je zpocatku reversibilni, pozdé&ji ireversibilni.

Promotory se nevazi kovalentné na DNA a nejsou mutagenni, plsobi na
iniciovanou buriku a zpUGsobuji dllezité negenetické - epigenetické zmeény
(zmény v expresi genl).

Mohou vsSak téz plsobit jinak na geneticky material: zplsobovat amplifikaci
gend, synergicky pdsobit s viry a zvySovat transformaci. Tyto zmény asi
odpovidaji za ireversibilni ¢ast promoce.

Progresory jsou karcinogeny, nadorové promotory nebo hormony, které
pUsobi na nadorové bunky a preménuji je na maligni. Mohou pUsobit
negenetickeé a geneticke zmény v nadorovych bunkach.




Faktory, které funguji jako nadorovée promotory plsobi jako

mitogeny a inhibitory programované bunécné smrti.

Hormony, rlstové faktory, cytokiny mohou fungovat jako

prirozené nebo endogenni nadorove promotory.

Chemikalie mohou indukovat v bunkach rlizné transdukcni
signaly, které vedou k blokadé kontaktni inhibice

prostrednictvim inhibice GJIC.




Kazda volba bunky zahrnuje epigenetické a negenotoxické mechanizmy,
které mohou ménit expresi gentl na transkripcni, translacni nebo
postranslacni Urovni.

Modulace mimobunécné komunikace bud’ genetickou nerovnovahou
rUstovych faktor{l, hormonUt, neurotransmiterl nebo latkami z vnéjsiho
prostredi (dieta, chem. latky) mize spustit signalni vnitrobunécnou
transdukci. Tyto signaly pak moduluji expresi genli a moduluji téz GJIC
(gap junctional intercellular communication).

V mnohobunécném organismu zahrnuje homeostaticka kontrola regulaci
bunécné proliferace, diferenciace, programované smrti a adaptivni
odpovédi diferencovanych bunék.

Kdyz se oplodnéné vajicko vyviji v embryo, fetus a dospély organismus,
totipotentni bunky jsou smérovany do pluripotentnich kmenovych bunék,
které proliferuji, tvori progenitorové bunky a pak diferencuji, adaptivné
reaguji a hynou apoptozou. Geny jsou selektivné transkribovany nebo
reprimovany béhem diferenciace, bunécného cyklu, zastavy bunécného
cyklu i béhem programované bunécné smrti. VSe jsou to dé€je rizené
epigeneticky.



Hlavni mechanismy charakterizujici
negenotoxickou karcinogenezi

» ovlivnéni mechanismu signalové transdukce

- ovlivnéni exprese onkogent, nadorové supresorovych gend a
gend bunécného cyklu

« aktivace specifickych receptor{
- produkce reaktivnich kyslikovych radikal& (ROS)
- zmény v metylaci DNA nebo v acetylaci histon(

« Zmeény ,gap junctional intercellular communication (GJIC)", .
mezibunécna komunikace zprostredkovana mezerovitymi
spojenimi (gap junction)

« zmény bunécného cyklu

« zmeény proliferace (regenerativni nebo mitogenni)

« Zmeny v apoptoze

« Zmeény v rovnovaze vyustujici ve zmenu obratu bunék ve tkani



Mezibunecne interakce




O

Mezibunécné interakce zahrnuiji

uvolnéni rist modulujicich faktord (hormond, rdstovych faktord,
inhibitord, cytokind, eikosanoidll apod.) do krve (endokrinni regulace)
nebo mezibunécného prostoru - tkanoveé mediatory (parakrinni
regulace)

» odpovedi bunék na slozky bunécnych membran sousednich bunék a
na slozky extracelularni matrix - kadheriny, integriny - dllezité
z hlediska metastatického procesu

» primy prenos signalt (malé molekuly asi 1 kDa) mezi burfikami
prostrednictvim membranovych spojeni, tzv. gap junction GJIC - gap
junctional intercellular communication (homologni nebo heterologni)
vytvareni konexon( z proteint konexin(

Poruchy GJIC mohou vést k deregulaci rlstu a k neoplasii -
negenotoxické mechanismy karcinogeneze




PRENOS SIGNALU

Chovani bunék a rovnovaha v bunécnych populacich jsou regulovany
komplexnim integrovanym komunikacnim systémem, ktery zahrnuje
signaly mimobunécné, mezibunécné a vnitrobunécné.

Zivodi$né burky obsahuji systém proteind, ktery jim umoZfiuje reagovat
na signaly jinych bunék.

Zahrnuje receptorove proteiny na bunécném povrchu nebo uvnitf
bunék (v cytoplasmé nebo v jadre), proteinove kinazy, fosfatazy,
proteiny vazici se na GTP a fadu dalSich vnitrobunécnych proteind, se
kterymi tyto signaly interaguii.




Tri hlavni zplisoby mezibunécné komunikace
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Formy mezibunécnych signalii
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Figure 15-4 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Vazba mimobunécnych signalnich molekul
na povrchové nebo vnitrobunécné receptory
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Figure 15-3. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Zjednodusené schéma vnitrobunécnée signalni drahy
aktivované mimobunécnou signalni molekulou
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Analogie signalnich drah v bunkach
(zjednodusené schéma)
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Analogie signélnich drah v bunkach

( lelni a krizi drahy)
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Zavislost zivocisné bunky na mnohonasobnych
mimobunécnych signalech
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Figure 15-8. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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D Autokrinni signal
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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.




environm. chemikalie, . v L hormony,
léky, zareni mimobunecne rlstové faktory,
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Hlavni epigenetické (negenotoxické)
mechanismy zahrnuté v karcinogenezi




Vyznam GJIC

»gap junctional intercellular
communication®




Vyznam GJIC

« udrzovani homeostazy ve tkanich
- Sifeni signall regulujicich proliferaci a diferenciaci mezi bunkami

Faktory inhibujici GIJIC - umoznuji klonalni expanzi
preneoplastickych bunék

- rUstové faktory (EGF)

« negenotoxickeé karcinogeny, nadorové promotory

- onkogeny - exprese nékterych onkogen( koreluje s redukci GJIC

Faktory stimulujici GJIC
- rlstové inhibi¢ni latky
- latky plsobici protinadorové - retinoidy, karotenoidy, dexamethasone

Vyzkum gend pro konexiny - funguiji jako nadorové supresorové geny -
uplatnéni v terapii



GJIC by mohla byt integrujicim faktorem, ktery propojuje vsechny
teorie karcinogeneze dohromady.

Ma zasadni roli pri udrzovani tkanové homeostazy a existuje rada
dtkazt na podporu jeji zasadni Ulohy v tomto procesu:

« pro vétsinu nadorovych bunék je charakteristicka dysfunkce homo-
nebo heterologni komunikace

» vétSina nadorovych promotor{ inhibuje (reverzibilné) GJIC

- rlstové faktory a hormony maijici nadorové promocni Ucinky inhibuiji
GJIC

« onkogeny jako jsou ras, raf, src mohou snizovat GJIC

 nadorové supresorove geny zvysuji GIIC

- transfekce nadorovych bunek konexinovymi geny obnovuje GJIC
a ristovou regulaci téchto bunék

« “antisense” geny pro konexiny mohou snizovat GJIC

« protinadorové a chemopreventivni latky zvysuji GJIC

- konexinoveé geny funguiji jako nadoroveé supresoroveé geny

» GJIC jsou dllezité pro adaptivni odpovéd’ i apoptdzu



Snizovani GJIC exogennimi chemickymi promotory nebo
endogennimi rlstovymi faktory nebo hormony vyzaduje:

« prekroceni prahové davky
- stalé, pravidelné chronické plsobeni

U vSech znamych epigenetickych a negenotoxickych latek
existuji prahove hodnoty, pod nimiz je bunka schopna
obnovovat svijj plvodni stav bez osudovych disledkl

Rizné typy chemikalii maji své prahové hodnoty pro modulaci
GJIC a cytotoxicitu a takée rlizné zivocisné druhy a rlizné typy
bunék reaguji na tutéz latku rizné.




»,Gap junctions"™ v bunécné homeostaze

Gap Junctions in Cellular Homeostasis

Toxic

Chemicals
\ P Extracellular
- Communication

Translational Regulators

Transcriptional Regulators }-

- Post translational Regulators
Intracellular

Communication

Biological End Points '

N ~ J/ Intercellular

Ce“ (' ........... ?,,':...,) Apoptosis CommUDicaﬁon

proliferation WV ™.
Cell ™ | Adaptive responses of
Differentiation differentiated cells

Fig. 1. Endogenous extra-cellular signals which can trigger various intra-cellular signal transducing mechanisms can either increase
or decrease gap junctional intercellular communication between the cells in a multicellular organism. Growth, wound healing tissue
repair, pattern formation or tissue differentiation, programmed cell death and adaptive responses of tissues occur when either there
is an up- or down-regulation of gap junction function. (Reproduced from Trosko. J.E., Inoue, T., 1997. Oxidative stress, signal
transduction, and intercellular communication in radiation carcinogenesis. In: Dainiak. N., Schull, W.J., Karkanitsa, L., Aleinikova,
O.A. (Eds.), Radiation Injury and the Chernobyl Catastrophe, AlphaMed Press. Ohio. published as a supplement to Stem Cells
15(Suppl. 2):59-67).

Endogenni mimobunécné signaly vybuzujici vnitrobunécné signalni mechanismy
mohou bud’ zvySovat nebo snizovat GJIC mezi burikami. RUst, hojeni ran, organizace

a diferenciace tkani, programovana bunécna smrt Ci adaptivni odpoved’ ve tkanich
jsou zavislé na regulaci funkci GJ.



Model gap junctions
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Small ions and molecules pass through gap junction
channels, but macromolecules cannot.

Connexon 1 Connexon 2

Gap junctional channels are comprised of two connexons.
Each connexon contains six connexin subunits.

FIGURE 1. Model of gap junction particles embedded in the plasma membranes of two adjacent cells.

Gap junction (2-4 nm)jsou prlichodné jen pro malé ionty
a molekuly (1kD). Kanaly se skladaji ze 2 konexonl.
Kazdy konexon obsahuje 6 konexinovych podjednotek.



Kompletace konexinti do ,,gap junctions™
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Figure 2  Assembly of connexins into gap junctions

Cx43 and Cx45, as examples of connexin family members, typically thread through the membrane four times, with the AT, CT and CL exposed to the cytoplasm. Connexin arrangement in the membrane
also yields two exiracellular loops designated EL-1 and EL-2. Six connexins oligomerize into a connexon or hemichannel that docks in homotypic, heterotypic and combined heterotypic/heteromeric
arrangements. In total, as many as 14 different connexon arrangements can form when two members of the connexin family intermix.
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Figure 19-15. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Organizace gap junctions (GJ)

Konexony mohou byt tvoreny
stejnymi (homomericke) Ci
rlznymi (heteromerickée)
typy konexing.

GJ mohou byt ze stejnych typt
(homotypické) nebo rlznych
typ konexon(
(heterotypicke).

2 typy konexinl mohou vytvorit
az 14 rliznych variant sporadani
Gl.
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Proteiny vazici se s konexinem 43 (Cx43)
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V usporadani GJ je pritomna i fada dalSich proteind,
které se primo nebo neprimo vazi k Cx43 a existuje
zde rada specifickych kinaz fosforylujicich Cx43.




Fig. 2 Schematic diagram showing the synthetic pathway
of connexinsg and the assembly route into homocsllular (be-
tween cpithelial cells or between myoepithelial cells) or possi-
Ble heterocellular {between epithelial and myoepithelial cells)
gap junctional {GJ) structures, and their known binding part-
ners. Connexins traffic from the ER to the Golgi. Connex-
ons pinch off in vesicles from the Golgi apparatus and are
transported to the plasma membrane where they align and
dock with other connexons from the neighbonng cell to form
a gap junctional channel. The precise localization and man-
ner of how connexin hinding partners {i.e. Sre, S-catenin, p-
120 eatenin, claudin, occcludin, and tubulin) associate with the
Coterminus of connexin is not clear yet. Optimal mammary ep-
ithelial cell differentiation in a complex tissue environment re-
quires the proper assembly of gap junctional plaques with their
associated proteins in addition to proper cell/ECM interactions
cellfeell adhesion, and soluble factor signaling. BM. basement
membrane.

Syntetické drahy konexint a tvorba
homo- nebo hetero-bunécnych GJ
struktur a jejich partnerské vazebné
molekuly.

Konexiny putuji z ER do Golgiho aparatu.
Vlytvorené konexony jsou transportovany
do plasmatické membrany, kde se sdruzuji
s konexony sousednich bunék a tvori GJ
kanaly.

Optimalni diferenciace savcich epitelialnich
bunék v komplexnim prostredi vyzaduje
regulované vazby GJ utvar{ s dalSimi
proteiny (beta-katenin, klaudin, okludin,
tubulin).

Kromé toho musi byt funk¢ni dalsi vazby
zajist'ujici interakce burika-ECM, adheze
burika-bunka a signaly rozpustnych
faktord.



Usporadani spojovacich bunécnych komplexu

Gap Adherens Tight
Junction Junction Junction

Figure 5 Junctional complexes arranged in a nexus

Gap junctions composed of connexins, adherens junctions consisting of cadherins and tight junctions made up of occluding and claudins are often closely arranged in epithelial cells and share
common binding proteins that scaffold to actin and microfilaments. Binding-protein-mediated cross-talk allows these three junctional complexes to actas a nexus and be governed by some common

regulatory events.

U epitelidlnich bunék jsou rlizné typy spojeni, tj. GJ z konexind{, adherentni
spoje z kadherin{ a tésné spoje z okludint a klaudind, ¢asto blizko sebe a
sdileji stejné vazebneé proteiny spojujici je s aktinem a mikrofilamenty. Vazebné
proteiny zajistuji vzajemné propojeni vsech 3 komplext a umoziuiji jejich
A spolecnou regulaci. m



Uloha ztraty heterologniho typu GJIC
v karcinogenezi

Ohniska nadorovych bunék jak
bez schopnosti (Ia) tak se
schopnosti (Ib) vzajemné
homologni komunikace

Ztraceji schopnost heterologni
komunikace s okolnimi
normalnimi bunkami (II a,b), coz
vede k jejich autonomnimu
selektivnimu prerdstani a
malignizaci.

Heterologni komunikace

Fig. 3. Putative role of the lack of heterologous type of GJIC in
tumorigenesis. Foci of tumor cells without (A) or with (B) capacity in
coupling homologously, that is among themselves, both do not
communicate heterologously with surrounding normal counterparts,
resulting in their autonomous selective outgrowth and malignisation.



Model riistové kontroly prostrednictvim gap
junctions (GJ) - Riistové stimulacni signal

Ristove stimulaéni signal difunduje do sousednich bunék pres GJ a
dosahuje substimulacni urovne

K difuzi signalu nedochazi u bunék postradajicich GJ a je zahajeno
bunécné déleni



Q.
]
(@)

) ()
lmn
2.9
QD n
nll

=
DS
v._wm
O c
nrvnu
>3
o
5%
c o=
o XX
= 1
lm\m}
._m(
oum
-9
3
o <
s .2

’

| difunduje do sousednich bunék pres GJ a

déleni

V4

’

cni signa

\4

ecnému

RUstove stimula
zabranuje bun

fErE

7

| kK bunécnému déleni

aZl

’

Signal se nesifi do bunék postradajicich GJ a doch



Poruchy proliferace,
diferenciace

a apoptozy
h‘ P




Rovnovaha v bunécnych populacich je udrzovana presnou
regulaci procesti proliferace (bunécny cyklus), diferenciace
a apoptozy
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V dané tkani a organu je dllezita:

|
’ ’ ’ (o)

spravna regulace a rovnovaha procesu :
|

/ 1 \ :

|

|

|

|

|

|

Proliferace Diferenciace Apoptoza

Deregulace téchto procest vede k poruse homeostazy
ve tkani a ke vzniku nador(.



Totipotentni kmenova bunka je burka, ktera mtze dat vznik vSem
burikam v mnohobunécném organismu, jako je oplodnéné vajicko nebo
rana embryonalni bunka.

 Brzy po embryonalnim vyvoji, nékteré bunky castecné diferencuji
v pluripotentni kmenové bunky.

« Z nich pak vznikaji rlizné tfidy bunék pro nékolik réznych organd (napr.
slinivku a jatra). Béhem dalSiho vyvoje jsou nékteré buriky omezeny
tak , aby z nich vznikalo jen malo bunécnych typd, stavaji se z nich tzv.
"komitované bunky".

« Konecnym vysledkem komitovanych bunék je produkce terminalne
diferencovanych_bunék (spermie, vajicka, keratinocyty, Cervené
krvinky, neurony atd.).

Iniciovana bunka (nesouci mutace) se mize délit, ale neni schopna
terminalni diferenciace jako normalni kmenova bunka, akumuluji se

klony dysfunkcnich bunek (papilomy, polypy, noduly, enzymoveé zménéné
fokusy).



T/) iniciace
b,

‘l' s @ Iniciovana burika

Model iniciace/promoce/progrese v karcinogenezi. b,, mira terminalni
diferenciace a smrti kmenové bunky; b,, mira smrti, ale nedochazi

k term. diferenciaci iniciované burky; a;,mira buné¢ného déleni kmenovych
bunék; a,, mira bunéného déleni iniciovanych bunek; m;, mira
molekularnich déjli vedoucich k iniciaci (tj., eventualné mutaci); m,, mira
vyskytu druhého zasahu v iniciované bunce.
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Rakovina je proliferativni chorobou

7akladnim dé&jem v Zivoté buriky je déleni. Retéz d&jl, ktery vede k replikaci DNA
a k déleni bunky ma 4 zakladni casti:
1) wvznik signalu
2) rozpoznani signalu
3) prenos signalu
4) odpovéd’
Bunécné déleni hraje klicovou Ulohu v kazdém stadiu vyvoje nador{ a je zcela
ziejmé, zZe zvysena proliferace mlze zvySovat riziko malignity:
dilezita pro fixaci poskozeni DNA,
« usnadnuje mutagenezi (vyskyt a fixace mutaci)
« umoznuje klonalni namnozeni iniciované bunky
« po vzniku dalSich mutaci je na ni zavisly prechod od neolastické populace
k malignité

Kromé toho Ize na malignitu pohlizet jako na poruchu diferenciace, protoze:

- malignita vznika z kmenovych bunék v dlsledku maturacniho bloku

« mUZze dojit k dediferenciaci zralych bunék, které si zachovaly schopnost
proliferace.

Tretim vyznamnym procesem, jehoz poruchy ovliviiuji vznik nador( je
programovana bunécna smrt-apoptoza.



Uloha bunécné replikace v mnohastupnovém procesu
karcinogeneze

CELL CELL -
REPLICATION REPLICATI Clasatarnth
TR P (O stimulus for
p mutated cells

t
DNA lesion RSt F1xat10n of i 9
DNA lesion
CELL
CELL REPLICATION
Clonal growth of REPLICATION

mutated cells

<SS

/ Progression
REPLICATION

CELL
REPLICATION

RS

Progression

Further mutations introduce
growth independence (neoplasia)

Neoplastic cells become
malignant



Ristové faktory

[fos, jun, myc

START

€

Kontrolni bod

G1 faze

Mitoza @ @
Ristové

Afa ktory

Kontrolni boc!®

S faze
@ G2 faze

Bunécny cyklus s kontrolnimi faktory a hlavnimi body prechodu z jedné faze do
druhé. MPF = M-fazi posporujici faktor (p34 a cyclin B); SPF = S-fazi podporujici faktor; START
= bod rozhodnuti pro déleni nebo diferenciaci; E2F = transkripCni faktor zahrnty v syntéze DNA;
p107 = protein pribuzny Rb; p33 = cyklin-dependentni protein kinaza; p53/Rb = inhibicni
proteiny; CDK = cyklin-dependentni kinaza; PCNA = proliferacni bunécny jaderny antigen.
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Poruchy normalné propojenych procesti proliferace a
diferenciace + neprimérena stimulace proliferace (prip.
inhibice apoptdzy) - vznik nadorii

Bunky se stavaji nadorovymi, protoze nejsou schopny
diferencovat v odpoved’ na prislusné vyvojove signaly a tak
ztraceji schopnost zastavit produkci rlistové stimulacnich
faktor(l a aktivovat drahy prenosu signalt rlstovych inhibitor(
produkovanych diferencovanymi bunkami (napr. exprese
receptor{ apod.)

Autokrinni riistova odpovéd’ - autokrinni smycka - burika
exprimuje a je stimulovana rlstovym faktorem, stava se
nezavislou na okolnim prostredi — autonomie



Poruchy v parakrinni regulaci - ovlivnéni produkce rlistovych
faktor( okolnich bunék (fibroblasty, endotelidini bunky, monocyty)
Zmeény regulace exprese (nikoli biochemické povahy) jednotlivych
faktord.

Nadorové bunky produkuji radu rtistovych faktort a cytokint:
* TGFa - transforming growth factor alfa
« basic fibroblast growth factor (bFGF)
« Insulin-like factor
« PDGF - platelet derived growth factor
« TGFp - transforming growth factor beta

Poruchy produkce hormonti — hormonalné zavislé nadory

DuUlezZity aspekt - uplatiuje se interference rliznych produkt(
nadorovych a normalnich bunék!!!



Mechanizmus mitogeneze v normalnich a

transformovanych bunkach

B: Schéma moznych poruch mitogenni drahy
rtistového faktoru u transformovanych bunék:

1) endogenni produkce rlstového faktoru stimulujici
buriku autokrinnim zplsobem. Endogenné
produkované faktory mohou byt sekretovany a
interagovat s receptory pro rlistové faktory na
povrchu nebo aktivovat receptor zevnitr buriky.

2) produkce rlstovych faktord, kterd mize
napodobovat funkéni aktivitu receptoru

3) produkce faktord, které mohou napodobovat
funk¢ni aktivitu regulacni komponenty
vnitrobunécného prenosového systému

A: Schéma mitogenni drahy riistového
faktoru u normalnich bunék:

1) rlstovy faktor,

2) receptor pro rlstovy faktor,

3) vnitrobunécny signalni systém
prenasejici signal od receptoru do jadra.




Vyvoj tkani savcl se uskutecnuje v prostredi regulacnich rlistovych
faktorl (ovlivnéni prezivani, proliferace, diferenciace)

Chovani bunek je ovlivhovano rovnovahou mezi stimulacnimi a
inhibicnimi signaly (nespecifické a specificke).
Hierarchicka struktura vyvoje tkani - obnovnée bunécné populace:
« kozni epitel
- stfevni epitel
« krvetvorné systémy
« zarodecné populace

Kmenove multipotentni bunky (schopné sebeobnovy)

Progenitorove bunky (vice diferencované, ¢astecné schopné déleni)
Zralé terminalné diferencovane bunky (nedélici se klidové burky, v G,
fazi)

Je nutné, aby byla dodrzovana pfisna rovnovaha poctu a typl bunék
v jednotlivych kompartmentech.



O

Rovnovaha (homeostaza) ‘

vysledek plsobeni mnohocetnych zpétnych vazeb




Ristové faktory v hematopoéze

The early acting growth factor which
maximises host defense
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CSF — kolonie stimulujici faktory

pro rlizné typy hemopoetickych
bunék (GM - granulocyty/makrofagy,
M — monocyty, G — granulocyty)
EPO — erytropoetin

IL-3 — interleukin 3 — obecny pro
rané stadium vyvoje

IL-3,-4,-5 — pro specifické rady



Signalni drahy v normalnich bunkach a
jeji

ich mozné abnormality

STIMULATORY INHIBITORY
PATHWAYS Normal cell PATHWAYS

Inhibitor
(“stop” signal)

Growth factor
(“go” signal)

No growth
factor attaches

&

Cell cycle
clock decides
whether cell
should

iferats

DIMITRY SCHIDLOVSKY

EXAMPLE OF
INHIBITORY
ABNORMALITY

EXAMPLE OF
STIMULATORY
ABNORMALITY



Odpovéd’ bunky na rlistové stimulacni a inhibicni

signaly a jeji poruchy v karcinogenezi

GROWTH FACTOR

GROWTH-INHIBITING FACTOR

FACTOR

RECEPTOR

INTRACELLULAR
RELAYS

EFFECT OF MUTATION IN
A RAS GENE

NO .

IGNA ABERRANT
SIGNAL RAS PROTEIN
ISSUES GROWTH

DNA

AR o PROTEIN THAT HELPS
s ¥ CELLS DIVIDE “*aiicivs:

INHIBITING
FACTOR

RECEPTOR

INTRACELLULAR
RELAYS

EFFECT OF MUTATION
IN P53 GENE

TPIr .
" "TRANSCRIPTION L ABERRANT
FACTOR, n P53 PROTEIN

IS UNABLE TO
% e ~ =y, ACTIVATE GENES
NUGLEUS \ Q/ NUGLEUS *
L \
PROTEIN THAT BLOCKS
i CELLS FROM DIVIDING \1

CELL BEGINS TO
REPLICATE EXCESSIVELY

NORMAL CELL REPRODUCES ITSELF (sequence at top) in re-
sponse to stimulation by external growth factors ( green); it
stops dividing in response to inhibitory factors (red, far right).
For either reaction to occur, messages from the factors must
be relayed deep into the target cell (large panels). Many can-
cer-causing genes are abnormal versions of ones that code
for proteins in stimulatory pathways (left panel). The altered
genes, called oncogenes, cause stimulatory proteins to be

PROTEIN NEEDED TO STALL
CELL DIVISION IS NOT MADE

overproduced or overactive. In one example, mutation of a
particular ras gene can lead to synthesis of a hyperactive ras
protein (inset at left). Many other cancer-related genes code
for proteins in inhibitory pathways (right panel) and are of-
ten called tumor suppressors. Damage to these genes can
promote cancer if the defects prevent inhibitory proteins
from being made or functioning properly—as often occurs
when the p53 gene is mutated (inset at right).

JARED SCHNEIOMAN DESIGN




pro - latentni  POZITIVNI/NEGATIVNI RUSTOVA
TGFalfa TGFbeta ~ KONTROLA EPITELIALNICH BUNEK

m @ aktivace
proteolyza \

¢
TGFb
o /

>
7
.

i
g1

Transformace

TGFalfa rlistové stimulacni signal a TGFbeta rlstové inhibicni signal v rovnhovaze = normalni regulace
rtistu. Neoplasticka transformace vznika z poruch v jednom nebo vice nasledujicich bodech:

1) akumulace pro-TGFalfa spojeného s plasmatickou membranou prilehlych bunék poskytujici dlouhodoby a lokalizovany
pozitivni signal;

2) zmény v receptoru pro EGF/TGFalfa vedouci ke konstitutivni aktivaci pozitivnich postreceptorovych drah prenasejicich
signal;

3) amplifikace hladiny TGFalfa mRNA vyust'ujici v pozitivni signal;

4) ztrata schopnosti aktivovat latentni TGFbeta;

5) ztrata receptord pro TGFbeta;

6) zmény negativnich postreceptorovych drah prenasejicich signal. Vyjmenované zmény mohou prispivat k transformaci
epitelialnich bunék nerovnovahou pozitivnich a negativnich rlstovych signald.



Signalni drahy v bunce napodobujici integrované obvody
Aktivace/deaktivace rliznych drah zajistuje rovnovahu mezi proliferaci, diferenciaci
a apoptozou. Jejich deregulace podporuje tvorbu nadord.

INVASIVENESS GROWTH INHIBITION
AND DIFFERENTIATION
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Figure 11.44 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Growth Factor
Receptor

THE TUMOR SURPRESSORS
OMCOPROTEIN NETWORK

Akt promates cell survival by phospho-
rylation of substrates that decrease the
activity of pro-apoptotic of increase
the activity of anti-apoptotic proteins.
Mdmz is only ome of many Akt sub-
strates. Mormally phospho-inositide
3-kinase [Ptdins 3-kinase)-Akt
signaling suppresses psi function.
Phosphorylation of Mdma by Akt
induces Mdmz translecation inte the
nucleus where it binds ps3 and targets
it for protessomal degradation.

The PFTEM tumor suppressor protein
inhibits Ptdins 3-kinase signaling,
including activation of Akt. When
PTEN blacks the Ptdins 3-kinase-akt
signaling pathway, Mdmz is restricted
to the cytoplasm, where it is degraded.
Therefore, PTEN protects ps3 from
Mdmaz, allowing cells to respand to
DMA damage. The pg3/Mdmz auto-
regulatary feedback loap Is not
depicted for clarity. p53 can also
induce PTEN, which may override

the auteregulatory feedback loop
amplifying p53 function and pramoting
a cellular apoptotic response.

14 | Seprember 22, 200G

Priklady dysfunkcnich signalnich drah u nadort

DYSFUNCTIONAL SIGNALING PATHWAYS IN CANCER

THE RE PATHWAY AND RE'S
rd MANY POTENTIAL FUNCTIONS

/s EzF transcription facters regulate the

Vi expression of genes, of which the
products are involved in G1-5 phase

transition. The cell cycle phases are
depicted. Rb regulates EzF-mediated
transcription. Cyelin dependent kinases
(COK 46 and others) regulate Rb. COK
inhibiters (P15, p16, p18, p1g, pai, p7)
regulate CDKs. Molecules in blue are
altered in many wmor types (except
EzFel. Rb may regulate marny processes
such as apoptosis, DNA replication,
CMA repair, checkpoint contral, and
differentiation (in redi). Regulation of
these precesses may be mediated
through E2F or threugh interaction
with one or mare oflﬁc wa factors
with which Rl interacts

Differentiation

Cell Cycle Arrest
by DNA Damage
Checkpoints

GO G1/5 Phase Transition

cell cycle

The Scientist

Seprember 22, 2003

e transcription we—)p [TYIYCEE

Apoptosis

THE MAMMALIAN DNA DAMAGE RESPONSE PATHWAY (DRF)

Proteins are shown at their approximate functienal location. The general
organization of the pathway is accurate, however, some proteins are omitted

for clarity. DNA damage or replication stress activates the DRP, Sensor proteins
(green) sense the damage and activate transducer proteins, such as the kinases
ATM and ATR (yellow). These then transduce signals to other kinases [Chiy

and Chkz) (yellow) or effector proteins (purple) such as ps3, BRCA, Nbs etc.
Effectar proteins regulate cell cycle arrest, apoptosis, transcription, and DNA repair.

The Scientiar | 15



Molekularné biologicka a morfologicka progrese
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Hormonalni
karcinogeneze




HORMONALNE ZAVISLE NADORY

Neoplasie hormonalné zavislych tkani tvori vic nez 32% novée
diagnostikovanych nadord u muz a vice nez 40% u zen.

Hormonalne zavislé nadory (prsu, endometria, prostaty, varlat, stitné
Zlazy, kosti) predstavuiji ojedinély mechanismus karcinogeneze.

Endogenni a exogenni hormony podporuji proliferaci, zvysuji pocet
bunécnych deéleni a pravdépodobnost nahodnych genetickych chyb.

Hormonalni stimulace plsobi v promocnim stadiu a pokracuje
do progresivniho stadia.



Struktura hormond vybuzujicich signal vazbou na

vhitrobunécné receptory:

C,H')OH
( =0
; ; i()H
estradiol testosterone
cortisol
Ili
4o gl-on o
NH;
thyroxine

Figure 15-12 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Lipofilni malé molekuly pronikaji
pres bunécnou membranu a
vazou se na vnitrobunécné
receptory (v cytoplazmeé Ci v
jadre)

OH

OH

vitamin D3

CH3 CH3 CH3 (|—|)
QVA\)W\\\/C&O_
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retinoic acid

Figure 15-12 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition



Superrodina vnitrobunécnych receptoru

DNA-binding
domain
N A c
cortisol receptor

N C
estrogen receptor

N C
progesterone receptor

N=———C
vitamin D receptor

N e
thyroid hormone receptor

N—== . C
retinoic acid receptor

ligand-binding
domain

transcription-activating
domain

HoN

DNA-binding domain
COOH

inhibitory
proteins
(B) INACTIVE RECEPTOR

coactivator

proteins
Iigand (D)
Figure 15-13 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
DNA —
C v
receptor-binding transcription of
element target genes

(C) ACTIVE RECEPTOR

Figure 15-13 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

a) Podobna struktura receptord s vazebnou doménou
b) Receptorovy protein v inaktivni formé vazan na inhibicni proteiny
c) Po vazbé ligandu disociace inh. proteinu a navazani koaktivatoru k transkripci aktivujici

doméné receptoru

d) Trojrozmérna struktura domény vazici ligand bez a s navazanym ligandem. Alfsa helix
(modre) funguje jako vicko zajist'ujici polohu ligandu
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D Odpoved’ indukovana aktivaci
hormonalnich receptort

(A) EARLY PRIMARY RESPONSE TO STEROID HORMONE (B) DELAYED SECONDARY RESPONSE TO STEROID HORMONE

steroid steroid hormone
hmmof]e rs::eptor secondary-response proteins
I o @ PA @
PA 'Y ] ] .. 4 o0
ﬂ ']
| I DNA
steroid-hormone-receptor I
complexes activate primary-
response genes
. } DNA 9? Iﬁ& —
] ] a primary-response a prin_'laryvresponse
protein shuts off protein turns on
@? I‘ﬂ primary-response secondary-response
0 genes genes

induced synthesis of a few different
proteins in the primary response

Figure 15-14 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Polygenni model a biomarkery

Geneticky zaklad hladiny hormont je dilezitym rizikovym faktorem
(polymorfismus metabolickych gen() a dale se uplatiuji rlizné vnéjsi
faktory ovliviujici hladinu hormon( (dieta, fyz. aktivita).

Dllezité je charakterizovat geny odpovidajici za interindividualni rozdily
v hladiné hormon( a zahrnuté v metabolismu a transportu hormon.

Multigenovy model predispozice k nadorim prsu - obsahuje nékolik
genl zahrnutych v biosyntéze, vazbé a transportu estrogend.
Geny endokrinni regulace, dalSi geny - reparace DNA, nadorove
supresorové geny a onkogeny.

BRCA1 a 2 - nadorové supresorové geny - Uloha u nadord prsu a
vajecnikd.



Estradiol a v mensi mire ostatni steroidni hormony podporuji
bunécnou proliferaci, ktera usnadnuje fixaci genetickych chyb.
Zarodecné mutace v prislusnych nadorové supresorovych genech
urychluji transformaci do maligniho fenotypu.
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Stimulace estrogenniho receptoru
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GF — rlstovy faktor, E2 — estradiol, R-E2 — estrogenni receptor,
ERE — responsivni element DNA, AP-1 —transkripCni faktor




Nadory endometria

Zvyseneé riziko vzniku - expozice estrogeny nevyrovnavana progestiny.
Kombinovana antikoncepce estrogenu a vysokych davek progesteronu (od 21 do
28 dne cyklu) snizuje riziko.

Dllezitym rizikovym faktorem je také obezita, ktera ovliviiuje produkci hormond.
Vysoké riziko existuje u samostatné Zijicich Zen a snizuje se s kazdym
téhotenstvim (vysoka hladina progesteronu).

Nadory prsu

Estrogeny mohou indukovat a podporovat rozvoj nadort mlécné zlazy (dikazy u
hlodavci). Riziko - kumulované plsobeni estrogent. Rany nastup menstruace a
pozdni menopauza maximalizuji pocet ovulacnich cykld. Prodlouzena laktace a
fyzicka aktivita mohou pocet cykld redukovat.

Konzumace alkoholu (vice nez 60g alkoholu denné) - linearni vzrlst nadord -
zvySovani hladiny estrogenu v plasmé a hladinu tzv. insulin-like r@stového
faktoru. Primarnim zdrojem estrogenu u Zen po menopauze je preména
androstendionu na estron v tukové tkani.

Nadory prostaty
DUlezita je biosyntéza, aktivace, inaktivace a transport androgend.
Rizikovy faktor je vék a etnicita (zvySeny vyskyt — Africané, Americané)



Exogenni hormony

Existuji rozsahlé vnéjsi zdroje steroidnich hormond.

Hormonalni nahradni terapie (HRT) a antikoncepce.

Antikoncepce zahrnujici estrogen a vysoké davky progesteronu snizuje
riziko vajecnikl a délohy.

HRT mUze zvySovat riziko nadord prsu, ale diikazy jsou mnohdy
protichlidné. Riziko predstavuje zejména u zen s rodinou anamnézou
nadord{ prsu.

Rada pfirodnich latek plsobicich podobné jako hormony (hormon-like)
mlze vykazovat také napr. estrogenni aktivitu.

Poznatky o Uloze hormon( v karcinogenezi vsak neumoziuji jednoduse
resit tento fenomén, protoze to neni tak lehce modulovatelny faktor
jako treba koureni. Jednoduse nemtzeme odstranit nebo snizit
endogenni hormony.

Nove strategie pro detekci a prevenci — biomarkery zvySeného rizika
napr. specificky genotyp a nova chemoprevence.

Antihormonalni terapie (napr. tamoxifen, finasterid) zpomaluje proces
progrese.
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