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Vznik a rozvoj nadort (karcinogeneze, kancerogeneze, tumorigeneze) je slozity proces
podminény genetickymi faktory, které se uplatiiuji v interakci s faktory vnéjsiho pro-
stiedi. U nékterych typti nadora hraje roli dédi¢na slozka (dédi¢né mutace specifickych
gentl), ale rozvoj vétSiny nejcastéji se vyskytujicich nadora ovliviiuje ve velké mire
zivotni styl a faktory vnéjsiho prostiedi.

Nasledujici kapitoly textu doplnéného obrazky vychazeji z aktualnich védeckych po-
znatkll a poskytuji zakladni znalosti o bunéénych a molekularnich mechanizmech kar-
cinogeneze. Popisuji vznik a ulohu mutaci, které méni strukturu a funkce specifickych
gentl tzv. (proto)onkogenil a nadorove supresorovych genti i tlohu telomer pfi tzv.
imortalizaci bunék. K tzv. genotoxickym mechanizmiim se pak pfifazuji mechanizmy
epigenetické a negenotoxicke, které jsou odpovédné za zmény exprese gentl.

V disledku soucinnosti téchto faktort jsou pak ovliviiovany riizné signaly a signalni
dréhy, které reguluji zakladni bunécné procesy jako je reparace DNA, bunécény cyklus,
bunécné déleni, diferenciace 1 buné€nd smrt. Tyto zmény pak moduluji odpovéd’ bu-
nék na fyziologické podnéty 1 pusobeni latek z vnéjSiho prostiedi.

DileZitou tlohu v rozvoji naddorh hraji rovnéz zmény komunikace jak mezi buiikami
tak 1 s mimobunécnou matrix ve tkani. Ty se pak podileji na poruseni homeostazy a na
vzniku metastaz, s nimiz souvisi i proces angiogeneze. Mechanizmy rozvoje nadort a
podil specifickych faktorti je popsan na konkrétnich ptikladech onemocnéni jako jsou
nadory krvetvorné tkané ¢i tlustého stieva a rekta.

Z faktord zZivotniho prostiedi je pozornost vénovana zejména vyzivé a v ni pak lipido-
vym sloZzkam. Jsou popsany detailni dosud zndmé mechanizmy plisobeni esencialnich
nenasycenych mastnych kyselin a jejich metabolitil 1 pfedpokladané ucinky podporuji-
ci ¢i tlumici rozvoj nddort. Pozornost je vénovana rovnéz moznostem prevence nado-
rd, diagnostickym metodam a terapii s ohledem na riizné mechanizmy ptisobeni speci-
fickych chemopreventivnich latek a protinadorovych 1é¢iv véetné vzniku rezistence
nadorovych bungk k terapii.

Informace obsazené v souboru nejsou zdaleka vycCerpavajici a nemohou pokryt velkou
komplexnost dané problematiky. To pfedpoklada jejich dalsi doplnovani samostudiem
rozSifujicim znalosti v danych tématech. K tomu ptispiva piehled doporucené literatu-
ry vcetng piehledovych ¢lank.



1. NADOROVE ONEMOCNENI, UVOD A ZAKLADNI POJMY

Pacienti trpici nadorovym onemocnénim (rakovinou) se citi jako napadeni néjakou neznamou
mimozemskou silou. Ve skute¢nosti vSak toto onemocnéni vzniké z nasi vlastni tkdn¢. Existu-
je fada dikazi, ze nador je obecné odvozen od jedné buiiky, ktera se dramaticky méni po

sérii genetickych zmén.

Zdrava bunika ma definovany tvar a strukturu a prosperuje mezi usporadanymi okolnimi bun-
kami. Odpovida na podnéty ze svého okoli a dava vznik dcefinnym bunkam jen tehdy, jestlize
rovnovaha stimulac¢nich a inhibi¢nich signalt z okoli upfednostni bunéné déleni. Avsak v
procesu replikace DNA a dé€leni existuje stala hrozba vzniku mutaci, nahodnych zmén, které
mohou tento regulacni cyklus porusovat. Jedna mutace mize zpUsobit, Ze burika, kterd vypada
normalné a je méné citlivd na vngjsi signaly se mize piilezitostné zacit nekontrolovand d¢lit.
Akumulace genetickych zmén v disledku genetické nestability mize zptsobit, ze se dcefina

burika stane zcela hluchou k externim signalim a vykazuje znaky malignity.

Znamena to, Ze bunika ztraci pfesny tvar a hranice, nereaguje na ristove inhibi¢ni signaly a
ziskava schopnost nekontrolované se délit. Vznikajici masa nejen stlacuje a poskozuje zdra-
vou tkan ve svém sousedstvi, ale mize dale prekonavat bariéry jednotlivych organi a me-

tastazovat, coz znamena, ze kolonizuje vzdalené tkané. Nador se stdva zhoubnym (malignim).

Nadory vznikaji z nas$i vlastni tkané. AvSak je to nova a abnormalni tkan
v mnohobunééném organizmu, ktera v tomto organizmu nema fyziologickou funkci a
roste neregulovanym zpusobem. Predstavuje geneticky podminény abnormalni prirustek
bunécné tkanove hmoty klonalniho charakteru. Jeho rast neni v koordinaci s riistem okolnich

tkani a rovnovaznym stavem organizmu.

Studie v pribéhu nékolika desitek poslednich let znamenaly velky pokrok v identifikaci nej-
hlubSich zikladi celého procesu vzniku a rozvoje nadorového onemocnéni, tj. téch na

bunééné a molekularni Grovni.

Ve skuteCnosti pojem ,,rakovina‘ odpovidé vice nez sto formam této choroby. Témét vSechny
tkané v té€le mohou podlehnout tomuto onemocnéni. Asi 30 triliont bunék v normalnim zdra-
vém organizmu zije ve slozitém vzajemné propojeném svazku a vzajemné reguluje své cho-
vani véetné proliferace (déleni). Vzajemna spoluprace bunék zajistuje, ze kazda tkan téla udr-

zuje svou odpovidajici velikost a architekturu.



Nadorové buiiky naopak nici toto schéma, stavaji se hluchymi k obvyklé kontrole proliferace
a vytvareji si svlj vlastni vnitini program reprodukce. Krom¢ toho maji jest¢ nebezpecnéjsi
vlastnost - schopnost migrovat a tvofit masu ve vzdalenych castech téla. Nadory z takovychto
bunck se stavaji ¢im dal agresivnéjsi a jsou letalni, jestlize rozrusuji tkdn€ a organy dulezité
pro pieziti organizmu jako celku.

Ukéazalo se, ze nador vznika ze spole¢né bunky, ve které byl - vétSinou desitky let pred vzni-
kem viditelného nadoru - zahajen program neregulovaného déleni. Maligni transformace
(pfeména) buiiky probiha pres akumulaci mutaci ve specifickych tiidach genu. Pravé

tyto geny mohou poskytnout kli¢ k porozuméni procest v kofenech lidské rakoviny.

Existuji dvé tiidy gend, které dohromady tvoii jen malou ¢ast celé genetické vybavy, ale hraji
hlavni ulohu v zahajeni procesu tvorby nadoru. Ve své normalni konfiguraci ¥idi Zivotni cyk-

lus buiiky, tj. sled déja, pri kterych se buiika zvétSuje a déli.

Protoonkogeny podporuji tento rist, kdezto nadorové supresorové geny jej inhibuji. Jestlize
mutuji, stavaji se protoonkogeny karcinogennimi onkogeny, které vedou k nadmérné prolife-
raci. Mutace zpusobuje, zZe protoonkogen vétsSinou poskytuje piilis§ mnoho rast stimulujiciho
proteinu nebo jeho nadmérné aktivni formu. Naopak nadorové supresorové geny piispivaji

k rakoving, jestlize jsou inaktivovany mutaci.

Pro vyvoj nddoru se musi mutace vyskytnout ve vice rust kontrolujicich genech. Zménéné
formy jinych tfid geni se pak mohou také ucastnit na vzniku malignity tim, Ze umozni proli-

ferujici bunce byt invazivni a dostat se do jinych ¢asti téla.

V normalni bunice je rovnovaha stimula¢nich a inhibi¢nich signali peclivé regulovana,
protoZe to souvisi s regulaci buné¢ného cyklu, ktery je rozhodujici pro bunéc¢nou proliferaci
a diferenciaci. V nadorové bunce je v disledku zmén v signalnich drahach organizace bunéc-

ného cyklu narusena.

Burika je vybavena také zpétnovazebnimi mechanizmy, které mohou pusobit proti neobvyk-
lym zménam v procesu bunécného déleni. Patii k nim napt. apoptdéza, schopnost buiiky spa-
chat za urcitych podminek ,,sebevrazdu®, tj. jestlize jeji zékladni komponenty jsou poruseny
nebo jestlize je jeji kontrolni systém deregulovan. Tak ptlisobi napt. poskozeni chromozomalni
DNA. V tomto procesu se Ucastni také specifické geny napt. p53 nebo bcl-2. Mutace téchto
genl pak zplsobuji poruchy apoptoézy. Bylo zjisténo, Ze neschopnost apoptézy piispiva ke

vzniku nadord a k jejich rezistenci k terapii.



Druhym obrannym mechanizmem proti neustalé proliferaci je vestavény bunécny mechani-
zmus, ktery sé¢ita a limituje celkovy pocet déleni buiiky, buiika starne a hyne. Molekularnim
nastrojem tohoto scitani jsou segmenty DNA na koncich chromozomu tzv. telomery. Ty se
pii kazdém d¢€leni zkracuji, a kdyz dosahnou kritické délky, dochazi k starnuti a krizi. Jestlize
tento scitaci systém funguje v nddorové bunce tadné, jeji nadmérna proliferace je prerusena
predtim, nez je nador pfili§ velky. Aktivaci genu, ktery koduje enzym telomerazu, ktery neni
u veétSiny normalnich bunék aktivni, ale funguje v nadorovych bunkéch, vsak dochézi
k obnové telomerickych segmentt a to umoznuje buiice se nekoneéné¢ mnozit, tj. stat se ne-

smrtelnou.

VétSinou trva desitky let nez se v prekarcinogenni populaci nasbird dostatek mutaci
k malignimu rustu. U nékterych jedinct je vSak tato doba siln¢€ zkracena. To je vysvétlovano
dédi¢nosti nékterych genii zpusobujicich rakovinu. Jestlize rodiCovska zarodecnd buika
obsahuje mutaci, tak u potomka je tato mutace pfitomna ve vSech bunikach téla a pravdépo-

dobnost vzniku nadoru je vysoka.

1.1 HISTORIE

Historie nadorového onemocnéni zacala popisnymi (epidemiologické) poznatky a spada do
konce 18 stol. V r. 1775 byla popsana rakovina Sourku u kominikt a souvislost onemocnéni s
vyskytem Skodlivin v sazich. V r. 1848 byl pozorovan zvyseny vyskyt rakoviny prsu u jepti-
Sek a vysloven pravdépodobny piedpoklad souvislosti s bezdétnosti a nekojenim. V r. 1902
byla objevena souvislost RTG paprskil a vzniku rakoviny. Pocatkem. 20. stol. byl popsan

rovnéZ rodinny vyskyt nadord.

Pro poznani pfi¢in nadorového onemocnéni mél velky vyznam v r. 1910 objev viru Rousova

sarkomu, kterym lze infikovat a prenaset nador u kufrat.

Postupné se rozvijela odvétvi, ktera zasadnim zplsobem pfispéla k poznani mechanizmu
vzniku a rozvoje nadorového onemocnéni. Diky studiu nddorovych virli a metodam pienosu
DNA (transformace, transfekce) byly poznany protoonkogeny, onkogeny i nadorové supreso-
rové geny. Biochemie umoznila studium onkoproteint, jejich lokalizace, interakce. Bunécna
biologie, molekularni biologie a genetika ptispéla ke studiu molekularnich mechanizmu fidi-
cich rust bun¢k, bunééné déleni, Kk izolaci, charakterizaci, cilena expresi a funkénim testim

eukaryotickych gent.

Pojem ,,rakovina“ odpovida vice neZ sto formam této choroby. Téméf vSechny tkané v téle

mohou podlehnout malignité. Asi 30 triliond bun¢k v normalnim zdravém organizmu zije ve



slozitém vzajemné propojeném svazku, regulujic vzajemné svou proliferaci. Tato spoluprace
buné¢k zajist'uje, ze kazda tkan téla udrzuje svou velikost a architekturu. Nadorové bunky nao-
pak nici toto schéma, stavaji se hluchymi k obvyklé kontrole proliferace a vytvaieji si sviij
vlastni vnitini program reprodukce. Kromé toho maji jeSté nebezpecnéjsi vlastnost - schop-
nost migrovat a tvorit masu ve vzdalenych castech téla. Nadory z takovychto bun¢k se stavaji
¢im dal agresivnéjsi a stavaji se letalni, jestlize rozrusuji tkan€ a organy dulezité pro preziti

organizmu jako celku.

1.2 NAZVOSLOVI

Nazev rakovina je ekvivalentem anglického ,,cancer* a némeckého ,,der Krebs* a v uz§im
smyslu je ndzvem pouze pro karcinomy (nadory epitelidlniho piivodu). Nazev je odvozen od
feckého slova karkinos - rak nebo onkos — krab. Véda o nadorech se pak nazyva onkologie a
onkologicka onemocnéni jsou ekvivalentem nadorovych onemocnéni. Pro proces vzniku a
rozvoje nadorového onemocnéni se uziva oznaceni karcinogeneze, kancerogeneze, onkoge-

neze nebo tumorigeneze.

= MUTACE - dédi¢na geneticka zména v buiice (vznikd bodovou mutaci, deleci nebo
inzerci jednoho ¢i vice nukleotidi, amplifikaci segmenti DNA, inverzi, translokaci
nebo ziskanim ¢i ztratou chromozoému). Zakladem je zména genetického materialu

Vv burnce, nikoli zména v jeho expresi.

= EPIGENETICKA ZMENA je zména v genové expresi beze zmény v sekvenci DNA

nebo genetického obsahu bunky (zejména zmény metylace DNA a acetylace histont).

= INICIOVANA BUNKA je mutovana buiika se schopnosti stat se nadorovou nebo

maligni.
= BENIGNI NADOR je lokalni rozriistani iniciované busiky.

= MALIGNIi (ZHOUBNY) NADOR je nador se schopnosti vristat do tkani a rozifo-

vat se do vzdalenych mist.

= Termin NEOPLASIE (novy riist) se pouziva pro cely rozsah benigniho i maligniho

chovani bunék.
Kritéria déleni nadoru

a) podle miry nebezpeci je délime na benigni a maligni:



= Benigni nadory pfipominaji zralou tkan, ale bunky se neimérné namnozi. Jsou

ostfe ohrani¢eny od okolni tkané.

= U malignich nadori se buiky vraceji do embryonalniho stadia, vykazuji rtiz-
né stupné€ zralosti, infiltruji do okolnich tkani a krevni nebo lymfatickou cestou

se dostavaji do vzdalenych mist, kde tvofi sekundarni nddory — metastazy.
b) podle tkang, kde vznikaji (tab. 1)

= karcinomy,

= sarkomy,
= Jeukémie,
= lymfomy,
= blastomy.
Tab.1 Zakladni Klasifikace nadori
Vychozi tkan Zralé benigni buiiky (nezhoubné) Nezralé maligni buiiky (zhoubné)
. ovrchovy apilom karcinom
epitel P y [P .
zlazovy adenom adenokarcinom
kolagenni fibrom fibrosarkom
tukové lipom liposarkom
Poii chrupavka chondrom chondrosarkom
ojivo
kost osteom osteosarkom
Sval myom myosarkom
Cévni angiom angiosarkom
Krvetvorna lymfaticka mononukledza? leukemie lymfom, myelom
. |centralni gliom glioblastom
Nervova - .
periferni ganglioneurom pargangliom neuroblastom maligni paragangliom
. L, gonadoblastom seminom dysgerminom
Zarodecna
teratom zraly teratom nezraly

1.3 VZNIK A ROZVOJ NADOROVEHO ONEMOCNENI

Podle teorie ,,nadorové kmenové buiiky“ je nador obecné odvozen od jedné bunky, ktera se
dramaticky méni po sérii genetickych zmén. Zdrava bunka ma definovany tvar a strukturu a
prosperuje mezi usporddanymi okolnimi buiikami. Odpovida na podnéty ze svého okoli a da-
va vznik dcefinym buiikdm jen tehdy, jestlize rovnovéha stimulacnich a inhibi¢nich signala

zZ okoli uptfednostni bunééné déleni.



Avsak v procesu replikace nebo déleni existuje stala hrozba vzniku mutaci, nahodnych zmén,
které mohou tento regulacni cyklus porusovat. Jedna mutace mize zpuisobit, Ze buiika, kterd
vypada normaln¢ a je méné citliva na vnéjsi signaly se mlize pfilezitostné zacit nekontrolova-
n¢ délit.

Akumulace genetickych zmén v diisledku genetické nestability mize zpusobit, ze se dcefina
buiika stane zcela hluchou k externim signdlim a vykazuje znaky malignity. Burika ztraci
presny tvar a hranice, nereaguje na ristove inhibicni signaly a ziskava schopnost nekontrolo-

vané se deélit.

Vznikajici masa stlaCuje a posSkozuje zdravou tkan ve svém sousedstvi a miize dale prekona-

vat bariéry jednotlivych organt a metastazovat, coz znamena, ze kolonizuje vzdalené tkane.

Vétsina benignich i malignich nadort je slozena z heterogenni smési dediferencovanych bu-
n¢k vzniklych z jediné buiiky. Epidemiologické studie piedpokladaji, ze nadorové onemocne-
ni je zpiisobeno kombinaci faktorii genetickych a faktorii okolniho prostiedi. Vyskyt je ovliv-
nén prostiedim (polutanty, expozice chem. latkam, viry), Zivotnim stylem (koufeni, alkohol),
vyzivou (pifitomnost antioxidacnich faktort, vitamint, vlakniny, tukl). Pfedpoklada se, ze
vznik a rozvoj zejména n€kterych typit nadorovych onemocnéni je az z 80% ovlivnén faktory
prostiedi. Zbyvajicich 20% je pficitano dédicnym slozkam a spontdnnim mutacim.

Pribéh onemocnéni je velmi rizny. Lisi se podle typu nadoru, véku pacienta i zptisobu 1éceni.
Zhoubné nadory jsou u lidi velmi Casté, v civilizovanych zemich jsou na druhém mist€ pticin
umrti. Nadory vSak trpi i jiné Zivo€isné druhy. MySi maji téméf vSechny typy nadord, které
nalézdme u clovéka, a proto jsou Casto vyuZzivany v experimentalni oblasti. Jinak nadory na-

chazime i u driibeze, kocek, psi, opic, plazli a dokonce i hmyzu.

Vznik a rozvoj nadorového onemocnéni — karcinogeneze (kancerogeneze, ontogeneze,
tumorigeneze) — je vicestupnovity proces, ktery je vysledkem interakce genetickych a epi-
genetickych zmén vyskytujicich se hlavné u kmenovych a prekursorovych bunck riznych

typt.. Za vyvoj nadoru jsou zodpovédné
1) genetické zmény — mutace

2) epigenetické zmény ovliviujici expresi genil (pfedev§im zmény metylace DNA a ace-
tylace histoni a dale ovlivnéni mechanizmii pfenosu signalti regulujicich bunéény
cyklus, proliferaci, diferenciaci a smrt bun€k apoptdzou, inhibice mezibunééné komu-

nikace atd.).
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Zakladem celého procesu karcinogeneze je indukce mutaci, tj. faze iniciace. Dochazi ke
zménam  genetického materidlu  buniky, které nevratné méni normalni buiku
v preneoplastickou. Ve fazi rozvojové - promo¢ni dochazi k preferovanému klonalnimu
rustu preneoplastickych nebo neoplastickych bunék po pusobeni tzv. nadorové promocnich
podnéti (regenerace po odstranéni ¢asti bunééné populace nebo po smrti buné€k, ristové sig-
naly, pisobeni vnéjsich signalti — latky z diety, chemické a a fyzikalni faktory). Faze je zpo-
¢atku vratna, pozd¢€ji nevratna. Piechodna faze konverze ¢i transformace zahrnuje zmény
fenotypu a vznik maligniho klonu.

Progrese piredstavuje pozdéjsi faze vyvoje nadoru a je charakterizovana akumulaci dalSich
mutaci, zejména zménami poctu chromozomil a jejich piestavbami, coz je spojeno se vzrus-
tajici rychlosti proliferace, invazivitou a vznikem metastaz. Dochazi tak k nevratnému pie-

chodu preneoplastické populace v neoplastickou, z benigniho do maligniho stadia (obr 1-1).

Mnohostupiovy proces karcinogeneze

[ Promoce ] [ Progrese ]

Mutageny Negenotoxické Genotoxicke
Radiace karcinogény + negenotoxicke
Virusy... - faktory

Genotoxicita

v

© ©@

Normalni . Iniciovand —
burika burika

—_— r-1a_li;|r|' —_ IIIVEIZF
nador Metastazy

T T | T T

Aktivace proto-onkogend
Inaktivace nadorove supresor. gend
Inaktivace antimetastat. gen(

Obr. 1-1 Mnohostupniovy proces karcinogeneze

Nadorové onemocnéni vznika v zasadé poruSenim homeostiazy na tirovni bunék a bunéc-
nych populaci. Homeostdza v tkdnich je udrzovana integrovanym systémem komunikac-
nich mechanizmu (mimo-, vnitro- a mezibunéénych) a reguluje chovani bun¢k piedevs§im

s ohledem na schopnost proliferace, diferenciace, adaptivni odpovédi a apoptozy.
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Iniciované preneoplastické buniky jsou udrzovany v latentnim stavu v disledku pisobeni
téchto "ptirozenych" regulacnich mechanizmti. V podptrné (promocni) fazi rozvoje nadort se
uplatiiuji latky ptsobici negenotoxickymi (nebo epigenetickymi) mechanizmy, které zpu-
sobuji zmény chovani bun¢k v disledku deregulace zminénych procest. Zasahy, které vedou
ke zménam v expresi genii a k porucham homeostazy se odehravaji v butnice na riznych
urovnich a riznymi mechanizmy.

Zakladnimi znaky nadorové populace jsou pak zejména ztrata kontaktni inhibice a kon-
troly riistu, ztradta schopnosti terminalni diferenciace, ztrata schopnosti apoptdzy a snizeni

nebo inhibice mezibunééné komunikace.

1.4 MECHANIZMY KARCINOGENEZE, BUNECNA TRANSFORMACE
Mechanizmus karcinogeneze zahrnuje piimé interakce s DNA a zmény v expresi
genu. Zatimco iniciace a progrese zahrnuji strukturalni zmény v DNA, promoce je charakteri-
zovana nestalymi zménami v proliferaci iniciovanych bunék a jejich potomstva a reverzibil-
nimi zménami v genové expresi. Strukturdlni zmény genomu iniciované bunky jsou kvalita-
tivné odliSné od zmén v progresivnim stadiu. V iniciaénim stadiu dochdzi k jednoduchym
zdméndm bazi nebo malym delecim v kritickych genech, zejména tzv. protoonkogenech, coz
staci k pfeméné normalni buiiky v iniciovanou. V progresivnim stadiu dochdzi k velkym

zménam v genomu, jako jsou chromozomalni translokace, delece, inzerce a amplifikace gent.

Ptitomnost jedné nebo vice iniciovanych bunék v tkdnich s urcitym stupném replikace
je obecnym jevem. K fixaci iniciované buiiky je tfeba alespoii jedno kolo bunééného dé-
pozadi, kontaminace potravin, latky v ovzdusi), je mnoho zdroji spontanniho vzniku inicio-
vanych bunék. Takové pozadi iniciovanych buné€k je pak zdrojem pro neoplastické poruchy,

které se vyvijeji po chronickém plisobeni promocnich latek (obr 1-2).
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Obr. 1-2 Iniciace a promoce

Abnormality v karyotypu, které jsou znakem progresivniho stadia, Se mohou vyskytovat
v populacich s rychlosti proliferace prevysujici normal, tedy takovych, které jsou ve stadiu
promoce a obzvlaste, jestlize jejich genom je jiz zmeénén mutaci. Tak se ob& "geneticka" sta-
dia karcinogeneze - iniciace a progrese - mohou vyskytovat nahodile a mezistadium promoce
(indukované exogenné nebo endogenn¢) mliZe slouZit k realizaci potencidlu pro neoplasticky

vyvoj téchto spontannich procesu.

Zména genetické informace v buiice je obecné nazyviana bunéénou tranformaci. Mize
vzniknout spontanné nebo je indukovana viry, chemickymi latkami nebo fyzikalnimi faktory.
Transformované buiiky se 1i$i od normalnich bun€k v metabolickych a ristovych vlastnos-
tech, v pozadavcich na ristové faktory a vyzivu, na fyzikalni podminky rtstu, kultiva¢ni po-
vrch (mohou rist i v tfirozmérné forme), 1isi se v antigennich vlastnostech, morfologicky atd.

Nemusi vsak nutn¢ tvofit nadory v organizmu.

Maligni transformaci pak nazyvame pfeménu buniky s normalnimi riistovymi vlastnostmi na
buriku s vlastnostmi buiiky maligni (zhoubné). Burika ztraci schopnost produkovat nebo od-

povidat na specifické rastové signaly (tj. rastové faktory a inhibi¢ni faktory) nebo na né od-
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povida jinak, ¢i produkuje vlastni odlisné signaly (transformujici rustové faktory), (obr. 1-3).

SETTING THE STAGE
FOR CANCER

1Y

W

Obr. 1-3 Postupné zmény pii transformaci normalni buriky v nadorovou (The Scientist. 2003 : 26.)

Normalni bunky rostou v umélé kultufe in vitro spofadané v jediné vrstvé a jejich mnozeni se
zastavi, kdyz pokryji dno nadoby. Existuje u nich tzv. kontaktni inhibice rustu. Tuto vlast-
nost nadorové bunky postradaji, rostou potad dal i pfes sebe, chovaji se chaoticky a neuspota-

dané. Nadorové buriky jsou "nesmrtelné", to znamena, Ze je 1ze neomezené mnozit (obr. 1-4).

contact-inhibited
monolayer of
normal cells

growth medium

multilayer of
uninhibited
cancer cells

plastic tissue-culture dish
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Obr. 1-4 Ztrata kontaktni inhibice v bunéné kultute (Figure 23-25. Molecular Biology of the Cell,
4th Edition)

Denzitné zavisla kontrola ristu transformovanych buné¢k muize byt poruSena ztratou zavis-
losti na koncentraci nebo ptitomnosti pozitivnich rastovych faktort séra. U negativnich fakto-
ri mize byt tato kontrola naruSena bud’ ztratou schopnosti transformovanych bunék tyto inhi-
bitory produkovat, nebo ztratou schopnosti na né reagovat. Je tedy narusena takto realizovana

negativni zpétna vazba.

Kontrola riistu normélnich savéich bun¢k zahrnuje interakce fady nespecifickych i specific-
kych rastovych signala. Pfi maligni transformaci dochazi ke zménam v produkci i pfijmu spe-
cifickych rstovych signalt zprostiedkovanych proteiny v roli ristovych stimulatortit nebo
inhibitord. Tyto podnéty protiptisobi nebo plsobi aditivné. Riist je tedy vyslednici interakce

pozitivnich a negativnich signalu.

Zmény v produkci a pfijmu pozitivnich a negativnich signald, které jsou vysledkem ptisobeni
karcinogennich Cinitelll na geneticky material buniky, mohou byt startovaci silou dalsich fyzi-

ologicko — morfologickych zmén.

Dereprese nespravnych genovych sekvenci vede pak procesem kaskadovitych katastrof k roz-

voji Siroké skaly zmén a je velmi t€zké definovat zménu primarni.

Existuje mnoho stupiii a Grovni, na kterych miize byt riist ovliviilovan. Je to kombinace pfi-
mych a nepfimych mechanizmi, tj. priniku regula¢nich ristovych faktorti do buné&k za sou-
c¢asn¢ho uvolnéni vnitrobunéénych medidtori modifikujicich a zprostfedkujicich rozsiteni

rustového signalu v bunkéach.

Nékteré zmény chovani transformovanych bun€k maji uzky vztah k membranovym vlast-
nostem, coz se projevuje v komunikaci bun¢k, pfedevs§im ve snizené schopnosti komunikace
pomoci mezerovitych spojeni (gap junction) - viz dale. Maligni zmény mohou byt dale spo-

jeny i se ztratou specifity komunikace.

Muze tedy existovat mnoho trovni vzniku nekontrolovaného nadorového ristu. Poznani
téchto urovni regulace se jevi jako hlavni smér poznani pfi¢in nekontrolovaného rustu u jed-

notlivych typt naddort.

Ztrata produkce ristovych inhibitori a reaktivity na né a ztrata pozadavku na ristové
faktory u maligné transformovanych bunék jsou ziejmé primarni déje v procesu malig-

ni transformace onkogennimi viry, chemickymi karcinogeny a zarenim.
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Teorie onkogeneze obsahuje koncept autokrinni ristové deregulace, zastavené diferenciace a
imortalizace. V souvislosti s poznanim, ze v onkogennim procesu jsou stejné dilezité ztrata
negativnich signali a indukce pozitivnich signalli, byly identifikovany naddorové supresorové
geny a onkogeny. V posledni dob¢ je kladen diiraz na novou tfidu onkogend, tzv. represory
apoptozy. Je velmi pravdépodobné, ze vSechny lidské typy rakoviny zahrnuji mechanizmus
potlaceni apoptdzy. V souvislosti s tim se objevil i termin ,,anti - cellular senescence factors*,

tj. faktory plisobici proti starnuti burky.

Kontrolni otazky k tématu:

= Jak lze charakterizovat nadorovou tkan?

= Jak se lisi benigni a maligni nador?

= Jaky je rozdil mezi mutaci a epigenetickou zménou?

= Jaké zékladni faze rozeznavdme v procesu karcinogeneze a ¢im jsou charakterizovany?
= Jaké jsou zasadni rozdily mezi inicia¢ni a promoc¢ni fazi?

= Ve kterych fazich a jak se rozhoduje o pokra¢ovani nadorového procesu?

= Jaké jsou zakladni znaky naddorové populace?

= Co rozumite pod pojmem bunécna transformace a maligni transformace?

= Jak je v zasad¢ zajistovana rovnovaha (homeostaza) v bunéénych populacich?
= V jakém smyslu se z hlediska ristovych signalit méni nddorova populace?
=V jaké tkani vznikaji karcinomy a v jaké sarkomy?

= Vyjmenuj faktory, které mohou zpusobit iniciaci burky.

= Co znamen4 kontaktni inhibice rastu bunék?
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2. MUTACE

2.1 VYZNAM MUTACI U NADOROVYCH ONEMOCNENI

Mutace je definovéana jako kvalitativni nebo kvantitativni zména v genetické informaci
obsazené v DNA. Je povazovana za nevratnou (ireverzibilni) zménu a miize byt indukoviana
fyzikalnimi, chemickymi ¢i jinymi faktory.

Mutace mohou vznikat na urovni genit nebo chromozomii. Jeden specificky gen miize byt
zménén pridanim, ztratou nebo zaménou jedné baze. Protein kédovany timto genem pak mutize

byt zménén s ohledem na strukturu a funkci (obr. 2-1).
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Obr. 2-1 Genetické zmény a disorganizace chromozémii v nadorovych buikach (Van Noorden C.J.F.
et al., American Scientist 1998 : 130)

Jestlize mutace zahrnuje zménu v poctu chromozoému v buiice (nondisjunkce, polyploidizace),
tak potom, i kdyz jednotlivé geny jsou normalni, jejich poCet mize narusit jejich funkci.

Zmény v uspofaddani chromozému zpiisobené deleci nebo translokaci ¢asti jinych chromozo-
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mu také mohou zpiisobit jak mutace gent, tak abnormalni expresi genli umisténych na tako-
vémto chromozomu.

Neni pochyb, Ze mutace hraji u nadorovych onemocnéni dilezitou tlohu. Jak onkogeny a
nadorové supresorové geny tak i abnormalni chromozdémy a pocty chromozdémi jsou spojeny

s nadorovymi bunikami (obr 2-2).

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

PATERNAL
CHROMOSOME
ACTIVATING MUTATIONS INACTIVATING MUTATIONS
,MUTATED GENE a MUTATED GENE
MUTATED GENE YIELDS ABNORMAL MUTATED GENE YIELDS NO
PROTEIN OR TOO MUCH PROTEIN PROTEIN OR AN INACTIVE FORM
,NORMAL GENE NORMAL GENE
N S
HEALTHY GENE YIELDS
NORMAL PROTEIN IN
NORMAL AMOUNTS
Cell continues
to function properly
b MUTATED GENE

v
Cell proliferates excessively Cell proliferates excessively

Obr. 2-2 Geny se dédi v odpovidajicich parech (Cavence E.K. and White R.L., Scientific American
1995 : 50)

Jako mutageny mohou pusobit rizné chemické latky i fyzikalni faktory (napf. ionizujici ¢i

UV zafeni), ale i viry, které indukuji v buiikach mutace. Kromé toho mohou dédi¢né mutace
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(Xeroderma pigmentosum, Wilmsav nador, albinismus atd.) pfeduréovat jedince k uréitym
typim nadort.

Dutlezité je, uvédomit si, Ze mutagenita se nerovna Kkarcinogenité. Ze studii vyplyva, ze
ackoliv mutageny maji vysokou pravdépodobnost byt i karcinogeny (84 %), mize dochazet k
faleSnym predikcim, protoze fada nekarcinogennich latek jsou rovnéz mutageny. Naopak také
mnoho nemutagennich chemikalii mize byt karcinogenni.

Chemikalie jsou oznacovany jako karcinogeny, jestlize v exponované lidské populaci je vyssi
frekvence nadorii nez v neexponované populaci nebo jestlize se objevuji nadory u zvirat, kte-
rym byla chemikalie podavana.

Existuje také tada latek ¢i faktort, které funguji jako kokarcinogeny, tim, ze napf. zvysuji
hladiny bunéénych enzymd, které aktivuji karcinogeny.

Antikarcinogeny se zase chemicky vazi na karcinogen, odbouravaji jej, tltumi enzymy aktivu-
jici karcinogeny nebo obsadi cilové misto (kompetitivni inhibice).

Mutace jsou vysledkem rtiznych typt mechanizmui. Nékteré bodové vznikaji nasledkem chyb
v reparaci poskozené DNA pii replikaci DNA s nereparovanymi poSkozenimi. Na druhé
stran¢ nékteré mutace mohou vzniknout pii replikaci normalni DNA s defektivhi DNA po-
lymerazou nebo normalni DNA polymerazou, ktera je inhibovana.

Zmény v poctu chromozémii jsou pravdépodobné zplsobeny faktory, které neovliviuji pii-
mo DNA, ale ovliviiuji molekuly zodpovédné za segregaci chromozomii béhem bunééného
déleni. Chromozomalni prestavby jsou pravdépodobné zptsobeny jak faktory poskozujicimi
DNA, tak i jiné enzymy nutné pro jeji stabilitu.

Mutace jsou nejen znakem nadori, ale jsou také zasadni pro jejich vyvej. Normalni frek-
vence mutaci 107-10® /nukleotid/bunééné déleni. Zvysena frekvence mutaci podporuje Kar-
cinogenezi. Molekularni techniky dnes umoziuji zkoumat lidsky genom od chromozému az
po sekvence nukleotidii a odhalovat tak stale vice a vice mutaci v nadorovych bunkach.
Genom nadorovych bunék je nestabilni a tato nestabilita vyustuje v kaskddu mutaci,
Z nichz nékteré umoznuji nadorovym buiikam obejit regulacni procesy, které kontroluji loka-
lizaci buniky, jeji d€leni, adaptaci a smrt. Geneticka nestabilita je manifestovana velkou hete-
rogenitou bunék v kazdém nadoru. Kromé toho se u nadorti vyviji rezistence k chemoterapeu-

tikim.
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2.2 POSKOZOVANI A REPARACE DNA

Kazdy nadorovy fenotyp obsahuje specifické mutace v kritickych genech. Tyto mutace vzni-

kaji bud’ kopirovanim nereparovanych poskozeni v DNA nebo chybami béhem syntézy
DNA (obr. 2-3).

How genetic mutations evolve into genomic instability
phenotypes and cancer

Clonal selection

Chromosome Instability (CIN)

Altered chromosome structure and numbers,
continuous karyotypic change

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

Obr. 2-3 Spojeni genotoxického stresu a genomové nestability (Jefford Ch.E., Irminger-Finger 1., Crit
Rev Oncol/Hematol 2006 : 1)

Soucasné studie predpokladaji dva hlavni mechanizmy vzniku mutaci v nadorovych buiikdch:
= deficit v reparaci DNA (kopirovani nereparovanych poskozeni v DNA nebo chyby bé-
hem syntézy DNA)

= deficit v rozdelovani chromozomui pri bunécném déleni

Zdrojem nepiesnosti pii replikaci DNA jsou chyby vzniklé pti DNA polymeraci (tj. kvalita
DNA polymeraz a souvisejicich ,,proofreadingovych* procesii) a chyby v systémech reparace
DNA. Chyby purifikovanych DNA polymeraz in vitro se pohybuji od 5000 pro polymerazu
beta, ktera syntetizuje kratké tiseky po 10 mil. pro polymerazu delta a eta Gcastnici se replika-
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ce DNA. U nédorii nebyly prokazany defekty v DNA polymerazach, ale byly prokazany de-
fekty ve dvou hlavnich systémech reparace DNA.
a) Nukleotidova excizni oprava (,,nucleotide-excision repair — NER) — s ni spojena
nestabilita (,, NER-associated instability” — NIN)
b) Oprava Spatného parovani (,,mismatch repair — MMR) - s ni spojena mikrosateli-
tova nestabilita (MIN) (obr. 2-4)

ﬁ—-
error in newly | BINDING OF MISMATCH
made strand | pPROOFREADING PROTEINS

DNA SCANNING DETECTS
MutS MutL | NICKIN NEW DNA STRAND

STRAND REMOVAL

REPAIR DNA SYNTHESIS

Obr. 2-4 Oprava Spatného parovani bazi (Figure 12.8c. Weinberg R. A., The Biology of Cancer (©
Garland Science 2007))
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V bunééné DNA dochazi ke stalému poskozovani a resyntéze. DNA je poskozovana jak envi-
ronmentalnimi tak endogennimi zdroji. Mnoho z téchto latek jsou mutageny a fada z nich 1
karcinogeny. Poskozeni DNA chemikdliemi spada do dvou kategorir:

a) ty, které produkuji velké rozsdhlé adukty a jsou reparovainy excisi nukleotidit a

b) ty, které zpiisobuji malé zmény reparované excisni reparaci bazi, jako napr. alkylacni

¢inidla, ktera pridavaji metyl- a etylskupiny do nukleotidii.

Bylo prokézano, ze kromé& chemikalii existuje fada pFirodnich latek v potravé, které také
mohou poskozovat DNA. Konzumace téchto latek je pravdépodobné daleko vyssi nez expozi-
ce prumyslové produkovanymi chemikaliemi.
Bunééné metabolické procesy rovnéz produkuji reaktivni chemické produkty se schopnosti
poskozovat DNA a tak produkovat spontanni mutace. Dokonce i voda ma schopnost posko-
zovat DNA, kdyz zpusobi hydrolyzu glykosilickych miistkl a tvorbu mutagennich abazickych
mist. Odhaduje se, ze kazda burika je kazdy den podrobena 10 000 depurinaci. PoSkozeni
DNA reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS) se vyskytuje piiblizné se stejnou frekvenci a
poskozené baze napt. 8-0x0-deoxyguanosine narusuji kod. Ackoliv je deaminace cytosinu na
tymidin méné Casta, zptsobuje zménu sekvence nukleotidii. Vzhledem k vysoké frekvenci
poskozeni je pravdépodobné, Ze vyznamna ¢ast poskozeni unikne reparaci a produkuje muta-
ce béhem replikace této nereparované DNA DNA polymerazami. Tyka se to zejména drob-
nych zmén. Rozsahlé adukty je obtizné obejit a indukce mutaci zavisi na indukci dalSich me-
chanizmt zahrnujicich chybnou syntézou DNA.
Nukleotidové sekvence v bunééné DNA jsou udrZovany v homeostatické rovnovaze, kdy

rust poskozeni DNA nebo sniZeni reparace vedou ke zvySené frekvenci mutaci (obr. 2-5).
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MNereparovana poskozeni DINA

Obr. 2-5 Faktory vedouci k akumulaci mutaci v nadorovych bunkach (Loeb K. R. and Loeb L. A.,
Carcinogenesis 2000 : 379)

Obrovské mnozstvi chromozomalnich aberaci a heterogenita nadorti predpokladaji, ze nado-
rové buiiky jsou geneticky nestabilni. K této nestabilité prispivaji v zasadé a nezavisle dva
prekryvajici se mechanizmy:
a) vznik mutovaného fenotypu nadorovych bunék zaloZeny na vzristajicim poc¢tu chyb
v syntéze DNA béhem replikace. Tyto chyby vznikaji v disledku mutaci v DNA po-
lymeréazach, takze vnaseji chyby nebo mutaci v DNA reparacnich proteinech, které
jsou tak defektni. Nékteré z téchto mutaci nastavaji v genech dutlezitych pro udrzovani
genetickeé stability
b) akumulace mutaci zaloZena na postupnych vinach klonalni selekce. Tento model vy-
tvoril na zakladé analyzy sekvence chromozomalnich aberaci v nadorech Nowell v r.
1976 (obr 2-6).
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initiating mutation
000000F000000000000000

FIRST CLONAL EXPANSION

second mutation

OOOOGOGG@GGmwmwGGOOOOO

~106 cells ————ni

SECOND CLONAL EXPANSION
thlrd mutation

OOOO?GGGG SO0 OO®

~106 cells —————si
THIRD CLONAL EXPANSION

fourth mutation

OOOOGGbGGGG -------------- $SO00000

~106 cells ——
/ FOURTH CLONAL EXPANSION

Obr. 2-6 Hromadéni, selekce a klonalni expanze mutaci (Figure 11.12. Weinberg R.A., The Biology of
Cancer (© Garland Science 2007))

2.3 MIKROSATELITY

Bylo zjisténo, ze velké mnozstvi mutaci (napf. az sto tisic u nadoru kolonu) se nachazi v tzv.
mikrosatelitech — repetitivnich sekvencich mezi geny. Nyni se ukazuje, ze repetitivni sek-
vence jsou i uvnitt gent a jsou u nadorovych bun¢k zkracovany nebo prodluzovany s vysokou
frekvenci. Tak dochazi patrné k inaktivaci nadorove supresorovych genii béhem rozvoje nda-
dorii. Vysoka hladina nestability mikrosatelitll se vyskytuje zejména u tzv. HNPCC — dédicny
nepolyp6zni nador kolonu. Dédi se zde mutace v jedné alele genli zahrnutych v opravé ne-
spravnych spojeni v DNA ("mismatch repair”) a dochazi s vysokou frekvenci ke ztraté druhé
divoké alely. Lokus zodpovédny za HNPCC byl zmapovan do oblasti 2p16 a 3p21. V roce
1993 poprvé navrzeno, ze HNPCC muze souviset s defekty MMR a bylo potvrzeno, ze ,,0d-
povédnymi* geny jsou MSH2 na chromozému 2 a MSH1 na chromozému 3. MSH2 a MSH1
odpovidaji za 90% vrozenych mutaci HNPCC, dalsi jsou PMS1, PMS2 a MSH6.

U jinych nédort, u kterych dochdzi k expanzi nebo deleci repetitivnich sekvenci, je sniZzena
reparace DNA zpusobena metylaci spole¢né s redukovanou expresi nékterého z genti pro
"mismatch” reparaci. Na nestabilit¢ mikrosatelitd se ve velké mife podileji ROS, takze se

uvazuje o terapeutickém vyuziti latek pasobicich jako antioxidanta.
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Nadory vykazujici nestabilitu mikrosateliti obsahuji ¢asto zmény v délce repetitivnich sek-

venci uvnitf fady gent spojenych s nadory jako je APC, IGF, TGF-beta,h/MSH3, hMSH6.

2.4 CHROMOZOMALNI NESTABILITA

Geneticka nestabilita nadorovych bun¢k se projevuje nejen na urovni nukleotidu vznikaji-
cimi bodovymi mutacemi, ale také na urovni celych chromozému translokacemi, delece-
mi, amplifikacemi a aneuploidii. Oba typy nestability vedou k mutantnimu fenotypu pro-
stfednictvim zménéné exprese proteintl, funkci nebo efektem genové davky.

Amplifikace (zmnoZeni) genti. Témét vSechny nadory prsu a vajecnikl studované s vyuzitim
srovnavaci genomové hybridizace obsahuji fadu zmén v poctu genovych kopii. Genova am-
plifikace se objevuje u nékterych typti nadorit vysSich stadii a mize souviset s rezistenci
k chemoterapeutikiim (N-myc, erb a ras). Amplifikace se objevuji v pozdnich stadiich maligni
transformace, jsou spojeny s agresivné rostoucimi nadory a signalizuji nepfiznivy prognostic-
ky vyvoj.

Aneuploidie, zména v poctu chromozomii, je vlastnosti fady nddort. Protoze kazdy chro-
mozom obsahuje tisice gent, je udivujici, ze zmény v poctu chromozoému jsou slucitelné s
viabilitou buné¢k. Specifické chromozomalni vymény se vyskytuji ve vysoké frekvenci a jsou
detekovany v urcitych nadorech. Obecné existuje pozitivni korelace mezi poétem chromo-
zomalnich zmén v nadoru a malignim potencidlem tohoto nadorového onemocnéni.

Je vSak pomérné malo znamo o tom, jak se aneuploidie vyviji nebo o selektivnich vyhodach
jaké piinasi nadorim. Aneuploidie mize vzniknout fragmentaci chromozémd, translokaci,
amplifikaci nebo nondisjunkci. Progresivni rist aneuploidie je ranym pocatecnim déjem ve-

doucim ke genetické nestabilité a je nezavisly na akumulaci jinych typt mutaci (obr. 2-7).
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Obr. 2-7 Potencialni mitotické cile vedouci k aneuploidii (podle Sen S., Curr Opin Oncology
2000 : 82)

Predpoklada se, ze nejdiive vznikaji tetraploidni mezistupné po defektni mitéze nebo endore-
duplikaci. Po pfechodné zastavé mitézy v pritomnosti poskozeni vieténka, jsou nékteré nado-
rové bunky schopny obnovit buné¢ny cyklus vstupem do dalsiho kola syntézy DNA, coz vede
k endoreduplikaci. Pocinaji si tak zejména bunky, které postradaji funkéni produkty gent
kontrolujicich ptechod faze G1/S jako jsou p53, pRb, pl16, p21 i buiiky se zvySenou expresi
onkogenu myc. Uloha defektnich kontrolnich mitotickych bod@ pii vzniku aneuploidie viak
neni jesté zcela jasna
Piedpoklada se, Ze existuji dva zakladni mechanizmy vzniku genetické nestability (obr. 2-
8):
*  Mechanizmus zahrnujici mutace v genech pro opravu nespravnych spojeni DNA (mis-
match) a manifestuji se nestabilitou mikrosatelitii. Je zapotrebi mutace v obou aleldch.
= Mechanizmus manifestujici se fragmentaci chromozomii nebo duplikaci ¢i deleci ce-
lych chromozomii. Staci pouze jedna mutace, protoZe fenotyp nestability chromozomii

ma dominantni charakter.

S X 22>
Target Mutator Genes
T -
cilové mutatorové geny
" ] n " |
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Hopair " DNA | Double 1 | Segregation
Strand 1 1
Paly:marasu : Repair : Amplification
I ' : Nucleotide :
I Recombination; Metabolism
1 1 I Genes i
: i I I I
: A
A v \ v v
Microsatellite Chromosomal
Instability Losses+Alterations
Nestabilita mikrosatelitii Ztraty a zmény chromozomfi

Obr. 2-8 Ruzné drahy vedouci ke vzniku mutovaného fenotypu nadorové buiky (Loeb K. R. and Loeb
L. A., Carcinogenesis 2000 : 379)
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Dulezitym procesem pii vyvoji nadord je rovnéz ztrata heterozygotnosti (,,lost of hetero-
zygosity*“, LOH). Burnky, které nesou jednu mutovanou alelu nadorového supresoru, ztraceji
deleci velkou ¢ast chromozomu, ktery nese funk¢ni alelu. V oblastech s vysokou frekvenci
LOH Ccasto lezi geny nadorovych supresort. Bunky, které nesou jednu mutovanou alelu nado-

rového supresoru (napf. retinoblastoma- RB gen), ztraceji funk¢ni alelu (obr. 2-9).

cell lacking any
functional Rb

gene copies
S phase e Gzand M = o segregation of o P, .
chromosome l phases of chromatids at l ’
' replication b cell cycle end of mitosis -‘ o} o}
] c——— ‘ \ + " OR ! +

w— mutant - o mitotic J - - -

Rb allele . recombination | || 5/ l '

heterozygosity retention of loss of
atRb locus Rb heterozygosity Rb heterozygosity
in daughter cells in daughter cells

Obr. 2-9 Ztrata heterozygotnosti (Figure 7.8. Weinberg R. A., The Biology of Cancer (© Garland
Science 2007))

Predpoklada se proto, ze mutovany fenotyp je manifestovan pravdépodobnéji nestabilitou
chromozému nez bodovymi mutacemi. Souvisi to v§ak s tim, Ze chromozomalni zmény jsou
daleko snadnéji detekovatelné nez ndhodné bodové mutace.

S riistem poctu mutaci pfispiva ke genetické nestabilité jev klonalni selektivity. Jak se nador
rozrusta, stietava se s fadou piekazek omezujicich jeho rust. Je to vliv okolnich tkani, omeze-
na vyziva a pfistup kysliku, potieba rtstovych faktorii, nedostatecné zasobovani krvi atd.
Kazda z téchto prekazek miize byt prekondana v disledku mutaci, které poskytuji rastovou
vyhodu a ustanovuji novou klondlni populaci. Za kazdym kolem selekce dochazi také ke

vzniku dalSich mutaci (obr. 2-10).
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Obr. 2-10 Vyvoj nadoru zalozeny na selekci mutovaného fenotypu (Loeb K. R. and Loeb L. A., Carci-
nogenesis 2000 : 379)

Diky genetické nestabilit¢ dochdzi béhem ¢€asu k akumulaci mutaci bud’ v gametach nebo
somatickych buinikach. Somatické nebo dédicné genetické zmény zahrnuté v genetické nesta-
bilité postihuji funkce jako je reparace DNA a kontrolni body bunééného cyklu a mitézy, coz
pfedchazi zvySenou telomerazovou aktivitu. Somatické buiiky vSak vyZaduji pro rozvoj nado-
ru jesté dysfunkci tzv. ,,gatekeepers®. Mutace umoznujici genomovou nestabilitu jsou v game-
tach i somatickych buiikéach selektovany.

,,Gatekeepers® jsou recesivni geny, které piimo reguluji (limituji) rast nadort bud’ inhibici
jejich rlstu nebo indukei jejich smrti.

,,Caretakers“ jsou geny, jejichz inaktivace navozuje genetickou nestabilitu a ta pouze nepfi-
mo indukuje rast nadorit zvySovanim mutacni rychlosti.

Geny jako jsou APC, ¢i p53 funguji zaroven jako ,,gatekeepers® i ,,caretakers®.
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2.5 KONTROLNi BODY BUNECNEHO CYKLU, APOPTOZA A MUTOVANY
FENOTYP

V eukaryotické burnce existuji kontrolni body, které zastavuji replikaci DNA a umoznuji repa-
raci. Pri mutaci genii kontrolujicich napr. prechod G1/S bunécného cyklu je umoznéna repli-
kace nereparované DNA a vysledkem je zvysend mutageneze.

Zmény v nacasovani fazi bunééného cyklu poskytuji dalsi mechanizmus pro vznik mutované-
ho fenotypu. V pribéhu bunééného cyklu existuje né€kolik kontrolnich bodii, kde je monito-
rovana reparace poSkozeni pied vstupem do ndsledujici faze (obr. 2-11). Pii aktivaci se v
téchto bodech cyklus pfechodné zastavuje, aby mohla byt poskozeni reparovana. Eliminace
téchto kontrolnich bodu vede k vyvoji mutovaného fenotypu. Napt. mutace v p53 zplisobuje
absenci kontroly poskozeni DNA a umoziiuje nadorové buiice replikovat tuto poskozenou
DNA a akumulovat mutace v dcefinnych bunkach, coz vede ke genomové nestabilité. V pri-
pade vzniku nereparovatelného poskozeni se normalné spousti apoptoza, kterd zabrani rozsi-
Feni mutact (obr. 2-12). Rada nadorti viak obsahuje mutace, které zpoZzd’uji nebo zabraiiuji

apoptoze a tak podporuji preziti geneticky nestabilnich malignich bun¢k (obr. 2-13).

entrance into M | | anaphase blocked if
blocked if DNA chromatids are not

replication is properly assembled y v p .
not completed on mitotic spindle Kontrolni body poSkozeni DNA:

G1 faze: vstup do S faze je

AM) blokovan pFi 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
mitotickeho vrreténka

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

Obr. 2-11 Kontrolni body bun&tného cyklu (Figure 8.4. Weinberg R.A., The Biology of Cancer (©
Garland Science 2007))
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Obr. 2-13 Proteiny spoustéjici nebo blokujici apoptozu (Figure 9.27¢. Weinberg R.A., The Biology of
Cancer (© Garland Science 2007))
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2.6. GENETIKA vs. ENVIRONMENTALNI FAKTORY

Pri vzniku nadorii piisobi dva typy mechanizmii - environmentalni faktory a genetické vybave-

ni jedince.

V nékterych ptipadech je primarni environmentélni faktor, ktery zpisobi vznik nadoru u

"normalniho" jedince. Avsak i v tomto piipad¢ jsou zasazeny geny, protoonkogeny a nadoro-

ve supresorové geny. Kromé toho existuji dalsi geny, které mohou zpiisobit vétsi ¢i mensi

citlivost (susceptibility) jedince k environmentalnim faktortim.

.....

karcinogeneze, m¢ly by existovat geny, které:

a)

b)
c)

bud’ chrani, nebo predisponuji protoonkogeny nebo nadorové supresorové geny k ak-
tivaci nebo inaktivaci,

selektivné podporuji nebo suprimuji riist a expanzi iniciované bunky,

zabraniuji nebo zvySuji moznosti ziskdni genetické/epigenetické nestability iniciované

buiiky, které zapticinuji jeji malignitu.

Piikladem jsou n¢které lidské dédi¢né syndromy (obr. 2-14):

Albinismus

Jedinci s timto syndromem nemaji melaninovou pigmentaci, ktera chrani kizi nebo
o€i pred Skodlivymi u¢inky UV zafeni. Maji normalni reparacni mechanizmy DNA,
ale mnoZzstvi poskozeni je vétsi neZ je tento systém schopen zvladnout. Nereparovana
poSkozeni DNA funguji jako substrat pro vznik mutaci v protoonkogenech nebo nado-
rove supresorovych genech. Syndrom je klasifikovan jako #typ ndchylny ke vzniku na-
dorového onemocnéni. Protoze poskozeni DNA je velké, mnoho bunék umird a smrt
koznich bungk stimuluje tzv. kompenzacni — regeneracni rust bunék preZivajicich.
V tomto procesu pak vznika moznost podpory déleni iniciovanych bun¢k. Klony ini-
ciovanych bunék dale exponované UV vykazuji zvySenou pravdépodobnost dalSich
mutaénich (genetickych) zmén, pfi jejichz hromadéni dochazi k postupu populace bu-
n¢k do progresivniho stadia.

Xeroderma pigmentosum

Geneticky syndrom, ktery také predurcuje jedince k rakoviné kaze, avSak na jiném
principu. Jedinci jsou nositeli genu, ktery neumoziiuje reparovat poSkozeni DNA in-
dukované UV. Vysledkem jsou nereparovand poskozeni DNA, ktera vedou ke smrti
bunék nebo k mutacim. Podobné jako u albin dochazi ke kompenzacni hyperplazii pti

nahradé odumfelé tkané. Iniciovand buiika klize proliferuje, ale nediferencuje. Vytvari
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klon iniciovanych bunék (papilom) citlivy k indukci dalSich genetic-

kych/epigenetickych zmén a k progresivnimu rozvoji.

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

HNPCC (4-5g ) 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, BRCA2¢ 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)" 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

*Five distinct MMR genes are transmitted as mutant alleles in the human germ line.Two MMR genes—MSH2 and MLHT—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 1.

“Ataxia telangiectasia, small number of cases.

“Mutant germ-line alleles of BRCA7 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.

Nine genes have been cloned and at least eleven complementation groups have been d 1strated. 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.

Obr. 2-14 Lidské dédi¢né syndromy zpiisobené dédi¢nymi defekty v reparaci DNA (Figure 12.1.
Weinberg R. A., The Biology of Cancer (© Garland Science 2007))

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

Pii nadmérném puisobeni UV mohou byt postiZeni i “normalni” jedinci. Repara¢ni systém je
pfetizen a vznikd poSkozeni DNA vedouci opét k mutacim a ke smrti bun¢k podobné jako v
ptedchozich ptipadech. Jedinci s vétsi pigmentaci jsou Iépe chranéni pied Skodlivymi G€inky
uv.

Existuje rada environmentalnich faktorii a genii, které predurcuji nebo chrani jedince pred
vznikem nddorii. Existuje fada chemikalii bud’ exogennich (dieta, Zivotni styl, 1é¢iva, polutan-
ty) nebo endogennich (hormony, rustové faktory), které neposkozuji DNA a nejsou mutagen-
ni. JSOU t0 negenotoxicky pusobici latky (faktory), které mohou piisobit jak promocni stimulacit
proliferace iniciované bunky, tak supresi apoptozy. Jedinci, ktefi jsou normalné exponovani a
akumuluji iniciované buniky (coz se normalné déje s ptibyvajicim vékem), ale kteti jsou ex-
ponovani abnormdlnimu mnoZzstvi promoc¢nich latek v téle v diisledku genetického defektu,

jsou oznacovani jako "promotion-prone".

33



Vylouceni piisobeni nadorovych promotoru miize u normdlnich jedincu snizit vznik nadorii
presto, ze dojde k iniciaci. Naopak pravidelna a chronicka expozice dostatecnému mnozstvi
nadorového promotoru zvysuje riziko vzniku nadoru. Podobné jako existuji antiinicidtorové

geny a latky, tak existuji i geny a latky piisobici antipromocné.

Kontrolni otazky k tématu:

= Jak je definovana mutace?

= Na jaké trovni mohou mutace vznikat?

=V jakém smyslu miize byt urCity protein zménén mutaci?

= Jaky je rozdil mezi aktivacni a inaktiva¢ni mutaci?

= Jaké jsou 2 hlavni mechanizmy vzniku mutaci v butikach?

= Poruchy jakych typt reparace DNA jsou zdsadni pti vyvoji nadora?

= Jakou ulohu hraji pfi vzniku mutaci DNA polymerazy?

= Jak vznika genetickd nestabilita a které mechanizmy k ni pfispivaji?

= Co jsou to tzv. ,gatekeeper a ,,caretaker geny?
kuly spojené s jejich regulaci.

= Jakou roli hraje v karcinogenezi apoptoza?

= Co jsou to mikrosatelity a jakou tlohu hraji v nddorech?

= Co je to genova amplifikace a jeji vyznam.

= Co je aneuploidie a co k ni ptispiva?

= Jakou roli hraje ztrata heterozygotnosti u nadorového onemocnéni?

= Vysvétlete pojem klonalni selektivita a jeho vyznam V rozvoji nadoru?

= Které dva zakladni vlivy se uplatituji pii vzniku a rozvoji nddorového onemocnéni?

= Charakterizujte lidské dédi¢né syndromy predisponujici k nadorim zptisobenym UV za-
fenim. - Jaky je mechanizmus vzniku nadorti u takto postizenych jedinct?

=V jakych buiikach se nachdzeji mutace v ptipadé dédi¢nych nadort?
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3. MOLEKULARNI ZAKLADY NADOROVEHO ONEMOCNENI
Béhem poslednich desitek let bylo vénovano velké usili poznani zakladnich molekular-
nich mechanizmt vzniku nadoru. Karcinogeneze zahrnuje postupnou modifikaci fady gent,
kde kazda dalsi zména genu vytvari dalsi fenotypovou aberaci. Existuje fada dikazu pro pri-
marni tlohu poSkozeni DNA v maligni transformaci. Interakce fady karcinogenti s DNA,
souvislost karyotypovych abnormalit s fadou nadorti a dédi¢nost maligniho fenotypu svéd¢i o

muta¢ni etiologii maligni transformace.

Postupné vznikl koncept spole¢ného mechanizmu maligni transformace u rtznych nadort.
Objev genu dilezitych v tomto procesu umoznuje charakterizovat jejich tlohu u dédi¢nych
nadort, popsat fadu genetickych aberaci nutnych pro maligni transformaci a objasiiovat mo-
lekuldrni mechanizmy karcinogeneze. Intenzivni studie téchto gend poskytuji také novy po-

hled na kontrolu bunééného ristu a diferenciace.

3.1 PROTOONKOGENY

Byla jiz objevena Fada geni odpovédnych za vyvoj rakoviny. Na porozuméni maligni
transformaci ma zasluhu zejména Siroka skala diivéjsich praci s onkogennimi viry. Prvni tzv.
onkogen s r ¢ (sarcoma) byl izolovan v roce 1970 z viru Rousova sarkomu u kufat a oznacen
v-src (virus). Virus Rousova sarkomu ma dvé rozdilné ¢asti: ¢ast kodujici proteiny odpo-
védné za replikaci viru a ¢ast kodujici s r ¢ gen umonujici vznik nadort in vivo u kurat.
Normalni kufeci genom obsahuje ptibuzny gen c-src (cellular) (obr. 3-1). Pozdéji se ukazalo,
ze rada retrovirii je onkogennich. Bylo téZ prokazano, ze src neni jednoznacné retrovirovy
gen, ale spiSe téméf presna kopie genu nalezeného ve vSech kufecich buiikach. Tento normal-
ni gen, tzv. protoonkogen je v retroviru modifikovan (aktivovan) tak, Ze ptisobi po pieneseni
do bunck nador (obr. 3-2). Objev s onkogeny piibuznych sekvenci v eukaryotickém genomu
stimuloval usili transformovat normalni butiky DNA stejnym zpuisobem, jaky uzivaji retrovi-
rusy. V fadé laboratofi byly transformovany mysi fibroblasty DNA s rliznych pfirozenych
nebo chemicky indukovanych nador. Ukazalo se, ze msaligni charakter transformovanych
bunék miize byt prenasen defektem pfitomnym v DNA z nadori. Pozitivnich je vSak v trans-

formacnich pokusech asi jen 20 % nadorovych vzorki.
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Obr. 3-1 Virus Rousova sarkomu a jeho Zivotni cyklus (zdroj:

http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/RSV.html)
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Obr. 3-1 Virus Rousova sarkomu a jeho Zivotni cyklus

The Rous sarcoma virus has only 4 genes (bottom panel):

gag, which encodes the capsid protein

pol, which encodes the reverse transcriptase

env, which encodes the envelope protein

src, which encodes a tyrosine kinase, an enzyme that attaches phosphate groups to Tyr residues on
a variety of host cell proteins.

In addition, each end of the RNA molecule has a set of repeated sequences of nucleotides
("R™ and "P") that perform at least two important functions:

o they enable the DNA copies of RSV to insert into the host's DNA and
o they act as enhancers, causing the host nucleus to transcribe the RSV genes at a rapid rate.

murine leukemia virus

i terminal repeats }

Cap—1___| | }-

4 - | 3'

[ e———]
gag pol env

Rous sarcoma virus
Cap I =}

¥ ( ) e o

e | [ ]
{A) qag pol env sre
host cell DNA exon intron region encoding kinase domain
| || ' | B B B | [
5 chicken c-src proto-oncogene ¥
Src
. =

(E) oncogens

Obr. 3-2 Srovnani viru mysi leukemie, viru Rousova sarkomu a inzerce c-src do hostitelské DNA

(zdroj: http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/RSV.html)
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Obr. 3-3 Normalni (a) a transformované (b) mysi fibroblasty (zdroj:

http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/C/CancerCellsInCulture.html)

Protoonkogeny byly v prubéhu evoluce dobie konzervovany a jejich pfitomnost v normal-
nich bunkach vsech vyssich organizmi piedpoklada, ze maji zakladni vyznam v bunééné
fyziologii. Koduji proteiny, které hraji klicovou ulohu na riznych urovnich integrace mito-
gennich signalii nesenych ristovymi faktory a hormony a hraji duleZitou ulohu v regulaci
ristu, diferenciace a apoptozy normdlnich bunék. Jsou-li modifikovany, at na strukturdlni
nebo kontrolni virovni, zacnou se chovat jako onkogeny a podporuji vyvoj nadoru. Tak je
mnoho onkogenti aktivovanymi homology protoonkogenti, které existuji v normalnich bun-
kach. Uméle navozena mutace v onkogenu zpiisobuje deregulaci bunécného ristu, imortaliza-
ci a transformaci in vitro a vyvoj nadort in vivo. Pfi vzniku nadori u zvifat a u ¢lovéka se
uplatiiuji stejné mechanizmy. Tak je mozno transformovat lidskymi onkogeny zivocisné bun-
ky a na nich testovat latky schopné inhibovat expresi nadorového fenotypu.

Protoonkogen Ize tedy definovat jako normdlni bunécny gen zahrnuty v regulaci bunécné
proliferace, diferenciace a apoptozy, ktery, je-li aktivovan, miiZe prispivat k vyvoji malignity.

Jak se rozvijelo porozuméni cest pienosu (transdukce) signald, bylo jasné, ze tyto geny mo-
hou zahrnovat abnormality na kazdém stupni tohoto procesu. Protoonkogen se stane trans-
formovanym bud’ po zméné v sekvenci nukleotidii nebo zméné jeho transkripce a exprese,
takZe bunika produkuje abnormalni protein se zménénymi biochemickymi vlastnostmi ¢i ex-
primuje abnormalné vysoké mnozstvi proteinu. K onkogenni aktivaci dochazi vétsinou: bo-

dovou mutaci, chromozomalni pi‘estavbou nebo genovou amplifikaci.
Protoonkogeny lze délit

a) podle lokalizace jejich produktu na ty, které koduji (obr. 3-4):
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= sekrecni proteiny,

= proteiny bunééného povrchu,
= cytoplazmatické proteiny,

= jaderné proteiny,

b) podle funkce jejich produkta na (obr. 3-5):
= rustové faktory,
= receptory pro rustové faktory,
= cytoplazmatické proteiny — protein kinazy a G-proteiny,

= jaderné proteiny.

®
° ®
Riistové faktory ® Receptory
EGE pro ristové faktory
+TGFa . 'eq'élFJ-R
-TGFB e g
.IGE Tyrozin kinazy .PDGE-R

src, abl

G-protein

Protein
ras, rev —»

kinaza C

Jaderné protonkogeny

myb
myc
fosjun

Geny pro rdstové
faktory

Obr. 3-4 Ptenos signali a ristova regulace v eukaryotickych buiikach. Jsou zndzornény reprezentativ-

ni protoonkogeneny v signdlnich drahdch.(podle Miller D.M. et al., Amer J Med Sci 1990 : 59)
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Obr. 3-5 Onkogeny a nadorové supresorové geny. Hlavni funkcni skupiny onkogennich proteinii (ble-

deé modra) a jejich pravdepodobna vnitrobunécna lokalizace. Nadorove supresorové geny jsou ozna-

ceny cervené. (podle Rey I. et al., Fundam Clin Pharmacol 1990 : 401)

Protoonkogeny reguluji replikaci DNA a pienosy signali pies své riizné proteinové pro-

dukty. Znamé produkty onko- a protoonkogenii spadaji do nékolika funk¢énich skupin a jsou

oznacovany tfemi pismeny (ptiklady uvedeny v zavorkach):

= rustové faktory (sis, hst)

= receptory pro rustové faktory (erb B, fms, kit) a tyrozin kindzy (src, fgr, fcs)

= na membranu vazané analogy proteinti vazicich guanosin trifosfat - GTP (ras)

= cytoplazmatické serinové a treoninové kinazy (mil, mos, raf)

= jaderné proteiny fungujici jako aktivatory transkripce (myb, myc, fos, jun)

Clenové jednotlivych tiid vykazuji zvy$enou expresi u Fady lidskych nadori a tato exprese

pak prispiva k tfadé¢ nadorovych vlastnosti, jako jsou zvysend bunécna proliferace, invaze

a metastazy.

3.2 RUSTOVA STIMULACE A INHIBICE

Mnoho protoonkogenti kéduje proteiny majici vztah k rustové stimulaénim signalim pie-

chazejicich z vnéjsiho prostiedi do nitra buiiky. Riist buniky je deregulovany, jestlize mutace

V protoonkogenu zpiisobici trvalou aktivaci ristove stimulacni drahy. Toto souvisi se signdly,
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které si navzajem predavaji buiiky v tkanich. Jedny bunky uvolnuji ristové faktory, (glyko)
proteiny, které se pohybuji mezi buitkami a po vazbé na vhodny receptor na povrchu jinych
bun¢k vyvolavaji kaskddu dé&ja, které prendsi tento signal pies cytoplasmu az do jadra.
V jadie pak proteiny nazyvané transkripéni faktory odpovidaji tim, ze aktivuji fadu geni, kte-
ré pomahaji bunice prochazet bunéénym cyklem. Podobné funguje i pienos rastoveé inhibi¢ni-

ho signalu.

Stimulace bunék ve fazi Go po piisobent ristovych faktorit nebo hormonu vede k vzrastu vni-
trobun&éného pH, volného Ca?* a aktivaci fady protein kinaz. Je to ¢aste¢né vysledek rozkla-

du PIP, (fosfoinositoldifosfat) a otevieni Ca?" kanali indukované aktivitou tyrozinkinazy

spjaté s receptorem. Pak dochazi k velkému vzristu aktivity protein kindz zavislych na
cAMP. Vysledkem aktivace této kaskady je pfechodna exprese (béhem nékolika minut) né-
kterych produktl jadernych protoonkogenii jako myc, fos a jun, které primo ovliviiuji tran-

skripci.

Je znamo, Ze vyvoj a udrzeni jistych typa lidskych nadort jsou ptisné zavislé na pritomnosti
specifickych ristovych faktorti. Jedna z protinadorovych strategii tak sleduje identifikaci ras-
tovych faktord a hledani jejich antagonistti. Napft. buiiky lidského melanomu exprimuji ,,plate-
let-derived growth factor — like* (PDGF) protein, ktery stimuluje inkorporaci *H-tymidinu
(ukazatel syntézy DNA) do lidskych fibroblastl. Jiné tzv. ,growth-like* faktory
s transformujici aktivitou jsou napfi. epidermalni ristovy faktor (EGF), transformujici riistovy

faktor (TFQG) alfa, fibroblastovy rustovy faktor (FGF) atd.

Zmény receptoru pro rustové faktory jsou jinou cestou aktivace onkogeni. Tak v-erb-B je
zménéna forma receptoru pro EGF a v-fms pro kolonie stimulujici faktor (CSF-1). Asi polo-

vina znamych produktii onkogent jsou protein kinazy.

Zminéné geny mohou byt aktivovany riznym zpisobem (obr. 3-6). Geny pro ristové fak-
tory mohou byt aktivovany bud’ mutacemi, které vyuastuji ve zvySenou expresi nebo na se-
kre¢ni urovni. Receptory a cytoplazmatické signalné transdukéni proteiny jsou vétSinou akti-
vovany strukturdlnimi mutacemi, které dovoluji vyvoj ristové autonomie. K maligni trans-
formaci je potieba koordinovana zmeéna v fad¢ zasadnich genli. Ackoliv napf. zvySend expre-
se H-ras je schopna zvysit bunécnou proliferaci, neni tento gen sam schopen indukovat ma-

ligni transformaci.
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Obr. 3-6 Tii zpusoby aktivace a zmény protoonkogenu v onkogen (Figure 23-27. Molecular Biology
of the Cell, 4™ Edition)

Po ucinku polypeptidovych rustovych faktorti nebo steroidnich hormonti dochazi k expresi
jadernych protoonkogeni jako jsou c-myc, c-fos, c-jun, c-myb. Jsou to tzv. geny rané od-
povédi (immediate early genes) a jejich produkty jsou proteiny vazici se na DNA a fungujici

jako tzv. transkrip¢ni faktory, které reguluji transkripci pozdnich gent.

Jaderné protoonkogeny jsou vetsinou aktivovany zvysenou expresi, ktera mize byt indukova-
na ruznymi zpusoby: translokaci (Burkitt lymphoma), inzerci retroviru (spiSe v experimental-
nich systémech) a amplifikaci gent. Amplifikace — pritomnost vice kopii genu - je obecnym
mechanizmem aktivace jadernych protoonkogenii a byla pozorovana u rady ndadoru. Ptitom-
nost nebo absence amplifikace c-myc ma napf. prognostickou hodnotou u malych plicnich

nadort. U neuroblastomu urcuje amplifikace n-myc agresivitu maligniho fenotypu.

Mutace protoonkogenu vedouci k transformaci mizeme funkéné rozdélit do dvou tiid (obr. 3-
7):

a) ziskani funkce (gain-of-function), kde aktivita protoonkogenu vzrusta a ma za nasle-

dek abnormalni nebo nadmérnou rastovou stimulaci;

b) ztrata funkce (loss-of-function), ktera vede k inaktivaci represorové slozky, ktera

normalné negativné ovliviiuje bunéénou proliferaci (nddorove supresorové geny).
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V obou pripadech je vysledkem nadmérna stimulace rustu. Produkty onkogenti pak preme¢-

nuji cestu mitogenniho signalu tak, ze ud¢€li buiice konstitutivni ristovy stimul.
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\ \ / 7 4
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econd \ \ l / /

mutation mutation e =
eyvent event - —

S—l

Inactivate inactivates | — e
tumor econd geng - e

#F \

T

Suppressor / .. effect of
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tumor suppressor gene,
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Obr. 3-7 Geny kritické pro vyvoj nadort spadaji do dvou jasné rozlisitelnych kategorii: dominantni

a recesivni (Figure 23-24. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.)

3.3 NADOROVE SUPRESOROVE GENY

Bunééné déleni je stimulovano fadou signall, jako jsou rastové faktory, hormony apod., ale je
ovlivilovano i1 negativni regulaci. Existuje fada gend, které plisobi proti funkci onkogeni
a hraji tlohu v zastavé abnormalni bunécéné proliferace. Jsou to tzv. nadorové supresorové
geny. Piedpoklada se, ze v n¢kterych ptipadech je to pravé ztrata funkce téchto genti, co zpu-
sobuje vyvoj rakoviny. Napf. pii vyvoji retinoblastomu po ztrat¢ obou alel genu RB na

13 chromozému. Produkt genu reguluje expresi specifickych genti zahrnutych v mitogenezi
(obr. 3-8).
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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

Obr. 3-8 Sest zptisobi ztraty zbyvajici dobré kopie nadorové supresorového genu (Figure 23-29.
Molecular Biology of the Cell, 4th Edition)

Podobné¢ jako rastové faktory podporuji bunéény rist, na jeho Gtlumu se podileji antiprolife-
racné pusobici molekuly, které predstavuji vyznamné téma zejména pro protinadorovy vy-
zkum. Napt. TGF beta je z rodiny dimerickych proteint, které kontroluji rist a diferenciaci
fady bunécnych typii a mohou mit jak riistové podplrnou, tak ristové inhibi¢ni funkci v za-
vislosti na bunééném typu a podminkach. TGF beta stimuluje proliferaci bunék mesenchy-
malniho pivodu indukci exprese c-sis protoonkogenu, ktery koduje PDGF-like protein. Nao-
pak inhibuje proliferaci bun¢k epitelidlniho ptivodu, endotelidlnich bunék, B lymfocytt a ty-
mocytl a u fady bunéénych typt indukuje diferenciaci. U endotelidlnich bun€k ovlivnénych
TGF beta je redukovana exprese EGF receptoru s vysokou afinitou a tak buika neni schopna
odpovidat na mitogenni signal EGF. Zatimco buiky retiny jsou normalné citlivé k antimito-
gennimu pusobeni TGF beta, buitky nadoru (retinoblastomu) neexprimuji TGF beta receptory
a tak unikaji negativni kontrole. Dal§im endogennimi antiproliferaénim proteinem je napf.

interferon (IFN) gamma.

3.4 VYZNAM PRO TERAPII
Studie riiznych protoonkogenii ukazuji, jak rtizné genetické zmény mohou vyustit v ex-
presi aberantnich riistovych signalt nebo, v pfipadé nadoroveé supresorovych gent, v utlumeni

ristove inhibiénich signalu (obr. 3-9).
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Nekontrolovany rist komunikace Nekontrolovany rist

Obr. 3-9 Proces vzniku nekontrolovaného ristu bunky

Jak jsou objasniovany molekularni mechanizmy pienosu signalu mezi mimobunéénymi a vni-
trobunéénymi doménami receptorti, déje obsazeni receptoru souvisejici s produkci ranych
rustovych signali a cesty, kterymi tyto signaly indukuji expresi regulac¢nich gend, je jasné, ze
muze byt zménén kazdy krok v kaskadé proliferacniho signdlu a mize ptispét k expresi trans-
formovaného fenotypu. Proto také kazdy krok predstavuje mozny cil terapeutického pii-
sobeni. Nadorove supresorové geny predstavuji zvlasté slibny piistup k obnoveni normalni
kontroly bunééné proliferace. Cilem budouci chemoterapie je udrzet expresi téchto genli nebo

nahradit jejich defektni funkci.

Kontrolni otazky k tématu:

= Co jsou to protoonkogeny a jak z nich vznikaji onkogeny?
= Jak funguji nddorove supresorové geny?

= Jaké odvétvi vyzkumu piisp€lo k objevu onkogenti?

= Co jsou to retroviry?

= Dle jakych kritérii délime protoonkogeny?

= Jaka je funkce jadernych protoonkogent?
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Jakymi mechanizsmy mohou byt protoonkogeny aktivovany na onkogeny?

Jaké zakladni mutace protoonkogent rozeznavame a co je jejich vysledkem?

Jakym zpisobem muze dojit ke ztraté funkce nddoroveé supresorového genu?

Jaké jsou v souhrnu hlavni poznatky o molekularné genetické podstaté nadorového one-

mocnéni?
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4. EPIGENETICKE ZMENY V KARCINOGENEZI

Jako epigenetické jsou oznacovany dédi¢né zmény v genové expresi beze zmén v sekvenci

DNA.

4.1 METYLACE DNA

Savci bunky maji schopnost epigeneticky modifikovat sviij genom prostrednictvim kovalentni-
ho pridavani metylovych skupin do 5 pozice na cytosinovém kruhu v CpG dinukleotidu
za ucasti enzymu metyltranferdazy. Epigenetické zmény hraji vyznamnou ulohu v karcinogene-
Zi.

Ptiblizn€ 70 % CpG zbytkl v savéim genomu je metylovéano. Distribuce je ale nerovnomérné
a vétSina genomu je chuda na CpG. Ty jsou nahromadény bud’ v rozsahlych repetitivnich sek-
vencich (satelity, centromerické repetice) nebo v kratkych tsecich (asi 1 kb) bohatych na CG,
tzv. ,,CpG islands® (obr. 4.1). Tyto tseky jsou normalné nemetylované a tak je umoznéna
transkripce genli za pfitomnosti piislusného transkripéniho faktoru. Repetitivni genomické
sekvence roztrouSené mezi zbytkem genomu jsou naopak silné metylovany a hraji asi roli ve
vyvoji nekodujicich oblasti DNA a v utlumeni endoparazitickych a retrovirovych transpozo-

o

nu.
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Obr. 4-1 Typické CpG ostrivky nadorove supresorového genu v normalni a nadorové buice
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Metylace cytosinovych zbytk je spojena s navazanim specifickych proteint (methyl-binding
domain proteins), aktivaci histon deacetylaz (HDAC) a histon metyltransferaz, modifikaci
histonti, kondenzaci chromatinu a transkripéni inaktivaci pfislusného genu.

Souhra metylace CpG islands pomoci metylac¢nich a demetylacnich enzymt je jednou z ¢asti
epigenetické kontroly zadrodecné a tkanove specifické genové exprese.

Metylace DNA hraje zasadni ulohu v normalnim vyvoji, v inaktivaci chromozému X a supre-
si tzv. parazitickych sekvenci DNA. Je ndstrojem, ktery umoznuje zapinat a vypinat geny na
spravném misté a ve spravné dobé. Metylace DNA vsak muze také zpiisobit zvySeni mutact
a dedicné tlumi geny, jejichz promotory jsou asociovany s tzv. ,,CpG islands * a které kontro-
luji bunécnou proliferaci. Zatim neznamé mechanizmy zabranuji de novo metylaci téchto
promotorti u normalnich bunék.

Védecke studie odhalily spojitost mezi metylaci DNA a genovou expresi. Vyuziva se k tomu
inhibitoru metylace 5-azacytidinu. Pasobeni na fadu bunéénych linii ukazalo, Zze mnoho
gend mize byt reaktivovano, napt. metylacné specifickd PCR. Primery rozliSuji metylovanou
a nemetylovanou DNA v nadorovych biopsiich nebo tekutin€. Dal§i metodou je v soucasnosti
imunoprecipitace purifikované metylované DNA, umoziujici detekovat metylacni profil
DNA celého genomu (DNA methylom).

Hypo- nebo hypermetylace DNA (obsah 5-metylcytosinu) patii mezi negenotoxické mecha-
nizmy karcinogeneze. Zpusobuje epigenetické zmény, tj. zmény exprese normalnich gent
(vCetné nadorové supresorovych genti) (obr. 4-2). Detailni studie uc¢inkti metylace DNA na
promoc¢ni aktivitu odhalilo, Ze metylace DNA je Gi¢innym supresorem genové aktivity zejmé-
na nddorové supresorovych genii. Klicovym mechanizmem je aberantni metylace DNA

V promotorové oblasti.

Metylace reguluje expresi ] R Genové produkty katalyzuji a

genovych produktd A Epigeneticke A reguluji metylaci
faktory

Metylace podporuje v Geneticke v Nukleotidova sekvence

vznik mutaci deaminaci faktory urcuje mozna mista metylace

Obr. 4-2 Interakce genetickych a epigenetickych faktora

Vice nez 30 let je znamo, ze metylaéni struktura v nadorovych buiikach se lisi od nor-
malnich bunék. Globélni hypometylace genomu je doprovdzena mistné specifickou hyper-

metylaci, jejimiz cilovymi misty jsou ostrivky CpG. Hypermetylace promotori pro nddoroveé
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supresorové geny v téchto CpG ostravceich je doprovazena jejich utlumenim a rtistovou vyho-
dou pro tyto buiiky (obr. 4-3). Rada diikazti podporuje pfi¢innou roli metylace DNA
v karcinogenezi. Redukovana metylace DNA tlumi tvorbu stfevnich polypti u tzv. Apc™"*
mysi. U jednostranného retinoblastomu byla prokazana metylace promotorového tiseku genu
Rb. Studie sporadickych ptipadi kolorektalnich karcinomt vykazujicich nestabilitu mikrosa-
telitt ukazuji vysokou frekvenci hypermetylace promotoru tzv. ,,mismatch repair (MMR)
genu. Plsobeni inhibitoru metylace mtize funkci tohoto genu obnovit. Existuji pfiklady toho,
ze jedna kopie nadoroveé supresorového genu je divokého typu, ale je tltumena hypermetylaci,

zatimco druha kopie je nebo neni mutovana.

A

Percentage of CpG Island Hypermethylation in 1.Lymphoma
Human Cancer According to the Tumor Type ZEsephagns
% 3.Stomach
. 4.Colon
% = ¢ S.Pancreas
25 1 6.Leukemia
‘ 7.Uterus
20 8.Liver
15. 9.Head & Neck
1 10.Glioma
104 11.Kidney
5 12.Breast
: 13.Lung
0 le 14.0\'317
1 23 4567 8 9 101112131415 15.Bladder
Percentage of CpG Island Hypermethylation in
o Human Cancers According to the Tumor Suppressor Gene
°
30‘1 1. plGlNK“
, 2. pranEs
2518 3. DAPK
20 1~ 4. hMLH1
5] 5. MGMT
15- 6. APC
10 7. GSTP1
8.p73
5 9. p14ARF
0 10. BRCA1

(a and b) are alternative ways to present our CpG island hypermethylation profile of human cancer (Esteller ¢s al., 2001a).
(a) an average value of the frequency of hypermethylation of 11 tumor suppressor genes (p16'™~**, pl4 ®F  pIs'NE® MGMT,
hMLHI1, BRCA1L, GSTPI, DAPK, CDHI, p73 and APC) is shown according to the most common types of human tumors. (b)
the other side ol the coin: the I‘n:qm:ncrl of CpG island hypermethylation of ten particular tumor suppressor genes in the tumor
types described in a. In the cases of p15™*" and hMLH] an overestimation exists due to the high number of leukemias and micro-
satellite unstable tumors included, respectively
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Obr. 4-3 Procento hypermetylace CpG 11 nadorové supresorovych genti: (A) u riznych typu lid-
skych nadort; (B) u 10 rdznych nadorové supresorovych gent (Esteller M., Cancer Res 2001 : 3225)

Metylace DNA miiZe téZ usnadiiovat mutagenezi, protoze 5SMeC muze spontanné deamino-
vat na tymin (hypermutabilita). Hypometylace DNA je spojena se zvySenou genovou expresi
(napf. zvySena exprese mutovaného H-ras je spojena s nadorovou transformaci). CpG mista
Vv oblastech kodujicich p53 jsou u vSech studovanych lidskych tkanich metylovana a pfispivaji
asi k 50 % vsech inaktivujicich mutaci u nadorti kolonu a 25 % u nadorti obecné. Vyzkum
metylace DNA umozituje odhalovat zmény v expresi gent, bunééné proliferaci, mutacich,
chromatinovych aberacich i inaktivace nadorové supresorovych genii a uvadét je do souvis-

losti s procesem karcinogeneze (obr. 4-4).
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Obr. 4-4 Aberantni epigenetické a genetické déje mohou vést prostiednictvim nespravné genové ex-

prese k tvorbé nadorti (Neumeister P. at al., Int J Biochem & Cell Biol 2002 : 1475)
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4.2 ACETYLACE HISTONU

Genova exprese je regulovana i strukturou chromatinu. Histony jsou povazovany za dulezité
,prekladatele mezi genotypem a fenotypem a maji dynamickou funkci v regulaci struktury
chromatinu a genové aktivity. Mohou byt modifikovany acetylaci, metylaci, fosforylaci,
ubiquitinaci. Specificka modifikace koncii histonii enzymy histontransferazami je piimo spo-
jena s aktivni nebo utlumenou transkripci.

Chromatin obsahujici hypoacetylované lysiny v histonech ma kompaktni strukturu represivni
pro transkripci. Rada latek fungujicich jako inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC) mi-
ze vytvaret oteviené struktury chromatinu a aktivovat urcité geny inhibujici nadorovy rust,
coz lze vyuzit v terapii (butyrat, trichostatin). Histony se podileji na tvorbé a udrzovani tzv.
»epigenetické paméti®.

Existuje vyznamné propojent (,, crosstalk*) mezi metylaci DNA a acetylaci histonii pti aktiva-
ci i tlumeni genové exprese. 5-azacytidin a inhibitory HDAC zptisobuji v kombinaci reaktiva-

ci nadorové supresorovych gent (obr. 4-5 a 4-6).
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Obr. 4-5 Nékteré znamé zmény DNA a chromatinu v nadorovych busikdch (J. Lopez et al. Br J Can-
cer 2009 : 571)
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Obr. 4-6 Utlumeni genové exprese aberantni metylaci DNA a modifikaci histoni (Momparler R. L.,
Oncogene 2003 : 6479)

4.3 MICRO RNAs
Dulezitou soucasti epigenetické regulace jsou také tzv. malé regulaéni RNA — mikroRNA

(miRNA) (obr 4-7). V tzv. RISC komplexu se miRNA véazou na ¢aste¢né¢ komplementarni
cilova mista genti a mohou fidit bud’ transla¢ni inhibici, nebo degradaci mRNA. Tato represe

prostiednictvim miRNA je dalsi cestou jak muze byt modulovana genova exprese (obr. 4-8).
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Fig. 1. Biosynthesis of microRNA, RNA polymerase 11 (Pol 1I) primarily facilitates transcription of the miRNA gene in the nucleus,
The resulting primary ranseript (pri-miRNA), is then cleaved by Drosha and DGCRS, producing a precursor molecule (pre-
miRNA). The pre-miRNA is transported to the cytoplasm by Exportin-5 and Ran-GTP. Here, the pre-miRNA undergoes its final
processing step, which involves cleavage by Dicer and TRBP below the stem-loop. This produces a duplex molecule, which contains
the single-stranded mature miRNA molecule and a miRNA* fragment. The miRNA:miRNA* complex is then incorporated into
the RNA-induced silencing complex (RISC), which is activated upon unwinding of the miRNA:miRNA* duplex. The miRNA*
fragment is degraded, whilst the mature miRNA molecule guides the RISC to the target mRNA.

Obr. 4-7 Biosyntéza microRNA (Lynam-Lennon N. et al., Biological Review 2009 : 55)
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Fig. 2. microRNA regulation of target genes, The degree of complementarity between the 3% untranslated region (UTR) of the
target mRNA and the sced region of the miRNA determines the mechanism of regulation. If there is suflicient (near perfect)
complementarity regulation is carried out by RNA interference. ‘The RNA-induced silencing complex (RISC) is directed to cleave
the target mRNA, and does so between the nudleotides pairing to residues 10 and 11 of the miRNA. If there is insuflicient
complementarity, regulation is carried out by repression of translation. This occurs pre-initiation and/or post-initiation of
translation. Target mRNA can also be stored in P-bodics, and can re-enter polysomes for translation. ORE, open reading frame.

Obr. 4-8 Regulace cilovych genti microRNA (Lynam-Lennon N. et al., Biological Review 2009 : 55)

miRNAs jsou deregulovany u rady nadorovych typii a mohou fungovat jako nadorové supreso-
ry. Hypermetylace ostrivkti CpG spojenych se specifickymi miRNAs miize byt jednim z me-
chanizmt, kterym muze byt miRNA selektivné sniZzena. V ptfipad¢€, Zze je miRNA situovana
v kodujici oblasti genu, metylace miZe zaroven tlumit expresi jak genu kodujiciho protein,
tak pfislusné miRNA.

Kontrolni otazky k tématu:
= Co rozumite pod pojmem negenotoxické zmény?

= Jakymi mechanizmy funguji tzv. nadorové promotory? Uved’ ptiklady takovychto latek ¢i

faktori.
=V Cem spociva teorie kmenovych bun¢k ve vztahu ke karcinogenezi?
= Cim jsou charakterizovany epigenetické zmény?

= Které zékladni epigenetické mechanizmy hraji ulohu v nddorovém onemocnéni?
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Jak a kde probiha (de)metylace DNA a jaky je jeji vyznam?

Jak jsou s ohledem na metylaci charakterizované nadory?

Jakou funkci maji v bunikach histony?

Jaky je vyznam acetylace histonli u nadorovych bunék a jak ji Ize modifikovat?

Jakou roli hraji v buitkach mikroRNA a jaka je jejich funkce v rozvoji nddorového one-

mocnéni?
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5. IMORTALIZACE BUNEK

Imortalizace bun¢k (moznost nekone¢ného déleni) zahrnuje inaktivaci specifickych nadorové
supresorovych gent jako jsou pRB a p53, které se ucastni regulace piechodu faze G1-S bu-
nééného cyklu a indukce apoptoézy, i1 dalSich genil spojenych s témito procesy. Kromé toho
existuje v buitkach mechanizmus tzv. bunécné hodiny odpocitavajici pocet deéleni a regulujici
starnuti bunky. Normalni somatickd buitka ma omezeny pocet d€leni, tj. limitovanou schop-
nost proliferovat a nastava ireverzibilni zastava rtstu, tzv. replikativni senescence. Geronto-
logicky vyzkum nedospél jesté k vysvétleni slozitosti starnuti. Doba zivota je omezena a lisi
se obecné mezi druhy. VEtsi zivoc€ichové ziji obecné déle nez mensi. To naznacuje genetické
vlivy a existuje fada teorii o zménach funkci stadiem, kdy nedochazi k déleni, tzv. Hayflic-

kiiv limit nebo stadium smrti. Urcité specifické geny mohou ménit délku zZivota, ale zda také

reguluji starnuti, zistava otazkou.

5.1 TELOMERY

Telomery jsou vysoce konzervované nukleoproteinové komplexy pritomné na koncich chro-
mozomiu a obsahuji tandemové opakujici se sekvence DNA bohaté na guanin (TTAGGG) oba-
lené specifickymi proteiny vazajicimi se na DNA. Telomery tvoii protektivni ¢epicku kolem
genomové DNA a zabraiuji chromozomalnim ztratam a aberantnim fuzim béhem mitotického
cyklu. AvSak u vétSiny lidskych buné€k se telomery zkracuji imérné poctu bunéénych replika-
ci aaZz dosdhnou kritické délky, bunka umird. Jak bunka starne, délka telomer se postupné
zkracuje z asi 15 000 bp opakovanych sekvenci TTAGGG tak, ze se ztraci 25-200 bp pti kaz-
dém déleni. Zkracovani telomer vybudi proliferativni starnuti (senescence) a ptes aktivaci
kontrolnich bodii pRB a p53 dochazi u p53-divokych typt bunék k zastavé proliferace. Za-
timco délka telomer koreluje s bunéénym starnutim, neexistuji Zadné ditkazy pro jasnou kore-
laci na organizmalni Grovni a korelace s délkou Zivota ¢lovéka ¢i jinych druht.

Ztrata telomerickych koncii vSak miize zpiisobit genomovou nestabilitu a zménénou genovou
expresi. Tyto bunky prochazeji krizovym stadiem nebo umiraji. Dochazi k bariéte
Vv proliferaci charakterizované dysfunkci telomer, extrémni genomovou nestabilitou
a rozsahlou smrti buné€k mechanizmy zavislymi i nezavislymi na p53.

Tento mechanizmus je u nadorovych bunék narusen aktivaci genu kodujiciho enzym telome-
razu, ktery doplnuje telomerické segmenty, tak blokuje starnuti a umoznuje burice nekonecné

deleni — imortalizaci (obr. 5-1). To ma za nasledek jednak neomezeny rist nadoru a jednak
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akumulaci dalSich mutaci, které zvysuji schopnost replikace, invaze a metastaz. U zdravych

bun¢k az na specifické typy, jako jsou napt. spermie, tento enzym neni funkcni.

GGGTTAG

GGGTTAGGGTTAG

5

GGGTTAGGGTTAG

3

Obr. 5-1 Rozsifovani na guanin (G) bohatych telomerovych vlaken telomerazou

5.2 IMORTALIZACE BUNEK

Imortalizované buiky vznikajici z krizového stadia. Pfi¢inou miZze byt inaktivace p53
a pRB, zvysena exprese onkogenli c-Myc a Ras a vazna genomova nestabilita. V téchto bui-
kach se obnovuje funkce telomer aktivaci telomerazy, alternativnim telomery udrzujicim me-

chanizmem (ALT) nebo jinym adaptivnim mechanizmem (obr. 5-2).
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/ senescence

Population Doublings
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Normalni bunky absolvuji urcity pocet déleni nez navzdy opusti bunécny cyklus

a zlstanou ve viabilnim neproliferujicim stavu — senescence. Pri inaktivaci p53

se tyto bunky jesté néjakou dobu déli a pak zastavuji bunécny cyklus (p53-minus
TPA). Pri naruseni jak p53 tak pRb/p16 (napf. pritomnosti virovych onkoproteind),
burika obejde stav senescence a nasledné je zastavena ve stavu krize. Wijimecné
(1 bunka z 107 ) mdze prekonat krizi a stat se nesmrtelnou. Transdukce nékolika
normalnich bunék s expresnim konstruktem hTERT mlze vyustit v expresi
telomerazy a obejit stav senescence.

Obr. 5-2 Stadium terminalni prolifera¢ni zastavy

Heterogenita primérmné délky telomer odrazi genetické rozdily a komplexni rovnovahu mezi
procesy, které vedou k degradaci a témi, které prodluzuji telomery. Napi. bunky se sebeob-
novnou kapacitou maji delsi telomery nez diferencované bunky nebo telomery laboratornich
mysi jsou del$i nez u ¢lovéka. Telomery jsou kratsi u lidskych somatickych tkani ze starSich
lidi neZ u mladsich jedincti nebo u zarodecnych bunck. Déti s genetickymi nemocemi proje-
vujicimi se rychlym starnutim tzv. progerickym syndromem (Down, Werner, Ataxia telan-
giectasia) umiraji v raném véku s t€lem devadesatiletych a jejich telomery jsou drasticky
zkraceny.

Ve skute¢nosti maji nddorové buniky kratsi telomery nez jejich odpovidajici normalni bunécné
typy. Tyto telomery se dale zkracuji béhem progrese nadoru a u mySich experimentalnich
modeli jsou zkracené telomery spojeny se zvySenou genetickou nestabilitou a zvySenou nebo
redukovanou spontanni malignitou v zavislosti na genetickém kontextu (obr. 5-3). Mnoho
faktorii (genetickych, nutricnich, hormonalnich, environmentélnich, farmakologickych) miize

modulovat udrzovani telomer a potencial buné¢ného Zivota.
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POPULATION BY REPEATED CELL
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;
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stop dividing '

chromosome fusion
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BREAKAGE- chromosome chromosome
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¥
CYCLE
chromosome breakage

cell dies due to
catastrophic genomic

instability and
DNA damage telomerase reactivated

;

chromosomes are partially
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'

Obr. 5-3 Zkracovani telomer miiZze vést k chromozomalni nestabilité a vzniku nadoru (Figure 23-36.

Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)

<«—— massive chromosomal damage

5.3 TELOMERAZA
Telomeraza
Telomery nejsou udrzovany normalnim replikacnim procesem. U kmenovych, nadorovych

a imortalizovanych bunék, je zkracovani telomer zastaveno aktivaci telomerazy — reverzni

transkriptazy, kterd rozsiruje telomerické TTAGGG opakované sekvence.
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Obsahuje t7i hlavni slozky: s telomerazou spojeny protein, TLP1, telomerazovou RNA -
hTR a telomerazovou katalytickou jednotku TP2 — lidska telomerazova reverzni tran-
skriptaza.

Telomeraza pouziva svou RNA k navazani na telomery, zatimco katalyticka proteinova jed-
notka syntetizuje DNA pfimo na koncich chromozému reverzni transkripci templatu RNA.
Telomerdza je vysoce exprimovdana ve vetsiné nadori a kmenovych bunéek, stredné
V hyperplastickych buinkdach a velmi nizka nebo zZadna v normalnich diferencovanych tkanich.
Postupné se také snizuje s vekem. Exprese telomerazy je spojena s vysokym prolifera¢nim
indexem a obnovnym tkanovym potenciadlem, agresivitou nadorti, vysokym histopatologic-
kym gradem a s proliferaci cévniho endotelu.

Telomerazova aktivace azvySend exprese je casto nezbytnym aranym déjem
v mnohastupiiové karcinogenezi. Vzrista rychle béhem chemické karcinogeneze a po zkra-
ceni telomer. Telomerdza neni ani onkogen ani nadorové supresorovy gen, ale je regulovana
nahoru nebo dolil mnoha faktory a stava se dulezitym predisponujicim d&€jem u karcinogeneze
nebo cilené nadorové terapie.

Homeostaza systému telomery-telomeraza je komplexni a svaziana s genetickymi
a environmentalnimi faktory.

Rada faktorti snizuje (diferencia¢ni &inidla, epigallocatechin gallate z aje, antineoplastické
latky — cisplatina, doxorubicin, protein fosfataza 2, MAPK, tamoxifen, androgeny, volné radi-
kaly, inhibitory reverzni transkriptazy) a fada latek zvySuje telomerazovou aktivitu (chemické
karcinogeny, mutace telomerickych sekvenci, gamma zateni, PKC, EGF, estrogeny).

Vztahy mezi telomerdazovou aktivitou a nadorovym onemocnénim jsou sloZité a jen castecné
objasnéné. Telomerdza miize paradoxné bud podporovat, nebo inhibovat tvorbu nadorii

V zavislosti na genetickém kontextu (obr. 5-4).
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N No
- - - - .
Normal cells transformation
ras
SV4a0-transduced N - > > No
mortal cells transformation
ras
SV40-immontalized N - - » Malgnant
cells transformation
ras p53
N
Normal cells S » MEK Premature
senescence
p16
ras
N Malignant
— * - .
Immonalized cells MEK - ranafonnation
&) U fady madeld 7 wie se ulkdzalo, fe onkogeny (napf. aktivovany sss) mohou zplsobit maligni transfomaci
imortalizovanych, ale ne nomalnich bunék. Aktivovany /=5 plsobuje maligni transformaci Sva0-imortalizovanych
fibroblastsd, ne viak normalnich fibroblastd nebo Sv40-transdukovanych fibroblastd, které nebyly imartalizovany.
(B) Mysi fibroblasty transdukované aktivovanym proteinem (a5 ziskavaji konstitutivné aktvni signalni drahu MEK. U
imortalizovanych bunék to mie wastit v maligni transformaci, kdefto u nomalnich bunék dochdzi k upregulaci ps3
a ple™== 3 pfedfasnému stamuti (premature senescence).

Obr. 5-4 Imortalizace je nutna, ale ne dostacujici pro maligni transformaci

U nadorovych bungk jsou telomery kratsi a telomerazova aktivita obvykle nasleduje po zkra-
covani telomer. Ztrata funkce telomer pfi raném déleni zahajuje genetickou nestabilitu, zatim-
CO V pozd¢jsim bod¢ progrese nadoru absence telomerazy inhibuje rist. Tak zatimco inhibice
telomerazy u ustanovenych nadortt miize byt cennym terapeutickym pfistupem, na véku za-
vislé zkracovani telomer muize byt rizikovym faktorem pro nadory tim, Ze umoziuje obejit
kontrolni bod mortality.

Ukazalo se, Ze napft. u epitelidlnich bunék a fibroblastli musi byt naruseny nejméné 4 signalni
drahy: odpovéd’ na mitogeny aktivaci ras, udrZeni aktivni telomerazy, inaktivace pRB a p53.
Tak se ukazuje, Ze aktivace telomerazy je zdsadnim d€jem v mnohastupiiové karcinogenezi,
tvorbé prekarcinogennich bunck, nadorovych bunék aje povazovana za znak nédorovych

bunék. Avsak dulezitost dysfunkce telomer pro imortalizaci a tumorigenezi je komplexni a jen

Castecn¢ objasnéna.
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5.4 FAKTORY OVLIVNUJICi IMORTALIZACI

Systém telomery-telomeraza predstavuje komplexni skupinu molekul interagujicich na-
vzajem a modulujicich vék bunék, genetickou stabilitu a nadorovou transformaci. Vnéjsi
zasahy mohou modulovat ziti zvySovanim nebo snizovanim délky zivota, ale s timto pfistu-
pem jsou spojeny také odpovidajici problémy. UdrZzovani telomer by mohlo byt dilezité
pro prodlouZeni zivota, ale vzhledem ke slozitosti fyziologickych mechanizml na bunécné
a zejména organizmalni rovni, nelze tento problém zjednoduSovat. Z onkologickeho hledis-
ka, muze vyssi exprese telomerazy zvySovat riziko vzniku nadori. Ackoliv normalni buiky
S delsi dobou zivota a udrzovanymi telomerami se nejevi jako neoplastické, zpozdéni fyziolo-
gické smrti mize zvySovat pravdépodobnost kontaktu s karcinogeny. Telomerdza sama také
podporuje onkogenni potencidl predisponovanych bunék a je cilem protinadorovych terapii

(obr. 5-5 a 5-6).

normal cell ' —_— .

/ telomerase™ viral replication :
viral agent : blocked @

=

hTERT &

adenovirus @%‘s
N % ., )~ o¥u

cancer cell @ —t %%@
& | o,

telomerase* viral replication cgll destruction %
viral release %
virus spread .

Obr. 5-5 Adenovirova terapie vyuZivajici promotoru pro telomerazu selektivné usmrcuje nadorové

bunky (Shay J.W. and Wright W.E., Cancer Cell 2002 : 257)
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Obr. 5-6 Inhibitory telomerazy a konvenéni terapie

Zatim se pozornost soustfed’uje na zvySeni doby Zivota nékolika cilovych bunék nebo sniZeni

proliferujicich nadorovych bunék. Malo pozornosti je vénovano organizmalni urovni, mikro-

a makroprostiedi, ve kterém tyto buiiky rostou jako normalni nebo imortalizované nadorové

buiiky, tj. angiogenezi, ristovym a diferenciaénim faktoriim, cytokiniim, hormonlim, imunit-

nimu systému a environmentalnim faktorm.

Na zaveér se nabizi otazky, na které neni lehké najit odpoveéd’:

e Je bezpeéné prodluzovat lidsky zivot pouzitim terapeutickych latek?

e Je lepsi prodluzovat lidsky Zivot nebo zlepSovat kvalitu Zivota?

Kontrolni otazky k tématu:

V ¢em spociva imortalizace bun¢k?

Co jsou to telomery, telomerdza a jak funguji u nadorovych bunck?

Které faktory mohou ovlivnit telomeradzovou aktivitu a jaky vyznam ma jeji sniZeni (zvy-
Seni).

Jak ptispiva zkracovani telomer ke vzniku nadorti?
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Jak jsou poznatky o mechanizmech fungovani systému telomery-telomeraza vyuzivany

v terapii?
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6. PROMOCNI FAZE KARCINOGENEZE

6.1. NEGENOTOXICKE MECHANIZMY KARCINOGENEZE

Vsechny formy rakoviny vznikaji jako smés genetickych zmén v bunécném genomu vyskytuji-
cich se ve vyvoji nadorovych bunék a epigenetickych | negenotoxickych zmeén ve stadiu nddo-
rové promoce a progrese.
Karcinogeneze je proces, ktery zahrnuje vic nez jen mutagenezi. Dochazi nejen ke genovym
a chromozomalnim mutacim (genotoxické zmény), ale dal§imi mechanizmy jsou vyvolava-
ny epigenetické a negenotoxické zmény. Tyto déje zplisobuji zmény v expresi genetické
informace na transkripéni, transla¢ni nebo posttranslaéni urovni. V mnohobunécném
organizmu zahrnuje homeostaticka kontrola regulaci bunéné proliferace, diferenciace, pro-
gramované smrti a adaptivni odpovédi diferencovanych bungk.

Ptestoze vSechny bunky mnohobunécného organizmu obsahuji odhadem 100 000 genti, pouze
¢ast z nich je v urcité bunce exprimovana. Geny jsou zapinany a vypinany, tj. selektivné tran-
skribovany nebo reprimovany, beéhem vyvoje, bunécného cyklu, proliferace, diferenciace
i behem adaptivni odpovédi diferencovanych bunek. Kdyz se oplodnéné vajicko vyviji
Vv embryo, fetus a dospé€ly organizmus, totipotentni buiiky jsou smérovany do pluripotentnich
kmenovych bunék, které proliferuji, tvofi progenitorové buiiky a pak diferencuji, adaptivné
reaguji a hynou apoptoézou. Tyto déje jsou fizeny epigeneticky a negenotoxickymi mechaniz-
my.

Za hlavni mechanizmy charakterizujici negenotoxickou karcinogenezi povazujeme

= aktivace specifickych receptorti

= ovlivnéni mechanizmu signdlové transdukce

= produkce reaktivnich kyslikovych radikali (ROS)

= (de) aktivace enzyml metabolizujicich chemikalie a hormony

= zmeény v metylaci DNA nebo v acetylaci histont, pfip. miRNA (epigenetické zmény)

= ovlivnéni exprese onkogentl, naddorové supresorovych genil a genli bunééného cyklu

= zmény ,,gap junctional intercellular communication* (GJIC) — viz dale

= zmény bunécného cyklu

= zmény proliferace (regenerativni nebo mitogenni)

= zmeény V apoptoze

= poruchy v rovnovaze (homeostaze) vytstujici ve zménu obratu bunék ve tkani
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Obr. 6-1 Hlavni epigenetické (negenotoxické) mechanizmy zahrnuté v karcinogenezi

6.2 NADOROVE PROMOTORY

Jestlize je kmenova buiika iniciovana (zménéna mutacemi), je omezena v dal§im rtstu okol-
nimi normalnimi bunikami. Dojde-li v§ak k expozici takovéto bunky tzv. nadorovym promo-
torem nebo promo¢nimi podminkami (napf. obnova tkané po odstranéni ¢i odumieni bu-
nék), tlumici ucinek okolnich bunék prostfednictvim kontaktni inhibice mizi. Iniciovana bui-
ka se tak muze zacit délit. Protoze iniciovana buiika neni schopna terminalni diferenciace jako
normalni kmenova burika, akumuluji se klony dysfunkénich bunék (napt. papilomy v po-
kozce, polypy ve stfevé, noduly v ledvinach, enzymové zménéné fokusy v jatrech). Faktory,
které funguji jako nddorové promotory veétsinou pusobi jako mitogeny (stimulatory riistu)
a inhibitory programované bunécné smrti.

Hlavni ucinek nadorovych promotori je zejména specificka expanze iniciované bunééné
populace v zasazené tkani. Faze je zpocCatku reverzibilni, pozdé€ji ireverzibilni. Promotory se
nevazi kovalentné na DNA a nejsou mutagenni, piisobi na iniciovanou buitku a zpusobuji

dilezité epigenetické nebo negenotoxické zmeny vyustujici v modulaci exprese genii.
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Mohou vsak téz pusobit jinak i na geneticky material a zptisobovat amplifikaci genii, syner-
gicky pusobit s viry ¢i zvySovat transformaci. Tyto zmény asi odpovidaji za ireverzibilni ¢ést
promoce.

Nadorovou promoci muze indukovat fada chemickych latek, fyzikalni faktory i nékteré pri-
rodni latky a slozky potravy. Chemikalie, jako jsou extrakty z nékterych rostlin (forbolové
estery), 1éciva (fenobarbital), potravinové dopliikky (sacharin), slozky vyzivy (tuky, vysoce
nenasycené mastné kyseliny), pesticidy (DDT), polutanty (polychlorované aromatické uhlo-
vodiky) a faktory Zivotniho stylu (cigaretovy kouf), mohou takto plsobit v necytotoxickych
koncentracich. Tyto latky tak nevyvolavaji mutace (nejsou genotoxické), ale mohou piisobit
negenotoxickymi mechanizmy podporujicimi mitogenni expanzi iniciované bunky. Tyto latky
mohou indukovat v bunkéch rtizné signaly a drahy, které vedou také k blokad¢ kontaktni
inhibice prostfednictvim omezeni mezibunééné komunikace zprosttedkované mezerovitymi
spojenimi, tzv. gap junctions (viz dale).

Jako pfirozené nebo endogenni nadorové promotory mohou fungovat hormony, ristové
faktory nebo cytokiny.

Jako progresory pak oznacujeme latky nebo faktory, které funguji jako karcinogeny, nadoro-
vé promotory nebo hormony ve fdzi progrese a preménuji nadorovou populaci na maligni.
Mohou pusobit jak genetické tak negenetické zmény v nadorovych bunkach, které ptispivaji

k invazi, migraci a vzniku metastaz.

Kontrolni otazky k tématu:
= Co rozumite pod pojmem negenotoxické zmeny?
= Jaké jsou hlavni mechanizmy negenotoxické slozky karcinogeneze?
= Jakymi mechanizmy funguji tzv. nadorové promotory? Uved'te piiklady takovychto latek
¢i faktord.

= Jake latky oznacujeme jako nadorové progresory?
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7. MEZIBUNECNE INTERAKCE V RUSTU A NEOPLASII

Vnitrobunééné a molekulédrni zmény v d€lici se bunice jsou definovany pomérné rychle. Bé-
hem poslednich desitek let byla objevena fada gent souvisejicich s karcinogenezi, tj. onkoge-
ni a nadorovych supresorii a objasnéna jejich funkce. Navic byly dokumentovany zmeény
v expresi a aktivité rustovych faktori, receptord, uvoliiovani druhych posli a genové exprese
béhem riistu a neoplastické transformace. Mnohem méné definované jsou vSak mezibunécné

déje a procesy zahrnuté v ristu a neoplasii.

Chovani bunék a rovnovaha v bunéénych populacich jsou regulovany komplexnim inte-
grovanym komunika¢nim systémem, ktery zahrnuje signaly mimobunécné, mezibuné¢-

né a vnitrobunécéné (obr. 7-1).

Nongenotoxic chemicals Endogenous regulators
(e.g.: TPA, DDT and (e.g.: hormones, growth
Phenobarbital) \ factors, neurotransmiters)
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C modulates GJ function

Intercellularcommunication

D modulates gene
expression

Obr. 7-1 Tti hlavni zpuisoby mezibunééné komunikace (podle J.E.Trosko: Environmental Health Per-
spectives 1998 : 331)

Zivoéisné bunky obsahuji systém proteint, ktery jim umoZiiuje reagovat na signaly jinych

bun¢k. Zahrnuje receptorové proteiny na bunééném povrchu nebo uvniti bunék (v cytoplazmé
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nebo v jadie) (obr. 7-2), proteinové kinazy, fosfatazy, proteiny vazici se na GTP a fadu dal-

Sich vnitrobunéénych proteint, se kterymi tyto signaly interaguji.

CELL-SURFACE RECEPTORS
cell-surface plasma membrane
receptor

hydrophilic signal
molecule

INTRACELLULAR RECEPTORS

small hydrophobic
/-\./ signal molecule

TFD
4
carrier protein

\

_ nucleus
intracellular receptor

Obr. 7-2 Vazba mimobuné¢nych signalnich molekul na povrchové nebo vnitrobuné¢né receptory

(Figure 15-3. Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)

Mezibunééné interakce zahrnuji (obr. 7-3):
= uvolnéni rust modulujicich faktoru do mezibunécného prostoru (rastovych faktort,
inhibitort, eikosanoidu apod.) a ovlivnéni sousednich buné¢k. Jsou to tzv. tkanové me-
diatory piisobici parakrinni regulaci.
= odpovedi bunék na slozky bunécnych membran sousednich bunék a na slozky mimobu-
nécné matrix. Patti sem 1 kadheriny a integriny dulezité z hlediska metastatického pro-

cesu.
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= primy prenos signalu (malé molekuly asi 1 kDa) mezi bunkami prostiednictvim tzv.

GJIC (gap junctional intercellular communication) realizovanou pifimym propoje-

nim membran sousednich bun¢k tzv. gap junctions. Poruchy GJIC vedou K poruchdam

rovnovahy v bunécnych populacich a mohou vést k deregulaci ristu a k neoplasii.

(A) CONTACT-DEPENDENT

signaling cell target cell

membrane-
bound signal
molecule

(Y
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target
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.I
cells
Iocal/. e
mediator

(C) SYNAPTIC

synapse
neuron
‘ axon

target cell
cell g
body
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(D) ENDOCRINE
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target cell
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@ hormone .

/.'

31 /\ : ”:
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target cel
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Obr. 7-3 Formy mezibun&nych signali (Figure 15-4. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.)

Modulace mimobunécné a mezibunécné komunikace bud’ genetickou nerovnovahou riistovych

faktorii, hormonu, neurotransmiterii nebo latkami z vnéjsiho prostredi (dieta, chem. latky)

muize spustit specifické signalni vnitrobunécné drahy. Tyto signaly pak moduluji expresi genii

a moduluji téz GJIC (obr. 7-4).
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Obr. 7-4 Analogie signalnich drah v burikach (paralelni a ktizici se drahy)

Poruchy mezibunééné komunikace a GJIC fadime k negenotoxickym mechanizmiim karci-

nogeneze.

7.1. BUNECNA KOMUNIKACE A RUSTOVA KONTROLA

Karcinogeneze je nékolikastupnovy proces, behem n¢hoz je porusena kontrola ristovych me-
chanizmt, coz odrazi fakt, ze geny kontrolujici rist (onkogeny a geny suprimujici nadory)
jsou v nadorech casto zménény. Rist bunék vSak neni kontrolovan jen geny, ale také riz-
nymi formami mezibunéénych kontakti. Je mozné, Ze tyto bunééné kontakty hraji zadsadni
ulohu v regulaci onkogenil a supresorovych genii. V epitelech, kde vznika vétSina lidskych
nadort je komunikace zprostfedkovana adhezivnimi molekulami (Cell Adhesion Molecules —
CAM) a gap junction povazovana za velmi dilezitou pro kontrolu ristu a diferenciace a tudiz

i pro karcinogenezi.

Kadheriny jsou ¢lenové rodiny molekul, které urcuji specifické rozpoznavani bunék v tka-
nich mnohobuné&¢nych organizmuti a hraji zakladni Glohu v bunééném vyvoji. Aberantni ex-
prese nebo funkce téchto molekul souvisi s invazivni a metastaticku fazi karcinogeneze. Ex-
prese a funkce E-kadherinu (a dalSich proteinii) mtize byt na riznych urovnich ovlivnéna kar-
cinogeny a karcinogennimi procesy. Rozpoznani bun¢k zprosttedkované adhezivnimi mole-
kulami predchazi komunikaci prostfednictvim gap junction. Integriny pak zprostiedkovavaji
kontakt bunika — mimobunécna matrix (ECM). Tyto molekuly zprostiedkovavaji nejen adhezi,

ale hraji dtilezitou roli v prenosu piislusnych signalti mezi bunikami a mezi buitkkami a ECM.
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7.2. VYZNAM GJIC

Buné¢ny rist a fenotyp jsou z €asti kontrolovany mezibunéénou vymeénou ristoveé regulacnich
faktort prostiednictvim mezibunéénych spojeni - gap junctions (GJ). Ty zprostfedkovavaji
piimy tok malych molekul (méné nez 1 kDa). Skladaji se ze dvou spojenych kanali - ko-
nexonii sloZenych ze 6 jednotek proteinu konexinu (obr. 7-5 a 7-6). Konexiny jsou ¢lenové
multigenové rodiny a u mnoha byla klonovana cCDNA. Cytoplazmaticka ¢ast konexint je ho-
mologni se zbytkem molekul a obsahuje fosforyla¢ni mista na uhlikovém konci (obr. 7-7).
Konexiny tvofici GJ putuji z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu. Vytvorené ko-
nexony jsou transportovany do plazmatické membrany, kde se sdruzuji s konexony soused-
nich bunék a tvofi propojovaci kanalky (GJ) (obr. 7-8). Optimalni diferenciace sav¢ich epite-
lidlnich bun¢k v komplexnim prostiedi vyzaduje regulované vazby GJ utvara s dal§imi pro-
teiny (beta-katenin, klaudin, okludin, tubulin). Kromé& toho musi byt funkéni dalsi vazby za-
jistujici interakce bunka-ECM, adheze bunka-burika a signaly rozpustnych faktort (obr. 7-9
a 7-10).
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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.

Obr. 7-5 Model gap junctions
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interacting plasma membranes 5
gp Konexony mohou byt

channel tvoreny Ste]nym‘ll e SR
1.6 nm in (homomericke) cirdznymi
gap of diameter (heteromeflcke)
D typy konexind.
/ GJ mohou byt ze stejnych
connexon R
two connexons in composed of typti (homotypické) nebo
register forming six subunits rGznych typd konexont
open channel between (heterotypické).
adjacent cells
(A) 2 typy konexin mohou
vytvorit az 14 riznych
variant sporadani GJ.

l homomeric
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connexins connexons intercellular channels
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Obr. 7-6 Organizace gap junctions (GJ) (Figure 19-15. Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)
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Obr. 7-7 Kompletace konexint do ,,gap junctions® (Laird D. W., Biochem J. 2006 : 527)




Syntetické drahy konexinii a tvorba
homo- nebo hetero-bunécnych GJ
strukturajejich 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 tvofi G] kandly.

Optimalni diferenciace savcich
epitelidlnich bunék v komplexnim
prostfedi vyZaduje requlované vazby GJ
utvar( s dalsimi proteiny (beta-katenin,
klaudin, okludin, tubulin).

Kromé toho musi byt funkéni dalsi vazby
zajistujici interakce burika-ECM, adheze
burika-burika a signaly rozpustnych
faktord.

Obr. 7-8 Syntetické drahy konexinl a tvorba homo- nebo hetero-bunéénych GJ struktur a jejich part-
nerské vazebné molekuly (EI-Sabban M.E., I Mammary Gland Biol Neopl 2004 : 463)
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Obr. 7-9 Proteiny vazici se s konexinem 43 (Cx43) (Laird D. W., Biochem J 2006 : 527)
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Gap Adherens Tight
Junction Junction Junction

U epitelidinich bunék jsou riizné typy spojeni, tj. G] z konexind, adherentni spoje
z kadherin( a tésné spoje z okludind a klaudind, ¢asto blizko sebe a sdileji stejné
vazebné proteiny sp01u1|cn je s aktinem a mlkroﬁlamenty Vazebné proteiny zajist'uji
vzajemné propojeni viech 3 komplexd a umoZiuji jejich spolecnou regulaci.

Obr. 7-10 Uspotadani spojovacich buné¢nych komplexu (Laird D. W., Biochem J 2006 : 527)

Mnoho naddorii vykazuje aberantni komunikaci zprostiedkovanou bunécnymi kontakty, tj.
ztraci GJ komunikaci mezi sebou nebo s okolnimi normadlnimi bunkami nebo vykazuji abnor-
malni expresi rozpoznavacich molekul. Snizenad exprese téchto molekul je Casto spojena se
zvySenou metastatickou schopnosti nadort. Porusena GJIC v nadorech nemusi byt nutné spo-
jena s aberantni funkci adhezivnich molekul, coz predpoklada dalsi regulaéni mechanizmy
pro GJ. Piedpoklada se, ze konexinove geny funguji jako nadorové supresorové geny, kdezto

geny pro adhezivni molekuly pusobi jako supresory metastaz.

Selektivni absence heterologni GJIC (spiSe neZ homologni) hraje vyznamnou ulohu v klo-
nalni expanzi nadorovych bun¢k (obr. 7-11 a 7-12). Obnoveni heterologni komunikace mezi

transformovanymi a normalnimi buiikami prokazala nadorové supresorové ucinky. Pokusy
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s transfekci konexinovych gent ukézaly, ze urCité nadorové bunky jsou defektni v expresi

téchto gent, ale Ze selektivni absence GJIC je poruSovana jinymi mechanizmy.

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

homologni komunikace

Obr. 7-11 Uloha ztraty heterologniho typu GJIC v Karcinogenezi — Homologni komunikace

Heterologni komunikace
Ztraceji schopnost heterologni komunikace s okolnimi normalnimi burikami (IT a,b),
coZ vede k jejich autonomnimu selektivnimu prerdstani a malignizaci.

Obr. 7-12 Uloha ztraty heterologniho typu GJIC v karcinogenezi — Heterologni komunikace (Kratov-
skikh V. and Yamasaki H., Histol Pathol 1997 : 761)

Jak a kdy jsou béhem mnohastupnové karcinogeneze porusovany funkce GJ a buné¢nych ad-
hezivnich molekul je stale pfedmétem zkoumani. Existuji dva zakladni mechanizmy:
= pfimé ucinky na geny;

= defekt na funkéni Grovni.
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To naznacuje, ze jak genotoxické tak negenotoxické karcinogeny mohou indukovat takové

zmeény, a ze defekty mohou vznikat v riznych stadiich karcinogeneze.

Poruchy GJIC vedouci k deregulaci rustu a k neoplasii by mohly byt integrujicim faktorem,
ktery propojuje vSechny teorie karcinogeneze dohromady. GJIC ma totiz zasadni roli pii udr-
Zovani tkanové homeostazy (obr. 7-13) a existuje fada dikazi na podporu jeji zasadni ulohy

v tomto procesu.

= pro vétsinu nadorovych bunék je charakteristicka dysfunkce homo- nebo heterologni

komunikace
= vétSina nddorovych promotort inhibuje (reverzibilng) GJIC
= rustové faktory a hormony majici nddorové promoéni u€inky inhibuji GJIC
= onkogeny jako jsou ras, raf, src mohou snizovat GJIC
= nadorové supresorové geny zvysuji GJIC

= transfekce nadorovych bun¢k konexinovymi geny obnovuje GJIC a ristovou regulaci

téchto bun¢k
= “antisense” geny pro konexiny mohou snizovat GJIC
= protinadorové latky a chemopreventivni agens zvysuji GJIC
= konexinové geny funguji jako nddorové supresorové geny

= GJIC jsou dulezité pro adaptivni odpovéd’ 1 apoptozu.
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Gap Junctions in Cellular Homeostasis

Distal cell
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Obr. 7-13 ,,Gap junctions* v bunééné homeostaze (Trosko, J.E. et al., Toxicol. Lett 1998 : 71)

Rada nadorovych promotori inhibuje GJIC a indukuje buné&nou proliferaci. To vysvét-
luje roli téchto promotorti v klonalnim rdstu iniciovanych bunék ve smyslu uvolnéni takovych
bunék z riistové kontroly okolnich normalnich bunék. Rizné typy nadorovych promotort
vSak mohou plisobit riznymi mechanizmy: TPA plisobi v dobé ptipojeni konexinu k bunécné

membrang, fenobarbital pisobi na irovni mRNA pro konexin apod.

Snizovani GJIC exogennimi chemickymi promotory nebo endogennimi ristovymi faktory nebo
hormony vyzZaduje prekroceni prahové davky a stalé, pravidelné chronické piisobeni. U vSech
znamych epigeneticky a negenotoxicky pusobicich latek existuji prahové hodnoty, pod nimiz
je bunika schopna obnovovat sviij piivodni stav bez osudovych disledkt. Je jasné, ze také riz-
né typy chemikalii maji své prahové hodnoty pro modulaci GJIC a cytotoxicitu a ze také riiz-
né ZivociSné druhy a rizné typy bunék reaguji na tutéz latku rizné. Dalsi ditkkazy o ucasti blo-
kované komunikace v nddorové promoci pochazeji ze studia G¢inkd antipromocnich latek na

GJ.

Mezibunééna komunikace je mechanizmem kontroly ristu (obr. 7-14 az 7-17). Kdyz se

bunky setkaji s vng&jim faktorem, k prvnimu kontaktu dochazi na membrang. Uginek pak mu-
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si byt pfenesen do jadra riznymi cestami. PoruSeni kontaktu bun€k seskrabnutim monovrstvy
indukuje bunéény rust spojeny s expresi gent, jako jsou c-fos. Také exprese jadernych onko-
genid v-myc, vV-fos mize byt inhibovana okolnimi buiikami. Neni vSak jasné jak mezibunécny
kontakt reguluje geny kontroly rustu, zda indukci genomové instability nebo ptisobenim na

urcité body bunécného cyklu.

Obr. 7-14 Model ristové kontroly prostiednictvim gap junctions (GJ) — Rustoveé stimula¢ni signal 1.

Riistoveé stimulacni signdl difunduje do sousednich bunek pres GJ a dosahuje substimulacni tirovné.

Obr. 7-15 Model ristové kontroly prostiednictvim gap junctions (GJ) — Rustové stimula¢ni signal 2.

K difuzi signdlu nedochazi u bunék postradajicich GJ a je zahdjeno bunécné deleni.
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Obr. 7-16 Model ristové kontroly prostiednictvim gap junctions (GJ) — Rustové inhibi¢ni signal 1.

Riistove stimulacni signal difunduje do sousednich bunék pres GJ a zabranuje bunécnému deleni.

Obr. 7-17 Model rastové kontroly prostfednictvim gap junctions (GJ) — Rustové inhibi¢ni signal 2.

Signal se nesiFi do bunék postradajicich GJ a dochdzi k bunecnému déleni.

Nadorové promotory mohou indukovat genomovou nestabilitu inhibici GJIC, napi. TPA in-
dukuje amplifikaci genti a mutace. Mnoho nadort vykazuje defekty ve schopnosti mezibu-
nééné komunikace a zvySenou genomovou nestabilitu. Je u nich rovnéz zvysena amplifikace
genl. D4 se usuzovat, ze v genové nestabilité je zahrnuta transdukce signélu a protoze druzi
poslové v ni zahrnuti jsou distribuovany pomoci GJ, blokovani GJ mize ke genomové nesta-
bilite ptispét.

GJ hraji ulohu v bunééném cyklu (exprese konexinu predchazi zacatku syntézy DNA). By-
lo ukazano, ze mitotické buniky komunikuji s klidovymi buitkami pomoci GJ. Ale komuni-
kaéni schopnost mitotickych bunék je mensi nez u klidovych. To znamena, ze inhibice GJ
muze zahdjit bunéény cyklus jen v izkém ramci, asi na prechodu G1-S faze, jak ukéazaly po-
kusy s molekularnimi probami na cykliny.

Kromé vzajemného rozpoznavani bun¢k a GJ zahrnuje sit’ mezibunéénych komunikaci také
humoralni stimuly, jako jsou rdstové faktory a hormony. Buiiky komunikuji jinym zptisobem
a v soucasnosti se predpoklada mechanizmus zvany ,,juxtacrine communication*, kde hu-
moralni komunikace funguje jen, jsou-li heterologni buiiky v kontaktu. Protoze tato komuni-

kace se ucastni kontroly rtstu, mize hrat roli i v karcinogenezi.

Kontrolni otazky k tématu:

= Jaké zakladni typy signalt ovliviiuji chovani bunék v bunéénych populacich?

aké omunikace zahrnujeme mezi mezibunééné interakce?’
= Jakét k k h b terakce?
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Jakou ulohu hraji mezibunééné kontakty v karcinogenezi a jakymi typy mechanizmi

pusobi?

Co jsou to ,,gap junctions*? Popis jejich tvorbu a slozeni.

Jaké typy GJ rozeznavame?

K jakym zménam GJIC dochézi u nadorovych bunécnych populaci?

Jaké ucinky na GJ maji nadorové promotory, rustové faktory, hormony a onkogeny?
Jak 1ze obnovit ¢innost GJ u nddorovych bunék a s jakymi diisledky?

Jaky charakter ma snizovani GJIC nadorove promoc¢nimi latkami?

Kontroly kterych buné¢nych procest se GJIC ucastni?

Jaky je vztah mezi GJ a ostatnimi typy kontaktli a komunikaci bun¢k?
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8. PORUCHY PROLIFERACE, DIFERENCIACE A APOPTOZY

8.1 ROVNOVAHA V BUNECNYCH POPULACICH

Rovnovaha v bunéénych populacich je udrZovana presnou regulaci procesi proliferace
(bun. cyklus), diferenciace a apoptdézy. Vyvoj tkani savci se uskuteciiuje v prostiedi re-
gulacnich ristovych faktori. Ty ovlivituji fadu parametri bunééného vyvoje jako je prezi-
véni, proliferace, diferenciace. Rada aspekti chovani bunék je ovliviiovano rovnovahou mezi
stimula¢nimi a inhibi¢nimi signaly S riznym stupném specifity. Piesny u¢inek daného fak-
toru je ur¢ovan bunéénym typem, koncentraci faktoru, ptitomnosti jinych podnétii apod. (obr.

8-1).
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Obr. 8-1 Zavislost zivo¢isné bunky na mnohonasobnych mimobunéénych signalech (Figure 15-8.

Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.)
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Aktivaceldeaktivace riznych drah zajistuje rovnovahu mezi proliferaci, diferenciaci a apopto-

zou. Jejich deregulace podporuje tvorbu nadoru (obr. 8-2).

/ N\

G1 > G0 ——> Diferenciace ——> Senescence

Mitoza

Obr. 8-2 Rovnovaha v bunéénych populacich je udrZzovana piesnou regulaci procest proliferace (bu-

néény cyklus), diferenciace a apoptdzy

Klasicky se specificky rustovy stimul pfenasi do bunky pies aktivaci transmembranovych
receptort, které moduluji kli¢ové proteiny v cytoplazmé. Ty pak na oplatku ovliviiuji rozhod-
nuti kontrolujici proliferaci, diferenciaci a apoptéozu zménami v genové expresi a reaktivité na

ostatni faktory (obr. 8-3).
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Obr. 8-3 Zjednodusené schéma vnitrobunééné signalni drahy aktivované mimobuné¢nou signalni

molekulou (Figure 15-1. Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)

Nekteré faktory mohou fungovat extra- i intracelularné a tato vlastnost koreluje
s karcinogenitou. Aberantni produkce sekretovanych riistovych faktor mize hrat rozhodujici
roli v karcinogenezi zvysenim proliferace a stupné bunééné autonomie a rozsifenim oblasti
pro expanzi nadoru.

Zakladni hierarchickou strukturu procesu vyvoje a udrzovani tkdni mizeme pozorovat pfi
nahradé pokozky, stievniho epitelu a krvetvornych systému obratlovei. Tyto tkané patii
k intenzivné proliferujicim bunénym populacim, které se obnovuji cely Zivot. Limitovany
pocet multipotentnich kmenovych bunék se béhem embryogeneze snizuje a vznikad vétsi

populace vice vyvojové urcenych progenitorovych bunék. Ty dale proliferuji a produkuji
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funk¢né zralé postmitotické buiiky, které nahrazuji pfirozeny ubytek piislusného bunécného
typu. Kmenové buiiky jsou schopny sebeobnovy, kterou nahrazuji ty bunky, které dale dife-
rencovaly. Je nutné, aby byla zachovdna prisna rovnoviaha poétu a typi bunék
Vv piislusnych kompartmentech. Jestlize dojde k odtrzeni jinak koordinovanych procesi proli-

ferace (sebeobnovy) a diferenciace, vznikaji nadory (obr. 8-4).

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

k term. diferenciaci iniciované buriky; a,,mira bunécného déleni kmenovych
bunék; a,, mira bunééného déleni iniciovanych bunék; m,, mira
molekularnich dé&ji vedoucich k iniciaci (4., eventualné mutaci); m,, mira
vyskytu druhého zasahu v iniciované burice.
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Maligni zvrat
iniciované buriky

Obr. 8-4 Model iniciace/promoce/progrese v karcinogenezi (podle Trosko J.E. and Chang Ch., Muta-
tion Research 2001: 219)

8.2 TEORIE KMENOVYCH BUNEK

Jednu z hlavnich teorii karcinogeneze piedstavuje tzv. teorie kmenovych bunék. Totipotent-
ni kmenova buika je bunka, ktera mize dat vznik v§em buitkdm v mnohobunécném organi-
zZmu, jako je oplodnéné vajicko nebo rana embryonalni buiika. Brzy po embryonalnim vyvoji,
nékteré bunky ¢aste¢né diferencuji v pluripotentni kmenové buiiky. Z nich pak vznikaji rizné
ttidy bunék pro nekolik riznych organi (napt. slinivku a jatra). Béhem dalSiho vyvoje jsou
nékteré bunky omezeny tak, aby z nich vznikalo jen malo bunécnych typi, stavaji se z nich

uréitym zplsobem predurcené (tzv. ,,commited) buiikky. Konecnym vysledkem je produkce
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terminaln¢ diferencovanych bunék (spermie, vajicka, keratinocyty, ¢ervené krvinky, neurony
atd.).

Podobné i zminéna teorie karcinogeneze vychdzi z existence kmenové bunky (nejpravdépo-
dobnéji pluripotentni nebo komitované). Vychazi z pozorovani, ze kazdy nador se jevi ve
svém puvodu jako monoklonalni, tj. pfes vSechny genotypové a fenotypové rozdily se vSech-
ny bunky nadoru vytvotily z jedné ptivodni kmenové. Nador je vysledkem mnohocetnych
genetickych, epigenetickych a negenotoxickych zmén, kdy normalni buiiky s kontrolo-
vanym ristem a schopnosti terminalné diferencovat ztraci tyto schopnosti a zaroven
ziskavaji schopnost rozsirovat se do jinych tkani v téle — metastazovat.

Zakladni predpoklad zminéné teorie karcinogeneze je, ze kmenova bunka je nesmrtelnd. Smr-
telnou se stava pfi indukci terminalni diferenciace. Normalni kmenové bunky se déli "asyme-
tricky", tj. jedna dcefinné bunika zlstava jako kmenova a druha ziskavéa schopnost terminalné
diferencovat. S tim souvisi domnénka, ze prvnim krokem v karcinogenezi je imortalizace

bunky, ktera se pak miize neomezené délit a neni schopna diferencovat.

8.3 VYZNAM BUNECNEHO DELENI A DIFERENCIACE

Nadorové onemocnéni je to stupniovity proces, ktery vznika ze slozitych genetickych zmén
vedoucich k deregulaci bunééné proliferace. Rakovina je tedy predevsim proliferativni cho-
robou.
Déleni je zakladnim d&em v Zivotd buiiky. Retéz d&ju, ktery vede k replikaci DNA a k déleni
bunky ma 4 zakladni ¢asti:

= vznik signalu,

= rozpoznani signalu,

= prenos signalu

= odpovéd’.
Buné¢né déleni hraje kli¢ovou ulohu v kazdém stadiu vyvoje nadori a je zcela ziejmé, ze
zvySena proliferace miiZe zvySovat riziko malignity. Je dulezita pro fixaci poSkozeni DNA,
usnadiluje mutagenezi (vyskyt a fixace mutaci), umoziiuje klondlni namnozeni iniciované
buitky a po vzniku dalSich mutaci je na ni zavisly pfechod od neolastické populace

k malignité (obr. 8-5).
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Obr. 8-5 Uloha bun&éné replikace v mnohastupiiovém procesu karcinogeneze (Foster J.R., J Comp
Pathol 1997 : 113)

Kromé¢ toho Ize na malignitu pohlizet jako na poruchu diferenciace, protoze malignita vzni-
kd zkmenovych bunék v disledku maturaéniho bloku nebo mize dojit rovnéz
k dediferenciaci zralych bungk, které si zachovaly schopnost proliferace.

Ttetim vyznamnym procesem, jehoZ poruchy ovliviiuji vznik nadort je programovana bu-
nééna smrt-apoptoza.

Aktivace mitogenni cesty rustovych faktorii je tedy nutnym, ale ne dostacujicim jevem (0br. 8-
6a, 8-6b). V termindlné se diferencujicich systémech jako napr. v hemopoéze musi jesté dojit
k diferenciacnimu bloku. Za normalnich okolnosti je béhem diferenciace omezovana auto-
nomni bunééna proliferace posunutim bunék z populace produkujici riistové stimulacni fakto-
ry k typu bunék produkujici misto toho inhibi¢ni faktory. Nasledn¢ vede blok v diferenciaci

k nadorovému riistu pouhym udrzenim produkce rustové stimula¢nich autokrinnich faktord.
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Schéma mitogenni drahy ristoveho faktoru u normalnich bunék:
1) rlstovy faktor,
2) receptor pro ristovy faktor,

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

Obr. 8-6a Mechanizmus mitogeneze v normalnich buiikach
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Schéma moznych poruch mitogenni drahy ristového faktoru
u transformovanych bunek:

1) endogenni produkce rlistového faktoru stimulujici bunku autokrinnim
zplsobem. Endogenné produkované faktory mohou byt sekretovany

a interagovat s receptory pro rlstové faktory na povrchu nebo aktivovat
receptor zevnitr bunky.

2) produkce rlistovych faktor(l, ktera mlze napodobovat funkcni aktivitu
receptoru

3) produkce faktor(l, které mohou napodobovat funkcni aktivitu regulacni
komponenty vnitrobunécného prenosového systému

Obr. 8-6b Mechanizmus mitogeneze v transformovanych butikach

Bunky se stavaji nadorovymi, protoze nejsou schopny diferencovat v odpoveéd’ na piislusné
vyvojové signaly a tak ztraceji schopnost zastavit produkci rstoveé stimulacnich faktort
a aktivovat drahy pfenosu signalu ristové inhibi¢nich faktord (napi. expresi receptori pro
TGF-B apod.) produkovanych diferencovanymi bunkami. VétSina nddorGt ma defekt
v diferenciaci kmenové buniky. Proto jeden z kli¢l porozuméni nddorovému onemocnéni spo-
¢iva v lepSim pochopeni toho, jak diferenciace ovlivituje produkci klicovych rastovych regu-
la¢nich molekul, v¢etné ristovych faktort a receptort. Zastava diferenciace mize nastat i na
dalSich stupnich vyvoje progenitorovych bunék.

Ziskanim informaci o tom, jak je beéhem diferenciace regulovéana exprese klicovych regulac-

nich genti Ize vytvofit novy cil pro efektivnéjsi nddorovou terapii.
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Vyvoj malignity zahrnuje genetické zmeny, které porusuji normalni rovnovahu mezi riistem
a diferenciaci. Existuje n¢kolik zplisobli rozpojeni normalni kontroly ristu a diferenciace
a nekolik zpusobu, jak se z bunky stane maligni. Embryonalni tkané rychle rostou a expri-
muji fadu protoonkogenti. Jak embryonalni nebo kmenové bunky zraji, exprese se ztraci, ale
exprimuji se nové protoonkogeny. Jestlize klidova buinika vchéazi znovu do bunééného cyklu
dochazi ke zvysené regulaci asi 60 geni (vCetné protoonkogenu c-fos, jun, c-myc), jejichz
produkty funguji jako regulatory transkripce. Terminélni diferenciace je nékdy doprovazena
zvysenou regulaci rodiny proteinii r as.

Funkce protoonkogent je zakladem prichodu bunéénym cyklem, ale tyto geny se lisi u riiz-
nych bunéénych typt. Prichod buéénym cyklem je zavisly hlavn€ na prahu riistovych signal
tvofenych paralelnimi cestami, spiSe nez na striktnim potadi exprese jednotlivych protoonko-
genl. Zde je 1 oblast pro vznik chyb a abnormadlni rist je vysledkem aberantniho produktu
onkogenu davajiciho vznik stdlému nebo zvySenému riistovému signalu, ktery posune rovno-

vahu z klidového do aktivniho stadia bunééného cyklu (obr. 8-7).

INVASIVENESS GROWTH INHIBITION
AND DIFFERENTIATION

anti-growth
factors

MITOGENIC CIRCUITRY

adjacent cells —E-g;

{ o O O s O
extracellular — integrins ———
matrix l O=-=0-+0

1
cyflin D}
pRbI—0O

growth o
factors tyros

10
abnormality __ 6 factors
sensor
CELL SURVIVAL

Obr. 8-7 Signalni drahy v buiice napodobujici integrované obvody. Aktivace/deaktivace raznych drah
zajistuje rovnovahu mezi proliferaci, diferenciaci a apoptozou. Jejich deregulace podporuje tvorbu

nadori. (Figure 11.44. The Biology of Cancer (© Garland Science 2007))
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8.4 AUTOKRINNI REGULACE

‘: @ e o ° ’
\ ( ° ‘, o ® / \
/ey \ LW O AP

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

Obr. 8-8 Autokrinni signal (Figure 15-6. Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)

Existuje fada zplsobt, kterymi mohou rastové faktory ptispivat k pozdéjsim stadiim vyvoje
nadoru po transformaénim dé&ji. Nejbeéznéjsi je vytvoreni autokrinni ristové odpovédi, pri
niz bunky exprimuji a jsou stimulovany mitogennim faktorem a tak se stdvaji mén¢ zavislé na
prostfedi okolnich buné¢k. Jednd se o neplanovanou produkei rGstovych faktorti buitkami ne-
soucimi odpovidajici receptory nebo s aberantni expresi receptori. Nékteré faktory mohou
fungovat mimo- i vnitrobunééné a tato vlastnost koreluje s moznou ontogenicitou.Tato auto-
krinni smycka slouzi normaln¢ pouze pfechodné k urychleni nebo zndsobeni odpovédi a je
kontrolovéna jak vnitinim bunénym programem, tak mimobuné¢énymi signaly.

Vytvoteni autokrinni ristové odpovédi pfispiva k vytvofeni autonomni nadorové populace
a je dosti obecnym jevem fady nddorovych linii. AvSak jsou 1 jiné urovné, na nichZ mohou
rastové faktory in vivo ptsobit. Napft. okolni buniky mohou reagovat na rustovy faktor pro-
dukei jinych faktorti stimulujicich proliferaci transformovanych bunék. Nékteré faktory maji
téZ schopnost indukovat rozsifeni cév vedoucich ke zdroji faktoru, pfispivaji k vaskularizaci

nadoru a tim k lepsi vyzivé a expanzi.
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8.5 RUSTOVE REGULATORY V KARCINOGENEZI

STIMULATORY INHIBITORY
PATHWAYS Normal cell PATHWAYS

e e

Growth factor Inhibitor
("go" signal) ("stop” signal)

STIMULATORY —_ - — INHIBITORY
ABNORMALITY S S——— ABNORMALITY

Obr. 8-9 Signalni drahy v normalnich bunkach a jejich mozné abnormality (Weinberg R.A., Scientific
American 1996 : 62)

Lidské nadorové bunky konstitutivné produkuji fadu ristovych faktorii, cytokind, che-
moatraktantli, proteolytickych enzymi a jejich inhibitorti. Sousedici normalni buiky, jako
jsou fibroblasty, endotelialni buiiky a monocyty tvorici okolni mikroprostiedi, jsou téz
potenciilnim zdrojem vétSiny téchto faktori, ale vyZzaduji specificky signal k zahajeni syn-
tézy nebo uvoliiovani aktivnich faktori.
Jednotlivé nadorové linie sekretuji nadbytek rtsttovych faktord a cytokind, avsak rizné auto-
krinni a parakrinni okruhy jejich pisobeni nejsou dostatecné definovany.
Biologické aktivita kazdého faktoru zavisi na tom, zdali

= je exprimovan jako latentni prekursor a vyZaduje aktivaci,

= vyzaduje uvolnéni z vazebného proteinu,

= je biologicky aktivni bez dalsi aktivace.
Biochemickad povaha jednotlivych faktorii produkovanych normdlnimi a nadorovymi burnkami

se vetsinou nelisi, ale lisi se velmi regulace jejich exprese (obr. 8-10).
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stops dividing in response to inhibitory factors (red, far right).  protein (inset at left). Many other cancer-related genes code
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Obr. 8-10 Odpoved buiky na ristove stimulacni a inhibi¢ni signaly a jeji poruchy v karcinogenezi
(Cavenee W.K. and White R.L., Scientific American 1995 : 50)

Stimulace rGstu normalnich a malignich bunék, angiogeneze a tvorba stromatu u malignich
poruch, degradace tkané invazivnimi nadorovymi buitkami, pohyb bun¢k, uvoliiovani a pfi-
chycovani nadorovych bunék — to vSe zahrnuje interakci mezi autokrinnimi, parakrinnimi
a endokrinnimi faktory.

Komplexni biologické aktivity nadorovych buné€k jsou regulovany fadou faktorti produkova-

r

nych malignimi bunkami nebo sousedicimi normalnimi bunikami. Kriticka je vzrustajici
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nezavislost na exogennich signalech, ktera zpisobuje prechod z neinvazivniho do inva-
zivniho a metastazujiciho fenotypu.

Endogenni a exogenni faktory moduluji expresi tkanoveé degrada¢nich enzymd a jejich inhibi-
toru, stejn¢ jako bunétné povrchové struktury zahrnuté v pienosu signald a interakcich burika-
burika nebo burika-substrat. Je tfeba zdiraznit, ze k bunéénému ristu a invazi piispiva interfe-
rence raznych produkti nddorovych i normalnich bunék.

Nadorové buiiky produkuji Fadu ristovych faktori a cytokin bez predchozi exogenni

stimulace — vznika autokrinni smy¢ka.

Priklady ristovych faktora podporujicich nadorovy riist:

pro - latentni
TGFalfa TGFbeta

.'D @\E-I‘I{tl'uace
/proteolirza T6Fb ¢

® TGFa
H““:i.

Transformace

L 2

TGFalfa riistové stimulacni signal a TGFbeta riistové inhibicni signal v rovnovaze = normalni regulace
riistu. Neoplasticka transformace vznika z poruch v jednom nebo vice nasledujicich bodech:

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

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

3) amplifikace hladiny TGFalfa mRMNA vyistujici v pozitivni signal;

4)ztrata schopnosti aktivovat latentni TGFbeta;

5)ztrata receptord pro TGFbeta;

) zmény negativnich postreceptorowych drah prenasejidgch signal. Vyjmenované zmény mohou pfispivat k transformaci
epitelidlnich bunék nerovnovahou pozitivnich a negativnich riistovych signald.

Obr. 8-11 Pozitivni/negativni ristova kontrola epitelialnich bunék

= TGF alfa (tumor growth factor) — vykazuje sekven¢ni homologii s EGF (epidermal
growth factor) s vazbou na stejny receptor EGFR. Je produkovan fadou karcinomt
a pusobi autostimulaéné pro kolorektalni, prsni 1 plicni karcinomy.

= basic FGF (fibroblast growth factor) — je produkovan normalnimi i malignimi bun-

kami mesodermalniho a neuroektodermalniho ptivodu, napt. melanomy.
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= Insulin-like faktor — ma autokrinni funkci u nadort kolonu, plic, pankreatu ¢i neurob-
lastomi.

= PDGF (platelet growth factor)- produkovan fadou lidskych nadort. Je mitogenem
pro fibroblasty a endotelialni bunky.

= TGF beta — rodina dimerickych proteind, které kontroluji rust a diferenciaci fady bu-
néénych typt. Je produkovan v latentni formé a musi byt aktivovan. Tento faktor vSak
s vyjimkou stimulace rustu fibroblastii inhibuje rist fady typti bun€k mezenchymalni-
ho plivodu, myeloidnich buné¢k, epitelidlnich, lymfoidnich a endotelidlnich bun¢k.

Ucinkuje na sekreci proteolytickych enzymu a proteinti extracelularni matrix.

8.6 ANTIPROLIFERACNI MOLEKULY

Existuje rovnéz fada molekul, které jsou schopny pusobit na urcité typy bunék antiproliferac-
né. Tyto latky predstavuji pole pro protinadorovy vyzkum. Patii k nim napft. pravé TGF beta,
ktery mize mit jak riistov€é podplrnou, tak riistove inhibicni funkci v zévislosti na bunééném
typu a podminkéch. Stimuluje proliferaci bunék mezenchymalniho ptivodu indukci exprese c-
sis protoonkogenu, ktery koduje PDGF-like protein. Naopak inhibuje proliferaci bunék epite-
liaglniho puvodu, endotelialnich bunek, B lymfocytit a thymocytit a indukuje diferenciaci rady
bunécnych typii. U endotelidlnich bunék ovlivnénych TGFbeta je redukovana exprese EGF
receptoru a tak bunka neni schopna odpovidat na mitogenni signal EGF. Zatimco bunky reti-
Ny jsou normalné citlivé k antimitogennimu plsobeni TGFbeta, nadorové buniky retinoblas-
tomu neexprimuji TGF beta receptory a tak unikaji negativni kontrole. Dal§im endogennim

antiproliferacnim proteinem je napf. interferon gamma.

Kontrolni otazky k tématu:

= Jak je udrZzovana rovnovaha v bunéénych populacich?

= Které tkan¢ patii k intenzivné proliferujicim bunéénym populacim a jak jsou charakte-
rizovany?

= Jaky vyznam ma pii vyvoji naddoru bunécné déleni?

= Které dalsi procesy hraji vyznamnou tlohu v nddorovém procesu?

= Vysvétlete pojem autokrinni regulace.

= Jakou Ulohu hraji v rozvoji nddorového onemocnéni molekuly typu riistovych regula-
torti? Jmenujte ptiklady.

= Existuje interakce mezi nddorovymi a okolnimi normélnimi buitkami? Jaky ma vy-

znam?
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9. HORMONALNI KARCINOGENEZE

9.1 ENDOGENNIi FAKTORY

V soucasné dobé¢ se ukazuje velky podil faktori prostfedi na vzniku lidské neoplasie. Nej-
vétsi podil pfipada na potravu a kouteni, ale vyznamnou roli hraji téz infek¢ni latky, expozice
primyslovymi latkami a zafenim. S vyjimkou koufeni jako ptimé pficiny vyvoje plicniho
karcinomu a karcinomu mocového méchyte neni presny mechanizmus a podil dalSich faktort
uplné jasny.

Kromé toho musime brat v potaz i endogenni faktory. Rada chemickych slouéenin produko-
vanych v organizmu muze byt karcinogennich (napt. produkty oxidativniho metabolizmu).
Bez vyjimky jsou klasifikovany jako promocni na zékladé jejich funkce v regulaci genové
exprese. Jejich plisobeni na bunéénou replikaci a genovou expresi je reverzibilni, coz zajiSt'u-
je maximalni pruznost pfi udrzovani homeostazy v organizmu.

Je také prokazano, ze endogenni pohlavni steroidy a Fada Zlucovych kyselin produkova-
nych v gastrointestindlnim traktu hraje dalezitou roli v lidské karcinogenezi. Vysoké davky
estrogent aplikované zvifatim vyust'uji v rakovinu ledvin. Endogenni prolaktin je vyznam-
nym faktorem vyvoje neoplasie u fady zivocisSnych druhi, ale u ¢loveka tato spojitost zcela
prokazana nebyla. U¢inn&j$imi karcinogeny jsou syntetické estrogeny i androgeny (hepato-
karcinogeneze). Také fada endogennich polypeptida vykazuje karcinogenni G¢inky v rtz-

nych systémech.

9.2 MECHANIZMY ENDOGENNICH FAKTORU

Neoplasie hormonalné zavislych tkani piedstavuje vic nez 32 % nové diagnostikovanych na-
dortt u muzi a vice nez 40 % u zen. Estrogeny a v mensi mife androgeny jsou zakladni ste-
roidni hormony, které mohou byt karcinogenni in vivo (obr. 9-1). Na molekularni Grovni
jsou jejich wucinky na genovou expresi zprostiedkovany jejich specifickou interakci s endogen-
nimi receptorovymi proteiny produkovanymi cilovou burnkou (obr. 9-2). Komplex steroid-
receptor interaguje se specifickymi sekvencemi regulacnich oblasti fady genti, ¢imZ méni je-
jich transkripci. Jeden nebo vice téchto genil je pravdépodobné dilezitych v obecném mecha-
nizmu nadorové promoce zminénymi metabolity. K takovym gentim patii i ty, jejichz protei-
nové produkty jsou soucasti mezibunécnych gap junctions. Inhibice GJIC je spojena s mecha-
nizmem nadorové promoce. Nékteré Zzlucové kyseliny inhibuji GJIC v systémech in vitro.
AvSak syntetické estrogeny nevykazuji inhibici GJIC v bunéénych kulturach. Naproti tomu

polypeptidické hormony piisobily inhibici.
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Obr. 9-1 Struktura hormont vybuzujicich signal vazbou na vnitrobunééné receptory (Figure 15-12.

Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition)
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Obr. 9-2 Podobna struktura receptort s vazebnou doménou (Figure 15-13. Molecular Biology of the
Cell, 4™ Edition)
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Obr. 9-3a Receptorovy protein v inaktivni forme vazan na inhibi¢ni proteiny (Figure 15-13. Molecu-
lar Biology of the Cell, 4™ Edition)
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Obr. 9-3b Disociace inhibi¢niho proteinu po vazb¢ ligandu a navazani koaktivatoru k doméné recep-

toru aktivujici transkripci (Figure 15-13. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition)

Obr. 9-4 Trojrozmérna struktura domény vazici ligand bez a s navazanym ligandem. Alfa helix (mod-
fe) funguje jako vitko zajistujici polohu ligandu (Figure 15-13. Molecular Biology of the Cell, 4"
Edition)
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Dalsi gen, jehoz zména exprese v odpoveéd’ na plsobeni estrogenu muze byt dulezita v pro-
mocnim puasobenti, je receptor pro EGF, jehoz transkripce vyznamné vzriistd po ptuisobeni es-

trogenu (obr. 9-5).

I

2. ligant-independent

1. classical

N
@E\

3. ERE-independent

E2

Polysomes
Ez fa, _/
*? Tissue Responses g— Protein

4. nongenomic

Obr. 9-5 Stimulace estrogenniho receptoru. GF — riistovy faktor, E2 — estradiol, R-E2 — estrogenni
receptor, ERE — responsivni element DNA, AP-1 —transkripcni faktor

Hlavni ucinek promocnich latek je zvyseni rychlosti bunécné proliferace v cilové iniciované
bunécné populaci. Tento Uc€inek je jasny u specifickych polypeptidickych hormonti stejné
jako u polypeptidovych ristovych faktort. Jejich plisobeni na iniciovanou buniku je silngjsi
neZ na buniku normalni.

Ackoliv stadium nadorové promoce klasicky nezahrnuje zmény v DNA, fada studii prokazala,
Ze jisté promo¢ni latky mohou zpisobovat tvorbu aktivnich kyslikovych radikalt. Tyto radi-
kaly pak mohou pusobit nebo stimulovat peroxidaci nenasycenych lipidi a tvorbu dalsich
radikald, které mohou ptlisobit na makromolekuly jako je DNA. Dikazy nejsou vSak jedno-
znacné.

Steroidni hormony jsou jiz dlouho znamy jako dulezité regulatory podporujici rust urcitych
typll nadort a je prokézan jejich viiv na expresi jadernych protoonkogenii. Steroidni hormony

(estrogen, testosteron, progesteron, androgen i glukokortikoidy), protoze jsou malé a lipofilni
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difunduji pres membranu do buriky, kde se vazi na specificky vnitrobunécny receptor. Aktivo-
vany komplex se pak vaze na specifické sekvence v DNA, tzv. ,,steroid response elements*
(SRE). Funguje tedy jako transkripéni faktor, ktery moduluje na steroidy odpovidajici geny
nebo méni postranskripéni déje vyustujici ve zmény hladiny specifickych mRNA nebo pro-

teind (obr. 9-6).

steroid Oq tyrosin hv vazba na

O kinaza v G protein
plazmaticka

membrana @
_ receptor .
cytoplazma b efektor / kanal

rosin = raceptor G protei

kinaza
fosforylace .E

¥

fosforylace

|:[ receptor

hspa0

N\
L, odpovéd’ /
8 buiiky | ™~ rna

jaderna membrana
jadro
I:I |:| transkrlpce

HRE N aa NN daaVaaaVaaa v aah
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Obr. 9-6 Srovnani ptsobeni steroidui pfes vnitrobunééné receptory a prenosu signalu aktivaci mem-

branovych receptori
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Obr. 9-7a Rana primarni odpovéd’ na ptsobeni steroidniho hormonu (Figure 15-14. Molecular Biolo-
gy of the Cell, 4" Edition)

secondary-response proteins
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l.l ‘: ’4 .‘o
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protein shuts off protein turns on
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Obr. 9-7b Zpozdéna sekundarni odpovéd’ na pusobeni steroidniho hormonu (Figure 15-14. Molecular
Biology of the Cell, 4™ Edition)
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Hormonaln¢ zavislé nadory (prsu, endometria, prostaty, varlat, §titné zlazy, kosti) predstavuji

ojedinély mechanizmus karcinogeneze. Endogenni a exogenni hormony podporuji proliferaci,

zvySuji pocet bunécnych deleni a pravdépodobnost nahodnych genetickych chyb. Hormonalni

stimulace ptisobi v promoc¢nim stadiu a pokracuje do progresivniho stadia. Pferuseni této

drahy pomoci antihormonalni terapie (napf. tamoxifen) zpomaluje proces progrese. Byly ob-

jeveny specifické geny, jejichz mutace jsou spojeny s hormonalné zavislymi nadory. Zahrnuji

geny endokrinni regulace, geny reparace DNA, naddorové supresorové geny a onkogeny. BR-

CA1 a2 jsou nadorové supresorové geny spojené S nachylnosti k nadoriim prsu a vajecnik.

ESTRADIOL and GTHEH STEROQID HORMDNES

g

Mol
Germline Genelic arrors
mutation accumulate during
fe.g. TP53, BRCAY) cell division
{o.g. TP53)

(loss of heterozygosily]

Obr. 9-8 Estradiol a v mensi mife ostatni steroidni hormony podporuji bunéénou proliferaci, ktera

usnadnuje fixaci genetickych chyb. Zarode¢né mutace v piislusnych nadorové supresorovych genech

urychluji transformaci do maligniho fenotypu.

Nasledujici udaje vychazeji z epidemiologickych a experimentalnich studii:

Nadory endometria

Expozice estrogeny nevyrovnavana progestiny je rizikova pro vznik nadorti endome-
tria. Béhem premenopausalniho stadia je riziko spojeno s mitotickou aktivitou v prvni
poloviné menstrua¢niho cyklu, kdy ptisobi estrogen bez protiptisobeni progesteronu.
Ukézalo se, Ze uzivani hormonalni antikoncepce pied r. 1976 zdvojnasobovalo riziko
u Zen. Naproti tomu novéjsi preparaty kombinujici estrogen a vysoké davky progeste-
ronu (od 21 do 28 dne cyklu) mohou snizovat riziko.

Dulezitym rizikovym faktorem je také obezita, ktera ovliviiuje produkci hormonii.
Vyssi riziko existuje u bezdétnych Zen a snizuje se s kazdym téhotenstvim. Béhem té-
hotenstvi je diky vysokym hladindm progesteronu snizena mitoticka aktivita bun¢k.

Nadory prsu
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Estrogeny mohou indukovat a podporovat rozvoj nadorit mlécné zlazy (experimentalni
dikazy u hlodavcth). Rizikovymi faktory je zejména kumulované piisobeni estrogenii.
Rany néstup menstruace a pozdni menopauza maximalizuji pocet ovulacnich cykli.
Naopak prodlouzena laktace a fyzicka aktivita mohou pocet cykla redukovat (oddaluje
se pocatek menstruace, redukuje se frekvence ovulacnich cykla a hladiny cirkulujicich
enzymil). Také vysokd konzumace alkoholu (vice nez 60g alkoholu denné¢) je spojo-
vana s linearnim vzristem nadord u zen. Alkohol totiz mize zvySovat hladinu estro-
genu Vv plazm¢ a hladinu tzv. ,,insulin-like* ristového faktoru. Primérnim zdrojem es-
trogenu u zen po menopauze je pieména androstendionu na estron v tukové tkani.
= Nadory prostaty

V karcinogenezi prostaty hraje ulohu biosyntéza, aktivace, inaktivace a transport an-
drogenii. Dilezitym rizikovym faktorem je vék a etnicita. Napt v populaci Afroameri-
¢anti byl zaznamenan nejvyssi vyskyt nadort prostaty. Jako chemoprevence pusobi fi-

nasterid.

9.3 EXOGENNi HORMONY

Existuji rozséhlé zdroje vnéjsich zdrojt steroidnich hormond. Patii k nim praveé hormonalni
nahradni terapie (HRT) a antikoncepce. Antikoncepce zahrnujici estrogen a vysoké davky
progesteronu muze snizovat riziko vajeénik a délohy. HRT mize zvySovat riziko nadora
prsu, ale dikazy jsou mnohdy protichtidné. Riziko pfedstavuje zejména u Zen s rodinou
anamnézou nadord prsu.

Rada tzv. ,,hormon-like“ piirodnich latek miize vykazovat také napf. estrogenni aktivitu.
Poznatky o uloze hormont v karcinogenezi v§ak neumoziiuji jednoduse fesit tento fenomén,
protoze to neni tak lehce modulovatelny faktor jako tfeba koufeni. Jednoduse nemizeme od-
stranit nebo sniZit endogenni hormony. Nové strategie pro detekci a prevenci zahrnuji poznani

biomarkert zvysSeného rizika, napft. specificky genotyp a nové zplisoby chemoprevence.

9.4 POLYGENNI MODEL A BIOMARKERY

Ptestoze existuji dikazy, Ze sekrece hormont a jejich metabolizmus miize byt ovlivnén zvenci
(napt. dietou, fyzickou aktivitou), velkou tlohu hraje geneticka regulace. Proto je dilezité
charakterizovat geny, které odpovidaji za interindividuélni rozdily v hladin€ hormoni a jsou
zahrnuty v metabolizmu a transportu hormont. Predpoklada se multigenovy model predispo-
zice k nadoriim prsu, ktery obsahuje nékolik genti zahrnutych v biosyntéze, vazb¢ a transportu

estrogent. Individuélni rozdily vychéazeji z polymorfizmu téchto zasadnich gent.
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Geneticky zaklad hladiny hormont je dalezitym rizikovym faktorem (polymorfizmus metabo-

lickych gentl) a déle se uplatiiuji rizné vnéjsi faktory ovlivitujici hladinu hormonii (dieta, fy-

zickéd aktivita). Dulezité je charakterizovat geny odpovidajici za interindividualni rozdily

Vv hladin¢ hormonu a zahrnuté v metabolismu a transportu hormont.

Kontrolni otazky k tématu:

Jaké endogenni faktory se mohou uplatiovat v karcinogenezi? Jakym zptisobem?
PopiSte mechanizmus pienosu signalu a ptisobeni steroidnich hormonti.

Ktera nddorova onemocnéni a jak zaviseji na hormonech?

Jak se uplatiiuje v hormonalni karcinogenezi genetickd slozka?

Jaké existuji mozné vnéjsi zdroje hormoni?
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10. INVAZIVITA A VZNIK METASTAZ

10.1 METASTATICKA KASKADA

Metastazy jsou definovany jako tvorba progresivné rostoucich sekundarnich nadorovych fo-
kusui v mistech nespojenych s primarnim nadorem.
Vyvoj klinicky vyznamnych metastdz vyzaduje u nadorovych bunék dovrseni série definova-
nych krokti ozna¢ovanych jako metastaticka kaskada (obr. 10-1), ktera zahrnuje:

= uvolnéni bunky (od okolnich bun&€k a mimobunécéné matrix),

= piekonani bazalni membrany v epitelech,

= prekonani bazalni membrany a endotelu cév,

= prenos krevnim (lymfatickym) feciStém,

= prekonani endotelu a bazalnich membran v jiné lokalité,

= uchyceni v nové tkani,

= prezivani, proliferace,

= vznik mikro- a makrometastdz vedouci k letalité onemocnéni.

cells grow as a benign
tumor in epithelium break through basal lamina invade capillary

connective  |amina —

Ll

. : . o . ’
adhere to blood vessel escape from blood vessel proliferate to form
wall in liver (extravasation) metastasis in liver

travel through bloodstream
(less than 1in 1000 cells
will survive to form metastases)

Obr. 10-1 Proces vzniku metastaz (Figure 23-15. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.)

Byla objevena fada gent a proteintl, které reguluji metastatickou schopnost bunék a které mu-

si byt koordinované exprimovany. Naproti tomu existuji tzv. supresorové geny pro metasta-
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zy, které zabranuji tvorbé spontannich makroskopickych metastaz, aniz by ovliviiovaly rist
primarniho nadoru. Tyto geny tvofi zvlastni tfidu odliSnou od onkogent a nddorové supreso-
rovych gent a ztrata jejich funkce umoziuje tvorbu metastaz. Jednim z prvnich objevenych
gentll je nm23.

Vytvoteni primarniho nadoru vyzaduje fadu molekularnich a bunécnych zmén, které bunce
umozni obejit normélni mechanizmy kontroly riistu a ovliviiovat lokélni prostfedi. Nadorova
progrese a ziskani schopnosti tvofit metastdzy vyzaduje dal$i zmény v genové expresi, které
zavr$i maligni fenotyp (obr. 10-2). Dulezitou roli hraji zejména enzymy degradujici proteiny
a adhezivni molekuly. Po invazi do sousedicich tkani jsou nadorové bunky pies cévni a lym-
fatické cesty rozesety a putuji individualné nebo ve shlucich. Na vhodném sekundarnim misté
se zastavuji at’ uz z dvodt své velikosti nebo po vazbé na specifické molekuly v daném or-
ganu nebo tkani. Pro vytvoreni metastaz je také zésadni, aby uvolnéné nddorové bunky prezi-
valy a proliferovaly v cévach nebo v obklopujici tkani. Tvorba klinicky dulezitych metastaz
zéavisi na dovrSeni kazdého kroku kaskady. Cely proces progrese muize trvat fadu mésicti nebo

dokonce let.
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Benigni versus maligni nadory

e N\

neoplastic gland tubules

normal gland fibrous connective- normal gland invasive,
tubules tissue capsule of tubules cancerous
(cross-section) benign tumor gland tubules

ADENOMA (BENIGN) ADENOCARCINOMA (MALIGNANT)

Adenomy — benigni, morfologicky stejné jako plvodni tkan, ohranicené od
okolni tkané, neinvazivni

Adenokarcinomy — maligni, zménéné morfologické i funkcni viastnosti,
prortstaji do okolni tkané, invazivni, vznik metastaz

Obr. 10-2 Benigni versus maligni nadory (Figure 23-3. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.)

Pro uvolnéni bun¢k z nddorové masy i pro jejich uchyceni a tvorbu metastaz ve vzdalené tka-
ni jsou dulezité poruchy exprese a funkce molekul zajist'ujicich jak vzajemné bunécné vazby
(kadheriny) tak vazby k ECM (integriny). Uvolnéna burika bez pfislusnych vazeb za nor-
malnich okolnosti neni schopna ptezit. Jeji pfeziti pak umoziuji poruchy regulace apoptézy.
Aby mohly proliferovat, musi byt prezivajici rozeseté ndadorové bunky schopny zahdjit pro
bunku odpovidajici a na kontextu zavislé signalni kaskady, které jim umozni nejen prezivat,
ale zahajit bunécny cyklus a delit se. Toto preziti a nasledny rist dovoluje pouze urcité pro-
sttedi. Kritické jsou pro pieziti mezibunécné interakce se stromatem a ostatnimi nadoro-
vymi buiitkami. Ty zahrnuji aktivaci na adhezi zavislych drah, kde se uplatiiuji zejména mo-

lekuly kadherini a integrinti.
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Piechod od mikro- k makroskopickym metastazam byva také spojen s projevem tzv. angio-
genniho fenotypu. Vaskularizace (tvorba novych cév v ndadoru) je poslednim krokem me-

tastaticke kolonizace.

10.2 METODICKE ZAKLADY SOUCASNEHO VYZKUMU.
Vyzkum je zaméfen zejména na poznani a uspésné klonovani predpokladanych metastatic-
kych gent a manipulace s jejich expresi nebo funkci genovych produkta. Existuji tii nejobec-
néji pouzivané testy metastatického procesu:
= test na spontanni metastazy in vivo, kdy jsou nadorové bunky subkutanné injikovany
do syngennich nebo imunodeficientnich zvifat, coz napodobuje pfirozenou situaci
= test na experimentalni metastazy in vivo, kdy jsou nadorové bunky injikovany intra-
venozng. Tento test odhaduje schopnost bunék opustit krevni fecist¢ a kolonizovat
specifické tkang.
= test invazivity in vitro s vyuzitim buné¢nych kultur, kdy jsou nadorové buiiky umisté-
ny na povrch matrix (tvofené napi z kuteci srde¢ni nebo chorioalantoidni membrany ¢i
umélé membrany) a sleduje se migrace timto materiadlem.
Poznatky o povrchovych a vnitrobunéénych regulacnich molekulach ucastnicich se metasta-
tického procesu jsou voditkem pro nové terapeutické pristupy. Vyuzivaji se napft. specifické
monoklondlni protilatky proti proteinim Ucastnicim se metastatického procesu nebo ,,antisen-

se* techniky zaméfené na vyblokovéni ¢innosti specifickych genil.

10.3 ULOHA BUNECNYCH ADHEZI V METASTATICKEM PROCESU

V mnohobunééném organizmu hraji klicovou tlohu bunééné kontakty a s nimi spojena vyme-
na signalu (informaci). Toto je zasadni jak v embryogenezi tak i pfi udrzovani tkanové inte-
grity a funkce organt dospélého organizmu. V normdlini tkani jsou bunky spojeny jak navzd-
jem, tak s nerozpustnou smési proteinii vypliujicich prostor mezi nimi - tzv. mimobunéénou
matrix (ECM). To plati ptedevsim pro epitelialni tkané, kde existuje vrstva bun¢k tvoficich
povrchy klize a fady organt (plice, zazivaci trakt atd.), z nichz vznika vétSina nadort.

Adhezivni molekuly (Cell Adhesion Molecules — CAM) jsou déleny do 4 zakladnich skupin
v zavislosti na jejich biochemickych a strukturalnich vlastnostech: selektiny, imunoglobuli-

nova supergenova rodina (ICAM), kadheriny a integriny (obr. 10-3).
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Obr. 10-3 ,,Junctional“ a ,,nonjunctional“ adhezivni mechanizmy zivo¢i$nych bunék pro vza-
jemnou vazbu a pro vazbu k extracelularni matrix (Figure 19-32. Molecular Biology of the
Cell, 4" Edition.)

Buiky se navzajem dotykaji prostfednictvim fady povrchovych molekul. Tzv. ,juxtacrine
signaling® vyzaduje té€snou blizkost bun¢k a hlavni tfidou molekul zprosttedkujicich bunéc-
nou adhezi jsou kadheriny. Jak se bunky dotykaji, kadheriny se sdruzuji a spojuji prostied-
nictvim jejich cytoplazmatickych domén a s nimi spojenych proteinill, zejména katenint
s cytoskeletonem. Prvnim krokem je interakce mezi mimobunénymi kadherinovymi domé-
nami sousednich bun¢k. Pfed sdruzenim se kadherin spojuje s cytoplazmatickym proteinem
beta-kateninem, vinkulinem nebo plakoglobinem (gamma katenin). Kromé spojovani
kadherinii a stabilizace adhezivnich spojii, zprosttedkovava beta-katenin a plakoglobin také
interakce mezi kadheriny a jinymi membranovymi receptorovymi proteiny, jmenovité s recep-

torem pro EGF (obr. 10-4).
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Obr. 10-4 Sit’ proteinovych spoji u normalnich epitelialnich bunék (Van Noorden Cj.J.F. et al., Ame-
rican Scientist 1998 : 130)

S pomoci tkanovych kultur bylo zjisténo, Zze manipulaci napi s E-kadherinem lIze vyrazné
ovlivnit invazivni schopnost nddorovych bunék. Introdukce expresniho vektoru pro E-
kadherin do metastazujicich nadorovych bunék neexprimujicich E-kadherin zabranuje invazi-
vité i tvorbé spontannich metastaz. Naopak ,,antisense* nukleotidy pro E-kadherin mohou
vyvolat schopnost tvorby metastdz u neinvazivnich nddorovych bunék.

E-kadherin, vinkulin a katenin tak byly identifikovany jako supresorové geny pro metastazy.
Ukazuje se, ze pro aktivitu kadherinovych a kateninovych proteind je potieba cela fada sig-
nalnich systémt, coz je pfedmétem soucasného vyzkumu (modely Drosophila a Xenopus
laevis). Ve slozité informacni smycce signali predavanych sousednimi bunikami existuje zpét-
novazebné spojeni, tj. preddavané signdly mohou zpétné regulovat komponenty adheze.
Adhezivni schopnost k ECM umoznuje butikam piezivat a proliferovat. Jak se ukazalo, kulti-
vované bunky se nedéli dokud nejsou ptichyceny k povrchu, coZ je vlastnost zvana zavislost
na podkladu (anchorage dependence). Tento vztah je zprostiedkovan integriny. Integriny

jsou skupinou bunéénych adhezivnich receptori predstavovanych dvéma nekovalentné spoje-
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nymi jednotkami alfa a beta, které mohou heterodimerizovat ve vice nez 20 kombinacich.
Bylo prokéazéano, ze neuchycené buiiky piestdvaji proliferovat, protoze dochazi k inaktivaci
komplexu cyklinE-cdk2. Kromé toho podléhaji buiiky také apoptoze. Aby buiky piezivaly, je
nutné, aby ECM, ke které adheruji, nesla urcitou oblat, tzv. ,,area code*, a builkky musi ex-

primovat piislu$né integriny.

10.4 MIGRACE A INVAZE BUNEK

Metastaticka schopnost nadorovych bunék, tj. schopnost rozsevu do vzdalenych mist v orga-
nizmu, je slozity né¢kolikastupnovy proces, je odrazem stupné malignity a je vétSinou pii¢inou
letality onemocnéni. Buniky se musi uvolnit z matefské tkan€ a od ostatnich nadorovych bu-
nék, musi piekonat tzv. bazalni membranu (v epitelech) a nasledné bazalni membranu ob-
klopujici krevni cévy. Po ptekondni vrstvy endotelidlnich bunék je buika v krevnim fecisti

a muze byt pienesena kamkoli do téla (obr. 10-5, 10-6, 10-7). V klinice existuji metody jak

detekovat nadorové buiiky v krvi. Tato v€asnd diagndza — detekce mikrometastaz — jesté

Obr. 10-5 Karcinom in situ (Van Noorden Cj.J.F. et al., American Scientist 1998 : 130)
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Obr. 10-6 Malignita — buriky pronikaji ptes bazalni laminu a stroma (Van Noorden Cj.J.F. et al., Ame-
rican Scientist 1998 : 130)
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Obr. 10-7 Invaze do krevnich a lymfatickych cév — naruseni endotelové bariéry (Van Noorden Cj.J.F.
et al., American Scientist 1998 : 130)

Uloha apoptézy
Mechanizmem udrzujicim integritu tkané indukovanym po ztraté uchyceni nebo pri neodpovi-

dajicim uchyceni je apoptoza - anoikis (,,detachment induced apoptosis“) Bunky normalné
nemohou odplout do jiné tkané a tam rist. Nadorové buiiky musi tyto mechanizmy porusit
ana tomto procesu se opét podileji mutované verze normalnich gent - onkogeny. Proteiny
kodované onkogeny predavaji falesné zpravy do jadra bunky, ktera se pak chova nepatfi¢né.
Zavislost na podkladu je vSak jen jednou z piekéazek, kterou musi nadorova buika prekonat
(obr. 10-8). Béhem své migrace se buiitka musi musi ubranit fadé¢ obrannych mechanizmt
a tak jen asi 1 z 10 000 nadorovych bun¢k uspéje a vytvoti metastazu. Studium krevniho obé-
hu vysvétluje také, pro¢ rizné nadory metastazuji piedevsim do specifickych organu (obr. 10-
9). Cirkulujici nadorova bunka piechazi do nejblizSich dostupnych cév. Krev odchazejici
z vétsiny organli smétuje do plic (plicni metastdzy), jen ze stieva jde nejdiive do jater (jaterni
metastdzy). Nadory prostaty ¢asto metastdzuji do stehenni kosti. Jinak jsou bézné metastazy

v lymfatickych uzlinach.
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Obr. 10-8 Adheze bunék (Pro uvolnéni bunék z nadorové masy i pro jejich uchyceni a tvorbu me-

tastaz ve vzdalené tkani jsou diilezité jak vzajemné bunécné vazby tak vazby k ECM. Uvolnéna burnka

bez prislusnych vazeb za normalnich okolnosti neni schopna prezit. Preziti umoznuji poruchy regulace

apoptozy — anoikis (,, detachment-induced apoptosis ©). (Ruoslahti E., Scientific American 1996 : 72)
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Obr. 10-9 Adheze nadorovych buné€k na cévni stény ve vzdalenych tkanich (Van Noorden Cj.J.F. et
al., American Scientist 1998 : 130)

Hypotéza , docking a locking“
Interakce nadorovych bunék s cévnimi endotelidlnimi buitkami mize byt rozdélena do poca-

tecni faze slabé adheze (,,docking*) a pozd¢jsi faze pevné adheze (,,locking*) (obr. 10-10).
Volné putujici nadorové buiiky nejdiive tvoii volné vazby s endotelem, pak po ném roluji
a vytvareji pevné vazby. Kazdd faze je zprostiedkovana specifickymi adhezivnimi molekulami
a prechod je zprostredkovan Sirokou skalou bioaktivnich mediatori (cytokiny, chemokiny
a bioaktivni lipidy) produkovanych aktivovanymi nadorovymi i hostitelskymi bunikami (plate-
lety, leukocyty, endotelialni bunky atd.). Slabé vazby jsou zajistovany povrchovymi uhlovo-
diky, pevné&jSich vazeb se pak ucastni inducibilni adhezivni molekuly (zejména E- selektin,
ICAM, VCAM) a pevnéjsi adheze nadorovych bunék jsou zprostfedkovany v zakladu integri-
novymi receptory. Integriny jsou hlavnimi pfenaseci signalu pro néasledné molekularni déje
(uvolnéni od endotelidlnich bunék, interakce s ECM, proteolyza, pohyb bun€k a invaze)
(obr. 10-11).
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+ Exprese inducibilnich d&je (uvolnéni od endotelialnich
adhezivnich molekul b., interakce s ECM, proteolyza,
(selektiny, ICAM, VCAM) pohyb bunék a invaze)

Obr. 10-10 Hypotéza ,,docking a locking* (Honn K.V. et al., Cancer Metastasis Rev 1994 : 365)

Melastatic
colonization

Endothelial cells

Senescence

Metastasis

tumor

Uloha nadorové supresorového proteinu KAI1/CD82 (tetraspanin) — blokuje migrad
a tvorbu metastaz. Interaguje s fadou molekul (EGFR, integriny) a DARC (Duffy
anfigen receptor for chemokines) na endotel. bunkach — indukce senescence.
Nadorove bunky bez KAI1 uspésné kolonizuji okolnitkar.

Obr. 10-11 Interakce nadorové bunky s endotelem (liizumi M. et al., Microvascular Res
2007 : 114)

Prostup bunék endotelem
Po vytvofeni pevné vazby zahajuji nadorové bunky, tzv. diapedezu — prostup endotelem

v n¢kolika krocich (obr. 10-12):

1. migruji mezi spoji endotelidlnich bunck (paracelularni diapedeza),
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2. tvoii mozaikovitou chimerickou vrstvu obou typa bunék,

3. pronikaji skrz endotelidlni butiky ve velké vakuole (transcelularni diapedeza).

Tumour cell Direction of flow
>
Rolling Attachment Diapedesis
E-selectin

Endothelial cell

1. Paracellular 2. Mosaic 3. Trans-
cellular

Basement membrane

Obr. 10-12 Prostup (diapedeze) nadorovych bunék kolonu endotelem (Woodward J. Cell Adhesion &
Migration 2008 : 151)

10.5 UCHYCENIi BUNEK V NOVE TKANI

V konecném stadiu musi bunka prekonat kromé bariéry endotelu stény cév, bazalni membranu
v nové tkani, musi se zde uchytit a zacit se delit (obr. 10-13). Na téchto procesech se podili
fada molekul. Jsou to zejména protedzy degradujici matrix — metaloproteinazy. Tyto enzymy
exprimuji piedev§im bilé¢ krvinky, které normdlné¢ musi pfekondvat membranové bariéry.
U jinych bunék jsou exprimovany malo a funguje zde systém zahrnujici inhibitory metalopro-
teinaz Déle jsou to receptory pro endotelidlni buiiky, vazebné proteiny, faktory motility

a jejich receptory, receptory pro ristové faktory (odpovéd’ na nové mikroprostredi) atd.
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Obr. 10-13 Metastaticka nadorova butika pronika pies endotelovou bariéru do tkané, uchyti se, za¢ne

se délit a tvofi sekundarni nador (Van Noorden Cj.J.F. et al., American Scientist 1998 : 130)

Poruchy proteolytické — antiproteolytické rovnovahy hraji dilezitou roli v degradaci tkani.

Béhem nadorového rustu a tvorby metastaz je kontrola proteolytické aktivity narusena.

Systémy nasledujicich proteolytickych enzymu funguji v kooperaci (obr. 10-14):

=  Lyzozomalni proteazy - aspartyl a cystein proteazy — katepsiny

=  Serinové protedzy — plasminogen, plasminogenov¢ aktivatory

=  Metaloproteinazy
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Obr. 10-14 Protedzy degradujici ECM a jejich inhibitory

Plasminogenové aktivatory (PA) jsou serinové protedzy, které preménuji plasminogen na

plasmin. Plasmin degraduje rizné slozky ECM véetné fibrinu, fibronektinu, lamininu atd.

Plasmin také aktivuje n€kolik typli metaloproteinaz.

Rodina matrix metaloproteinaz (MMP) ma asi 16 ¢lent, z nichz vétSina jsou rozpustné

sekretované enzymy nebo transmembranové proteiny schopné digesce ECM nebo komponent

bazalni membrany. Pfedstavuji riizné typy enzymi podle struktury a substratové specifity

(kolagenazy, gelatinazy, stromelysiny). Jsou exprimovany jako latentni enzymy s podobnou
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strukturou domén. Nékteré také obsahuji transmembranovou doménu a jsou lokalizovany na
bunécném povrchu.
PA a MMP jsou sekretovany spolu se svymi inhibitory (za normalnich podminek nizka hladi-
na), coz zajistuje ptisnou kontrolu lokalni proteolytické aktivity a je tak zachovana normalni
struktura tkani.
Aktivita PA i MMP je kontrolovana na nékolika urovnich:

= exprese se zvySuje pusobenim angiogennich rustovych faktorii a cytokint

=  pro-MMP a pro-PA mohou byt proteolyticky aktivovany

=  MMP, plasmin a PA jsou regulovany tkanovymi inhibitory MMP (TIMP).
Existuje fada dikazi, ze tato kontrola je béhem nadorového riistu a tvorby metastaz narusena.
U mnoha typt nadorti (kolorekta, prsu, zaludku, mo¢. méchyfte, prostaty) byla detekovana
vysoka aktivita MMP. Byla také nalezena dobré korelace mezi mnozstvim MMP a agresivitou
a invazivitou nadoru.
V invazivnim procesu hraji také dulezitou roli oxidativni zmény biologicky aktivnich protei-
nd, které jsou zavislé na typu a koncentraci reaktivnich kyslikovych metaboliti (ROS).
Oxidativni modifikace struktury proteolytickych enzymi a jejich inhibitorit vede k poruseni
rovnovahy. Tyto zmény zpétn€ pak podporuji dalsi produkci ROS granulocyty a makrofagy
(obr. 10-15 a 10-16).
Vse vede ke zvySené proteolyze a destrukci ECM.

ROS
0, HO H,0, HOCI
PROTEIN

Fragmentation -«———— Altered primary structure —— Cross-linking

L ~ |

Incereased proteolytic susceptibility Altered antigenicity

Obr. 10-15 Reaktivni metabolity kysliku (ROS) v proteolytické — antiproteolytické rovnovaze 1
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Obr. 10-16 Reaktivni metabolity kysliku (ROS) v proteolytické — antiproteolytické rovnovaze 2

Interakce s ECM
Migrujici bunky musi navazat také nové kontakty s komponentami matrix. Tyto kontakty jsou

umoznovany dal$imi povrchovymi adhezivnimi molekulami dtlezitymi pro usidleni bunék
v nové tkani. Patii k nim ptredevsim hyaluronan (velky glykosaminoglycan) regulujici bu-
nécnou motilitu, chemotaxi, invazi, proliferaci, tvar a metabolické funkce. Vyznamna je ex-
prese specifickych receptorii pro hyaluronan, ktera podporuje vznik metastaz (obr. 10-17).
Patri knim CD44, pleomorfni receptor, ktery vize téz fibronektin, laminin a jiné ligandy.
CD44 byl objeven jako leukocytarni antigen umoziujici usidleni (homing) lymfocyt. Pomoci
specifickych monoklonalnich protilatek byl pak detekovan u metastazujicich bunék, kterym
umoznuje transendotelialni migraci a kolonizaci tkani (obr. 10-18). Piedpoklada se, Ze me-
tastazujici bunky tak vyuzivaji geneticky program lymfocyti a makrofagu - jedinych migruji-
cich bunék v normalnim dospélém organizmu. Jako dalsi takové molekuly byly detekovany
specifické selektiny a integriny (obr. 10-19). Nadorové bunky méni sloZeni integrinii na
svém povrchu béhem progrese (0br. 10-20). Je-1i pomoci specifickych peptidi blokovana in-

terakce s ligandem, je blokovana invaze in Vitro i tvorba experimentalnich metastaz.
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Hyaluronan|

Stromal su'omal
factors lnducor
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Anti-apoptotic
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v
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Fig. 2. Proposed model for the cross-talk between tumor cells (epr
thelial cells) and tumor-associated stromal myofibroblasts. Cancer
cells and stroma-derived fibroblasts influence each other’'s develop-
ment. The extracellular domain of CD44 variants, which contains
the sequence encoded for variants of CD44 and their interaction
with HA, is required for the stromal factor-dependent activation of
receptor tyrosine kinases (RTK, such as hepatocyte growth fac-
tor/Met) and its downstream anti-apoptotic signaling involving
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT and mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) pathways. Tumor-associated stromal myofibro-
blast-derived hyaluronan, synthesized in response to stromal
factors (such as hepatocyte growth factor) and cancer cellderived
CD44 variant, and RTK are involved in tumorigenesis.

Obr. 10-17 Model interakce mezi nadorovymi buiikami a stromatem (Misra S et al., FEBS J
2011 : 1429)
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Hyaluronan

binding domain
* Hyaluronan <> ECM molecules (i.e.
versican)
Amino-terminal * Growth factors (Le. HGF, FGF, VEGF)
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Fig. 1. Structure, binding domains and interactions of CD44. The ectodomain of CD44 contains hyaluronan-binding motifs and is decorated
with chondroitn/heparan sulfate that both affect its hyaluronan-binding capacity and enable its interactions with growth factors/growth fac-
tor receptors and matrix metalioproteinases (MMPS). Transmembrane and cytopiasmic domains undergo multiple post-translational modfica-
tions, including palmitoylation and phosphorylation on cysteine and serine residues, respectively, promoting the binding of proteins with
crucal functions in cytoskeletal organization and signaing. ErbB2, epidermal growth factor receptor-2; ERM, eznn-radixin-moesin; FGF, fibco-
blast growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; KOGAP1, 1Q motf containing GTPase activating protein 1; MAPK, mitogen-activated pro-
tein kinase; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; TGFR, transforming growth factor receptor;
VEGF, vascular endothelial growth factor.

Obr. 10-18 Vyznam interakce hyaluronan a CD44. CD44 — pleomorfni doména vazici hyaluronan

a dal$i molekuly Hyaluronan — dtilezity pro vazbu nadorové buitky s ECM pfenos signalu reorganizu-

jici cytoskeleton a aktivujici spec. molekuly. (Misra S et al., FEBS J 2011 : 1429)
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Obr. 10-19 P-, E- and L-selektiny u aktivovanych endothelialnich bunék a leukocytt se vazou ke spe-
cifickych nadorovym ligandiim (Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 2011 : 591)
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Obr. 10-20 Interakce mezi buiikami a ECM . Vazebna mista integrint pro slozky ECM (fibronektin,
laminin) (Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 2011 : 591)

Povrchové a transmembranové molekuly jako CD44 a integriny nezplsobuji jen vzdjemny
bunécny kontakt nebo kontakt s ECM, ale zajist'uji téz prenos signalu do nitra buniky po nava-
zani ligandu (obr. 10-21). To ma za nasledek jednak reorganizaci cytoskeletonu (zmény tvaru
bunék, motility) a jednak zmény genetického programu, napt. zvySeni fosforylace tyrozinu
nebo aktivaci GTP. Byly identifikovany téz intracelularni proteiny, které se specificky expri-

muji v metastazujicich bunkach a Gcastni se pfenosu signalti v bufice, napi. mts-1 a Tiam-1.
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Obr. 10-21 Galektiny se tcastni adhezi bunika-ECM, migrace, rustu, apoptdzy a diferenciace. Tvofi
propojeni dulezita pfi aktivaci receptort a indukci vnitrob. signal Jsou zménény v patologickych

podminkach. (Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 2011 : 591)

10.6 ULOHA MUCINU V KARCINOGENEZI
Muciny (MUC) jsou velké glykosylované proteiny syntetizované buitkami gastrointestinalni-

ho, dychaciho a mocopohlavniho ustroji. Jsou kédovany fadou tkanové specifickych gent.
Jejich ulohou je chranit epitel proti mechanickému, chemickému, enzymatickému a mikrobi-
dlnimu poskozeni. Normalni epitelidlni buniky sekretuji s membranou spojené muciny jen na
apikalnim konci a tak nebrani adhezi mezi buitkami navz4jem nebo mezi a buiikkou a substra-

tem. Hlavnim mucinem sekretovanym ve stfevé gobletovymi buikami je MUC2.
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Poruchy povrchovych mucinii jsou obecnou charakteristikou maligni transformace (obr. 10-
22). Jsou odpovédné za abnormalni chovani bun¢k, zmény adheze nebo metastazovani
a uniknuti z imunologického dozoru. Nadorové buiiky totiz exprimuji muciny po celém po-
vrchu, coz blokuje receptory a adheze s ostatnimi buiikami. Exprese se zvySuje pusobenim

angiogennich ristovych faktori a cytokind.

Normal cell adhesion Tumour anti-adhesion

Cis mteractions

Apical Tumorigenesis
expression
of mucins

é V 2
LN N 2
Receptor/igand 74
- for cell-cell -
adhesion
Receptor tor . ‘ Extracellular
cell-ECM adhesion Stenc hindrance = matrix

Obr. 10-22 Antiadhezivni vlastnosti mucinti (Hollingsworth M.A. and Swanson B.J. Nature Rev Can-
cer 2004 : 45)

Nadory vyuZzivaji
= antiadhezivnich vlastnosti mucini k uvolnéni z nadorové masy a okolniho stromatu
a k invazi
= adhezivnich vlastnosti mucint k pfipojeni k endotelu a k invazi

* muciny k uniku z imunologického dohledu.
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Obr. 10-23 Mnohonasobna iloha mucint v rozvoji nadord (Hollingsworth M.A. and Swanson B.J.
Nature Rev Cancer 2004 : 45)

Kontrolni otiazky k tématu:
= Jak je charakterizovano progresivni stadium karcinogeneze?
= Popiste metastatickou kaskadu.
= Kter¢ adhezivni molekuly hraji vyznamnou tlohu v metastatickém procesu?
= Co rozumite pod pojmem zavislost bun¢k na podkladu?
= Jaka je uloha apoptozy v metastatickém procesu?
= Vysvétlete hypotézu tzv. ,,docking a locking®.
= Jak ptekonavaji nddorové bunky tkanove bariéry?
= Jmenujte molekuly ucastnici se proteolytické-antiproteolytické rovnovahy ve tkédnich.
= Které molekuly jsou zasadni v interakci s ECM?

= Co jsou to muciny a jak se uplatiiuji pfi rozvoji nadori?
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11. ANGIOGENEZE

Angiogenezi nazyvame proces tvorby novych krevnich kapilar. U dospélého jedince je
proliferace endotelidlnich bun¢k velmi nizké. Fyziologickou vyjimku, kde je ale angiogeneze
ptisné regulovana, tvoii Zensky reproduktivni systém a hojeni ran. Neregulovana angiogeneze
je spojena s fadou patologickych stavil jako je revmatick artritida, psoriasis (lupénka), diabe-

ticka retinopatie a nddorova onemocnéni.

Nadorovy riist a tvorba metastaz jsou zavislé pravé na angiogenezi. Rostouci nador po-
ttebuje rozsdhlou sit’ kapilar k zasobovani zivinami a kyslikem. Krom¢ toho jsou kapilary
uvnitt naddord cestou, kudy se nddorové buiiky dostavaji do obéhu a mohou tak metastdzovat
v riznych vzdalenych organech. Angiogeneze je opct komplexni proces zahrnujici Sirokou

souhru mezi bunkami, rozpustnymi faktory a slozkami ECM (obr. 11-1).

Endotheiial cells in

IN SITU TUMOR Caplllanes proliferate;

Tumor cells release anglogenic
proteins and suppress levels

continues to expand, After treatment with antiangiogenic
ly spreading to other organs drugs, tumor diminishes in size

ANGIOGENESIS, or ncovascularization,
involves the proliferation of new blood
vessels, The process transforms a small,
usually harmless cluster of abnormal cells
(known as an in situ tumor) into a large
mass that can spread to other organs.
Drugs that aim to interfere with angio-
genesis—for example, by halting the ac-
tion of angiogenic proteins—can reduce
the size of tumors and potentially main-
tain them in a dormant state.

Obr. 11-1 Angiogeneze (Folkman J., Scientific American 1996 : 150)
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K zahgjeni tvorby novych kapilar musi endotelidlni buiiky stavajicich cév degradovat bazalni

membranu a vniknout do stromatu sousednich tkani. Tento proces invaze a migrace vyzaduje

opét kooperativni aktivitu PA a MMP. Po proteolytické degradaci zahajuji "vedouci" endote-

lialni bunky migraci pfes degradovanou matrix. Jsou nasledovany proliferujicimi endotelial-

nimi buiikkami, které jsou stimulovany fadou faktorti, z nichz nékteré jsou uvoliovany z de-

gradované ECM.

11.1 INDUKTORY ANGIOGENEZE

Hlavni endogenni induktory angiogeneze piedstavuji ruzné peptidové rustové faktory

a prozanétlivé mediatory (obr. 11-2):

rodina vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (vascular endothelial growth
factor — VEGF) a angiopoetiny pusobi specificky na endotelialni buiiky. VEGF pusobi
protiapopticky a aktivuje receptorové tyrozin kindzy. Jeho hladina je zvySovana hypo-
xii.

primo pisobici cytokiny a chemokiny, které aktivuji fadu dalSich bunéénych typt.
Prototypem je bazalni fibroblastovy rtstovy faktor (basic fibroblast growth factor -
bFGF), ristovy faktor desticek (platelet growth factor — PDGF) a dale interleukiny
(IL-8, IL-3).

nepiimo pisobici faktory jako je nddor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor -
TNF alpha) a transformujici riistovy faktor (transforming factor - TGF beta), které pt-
sobi parakrinn€ uvoliiovani dalSich faktort z makrofagt, endotelidlnich nebo nadoro-
vych buné¢k. Napt. TNF alpha stimuluje uvoliovani VEGF, IL-8 a FGF-2 z endotelial-
nich bunék.

enzymy (cyklooxygenaza-2 - COX2, angiogenin), hormony (estrogeny), oligosacha-
ridy (hyaluronan), hemopoetické faktory (erytropoetin — EPO, granulocytarni rusto-
vy faktor — G-CSF, granulocytarni monocytarni rustovy faktor — GM-CSF), adhezivni
molekuly (VCAM-1, E-selektin), oxid dusiku atd.

132



CD45*

hypoxic stimuli

‘,,\EC(ig_%-r » VEGF, cytokines,
° grog\'th factors

? o o

Circulating

cytes‘
’ A VSMC

“ angiogenesis from
pre-existing vessels

peri

T

progenitor cells/monocytes

Aasculogenic
mimicry

Obr. 11-2 Patologicka neovaskularizace béhem nadorové progrese (Furuya M. et al., Vascular Health
and Risk Management 2005 : 277)

Jako endogenni inhibitory angiogeneze pusobi trombospodin-1, interferon a/f, prolactin

a tzv. statiny (angiostatin, endostatin, vasostatin atd.)

Zahajeni nadorové angiogeneze je vysledkem posunu v rovnovaze stimulatort a inhibitort.

11.2 ULOHA BUNECNE ADHEZE V ANGIOGENEZI
Proces bunécéné invaze, migrace a proliferace neni zavisly jen na angiogennich enzymech,
rustovych faktorech a jejich receptorech, ale je zprostiedkovan také adhezivnimi molekulami.

V angiogenezi se uplatiiuji clenové kazdé skupiny CAM.

K zahdjeni angiogenniho procesu se musi endotelidlni buiiky uvolnit od sousednich bunék.
Béhem invaze a migrace je pak interakce endotelidlnich bunék s ECM zprostfedkovana inte-
griny. Také kone¢na faze angiogenniho procesu, v¢etné konstrukce kapilarnich smycek a ur-

Ceni polarity bunék, vyzaduje buné¢né kontakty a kontakty s ECM (obr. 11-3).
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Obr. 11-3 Interakce heparan sulfatu (HS) s VEGF na receptorech endotelidlnich bunék béhem angio-
geneze (Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 2011 : 591)

Endotelialni buniky tak exprimuji né€kolik rliznych integrind, coZz jim umoziiuje napojeni na
Siroké spektrum proteintt ECM. Nékteré integriny jsou nedetekovatelné v klidovém endotelu,
ale jsou zvySeny béhem angiogeneze indukované cytokiny nebo nadorem. V aktivovaném
endotelu mohou potlacovat aktivitu p53 a p21 a zvySovat pomér Bcl2:Bax, coz mé antiapop-
tické ucinky.

Kromé integrinli se v angiogenezi uplatiiuje i fada dalSich molekul:

= vaskularni endotelialni kadherin zprosttedkovava homofilni interakce mezi endotelial-
nimi buitkami zavislé na Ca2+

= Clenové ICAM zprostiedkovavaji heterofilni adheze. Jsou zvySovany TNF alfa, IL-1
nebo interferonem-gamma.

= P-nebo E-selektin podporuji adhezi leukocytt k endotelu aktivovanému cytokiny.

V angiogenezi se uplatiiuji rovnéZ interakce Fady bunéénych typa (obr. 11-4). V nadoro-
vych buiikach prostaglandiny (PGs) tvoiené pres COX-2 zvysuji produkci ristovych faktorii
jako je VEGF, které plsobi pifimo na endotelidlni buniky a bFGF, ktery stimuluje produkci
COX-2 u fibroblasti. PGs tvotfené ve fibroblastech stimuluji produkci VEGF, ktery ptsobi

parakrinnim zpisobem na endotelidlni buiikky a opét zvySuje aktivitu COX-2 a usnadnuje
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permeabilitu cév a angiogenezi. Inhibitory COX-2 blokuji produkci PGs a tak zabrafuji angi-

ogenezi indukované rastovymi faktory.

Neoplasticka

bunka Endotelialni
bunka

1CoX-2

PGs
Fibroblast

Permeabilita,
Meovaskularizace

Obr. 11-4 Model angiogeneze — interakce bunéénych typt (podle Leahy K.M. et al., Curr Med Chem
2000 : 163)

11.3 VYZNAM AGIOGENEZE A ANTIANGIOGENNI TERAPIE

Existuje uzky vztah mezi angiogenezi a tvorbou metastdz. Cim intenzivngjsi angiogeneze, tim
vEtsi riziko metastaz a hor$i progndza nddorového onemocnéni. Hustota cév uvnitf nddoru ma
také prognostickou hodnotu. Byla nalezena pozitivni korelace mezi nddorovou angiogenezi
a rizikem vzniku metastdz, znovuobnovenim nadoru a smrti. Kvantitativni hodnoceni je pro-
gnostickym faktorem napt. u rakoviny prsu, délozniho ¢ipku, mocového méchyie a melano-
mu. ZvySena vaskularizace kostni dfen¢ znaci horSi prognézu u akutni leukémie. Z histolo-
gickych fezli se detekuji fokalni oblasti tzv. ,,hot spots* pomoci monoklondlnich protilatek

proti cévnimu endotelu nebo adhezivnim molekulam CD31 a CD34.

Odhalovani molekularni a bunécné biologie angiogeneze dava zaklad pro nové terapeutické
pristupy, které vyuzivaji fadu anti-angiogennich latek specifickych pro jednotlivé kroky
angiogeneze. V soucasnosti existuje fada protinadorovych chemoterapeutickych latek. Bohu-
zel, mnohé maji omezenou uc¢innost diky problémim s dorucenim a pronikanim k bunkam
a diky malé selektivité¢ pro nddorové bunky, ¢imz zplisobuji vazné poruchy v normalnich tka-
nich. Jejich aktivita je omezena také vyvojem rezistence. Nadorové buiiky se rychle méni diky
své genomové nestabilité, heterogenité a vysoké mutacni rychlosti, coz vede k selekci a pre-

ristani rezistentni nadorové populace.
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Antiangiogenni terapie, kterd zasahuje aktivované endotelialni buiiky, poskytuje fadu vyhod

proti terapii mifené pifimo proti nddorovym buitkdm. Endotelidlni buiiky jsou geneticky sta-

bilni, diploidni a homogenni cil a zfidka zde dochazi k mutacim. Také jejich obnova je az

padesatkrat vyssi nez v normalni klidové tkani a aktivované krevni cévy vykazuji specifické

markery jako jsou integriny a selektiny nebo VEGF receptory.

K potencialné vyuzitelnym latkam patri (obr. 11-5):

= inhibitory bunécné invaze, motility a adheze (inhibitory MMP aktivity, inhibice bu-

nécnych adhezivnich molekul)

= inhibitory aktivovanych endotelidlnich bunék jako je trombospodin-1, fyziologicky

inhibitor angiogeneze, ktery je snizen béhem aktivace angiogeneze a jeho produkce je

regulovana p53. Déle rizné typy statint jako je angiostatin a endostatin, jejichz zdro-

jem jsou samotné nadorové bunky i uméle syntetizované latky (talidomid).

= latky, které interferuji s angiogennimi ristovymi faktory a jejich receptory (specifické

protilatky, INF-alfa)

= inhibitory enzymu jako je COX-2 (nesteroidni protizanétlivé latky — NSAIDs)

Name

Description

Thrombospondin-1 and internal fragments
of thrombospondin-1

Angiostatin
Endostatin
Vasostatin

Vascular endothelial growth factor inhibitor
(VEGI)

Fragment of platelet factor 4 (PP4)
Derivative of prolactin

Restin

Proliferin-related protein (PRP)
SPARC cleavage product
Osteopontin cleavage product

Interferon /B

Meth 1 and Meth |

Angiopoietin-2

Anti-thrombin III fragment

Thrombospondin is a 180 kDa, large, modular extracellular matrix protein
(53)

A 38 kDa fragment of plasminogen involving either kringle domains 1-3,
or smaller kringle 5 fragments (58,163,164)

A 20 kDa zinc-binding fragment of type XVIII collagen (59)
An N-terminal fragment (amino acids 1-80) of calreticulin (61)

A 174 amino acid protein with 20-30% homology to tumor necrosis factor
superfamily (60)

An N-terminal fragment of PP4 (63)

16 kDa fragment of the hormone (57)

NC10 domain of human collagen XV (165)

A protein related to the pro-angiogenic proliferin molecule (166)
Fragments of secreted protein, acid and rich in cysteine (62)
Thrombin-generated fragment containing an RGD sequence (65)
Well known anti-viral proteins (56)

Proteins containing metalloprotease and thrombospondin domains, and
disintegrin domains in NH, termini (65)

Antagonist of angiopoietin-1 which binds to tie-2 receptors (39,44)

A fragment missing C-terminal loop of anti-thrombin III (a member of the
serpin family) (64)

Obr. 11-5 Endogenni inhibitory angiogeneze
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Specifickym pfistupem je tzv. "vascular targeting", tj. inhibice rtistu nadoru destrukci nadoro-
vych cév. Problémem je nedostatek specifickych markert pro aktivované nadorové endoteli-
um. Potencialni cilové molekuly zahrnuji integriny, E-selektin a receptory pro VEGF. De-
strukce mize byt dosazeno lokalnim dodanim specifickych peptidii nebo protilatek s ptimou

biologickou aktivitou nebo konjugované s toxiny (obr. 11-6).

Orug Spoasor Machanism CGS-2T0ZA Movartis Synthetic MMP inhibitor
COoL3 Collagenex,  Synthetic MMP inhibiter:; THP-4TO TAP Pharm. Fumagilin analegue;
NCI tetracycling derivative IHI;:PL:.E@MJI
N P n
Al arriree Ini Inhibita NaH exch
Z’q;b:mmun :‘g. ﬂ: Apoprosis in -:,.t;::: Thalldomide Celgens Uniknown
1l Ll
o e " | | susass Sugen Blocks VEGF receptor
signaling
PTETET 4 VEGF
BT/ZK2288  Mowartls f»::.t;n:ﬁ receptor . _— Antibody to ntegrin
I surf
Endostatin NCUEntreMed Induction endathelial cell on ondolhelial surface
apoplosis in vive Interloukin-12 Genetles Inst.  Induces IFN-gamma
CAl NCI Inhik®ar of ealelum influx — — and IP‘mhc i
PTKTBTZKZISEY  Novastia Semall molecule inhibitor of rok, Genmany - :;;?u ule integrin
VIGF recoptor
Phase lll
Marimastas British Biotech Synthetic MMP Inhibitor
AGIIL0 Agouron Synthatic MMP inhibilcs
Neovastat/AEDS1 Asterna Natural MMP and VEGFR inhibiter
Anti-VEGF Ab NGt Manoclonal antibedy 1o VEGF
Interferon-alla Commarcially inhitition of BFGF
avallable production
IMeez Cytran unknown mechanism

Obr. 11-6 Inhibitory angiogeneze v klinickych zkouskach

Kontrolni otazky k tématu:
= Co je to angiogeneze a jaky je jeji vyznam pro rist nadord?
= Vyjmenujte skupiny latek (faktord) patfici mezi induktory angiogeneze.
= Jaké latky funguji jako inhibitory angiogeneze?
= Jakym zplsobem se v angiogenezi uplatiiuji adhezivni molekuly?
= Jakym zptusobem funguje béhem angiogeneze interakce riznych bunécnych typt -
ptiklad?
= Jak souvisi angiogeneze s tvorbou metastaz?

= Jak jsou vyuzivany poznatky o mechanizmech angiogeneze v terapii?
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12. KONTROLA KRVETVORBY (HEMOPOEZY) A LEUKEMIE

12.1 SEBEOBNOVNE BUNECNE POPULACE

Krvetvorna tkan patii mezi tzv. sebeobnovné bunécné populace podobné jako kozni
a stfevni epitel ¢i zarodecné populace. Tyto tkané se vyznacuji hierarchickou strukturou,
kde jsou v jednotlivych kompartmentech multi- nebo pluripotentni kmenové buiiky, pro-

genitorové buriky a zralé diferencované bunky (obr. 12-1).

A

4. FALLING LEAVES
APOPTOS/f

3. LEAVES very many =
DIFFERENTIATED TISSUE CELLS

2. BRANCHES many
PROGENITOR CELLS,
TRANSIT- AMPLIFYING CELLS

LOSS OF POTENTIAL/ GAIN OF DIFFERENTIATED FUNCTION B

1. TRUNK few
STEM CELLS

Obr. 12-1 Linie kmenovych bunék v dospé&lé tkani a normalni obnova tkani (analogie s kmenem, vét-

vemi a listy stromu) (Sell S., Crit Rev Oncol Hematol 2004 : 1)

Multi/pluripotentni nejprimitivnéj$i hematopoeticka buiika je klidova kmenova bunka reagu-

jici na stres. Z ni vznika vétSina proliferujicich bunék v kostni dieni (progenitory).

Tyto kmenové builky se vyznacuji schopnosti asymetrického déleni, kdy davaji vznik jedné
nové dcefinné kmenové bunice (sebeobnova) a druhé dcetinné buiice se schopnosti diferencia-
ce (obr. 12-2). Vznikaji z ni progenitorové piechodné se dé€lici (transit-amplifying) a vice di-
ferencované bunky, které postupné dozravaji v terminalné diferencované buiky (lymfoidni
a myeloidni fady), které se prestavaji delit, jsou udrzovany Vv klidové GO fazi a umiraji

apoptdzou (obr. 12-3).
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Obr. 12-2 Definice kmenové buiky (Figure 22-4. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.)
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Obr. 12-3 (Figure 22-7. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.)

V tomto systému je nutné, aby byla dodrzovana ptfisnd rovnovaha poctu a typl bunck
Vv jednotlivych kompartmentech lymfoidni a myeloidni fady (obr. 12-4). Pfi udrZzovani rovno-
vahy mezi proliferaci, diferenciaci a apoptézou se uplatiuji mezibunécéné interakce, stimulac-
ni a inhibi¢ni signaly, diferenciacni a viabilitni faktory, které jsou specifické pro jednotlivé

faze vyvoje a ur€ité typy krvetvornych bun¢k (obr. 12-5).
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Obr. 12-4 Sebeobnovna krvetvorna tkaii (Figure 22—35. Molecular Biology of the Cell, 4™ Edition)
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Obr. 12-5 Specifické rustové a viabilni faktory. V jednotlivych fazich krvetvorby a u riznych typii

krevnich bunék se uplatiji specifické riistové a viabilni faktory (kolonie stimulujici faktory — CSF,

erytropoetin a interleukiny -IL).
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V normalni bufnice je rovnovaha stimulac¢nich a inhibi¢nich signali peclivé regulovana,
coz také souvisi s regulaci bunééného cyklu, ktery je rozhodujici pro bunécnou proliferaci
a diferenciaci. V nadorové bunce je v disledku zmén v signalnich drahach organizace bunéc-
ného cyklu narusena, buniky se neomezené mnozi a nejsou schopny diferenciace (obr. 12-6).
Burika je vybavena také zpétnovazebnymi mechanizmy, které mohou pusobit proti neobvyk-
lym zménam v procesu bunécného déleni. Patii k nim napf. programovana bunééna smrt —
apoptéza, schopnost buniky spachat za urcitych podminek sebevrazdu, jestlize jeji zakladni
komponenty jsou poruseny nebo kdyz je jeji kontrolni systém deregulovan. Tak plisobi napf.
poskozeni chromozomalni DNA. V tomto procesu se UcCastni také specifické geny napft. p53
nebo bcl-2. Mutace téchto genti pak zptsobuji poruchy apoptodzy a neschopnost apoptozy pri-

spiva ke vzniku ndadori a k jejich rezistenci k terapii.
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PROLIFERATES

TO FORM A TUMOR

(A) NORMAL PATHWAVY]

Tvorba nador(:
» Kmenova bunka produkuje jen nové kmenové bunky
» Dcerinna burnka neni schopna normalni diferenciace

Obr. 12-6 Normalni a naru$ena kontrola produkce z kmenové bunky (Figure 23-14. Molecular Biolo-
gy of the Cell, 4" Edition.)

Zmény v poctu bunék je tieba interpretovat jako zmény bunécné kinetiky, tj. sledovani zmén
v Case. Tvorba termindlné diferencovanych bunék z ¢asnych bunéénych prekurzort trva asi 4

az 8 dnt (3-6 mitotickych déleni). Tyto buniky pak setrvavaji v periferni krvi asi 10 hodin (ne-
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utrofilni leukocyty), 10 dnti (trombocyty) nebo vice nez 100 dnl (erytrocyty). Schopnost pro-
dukce kmenovych bunék, z nichz kazdy den vznika asi 3x 10! funkénich bungk se mize zvy-

Sit v ptipad¢ potieby az desetkrat.

S produkci riiznych typt krvetvornych bunék souvisi i rizné poruchy a patologické stavy
jako je anemie (snizend produkce erytrocytii) ¢i polycytemie (zvySend produkce erytrocyti).
Kvantitativni poruchy se mohou tykat riznych trovni diferenciace erytrocytii. Trombocyto-
penie a trombocytemie jsou poruchy produkce trombocytii a jsou nasledkem poruchy tvorby
nebo ploidiec megakaryocytti. Neutropenie jsou poruchy granulocytarniho systému. Periferni
neutropenie mohou byt zptisobeny zrychlenym odbouravanim bunék, poruchou v jejich pro-
dukci nebo zménou jejich distribuce. Neutrofilni leukocytozy jsou podminény nadprodukci
nebo pfesunem mezi kompartmenty (CML — piiklad klondlné podminéné leukocytdzy). Lym-
fopenie a lymfocytozy jsou poruchy lymfocyti (CLL). Jako pancytopenie je ozna¢ovana kvan-
titativni porucha nékolika bunéénych systému. Aplastickd anemie znamena obecné sniZzeni

hematopoetickych bunék v kostni dieni.

12.2 LEUKEMIE A LYMFOMY
Leukémie vznikd jako nekontrolovand proliferace nebo expanze hematopoetickych bunék,

které si neudrzi schopnost normalné se diferencovat do zralych krevnich bunék.

Onemocnéni je silné heterogenni s odliSnymi epidemiologickymi, histologickymi, cytologic-
kymi, imunologickymi a genetickymi charakteristikami. Li§i se projevy, stupném malignity
a odpovedi na 1é¢bu. Vznika na riznych urovnich vyvoje hematopoetickych bunek (obr. 12-7).
Mechanizmy iniciace a progrese leukémii souviseji se zmeénami v normalnim homeostatickém
mechanizmu, ktery reguluje produkci krevnich bunék. V tomto procesu se vyznamné uplatiiuji
rovnéZ poruchy genid regulujicich bunéény cyklus. Tyto geny se r0zné€ exprimuji
Vv postupnych fazich vyvoje hematopoetickych bunék a kontroluji diferenciaci (obr. 12-8, 12-
9).
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Obr. 47.4. Schéma lymfoidni diferenciace s vyjadienim vztahu k riznym lymfoproliferacnim onemocnénim.
Tato onemocnéni mohou vznikat maligni transformaci lymfocytu v kterémkoliv stadiu jeho postupného vy-
zrdvani, Fenotyp bunék v patologické populaci se podobd fenotypu jejich normdlnich protéjskii. ALL - akut-
ni lymfoblastickd leukémie; PLL — prolymfocytdrni leukémie; HCL — trichoceluldrni leukémie; CLL — chro-
nickd Ivmfatickd leukémie; NHL — nehodgkinsky Ivmfom; HCD — choroba = tézkych retézci; LL — lymfocy-
tdrni lymfom; Smlg — povrchovy imunoglobulin; TdT — termindlni deoxynukleotidyltransferdza; CIg — cyto-

plazmaticky imunoglobulin; ¢cALLA

— spolecny leukemicky antigen

Obr. 12-7 Schéma lymfoidni diferenciace s vyjadienim vztahu k riznym lymfoprolifera¢nim one-

mocnénim (P. Klener: Klinickd onkologie, 2002)
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Exprese gend kontrolujicich bunéény cyklus v jednotlivych stadiich
hemopoetické diferenciace a jeji vztah k funkénimu stavu.

Obr. 12-8 Geny kontroly bunééného cyklu v hemopoéze
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Obr. 12-9 Vztah mezi bunénym cyklem a diferenciaci

VétSina leukémii je klasicky rozdélovana na lymfoidni a myeloidni. Nékteré poruchy hemo-
poézy nejsou striktné leukemické, protoze vyjadiuji jen ¢ast plného leukemického fenotypu —
bud’ expanzi ristu (myeloprolifera¢ni syndromy), nebo diferencia¢ni blok (myelodyspla-
sie) (obr. 12-10). Leukemicka onemocnéni se vyskytuji v détském i dospélém véku. Mnohdy

jsou tézko definovatelné. Pro dobrou klasifikaci diilezitou jak pro prognézu tak 1ébu jsou
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vyuzivany rizné systémy — zejména tzv. imunofenotypizace pomoci spektra charakteris-

tickych bunéénych povrchovych (CD) antigenii.
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Obr. 12-10 Rastova frakce, morfologie a klinicky prabéh ti typa leukémii (akuni myeloidni leuké-
mie, chronickd myeloidni leukémie, chronicka lymfocytdrni leukémie) (Sell S., Crit Rev Oncol Hematol
2004 : 1)

Vsechny elementy krve a lymfy jsou odvozeny béhem fetalniho a dospélého zivota od pluripotentni
hematopoetické kmenové buiiky. Tyto buriky se nachdzeji v malém poctu v kostni dieni a vétSina z
nich se aktivné ned¢€li. Pokrok v izolaci a charakterizaci pluripotentni kmenové bunky pomaha
K poznani s ni souvisejicich malignit. Lidské kmenové buiiky nesou povrchovy znak CD34 a jsou
schopny tvotit fadu kolonii v semisolidnim prostiedi v odpovéd’ na rizné specifické rastové faktory.
Jisté lidské leukemické buniky, jako ty z chronické myeloidni leukémie (CML) nebo akutni myeloidni
leukémie (AML), které predstavuji velmi nezralé kmenové bunky nebo prekurzory jednotlivych linii,
se jen velmi obtizné kultivuji in vitro, pfestoze v pacientech rostou velmi rychle. Chybi asi specifické

faktory dodavané mikroprostfedim kostni dfené.

Byl objeven novy tzv. steel faktor produkovany stromalnimi bufikami a jeho receptor c-Kit
pritomny na fadé¢ hematopoetickych bun¢k. U mysi byly definovany dva genetické lokusy
regulujici vyvoj kmenové bunky — steel (SL) a white-spotting (W). W lokus koduje c-kit on-

kogen, coz je ¢len tfidy onkogent pro tyrozin kinazové receptory. Je to receptor pro produkt
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genu Sl, ktery vykazuje riistové promocni aktivitu pro mnoho hematopoetickych linii a syner-
gii s dalSimi rdstovymi a diferenciaénimi faktory jako GM-CSF, Epo a IL-7. Sl faktor je po-
vazovan za kriticky pozitivni efektor riistu a vyvoje kmenovych bun¢k. Proto je vénovana
pozornost jeho roli v rustové regulaci u leukemii, které predstavuji primitivni typy kmeno-

vych bunék.

U kmenovych bunék CD34 jsou malo exprimovany transkripcni faktory. Plsobenim blize
nedefinovanych signald, jako je vliv interakce ve stromatu nebo signaly rustovych faktort,
dochazi ke zvySené expresi specifickych transkripcnich faktori napr. GATA-1 nebo PU.1. To
vede k jejich autoregulaci a zvySené expresi specifickych receptorti pro ristové faktory, coz
ma za nasledek vzestup proliferace, diferenciace a supresi apoptozy specifickych linii. Snize-
na exprese specifickych faktort (jako je GATA-1 béhem myeloidniho vyvoje) mtze také hrat
dilezitou ulohu. U lidskych 1 Zivo€iSnych leukémii byly identifikovany geny homologni se
znamymi transkripcnimi aktivatory. Nékteré hraji roli v diferenciaci hematopoetickych bunék,
protoze jsou homologni nebo identické s geny diive identifikovanymi v jinych experimental-
nich systémech jako geny ovliviujici vyvoj a diferenciaci. Existuje tedy vazba mezi onkoge-

nezi a transkrip¢ni deregulaci (obr. 12-11).

1 2 3
Aktivace Zvysena exprese Maturace indukovana
transkripcnich specifickych transkripcnimi faktory
faktord CSF receptori a CSF

Q}'EBP.E
| GM-CSF R I =

myeloidni >
PU.1 prekursor
PU.1
Gata-1 C)

erytroidni
prekursor

G-CSF

Maonocytarni
prekursor

Obr. 12-11 Model indukce hematopoetické diferenciace specifickymi transkripénimi faktory (podle
Tenen D.G., Blood 1997 : 489)

Linie vyzkuml mechanizmt ptsobeni retroviru indukujiciho erytroleukémii vedlo k odhaleni,
ze virové proteiny mohou stimulovat rust hostitelskych bunék tim, ze pasobi jako pseudoli-

gandy pro receptory rustovych faktort.
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Pomérné dobfe je objasnéna tiloha stromatu kostni diené Vv regulaci normalni krvetvorby.
Byly vytvoteny dlouhodobé kultury pro myeloerytroidni a lymfoidni vyvoj. Rada udaji pied-
poklada, ze vzajemné kontakty bunék a specifické¢ ufinky mimobunééné matrix pomahaji
regulovat vyvoj kmenové buiiky. Rizné typy leukémii se mohou liSit od normélnich protéjskt
tim, Ze nevyzaduji dale blizky bunéény kontakt pro ristovou expanzi a cirkulaci v Krvi (obr.
12-12). Existuji Gdaje o negativnich regulatorech kmenovych i liniové specifickych bunék,
napt. TGF beta produkovany stromalnimi buitkami. Stoji za to vénovat pozornost tomu, jak

kmenové buriky a rizné leukemie unikaji této negativni kontrole.

Progenitorova burika

Proliferace

MISTO RECEPTOR
BUNECNE pro riistovy
ADHEZE faktor ]
L]

9 © Ristovy faktor
(vnéjsi)

Proteiny matrix{
STROMALNI BUNKA o

o L=}
e Ristovy faktor
(indukovany)

Membrana

Obr. 12-12 Model prostorové organizace hematopoetickych kmenovych bunék a rustovych faktort

v mikroprostfedi kostni dfené

Pti vyvoji bunék kostni dfené€ existuje kontrola a rovnovaha, ktera limituje celkovou bunéc-
nost a odpoveéd’ na stresy jako zareni, krvaceni apod. Interakce sit¢ cytokind produkovanych
raznymi typy krevnich bunék zajistuji kontrolu pomoci pozitivni a negativni zpétné vazby

(obr. 12-13).
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Obr. 12-13 Sit interakce cytokinu, pozitivni a negativni zpétna vazba

CML - chronicka myeloidni leukémie

CML je klonalni myeloproliferativni porucha primitivnich hematopoetickych kmeno-
vych bunék. Zahrnuje myeloidni, erytroidni, megakaryocytarni, B- n¢kdy T-lymfoidni ele-
menty, ale ne napt. fibroblasty kostni dien¢. Nemoc je silné heterogenni, ma 2 az 3 fazovy
prabéh.

CML buiiky maji charakteristické cytogenetické (Philadelphia -Ph chromozém) a mole-
kularni (ber-abl zfazovany gen) znaky. Chromozomalni abnormalitu predstavuje translo-
kace t(9,22) c-abl tyrozin kindzového protoonkogenu do jisté oblasti velkého genu nazyvaného
ber, ¢imz je aktivovana tyrozin kindzova aktivita c-abl a konvertuje abl na transformujici pro-

tein hematopoetickych bunék (obr. 12-14).
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Obr. 12-14 Ph chromozom je produktem translokace t(9;22)(a34;q11). Na Ph chromozému vznika
fuzni gen BCR/abl, ktery se vyznamné podili na maligni transformaci hematopoetickych prekurzora.

(Z. Adam, J. Vorlicek, J. Koptikova: Obecna onkologie a podpiirna lécba, 2003)

CML je nemoc kmenové buriky, protoze Ph chromozom je nalézan ve vSech hematopoetickych

liniich malignich pacientii, ale ne uz v koznich fibroblastech nebo stromalnich buikach. Kli-

.....

udrZeni plné diferenciace. CML v chronické fazi vykazuje klonalni expanzi normaln¢ se dife-

rencujicich granulocytt a je ptivodné benigni poruchou (obr. 12-15).
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Obr. 12-15 Chronicka myeloidni leukemie (P. Klener: Klinicka onkologie, 2002)

Puvodni (chronickd) faze je nasledovana eventualni progresi do akutni leukémie charakteri-
zované cirkulujicimi nediferencovanymi lymfoidnimi nebo myeloidnimi blastovymi burnikami
(obr. 12-16). Ph chromozém je nalézan také u 20-25 % dospélych a 5 % déti s akutni lym-
foblastickou leukémii (ALL). Zda se, Ze tato nemoc vychazi spiSe z lymfoidnich prekurzort

nez z kmenové bunky.

U akutni leukémie dochazi jak k ristu poctu cirkulujicich bilych krvinek, tak k poruse normal-
niho zrani a funkce. Nékteré neleukemické poruchy krve, jako jsou myeloproliferacni nebo
myelodysplastické syndromy, maji jen jednu nebo jiné z téchto abnormalit, ale obé mohou
vyustit v akutni myeloblastickou leukémii (AML). Plna leukemickd transformace vyzaduje

defekt jak v rustu tak v diferenciaci.

Asi 5-10% akutnich leukémii nemtze byt klasifikovano jako lymfoidni nebo myeloidni, pro-
toze vykazuji povrchové markery i histochemické vlastnosti obou linii. Plivod téchto leukémii

neni zcela objasnén.
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Obr. 12-16 Kostni dfefi u akutnich leukémii
A — akutni myeloblastova leukémie (M1)
B — akutni myeloblastova leukémie (M2)
C — akutni myeloblastova leukémie (M3)
D — akutni lymfoblasticka leukémie
(P. Klener: Klinicka onkologie, 2002)

Myelodysplasticky syndrom (MDS)

MDS je preleukemie, ktera predstavuje poruchu diferenciace charakterizovanou malymi pocty
cirkulujicich krevnich bunék. Kostni difefn pacientti ukazuje normalni nebo mirné zvysené
pocty prekurzord, které vSak nezraji normalné. Morfologicky vykazuji asynchronii zrani jadra
a cytoplazmy. U MDS jsou velmi Cast¢ chromozomadlni abnormality. Zv1asté ztrata ¢asti
dlouhych ramen chromozémi 5 a 7 indikuje vysoké riziko leukemické transformace. Na
5 chromozomu jsou lokalizovany geny fady ristovych faktorti a jejich receptorti. Zména nebo
ztrata téchto genii miize hrat roli v MDS nebo existuje jesté neobjeveny supresorovy gen

V této oblasti, ktery je inaktivovan.

Akutni leukemie

Akutni lymfoblastické leukemie (ALL) predstavuji akumulaci nezralych lymfoidnich bunek
V kostni dreni. Tato onemocnéni vznikaji maligni transformaci lymfocytt v kterémkoli stadiu
jejich dozravani a dle toho jsou klasifikovdna. Objevuji se prevazné u déti a tvori asi 80 %

vSech leukemii détského veéku a asi 25 % vSech détskych nadorti. Progndza je relativné pitiz-
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niva. U dospélych starSiho véku tvofi asi 20 % vSech akutnich leukemii s méné ptiznivou
prognozou. ALL ptedstavuji fadu subtypt liSicich se v odpovédi k terapii a riziku relapsu
Vv zavislosti na diagnostickém karyotypu. RozliSujeme dva zakladni typy — B-ALL nebo T-
ALL.

Nejcastéjsi cytogenetickou abnormalitou u déti (25-30 %) je polysomie charakterizovana
vyskytem vice nez 50 chromozomii (masivni hyperdiploidie) v leukemickych buitkdch bez
dalsich strukturalnich karyotypovych abnormalit. Tato cytogenetickd vlastnost je spojena
s dobrou prognézou ptislusné odpovidajici 1é€by. Nej€astéji jsou detekovany na chromozo-

mech 21 (vétSinou tetrasomie), X, 6, 14,4, 18, 17 a 10 (obr. 12-17).
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ALL — rfada subtypt lisicich se v odpovédi k terapii a riziku relapsu v zavislosti
na diagnostickém karyotypu.
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karyotypovych abnormalit

Obr. 12-17 Akutni lymfoblasticka leukémie (Teixeira M. R. and Heim S., Seminars in Cancer Biol
2005 : 3)

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nejcastéjsi leukemické onemocneéni dospélych. Tvoii az
85 % vsech akutnich leukémii u osob starsich 20 let. Prognoza se v poslednich letech zlepsila.
Pro AML jsou charakteristické genetické zmény vedouci ke konstitutivni aktivaci receptoru
pro IL-3, nasledované aktivaci tyrozinovych kinaz a podporou proliferace. Konstitutivni akti-

vace IL-3 receptoru podporuje rist vSech typi myeloidni fady (obr. 12-18).
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AML — geneticke zmény vedouci ke konstitutivni aktivaci receptoru pro IL-3 —
aktivace tyrosin kinaz a proliferace.
Konstitutivni aktivace IL-3 receptoru podporuje rdst vSech typd myeloidni rady

Obr. 12-18 Akutni lymfoblasticka leukémie (Sell S., Crit Rev Hematol Oncol, 2004 : 1)

B-lymfomy, Burkittiv lymfom

U tohoto onemocnéni se jedna o rychly nartst nezralych B bunék, které neumiraji. Je spojeno
s translokaci a aktivaci imunoglobulinového (Ig) promotoru spolu s aktivaci onkogenli c-Myc
(podpora proliferace) a Bcl-2 (blok apoptdzy). Genetickda zména je pritomna v kmenové
buniice, ale rist nadoru je ur¢en stadiem maturace, kde dojde k aktivaci Ig promotoru (obr.

12-19, 12-20).
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Obr. 12-19 B-lymfomy, Burkittiv lymfom (Sell S., Crit Rev Hematol Oncol, 2004 : 1)
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Obr. 12-20 Typ hematoonkologického onemocnéni, které se bude vyvijet, zavisi na vyvojovém stadiu
lymfoidni prekurzorové bunky zasazené maligni transformaci. (Z. Adam, J. Vorlicek, J. Koptikova:

Obecna onkologie a podpurna lécba, 2003)

Non-hodgkinské lymfomy (maligni lymfomy, NHL)
Lymfomy vznikaji nddorovou transformaci bunék lymfoidnich tkdni. Klasifikace je obtizna
a n¢kdy neni rozdil mezi leukemii a lymfomem jasny. U déti piedstavuje asi 12 % a u dospé-

lych 3—4 % vSech zhoubnych nadort.

12.3 DIAGNOSTIKA, LECBA, TERAPEUTICKE VYUZITI CYTOKINU

ZlepsSujici se znalosti v oblasti biologie a imunologie hostitele a nadorové patofyziologie
umoznily vyuzit dal$i nové pfistupy v terapii nadorovych pacientii. Patii k nim stimulace ob-
rannych mechanizmu hostitele véetné specifickych a nespecifickych imunologickych piistupi
a strategie cilené pfimo na zménu nadorového ristu a diferenciace terapeutickym ovlivnénim

patofyziologickych mechanizmil.

Velmi dilezita je dobrd pocatecni diagnostika onemocnéni a monitorovani uspésnosti
1é¢by. K nejdulezitéjsSim vysSetienim patii, tzv. imunofenotypizace dle souboru povrchovych
znakit — CD antigenui - charakteristického pro urcity typ bunék periferni krve a kostni drené,
tzv. imunofenotyp (obr. 12-21). Vyuziva se stanoveni imunohistochemické a imunocyto-
chemické, kdy se fezy tkani, natéry a antigeny znazoriuji protilatkou vizualizovanou zpravi-
dla enzymatickou reakci. Tyto metody umoziuji 1 soufasné stanoveni morfologie bunck

a vysetfeni tkani.
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Bunécné povrchove antigeny Dvouparametricka analyza bunécnych

Souboruréuje tzv. imunofenotyp povrchovych antigeni
(HL-60 — lidska myeloidni leukemicka linie ovlivnéna
@ diferenciacnimi cinidly:

Kyselina afttrans retinova (ATRA)
Dimetylsulfoxid (DMSO)

&= Butyrat sodny (NabBt)

Vitamin D3 (vit. D3)

@ : CD11b (znak pro granulocyty/ monocyty)
CD14 (znak pro monocyty)
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Obr. 12-21 Dvouparametricka analyza bunéénych povrchovych antigent (Karel Soucek, 2000)

Metoda imunofluorescence umozZiuje detekovat zkoumané antigeny pomoci specifickych
fluorescencné znacenych protilatek (fluorochromy, imunofluorescence, piimé nebo nepiimé
znaceni). Je to rychla metoda vyuzivajici Siroké spektrum protilatek a umoznuje detekci
v bunéénych suspenzich — krev, kostni dfen, vypotky, mozkomisni mok, suspenze ze solid-
nich tkani. VyuZzivaji se tzv. kokteily protildtek, to znamend, Ze jednim fluorochromem je
znaceno vice protilatek i kombinace vice protilatek proti riznym epitopiim jednoho antigenu.
Ke stanoveni fluorescence se pouziva fluorescenéni mikroskopie, ale v soucasné dobé pie-

devsim vicebarevna prutokova cytometrie (0br. 12-22 az 12-25).

Becton Dickinson Instruments (BD)
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Obr. 12-22a FACSCalibur
The FACSCalibur is the first a 4-colour, dual laser, benchtop system capable of both cell analysis

and sorting fully integrated multiparameter system, wide range of research and clinical applications.

.

e

Obr. 12-22b FACSDiVa (Vantage)
High performance, high speed cell sorter Flow sorting instrument for the research laboratory.
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Obr. 12-22c BD LSR

the first 6-Color Benchtop Research Flow Cytometer
It has combined benchtop easy-of-use with the flexibility and performance of high-end flow cytome-
ters.
Building on the easy-of-use standard set by the FACSCalibur, the BD LSR offers software instru-

ment Control, push button fluids, and fine-adjust sample flow-rate control.

Flow Cell - Mechanism
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l
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Flow Chamber
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asmall 50-300 micrometers
orrifice

i
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[ Focused laser beam ]
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Obr. 12-23 Flow Cell — Mechanism (Purdue University Cytometry Laboratories,
http:/www.cyto.purdue.edu/flowcyt/educate.htm)

161


http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/educate.htm

Interaction of light with the cell
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Obr. 12-24 Interaction of light with the cell (Purdue University Cytometry Laboratories)
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Obr. 12-25 Light Scatter Gating (Purdue University Cytometry Laboratories)

Vypovédni hodnotu ma i mikroskopické stanoveni dle morfologie bunék a molekuliarné
biologické metody, napt. FISH (fluorescencni in situ hybridizace), detekujici genetické ab-
normality (obr. 12-26).

a)
mye
myc
myc myc
m
e myc¢ amplifikace mye myc
—>
myc
myc
myc
b)

translokace

» BCR BCR/abl

BCR
- /. y

Dva pfiklady vyuZiti techniky fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

a) Analyza amplifikace genu myc. V normalni burice se sonda specificka pro gen myc navaze pouze na dve ko-
pie genu na obou chromozomech a pfi analyze FISH dava pouze dva signaly. Po amplifikaci genu se sonda
navaze také na vsechny nové vzniklé kopie a pfi analyze FISH poskytuje odpovidajici pocet signalu.

b) Detekce translokace BCR/abl. PouZijeme dvé odliné znadené sondy pro oba analyzované geny. Pfi analyze
normalni buiiky dostavame dva a dva oddélené signaly, zatimco v burice, ve které probéhla translokace, do-
stavame smésny signal v dusledku emise fluorescence ze sond lokalizovanych v tésnem sousedstvi,

BCR

Obr. 12-26 In situ fluorescenéni hybridizace (FISH) (Z. Adam, J. Vorlicek, J. Koptikova: Obecnd
onkologie a podpurna lécba, 2003)

Hematopoéza je regulovana vice nez 20 dobie charakterizovanymi faktory definovanymi
jako kolonie stimulujici faktory (CSF), interleukiny (IL) a cytokiny. N¢které z téchto fak-
tord jsou bézné pouzivany, ale potencialni klinické vyuziti neni Gplné objasnéno. Vyuzivaji se
faktory uplatiiujici se v pozitivni i negativni regulaci, v autokrinnim riistu a imunomodulacni

latky.
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Vytvoieni kultiva¢nich systémi pro klonalni vyvoj hematopoetickych bunék umoznilo
odhalit proteiny, které reguluji bunécnou viabilitu, riist a diferenciaci raznych hematopoetic-
kych linii a také molekularni zdklady normalniho a abnormalniho vyvoje krvetvornych tkéni.
Riizné cytokiny indukuji viabilitu, mnozeni a diferenciaci a hemopoéza je kontrolovana siti
interakci cytokinii. Tato multigenova sit’ zahrnuje pozitivni regulatory jako jsou CSF a IL
a negativni reguldtory jako TGF beta a TNF. Sit’ cytokint, kterd vznikla béhem evoluce,
umoznuje znacnou flexibilitu zavisejici na tom, kterd cast sité je aktivovana a na okamzitém
zesileni odpovédi na ptislusny stimul. CSF a IL indukuji bunécnou viabilitu inhibici progra-
mované buné¢né smrti — apoptézy. Ta je téz regulovana geny jako p53, c-myc a bcl-2
a suprese nebo indukce tohoto programu mize vyustit v podporu nebo supresi nadoru. Cy-
tokiny, které reguluji normalni hematopoézu mohou kontrolovat abnormalni rust jistych typii
leukemickych bunék a potlacovat malignitu indukci diferenciace. Genetické abnormality,
z nichZ vznika malignita, jsou tak obchdzeny a jejich ucinek anulovéan indukei diferenciace
a apoptdzy. Hematopoetické cytokiny objevené in vitro jsou aktivni in vivo a jsou klinicky
Vvyuzivany.

Pozitivni regulace hemopoézy

Prvnim cytokinem vyuzitym v terapii byl erytropoetin a to

1. pfi stimulaci erytropoézy po chemoterapii a transplantaci kostni dfené,

2. u nékterych lymfoproliferacnich poruch jako mnohocetné myelomy a chronicka lym-
focytarni leukémie,

3. uanémii spojenych s chronickym onemocnénim (nadory, AIDS),

4. v programech autologniho odbéru krve.
Také G-CSF a GM-CSF maji fadu klinickych aplikaci:

1. urychleni zotaveni krvetvorby po chemoterapii,

2. zlepSeni sbéru progenitort z periferni krve,

3. zvyseni G€innosti cytotoxickych lé¢iv vybuzenim klidovych leukemickych bungk,
4

stimulace hematopoézy u syndromu poruch v kostni dfeni jako je cyklicka neutropenie
¢i aplastickd anémie,

5. aktivace efektorovych bunéénych funkci (AIDS, poruchy funkce leukocytl)

V mnoha klinickych studiich aplikace G-CSF a GM-CSF zabraiuje nebo redukuje neutropenii

po chemoterapii a zvySuje pocéty neutrofilti u primarnich poruch kostni diené.
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IL-3 nazyvany multi-CSF podporuje pfezivani in vitro, proliferaci a vyvoj multipotentnich
hematopoetickych kmenovych bun¢k a komitovanych progenitor pro granulocyty a makro-

fagy, erytrocyty, megakaryocyty, eosinofily a basofily.

Negativni regulace hemopoézy

Vyuziti negativnich regulatori hemopoézy predstavuje zcela jiny piistup zalozeny na preven-
ci poskozeni ochranou pluripotentnich kmenovych bunék proti cytotoxickému plisobeni che-
moterapeutik. Patii k nim napi. TGF beta a MIP lalfa (macrophage inflammatory protein),
které tlumi proliferaci kmenovych bunék béhem faze plisobeni chemoterapeutik a chrani je

tak pted poskozenim.

Riistové faktory a autoKkrinni rist

Autokrinni rast je definovéan jako vyvoj malignity buiiky endogenni produkci vlastniho stimu-
la¢niho faktoru, coz zptsobi jeji nezavislost na vnéjsi fyziologické kontrole riistu. Autokrinni
rustovy faktor se tvoti v jadie a je uvoliiovan buiikou. Ta na svém povrchu nese receptory pro
tento faktor, ptes které je bunika dal$i komplikovanou cestou pfenosu signdlu nucena k dalsi
produkci ristového faktoru, ¢imz se zvysuje jeji malignita. Proto je cilem terapie blokada
téchto cest riznymi antagonisty rustovych faktorti a receptort a latkami, které zasahuji do sité
ptenosu signalu. Nyni dochézi v této oblasti k velkému rozmachu a hledaji se nové latky pl-
sobici na bunééné membrang. Patfi k nim inhibitory inositol lipidového metabolizmu, eterové
lipidy, antagonisty PAF (platelet-activating factor), inhibitory protein kinazy C atd. Dalsi stra-

tegie zahrnuje indukci diferenciace nddorovych bunék a navozeni apoptozy.

Lécebné postupy

U pacientii s CML byla v minulosti prognéza velmi $patna (stiedni doba preziti 3 roky). Ny-
ni se situace zlepsila diky vcasné diagndze, zlepSujici se terapii a podpirné 1écbe. K 16¢be se
vyuziva hydroxyurea s busulfanem podporovana IFN, ARA-C a dale autologni transplanta-
ce kostni diené (obr. 12-27). Stfedni doba pfteziti je asi 60—65 mésicti. Po 1é¢bé IFNalfa
preziva 20-25 % pacientd. Lécba ma vsak vedlejsi ucinky jako je horeCka, nechutenstvi, sva-

lové bolesti 1 dlouhodobéjsi problémy jako je ztrata vahy, deprese, nespavost atd.
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Obr. 12-27 Transplantace (Christiansen J.C., Scientific American 1996 : 124)

MDS jako ziskana klonalni porucha kostni diené charakterizovana kvantitativnimi 1 kvalita-
tivnimi poruchami v hemopoéze je diagnostikovana zejména u starSich lidi. Neni proto mozné

pouzit drastickou terapii a transplantace. Standardizovana terapie zde neexistuje.

Rada 1é¢ebnych protokolii je zaméfena na vyuziti diferenciacnich litek k podpofe zrani blo-
kovanych bunék. Existuji modely in vitro, kde je mozno navodit diferenciaci bunék pomoci
analogl kyseliny retinové, dimetylsulfoxidu nebo vitaminu D3, glukokortikoidt, IFN, pfip.
G-CSF, GM-CSF (obr. 12-28). Prestoze experimentalni vysledky jsou nadé&jné, u pacientii

nepfinaseji tyto metody zadouci vysledky.
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(a) ' (d)

Figure 5. Differentiation of myeloid leukaemic cells to non-malig-
nant mature macrophages or granulocytes by normal myeloid differ-
entiation-inducing protein IL-6. (a) Leukaemic cell; (b) macrophage;
(¢) colony of cells with macrophages; (d-g) stages in differentiation to
granulocytes [74].

Obr. 12-28 Diferenciace myeloidnich leukemickych bunék do nemalignich zralych makrofagi nebo
granulocytt interleukinem-6 (Saachs L., Eur J Cancer 1994 : 852)
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All-trans retinova kyselina (ATRA) je nyni efektivnim lékem pfi 1é¢b¢ akutni promyelocy-
tarni leukémie. Na MDS ma vSak maly Gcinek, coz ma pravdépodobné geneticky diivod a to
absenci translokace 15,17, jejiz ptitomnost je pro klinicky ucinek ATRA dilezita.
Rekombinantni rastové faktory jako GM-CSF a IL-3 jsou u MDS pacientl uspésné vyuzivany

ke zvyseni poctu cirkulujicich bilych krvinek a desticek.

Pozorovani ptredpokladaji, ze MDS je zptsobena defektnim diferenciaénim programem, ale
progrese do AML vyzaduje dalsi abnormalitu, ktera poskytne rustovou stimulaci, jako je au-
tokrinni produkce rastového faktoru nebo konstitutivni aktivace receptoru pro ristovy faktor.
Identifikace fady protoonkogent jako jsou riistové faktory nebo jejich receptory a dulezité
ucinky téchto proteinli na hematopoetické bunky vedly k hledani deregulace téchto molekul

u leukémii.

Vyuziti vysokych ddvek chemoterapeutik, které u¢inné€ piisobi na citlivé nadory je omezeno
vedlejsimi ucinky s hematologickou toxicitou. Jednou z cest jak ptekonat tyto obtiZe je meto-
da transplantace kmenovych bunék z periferni krve (PBSC), kterd je alternativou
k transplantaci kostni dfen¢ a je stale vice vyuzivana. Ma fadu vyhod: sbér PBSC leukaferé-
zou probihd mimo pacienta bez potieby anestézie a moznosti autograftu v ptipad€ ovlivnéni
kostni dfen¢ infiltraci naddoru, fibr6zou nebo hypoplasii po chemo- a radioterapii. Navic do-
chézi k rychlej$imu obnoveni granulocytopoézy a megakaryocytopoézy a k redukované moz-
né kontaminaci transplantantu malignimi buiikami. Odhad je, ze v kostni dfeni je asi 0.001 %
pravych kmenovych bunék, 10x vic multiliniovych progenitorti a 100x vic liniové specific-
kych progenitorti. U dospélct cirkuluje v periferni krvi asi 5-10 % poctu progenitorovych

bunék v kostni dfeni. Predstavuji asi 0.1% mononuklearni frakce periferni krve.

Byly vyvinuty metody zvyseni cirkulujicich progenitori aplikaci specifickych cytokind.
CD34 je glykosylovany povrchovy antigen exprimovany pifedev§im kmenovymi a méné pro-
genitorovymi bunikami. Byla vyvinuta fada metod pro selekci bunék s timto znakem CD34+.
S vyvojem metod kultivace in vitro Ize tyto buiiky namnoZit s pomoci synergického plsobeni
kombinace cytokint (steel faktor + dalsi) a pak pomoci reinfuze aplikovat pacientim. Tyto

bunky je téZ mozné vyuZit in vitro k oznaceni gentli a genové terapii.

Cilem terapie s vyuzitim imunomodulaénich latek je ovlivnéni imunitniho systému hostitele
k podpofte boje proti nadoru. Cilové bunky pro imunomodulaci mohou patfit k lymfatickému
systému, ale v protinadorovém boji hraje dileZitou roli 1 monocytarni-makrofagovy systém.
GM-CFC, M-CFC nebo IL-3 stimuluji cytotoxicitu makrofaga in vitro. G-CSF a IL-8 stimu-

luji funkce neutrofili napt. u MDS.
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Interferony (napt. IFN alfa, gamma) vykazuji regula¢ni aktivitu u fady malignich poruch. Klinicka
aplikace IFN alfa na multi¢etné myelomy neni zcela jednoznacnd, malé davky vSak plisobi na tzv.

vlasaté leukemie.

Interleukin -2 je schopen tvofit tzv. lymfokinem aktivované zabijece (LAK), které maji $irsi
spektrum cilovych bunék nez NK nebo cytotoxické T buiky. Tato metoda objevena v 80.
letech byla zkousena nejdiive na mysich, pozdéji i na pacientech. Lymfocyty izolované z krve
pacientil je mozné kultivovat in vitro s IL-2 a tyto stimulované LAK transplantovat zpétné
pacientovi (obr. 12-29). Krom¢ toho byla zkousena i metoda mimotélni kultivace, kdy tzv.
TIL"S (tumor-infiltrating lymphocytes) vyzaduji vic nez mésic ptipravy pied aplikaci pacien-
tim. Ze vzorku nddoru jsou vykultivovany TILs, namnozeny s IL-2 a zpétn¢ transplantovany

pacientam (obr. 12-30). Tyto metody vSak nenasly §ir$i vyuziti.
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Obr. 12-29 Vyuziti LAK (lymphokine-activated killer) bun¢k v protinadorové terapii (Rosenberg S.A.
et al., Int Natl Cancer Inst 1993 : 622)
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Obr. 12-30 TIL‘S (tumor-infiltrating lymphocytes) vyzaduji vic nez mésic ptipravy pied aplikaci pa-
cientim (Rosenberg S.A. et al., Int Natl Cancer Inst 1993 : 622)

Cytokiny mohou kromé& samostatnych uc¢inkli ptsobit také biomodulaci cytotoxickych latek.
Biomodulace je definovana jako zvySeni protinadorové aktivity manipulaci metabolickych
cest cytostatickych latek sekundarnimi biomodula¢nimi latkami, které samy maji malou nebo
zadnou antiprolifera¢ni aktivitu (napf. INF alfa zvySuje G¢innost 5-fluorouracilu u gastrointes-

tindlnich malignit).
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Kontrolni otazky k tématu:

Jaka je charakteristicka organizace sebeobnovnych bunéénych populaci? Uved'te pti-
klady.

Jak je organizovéna krvetvorna tkan? Jmenujte zakladni krvetvorné fady.
Uved’te ptiklady patologickych poruch krvetvorby.

Jak je charakterizovana leukémie?

Jaka je uloha stromatu kostni dfené v regulaci krvetvorby?
Charakterizujte preleukemické poruchy.

Jak dochézi ke zvratu v akutni leukémii?

Charakterizujte zékladni 2 typy akutni leukémie.

Co jsou to lymfomy?

Jaké metody se pouZivaji k diagnostice onemocnéni a GspéSnosti 1é€by poruch krve-

tvorby?

Jak jsou vyuzivany poznatky o pisobeni cytokinl a rustovych faktort v 1écbé leukeé-
mii?

Které konkrétni cytokiny ¢i ristové faktory a k ¢emu se vyuzivaji?

Co znamena diferenciacni terapie?

V ¢em spociva metoda transplantace a které typy bunék se transplantu;ji?

V ¢em spocivé vyuziti imunomodulaénich latek?

Co je to biomodulace?
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13. NADORY TLUSTEHO STREVA (KOLONU) A REKTA (CRC)

CRC patfi mezi nejcastéji se vyskytujici nddory v zapadnich industrializovanych zemich
ajsou témeéf vSude na tfetim misté v pofadi imrti na nadorova onemocnéni (obr. 13-1).
V poslednich 20 letech byla objasnéna fada molekularnich mechanizmii vedoucich ke vzniku
CRC, avsak progndza zejména pokrocilych stadii CRC se pfiliS nezlepsila (obr. 13-2). Duvo-
dem je stale vysoké procento pozdé diagnostikovanych onemocnéni, pfi¢emz pravé vcasna

diagnoza hraje nejdulezitéjsi ulohu v uspéchu 1é¢by.

CRC predstavuje soubor heterogennich onemocnéni zahrnujich dédicné i tzv. sporadické for-
my. Veétsina nadortt je sporadickych, ale vyznacuji se velkou heterogenitou a rozdily

s ohledem na patogenezi a prognozu.

< B < 31 M-
-2 -4

Obr. 13-1 Nejvyssi vyskyt CRC v pramyslové vyspélych zemich (Kanada, USA, Evropa, Australie)
(zdroj: http://www.indox.org.uk/research/epidemiology/colorectalcancer)
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Estimated incidence & mortality from cancer of the large bowel in men, 2012
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Obr. 13-2 Incidence a mortalita kolorektalnich nadord u muzt v EU 2012 (zdroj:
http://eco.iarc.fr/eucan)
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13.1 ANATOMIE STREVA

Stievni tkan predstavuje sebeobnovnou tkan s unikatni topologii. Jednovrstevna bariéra mezi
lumen a vnitinim prostiedim tvoti krypty a klky (villi) v tenkém streve a krypty v kolonu.
V dolni ¢asti krypt se nachazeji kmenové bunky (pfip. Panethovy buiky v tenkém stfeve)
(obr. 13-3a s 13-3b). Z téch vznikaji obnovou a asymetrickycm délenim dal§i kmenové bunky
nebo progenitorové bunky, které postupuji k vrcholu krypty, postupné ztraceji proliferacni
potencial a diferencuji ve zralé kolonocyty. Staré kolonocyty na vrcholu krypt odumiraji
ajsou odlupovany do stievniho lumen. Tento proces se nazyva anoikis (detachment-induced

apoptosis) (obr. 13-4).

LUMEN OF GUT

epithelial cell migration

from “birth” at the bottom villus (no cell division)
of the crypt to loss at the
top of the villus
(transit time is
3-5 days)

cross section
of villus

epithelial
cells

crypt
cross
loose section
connective of crypt
tissue
nondividing
differentiated-
cells
direction of
movement rapidly dividing
cells (cycle time
~ 2 hours
slowly dividing stem
cells (cycle time
— > 24 hours
(A) nondividing
differentiated
Paneth cells

Obr. 13-3a Obnova stievni vystelky
(A) Strevni krypty (cast proliferacni a diferenciacni)
Vyména epitelu — buiiky migruji ze spodni ¢asti krypty, oblast kmenovych bunék (pomalu se délici —
24h, rychle se délici bunky — 2 h, diferenciace bun€k podél krypty, snizovani proliferace, na vrcholu
odumiraji apoptézou-anoikis (detachment-induced apoptosis), celé trva 3—5 dni. (Figure 22-19. Mo-
lecular Biology of the Cell, 4™ Edition.)
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Obr. 13-3b Obnova stievni vystelky (B)
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Obr. 13-4 Zény v krypté kolonu

Ve stievé se vyskytuje nékolik bunéénych typa (obr. 13-5):

= Enterocyty jsou nejpocetnéjsi a predstavuji absorbtivni linii.

= Sekrecni linie jSou zastoupeny gobletovymi buiikkami, které sekretuji protektivni mu-

ciny a jejich pocet ptibyva smérem ke kolonu a enteroendokrinnimi buiikami, které

tvoti asi 1 % a sekretuji hormony (serotonin, sekretin)

= Panethovy buriky jsou zastoupeny pouze v tenkém stievé a sekretuji antimikrobialni

latky, coz zajiSt'uje kontrolu mikrobidlniho obsahu ve stieve.

176



Obr. 13-5 Anatomie epitelu tenkého stfeva — krypty a villi (Radtke F. and Clevers H., Science
2005 : 1904)

Ve stievni tkani je velmi diilezita regulace procesu proliferace, diferenciace a apoptézy pro
zachovani rovnovahy mezi priristkem a ubytkem bunék. To je zaji§'tovano zapojenim
specifickych signalnich drah (WNT, BMP, NOTCH) (obr. 13-6) a zménami koncentrace pii-
slusnych ristovych faktorti (obr. 13-7). Poruchy této regulace pak vedou k patologickycm
stavim vcetné nadorovych onemocnéni. Pravé molekularni mechanizmy kontrolujici ho-

meostazu jsou teréem zmen podilejicich se na vzniku nadort.
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Obr. 13-6 Stfevni krypta s jednotlivymi kompartmenty a aktivnimi signalnimi drahami (Kosinski C.,
PNAS 2007 : 15418)
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Obr. 13-7 Sttevni krypta a profil rtstovych faktorti (Gerike T.G. et al., Cell Proliferation 1998 : 93)

13.2 VZNIK NADORU KOLONU A REKTA

Tyto nadory vznikaji progresivni akumulaci genetickych a epigenetickych zmén vedou-
cich k transformaci normalniho sti‘evniho epitelu do adenokarcinomu (obr 13-8). K tomu
se pfidavaji t€inky dalSich faktor nazyvanych medifikatory CRC. Kli¢ovymi faktory jsou

celkovy Zivotni styl a vyZiva pusobici ve v§ech stadiich karcinogeneze.
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Obr. 13-8 Rozvoj z adenomu do karcinomu (Chell S., BBA 2006 : 104)
V zakladu 4-6 genetickych defektll (mutace, deregulace protoonkogenti — K-ras, c-myc, inaktivace

nadorovych supresorit — APC, p53)

APC — ,,adenomatous polyposis coli

DCC — ,,deleted in colorectal cancer*
adenokarcinomu

Genetické zmény jsou provazeny progresi z malych premalignich poskozeni do pokrocilych
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Molekularné genetické poznatky charakterizujici CRC

= Mnohastupiiova progrese na molekularni i morfologické trovni

= Genetické (mutacni aktivace onkogent a inaktivace nadorové supresorovych gentl)
a epigenetické zmény (zmény metylace DNA a acetylace histontl) podporuji tvorbu

nadoru poskytujice klonalni ristovou vyhodu zménénym bunkam.
= Klicovym molekularnim krokem je ztrata genomové stability

= Dédi¢né nadorové syndromy Casto odpovidaji formam klicovych genetickych defekti

u zarode¢nych linii, jejichz somaticky vyskyt nastartuje sporadické nadory kolonu.
Ztrata genomove stability je klicovym molekularnim a patogenetickym krokem vyskytujicim se
na pocdtku nadorového procesu a vytvari permisivni prostredi pro vyskyt zmén onkogenii

a nddorove supresorovych genii (obr 13-9).

Other genetic errors, Bub1, hCDC4

e

Chromosomal instability

Aneuploidy, LOH Adenoma/carcinoma transitio

APC . TTCF/LEF1 —, TSurvivin __, pS3iLOH __,

mutation  gene AcMyc
transcription " Cyclin D1 /

Ras mutations

Inflammation

B

Progressive loss of apoptosis

Obr. 13-9 Vznik chromozomalni nestability u CRC; LOH — loss of heterozygosity (Watson AJF Crit
Rev. Oncol Hematol 2006 : 107)

Pfi vyvoji CRC se uplatiyji téi hlavni typy genetické nestability:
= Nestabilita mikrosatelita (MSI)
= Nestabilita chromozomi (CIN) - zisk ¢i ztrata usekli chromozomii, aneuploidie

=  Chromozomalni translokace
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13.3 DEDICNE TYPY CRC

Existuji dédi¢né poruchy predisponujici jedince k nadoriim. Hereditarni syndromy jsou
zpusobeny zarodecnymi mutacemi ve specifickych genech zpusobujicich zejména nefunkcnost
nadorove supresorovych genii. Tyto inaktivacni mutace jsou v zakladu recesivni a nemusi se
u nositele fenotypové projevit kromé predispozice k naddoru. Incidence nadorii v§ak vykazuje
Casto dominantni typ dédi¢nosti, protoze existuje vysoka pravdépodobnost, ze dalsi mutace,

ztrata heterozygotnosti nebo umlceni inaktivuje druhou normalni alelu.
Existuji dva zakladni typy dédi¢nych syndromit CRC:

= polypozni formy (familiarni adenomatdzni polypdza — FAP) vyskytujici se asi v 1 %.
Piedstavuji mutace nadorové supresorového genu APC (adenomatous polyposis coli),
nasledkem kterych se tvofi tisice adenomatdznich polypil ve stfevé a nasledné riziko

vzniku nadoru je téméf 100 %.

= nepolypozni formy (hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom — HNPCC), Lyn-
chiiv syndrom) predstavuji asi 15 %. Jsou charakterizovany mutacemi genii pro MMR
enzymy (mismatch DNA repair) a mnoZstvim mutaci v repetitivnich sekvencich DNA —

mikrosatelitech. Zde existuje zvySené riziko i dalSich typt nadort.

Piesné rozliSeni mezi tzv. sporadickymi a familiarnimi a mezi genetickymi a environmental-
nimi faktory predisponujicimi k CRC neni striktni. U sporadickych forem nachazime casto

mutacéni inaktivace podobnych genti jako u dédi¢nych forem.

Rodinny vyskyt ,,sporadického® kolorektalniho karcinomu ptedstavuje kombinaci genetic-
kych predispozic se zevnimi faktory. U takovych jedincii je doporucovéano pravidelné vySet-

feni od urcitého véku (okultni krev, sigmoidoskopie, kolonoskopie).

13.4 GENY UPLATNUJICI SE V CRC
Pti vzniku a rozvoji CRC se uplatiiuji jak aktivace onkogent tak inaktivace nadorové supreso-

rovych gent ¢i poruchy gent reparace DNA (obr. 13-10). Priklady:

= Onkogeny (ras, c-myc, c-myb, hst-1, trk, c-raf, c-src, c- myb, Her2-neu). Geny kodu-
jici proteiny H-ras, K-ras, N-ras jsou aktivované pies receptory spojené s G proteiny
a s tyrozin kinazami. Aktivace drah kindz RAF, MEF, MAPK se uplatituje v pfechodu
z adenomu do karcinomu. C-myc, c-myb jsou tzv. geny rané odpovédi — transkripéni

faktory odpovédné za transkripci dalSich dilezitych gent. Her2-neu koduje receptor
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pro epidermalni rastovy faktor a zmény jeho exprese se uplatituji zejména u nadora

prsu.

= Nadorové supresorové geny. Gen p53 je mutovan nebo deletovan u 70—80 % nadort,
coz je spojeno zejména s poruchami regulace bunécného cyklu, reparace DNA a
apoptdzy. Delece ¢i mutace v genu APC je brzky dé€j u adenomi (80%) a je spojen s
deregulaci signalni drahy Wnt, chromozomalni nestabilitou, chybami ve spojeni mi-
krotubuli a kinetochoru a abnormalni segregaci chromozomi se vznikem polyploidie.
DCC je gen deletovany gen u 70-80 % nadord, a hraje lohu v zastavé G2/M faze bu-

nécného cyklu a apoptodze.

= Geny reparace DNA, které jsou zodpovédné za tzv. ,mismatch repair (hMSH2,

hMLH1)
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Obr. 13-10 Genetické zmény spojené s kolorektalni karcinogenezi. LOF — loss of function; GOF —

gain of function.

Existuji 1 dalSi mutace zvySujici nachylnost pfi plisobeni environmentalnich faktorti. Dilezity
je proto vyzkum interakci genii a environmentalnich faktori a dalsich tzv. modifikujicich ge-
nu, které mohou déle ovlivitovat G¢inky jak geni, tak environmentalnich faktort.

Signalni drahy MAPK-ERK zprostfedkovavaji bunéénou odpoveéd’ na fadu mimobunéénych
impulst a jsou zahrnuty v regulaci proliferace, apoptozy, sekrece a diferenciace.

K-ras a B-raf jsou klic¢ové molekuly v této signalni kaskadé, protoze mutace vyustuji ve sta-

lou genovou aktivaci vedouci k autonomni proliferaci a nadorovému ristu. Gen KRAS nalezi
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do rodiny RAS onkogenti a koduje 21kDa protein s GTPazovou aktivitou. Tento protein je
regulovan cyklem lipidové modifikace (de- a repalmitoylace), kterd podporuje jeho rychlou
vyménu mezi plazmatickou membranou a Golgiho aparatem. Zatimco beéhem karcinogeneze

je zménéna celd fada gent, pocet deregulovanych signalnich drah je relativné maly.

Za klicovy mechanizmus Spatného signalovani jsou povazovany mutace v genech kodujicich

APC a TP53 a ztrata heterozygotnosti (LOH).

V poslednich letech byly objeveny nové drahy vzniku sporadickych CRC. Molekularni zmény
se lisi od téch provazejicich tradi¢ni prechod adenom — karcinom. U tzv. ,,serrated lesions*
jsou mutace APC nebo TP53 a LOH vzéacné a prevazuji hypermetylace CpG ostrivkl a ne-

stabilita mikrosatelita.

V souhrnu je CRC zalozena na sekvenci molekuldrnich deju v enterocytech zahrnujicich ge-
nové mutace, epigenetické modifikace a aberantni signdlovani v zakladnich bunécnych dra-
hach. Avsak proliferace, bunécna aktivita a smrt enterocytu i ¢innost tzv. modifikujicich genii
zavisi na dalsich faktorech jako je slozeni matrix, mikrobiom, chronicky zanet, vliv protiedi

a slozek diety.

13.5 ROZVO] ADENOM-KARCINOM

Rozvoj CRC z normalni tkané pres benigni adenom k malignimu adenokarcinomu je dlouho-
doby komplexni néekolikastuprniovy proces, ktery neni uplné stejny u riznych typtit CRC Obec-
n¢ je V zasad¢ nutnych 4-6 genetickych defekti (mutace, deregulace protoonkogenti — K-ras,

c-myc a inaktivace nadorovych supresortt — APC, p53).

Funkce APC (adenomatous polyposis coli) proteinu

APC je 300kD cytoplazmaticky protein kodovany APC genem a je asto mutovany v prvot-
nich stadiich CRC (u adenomui) (obr. 13-11). APC interaguje s fadou bunéénych proteind
a drah a prispiva tak k regulaci diferenciace, migrace, proliferace a adheze. Jeho mutace tak

ovliviiuje vSechny tyto procesy. Multifunkéni protein APC se Uc€astni:
= regulace signdlu indukovaného beta-kateninem (regulace Wnt drahy);
= regulace bunécné adheze prostrednictvim beta-kateninu a E-kadherinu;
= regulace migrace bun¢k interakcemi s mikrotubuly a F-aktinem;

= zastavy bunécného cyklu ziejmé piimou inhibici jeho komponent;
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= zmén cytoskeletu a deregulace beta-kateninu, ktera vede k porucham diferenciace
a genove exprese;

= ovlivnéni migrace bunék a mitotické¢ho vieténka vyustujici v aneuploidii. ZvySena
hladina beta-kateninu zpuisobuje neschopnost vazby APC na mikrotubuly a dochazi

k deregulaci migrace bunék a segregace chromozoma.

Truncation of APC
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Obr. 13-11 Mutace genu APC (Ndthke I, Biochem Soc Transactions 2005 : 694)

Interakce bunék kolonovych krypt s latkami vznikajicimi v krvi nebo v lumen
stieva

Mutace genu APC v kmenovych buikdach mize byt vysledkem piisobeni latek z krve nebo za-
rodecné mutace a produkuje abnormality v bunécné proliferaci, migraci a adhezi. Disledkem
je akumulace abnormadlnich bunék na vrcholu krypt, kde se tvoti aberantni fokusy (ACF),
které vyc¢nivaji do proudu stolice. Zvysuje se tak pravdépodobnost dalSich mutaci kontaktem

proliferujicich bun¢k s fekdlnimi mutageny a postupnou klonalni expanzi se tvoii adenomy.

Postup vzniku adenomu je nasledujici (obr. 13-12):
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1. Mutace kmenové buiiky napt. v genu APC;
2. Kolonizace krypty buikami APC-/- a vznik monokryptalniho adenomu;

3. Polyklonalita vzniké v disledku kratkodobé interakce ziejmeé zménou signalovani bu-

nek spojenych s lamina propria. Dochazi k mutaci v ptilehlé krypté;
4. Expanze adenomu;

5. Expanze dominantniho klonu vede ke vzniku monoklonalniho nadoru.

a Normal crypts

Stem-cell hit

Obr. 13-12a Mutace kmenové buiky napi. v genu APC (Humphries A and Wright NA, Nature Rev
Cancer 2008 : 415)

b Monocryptal adenoma

\—/Stem-cell hi

Obr. 13-12b Kolonizace krypty buiikami APC-/- a vznik monokryptalniho adenomu
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¢ Polyclonal microadenoma

Obr. 13-12c¢ Polyklonalita vznika v dtsledku kratkodobé interakce ziejmé zménou signalovani bunék

spojenych s lamina propria — mutace v pfilehlé krypté

1l i1l 11111

Longitudinal view

En-face view

Obr. 13-12d Expanze adenomu
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e Polyp growth with entrapped
normal crypt (grey)

Crypt fission and
top-down growth

Obr. 13-12e Expanze dominantniho klonu vede ke vzniku monoklonéalniho nadoru

13.6 EPIGENETIKA A NEGENOTOXICKE FAKTORY V CRC

Vznik sporadickych forem CRC je casto spojen s epigenetickymi zmenami, které zpiisobu-
Ji zvySenou expresi onkogenii nebo inhibici exprese nadorove supresorovych geni. Jednad se
hypo- nebo hypermetylace promotorii pro tyto geny. Hypometylace je obecny a rany dé&j od-
poveédny napt. za overexpresi KRAS. Naopak hypermetylace vede k inaktivace nadorové

supresorovych geni (napt. APC).

Mutace geni MLH1 a MLH2 ucastnicich se reparace DNA (fungujicich jako ,,caretakers®
nebo kontrolujicich stabilitu genomu) jsou velmi casté u hereditarnich forem a predisponuji
jedince i k jinym typum jako jsou nadory endometria, zaludku ¢i vaje¢nikt.. Oba geny koduji

sloZky aparatu pro ,,mismatch repair* a jejich inaktivace vede k nestabilité¢ mikrosatelita.

Tyto geny jsou vSak ¢asto metylovany u sporadickych forem CRC (epimutace), coz vede
k podobnym projeviim jako u dédi¢nych forem CRC. Epimutace nemusi byt omezeny jen na
jednotlivy typ gent. Metylace je silné€ spojena s nadory vykazujicimi tzv. CIMP fenotyp (CpG
island methylator phenotype). Tyto nadory Casto vznikaji ve vzestupném kolonu u starSich
zen. Fenotyp s mnoha metylovanymi promotory vykazuje odlisné klinicko-patologické vlast-
nosti a CIMP pozitivita je charakteristickd pro hyperplastické polypy a ,,serrated” adenomy.
Pro tyto poruchy je charakteristickd i1 zvySend metylace v normalni mukéze proximalniho

kolonu.

Epimutace per se se nedédi pres zarodecné linie, ale mohou byt vysledkem dédicnych genetic-

kych aberaci predisponujicim k epimutaci.

Rada faktorii (chronicky zanét, vyZiva - lipidy, sloZeni matrix, medikace, bakterie, zdreni)
ovlivituje zakladni molekularni drahy a tim i délku Zivota, proliferaci a apoptozu enterocytii.

Tyto drahy a molekularni entity (genom, transkriptom atd.) urcujici chovani bunék jsou vysta-
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veny bunécnému stresu a funguji jako modifikdtory. Podobné jsou ovliviiovany i stfevni kme-

nové bunky. Aberantni modifikace hraje v rozvoji CRC dulezitou tlohu (obr 13-13).

Modifiers
Enterocyte Chronic i'nﬂamn't_aifion
Cename o Dleta.ry lntake,r'l.lFlds
Transcriptome Matrix composition
Probeome Medication
Metabolome | Microbiome
Lipidome Radiation
I
|

v .
Proliferation > Apoptosis

Tumor cell
Genome/nutrigenome
Transcriptome
Proteome
Metabolome
Lipidome

Intestinal
stem cell

Obr. 13-13 Modifikatory kolorektalni karcinogeneze (Gassler N. et al. World J Gastroenterol
2010 : 1820)

Diulezitym modifikatorem v patogenezi CRC byl identifikovan v poslednich 10 letech mikro-
biom, tedy vysoce dynamicka komunita mikroorganizml na povrchu stievni mukozy. Inter-
akce strevnich bunék s mikrobiomem md dopad na metabolom a lipidom, maturaci a prolife-
raci strevnich bunék podél krypty, tkanovou homeostazu a hraje ulohu v radé onemocnéni.
Stfevni bakterie a jejich produkty (napft. efektorovy protein AvrA) indukuji ROS a zanét ve-
douci k aktivaci signalnich drah JAK-STAT, JNK a Wnt. Tyto drahy udrzuji homeostazu me-

chanizmy regulujicimi apoptoézu enterocytli a nahrazovani poskozené tkan¢ proliferaci kme-
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novych bunék a diferenciaci. Tyto procesy jsou ve zdravé tkani v rovnovaze Ve stievé obsa-
hujicim mutované buiiky (mutace APC, Ras, PTEN) indukuji bakterie chronicky zanét a akti-
vaci Wnt a JAK-STAT drahy vyustujici ve zvySeny pocet kmenovych bun¢k. Nekontrolova-
ny zanét a hyperproliferace vedou k dysplasii a pfipadné k vyvoji nadoru (obr. 13-14).
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Obr. 13-14 Bakterialni regulace kmenovych bungk a tvorby nadoru ve stievé. (Sun J., Cancers
2011 : 285)

Ve vSech stadiich rozvoje karcinomu se mohou uplatiiovat bioaktivni sloZky potravy. Mo-
hou jak brzdit tak stimulovat progresi jednotlivych stadii. Nazev nutrigenom nadorovych
bun¢k odrazi modifikaci genomu malignich bunék slozkami diety a expresi tzv. modifikato-

rovych gent.

Piijem dietetickych slozek ovliviiujicich metylacni metabolizmus jako je folat, methionine,
cholin, vitamin B12 (obsazené zejména v zelené listové zelenin€) mize modifikovat metylac-
ni strukturu. Folat udrzuje stabilitu genomu regulaci biosyntézy DNA, reparace a metylace.
Deficience folatu pak indukuje a urychluje karcinogenezi. Environmentalni vlivy na pocatku
vyvoje mohou predisponovat jedince k nadorim i jinym chorobam pravé modifikaci epige-

nomu.
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Jednim z modifikujicich genii odhalenych u APC mysi je gen kodujici sekretorickou fosfolipa-
zu A2 (sPLA2). Aktivita enzymu je spojena s riznymi funkcemi véetné traveni, kontrakce
hladkého svalstva a bunéénou proliferaci. Navic se uplatituje v zanétlivych podminkéch a je
zvySovana prozanctlivymi cytokiny, napi. TNF a IL-1. Byl identifikovan PLA?2 receptor jako

novy nadorove supresorovy gen zasadni pro bunénou senescenci pies aktivaci drahy p53.

Kromé genui fungujicich jako modifikatory v CRC je diilezitym faktorem modifikujicim chova-
ni epitelialnich bunék a intestinalni karcinogenezi rovneéz ECM. Riaznorodost sloZzeni matrix
je vysledkem slozité smési neepitelialnich bunék uchycenych v adaptované siti mimobunéc-
nych lamelarnich a nelamelarnich molekul. Kromé toho funguji jako dulezit¢ modifikatory
intestinalni patogeneze ruzné typy sekretovanych produktii jako jsou muciny a dalsi glykopro-

teiny jako soucast nebunécnych slozek matrix.

Mucin 2 je exprimovan gobletovymi bunkami, patii k nejvice sekretovanym muciniim a je
dilezity pro intestindlni homeostazu. NaruSend exprese nebo sekrece mucini koreluje se
vznikem zanétu a kolorektalni karcinogenezi. V soucasné dobé byla detekovana interakce

Muc2 a APC vyustujici v modifikaci Wnt signalovani.

13.7 UGLOHA CYTOKINU A SPECIFICKYCH SIGNALNICH DRAH

V kolorektalni karcinogenezi se uplatiiuji rlizné endogenni faktory, jejichZ deregulace ptispiva
k rozvoji nadoru. Dulezitymi medidatory chronického zdnétu a modifikatory vznikii stievnich
nadori jsou napr. cytokiny. Jejich zdrojem ve stifevé jsou zejména lymfocyty. Soucasna epi-
demiologicka data ukazuji na vysokou incidenci CRC u pacientii s chronickym zanétem stieva,

ktery je spojen s poruchami ve sloZzeni nebunéénych slozek matrix.

Dulezité jsou cytokiny z rodiny transformujiciho ristového faktoru (TGFa, TGFB). TGFfS
funguje jako negativni ristovy faktor epitelialnich bunek. Aktivuje specifické receptory
TGFBRI a RII a pies kaskadu signalnich proteinti rodiny SMAD 2-4. Zastavuje bunky v G1
fazi a inaktiva¢ni mutace této signalni drahy vede k porucham apopt6zy a k progresi adenom-

karcinom (obr. 13-15).
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Obr, 13-15
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Obr. 13-15

TGF-p RII receptor je mutovany v nadorech kolonu a v nadorovych liniich odvozenych od
kolorektalniho karcinomu s mikrosatelitni nestabilitou. Obnoveni exprese RII miliZze zvratit
transformovany fenotyp TGFp, ktery vede ke ztraté citlivosti nddorovych bun€k kolonu
k ristoveé inhibi¢nim u¢inkim

TGFa sdili spolecny receptor s epidermalnim ristovym faktorem (EGF) a oba typy podporuji

proliferaci bunék.

Vyznamnou ulohu ve vyvoji CRC sehrava zanétlivé onemocnéni stieva (IBD). V prostiedi

chronického zanétu dochazi k nadprodukci zanétlivych cytokinii — TNF-a, interleukina (IL-1,
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-6, -8) a dalSich mediatora (napf. prostaglandint) 1 k nadprodukci kyslikovych a dusikovych
reaktivnich metabolitd. Tyto faktory mohou vést bud’ pfimo k poskozeni DNA, nebo pusobi
negenotoxickymi mechanizmy vedoucimi k inhibici apoptdzy, k podpofe angiogeneze a inva-
ze. Dochézi k aktivaci specifickych signalnich drah a transkripcnich faktorii, napt. PI3K/Akt
draha ¢i transkrip¢ni faktor NFxB (obr. 13-16).
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Oncogene COX2 -+ PGE2 NOS2, NOs NFu:B Pro-inflammatory Anti- |nﬂammatur'|r
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IL- E, ILE | = M”STAT Protein Damage | p38 activation
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Survival, Angiogenesis, | signals determines if conditions are e u o
: g . senescence, Lysis,
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2 Immuno-surveillance
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Obr. 13-16 Uloha zanétu v karcinogenezi (Schetter AJ et al., Carcinogenesis 2010 : 37)

Vyznamnou rodinou cytokind je rodina TNF zastoupena TNF-a, Fas ligand, TRAIL — TNF
related apoptosis- inducing ligand.

TNF-a je
= multifunkéni cytokin
= jeden z hlavnich medidtori zan&tu
= produkovan makrofagy a dal§imi buitkami imunitniho systému

Koncentrace TNF-a v kolonu je zvysena béhem chronického zanétu (ulcerativni kolitida nebo

Crohnova choroba) a hraje ulohu v nadorové kachexii.
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Dilezity je poznatek, ze mezi cytokiny a dietetickymi faktory (mastné kyseliny a eikosanoi-
dy) existuje vzdjemna interakce. Tak produkce zanétlivych cytokinli podporuje produkci napf.

prostaglandinti a naopak.

Signalni drahy Wnt, BMP a Notch kontroluji transkripci specifickych cilovych genii a jsou
casto deregulovany u CRC (obr. 13-17). Tyto drahy jsou ovliviiovany fadou vnitinich i vnéj-

Sich faktora.
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Obr. 13-17 Regulace (deregulace) transkripénich faktort u stievnich bunék (Radtke F. and Clevers H.,

Science 2005 : 1904)
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Buiiky citlivé k Wnt nesou transmembranové receptory Frizzled (Fz) a Lrp5 a Lrp6 (low densi-
ty lipoprotein receptor — related protein). Pfi absenci sekretovaného faktoru Wnt destrukéni
komplex sestavajici z APC, axinu a kindz CK1 a GSK3 beta indukuje degradaci cytoplasma-
tického beta-kateninu. Transkripéni faktor Tcf spojeny s korepresorem reprimuje cilové geny
specifické pro Wnt. Aktivace Fz receptoru blokuje destrukéni komplex, dochazi k akumulaci

beta-kateninu, translokaci do jadra, aktivaci Tcf a Wnt cilovych gent (obr. 13-18 a 13-19).

intestinal lumen

4 wild-type crypt i Apc” crypt :
ey, . B-cateninTcf/Lef B-catenin:Tcf/Lef apd
6 o) OFF " remainsON | )-* @'
QI ot

cell cycle arrested,

differentiated cells APC or B-catenin
mutation: progenitor-
like phenotype; site of
future polyp formation
proliferating,
undifferentiated
progenitors

B-catenin: Tcf/Lef
target genes
induced by Wnts

stromal
cells

bottom of crypt

Obr. 13-18 Fungovani signalni drahy beta katenin — Tcf/Lef v normalni a Apc -/- krypté (Figure
7.24a. Weinberg R.A., The Biology of Cancer (© Garland Science 2007))
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Obr. 13-19 Schéma Wnt/beta kateninové drahy (Timp W. et al., Cell Cycle 2009 : 383)

Draha BMP neni aktivovéna pii absenci signalu sekretovanym faktorem BPM. Sekretovany
faktor BMP propoji BMP receptor I a II, coz vede k fosforylaci proteinu R-SMAD, spojeni se
SMAD, translokaci do jadra a aktivaci BMP cilovych gend.

Draha Notch je aktivovana vazbou Notch receptoru na ligand vazany k bunce. Nasledny pro-
oteolyticky krok vede k uvolnéni vnitrobunééné domény NICD, kterd putuje do jadra, vaze se
s transkripénim faktorem NCL a aktivuje transkripci Notch cilovych genti.

Jaderné transkripc¢ni faktory

K rozvoji CRC prispivaji rovnez zmeény aktivace riznych cytoplazmatickych i jadernych re-
ceptorui - transkripcnich faktorii. Hladina téchto receptorti kolisa v riznych kompartmentech
tlustého stieva a méni se i v prubéhu vyvoje CRC (obr. 13-20). Tyto vnitrobunécné receptory
mohou byt aktivovany riznymi faktory a podnéty (endogennimi i exogennimi) a po navazani

na piislusné elementy DNA ovliviiuji genovou expresi (obr. 13-21). Patii knim:
= Jaderny transkripcni faktor NFxB

= Receptory pro peroxizomové proliferatory — PPAR (o, /0, y)
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= Liver receptor homology LRH-1

= Retinoidni receptory RXR/RAR

= Receptor pro vitamin D (VDR)

= Receptor pro tyroidni hormon (TR)

= Estrogenni receptor (ER)

A RXR/RAR
VDR
ERp
PPARy
LRH-1
TR
B
A B |
RXR/RAR
VDR
ERp
PPARy
S Differentiation.
LRH-1 : Growth arrest
TR

[@ ] Mature cells Progenitor proliferating cells @G Stem cells

Obr. 13-20 Hladina jadernych receptort v riznych kompartmentech tlustého (A) a tenkého stieva (B)
LRH-1 — liver receptor homology

TR — thyroid hormone receptor

RXR/RAR - retinoid x receptor/retinoid acid receptor
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VDR - vitamin D receptor

ER — estrogen receptor

PPAR — peroxisome proliferator-activated receptor

Receptory tvoti homo- nebo heterodimery (napi. PPAR-RXR)
(D Errico I and Moschetta A., Mol Cell Life Sci 2008)

Normal epithelium Hyperproliferative epithelium Colon carcinoma
Aberrant cryptic foci

TRal LRH-1

4 ¥
PPARf
RXRa-P
PPARy?

TP53 — tumor protein 53
SMAD2 - Small mothers against decapentaplegic homolog 2

Obr. 13-21 Vyvoj nadori kolonu a exprese jadernych receptort
TP53 — tumor protein 53
SMAD?2 — Small mothers against decapentaplegic homolog 2
(D Errico I and Moschetta A., Mol Cell Life Sci 2008 : 1523)

13.8 FAKTORY VNEJSIHO PROSTREDI

Kromé genetické slozky je rozvoj CRC ovliviiovan vnéjSimi faktory - Zivotnim prostredim
a zivotnim stylem. Sporadicka forma nadord kolonu je nedédicnéd a postupné se vyviji fadu
(desitky let). Vysledky epidemiologickych studii vSak nejsou jednoznaéné, protoze je velmi
obtizné standardizovat vSechny parametry. Nicmén¢ z riznych studii vyplyvaji napi. skodlivé
ucinky vysoké spotieby cerveného masa, zvlasté silné opékaného, alkoholu a koufeni spolu
S nizkou konzumaci vlakniny, foladtu a metioninu. Protektivni plisobeni je uvadéno u zeleniny,

ovoce, vlakniny, vitaminu D, kalcia a latek typu nesteroidnich antiflogistik (NSAIDS).

Mezi vnéjsi faktory patri i vyZiva, kterd nas ovliviiuje denné a dlouhodobé (obr. 13-22). Podil

diety na rozvoji CRC je stale diskutovan, nicméné je ziejmé, Ze vyznam ma

= celkovy kaloricky pfijem a frekvence piijmu potravy
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= obsah a kvalita tukli v potravé (ptsobeni zlu¢ovych kyselin, obsah a kvalita nasyce-
nych a nenasycenych tukll spojenych napt. s lipidovou peroxidaci ¢i zvySenou tvorbou
prostaglandint)

= ochranny vliv vlakniny (zaji$tuje vazbu karcinogend, zkraceni doby tranzitu stievem,
snizeni pH)

= obsah vitamint a dalsi mikrokomponent (vit. A, C a E a selen jsou antioxidanty)
= konzumace alkoholu a kavy
= koufeni (hlavné doutniky a dymky)

= pfitomnost potravinovych mutagent (zejména heterocyklickych aminti vznikajicich ve
vafeném a peceném mase a tucich)

= Kkonzumace masa a vajec (vysoka konzumace ¢erveného masa muize byt rizikova (vep-
fové, hovezi)

Normal Hyperproliferative Early Intermediate Late Carcinoma
adenoma

APCTS gene Hypomethylation oncogene TS gene on 18q

{12p) (SMAD4?)

TP53 TS gene
(17p)

Loss or mutation of DNA ﬁ Activation of KRAS Loss or mutation of ‘ Loss or mutation of
|

Bioactive Food Components

Obr. 13-22 Bioaktivni sloZky potravy
Ve vSech stadiich rozvoje karcinomu se mohou uplatiiovat bioaktivni slozky potravy. Mohou jak brz-
dit tak stimulovat progresi jednotlivych stadii. (Tammariello AE. and Milner JA. J Nutr Biochem,
2010 : 77)

Rizikovym faktorem u CRC je také nedostatek fyzické aktivity, ktera miize modifikovat
metabolizmus a podporovat u¢inky diety s vysokym obsahem tukd.

Ulohu mohou hrat rovnéz profesionalni faktory, které mohou byt zdrojem latek zvysujicich

riziko nadora kolorekta (zejména kovoprimysl, automobilovy a dfevaisky priamysl). Charak-
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teristickym rysem CRC je naristajici vyskyt s pribyvajicim vékem (pokud nejde o dédi¢né

formy). Svou roli mize hrat rovnéz oslabeny a neefektivni imunitni systém.

Chemoprevence

Existuje rada faktori a latek, které mohou rozvoj CRC brzdit, tj. piisobi chemopreventivne,
bud’ ve stadiu iniciace ¢i promoce. Patii k nim rovnéz slozky potravy, jako jsou antioxidanty;
vapnik; selen; folat, atd. Primarni prevence brzdi iniciaci buné€k sniZzenim toxicity nebo induk-
ci detoxifikace. Sekundarni prevence redukuje promoci iniciovanych bun¢k do preneoplastic-
kych inhibici proliferace ¢i indukei diferenciace nebo apoptozy. Uelem terapie je pak ome-

zeni progrese preneoplastickych bun¢k do neoplastické populace (obr. 13-23).

Primary prevention Secondary prevention Therapy
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Obr. 13-23 Riazné faze chemoprevence (Scharlau D. et al., Mutat Res 2009 : 39)

Dutlezitou skupinu chemopreventivnich latek pfedstavuji mastné kyseliny s kratkym retéz-
cem (SCFA). Jsou to organické mastné kyseliny s 2-5C (acetat, propionat, butyrat), které
vznikaji bakterialni anaerobni fermentaci vlakniny a Gcastni se regulace funkci a cytokinetiky

v kolonu.

Nejvyznamnéjsi je butyrat dilezity pro udrzeni homeostazy ve stfevni tkani regulaci exprese
genil spojenych s proliferaci, diferenciaci a apoptdézou. Microarray analyza prokazala zmény
exprese az 19 400 genQ. Butyrat funguje také jako inhibitor histon deacetyldz (HDAC), coz je
skupina latek potencialné vyuzitelnych v protinddorové terapii, protoze ovliviiuji expresi fady
dalezitych geni. Butyrat slouzi jako zdroj energie pro normalni kolonocyty, ale brzdi prolife-

raci a indukuje diferenciaci a apoptozu neoplastickych kolonocytit in vitro a in vivo (obr. 13-
24).
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Obr. 13-24 Butyrat slouzi jako zdroj energie pro normalni kolonocyty, ale brzdi proliferaci a indukuje

diferenciaci a apoptdzu neoplastickych kolonocytt in vitro a in vivo.

Folat, jehoz zdrojem je zelenina muze ovlivinovat syntézu, reparaci a metylaci DNA (obr 13-
25).
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Obr. 13-25 Piiznivé uéinky folatu na syntézu a reparaci poSkozeni DNA a ovlivnéni metylace (Duthie
SJ., J Inhertit Metab Dis 2010 : 101)
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(NSAIDs). Ty funguji jako inhibitory metabolizmu kyseliny arachidonové a brzdi tvorbu za-
nétlivych a imunosupresivnich metabolitli (prostaglandind, leukotrienti) — viz dale. Mohou byt

ucinné pro zastaveni rozvoje polyp6zy do adenomi a adenokarcinom.

13.9 ULOHA LIPID[OJ, MASTNYCH KYSELIN A JEJICH METABOLIZMU
Diilezitou roli v rozvoji CRC hraji i lipidy a jejich metabolizmus. Proto je pozornost vé-
novana konzumaci a u€inkiim riznych typt lipida v dieté a souvislostem s rozvojem CRC.
Dilezita je nejen kvantita, ale také skladba mastnych kyselin (MK) i exprese a aktivita enzy-
mi metabolizujicich lipidy.

Bioaktivni sloZzky diety obsahujici esencialni polynenasycené MK (PUFAs) s nenasyceny-
mi dvojnymi vazbami mohou modulovat dulezité déje spojujici zanét s rozvojem a progresi
nadora.

Ve streve byla identifikovana celd rada specifickych receptorit pro mastné kyseliny liSicich se

dle délky fetézce dané kyseliny, u nichz se predpoklada, Ze mohou byt spojeny s transformaci

bunék a vznikem nadoru.
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MK s dlouhym fetézcem vykazuji fadu aktivit ovliviiujicich bunéény cyklus a apoptozu. Jsou
dilezitou soucdasti fosfoplipidit bunécnych membran a mohou tak modulovat strukturu i vlast-
nosti téchto membran a tak i pfijem a prenos dilezitych signalti z vnéjsiho prostedi do bunck.
Krome¢ toho je za zédkladni mechanizmus modifika¢nich aktivit MK na fadu signalnich kaskad
a receptorovych struktur povazovana lipidace proteint. Dietetické MK jsou tedy dulezité sub-
straty pro modifikaci proteinii pfimou molekuldrni interakci. Syntéza derivati acyl-CoA

z dietetickych MK je dilezitym krokem pro tuto modifikaci a biodostupnost lipidu.

Lipidomika se tak stava nastrojem pro objasnéni interakci dietetickych lipidi a bunééného
lipidového metabolizmu. Protoze se ukazuje zasadni tloha lipida v fad¢ signalnich drah vcet-
n¢ téch spojenych s apoptdzou, proliferaci a karcinogenezi, je nutné porozumét a analyzovat

vyznam lipidii v kolorektalni karcinogenezi, diagnostice, prognoze a ovlivnéni.

Lipidomika slouzi také k vyzkumu bunécného lipidového metabolizmu a patologickych zmeén
lipidovych drah. Je definovana jako sSiroké studium drah a siti bunécnych lipidii a studovana

S vyuzitim celé Skaly biochemickych a molekularné biologickych metod.

Bunéény lipidom obsahuje pies 1000 riznych vysoce odlisnych a slozitych typti molekul,

z nichz mnohé¢ jsou metabolicky nepfeménitelné a strukturalné podobné.

Metabolizmus kyseliny arachidonové (AA)

V rozvoji CRC hraje vyznamnou tlohu metabolizmus AA. Ten zahrnuje aktivitu fosfolipazy
A2 (PLA2) uvolnujici AA z membranovych fosfolipidll a dalSich specifickych enzymi kata-
lyzujicich pfeménu AA na aktivni metabolity — eikosanoidy. Mezi né patii zejména cyklo-
oxygenazy (COX-1 a COX-2), lipoxygenazy (5-,12- a 15-LOX) a cytochromy P450 (obr.
13-26). COX katalyzuji vznik riznych typa prostaglandinti (PG) a tromboxanti (TX) (obr. 13-
27), LOX katylyzuji vznik riznych typt hydroxykyselin (HETE), lipoxinti (LX) a leukotrienti
(LT) (obr. 13-28). O stejné enzymy soutézi s AA i nenasycené mastné kyseliny typu n-3
protektiny, resolviny). Produkty AA mohou ovliviiovat cytokinetiku, adhezivitu a invazivitu
bungk, ovliviiovat produkei cytokind a imunitni systém. Uplatiiuji se také v zanétu. Chronicky
zanét meni hladiny zanétlivych mediatorii véetné COX-2, reaktivnich metabolitii kysliku
a dustku a zanétlivych cytokinii a aktivuje protoonkogeny. V zavislosti na spole¢nych funk-
cich a rovnovaze zanétlivych mediatori mize zanétliva odpovéd’ nador bud’ podporovat, nebo

pusobit protinddorove.
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Obr. 13-26 Schéma hlavnich enzymi, metabolitil a receptorti drahy ptemény AA (Ferrer R. and Mo-
reno JJ., Biochem Pharmacol 2010 : 431)
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Obr. 13-27 Drahy piemény kyseliny arachidonové v prostaglandiny (Romano N. and Claria S.,
FASEB J 2003 : 1986)
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Obr. 13-28 Draha 5-lipoxygenazy — vznik leukotrientt (Romano N. and Claria S.,
FASEB J 2003 : 1986)

U kolorektalnich karcinomii je casto zvysSena exprese inducibilni izoformy enzymu COX-2
a mnozstvi produktu prostaglandinu E2 (PGE2) (obr. 13-29). Ten stimuluje rist a inhibuje
apoptézu nadorovych bunek a dale plisobi na funkce imunitnich bun¢k (imunosuprese) a ma
prozanétlivé ucinky. Zvysena exprese COX-2 byla detekovéna i u fady bunéénych typl spo-
jenych s nadorovym prostiedim — makrofagy, fibroblasty, osteoblasty, endotelidlni bunky,

které tak mohou podporovat rist nadoru fadou mechanizmd.
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Obr. 13-29 Konstitutivni COX-1 a inducibilni COX-2 izoenzymy (Simicrope F.A., Molecular Carci-
nogenesis 2006 : 447)

ZvySena aktivita COX-2 je zodpovédna za nadmérnou produkci urcitych typi PGs. Ty

pusobi na specifické receptory (EP1-4), které jsou spfazeny s G proteiny (obr. 13-30).
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Obr. 13-30 Metabolizmus AA v kontextu vzniku stéevni polypozy (Taketo MM., Cancer Sci
2006 : 355)

PG funguji bud’ autokrinnimi mechanizmy, nebo piisobi na EP receptory jinych bunék, napt.
endotelialnich a maji proangiogenni efekty (parakrinni mechanizmus) (obr. 13-31). S onko-

gennimi ucinky PGE2 souviseji specifické signalni drahy.
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Zvysena exprese COX-2 u rady bunécnych typd — makrofagy, fibroblasty,
osteoblasty, endotelidini b. — podporuje rlst nddoru radou mechanismi:

PGs zavislé na COX-2 stimuluji

+ vnitrobunécné receptory (intrakrinni mechanismus),

» PG receptory (autokrinni mechanismus) a

» PG receptory jinych bunék - endotelidlni b. — proangiogenni efekty
(parakrinni mechanismus)

Obr. 13-31 (Gasparini G. et al., The Lancet 2003 : 605)

T7i hlavni drahy aktivované PGE?2 jsou:

= transaktivace EGFR
= fosforylace ERK zavisla na PKC
= indukce beta-kateninu

209




ZvySena exprese specifickych receptoru pro PG (EP4) usnadnuje kolorektalni karcinogenezi,

protoze vznika pozitivni zpétnd smycka zvysujici expresi COX-2.

Normalni bunky vykazuji nizkou expresi EP i COX-2 a pfi vysoké koncentraci PGE2 dochazi
k inhibici rastu. Naopak nadorové buiiky vykazuji zvySenou expresi EP4 (transkripcni upre-
gulace, aktivacni mutace ¢i chromozomalni amplifikace) i COX-2 a tvorba PGE2 zptsobuje

(spolu s aktivaci riustového signalu pies aktivaci ERK1/2 drahy) rastovou stimulaci.

Vznika autokrinni smycka, kdy pfenos signalit z receptort EP2 a EP4 se uskute¢tiuje pro-
sttednictvim aktivace adenylat cyklazy ptes G proteiny, dochazi ke stimulaci produkce cAMP
a PKA, aktivace transkripéniho faktoru CREB - CcAMP response-element (CRE)
a k transkripci genu pro COX-2. Selekcni tlak pak uprednostiiuje prezivani bunek s vySsi ex-
presi EP (obr. 13-32).

PGE,

!

EP receptors

c- Src/MMP k

Amphiregulin

TGFa /
PI3K/Akt
EGFR ‘L

Ras/Raf/MEK/ERK AXiﬂ/GSK3B
c-Fos c-Jun c-Myc B-catenin

TRANSCRIPTION OF
PROTO-ONCOGENES

Obr. 13-32 Signalni drahy souvisejici s onkogennimi G¢inky PGE2 (Wu WKK. et al.,Cancer Letters
2010 : 144)

EP2/EP4 aktivuji paralelné Tctf/Lef signalni drahu nezavisle na APC. EP4 aktivuje také drahu
pro pieziti PI3K/Akt a ERK1/2 kinazy a transkrip¢ni faktor EGR1 regulujici expresi genil pro
PGE, TNF, cyklinD1 (obr. 13-33).
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Obr. 13-33 Pienos signalt receptorit EP2 a EP4 (Chell S. et al, BBA 2006 : 104)
Aktivace adenylat cyklazy pies G proteiny — stimulace produkce cAMP a PKA, aktivace transkr. fak-
toru CREB — cAMP response-element (CRE) — genova transkripce.
EP2/EP4 aktivuji paraleln€ Tcf/Lef signalni dréhu nezéavisle na APC.
EP4 aktivuje P1-3-K, Akt a ERK1/2 kinazy a tr. faktor EGR1 regulujici expresi gent pro PGE, TNF,
cyklinD1.

U kolorektalnich karcinomti byla detekovana také zvySena aktivita a produkty 12- a 15-

LOX, které podporuji tvorbu metastdz a angiogenezi.

Riizné typy NSAIDs inhibuji oba izoenzymy COX nebo mohou byt specifické pro COX-2
(coxiby). Tyto latky mohou snizovat zanét a riziko kolorektalnich nadort (obr. 13-34). Pti
dlouhodobém uzivani vSak hrozi poskozeni stieva (krvaceni) a proto se vyvijeji nové prepara-
ty. Tyto latky plisobi riznymi mechanizmy interferujicimi s u€inky a signalnimi drahami

eikosanoidu (obr. 13-35). Jde o modulace specifickych signalnich drah (PI3K/Akt) ¢i aktivace
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(inaktivace) specifickych transkrip¢nich faktori (PPARS, NFkB, AP1) a exprese specifickych

proteind napt. regulujicich apoptézu (Bax, Belxl).
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Obr. 13-34 Selektivita riznych inhibitorti cyklooxygenaz. (Moore B.C. and Simmons D.L., Curr Med
Chem, 2000 : 1131)

Inhibitory COX-1 i COX-2 (ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, indometacin, kys. acetylsalicylova —

aspirin).

Selektivni inhibitory COX-2 (coxiby —rofecoxib, celecoxib, meloxicam, nimesulide).

Obr. 13-35 Molekularni mechanizmy pasobeni COX-2 a NSAIDs (Zha S., Cancer Letters 2004 : 1)
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Kontrolni otazky k tématu:

Popiste stavbu tenkého a tlustého streva.

Jaké faktory se podileji na vzniku nadorti kolonu a rekta?

Vyjmenujte molekularné genetické poznatky charakterizujici toto onemocnéni.

Jaké jsou dédicné typy CRC?

Jaké zéakladni genetické zmény se uplatiiuji pii vzniku a rozvoji CRC?
Jakou roli hraji u CRC epigenetické modifikace?

Popiste rozvoj onemocnéni od adenomu ke karcinomu.

Jaké jsou funkce genu APC?

Co jsou to muciny a jak mohou podporovat rozvoj CRC?

Jaky je vyznam mikrobidlniho prottedi ve stieveé?

Které cytokiny hraji vynamnou roli v CRC?

Které dulezité signalni drahy jsou deregulovany u CRC?

Které transkripéni faktory se podileji na rozvoji CRC?

Kter¢ faktory vnéjsiho prostiedi maji vyznamny podil na rozvoji CRC?
Které latky mohou u CRC plisobit chemopreventivng?

Které typy lipidi mohou ovlivnit zdravi stfevniho epitelu?

Jak se v rozvoji CRC uplatiiuje metabolizmus kyseliny arachidonové?
Jakym mechanizmem pfispiva k CRC enzym cyklooxygenaza-2 (COX-2)?
Popiste signalni drahu PGE2.

Které dalsi produkty AA kromé prostaglandin se uplatiiuji v rozvoji CRC?

Na jakém principu funguji nesteroidni antiflogistika?

Které signalni drahy a regula¢ni molekuly jsou zahrnuty v ptisobeni eikosanoida?
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14. KARCINOGENEZE A ZIVOTNI STYL

14.1. FAKTORY OVLIVNUJICI VZNIK A ROZVO] NADORU

Pii vzniku uréitych typti nador se uplatiiuji zmény ve specifickych genech. Uloha dédiéné

slozky pfi vzniku nddort, kterd je uvadéna 5-10 %, je vSak dopliiovéna dal$imi znalostmi o

pusobeni faktori vnéjSiho prostiedi, které mohou sehrat v tomto procesu vyznamnou tlo-

hu. Urcité typy ndadorii jsou spojovany s konzumaci alkoholu a kourenim, s infekci, prisobenim

environmentdlnich karcinogenii ¢i s obezitou (tab. 14-1, 14-2).

Tab. 14-1 Zivotni styl a dalsi faktory ovliviujici riziko vzniku nadora

Typ nadoru ZvySeni rizika SniZeni rizika
Tlustého stieva Adegomatozm polypy, zanét stieva, obezita Fyzickd aktivita
a rekta (muzi)
Brzka prvni menstruace, pozdni menopauza, prvni
Prsu téhotenstvi v pozdnim véku, vysoky vzrlst, obezi- |[Fyzicka aktivita
ta (po menopauze)
Plic Koufeni, profesni zatéz Fyzicka aktivita
Zaludku Infekce Helicobacter pylori
Délozniho ¢ipku [Lidsky papillomavirus, koufeni
Délohy Expozice estrogenu, obezita
, Koufeni, gastro-esophagalni reflux (Barrettd
Jicnu ul g phag ux ( v

jicen)

Slinivky b¥isni  [Koufeni, alkohol, chronicky zanét

Krve Koufeni, profesni zatéz, schistosomalni infekce

Vajeéniku

antikoncepce?

Dlouhodobé uzivani oralni hormonélni

Vv

Tab. 14-2 Hlavni priCiny amrti na nadorova onemocnéni v USA, 1999

Zivotni styl % z celk. poétu
Dieta s vysokym obsahem tukl a smazenych jidel a S nizkym obsahem nestravitelné vlakniny,
zeleniny a ¢aje muze vést ke vzniku nadort kolorekta, prsu, slinivky bfis$ni, prostaty, vajenikd [35
a délohy.

Dieta s vysokym obsahem soli a konzervovanych jidel a s nizkym obsahem zeleniny a ¢aje 2.3
muze vést ke vzniku nadoru zaludku.

Uzivani tabaku mize vést ke vzniku nadort plic, hrtanu, Gstni dutiny, mo¢ového méchyte, 36
ledvin, slinivky bfisni nebo zaludku.

Tabak a alkohol mohou zptisobit vznik nadort tst, jicnu nebo slinivky biisni. 6
Uzivani alkoholu miize vést ke vzniku nadort jater nebo jicnu. 3
Slunec¢ni zatfeni a genetické faktory mohou zpisobit vznik melanomu. 2

Nedostatek pohybu, sedavé zaméstnani a obezita mohou pfispivat k vyskytu nadorovych one-
mocnéni.

Podobné faktory zivotniho stylu mohou vést i ke vzniku kardiovaskularnich chorob.-
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K vyznamnym faktorim vné&jSiho prostiedi patii zejména dieta, jejimuz pusobeni jsme vysta-
veni denn¢ a dlouhodobé. Podil diety je stale diskutovan, ale nékteré prace uvadeji vysoky

podil (az 70 %), zejména u nékterych typi nadort (kolon, prostata, pankreas).

S dietou souvisi v zdkladu rovnovaha mezi prijmem a vydejem energie. Vyssi pfijem ener-
gie, nizky pomér nenasycené/nasycené tuky, inzulinova rezistence, a sedavy zivotni styl jsou
rizikovymi faktory vedoucimi k obezité¢ a chronickym onemocnénim (srde¢ni choroby, dia-
betes, pripadné nadory). To je vyvazovano fyzickou aktivitou a dietou bohatou na cela zrna,
ovoce, zeleninu, soju atd., ktera snizuje riziko téchto chorob. Energeticky metabolizmus
a obezita jsou vsak ovliviiovany rovnéz genetickymi polymorfizmy, které posouvaji rovno-

vahu mezi pfijmem a vydejem energie (obr. 14-1).

Gene-Nutrient
Imbalance

Energy
expenditure

- L4 N

‘Ii { Phytochemicals)

T~

' Physical activity

/ ’ Whole grains
Fruits
Vegetables
y/ ( Carcinogen ) Soy protein
High fat/caleries } l
High n-6 fats Genetic Susceptibility
Growth factors ( Polymorphisms )

Obr. 14-1 Nerovnovaha mezi pfijmem a vydejem energie ve vztahu k obezité a chronickym onemoc-

nénim (Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006 : 403)

Interakce Zivin a genomu dala vznik dvéema novym odvétvim nutrigenetice a nutrigenomice.

Nutrigenetika se zabyva vlivem genetickych variant na pozadavek, utilizaci, toleranci a me-
tabolizmus zivin. Nutrigenomika pak zkouma modula¢ni tloha Zivin na evoluci genomu,
frekvenci mutaci, in-utero viabilitu. Nutrigenomika zpétné ovlivituje genetické variace pozo-

rované v riznych lidskych populacich (obr. 14-2).
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Obr. 14-2 Interakce zivin a genomu (Stover PJ and Caudill MA J Am Diet Assoc 2008 : 1480)

14.2 DIETETICKE FAKTORY

Hromadi se ditkazy, zZe zmény diety mohou redukovat riziko nadorii na 1- 2/3. Nelze vsak zce-
la jisté urcit, které typy rakoviny jsou pfi¢inné spojeny s dietou a jaka jejich ¢ast je zptisobena
specifickymi slozkami potravy. Dieta je povazovana za hlavni faktor v etiologii ndadorii tlus-
tého streva a zaludku a je dilezita i v etiologii fady dalSich typti nadort. Kromé protektivniho
pusobeni ovoce a zeleniny je velmi obtiZzné formulovat prakticka dieteticka pravidla, ktera by
redukovala riziko nadorovych onemocnéni. I kdyZ existuje fada experimentalnich dikazi o
ucinku riznych slozek potravy na vznik a rozvoj nadorovych onemocnéni, ¢asto jsou vysledky
protichiidné a je obtizné z nich délat obecné zavery. Také epidemiologické studie jsou obtizné

a nejednotné.

To, ze dieta ovliviiuje incidenci rakoviny, vyplyva z experimentalnich studii na zviratech,
které ukazuji, ze se tak déje rliznymi cestami. Nejen pfenosem karcinogent do téla, ale také

ovlivnénim metabolizmu karcinogeni a reakce organizmu na né.
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Rada slozek potravy, tzv. bioaktivni sloZky, ovliviiuje genetické i epigenetické dé&je spojené
se vznikem riznych patologickych procesi. Slozeni potravy hraje roli v karcinogenezi radou
riiznych mechanizmii, které je nutné objasiovat a prindset o nich védecké diikazy. Ptirodni
slozky mohou ovliviiovat zakladni déje jako je reparace DNA, metylace DNA (obr. 14-3),
bunécna proliferace (bunéény cyklus), diferenciace ¢i apoptéza. Kromé& toho ovliviiuji meta-
bolizmus karcinogenii i endogennich hormon® a mohou tlumit ¢i podporovat zanétlivou reak-
ci (obr. 14-4).

DNA Methylation: Essential for Normal Functioning of an Organism

Brain 5. Methyl group attach
o " to specific sites on
1. Ingestion of . - the DNA strand

nutrients e -
--/\ 1 - "1
3 <
= .
\ // 0
4, Dietary methionine,
" ‘ folate and choline
Lung S enter the cells

A ; L\ A
[ ver { ) | 2. Nutrients
(*j  metabolized

Tightly coiled
DNA strand

Methyl tags C bases

4 >
//’ | )
3. Nutrients absorbed e ‘-/
by small intestine ) AEN
and transported via - TH )
the blood stream to rre-

cells in the body
) mtestme

Metylace v promocni oblasti thumi genovou expresi
—snizeni proliferace

Obr. 14-3 Ovlivnéni metylace DNA slozkami diety (methionin, folat, cholin) (Trujillo E., J Amer
Diet Assoc., 106, 2006 : 403)
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Obr. 14-4 Bioaktivni sloZky potravy mohou ovliviiovat genetické i epigenetické d&je souvisejici se

vznikem onemocnéni (Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006 : 403)

Ptedpoklada se, ze nddory zazivaciho traktu (Zaludek, kolon a rektum) mohou byt pricinne
spojeny s urcitymi dietetickymi faktory. Také napf. u nddoru nosohltanu bylo prokazano spo-
jeni pfedevsim s konzumaci solenych ryb a podobn¢ konzervovanych potravin (hlavné v jizni
Cing). Snizeni vyskytu rakoviny zaludku je pfi¢itino omezeni soleni, nakladani a konzervace

potravin a zvySené konzumaci ovoce a zeleniny.

14.3 KALORICKY PRiJEM A VYZNAM TUKU

Epidemiologické studie podporuji vztah mezi Zivo€iSnymi tuky (zvlasté z tzv. ¢erveného
masa) a nadory kolonu a rekta. Piesné slozeni diety se vSak tézko sleduje a tak se uvadi pri-
cinny vztah spise mezi celkovou konzumaci tukii a nadory. Dieteticka doporuceni u nadori
vSak zatim nejsou zcela jednoznacnd a vyzaduji dalsi vyzkum (tab. 14-3). Z pokusi na hlodav-
cich vyplyva, Ze dieta bohata na nasycené tuky indukuje zanét a povrchovou lyzi epitelu ko-
lonu nasledovanou kompenzujici regeneraci bunék. Piedpoklada se, Ze tento stimula¢ni uci-

nek na déleni epitelidlnich bunék je mechanizmem, kterym se nasycené tuky ucastni patoge-
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neze nadort kolonu. V soucasné dobé je velkd pozornost vénovana moznym preventivnim
ucinkim rybiho oleje obsahujiciho esencialni n-3 nenasycené mastné kyseliny.

Vv

Tab. 14-3 Hlavni pri€iny umrti na nadorova onemocnéni v USA, 1999

Rizikovy faktor Tvorba adenomu Rust adenomu Karcinom tlust. stieva
Tabak T 0 0
Alkohol + T 0
Fyzicka aktivita + + l
Vysoky pFijem energie + + T
Vysoky index télesné hmoty + T T

Dalsi epidemiologické tdaje podporuji hypotézu, ze nizky obsah vidkniny je téz spojen se
zvySenym rizikem nadoru kolonu. Zalezi také na zdroji vlakniny (ovoce, zelenina, obiloviny).
Vlaknina snizuje dobu tranzitu potravy kolonem a zvysuje obsah vody ve stfeve, ¢imz natredi
ziviny, napt. zivocisny tuk, skodlivé latky. Konzumace 20-30g vldkniny denné spolu se sni-

Zenim konzumace Zivoc¢isSnych tukii by mélo podstatné snizovat riziko vzniku naddort kolonu.

Diulezitym faktorem je zde celkovy prijem kalorii ve srovnani s vydejem energie. Napf.
pacientky srakovinou prsu a vysokotukovou dietou piezivaji hife nez pacienti
s nizkotukovou dietou. Obezita a zvySena hladina cholesterolu také mize ovlivnit pieziti téch-
to pacientll. Obzvlast’ dilezité je slozeni tukl nez celkovy kaloricky pfijem. ZvySeny piisun
kalorii a maly vydej béhem détstvi pfedurcuje brzky nastup puberty, coz je dilezity rizikovy
faktor nadord prsu. Existuji studie prokazujici vztah mezi nddorem prsu a konzumaci tukd, ale
nejsou dikazy pro davkové zavislosti. VEtsi t¢inky se mohou projevit u Zen po menopauze,
kdy dochézi ke zménam v plsobeni hormoni (estrogen, prolaktin). Obezita je jasné rizikovym

faktorem u nadorii endometria. Je velmi obizné stanovit v lidské populaci vztahy mezi nadory

a konzumaci tukti. Z dotazniki se t€¢zko zjistuje napt. konzumace riznych typt tukd.

14.4 DALSI FAKTORY VNEJSIHO PROSTREDI

Diuilezitym faktorem pro vyvoj urcitych typii nadorii jsou hormony. Vztah mezi jednotlivymi
slozkami potravy a hormondalng zavislymi typy nadori (prsu, endometria, vajecniki a prosta-
ty) je stale nejasny. Nadory endometria vznikaji po kumulativnim piisobeni estrogenii bez
kompenzujiciho ucinku progesteronii. Také k naddorim prsu pfispiva kumulativni plsobeni

estrogenu. Nadory prostaty jsou zase spjaty s kumulativnimi ucinky testosteronu pravdépo-
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dobn¢ v kombinaci s estrogenem. Obezita zvySuje riziko u zen pfed menopauzou, protoze

snizuje progesteron a zvysuje estrogen, ktery podporuje proliferaci bun¢k endometria.

Bunky prsu proliferuji pod vlivem estrogenu a dale v kombinaci s progesteronem. Proto brzky
nastup menstruace a pozdni menopauza jsou tak dulezitymi rizikovymi faktory této choroby.
Uvadi se, ze Zeny, u kterych se dostavi menopauza pied 45 rokem, maji polovi¢ni riziko vzni-
ku prsnich nadorti nez zeny s menopauzou po 55 roce. Také obezita je zde rizikovym fakto-
rem, protoze ovliviiuje hormondlni funkce. Pfi 1é€b¢ se uzivaji antiestrogenni latky napf.
tamoxifen. Ochranym faktorem je brzké prvni a opakovana téhotenstvi.

-----

bun¢k ovaria. Faktory zabranujici ovulaci jsou tedy protektivni. Patii k nim téhotenstvi a oral-

ni hormonalni antikoncepce, ktera téz chrani pted nadory endometria.

Z ostatnich faktort hraje dulezitou ulohu konzumace alkoholu, ktera zvySuje riziko (a zna-
sobuje riziko spolu s tabdkem) nddort Ustni dutiny, hltanu, hrtanu, jicnu a jater. Lih, vino
a pivo maji asi stejny rizikovy ucinek. Alkohol zvySuje také riziko kolorektdlnich nédora
a nadort prsu. Alkohol napt. stimuluje proliferace rektalnich bun¢k u krys, coz by mohlo byt

jednim z mechanizmi ve spojeni s nadory stieva.

Na vzniku fady dalSich nadorti se podileji jiné faktory vcetné viri, bakterii, chemickych
latek, zaieni (x paprsky i UV zareni), mechanické podrazdéni a trauma. Virus heptitidy
B je spojen s hepatocelularnimi karcinomy, Papilloma virus s rakovinou délozniho Cipku
a Hellicobacter pylori s rakovinou zaludku. Caste¢ky azbestu mohou vyvolat mechanickym
draZzdénim nadory plic (mezoteliom). Trauma vyvolané napf. poranénim hlavy se mize podi-

let na vzniku meningiomd.

14.5 PREVENCE

Slozky potravy také ovliviiuji reakce organizmu na chemické karcinogeny. V metabolizmu
xenobiotik hraji diileZitou roli nekteré specifické bunécné enzymy, predevsim cytochromy
P450, gammaglutamyltransferdza atd., jejichz aktivita miize byt prirodnimi latkami ovlivnéna.
Existuji v zédkladu dvé skupiny latek se schopnosti inhibovat neoplastické uc€inky chemickych

karcinogent:

1. induktory zvySené funkce oxiddzové aktivity v mikrozomech, kde se metabolizuji xe-
nobiotické latky. Tyto induktory jsou obsazeny v rostlinach rodu Cruciferae (kvétak,
brokolice, kapusta) a dale jsou to latky typu flavond, indold, oxidovanych sterola pii-

tomné v jinych rostlinach.
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2. antioxidanta (vitaminy A, E, beta- karoten), kterd jsou také obsazena v riiznych ty-

pech zeleniny a ovoce.

Plisobeni karcinogenil je samoziejmé ovlivnéno individualni normou, zvlasté aktivitou né-
kterych enzymua zapojenych do metabolizmu karcinogent jako je acetyltransferaza (odpo-
védnd za metabolizmus aromatickych amini v cigaretovém kouii) nebo cytochrom P450.
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IACR) periodicky publikuje seznam lid-
skych karcinogenii. Je zaméten na jednotlivé chemické latky, u nichz existuji diikkazy karcino-
gennich u¢inki jak z epidemiologickych studii, tak z oblasti experimentalni (obr. 14-5). Tyto
latky maji bud’ pfimé genotoxické ucinky na DNA, nebo zpilisobuji zvySeni bunécné prolife-
race (negenotoxické ucinky) nebo maji oboji ucinky. Cilem je vylouceni expozice lidské po-

pulace témito latkami.

H,C— CH>
dibenz[a,h]anthracene benzo[a]pyrene 3-methylcholanthrene
O
CH3 CH3
CH3
QOT Qe <O
N N
CH3 ©_ CH3

7,12-dimethylbenz[a]- 2-,3-dimethyl-4-amino- N,N-dimethyl-4-amino-
anthracene azobenzene azobenzene

2-naphthylamine estrone

Obr. 14-5 Priklady mutagennich chemickych latek (Figure 2.22 The Biology of Cancer (© Garland
Science 2007))
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Z poznani ulohy specifickych skodlivych faktoru Zivotniho prostiredi pak vychazeji doporuceni
smerujici k omezeni jejich puisobeni na lidskou populaci a tak ke snizeni vyskytu urcitych cho-
rob vcetné nadori (napt. omezeni koufeni, infekce, expozice karcinogeny). Na druhé strané
existuji faktory, které mohou pusobit pozitivné a omezovat vznik onemocnéni zdrava vyziva,

fyzicka aktivita, omezeni stresu).

Tyto poznatky ulohy riznych faktoru v etiologii onemocnéni (studium ptivodu a pficin ne-

moci) vychazeji z fady typi studii

= experimentalni studie in vitro — cilené studie na urovni buné¢né a molekularni (bu-

nécné kultury, moderni metody molekularni biologie).
= experimentalni studie in vivo — cilené studie na laboratornich zvifatech.

= Kklinické studie — cilené studie na pacientech i na zdravych jedincich, retrospektivni

studie.

= epidemiologické studie — udaje z vybranych populaci, vztahy mezi zivotnim stylem

a vyskytem onemocnéni.
= migracni studie — dilezité pro vyzkum podilu dédi¢nych faktort a faktord prostiedi.

V soucasné dob¢ je mozno v pomérné velkém rozsahu predchazet Fadé nadorovych onemoc-
neni zmeénou zivotniho stylu nebo lékarskymi zdsahy. Tabak samotny nebo v kombinaci

vvvvv MV

s alkoholem je nejdilezitéjsi pricinou nadord. Uvadi se asi jeden ze tii ptipadit v USA (nddory
plic, Gstni dutiny, hrtanu, pankreatu a mocového méchyie) (tab. 14-4). Pti¢inou je aktivni
kouteni nebo pfima expozice jinymi tabdkovymi produkty. Existuje vSak stale vice dikazi, Ze
1 pasivni kufaci maji zvySené riziko plicnich 1 jinych nadorti. Omezeni koufeni tedy muzZe
ucinné pomahat v prevenci zminénych typt nadorti. Napft. strategie omezeni koureni v USA
pfindsi prvni Gspéchy, tj. snizeni mortality na rakovinu plic (ktera vedla mezi smrtelnymi na-

dorovymi onemocnénimi).
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Tab. 14-4 Umrti na nadorova onemocnéni v souvislosti s uzivanim tabaku (USA,

1997)
Muzi (x10?) Zeny (x10?)
Ustni dutina 5,1 2,7
Jicen 9,2 2,9
Slinivka bfisni 6,8 7,3
Hrtan 3,1 0,8
Plice 83,9 67,6
Mocovy méchyt 8,1 41
Ledviny 7,3 4,6
Utinek je nasoben nadmérnym piijmem alkoholu.
Roli hraji i faktory vyzivy.

Také zmény v dieté a zvySeni fyzické aktivity mohou snizit riziko specifickych nadord,
zvlasté zaZivaciho traktu. Nadorové onemocnéni je nyni v USA hlavni pfi¢inou smrti Zen.
Neni to vSak zptisobeno ani tak vzristajicim poétem nadorovych onemocnéni jako spiSe sni-
zenim umrti na kardiovaskularni choroby béhem poslednich asi 40 let, k ¢emuz vedlo omeze-
ni rizikovych faktorti jako je koufeni, detekce a 1éceni hypertenze a redukce cholesterolu die-
tami. Pfestoze se celkova umrtnost na rakovinu mnoho neméni, méni se spektrum nadort zpu-
sobujicich umrti, napt. imrti na Hodgkiniiv lymfom, nddory délozniho ¢ipku, endometria,
zaludku, rekta, testes, mocového méchyie, stitné zlazy, Gstni dutiny a hltanu se snizila o 15 %
za poslednich 30 let. Je to zpisobeno brzkou detekci a lécenim premalignich stavii, omezenim
konzervacnich latek v potravinarském priimyslu a zmenami ve slozeni konzumované potravy.
Zvysena mortalita je naopak zaznamenavana u melanomi (zvySené plusobeni Skodlivych slo-
zek UV zateni), non-Hodgkinova lymfomu a mnohocetnych myelomii. Podobné udaje existuji

i v Evropé.

Existuji rovnéZ diikazy o protinddorovém ptlisobeni n€kterych latek. ZvySend konzumace beta-
karotenu (obsaZeny v ovoci a zeleniné, patii mezi karotenoidy) miiZze snizit riziko rakoviny
plic i jinych epitelidlnich nadort. Bylo zjisténo, Zze pacienti — kufaci s nadory maji snizenou
hladinu beta-karotenu v séru proti zdravym jedincim. Pozitivné muze pusobit i konzumace
zeleného Caje €i soji. Hromadi se diikkazy 1 o pisobeni dalSich latek, napt. vitamini C a E,
které také piisobi predevSim jako antioxidanty a maji protektivni U€inky proti nékterym nado-

riim (tab. 14-5).
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Tab. 14-5 Zdravotni aspekty preventivniho ptisobeni ¢aje

Pisobeni ¢aje a ¢aj. polyfenoli  |Nasledky

Snizeni rizika vzniku srde¢nich chorob; snizeni tvorby ROS

Silna antioxida¢ni aktivita . , - e e .
a oxidovanych nukleotidi v DNA a mozna inhibice karcinogeneze

Selektivni indukce metabolickych

o o Zvysena tvorba detoxifikovanych metaboliti karcinogeni
enzymu faze-1 a -ll

Snizovani miry buné¢éné prolifera- o s . , <
y p Snizeni riistu abnormalnich a nadorovych bunék

ce
Selektivni modifikace stfevni mi- |Nahrada nezadoucich ¢asti mikroflory za prosp&sné bakterie
kroflory a nasledné zlepSeni metabolizmu

Také zeleninova jidla a jidla ze sdji mohou pilisobit podobnymi mechanizmy.

Kontrolni otazky k tématu:

= Cim je ovliviiovan energeticky metabolizmus?

* Co zkouma nutrigenetika a nutrigenomika?

= Jak se uplatiiuje v rozvoji nadorovych onemocnéni dieta?

= Pro¢ hovoifime o bioaktivnich slozkach potravy?

= Které slozky diety jsou povazovany za vyznamné s ohledem na vznik a rozvoj nadora?
* Jakymi mechanizmy se mohou na rozvoji nadorii podilet hormony?

* Vyjmenujte dal$i mozné vnéjsi faktory podilejici se na vzniku nadora.

= Jak je v organizmu regulovano ptusobeni chemickych karcinogenti?

= Ktera mezinarodni organizace zajistuje informace o lidskych karcinogenech?

= Co je to etiologie onemocnéni a jaké typy studii jsou vyuzivany?

= Jaka opatieni l1ze vyuzit vzhledem k omezeni vyskytu nddorovych onemocnéni?
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15. ULOHA LIPIDU V ROZVOJI NADOROVYCH ONEMOCNENI
Lipidové slozky potravy ovliviiuji pocatek a rozvoj rfady onemocnéni. Vysoka hladina
cholesterolu je spojena s kardiovaskularnimi chorobami, které jsou nejéastéjsi pri¢inou umrti
V populaci. Lipidy produkované bunkami imunitniho systému se ucastni zanétlivych onemoc-
néni, jako je revmatoidni artritida, sepse, astma, zanétlivé onemocnéni stfeva. Zmeény lipida
jsou spojovany i se vznikem diabetu a hraji ulohu také v neurodegenerativnich a psychickych
onemocnénich (Alzheimerova choroba, deprese, hyperaktivita, schizofrenie apod.) S ohledem
na nadorova onemocnéni je uvaden zvysSeny prijem tukii jako rizikovy faktor zejména u nado-
ri tlustého streva (kolonu), prsu ¢i prostaty.

DuleZité je v§ak nejen mnoZstvi, ale zejména sloZeni tuki, protoze tuky nejsou jen zdrojem

energie, ale hraji také strukturalni a regulacni ulohu s vyznamnym dopadem na fyziologické

funkce organizmu (obr. 15-1).

| Mombrano structure and function I Energy storage and
» b e
Aktivita proteind m
(pfenasedd, o \
receptor() e
ol plasima norarne
l ’ Membrane Wpxds
Cl16.0/18.1)
n Ak PC1R0N0C
ODPOVED PEy 1601\ 7 y22 ¢
a CHOVANI S8 1724:7) Zasobarna
~ Coll signabng and Sor(d18:1/24.1 energie
BUNEK mtaboi homeostass Storage Npids 5

L
GUIA0N0N5.0)
asonsone )
TOMNS.0MB.1/20.4)
DG
LE(204)

POCO-16 02.00
PA(18. 104

BON80)

Medidtorya  ©o¥
modulatory vnitrobun.
signalizacni sité
Metabolicka rovnovaha

Obr. 15-1 Ruzna biologicka tloha lipida (Oresi¢ M. et al., Trends in Biotechnology 2008 : 647)

Savci syntetizuji mastné kyseliny (MK) de novo z acetyl-CoA za ucasti syntdazy mastnych kyse-
lin (FASN). Konecnym produktem je kyselina palmitova (16:0), ktera je elongovana na kyse-
linu stearovou (18:0). V zapadni dieté je dostatecné mnozstvi téchto kyselin. Bunééné mem-
brany vsak vyZaduji k udrzeni struktury, fluidity a funkce nenasycené MK, proto existuje sys-

tém desaturace (vndSeni dvojnych vazeb). Elongazy prodluzuji uhlikové fetézce. Delta-9-
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desaturaza vnasi jednu dvojnou vazbu mezi C9-C10 a dochazi ke konverzi kyseliny stearové

na mononenasycenou kyselinu olejovou (18:1, n-9) (obr. 15-2).

Rostliny, na rozdil od zivocichl, jsou schopny ptidédvat dal$i dvojné vazby. Delta 12-
desaturaza konvertuje kyselinu olejovou na linoleovou (LA, 18:2, n-6), zatimco delta 15-

desaturaza konvertuje kyselinu linoleovou na a-linolenovou (ALA, 18:3, n-3).

p-oxidation ELOVL-6 A'D-18

C14:0 « C16:0 ——————* Ci18:0 ————* (C18:1n9

ATD-16

Clo:In7 —  » C18:1n7
ELOVL-5/6

Obr. 15-2 Syntéza mastnych kyselin z kyseliny palmitové (C16:0) ELOVL — elongazy, AD — desatu-

razy

15.1 VYSOCE NENASYCENE MASTNE KYSELINY (VNMK)
(VNMK, , polyunsaturated fatty acids -PUFAs*)

VNMK jsou mastné kyseliny s 2 i vice dvojnymi vazbami a hraji dulezitou Glohu ve struk-
tufe membran a v syntéze dlezitych metabolitl. Zivocichové nedovedou syntetizovat n-3 a n-
6 VNMK de novo ani nedovedou premenit jednu sérii v druhou. Tyto esencialni mastné kyse-
liny musi byt obsazeny v potravé podobné jako vitaminy. Jsou Zivotné dilezité jako slozka
vSech membran a permeabilni bariéry pokozky a jako prekursory metabolitti - eikosanoidi
a s nimi souvisejicich latek, které hraji dulezitou regulaéni tlohu ve tkanich. Zdrojem jsou
rostlinné oleje (zejména n-6 PUFA) a rybi ¢i Fasovy olej (n-3 VNMK). Mnoho motskych rost-
lin, zvlasté jednobunéénych fas téz muze preménovat ALA na Kyselinu eikosapentaenovou
(EPA) a dokosahexaenovou (DHA). Ty se pak dostavaji potravnim fetézcem do ryb a jsou

obsazeny v rybim tuku.

Bunécné membrany sestavaji z lipidové dvojvrstvy sloZené z fosfolipidii a cholesterolu
a z proteinii, které jsou v této dvojvrstvé zabudovdany. V inkorporaci a metabolizaci MK po-
skytovanych potravou jsou rozdily mezi jednotlivymi bunéénymi typy a mezi inkorporaci do

specifickych fosfolipidi (napt. n-3 VNMK maji specifickou ulohu v membranach nervového
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systému). Pomér obsahu n-6 a n-3 VNMK ovliviiuje viastnosti membran, zejména jejich flui-

ditu a produkci latek vznikajicich hydrolyzou membranovych fosfolipidii.

Pro zivotni procesy je dilezité udrzovani pfisluSnych fyzikalné-chemickych vlastnosti
membrany. Tak modifikace MK v potrave méni slozeni fosfolipidovych MK a oviiviiuje funk-
ce zprostiedkované membranovymi proteiny: receptory, transportnimi proteiny, enzymy
| funkce na membranu vazanych signalnich molekul (G proteint, fosfolipaz atd.) (obr. 15-3).
VNMK jsou ddle prekursory lipidovych medidtorii, které hraji klicovou ulohu v kardiovasku-
larnich a zanétlivych onemocnénich i v procesu karcinogeneze. VNMK a jejich metabolity
funguji spolu s cytokiny a hormony jako intra- i intercelularni medidtory a moduldtory bu-

necné signalizacni site.
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Phospholipids Phospholipids
lacking omega-3 containing omega-3
fatty acids fatty acids
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.3 # Membranek
. :. protein
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acid-derived
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Obr. 15-3 Inkorporace VNMK (n-3 a n-6) do fosfolipidové dvojvrstvy bunéénych membran a jejich
modulaéni a signaliza¢ni funkce (Surette ME, CMAJ 2008 : 177)
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Existuji tii hlavni skupiny VNMK n-3 (omega-3), n-6 a n-9, podle polohy dvojné vazby nej-

blizsi ke koncovéemu metylovanému uhliku.

Nomenklatura:

Napft. dihomo-gamma-linolenova kyselina (DGLA), 20:3, n-6
= 20 - pocet uhlikti
= 3 - pocet konjugovanych dvojnych vazeb
* n-6 - poloha prvni dvojné vazby od metylovaného konce molekuly

Témeét vSechny dvojné vazby jsou ve viceméné stabilni cis - konfiguraci. VSechny tfi skupiny
jsou metabolizovany stejnym zplisobem alternativnimi desatura¢nimi a elonga¢nimi en-
zymy.

Vsechny esencidlni MK jsou polynenasycené, ale ne naopak. Napt. n-9 VNMK nejsou esenci-
alni - organizmus je mize tvofit desaturaci kyseliny olejové. Desaturacni a elongacni systém
vSak preferuje n-3 a n-6 VNMK pii dostatku LA a ALA v potravé. Piitomnost vice nez Stopo-

vych mnozstvi 20:3, n-9 VNMK je indikatorem deficience esencidlnich MK v potravé.

Hlavni esencialni VNMK poskytované potravou jsou cis formy LA a ALA (obr. 15-4).
Jsou desaturovany a elongovany sérii reakci, které prodluzuji uhlikovy fetézec a ptidavaji
dalsi dvojné vazby). Prvni krok je delta- 6-desaturace (clovek, kralik a prase vykazuji poma-
lou desaturaci, zatimco krysy a mysi rychlou). Elongace je rychla u vSech druhi, ale delta-5-
desaturace se zase li$i. Mezi faktory, které inhibuji delta-6- desaturaci patii starnuti, diabetes,
vysoky obsah cholesterolu, vysoké uvoliiovani katecholaminu béhem stresu, nedostatek Zn,
alkohol a virové infekce. Hladina LA v plazmé i hladina jejich metaboliti je sniZzena u alko-

holiku, cystické fibrozy, infarkti myokardu atd.
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n-6 or C-13

n ’Im *

C-9 (A9)

L]

C-12 (A12)

C-2or«a C-1

Linoleic Acid (18 carbons : 2 double bonds, n-6)

n-Jor C-16

C-15 C-12 C-9
' :

OH

re-Linolenic Acid (18:3, n-3)

Obr. 15-4 Struktura vychozich esencialnich mastnych kyselin linoleové a alfa-linolenové

LA a od ni odvozena Kkyselina arachidonova (AA, 20:4, n-6) je dilezitym zdrojem biolo-
gicky aktivnich mediatora - eikosanoidil (prostaglandiny, leukotrieny) a v experimentalnich

systémech je Casto prokazovan podptrny ucinek pro vznik a rozvoj nadort.

Naopak u ALA a od ni odvozenych EPA a DHA byly prokazany v experimentalnich systé-
mech inhibi¢ni protinddorové U¢inky. DHA (22:6, n-3) je potom nejvice nenasycenou MK

S 6 dvojnymi vazbami a specialnimi strukturalnimi vlastnostmi (obr. 15-5).
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Obr. 15-5 Biosyntéza a metabolizmus VNMK d-5(6)-d — desaturazy, ELG — elongazy (Russo GL,
Biochemical Pharmacology 2009 : 937)

Zdroji esencidlnich VNMK jsou rostliny i Zivo€ichové. Lidské (ale ne kravské mléko) je po-
mérné bohaté na desaturacni produkty LA a ALA jako jsou kyselina gamma linolenova
(GLA), DGLA, AA a EPA. AA je v potravé obsazena v mase, vejcich a nékteré motské po-
trave, ale nékteré metabolity nejsou béZné jinde neZ tieba v jatrech, ledvinach, pankreatu, va-
jecnicich, testes. V soucasnosti byla GLA nalezena v nékterych rostlinych olejich (¢erny ry-
biz). Dlouhotetézcové n-3 VNMK jsou v moiské potravé (motsky plankton, fasy, tu¢né ryby -

makrela, treska, sled’, losos) (obr. 15-6).
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Obr. 15-6 Ptivod n-3 and n-6 VNMK a biosyntéza eikosanoidt z kyseliny arachidonové (n-6) a

eikosapentaenové (n-3)

AA a EPA jsou prekursory eikosanoidii. Biosyntéza je katalyzovana cyklooxygendzou

(COX) 1 a 2 (vznik prostaglandinii a tromboxani), 5- 12- a 15-lipoxygendzou — LOX (vznik

leukotrienit a lipoxinit) a systémem monoxygendza - cytochrom P 450 (vznik epoxykyselin

a diolur). Eikosanoidy maji Siroké spektrum biologickych aktivit a plisobi jiz ve velmi malych

koncentracich. V odpovéd’ na fadu stimulll je aktivovan systém fosfolipaz, které uvoliuji

z fosfolipidii bunécnych membran AA, kterd je metabolizovana na prostaglandiny (PG),

tromboxany (TX, zplsobuji agregaci desti¢ek a vasokonstrikci) a prostacyklin PGI> enzymem

COX 1 a 2 a prostfednictvim LOX na fadu typt hydroperoxykyselin (HPETE) a leukotrieny

(LT). EPA miZe byt metabolizovana na PGIs, ktery je aktivni jako vasodilatacni a antia-

gregacni a v malém mnozstvi TXA3, ktery je inaktivni a LT typu 5. DalSimi metabolity jsou

pak resolviny a neuroprotektiny vznikajici rovnéz z DHA (obr. 15-7).
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Obr. 15-7 Zjednodusené schéma hlavnich drah metabolizmu n-6 a n-3 VNMK

V pribéhu vyvoje lidské spolecnosti od lovel sbérach pres zemédélskou k industridlni spo-
lecnosti se také zasadné zmenila spotieba a spektrum lipidii ve vyzive. Béhem pramyslové
revoluce doslo zejména k prudkému nartstu spotieby celkového tuku a nasycenych MK se
soucasnym poklesem piijmu antioxidantii ve forme vit C a E a rovnéz se rozeviely nlizky me-
zi spotiebou n-6 a N-3 VNMK v neprospéch n-3 (obr. 15-8). Pomér n-6:n-3 VNMK v dieté
drasticky zménil a uvadi se, Ze v tzv. zapadni diet¢ (Western diet) je dnes misto 1:1 pomér
zménén na 10-25:1. V potravinach se také objevily trans mastné kyseliny vznikajici primys-
lovym zpracovanim tukl, které mohou mit negativni dopady na lidské zdravi. Zatimco protei-
ny jsou geneticky determinovany, slozeni bunécné membrany s ohledem na VNMK je z velké
casti zavislé na prijmu z potravy. Kanada se stala prvni zemi s dietetickymi doporuc¢enimi

mnozstvi n-3 a n-6 VNMK pro rizné vékové skupiny a téhotné Zeny.
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Obr. 15-8 Relativni procento riznych mastnych kyselin v potravé a zmény v prub&hu vyvoje lidské
populace od lovct sbéraci, zemédélskou spoleénost a spole¢nost po prumyslové revoluci (Simopoulos

AP, Exp Biol Med 2008 : 674)

VNMK typu n-3 a n-6 jsou metabolicky i funkéné odlisné, ale soutézi o stejné desaturacni
a elongacni enzymy. Disledkem dodani n-3 VNMK je tak inhibice syntézy AA z LA a snize-
ni produkce aktivnich eikosanoidi. Jejich rovnovaha je dilezitd pro homeostdzu a normalni
vyvoj. Nepomér n-3 a n-6 VNMK pak pfispiva mj. i k rozvoji zanétlivych a nadorovych one-

mocnéni (obr. 15-9).
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Obr. 15-9 Potencialni mechanizmy typické zapadni diety bohaté na n-6 VNMK podporujici zanét
a karcinogenezi (Schumacher MC et al., Urologic Oncology 2011 : 318)

15.2 NENASYCENE MASTNE KYSELINY V KARCINOGENEZI

Epidemiologické, klinické a laboratorni studie poukazuji na dileZitost mnoZstvi a druhu
konzumovanych tukii v etiologii a preZivani nékterych druhii nadori (zvlasté prsu, kolo-
nu). Zatimco nasycené mastné kyseliny mohou stimulovat iniciaci karcinogeneze, nenasy-
cené mastné kyseliny mohou piisobit v promo¢ni a progresivni fazi v davkové zavislosti.
Epidemiologické studie ptedpokladaji, ze nizkotukova dieta v kombinaci s nenasycenymi
MK, kde je vyvazeny pomér n-3:n-6 souvisi s niz§i mortalitou nadoru prsu a kolonu. Uloha

téchto VNMK je zkouména rovnéz u dalSich typii nador gastrointestindlniho traktu (napf.
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pankreatu) i u nadora prostaty. Nékteré tuky, zvlasté s obsahem mononenasycenych nebo n-3

VNMK nemaji promoc¢ni ucinky, i kdyz jejich obsah v potrave je vysoky.

Béhem poslednich 10-15 let se objevilo nékolik tisic studii na tkanovych kulturach, zivocis-
nych modelech i klinické studie, které sleduji ilohu n-3 VNMK (EPA, DHA) z hlediska jejich
antitrombickych, hypolipidemickych, antihypertensnich a protizanétlivych ucinkt. Prilomové
byly prace Kang a spol. z Bostonu v Massachusetts, kteti objevili Fat-1 gen (C. elegans) ké-
dujici omega 3 desaturazu, kterou savci postradaji a prokézali celou Skalu prospésnych
ucinkd n-3 VNMK na modelech transgennich bun¢k, mysi, prasat apod. Byly prokazany anti-

mechanizmy ucinka riznych lipidd a VNMK nejsou vSak stale objasnény.

Hlavnimi uvaZovanymi mechanizmy pitisobeni VNMK, které se mohou uplatiiovat

Vv pritbéhu karcinogeneze jsou

= Strukturdlni a funkcni zmény membran, jejichz nedilnou soucasti VNMK jsou. Ovliv-
nent biofyzikalnich i biochemickych viastnosti membran ma dopad zejména na funkce

na membranu vazanych proteinii, prenasecii a receptorii.

= produkce specifickych metabolitu ovliviiujich bunécné signdlovani a genovou expresi,

napr. eikosanoidy, ceramid, DAG atd. i imunitni systém a uplatiujicich se v zanétu

= produkce mnozstvi ROS a NOS a lipidové peroxidy vznikajici metabolizaci VNMK
a oviliviiujici Fadu deju v bunkach a tkanich. VNMK ovliviiji i antioxidacni systémy
a dochazi ke zménam redoxni rovnovahy.

= primé piisobeni na vnitrobunécné signalni slozky jako jsou, specifické signalni mole-
kuly (kinazy, fosfatdazy) a transkripcni faktory. V diisledku toho dochazi pak ke zmeé-

nam prenosu signalit a exprese genii s dopady na chovani bunék.

236



p— SloZky lipidového metabolismu
(napf. cytokiny) v bunécnych signalizacich
Biofyzikalni vlastnosti B B L
membran ———r Zakladni molekularni
signalni -
o kazkada mechanizmy
Ipraovy vnitrobunééne i
metabolismus / funkce pﬁ sobeni
metabolizace AA membranové '\mtein
eikosanoid fosfolipidy jaderné receptory E o
transkripéni faktory
o PG, ERK, p38 | | (NFKB. PPAR, AP-1...)
Dmdatn.r_nl mwmﬁ
metabolismus m. fluidita
” lipidowé rafty
Transdukce signalii — <
(kindzy, fosfatdzy) i interakce
Aktivace membran. ligand-receptor
i vnitrobun.
receptord — tr. faktord :
\ |i|:|id::r\ré inhibice
peraxidace (NSAID)
; Lox| [p4s
n-2 PUFA membranove [— - - "
LNA. DHA fosfolipidy [~ kyselina arachidonova | 7m&ny cytokinetiky
";i"ﬂ“ Mimobuné&éné podnéty
[cytokiny, hormony, polutanty, zafeni)

Obr. 15-10 Slozky lipidového metabolizmu v bunéénych signalizacich. Zakladni molekularni mecha-
nizmy pusobeni. (adaptovino podle Miles E.A. and Calder P.C., Proc Natur Soc 1998 : 277)

’

Ucinky tuki mohou byt pfimé (zahrnuji zmény ve struktufe a funkci bunéénych membran)
nebo nepfimé (zahrnuji zmény v endokrinnim systému a metabolizmu VNMK, tj. syntéza PG
a LT a déle suprese imunitni odpovedi). Nekteré VNMK mohou ucinné a pfimo fidit tran-

skripci specifickych gent (napf. geny kodujici lipogenni proteiny, delta desaturdzy atd.).
Tak muze pfiznivy a neptiznivy Gcéinek lipidi na rizné choroby zahrnovat kombinaci interak-
tivnich regula¢nich mechanizmu:

1. akutni, rychla a prima regulace exprese genii

2. dlouhodoba adaptivni modulace slozeni membradn, ktera miize primo ovlivnit prijem

a prenos signalit hormonil, cytokinii, produkci eikOsanoidii apod.
Vysledky na zvifecich modelech s nadory indukovanymi karcinogeny nebo transplantovany-
mi nadory ukazuji, Ze n-3 VNMK mohou snizujovat vyskyt nadord, jejich velikost i rychlost
rastu. Naopak u n-6 VNMK byl mnohdy prokazan podpiirny ti¢inek na tvorbu a vyvoj nadort.

N-3 VNMK v dieté snizuji tvorbu PGE2 a zabratiuji nebo zpozd'uji tvorbu transplantovanych
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nadort u laboratornich zvitat. Ve studiich s bunikami lidského nadoru prsu na nahych mysich
mély mysi krmené tukovou dietou obsahujici n-3 VNMK méné plicnich metastdz, snizeny
obsah estrogenu a prolaktinu v séru, méné PGE2 v nadoru a redukovanou hladinu mRNA pro

c-myc onkogen v buiikdch nadorové tkang.

Zivocisné studie v soucasné dob& vyuzivaji podavani rybiho oleje k odhaleni mechanizmi
véetné zmén v produkci PGE2, imunitni funkce, tvorby volnych radikalt, zmén ve fluidité
membran, modulace vnitrobunééného transportniho systému, hormonalni sekrece, vyuziti
kalorii 1 genové exprese. Nadorové podplrné pusobeni nékterych tukii miize také souviset
S jejich schopnosti snizovat nebo inhibovat mezibunéénou komunikaci a blokovat tak metabo-

lickou kooperaci. Ztrata zpétnovazebné kontroly pak ptispiva k nadorovému bujeni (obr. 15-
11).
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Obr. 15-11 Potencialni mechanizmy podptrnych a supresivnich ¢inkt n-6 a n-3 VNMK v karcino-
genezi (Larsson SC et al., Am J Clin Nutr 2004 : 935)

Rada vyzkumnych tymi je zaméfena na vyzkum mechanizmi u¢inkéi VNMK u nadorovych
bunék in vitro v tkanovych kulturach. Bylo zjisténo, ze tyto latky plsobi cytostaticky a cyto-
toxicky na fadu nadorovych linii, ale ve stejnych koncentracich tak vétSinou nepiisobi na ne-
nadorové ekvivalenty téchto bunck. Nejucinnéjsi jsou VNMK se 3 a 4 dvojnymi vazbami
(AA, gamma linoleova, LA). VNMK s 2 a 6 vazbami jsou inaktivni a EPA s 5 je stfedné ak-
tivni. Rybi olej obsahujici EPA a DHA je téz G¢inny. Vyznamné protinadorové plisobeni bylo

ale potvrzeno rovnéz u konjugované kyseliny linoleové (cLA, n-6).

Soucasné udaje prokazuji vedouci ulohu lipidii v kontrole peroxidativniho poskozeni mem-
bran. Dvojné nenasycené vazby podléhaji autokatalytickému procesu, ktery produkuje celou
fadu produktl. Peroxidace lipida /iraje diilezitou regulacni roli v mitoticke aktivité burnky
protirednictvim produktii degradace membranovych lipidii. Tento mechanizmus je v nadoro-
vych bunkach defektni, stupeni peroxidace je nizky a metabolizmus reaktivnich druht kysliku

je aberantni.

Pii maligni transformaci dochéazi kromé jinych zmén téz k restrikci exprese antioxidativni
enzymatické ochrany bunky. Oxidativni stres pak poskozuje lipidové struktury membrany

a snizuje obsah VNMK.

V ristové fazi nadoru je jeden z kontrolnich mechanizmi bunééného dé€leni, inhibi¢ni pliso-
beni produktti peroxidace lipidi na syntézu DNA, zna¢né snizen. Membrany nadorovych bu-
nek jsou zménény co do slozeni a strukturalni organizace lipidi v raném stadiu neoplastické

transformace mimo jiné v disledku snizeni antioxida¢ni ochrany.
Ndadorové bunky jsou pak rezistentni k peroxidaci lipidu diky:

1. nizkému obsahu VNMK

2. snizeni koncentrace cytochromu P-450

3. snizenému obsahu NADPH

4. zvySené antioxidacni aktivité (opak nez pri transformact)

Metabolizmus a obrat fosfolipidii v membranach i oxidativni metabolizmus nddorovych bu-

nek se zasadné lisi od bun€k nenadorovych.

Napt. nadorové buiiky kolonu vykazuji:
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= zmény ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnani s normalni tkani

= zvySenou periferni utilizaci VNMK z potravy, zmény v oxidativnim metabolizmu

a antioxidaéni ochrané

= zvySenou aktivitu enzymud metabolizmu AA (COX-2, 12-LOX) a produkci eikosanoi-
du

= snizenou citlivost k endogennim inhibitoriim rastu (TGF-f1), induktorim apoptozy

(TNFa, FasL, TRAIL) a diferenciace (butyrat)

Nekteré zdroje uvadéji, Ze stupen tumorigenicity nepiimo tmérné koreluje s obsahem VNMK
v membranach bunék. VNMK zabijejici naddorové buiiky v kultufe mohou iniciovat vlastni
peroxidaci zvySenym poctem superoxidovych radikalti. Normalni bunky tak nereaguji, coz

skytd moznosti selektivniho ovliviiovani nddorovych bunék.

V experimentalnich systémech in vivo byly prokazany zmény spektra MK v plazmé i tkanich
po podavani n-6 nebo n-3 VNMK (obr. 15-12). V plazmé nadorovych pacientii a v nadorové
tkani a bunkach byly ve srovnani s nenddorovymi buitkami prokdzany zmény ve slozeni
a metabolizmu lipidl. Jednd se zejména o snizeni obsahu n-3 VNMK (DHA) ve srovnani s n-
6 (LA a AA). Ukazalo se, ze dlouhodobgjsi podavani vysokych davek EPA a DHA zvysuje

jejich obsah v plazmé, v membranach erytrocyti, ale i v membranach bungk jinych tkani v¢.

r ,
nadorovych.

Diet, Cancer, and the Lipidome

Table 1. Changes in rat WAT fatty acid composition induced by either a-linolenic acid or DHA supplementation (16, 19)

Fatty acids (mol%) a-Linolenic acid DHA

Control (1 = 12) Supplemented (n = 14) Control (n = 7) Supplemented (1 = 6)

Saturates
16:0 152 173 29 20.8
18:0 27 29 28 34
Total* 194 218 27 289

Monounsaturates . .
c-18:19 569 48.3 52.7 438
Total' 624 54.7 57.9 48.9

6 PUFA
18:206 139 134 12.2 11.1
Total 144 137 11.

03 PUFA .
18:3¢03 13 69 0.6 08
22:6¢03 0.1 01, 0.1 82
Total 14 70 0.7

Ratio 2 ¢
wh/w3 103 19 18.1 1.2

‘Including 14:0, 150, 17:0, 200, 21:0, 22:0, 23:0, andd 24:0.

Within diet, significantly different from coatrol values (7 < 005)

Uincluding: 14:1, 1521, 16:1, 17:1, ¢-18:107, andd 20:1

Including: 18:3e6, 202206, 20:30h, and 20:4wh.

Iincluding: 20:3s3, 20:53, 22:503, and 22:6443,

Obr. 15-12 Zmény spektra mastnych kyselin v tukové tkani krys po podavani alfa-linolenové a do-
kosahexaenové kyseliny WAT — white adipose tissue (Bougnoux P. et al, Cancer Epidemiol Biomar-
kers Prev 2006 : 416)
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Integrovany pohled na komplexni lipidové interakce, které urcuji vysledny tzv. lipidom tvori
lipidovy profil jednotlivce, ktery miize byt diilezity s ohledem na riziko vzniku nékterych typii
nadorovych onemocnéni ovliviovanych dietou. S protekci uréitych typ nadort (napft. prsu) je
spojen slozeny indikator kombinujici zvySené mononenasycené MK a nizky pomér n- 6/n-3
PUFAs. Tento lipidom by se mohl stat templatem pro detekci rizika nadoru prsu ve vztahu
k dieté (obr. 15-13).
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Obr. 15-13 Analyza hlavnich komponent (PCA) mastnych kyselin v tukové tkani ukazujici zvysené
riziko nadoru prsu (Bougnoux P. et al, Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2006 : 416)

Béhem karcinogeneze se vyviji tzv. lipogenni charakter bunék. Znamena to zvysenou en-
dogenni syntézu mastnych kyselin a snizenou citlivost k nutricnim zdsahiim. Syntiaza mast-
nych kyselin (FASN - fatty acid synthase) funguje pod transkripéni kontrolou tzv.
SREBPI1c (sterol regulatory element-binding protein), jehoz aktivita muze bat ovliviiovana
hormonalné a nutrién¢ a je napojena ¢asteéné na signalovou transdukci pres fosfoinositol-3
kinazu (PI3K)/Akt a ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) regulujici expresi a matu-
raci SREBP (obr. 15-14a, 15-14b).
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Obr. 15-14a Hlavni drahy regulujici expresi s nddorem spojené FASN (fatty acid synthase). Stimulace
signalnich drah PI3K/Akt a MEK/ERK /2 rGstovymi faktory nebo hormony (estrogen-ER, progestin-
PR, androgen-AR) vazicimi se na prislusné vnitrobunééné receptory aktivuje transkrip¢ni faktor
SREBP1c (sterol regulatory element-binding protein), pod jehoz transkripéni kontrolou FASN fungu-
je. Nadorovy supresor PTEN tento proces inhibuje. (Menendez JA and Lupu R Nature Rev
2007 : 763).
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Obr. 15-14b Hlavni drahy regulujici expresi s nadorem spojené FASN (fatty acid synthase). S nado-
rem spojend zvySend exprese FASN miiZze byt dosazena i posttranslacné stabilizaci enzymu pomoci

proteazy USP2a (Menendez JA and Lupu R Nature Rev 2007 : 763).

U nadorovych bunék hyperaktivace této drahy v dusledku onkogenni deregulace (nadproduk-
ce rust. faktord, hyperaktivace receptorii, nebo ztrata funkce negativnich regulatorti, napft.
PTEN) zpisobi konstitutivni expresi ¢i maturaci SREBPI1c, zvySenou transkripci a aktivitu
FASN a v disledku toho zvySenou syntézu lipidd, které jsou vyzadovany pro energii i stavbu

buné¢nych membran pii rychlém déleni nadorovych bungk (obr. 15-15).
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Obr. 15-15 Modulace traskripéniho faktoru SREBP1c (sterol regulatory element — binding protein)
(Menendez JA and Lupu R Nature Rev 2007 : 763)

U nadori prsu byla napt. detekovana zvySena exprese a aktivace receptoru Her-2/neu (recep-
tor pro EGF) a aktivace signalnich drah PI3K/Akt a MAPK (mitogen activated protein kina-
se). Aktivita tohoto receptoru mize byt také ovliviiovana slozenim lipidovych raftt. Béhem
maligni transformace se tak zvySuje exprese a aktivita FASN. Tyto procesy mohou byt ovliv-

nény, hormony ¢i dietetickymi faktory (obr. 15-16).
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Obr. 15-16 Zvyseni exprese a aktivity FASN béhem bunééné transformace u nadort prsu (Menendez
JA et al Drug News Pespect 2005 : 375)

15.3 METABOLIZMUS VNMK, TVORBA EIKOSANOIDU
VNMK mohou v burnikdch fungovat primo nebo jsou metabolizoviny na velkou Skadlu vice ¢i
meéné stabilnich oxidacnich produktii. V diisledku riiznych podnétii jsou také vazané VNMK
(AA, EPA, DHA) uvoliiovany z Sn-2 pozice membranovych fosfolipidii a to enzymy fosfolipa-
zami a premeéna na eikosanoidy je katylyzovana cyklooxygendazami (izoenzymy COX-1 a COX-
2), lipoxygendzami (nejbéznéjsi 5-, 12- a 15- LOX) a cytochromy P-450.
Fosfolipaza A2 je enzym ucastnici se lipidového metabolizmu, dileZity pro fadu bunéénych
procestl. RozliSuji se tfi skupiny:

= sekretovand PLA2 (sPLA2),

= na vapniku nezavisld PLA2 (iPLA2),

= na vapniku zavisla cytosolova PLA2 (cPLA2).
Kromé¢ tlohy v bunééném signalovani souviseji PLA2 s riznymi patologickymi stavy, véetné
zéanétu, tkanové reparace a naddorti. U fady nadord byly detekovany zvySené hladiny sPLA2

a cPLA2, takze jsou tyto molekuly také cilem protinadorové terapie.
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SPLAZ se uplatiiuje v zanétlivé odpovédi. Prozanétlivé cytokiny indukuji jeji expresi aktivac-
ni faktory uvolniuji sSPLA2 ze sekre¢nich granul do extracelularni matrix. Za ptitomnosti Ca2+
hydrolyzuje sSPLA2membréanové fosfolipidy sousednich bun¢k. Uvolnéni AA a nésledna tvor-

ba eikosanoidi pak indukuje zanét (obr. 15-17).
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Obr. 15-17 Uplatnéni sPLA2 v zanétlivé odpovédi (Laye JP and Gill JH, Drug Discovery Today
2003 : 710)

Prozanétlivé cytokiny indukuji také expresi CPLAZ2. Nasleduje fosforylace zprostiedkovana
MAP kinazami. Ca2+ zpusobuje translokaci cPLA2 z cytosolu do perinukledrni membrany,
kde je také jeji substrat a enzymy nutné k tvorbé eikosanoidd. Aktivovana cPLA2 lyzuje

membranové fosfolipidy a uvolinuje AA, ktera je metabolizovana COX a LOX (obr. 15-18).
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Obr. 15-18 Aktivace a translokace cPLA2 a uvolnéni AA (Laye JP and Gill JH, Drug Discovery
Today 2003 : 710)

Je predpokladan model konstitutivni zvysené exprese cPLA2 a COX-2 u nddorovych bunek
(obr. 15-19). Zatimco COX-1 je exprimovana konstitutivné a zajist'uje tkanovou homeosta-
zu, COX-2 je inducibilni a exprimuje se v piipadé zanétu. Jeji nadmérna exprese byla také
detekovana ve vysokém procentu (az 80%) u fady nadord. Prozdnétlivé cytokiny, ristové fak-
tory i nadorové promotory aktivuji signalni drahy vedouci k transkripci genii pro cPLA2
a COX-2 (obr. 15-20). Ty podporuji uvoliiovani AA a jeji pfeménu na prozanétlivé, imuno-
supresivni a proliferaci podporujici prostaglandiny. Napt. PGE2 podporuje rist nadort
aktivaci specifickych receptorti EP a naslednych signalt vedoucich ke stimulaci bunécné pro-
liferace, inhibici apoptdzy, podpoie angiogeneze, stimulace invaze, motility a tvorby metastaz
a supresi imunitni odpovédi (obr. 15-21). COX-2 je indukovdana radou podnétii (onkogeny,
ristové faktory, nadorové promotory). Stimulace PKC nebo signalovani pies Ras zvysuji ak-
tivitu MAPK, coz vyustuje ve zvySenou transkripci COX-2 zprostiedkovanou fadou tran-
skrip¢nich faktorti (AP1, NFkB ). COX-2 mlZe byt také regulovana posttranskripénimi me-
chanizmy (obr. 15-22).
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Obr. 15-19 Model konstitutivni overexprese cCPLA2 a COX-2 u nadorovych bunék (Laye JP and Gill
JH, Drug Discovery Today 2003 : 710)
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Obr. 15-20 1zoenzymy COX a jejich funkce
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Obr. 15-21 Uloha PGE2 v karcinogenezi (Fiirstenberger G, Int J Cancer 2006 : 2247)
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Obr. 15-22 Regulace exprese COX-2 v nadorech (Sinicrope FA, Molecular Carcinogenesis
2006 : 447)

O vyvoji nadort rozhoduje rovnéz rovnovaha v produkci riznych isoforem LOX (pro- i pro-
tinadorov¢ pisobicich) a jejich biologicka aktivita (obr. 15-23). 12- a 15-LOX a jejich meta-
bolity podporuji priichod nadorovych bunék bunéénym cyklem. Jejich inhibice zpusobuje za-
stavu buné¢ného cyklu nasledovanou obvykle apoptozou (obr. 15-24). 12(S)-HETE se vaze
na receptory spojené s G-proteiny. Aktivace receptoru spousti vnitrobunécné signalni dréhy,
napt. ERK, PI3K/Akt, IP3/DAG zprostiedkujici funkéni odpovéd’ zahrnutou v progresi nado-
ru (obr. 15-25).
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Obr. 15-23 Uloha riznych lipoxygenaz (LOX) v rozvoji nadoru (Pidgeon GP et al Cancer Metastasis
Rev, 2007 : 503)
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Obr. 15-24 Metabolizmus LOX podporuje pruchod bunék bunéénym cyklem (Pidgeon GP et al Can-
cer Metastasis Rev, 2007 : 503)
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Obr. 15-25 Signalni drahy aktivované 12(S)-HETE (Pidgeon GP et al Cancer Metastasis Rev,
2007 : 503)

Eikosanoidy obecné plisobi na bunky prostiednictvim fady specifickych transmembranovych

receptorti spfazenych s G proteiny a aktivaci pfislusnych signalnich drah (obr. 15-26).
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Obr. 15-26 Syntéza eikosanoidi a jejich vazba na receptory spfazené s G proteiny (Wang D, DuBois
RN, Nature Rev Cancer 2010 : 181)

Ulohu metabolizmu VNMK v nadorovém onemocnéni podporuji nalezy zmén tohoto metabo-
lizmu a produkce zvyseného mnoZstvi metabolitd AA u fady nadort. Uroveti exprese jednot-
livych typti enzymu se 1isi podle typu a histologického stupné nadoru. Mitogenni a viabilitni
faktory (EGF, HGF atd.) a prozanétlivé cytokiny (TNF-o, IL-1) indukuji uvoliovani AA
a tvorbu eikosanoidu, které slouzi jako pfenasece nebo modulatory signalti regulujicich proli-
feraci a apoptdzu. Podporuji pak progresi nadoru indukci proliferace, prezivani, migrace

a invaze nadorovych epitelidlnich bunek (obr. 15-27).
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Obr. 15-27 PGE2 a LTB4 podporuji progresi nadoru indukei proliferace, pfezivani, migrace a invaze
nadorovych epitelialnich bunék (Wang D, DuBois RN, Nature Rev Cancer 2010 : 181)

15.4 INTERAKCE S BUNKAMI IMUNITN{HO SYSTEMU

Mnoho studii ukazalo, ze mnozstvi a typ tukii v dieté miize ovliviiovat funkce bunék imunitniho
systému. Patii k nim proliferace lymfocytii v odpoveéd’ na mitogenni signaly, cytotoxicka akti-
vita T-lymfocytl, NK bun€k nebo makrofagl, chemotaxe neutrofili a monocytii a exprese

hlavniho histokompatibilniho systému a ptitomnost antigend.

VNMK (n-3 a n-6) mohou ovliviiovat komunikaci buné€k imunitniho systému, ktera se usku-
teciiuje bud’ prostiednictvim chemickych mediator (eikosanoidy, cytokiny, NO atd.) nebo
pifimo kontaktem mezi bunkami prostiednictvim adhezivnich molekul. Existuje vzdjemna
stimulace produkce a plisobeni prozanétlivych cytokinti a eikosanoid. PG a LT odvozené od
AA a cytokiny jsou produkovany nddorovymi buiikami, stromalnimi butikami, endotelialnimi
burikami i buikami imunitniho systému a mohou pusobit autokrinné a parakrinné (obr. 15-
28). To pak vyus'tuje v podporu pieziti, proliferace, migraci, invazi, angiogenezi a imuno-

supresi (obr. 15-29).
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Obr. 15-28 PG a LT zprostfedkovavaji interakci mezi nadorovymi buiikami a buitkami imunitniho
systému (Wang D, DuBois RN, Nature Rev Cancer 2010 : 181)
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Obr. 15-29 Model prozanétlivych PG a LT v podpofe nadorové progrese (Wang D, DuBois RN, Natu-
re Rev Cancer 2010 : 181)
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15.5 UCINKY NESTEROIDNiICH PROTIZANETLIVYCH LATEK

(non-steroidal antiinflammatory drugs -NSAIDs)

Existuje fada ptirodnich a syntetickych latek, které maji schopnost inhibovat aktivitu enzymi
metabolizujicich VNMK. Nesteroidni antiflogistika patii mezi farmaka bézné¢ pouzivana
v Klinice k 1é¢bé bolesti a zanétu (aspirin, sulindac, indometacin, ibuprofen, piroxicam). Inhi-
buji aktivitu COX, produkci PGE2 a mohou mit preventivni a terapeutické u¢inky na rozvoj
nadort, zejména kolonu. Dilezity byl objev selektivnich inhibitordt COX-2 (tzv. coxibu), kte-
ré jsou Ucinn€j$i a nemaji takové nepiiznivé vedlejsi €inky jako latky, které inhibuji oba iz0-
enzymy. Dlouhodobé uzivani téchto latek vSak miize mit negativni u€inky, napt. na zaludecni
a stfevni sliznici ¢i srdecni ¢innost.

Bylo prokazano, ze NSAID mohou sniZovat proliferaci a indukovat apoptozu, avSak mecha-
nizmy mohou byt zavislymi i nezasvislé na aktivité COX. Uginky téchto latek mohou byt
ptimé (ovlivnéni signalnich drah, receptori ¢i transkripénich faktord, ptes které pusobi aktiva-
tory COX a metabolity AA) nebo neptimé zprotfedkované napt. zménami aktivity imunitniho

systému (lisi se G¢inky v systémech in vitro a in vivo).

Rovnéz u fady inhibitorid LOX (NDGA, esculetin, MK-886) byla prokazana schopnost sni-
zovat proliferaci a indukovat apoptézu fady nadorovych linii. Prokézalo se, ze produkty 5-
LOX funguji jako druzi poslové fady rtstovych a viabilitnich faktorti. Produkty 12-LOX se
zase uplatiuji v procesu invaze a tvorby metastaz tim, ze ovlivituji exprese proteaz ¢i adhe-

zivnich molekul.

15.6 MOLEKULARNI MECHANIZMY PUSOBENI N-3 VNMK
Vzhledem k prokazovanému protinadorovému pusobeni n-3 VNMK je velké sili vénovano

vyzkumu molekularnich mechanizmii G¢inkii. Jsou uvazovany zejména:

= zmény vlastnosti bunéénych membran (fluidita, lipidové rafty) a s tim souvisejici

zmeény v signdlovani nékterych faktort;

= suprese biosyntézy eikosanoidi odvozenych od AA ovliviiujici imunitni odpovéd’

a modulujici zanét, proliferaci, apoptoézu i tvorbu metastadz a angiogenezi,

= ovlivnéni signalové transdukce, tj. aktivity specifickych signélnich drah (PI3K/Akt,
ERK, p38), transkripénich faktorti (NFxB, PPARy, SREBP) a genové exprese piisobi-

ci zmény metabolizmu, bunééného riistu, diferenciace a apoptozy;

= zmény metabolizmu estrogent a redukce estrogeny stimulovaného riistu;
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= zvySena nebo snizend produkce volnych radikalt (kysliku i dusiku);

= mechanizmy zahrnujici citlivost k insulinu.
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Obr. 15-30 Mechanizmy pasobeni n-3 VNMK v buiice (podle Miles E.A. and Calder P.C., Proc Nutr
Soc 1998 : 277)

Zmény biofyzikalnich vlastnosti bunéénych membran provazeji procesy diferenciace
a apoptdzy sav€ich bunék a souviseji do zna¢né miry s modulacemi ve sloZeni, struktute, sy-
metrii a metabolizmu bunéénych lipidi. Byly pozorovany rozdily téchto vlastnosti u nadoro-

vych a normalnich bunék 1 u nddorovych bunék senzitivnich a rezistentnich k cytostatikam.

15.7 LIPIDOVE MEMBRANOVE MIKRODOMENY
V poslednich letech je vénovéana velkd pozornost specidlnim oblastem bunécné membrany,

tzv. lipidovym membranovym mikrodoménam — raftim a kaveolam.

Ty piredstavuji malé oblasti proteinit a lipidu v membrané s unikdtnim slozenim lipidii, bohaté
na cholesterol a sfingolipidy. Tyto struktury jsou funk¢né zahrnuty v kompartmentalizaci,

modulaci a integraci bunéénych signalti a tak moduluji dilezité procesy jako bunéény rist ¢i
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apoptozu. Dvojvrstva lipidil v raftu je asymetrickd, kde vnéjsi vrstva (,,exoplasmatic leaflet®)
je obohacena sfingomyeliny a glykosfingolipidy a vnitini vrstva (,,cytoplasmic leaflet™) obsa-
huje glycerolipidy. Rafty obsahuji proteiny upevnéné k dvojvrstvé acylovym koncem GPI
kotvami (napft. kindza Yes z rodiny Src) nebo pies transmembranové domény (virové proteiny

neuraminidaza a hemaglutinin — HA) (obr. 15-31).

Ran

Obr. 15-31 Model organizace lipidovych rafti a kaveol modifikujicich aktivaci membranovych recep-

torti a signalnich proteint v plazmatické membrané (Simons K and Ikonen E, Nature 1997 : 569)

Sfingolipidy se lisi od ostatnich fosfolipidi svymi dlouhymi vétSinou nasycenymi acylovymi
fetézci, které jim dovoluji byt pevné sbaleny v dvojvrstvé a tvotit gelovou fazi, ve které je
velmi mald moZnost laterdlniho pohybu nebo diftize Tato gelova faze je ménéna piipojenim
cholesterolu, ktery kondenzuje uspotfadani sfingolipidi obsazenim prostoru mezi acylovymi
fetézci (obr. 15-32). Tak sfingolipidové mikrodomény obsahujici cholesterol existuji
V podobé tekuté faze (,, liquid-ordered ), vyznamné fluidnéjsi nez faze gelova. Na druhé stra-
né, fosfolipidy jsou bohaté na nenasycené acylové fetézce, které jsou volnéji sbaleny, vyrazné
Sfluidnéjsi (, liquid disordered ) a umoziiuji tak rychly lateralni pohyb uvnitt dvojvrstvy. Tyto
rozdily pak pravdépodobné vedou k fdazové separaci mezi sfingolipidy a fosfolipidy. Sfingoli-
pidové mikrodomény plavou ve fosfolipidové dvojvrstvé (lipidové rafty). Cholesterol upied-

nostiuje ,,liquid ordered fazi a je zdsadni pro udrzeni obou fazi. Vné&jsi vrstva membrano-
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vych raftii je spojena s vnitini vrstvou bohatou na fosfolipidy a cholesterol. Velikost raft
a jejich doba pretrvavani neni zcela jasnd. Uvadi se elementarni velikost 26—70 nm obsahujici
jen nekolik tisic molekul vazicich nékolik malo proteint. Rafty selektivné zahrnuji nebo nao-
pak vylucuji nékteré proteiny a slouzi tak jako mechanizmus pro laterdlni déleni proteini
VvV membran¢. Umisténi €1 vylouCeni urcitych proteint (napf. receptorti, pienaSecl) ovliviiuje
pak jejich aktivaci. VNMK jsou zékladni slozkou lipidovych rafti a predpoklada se, ze napft.

DHA muze ¢aste¢né pusobit zvySenim fazové separace lipidii v membrang.
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Obr. 15-32 Struktura a slozeni lipidovych raftt (Whitfield J., Nature Reviews, 2004 : 1)
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Kaveoly jsou tvofeny proteiny kaveoliny tvoficimi vlasové smycky v membrané. Kaveolin je
21-24 kDa membranovy protein. Funguje jsko slozka membranovych systémi zprosttedkova-
vajicich molekularni transport, bunéénou adhezi nebo signdlni transdukci. ZajiSt'uje napf.
transport proteinti z endoplazmatického retikula (ER) k membrané a miize regulovat aktivitu
fady regulacnich a signalnich molekul, napi. ERK, Ras, Raf, PI3K/Akt, TGFB, Wnt/beta ka-
tenin, COX-2, cyklin D1. U fady nadort byly detekovany casté zmény kaveolinu-1 a to bud’
snizena exprese (nadory vajecnikd, plic a prsu) ¢i zvysend exprese (nddory prostaty, zlucniku
¢i kolonu). V nékterych ptipadech ptsobi jako supresor ristu nadoru, ale pfes rizné mecha-
nizmy muze prispivat i k vyvoji malignich struktur. PPARY je regulatorem exprese kaveolinu
Vv lidskych naddorovych bunikach

15.8 BUNECNY PRIJEM, TRANSPORT A AKUMULACE MK

Strukturalni integrita rafti a kaveol je zakladni také pro pfijem VNMK. MK jsou obecné va-
zany na albumin v séru a pfendSeny pies membranu difuzi nebo pomoci specifickych trans-
portnich proteinii (FATPs). Byla objevena fada proteinti zodpovédnych za aktivni prenos
mastnych kyselin - FATP 1-6 (fatty acid transport proteins). Jsou to acyl CoA ligazy, které
zrychluji pfijem MK jejich pfeménou na acyl CoA. Vykazuji riiznou tkanovou distribuci:

FATP1 v tukové tkani, FATP4 ve stievé, FATP2 a 5 v jatrech (obr. 15-33).
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Obr. 15-33 Transport mastnych kyselin do bunky (Marszalek JR and Lodish HF, Annual Rev Cell
Dev Biol 2005 : 633)

FAT/CD36 (88 kDa) je lipoproteinovy receptor v plazmatické (a pravdépodobné i mito-
chondrialni) membrané a je vazana v lipidovych raftech. Spolu s FABPpm (plasma mem-
brane-associated fatty acid-binding protein (43kDa) vazou MK na povrchu, zvysuji lokalni
koncentraci a usnadnuji tak diftzi. CD36 je zdaroven multifunkcni adhezni receptor pro trom-
bospodin a kolagen a ,,scavenger” receptor pro LDL (low density lipoprotein) exprimovany
na plateletech, monocytech ale i jinych typech bun¢k. Je exprimovan i enterocyty, myocyty ¢i
endotelidlnimi bunkami. Exprese FAT/CD36 je ovliviiovana myj. transkripcnim faktorem
PPARy. Zpétn€ FAT/CD36 kontroluje napf. diferenciaci adipocytl regulaci hladiny aktivatort
PPARy.

Uvnitt bunék zajistuji pfesun MK specifické vazebné proteiny FABP 1-17 (fatty acid bin-
ding proteins) pied vstupem do metabolickych ¢i signalnich drah. Mala ¢ast MK je transpor-
tovana FABP a rychle aktivovana membranovymi acyl-CoA syntazami (ACS1) a tvofi estery
acyl-CoA. MK s dlouhym fetézcem (> C22) jsou transportovany preferenc¢né a piimo konver-

tovany na estery acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem.
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Obr. 15-34 Transport mastnych kyselin pies cytoplazmatickou membranu a jejich pfenos v buiice

(Schwenk RW et al., Prostagl Leuk Ess Fatty A 2010 : 149)

Po dodani mastnych kyselin a jejich vstupu do buiky se v cytoplazmé tvoti utvary zvané lipi-
dové droplety (LD) nebo téliska (bodies). Jsou syntetizovana v ER, kde se tvoii a odlucuji.
LD tvorici nezavislé organely ohranicené monovrstvou fosfolipidit a napojenych specifickych
proteinii (rodina PAT proteinii). Uvnitr jsou zejména triacylglyceroly, které slouzi jako zdso-

badrna energie a zdroj signalnich molekul (obr. 15-35).
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Obr. 15-35 Tvorba lipidovych dropletti (LD) v endoplazmatickém retikulu (Martin S. and Parton RG,
Nature Rev Mol Cel Biol 2006 : 373)

LD hraji vyznamnou ulohui v udrzovani lipidové homostazy, metabolizmu lipidii a prenosu

vnitrobunécnych signalii. Je s nimi spojena ¢innost fady enzymi lipidového metabolizmu, alr

rovnéz dalSich signalnich molekul nebo cytokind (obr. 15-36).
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Obr. 15-36 Funkce lipidovych droplett a dilezité proteiny s nimi spojené (Bozza P et al., BBA
2009 : 540)

V netukové tkani zpiisobuje vysoké mnozstvi MK prostrednictvim lipidovych metabolitii a sig-
nalnich drah oxidativni stres a stres ER. Lipotoxicita zpisobuje dysfunkci mitochondrii a ER,
coz je klicovy mechanizmus jak nadbytek lipidi indukuje bunéénou smrt. Nasmérovani lipida

a jejich uchovani v lipidovych dropletech ptisobi cytoprotektivné (obr. 15-37).
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Obr. 15-37 Lipotoxicita (Brookheart RT et al, Cell Metab 2009 : 9)

15.9 DE]E NA MITOCHONDRIICH A OXIDATIVNi METABOLIZMUS

Zvysené mnozstvi VNMK vede ke zvySené produkei ROS a lipidové peroxidaci, coz vyvola-
véa oxidativni stres. Krom¢é ROS hraji v rozvoji nadort Glohu i reaktivni metabolity dusiku
(RNS), jejichz produkce je stimulovana aktivaci inducibilni syntazy oxidd dusiku iNOS.
Oxidativni produkty (aldehydy, hydroxynonenal) mohou pfimo oxidativné¢ poskozovat DNA
a pusobit mutace a genetickou nestabilitu, mohou také aktivovat specifické transkripcni fakto-
ry a ménit expresi gentl (aktivovat onkogeny), ovliviilovat mitochondrie a aktivitu apoptickych
proteint s nimi spojenych. Mohou také poskozovat lipidy (lipidova peroxidace) ¢i proteiny,
coz se muze ucastnit riznymi mechanizmy angiogeneze a tvorby metastdz. Zménéna redoxni
rovnovaha muze také podporovat rezistenci k chemoterapii (obr. 15-38). Na druhé strané
miize oxidativni poSkozeni likvidovat selektivné nadorové buniky na zaklad¢ jejich odlisného

oxidativniho metabolizmu a snizené antioxida¢ni ochrany.
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Obr. 15-38 Schematicky piehled Glohy reaktivnich kyslikovych radikala v karcinogenezi.
SOD, superoxid dismutaza;

OH, hydroxylovy radikal;

ADF, adult T-cell leukemia-derived factor;

GTS, glutation S-transferaza; GHS, glutation.

Ze souhrnu tfady studii se ukdzalo, Ze MK ptisobi v zavislosti na koncentraci. Nizké koncen-
trace mohou podporovat bunéény rust, kdezto vysoké koncentrace, diky zejména indukci oxi-
dativniho metabolizmu, mohou rtst tlumit a indukovat bunécnou smrt. ZvySena produkce PG,
ale podporuje proliferaci riznymi parakrinnimi i autokrinnimi mechanizmy (podpora produk-

ce cytokint, ovlivnéni vnitrobunéénych signalnich drah, imunosuprese) (obr. 15-39).

LIFIDA

PROLIFERACE
PROLIFERACE

PROSTAGLAMDINY
FROLIFERALCE

FEROXIDACE

n-b

: , KOWCENTRACE MASTNYCH KYSELIN KOMCENTRACE MASTMYCH KYSELIN a9 KOMCENTRACE MASTNYCH KYSELIM

Obr. 15-39 Oxidativni metabolizmus a nenasycené mastné kyseliny. Vliv na proliferaci nadorovych
bunék (,,Fatty Acid Paradoxes“) (D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6,
1984).
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VNMK, zejména n-3 DHA fyzicky interaguji s mitochondrialni membranou, méni jeji permea-
bilitu oteviranim MTP (membrane permeability pores) a snizuji tak membrdanovy potencial.
DHA je prednostné inkorporovana do kardiolipinu, fosfolipidu vnitini mitochondridlni
membrany. ZvySena polynenasycenost membranové dvojvrstvy (zejména nasledkem obsahu
DHA) méni fyzikalni vlastnosti, zvySuje molekularni aktivitu membranovych proteinii a me-

tabolickou aktivitu bunék, tkani a celého organizmu.

Kardiolipin (difosfatidyl glycerol, glycerolfosfolipid) tvofi hlavni sou¢ast membran mito-
chondrii. DHA se piednostné vestavuje do sn-2 pozice kardiolipinu, méni nenasycenost mi-
tochondrialni membrany a oxidativni metabolizmus (obr. 15-40). To souvisi s aktivitou cy-
tochrom ¢ oxidazy vazané na Kkardiolipin, s uvoliovanim cytochromu c a apoptdzou.
S lipidy mitochondrialni membrany reaguji rovnéz proteiny rodiny Bcl-2 (pro- i antiapoptic-
ké) a tak mohou VNMK modulovat jejich aktivitu (obr. 15-41).

CH;-0-C0-CH,-CH;-CH;-CH;-CH,-CH;-CH;-CH:CH-CH,-CH:CH-CH,-CH,-CH,;-CH;-CH;

[
CH-0-C0-CHy-CHy=CHy=CHy-CHo=CHa-CHo-CH: CH-CHo-CH: CH-CHy-CHo-CH-CH-CH;

CHy-0

|
_f_'r-]_J-f_}-'l‘._'l'l;

I | Thiz iz diphosphatidyl glvcerol or "cardiolipin® which was
o e originally 1golated from heart muscle, It stabilises phospho-
o CH-OH lipid bilayers and provides elecirical insulation under exireme
I conditions. It i3 also found in bacterial membranes,

HO-P-0-CH,
|

CH3-0

I
CH-0-C0-0Hy-CH=CHy=CHy-CH o= CHo-CHo-CH CH-CHo-CH: CH-CHy-CHo-CH-CH-CH;

I
CH;-0-C0-CH;-CH,-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH:CH-CH,-CH:CH-CH;-CH;-CH,;-CH,-CH;

» sn-1 - SFAs — LA, OA
» sn-2 — PUFAs — DHA

Obr. 15-40 Kardiolipin (Difosfatidyl glycerol, glycerolfosfolipid). Hlavni sou¢ast membran mito-

chondrii.
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Obr. 15-41 Reakce proteint Bcel-2 s lipidy mitochondrialni membrany (Sorice M et al., FEBSLetters
2009 : 2447)

15.10 DALS{ MECHANIZMY PUSOBENI n-3 VNMK

Jeden z mechanizmt protinadorového pusobeni n-3 VNMK zahrnuje také inhibici metaboli-
zmu AA kompetici o metabolizujicz’ enzymy. Jsou pak produkovany méné biologicky aktivni
(resolviny D a neuroprotektiny) (obr. 15-42). Timto zptisobem mohou n-3 VNMK ovlivnit i
produkei a funkci rznych cytokinii (zejména prozanétlivych). Studie na laboratornich zviia-
tech 1 u lidi ukazuji, Ze n-3 VNMK mohou ovlivnit (zvysit nebo snizit) produkce cytokinil
jako je TNFa, IL-1, IL-6 u makrofagl (existuji rozdily mezi aktivovanymi a rezidentnimi).
U lidi byla po pusobeni n-3 VNMK prokazana snizena produkce téchto cytokind. Toto proti-
zanétlivé a imunitni systém podporujici ptisobeni miize hrat ulohu i v karcinogenezi, jmenovi-

té u nadort kolonu, prostaty ¢i pankreatu.

270



[ Omega-6 ] [ Omega-3 ]

Arachidonic acid Eicosapentanoic acid Docosahexanoic acid

AA EPA DHA
cell-cell

[ : 8 XLOX-LOX l l
Prostaglandins Lipoxins Resolvin Es Resolvin Ds
Leukotrienes LXs RvEs RvDs

Aspirin-triggered LXs Neuroprotectins
ATL NPDs
Pro-inflammatory Lipid mediators Anti-inflammatory
class switching Pro-resolving

Progression and biosynthesis of new lipid mediator families

g Termination

-
»

Inflammation-Resolution (Time)

Obr. 15-42 Nov¢é lipidové mediatory odvozené od omega-3 PUFAS. Resolviny a protektiny (Serhan
CN and Chiang N, Br J Pharmacol 2008 : S200).

V posledni dobé bylo prokazano, ze VNMK typu n-3 a n-6 mohou odlisné ovliviiovat nejen
vlastnosti bunéénych membran a ptenos signalti do bunék, ale rovnéz drahy prenosu signalii,
které spojuji povrchové receptory s aktivaci transkripcnich faktori (hydrolyza membranovych
fosfolipidi a vznik druhych posli - DAG, ceramidy, aktivace PKC, zmény intacelularniho
Ca2+) nebo pfimou vazbou na vnitrobunécné receptory - transkripéni faktory a zménou jejich
aktivace, napt. NFkB, AP-1, myc, fos, jun nebo receptory pro steroidni hormony. Tak mohou
VNMK nebo jejich metabolity ovliviiovat expresi gent a regulaci dulezitych bunéénych pro-

cest (obr. 15-43).
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Obr. 15-43 Uginky omega-3 nenasycenych mastnych kyselin na rtist nadoru (Stehr SN and Heller AR,
Clinica Chimica Acta 2006 : 1)

NFkB je transkrip¢ni faktor, ktery reguluje syntézu cytokini jako je TNF, II-1, IL-2, IL-6
a INFB. Mastné kyseliny a jejich produkty rovnéz aktivuji jaderné receptory pro peroxizo-
mové proliferatory (PPARa, B/9, v), které piisobi jako transkripéni faktory, ucastni se regu-
lace lipidového metabolizmu a mohou ovliviiovat proliferaci, diferenciaci a apoptoézu riznych
typt bunék. N-3 VNMK aktivuji PPARY, ktery inhibuje signalni drahu NFkB a mohou inhi-
bovat toll-like receptor 4 (TLR4). Tyto regula¢ni drahy snizuji produkci prozanétlivych cy-

tokint a expresi adhezivnich molekul, coz vede napft. ke snizeni zanétu stieva (obr. 15-44).
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Obr. 15-44 Mechanizmy pusobeni n-3 PUFAs v zanétu stieva (Marion-Latellier R et al., Gut
2009 : 586)

Aktivatory PPAR jsou AA, LA a jejich derivaty, napt. LTB4 nebo 8S-HETE, které aktivuji
PPARa ,15-deoxy PGJ2 a 15-HETE aktivujici PPARy nebo PGI2 (prostacyklin) aktivujici
PPARP/S. PPAR funguji jako heterodimery s RXR a dal§imi koaktivatory a korepresory
a vazou se na specificky responsivni element DNA pfitomny v promotorové oblasti fady ge-

nd, které jsou takto transkripéné aktivovany (obr. 15-45).
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Obr. 15-45 Mastné kyseliny a jejich metabolity funguji jako aktivatory PPARs (Michalik L et
al., Nature Rev Cancer 2004 : 61)

Dalsimi transkripénimi faktory ovliviiovanymi VNMK jsou napt. SREBP (sterol regulatory-

binding proteins) nebo i estrogenni receptor.

15.11 PRAKTICKE ASPEKTY - KLINIKA
Z vyse uvedenych poznatktl vyplyva, ze existuji vzdjemné vztahy mezi vyzivou (jejimi lipido-
vymi slozkami), infekcnimi a zanétlivymi chorobami zprostiedkovanymi cytokiny i rozvojem

nékterych nadorovych onemocnéni (obr. 15-46).
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Obr. 15-46 Vzajemné vztahy mezi vyzivou a infekénimi a zanétlivymi chorobami zprostiedkovanymi

cytokiny (podle Meydani S.N., Nutrition 1998 : 8)

U pacientl s nadory se vyvijeji specifické klinické symptomy, které mohou byt ovliviiovany

vyzivou (obr. 15-47).

Ancrexia
Cehydration
Constipation

Hypercalcasmia \ /
Hyperglycaemia +————— @ » Asthenia

\\

Taste / smell alterations

Cachexia

Cysphagia

Hyperllpldemla Mausea / vomitting
Hypermetabolism

Anxiety, pain
depression

Obr. 15-47 Klinické symptomy vznikajici u pacientti v pribéhu nadorového onemocnéni (Roynette

C.E., Clinical Nutrition 2004 : 139)
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Z poznatkit ziskanych z epidemiologickych, experimentadlnich i cilenych klinickych studii
0 uloze a mechanizmech piisobeni VNMK p7i vzniku a rozvoji riznych onemocnéni véetné
nadorovych vychazeji pak dieteticka doporuceni smérujici zejména k uchovani zdravi a pre-

Venci onemocnéni, ale také k vyuZiti téchto latek v terapii.

Prevence Terapie
Pti chirurgickych zakrocich predoperacni
Epidemiologické studie peroralni nebo pooperaéni enteralni ¢i parente-
ralni dieta s -3 VNMK zlepsuje postoperacni
snizen4 incidence nador (kolonu) zanétlivou a imunitni odpovéd’ a snizuje infek-

V populacich konzumujicich velké mnozstvi |Cl.

®-3 VNMK z moftské stravy.
Dieta s -3 VNMK zlepsuje nadorovou ka-

chexii a kvalitu Zivota.

Experimentalni studie Kombinace se standartni terapii
= ®-3 VNMK inhibuji karcinogeny- (chemoterapie, zafeni)
indukovanou karcinogenezi;
= redukuji riist transplantovanych nado- = dieta s -3 VNMK netoxicky zplisob
rt u laboratornich zvirat; zvySeni ucinkl terapie;
= snizuji proliferaci a indukuji apoptozu = samotné pouZiti ®-3 VNMK uzite¢ny
u nadorovych bunék kolonu in vitro. piistup, jestlize je vylouCena toxicka

standartni terapie.

Klinické studie

EPA a DHA inhibuji proliferaci epitelidlnich
bungk kolonu u pacientd s adenomy
a vysokym rizikem naddorového onemocnéni.

U terapeutického vyuziti mluvime o tzv. nutriéni farmakologii, ktera vuziva tyto latky bud’
piimo jako terapeutika nebo zejména k podplrné terpii s ostatnimi léky nebo jako nosice 1€ki.
Cilend vyziva pfi uréitém onemocnéni muze riznym zplisobem podpofit boj organizmu

S touto nemoci (,,disease specific nutrition®).

SloZeni a vyuziti lipidovych emulzi

Obecné jsou VNMK obsazeny v lipidovych emulzich, které jsou soucasti parenteralni a ente-
ralni vyzivy 1 nadorovych pacientii (pooperacni stavy, podvyziva atd.). Tyto emulze vétSinou
piedstavuji smési ptirodnich oleji (vétSinou sojovy, kokosovy), emulgované fosfolipidy (va-
jecny lecitin, sojové fosfolipidy) a izotoniza¢ni ptisadu (glycerol). Vytvareji se tukové Castice

podobné chilomikronim (obr. 15-48).
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Components Intralipid Elolipid Lipofundin Nutralipid Nutralipid P
MCT/LCT MCT
Sovhean ail 200 200 100 100 200
Egg phospholipids 12 12 12 12 12
Glveerol 22 25 235 223 225
Coconnt oil {MCT) - - 100 100 -
a-tocopherol - - 02 - -
Fodinm ofeare - - 0.3 - -
Oleic acid - 0.30 - 0.45 - - -
Sodinm hvdroxide to pH 8 0.04 - 0.08 - - -
Water for injection to 1 Q00 L 000 1 000 1 000 1 000
Omegaven—obsahujerybiolej (omega-3 MK)

SMOFlipid —sdjovy, kokosovy, olivovy a rybi olej
Umeélé strukturalnitriglyceridy

Obr. 15-48 Slozeni klinicky vyuZivanych lipidovych emulzi v parenteralni vyzivé

V parenteralni vyZivé jsou aplikovany nitroziln¢ jako soucast tzv. ,.all-in-one* vaki a slouzi
zejména jakozdroj energie a esencidlnich MK. Mohou vSak byt vyuzivany i jako soucast en-
teralni i oralni vyZivy

Vyznam sloZeni tuku v parenteralni vyZivé pacienti

V oblasti nutri¢ni farmakologie mohou byt vyuzivany i jako farmaka na zaklad€ novych
poznatkl o regulacni uloze lipidi. MK jsou v lipidovych vyzivach obsazeny ve formé trigly-

ceridu (TG).

= LCT (“long chain” TG) jsou ziskdvany z rostlinnych olejii s vysokym obsahem
VNMK. Vétsinou je to sojovy olej s vysokym obsahem n-6 LA. Existuji i emulze, kte-
ré obsahuji n-3 VNMK jako je napt. Omegaven nebo SMOFlipid. Zdrojem n-3
VNMK mize byt jak rybi tak fasovy olej. S ohledem na mozné regulacni funkce
téchto slozek je dilezity pomér n-3 : n-6 VNMK zejména napt. s ohledem na protiza-
nétlivé ucinky. Cilem je tedy optimalizace sloZeni téchto emulzi s ohledem na diagno-

zu, zejména u onkologickych pacient.
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= MCT (“medium chain” TG) piedstavuji nasycené¢ MK (6-12 uhlikii) a slouzi piede-
v§im jako zdroj energie a pusobi proti supresi imunitnich a fagocytarnich funkci u sil-

n¢ stresovanych pacientli. Nékteré emulze jsou smésmi LCT/MCT.

Ukazuje se, zZe slozeni lipidovych vyziv mize mit vyznamné dopady na stav organizmu a jeho
boj s onemocnénim. Obecné ovliviiuje pooperaéni stavy, infekci, sepsi, hojeni ran a je proka-
zano, ze vyuziti n-3 VNMK jako soucésti téchto lipidovych vyziv mlize mit pozitivni G€inky,
ptispiva k ryhlejSimu zotaveni organizmu a zkracuje dobu pobytu v nemocnici. Duilezité je
prokazané pozitivni pusobeni n-3 VNMK ve stavu nadorové kachexie, kde se snizuje produk-
ce TNFa (kachektin), prozanétlivého cytokinu spojeného s kachexii a podporuje se ¢innost

imunitniho systému.

Bylo prokazano, ze slozeni lipidovych emulzi ovliviiuje spektrum lipidd v plazmé
I Vv membranach erytrocytd i bunék riznych tkani, pficemz metabolizmus a obrat fosfolipida
V membranéch transformovanych nadorovych bunék se zasadné 1i8i od bunck netransformo-
vanych. Na zékladé vyzkumi je zndmo, Ze zmény ve slozeni fosfolipidii membran méni jeji
vlastnosti (fluiditu, produkci volnych reaktivnich radikald a biologicky aktivnich metabolitii -
eikosanoidll), coz se dale odrazi ve schopnosti piijmu a pfenosu signala dulezitych regulac-
nich molekul s naslednymi G¢inky na dilezité biologické procesy jako jsou bunéény rust, di-

ferenciace a apoptdza a dale funkce bun€k imunitniho systému.

Zmé&ny membran, signdlovani a rustovych vlastnosti nadorovych bunék po piisobeni VNMK
mohou také vyznamné modulovat jejich citlivost k riznym terapeutickym zasahiim (chemote-
rapeutika, cytostatika) a mohou piispét k prekonani rezistence. Ukazuje se, Ze kombinace n-3
VNMK s n¢kterymi chemoterapeutiky (doxorubicin, fluorouracil, irinotecan, paclitaxel), které
maji fadu vedlejSich Uc¢inkid, umoZiuje snizit jejich davku, redukuje vedlejsi u€inky a kache-
xii. K 8irSimu vyuziti téchto dietetickych slozek je vsak potieba pfinést dalsi védecké diikazy

jak v experimentalni tak v klinické oblasti.

Kontrolni otazky k tématu:

= Které typy lipidii jsou vyznamné s ohledem na nadorova onemocnéni?
= Proc€ jsou n¢které nenasycené MK esencialni, vyjmenujte zékladni typy.
= Jaké metabolity vznikaji z jednotlivych typit VNMK?

= Kjakym zasadnim zmé&nam doslo v industrialni spole¢nosti vzhledem k lipidim ve
strave?
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Co koduje gen fat-1 a jak byl vyuzit ve vyzkumu?

Které jsou hlavni mechanizmy ptisobeni VNMK uplatiujici se v pribéhu karcinoge-
neze?

Jak byste koncipovali studii (napf. na hlodavcich) na diikaz pozitivniho ¢i negativniho
pusobeni urcitého typu lipidi na vznik a rozvoj nadoru?

Jaké zmény v lipidech a jejich metabolizmu byly pozorovany u nddorovych buné¢k ve
srovnani s normalnimi bunikami?

Co rozumis$ pod pojmem lipidom a lipidomika?

Co znamena lipogenni charakter nadorovych bun¢k a které molekuly jsou s touto
vlastnosti spojeny?

Popiste uvoliiovani a metabolizmus kyseliny arachidonové v burikach.
Které metabolity AA a jakym zplisobem se uplatiiuji v rozvoji nadorta?
Kter¢ latky nazyvame nesteroidni antiflogistika a k ¢emu jsou vyuzivany?

Jaké jsou hlavni zndmé mechanizmy piisobeni n-3 VNMK na bunééné a molekularni
urovni?

Jaky vyznam maji lipidové membranoveé mikrodomény?

Jaké je jejich slozeni a ¢im je ovliviiovano?

Jakym zpiisobem funguje pfenos VNMK do bunék?

Co se déje s VNMK po vstupu do bunek?

Jaka je skladba a vyznam tzv. lipid droplets?

Jak chapes oxidativni stres a jak se na ném mohou podilet VNMK?

Kterda VNMK je vyznamna s hlediska funkce mitochondrii a proc?

Jakym zpisobem ovliviiuji n-3 VNMK metabolizmus kyseliny arachidonové?
Jaké transkripéni faktory jsou dilezité v souvislosti s pisobenim VNMK?
Co znamena nutri¢ni farmakologie?

Jak jsou poznatky o VNMK vyuzivany v klinice?

Které slozky by dle vaSeho ndzoru méla obsahovat vyziva onkologickych pacientii?
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16. PREVENCE, DIAGNOSTIKA A LECBA NADOROVYCH ONE-
MOCNENI

16.1 PREVENCE

Obecné je prevence (predchazeni) onemocnéni povazovana za nejlepSi zpusob boje
S chorobami. Nezanedbatelny je také ekonomicky aspekt, zejména tam, kde je 1é€ba velmi
draha a ne vzdy zcela uspésna, coz jsou pravé nadorovad onemocnéni. Prevenci se omezuje
incidence (vyskyt) onemocnéni, 1écbou pak lze snizit imrtnost na dané¢ onemocnéni (obr. 16-

1).
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leukemias and lymphomas r tdeaths per year
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Figure 23-2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Obr. 16-1 Incidence a timrtnost na nadorova onemocnéni (USA) (Figure 23-2. Molecular Biology of
the Cell, 4th Edition)

K tomu, abychom mohli provadét preventivni opatfeni a vyloucit faktory, které zpiisobuji
nebo pfispivaji ke vzniku onemocnéni, je nutné zkoumat a odhalovat konkrétni mechanizmy

vzniku a rozvoje téchto nemoci. S narastem poznatkt o genetickych i negenetickych faktorech

vvvvv

jednak v identifikaci genetickych abnormalit, zejména dédi¢nych, souvisejicich s uréitymi
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typy nadorovych onemocnéni a podchyceni jedinci nachylnych k onemocnéni. Na zéklade

cytogenetickych analyz nebo napt. enzymovych markert se vytvaieji a vyhodnocuji tzv. ,,fa-

mily trees (obr. 16-2).

Obr. 16-2 Dédi¢nost nadorovych onemocnéni. Mutace specifickych genii zptsobuji zvysenou nachyl-

nost (susceptibility) k ur¢itym typtim nadorti. Dtlezité jsou rodinné anamnézy (,,family trees®).

Od toho se odviji rovnéz Vylouéeni faktorti Vnéjéiho prostfedi a Zivotniho stylu, které by moh-
patii zejména koufeni, nezdrava strava, nedostatek pohybu, expozice chemickym latkam ¢i
zateni (ionizujici i UV). Existuje také fada faktort a latek, které mohou aktivné pasobit proti
onemocnéni, napt. fyzicka aktivita a zdrava strava obsahujici prospésné latky.

Primarni prevence inhibuje iniciaci bunék redukei toxicity nebo indukci detoxifikace. Sekun-
darni prevence redukuje pfeménu iniciovanych bunék v preneoplastické supresi proliferace

nebo indukci diferenciace nebo apoptozy. Terapie se potom zaméfuje na omezeni rozvoje

onemocnéni do progresivniho stadia (obr. 16-3).
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Obr. 16-3 Prevence a terapie (Scharlau D et al., Mutat Res 2009, 682:39)

Na vyuziti znalosti o prospé$ném pusobeni nékterych latek je zaloZzena chemoprevence (obr.
16-4). Jedna se o prirodni, ale i syntetické latky zasahujici v ranych fazich karcinogeneze.
Mnoho z téchto sloucenin je obsazeno piedev§im v ovoci a zeleniné. Laboratorni a epidemio-
logické studie u nich prokazaly napt. schopnost aktivovat detoxifika¢ni enzymy, antioxidaéni

ucinky, ale i fadu dal$ich mechanizmd.

ventive agent. But although it has clear-

ly been a boon to breast cancer patients, PROGRAMMED DEATH
tamoxifen has side effects, the most se- /"G;, OF ALTERED CELLS
rious of which are increased risks of 25 2 (APOPTOSIS)
uterine cancer and blood-clot forma- 4 ’4;0'?99
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Obr. 16-4 Chemoprevence a chemoterapie (Greenwald P., Scientific American 1996 : 96)

K ptirozenym latkam patii o-tokoferol, f-karoten, vitamin A a retinoidy (zelenina, ovoce),

dithiolthiony a sulforaphan (brokolice, kvétak, kapusta), genistein (soja), epigallocatechine
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gallate (zeleny ¢aj), curcumin (kari), polyfenoly (tmavé bobuloviny — ostruziny, borivky,
cerny rybiz), lykopen (rajcata), resveratrol (Cervené vino) i latky obsazené v Cesneku.
K uméle syntetizovanym chemopreventivnim sloucenindm patii napt. tamoxifen - antiestro-
gen — hojn¢ vyuzivany v prevenci u Zen se zvysenym rizikem vzniku nadoru prsu. Finasterid,
ktery blokuje pfeménu testosteronu na androgen, pisobi preventivné u nadorti prostaty.
DFMO (difluorometylornitin) blokuje aktivitu ornitin dekarboxylazy a ptisobi preventivné u
latky (NSAID) jako jsou aspirin, indometacin, diclofenac, piroxicam, sulindac a dalsi, z nichz
nékteré jsou vyuzivany pro prevenci rozvoje kolorektalnich nadort. Patii k nim inhibitory
cyklooxygendz (COX) zejména selektivni inhibitory COX-2. Na zaklad¢ znalosti mechaniz-
mu pusobeni jsou vyuzivany i ligandy riznych vnitrobunéénych receptorti napft. ligandy re-
ceptort pro retinoidy (RXR, RAR) nebo pro peroxisomové proliferatory (PPAR). Stale jsou

také vyhledavany nové moznosti na zaklad¢ strukturalnich studii (obr. 16-5).

Selective COX-2 Inhibitors  Selective Binding to RXR (Rexinoids}

HyC
— N
I )
H NS0,
Celecoxib LG 100268
SERMs PPAR-y Ligands

LY353381-HCI GW 7845

«HCI
{ :"—"*—n COOH

Obr. 16-5 Priklady syntetickych chemopreventivnich latek

16.2 DIAGNOSTIKA
Na zaklad¢ védeckych poznatki a rozvoje technologii se rozviji rovnéz moznosti v€asné dia-

gnostiky nadorovych onemocnéni.
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Krom¢ laboratornich vySetfeni (sedimentace erytrocytii, hematologické vysetieni, biochemic-

ka vySetfeni) je dnes jiz znama cela fada tzv. nadorovych markeru (tumor markers, TM)
(obr. 16-6).

Obr. 16-6 Biochemicka klasifikace nadorovych markerd (TM)

=  Humoralni TM (detekovatelné v télnich tekutinach)
o onkofetalni antigeny (CEA, AFP, CA 15-3 atd.)
enzymy (PSA, NSE, TK, LD atd.)
hormony (hCG, PRL, PTH, ADH atd.)
plazmatické proteiny (ferritin, B2M, paraproteiny aj.)
ostatni (HIAA, VMK atd.)
= Bunééné TM (ER,PR, HER2/neu atd.)
= Genetické TM (ATM, BRCA1/2, p53, Rb1 atd.)

©)
@)
©)
@)

Jsou to laboratorné prokazatelné znamky, od kterych se nddorové bujeni odviji (onkogeny,
nadorove¢ supresorové geny) nebo kterymi se nadorové onemocnéni projevuje (nadorové anti-
geny, produkty nadorovych bunék nebo reaktivni produkty nenadorovych bun¢k). V uz§im
(klinickém) slova smyslu piedstavuji latky stanovitelné v krvi, moci nebo tkani, které maji
vy$Si hodnotu u ndadorovych onemocnéni. Jsou pouzivané k zpresnéni diagnozy, sledovani
priibéhu terapie a casnému zdchytu relapsu onemocnéni. Mohou byt produkovany piimo
buitkami naddoru nebo buitkami nenadorovymi v reakci na ptitomnost nadoru, ale mohou byt

nékdy zvySeny 1 z nenadorovych pficin.

Nadorové markery miizeme d¢lit podle mista produkce, specifi¢nosti, chemické struktury
a biologického charakteru. Existuje fada rutinné pouzivanych nadorovych markerti (CA 15-3,
CEA, proliferacni a cytokeratinové markery), stejné jako téch, jejichz prognosticky a predik-
tivni vyznam v séru je pfedmétem diskuse (HER-2/Neu, uPA, PAI-1, metaloproteinazy a je-
jich inhibitory apod.). Detaily existuji v doporucenich odbornych spolecnosti European Group
on Tumor Markers (EGTM), American Society of Clinical Oncology (ASCO) a National
Academy of Clinical Biochemistry (NACB).

Nadorové specifické nadorové markery souvisi s pfitomnosti urcité nadorové tkané. Vzhle-
dem k tomu, ze se produkce TM u riznych nadorovych tkani zna¢né piekryva, je specifita
nizka. Jsou vhodn¢ ke sledovani remise nadorového onemocnéni a ¢asné diagnozy relapsu
onemocnéni: napi. CEA (karcinom gastrointestinalniho traktu - GIT); CA19-9 (karcinom

pankreatu); CA125 (karcinom ovarii) aj.
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Tkanové specifické nadorové markery souvisi spise s urcitou tkani, ve které mize probihat

patologicky d&j (napf. rist nadoru). Casto byvaji zvyseny z nenadorovych piicin (napt. PSA u

muzu — prostata; hCG a AFP — zarodec¢na ev. jaterni tkan)

Priklady nadorovych marker:

Nazev CA je odvozen z komerénich setli pro jeho urCovani (carbohydrate antigen) hlavné

Z nadoru zlazového epitelu a epitelu mlécné zlazy.

CA 15-3: zvySen u karcinomu prsu — senzitivita 75 %, specifita 90 %, n¢které nadory
GIT. Falesna pozitivita mozna u hepatopatii, cholangoitidy, plicnich nemoci, renalnich

poruch, gravidity.

CA 19-9: zvySen u karcinomu pankreatu, zaludku, prsu, kolorekta. Falesna pozitivita —

obstrukéni ikterus
CA 72-4: zvysSen u karcinomu zaludku, jicnu, plic a ovarii.

CA 125 zvysen u karcinomu ovarii a je vyuzivan pro screening u Zen s ovaridlnim
karcinomem v rodinné anamnéze a sledovani 1é¢by karcinomu ovarii. Falesna poziti-
vita zjiSténa u benigni afekce ovarii a endometria, hepatopatie, pankreatitidy, v t¢ho-

tenstvi, béhem menstruace.

SCCS (quamous cell carcinoma) antigen je zvySen u dlazdicobunécnych CA

Vv ruznych lokalizacich

TPA/S (tkanovy polypeptidovy antigen) je smé&s asi 20 fragmentl cytokeratind. Je to
marker proliferace a jeho plazmatickd hladina odpovida ristu rlznych karcinomi

(hlavn¢ karcinom moc¢ového méchyte, hlavy a krku)

CYFRA 21-1 fragmenty cytokeratinu 19 — specifi¢téjsi pro nemalobuné¢ny karcinom
plic.

Antigen mucinéznich karcinomia (MCA): marker karcinomu prsu, jeho vzestup je

diive nez CA 15-3. Uziva se jako potvrzeni pti zvySeném CA 15-3.

Onkofetalni antigeny:

AFP: a-fetoprotein - zvySen u nonseminomt, u ostatnich germinalnich nadoru (testi-
kularni nadory, teratom) a u hepatocelularniho karcinomu (hCC), kde je az 95% senzi-
tivita. ZvaZuje se screeningové vySetfovani u rizikovych skupin (cirhotici, hepatitida B

aj.).

CEA: karcinoembryondlni antigen — zvysen u nejcastéjsich typt nadort (obr. 16-7).
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Obr

. 16-7 Karcinoembryonalni antigen CEA

rodina 36 glykoproteinli na povrchu membran bunék fady organii ektodermalniho pt-
vodu, zejména GIT

bézné vytvaren v epitelialnich bunikach béhem fetalniho vyvoje, ovliviiuje bunéénou
adhezi, funkce neni pln¢ znama

ma nepiimy imunosupresni vliv na T lymfocyty

polocas 7—14 dni

norma do 3 mg/l u kufaki do 5 mg/l

muze byt zvySen u cirh6z a u zanéta GIT

produkce u kolorektalniho, prsniho, plicniho a ovarialniho karcinomu a metastatické-
ho postizeni jater

pokles CEA po 4. tydnu po zakroku svéd¢i o ispéchu

Enzymy

Klinicky signifikantni mize byt zvySeni enzymatické aktivity enzymi nékterého organu nebo

nadprodukce fetalnich enzymi

PSA: prostaticky specificky antigen — zvySen u nadoru prostaty (obr. 16-8)

. 16-8 PSA prostaticky specificky antigen

biochemicky se jedna o serinovou proteazu

produkovan normalnimi i nddorovymi buiikami prostaty

naprosta vétsina secernovana do tekutiny produkované semennymi vacky, kde pfispi-
va ke zkapalnéni ejakulatu

zvySen u karcinomu prostaty, ale 1 pfi/po jinych fyziologickych/patofyziologickych
jednotkach (nejcastéji ejakulace, p.r. vySetfeni pied odbérem)

referen¢ni hodnoty stoupaji s vékem (<2,5 pg/l< 50let; <5 ug/l 50-60let; 8,5<
ng/1>60let)

hodnoty nad 10 pg/l — 50% riziko karcinomu

v plazmé piitomny jak volny PSA(fPSA) tak vazany PSA, jejich soucet se nazyva to-
tal PSA (tPSA) — pomér fPSA/tPSA usnadiuje diagnostiku — nad 25 % — pravdépo-
dobné benigni 1éze; pod 10 % spiSe maligni etiologie 10-25 % zo6na piekryvu

asi 20 % ca prostaty ma PSA v normé!!!

NSE: neuron specificka enolaza — zvysena u neuroblastomil, retinoblastomu, malig-

niho melanomu, malobunécného karcinomu plic.
LD: zvysen u testikuldrnich nadort, leukemii

ALP: zvySen u sarkomtl, karcinomu prostaty (prostaticka frakce)
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= GMT: zvysSen u metastatického postizeni jater (obecné), u alkoholikt, obstrukce zlu-

éovodu

* K thymidinkindza pfedstavuje nahradni cestu syntézy DNA. Byva zvySena u leuke-

mii, lymfomu, nemalobunéénych nadort plic

Hormony
= hCG lidsky choriovy gonadotropin je placentarniho pivodu s gonadotropnimi Géin-
ky. Zvysen u tumorl trofoblastu, choriokarcinomu — 100 % senzitivita, germinalnich

nadort testes a ovarii; t€hoténstvi. Vuziti pro screening ohrozenych osob.

Plazmatické proteiny

= Ferritin byva zvySen u mnohocéetného myelomu, AML
= B2 mikroglobulin zvysen u mnohocetného myelomu, CLL, lymfomu

Ostatni
= Kyselina vanilmandlova VMA je produkt degradace katecholamind a stanovuje se

VvV moc¢i u funkénich nadora nadledvin.

Bunécné nadorové markery
= HER2/neu se stanovuje u karcinomu prsu a jeho zvySena exprese znaci zvySenou pro-
lifera¢ni aktivitu a tak horsi prognozu. Je cilem monoklonalni protilatky trastuzumab

(Herceptin), ktery se aplikuje na zakladé¢ zjisténé HER2/neu pozitivity nadoru.

Genetické nadorové markery
Patfi sem pro nador charakteristické genetické zmény jako jsou nékteré typické genové

mutace ¢i chromozomalni abnormality.

= p53: "strdazce genomu" nddorové supresorovy gen regulujici bunécény cyklus. Utastni
se zastavy bunécného cyklu, reparace DNA a indukce apoptdzy. Jeho mutace se vy-
skytuji u vice nez 50 % nadort. Tzv. Li Fraumeni syndrom je zdédéna mutace zodpo-

védna za zvySeny vyskyt karcinomu prsu, sarkomi apod.

= BRCA 1 (breast cancer type 1 susceptibility protein) je marker karcinomii prsu
a ovdrii, odpovédny za reparaci DNA. Prvni dikaz existence byl podan v r. 1990.
BRCAI je exprimovan v bunkéch prsu a jinych tkani, kde se Gc¢astni reparace DNA
nebo likvidace bun€k pokud DNA neni reparovana. Pokud je nefunkéni, poskozena

DNA neni fadné reparovana a tim roste riziko vzniku nadord.

287



= BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility protein) protein je nachazen uvniti bu-
n¢k a gen patii do skupiny nadorové supresorovych gentl. Protein se ucastni reparace

chromozomalniho poskozeni a ma dualezitou tlohu pti bezchybné reparaci dvojitych

zlomu v DNA.

Analyza exprese onkologickych markeru

Nadorové buiiky se od normalnich zdravych bunék lisi na molekularni urovni svym expresnim
profilem, tj. Ze nadorova bunka exprimuje jiné geny ze své vybavy, coz se projevi zménou
mnozstvi a spektra exprimované mRNA. Vysetienim exprese vybranych markerti Ize urcit za-
kladni diagnézu a pfitomnost metastdz, tzn. urceni typu, rozsahu neboli stupné pokrocilosti
nadorového onemocnéni. Je k tomu vyuzivana metoda polymerazové retézové reakce
vV realném ¢ase (RT-PCR), pomoci niz se detekuji nadorové bunky v primarnim tumo-
ru, v krvi, kostni dfeni ¢i v lymfatickém systému pacienta. Tato metoda umoziuje zjistit nado-
rové builky v koncentraci, ktera je hluboko pod detekénim limitem standardnich vySetfova-

cich metod (imunohistochemie, pritokova cytometrie aj).

BéZn¢ pouzivand je fada biochemickych metody detekce: radioimunologickd (RIA), enzym
vazajici imunosorpéni (ELISA). Ke stanoveni jsou vétSinou VyuZivany komer¢ni kity a auto-

matické analyzatory.
Soucasti vySetieni byva i cytologické a bioptické vySetieni (pre- nebo postoperacni).

Dtlezité je rovnéZz vySetieni stavu bunééné Kkinetiky. Sleduji se pocty mitoz (mitoticky in-
dex), apoptoza, syntéza DNA a jsou vyuzivany rizné metody od autoradiografickych (inkor-
porace 3H-tymidinu), pfes metody cytochemické (specialni barveni, speifické protilatky proti
antigeniim spojenym s proliferaci jako je Ki-67, PCNA, stanoveni AgNOR az k modernim
metoddm cytometrickym (fluorescencni a konfokalni mikroskopie, pritokovd cytometrie
a sortovani) a molekularn€ biologickym (Southern, Nothern a Western blotting pro analyzu
DNA, RNA a proteinil). Polymerazova tetézova reakce spociva v amplifikaci malych frag-
mentd DNA, vytvafeni cDNA knihoven z malého mnozsvi mRNA (PCR, RT-PCR), hybridi-

zace in situ a microarrays.

K pouzivanym zobrazovacim metodam patii ultrasonografie (vySetfeni ultrazvukem, nein-
vazivni), rentgenové vySetieni (kontrastni vySetfeni, mamografie — screening a diagnostika
rakoviny prsu), magnetickd rezonance (zejména vysetieni mozku a michy). Poc¢itatova tomo-

grafie (CT) je schopna odhalit 90 % lozisek mensich nez 1 cm. Radionuklidové vysetrovact

288



metody vyuzivaji izotopy (scintigrafie, emisni tomografie). Endoskopické vysetieni pak odha-

luje nadory v télnich dutinach.

Klasifikace nadorovych onemocnéni
Urceni rozsahu onemocnéni je dulezité pro volbu lécebné strategie a pro odhad progndzy

onemocnéni. Existuje jednotny klasifikaéni systém TNM:

= T (tumor) 1-4 —rozsah primarniho nadoru

= N (noduli) 1-3, 0, X — stav regionalnich miznich uzlin

= M (metastases) 0, 1 — informace o metastazach
Histopatologicky grading G1 — 4, X oznacuje stupen diferenciace.

Dalsi nezdvazné deskriptory jsou stadium choroby (staging) I. — IV i hodnoceni télesné zdat-

nosti (funk¢ni staging)

U néekterych nadord je formulovan soubor prognostickych znaki, tzv. mezinarodni prognos-

ticky index (IPI).
Ndadory jsou biologicky charakterizovany na riiznych urovnich.

= Klinické — staging (jeden z nejsilngjsich prognostickych faktort), sledovani pieziti

a lécebné odpovedi
* Organoveé — sledovani odpovédi naddoru na 1é€bu

= Tkanové — histologicka charakteristika, grading, tkdnova architektonika, vaskulariza-

ce, expresni profily — imunohistochemie, in situ hybridizace
= Bunécna — funkcni testy, obsah DNA, prolifera¢ni a apopticka aktivita

= Molekularni — cytogenetické a genetické charakteristiky nadorovych a somatickych

bunék

16.3 LECBA
K zékladnim lécebnym metodam patfi u nddorovych onemocnéni chirurgie (solidni nado-
ry), ozarovani, chemoterapie a novéji biologicka terapie. V soucasné dob¢ se vétsinou po-

uziva jak kombinace téchto pristupii, tak kombinace riznych léciv.

K nejvyuzivanéjsim chemoterapeutickym latkam patri:
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= platinové derivaty

= antimetabolity (metotrexat, fluorouracil)

= inhibitory topoizomeraz (doxorubicin, etoposid)

= alkyla¢ni ¢inidla (cyklofosfamid)

= rostlinné alkaloidy (vinblastin, paclitaxel)

Tyto latky piisobi na zaklad¢ rGznych mechanizmi, z nichZ mnohé jsou jesté predmétem

vyzkumu (obr. 16-9).

ANTIMETABOUITES

Some anticancer compounds act as
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actions of a Iiving coll. A prme example
of such & orug is methotrexate, which is
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acid. Methotrexate functions, in part, by
Binding 10 80 enzyme (orange) rormally
involved in the comversion of folic acid
P20 two of the buildng blocks of DNA,
8300in0 and guaning. This drug thus pro-
vents cells from dividing by incapacitat:
g ther stility 10 construct new DNA,
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Examgples: methotrexate, fluccouracs,
gemeitabine

Families of Chemotherapeutic Drugs
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opart Into two strands. This separation Is
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Zymes to roattach the broken ends cause
pervasive DNA strand breaks
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process that couses
these cells to die.

Examples: doxorubion, CPT-11
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chemicals will

1riggor colular

sucide.

Examples: cyclophosphanice,
chorambucd

PLANT ALKALOIDS

Certain substances derived from plams can
prevert ool division by binding 1o the peotein
tubulin, Tubelin, a5 its name implies, forms
microtubuiar fibers ( pink) that help 1o orches-
trate coll division, These fibers pull cuplicat:
od DNA chromasomes to either side of the
parental col, ensuring that oach daughter
coll rocoives o 1ull set of genetic blueprints.
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vont colis from dividing successiuly,
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Examples: vinblastine, vinorefine,
pacitanel, docetaxel
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Obr. 16-9 Chemoterapeutické latky. Chemoterapeutika zabraiuji mnozeni bunék nebo indukuji

apoptozu riznymi mechanizmy. Antimetabolity, inhibitory topoizomerdz a alkyla¢ni ¢inidla blokuji
syntézu DNA. Rostlinné alkaloidy blokuji mitotické déleni. (Hellman S. and Vokes E.E., Scientific
American 1996 : 118)

Biologicka terapie je charakterizovana hledanim novych piistupli na zdklad€ poznani mecha-

nizmu. Jedna se o:

= Stimulace obrannych mechanizmt hostitele vcetné specifickych a nespecifickych

imunologickych pfistuptl (imunoterapie) (obr. 16-10).
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Obr. 16-10 Terapeuticka modulace imunitniho systému nemocnych s nadorovym bujenim (Krejsek J.

a Kopecky O., Klinickd imunologie 2004)
= Strategie cilené pfimo na zménu nadorového riistu a diferenciace s vyuZzitim ristovych
faktorii a genetického inzenyrstvi umoznujiciho ovlivnéni kli¢ovych gent.
= Angiogenni terapie, ktera je cilena proti vaskularizaci nadort atd.

Podpiirna (symptomaticka) 1é¢ba nema za cil smrt nadorovych bunék, ale usiluje o co nej-

lepsi kvalitu zivota nemocnych (zmirnéni obtizi vyvolanych nddorem a 1écbou)
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Paliativni 1écba je komplexni podpiirna 1é¢ba u pacientll s pokroc¢ilym nevylécitelnym one-

mocnénim

Cilem kurativni 1é¢by je vyléeni nemocného, kdezto cilem nekurativni 1écby je sice zabijeni
nadorovych bunek, ale nema ambice vyhubit v§echny (z diivodi pokrocilé faze onemocnéni,

rezistence na 1écbu atd.)

Adjuvantni 1é¢ebné postupy oznacuji chemo- nebo radio-terapii u t€ch nadort, kde je pted-
pokladana ptitomnost mikrometastdz. Nutnym piedpokladem je chemosenzitivita nadoru.
Neoadjuvantni postupy spocivaji v predoperacni 1écbé s cilem zmenSit primarni naddor pred
chirurgickym vykonem

Pti 1é¢bé radio- ¢i chemoterapii se u nadorového onemocnéni (nehemopoetického) ¢asto vyu-
ziva autotransplantace. Spociva v odbéru zdravé kostni diené nebo krve a izolace kmeno-
vych bunék ¢i progenitort (nékdy s podporou piislusnych rastovych faktora). Po 16€b¢€ nésle-

duje zpétna transplantace pro obnovu krvetvorby (obr. 16-11).
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Obr. 16-11 Transplantace (Christansen J.C., Scientific American 1996 : 124)

V budoucnu se na zakladé intenzivniho vyzkumu pocitd rovnéz s vyuzitim transplantace

riznych typd tkanové specifickych kmenovych bunék (human stem cells — HSC) (obr. 16-
12).
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Obr. 16-12 Tvorba emryonalnich kmenovych bunék pfenosem jadra somatické bunky do enukleova-

ného oocytu. Bunky ziskané z takto vytvorené blastocysty lze vyuzit k transplantaci, ptip. s vyuzitim

predchozi genové terapie k napraveé genetickych poskozeni. (Mayhall E.A. et al., Curr Opin Cell biol
2004 : 713)

Izolace HSC z kostni diené a nasledna transplantace umoziuje rekonstituci ¢ervené i bilé
krevni fady u nadorti, imunologickych deficienci, metabolickych poruch ¢i hemoglobinopatii.
Epitelialni buiiky mohou byt kultivovany a transplantovany jako autologni zdroj epitelialnich

kmenovych bun€k u popalenin, viedi a genetickych poruch kiize. Dopaminergni neurony
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odvozené od embryondlni neuralni tkané¢ mohou byt transplantovany pii Parkinsonové choro-

b& (obr. 16-13).
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Obr. 16-13 Vyuziti transplantace tkanové specifickych kmenovych bunék (Mayhall E.A. et al., Curr
Opin Cell biol 2004 : 713)

Vznik a vyvoj nadort je slozity dé&j, ktery zavisi na ptekonani fady restrikénich mechanizmu
na urovni genomu, bunky, tkané i celého organizmu a ktery pro svou komplexnost vyzaduje
pfi planovani terapie individudlni pristup (tailoring therapy) na zéklad€ poznanych biologic-

kych charakteristik.
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Incidence nadorovych onemocnéni se stale zvySuje. Piesto je dlouhodoba mortalita témét
konstantni diky vyraznym lé¢ebnym a diagnostickym pokrokim. Véasnd diagnostika one-
mocnéni nekolikandasobné zvysuje uspésnost lécby. S tim souvisi 1 osvétova ¢innost a indivi-
dualni ptistup K riznym preventivnim vySetienim (mamografie, test na okultni krev ve stoli-

ci, kolonoskopie a dalsi), ktera jsou vefejnosti nabizena.

Rozviji se také nové 1écebné postupy, vznikaji novd chemoterapeutika, je vyuzivana kombino-
vand terapie a jsou aplikovany nové poznatky o biologii nadorové buriky.
Stim souvisi rovnéz hledani novych prognosticko/prediktivnich faktora umoznujicich
piesnéjsi rozdéleni nemocnych do rizikovych skupin.
K zlepseni vySe uvedenych pfistupti jsou vyuzivany poznatky specialnich obort, jako je pre-
diktivni onkologie a molekularni patologie.
Prediktivni onkologie je klinicky orientovany onkologicky vyzkum vyuZzivajici metod bu-
nécné a molekularni biologie. Je pfinosny pii hledani novych 1é€ebnych postupt a 1é€iv sme-
rovanych na kli¢ové genetické zmény umoznujici transformaci normalni somatické buiky
V nadorovou.
Jsou to predevsim

= poruchy buné¢ného cyklu,

= poruchy v aktivité/mnozstvi receptort pro rustové faktory,

= exprese protiapoptickych faktora a

= nesmrtelnost nddorovych bunék vazana ¢i nevazana na expresi telomerazy.
Chromozomalni a geneticka analyza nadorovych bunék je dileZitym faktorem pro pro-
gnozu a individualizaci 1écby. Problémem jsou zvlasté solidni nadory, kde jsou cytogenetické

znalosti minimalni napf. ve srovnani s hematologickymi malignitami. V praxi se jedna o sta-

noveni ploidity DNA, chemosenzitivity in vitro, cytogenetické a genetické vySeteni atd.

Molekularni patologie se zabyva studiem procesti souvisejicich se vznikem a rozvojem cho-
rob, a to na Urovni nukleovych kyselin a proteinti, respektive jinych molekul, které jsou jimi
regulovany. Vyuziva technik molekuldrni biologie a vysledky jsou davany do kontextu
s nalezy dalSich biomedicinskych oborii. Umoziiuje odhalovat poc¢atky nemoci a nahlédnout

az na genovou uroven.

Vyznam sloZeni tuki v (par)enteralni vyzivé pacienti
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Z poznatkii o ucincich lipidovych slozek vyzivy, zejména vysoce nenasycenych mastnych
kyselin (VNMK), pro rozvoj nékterych typti nadorovych onemocnéni vyplyva i vyznam téch-
to latek pro terapii. VNMK jsou obsazeny nejen ve strave, ale jsou soucdsti lipidovych emulzi
pouzivanych jako soucast umélé vyzivy pacientll (pooperacni stavy, kachexie atd.), jak bylo
jiz uvedeno v kapitole 15. Aplikaci téchto latek by méla byt vénovana nélezitd pozornost

v souvislosti s diagnozou, 1é¢bou a rozvojem nadorového onemocnéni

16.4 MECHANIZMY PUSOBENi CHEMOTERAPEUTIK

Mechanizmy ptisobeni rliznych typl cytostatik jsou stdle pfedmétem vyzkumu. Patfi knim
zejména mechanizmy ovlivnéni bunééného cyklu a indukce apoptozy, aktivace ¢i inaktivace
specifickych onkogenti, nadorové supresorovych gent a transkripénich faktorti i souvislost
s oxidativnim stersem a stresem endoplazmatického retikula (ER), napf. po plisobeni platino-
vych komplexd, antracyklinti, bleomycinu, kamptotecinu ¢i alkylaénich ¢inidel. Pozornost je

vénovana rovnéz faktorim rozeznavajicim poskozeni DNA a mechanizmim reparace DNA

(obr. 16-14).
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Obr. 16-14 Schéma drah cytotoxického plisobeni cisplatiny a faktory uplatiujici se v rezistenci (Cer-

ven¢) (Kohno K. et al, European Journal of Cancer 2005 : 2577)

Cisplatina a dalSi paltinové derivaty jsou napi. zacileny primarné¢ na DNA jako soucast
chromatinu a tak zplsobuji strukturdlni zmény porusujici funkéni kooperaci nadorovych
supresort, nehistonovych chromozomalnich proteint, histond, chromatin remodelujicich fak-
torQ, faktort reparujicich DNA a transkripénich faktorii. Ze slozek chromatinu rozeznavaji
cisplatinou modifikovanou DNA histon H1, TATA vazebny protein a HMG (high mobility
group) proteiny (obr. 16-15). Pasobeni platinovych cytostatik zahrnuje vSak i dalsi bunécné

cile, které jsou predmétem dalSiho vyzkumu.
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Obr. 16-15 Molekularni interakce spojené s DNA a genovou expresi. Cisplatina aktivuje transkripéni
faktory, faktory reparace DNA, faktory rozeznavajici poskozeni, nadorové supresory a faktory remo-
delujici chromatin, které interaguji a tvoti komplexy, které funguji v jadre. Léky mohou ménit inter-

akeni profily. (Kohno K. et al, European Journal of Cancer 2005)

Apoptdza indukovand chemoterapeutiky mize fungovat pies receptory smrti (DR) nebo pies

mitochondrialni drahu, mnohdy i kombinované (obr. 16-16).
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Cellular damage by antineoplastic agents initiates the process of apoptosis
by causing release of cytochrome ¢ from mitochondria or by activation of
death receptors. These proapoptotic events result in activation of unique
proteases, caspase 8 and caspase 9, which are termed initiator caspases
because they activate other caspases (effector caspases) that carry out
disassembly of the cell.

Obr. 16-16 Dv¢ drahy aktivace apoptozy chemoterapeutiky Chemoterapeutika aktivuji apoptozu pies

mitochondridlni drahu nebo ptes aktivaci receptort smrti (,,death receptors*)

Stimulace DR specifickymi ligandy (DIL) z rodiny TNF jako je Fas ligand (CD95/Fas)
nebo TRAIL vybudi agregaci receptoru a pfipojeni adapterové molekuly FADD a kaspazy 8
kaspazy. Mitochondridlni draha souvisi se zménami na mitochondriich a uvolnénim
apoptogennich faktorti jako je cytochrom c do cytosolu, kde se vytvati komplex - apoptozém
sloZzeny z cytc/Apafl/kaspaza-9. Protein Smac podporuje aktivaci kaspdz neutralizaci inhibi¢-
niho uc¢inku inhibitort IAP, zatimco AIF pisobi kondenzaci DNA. Propojeni obou drah se

muze dit ptes protein Bid. Aktivace kaspaz je negativné regulovana na trovni receptorti pro-
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teinem FLIP blokujicim aktivaci kaspazy-8 a na urovni mitochondrii proteiny z rodiny Bcl-2
a IAP. AIF uvolnény z mitochondrii mtze po translokaci dojadra vyvolévat fragmentaci DNA

nezavisle na kaspazach (obr. 16-17).

Activation of A tosis Pathways by Anticancer Therapy

Obr. 16-17 Signalni drahy apoptozy indukované chemoterapeutiky (Debatin K.M. and Krammer P.H.,
Oncogene 2004 : 2950)

Expozice bun€k velmi nizkymi davkami chemoterapeutik ma minimélni efekt na viabilitu

nebo bunéény cyklus diky dostatecnym schopnostem reparacniho systému opravit poSkozeni.

Ve vyssich koncentracich v zavislosti na pfitomnosti nebo nepiitomnosti kontrolniho bodu

v G1 (souvisejiciho s expresi p53) se vyskytuji 2 typy odpovédi (obr. 16-18 a 16-19):
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Obr. 16-18 Prichod buné¢nym cyklem. Obecné schéma ucinkl vzristajici koncentrace protinadoro-
vych latek poskozujicich DNA na bunécny cyklus a apoptozu. (Blagosklonny M.V., Oncogene
2004 : 2967)
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Obr. 16-19 Pusobeni protinadorovych terapeutik — zavislost typu bunééné smrti na davce
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= Vv ptipadé¢ funkéniho kontrolniho bodu je bunéény cyklus zastaven v G1 dokud nedojde
k opravé poskozeni nebo dochazi ke spusténi apoptozy pii velkém rozsahu poskozeni

(po vysokych koncentracich) nebo netispé$né reparaci.

= jestliZe je kontrolni bod nefunk¢ni (napft. pii mutaci p53) bunky vstupuji do S faze, ale

postup (DNA replikace) je suprimovana podle koncentrace latky.

= Vv pfipad¢ bunék ptipravenych (,,primed*) k apoptoze, dojde k apoptoze rychle (3-6
h, ,,immediate apoptosis) u prahovych hodnot koncentraci, slabé nad t€mi, které

kompletn¢ inhibuji progresi S faze.

» Vv piipad¢ ,,non-primed* bunék vede prodlouZena suprese priuchodu bunéénym cyk-
lem (defective progression) Kk rtistové nerovnovaze, sekundarnim zménam, nasled-
nému nastartovani a pozdni apoptéze. Tato apoptéza vykazuje Casto atypické
vlastnosti, komplikované ristovou nerovnovahou a sekundarnimi zménami meta-

bolizmu.

» pii jest¢ vysSich koncentracich ptekracujicich farmakologickou davku dochézi
k nekroze.
Cilem optimalni terapie je maximalni ucinnost na nadorové buiiky (zvySena apoptoza) a zdro-

ven Setrné pusobeni na bunky normdlni (obr. 16-20).

More apoptosis of
Cancer cells Less apoptosis of
‘ Normal cells
Toxicity

Efficacy

Increased efficacy + reduced toxicity = therapeutic benefit

Obr. 16-20 Vhodna strategie pro uspé$nou nadorovou terapii
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Nadorové tkan¢ maji, analogicky jako normalni tkané, proliferujici ¢ast populace a cast popu-
lace neproliferujici, kterd se sklada z klidovych bunék v GO fazi nazyvané n¢kdy také popu-
lace kmenovych neoplastickych bunék (cancer stem cells — CSC). Tyto buiky je obtizné
znidit, protoze jsou rezistentni k cytostatickému pusobeni zafeni nebo chemoterapeutik. Urci-
tou dobu po ozafeni nebo chemickém pisobeni vstupuji znovu do cyklu a jsou zdrojem ob-
novy nadorového rustu. CSC jsou dilezité pro snizeni rizika nadoru, brzkou detekci, pre-
venci 1 terapii. Detekce faktor sekretovanych iniciovanymi SC mize pomoci brzké detekci.
Indukce apoptézy ¢i diferenciace SC plisobi preventivné. Selektivni eliminace CSC nebo blo-

kovani jejich sebeobnovy, napt. inhibici Hedgehog, Notch ¢i Wnt signalnich drah, vede

vvvvvv

A. Carcinogenesis B. Clinical Interventions C. Predicted Outcomes
taamess e s “FPFRPFER
S — Risk reduced tissue

TOOFEE ) ey TR

Obr. 16-21 Klinicka implikace modelu nadorovych kmenovych buné¢k (CSC) (Wicha M. S. et al.,
Cancer Research 2006 : 1883)

Opakovana cytostaticka terapie a kombinovana terapie (s vyuzitim humoralnich faktord,
imunologickou indukci, atd.) pfedstavuji hlavni ptistupy jak dostat do cyklu i klidové buiiky,
a pak ucinné inhibovat jejich rist. Kli¢ovou otdzkou vSak ziistdva volba nejvhodnéjsiho ¢aso-
vého intervalu mezi jednotlivymi aplikacem, k ¢emuz slouzi rizné matematické modely. Kli-

dové bunky ptezivaji mnohem lépe, protoze béhem dlouhého ¢asového intervalu mezi cyto-
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statickym ptisobenim a DNA replikaci a délenim chromozémt je poskozeny geneticky mate-

rial reparovan.

Rychle rostouci nadory jsou citlivé na cytostatickou terapii, frakce neproliferujicich bu-
nek je mald, buiikky maji kratkou generaéni dobu. Opakovanym plsobenim lze ptevést klidové
buniky ve f4zi GO znovu do cyklu a G¢inné inhibovat rist (lymfomy, seminomy, nékteré leu-
kémie).

Pomalu rostouci nadory maji pirechod bunc¢k ze zasobni populace GO fizen negativni
zpétnou vazbou. Tento mechanizmus udrzuje vzdy minimalni hladinu téchto bunék, ze kte-
rych se populace vzdy obnovuje. Tyto nddory jsou rezistentni na cytostatickou terapii a je
velka pravdépodobnost vzniku rezistentnich klont. Bunky pomalu rostoucich nadori maji

dlouhou genera¢ni dobu (karcinom tlustého stfeva, zaludku, plic, sarkomy).

16.5 MECHANIZMY VZNIKU REZISTENCE K LECIVUM
Velkou piekazkou uspésné 1éCby je Casty vznik a rozvoj rezistence k lé¢ebnym latkam. Ta

muize vznikat riznymi mechanizmy (obr. 16-22):

Bunécné mechanizmy lékové rezistence

O O Snizeny prijem
o o ‘.O ....... : 1é&iva . O O ‘.ﬂ - O
O Zvysené vylucovani
léciva

o
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.
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o .
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() Aktivované lécivo

© Inaktivované lécivo Zmeéna cile

: i Detoxifikace léciva

wwwuwsy Obvykla draha inhibice cile ....... » Riizné typy rezistence
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Obr. 16-22 Bunééné mechanizmy 1ékové rezistence (podle Saves I. and Masson J.M., Cell Mol Life

Sci 1998 : 405)

= snizeni vnitrobunééné koncentrace latky diky zménénému piijmu do nitra buiky, zvy-

Senému vylucovani z buiiky nebo rozlozeni v burnce,

= zvySena bunécné detoxifikace (inaktivace),

= kvalitativni nebo kvantitativni zmény bunécného cile (enzymu),

= neschopnost preménovat latku na aktivni formu,
= zvySena inaktivace latky,
= zvySend reparace DNA,

= poruchy v drahach apoptozy.

Mnoho téchto mechanizmi muiize pusobit soucasné a jsou bud’ pfirozené pritomny v bunce,

nebo vznikaji de novo béhem choroby a lé¢eni. Vylucovani latky z buiky je spojeno s aktivi-

tou specifickych proteinti nebo proteinovych komplexi uvniti cytoplazmatické membrany

(obr. 16-23).

Bl MDR ool

Obr. 16-23

Ruzné modely 1ékové rezistence

A) Geneticka zména v nadorové buiice
indukuje MDR (multidrug resistance)

a vytvari se rezistentni klon,

B) Mala populace kmenovych bunék

V nadoru exprimujici transportéry léciva
preziva chemoterapii a repopuluje nador,
C) Ziskana rezistence - kmenova buiika
exprimujici transportéry pieziva terapii,
kdezto komitované burniky hynou,

D) Mutaci pak vznika v populaci piezi-
vajicich kmenovych bunék rezistentni
fenotyp,

E) vnitini rezistence — jak kmenové bun-
ky tak rizné diferencované buriky jsou
dédicné rezistentni, takze terapie ma
maly efekt. (Dean M. et al., Nature Rev
Cancer 2005 : 275)
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Predpokladaji se dva zdkladni mechanizmy vzniku rezistence k chemoterapii: a) selekce, ktera
zahrnuje tkanovée specifickou expresi genti spojenych s 1ékovou rezistenci a heterogenitu na-
dort, b) indukce, kdy protinadorové latky aktivuji pfenos signali a transkripénich faktori
podnécujicich pifechodnou expresi genu 1ékové rezistence a gent spojenych s apoptdzou (obr.
16-24). Priklady transkripénich faktori spojenych s Iékovou rezistenci jsou uvedeny na (obr.
16-25). Jsou to faktory fungujici v rozeznani a reparaci poskozeni DNA, regulaci bunécéné

proliferace, nadorvé hypoxii, syntéze glutationu ¢i v angiogenezi.
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Obr. 16-24 Mechanizmy l1ékové rezistence: selekce a indukce (Kohno K. et al. European Journal of
Cancer 2005 : 2577)
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Sclected transcription factors assocrated with drug resstance

Franscription  Sclected target genes Sclected interacting Drug resistance Other functions References

factor factors

oMyc Bax, p53. YB-1 Spl, Max CDbp Cell proliferation [47.48,85)

NF-xB Fas/Fas ligand, MDRI 1B, ¢-Jun CDDP, Pachtaxel, Angiogenesis [49,50)
DOX. 5-FU

AP-1 (¢-Jun) GST=, MDRI, ERCCI NF-xB Angiogencsis and sensitivity 10 CDDP (525586

pS3/p73 Bax, MDRI HMGIL, YB-1, p300  CDDP Cell-cycle arrest and DNA repair [56-5987)

HIF-1a MDRI DNA-PK Tumor hypoxia [7.60.88-90)

Spl MDRI, Topoisomerase lla  p3X0) TAS-103, DOX Cell prohferation [1791)

ATF4 ZNF143 CDbp Glutathione biosynthesis [68)

YB- MDRI, Topoisomerase Hlx  pS3, PONA CDDP, MM( Damage recognition [3987]

ZNF 143 mtTFA Cbbp Damage recognition [69)

SFU, S-luorouracil; AP-1, activator protein-1; ATF4, activating transcription factor<d; CDDP, cisplatin: DNA-PK, DNAdependent protein

kmase; DOX, doxorubicin: GST, glutathion-S-transferase; HIF-la, hypoxia-induaibk factor-1a; HMG, high mobility group: I-xB, inhibitor-kappa

B: MDR, multi-drug resistance; MMC, mitomycin C; mtTFA, mitochondna transcription factor A; NF-xB, nuclear factor-kappa B; PONA,

proliferating cell nuclear antigen; Spl, speafiaity protein-1; YB-1, Y-box binding protein-1; ZNF 143, zinc finger 143

Obr. 16-25 Piiklady transkripénich faktorti spojenych s 1ékovou rezistenci (Kohno K. et al., European
Journal of Cancer 2005 : 2577)

Plisobeni 1éku v cilovém misté je pak ovliviiovano fadou dalSich dé&jt a podminek (obr. 16-
26). Multilékova rezistence (MDR - ""multidrug resistance') k nadorové chemoterapii je
spojena se zvysenou expresi Pgp (P170) glykoproteinu (membranova adenosin trifosfataza -
ATPéza) se Sirokou specifitou. Transportuje endogenni substance (toxiny, metabolity, odpad,
hormony atd.). Farmakologicka funkce spociva v protekci proti cytotoxickym latkam. Mecha-
nizmus MDR je poslednich 20 let intenzivné studovan. Byl izolovan lidsky gen MDR1 na

chromosomu 7. Tento gen kdduje Pgp a jeho exprese je spojena s MDR fenotypem.
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Obr. 16-26 Determinanty pisobeni 1éku v cilovém misté¢ (Roden D.M. and George A.L.Jr., Nature
Rev Drug Discovery 2001 : 37)

Bunééna detoxifikace. Zakladni roli v rezistenci nadorovych bunék k riznym cytotoxickym
latkam hraje glutation (GSH), coz je vnitrobunéény tripeptid obsahujici cystein a pfitomny
v savc¢ich bunkach ve vysokych koncentracich. Zvysena konjugace s GSH je hlavnim mecha-
nizmem vyvoje rezistence. Hlavni skupinou detoxifikaénich enzymui jsou glutation-S-
tranferazy (GST) zastoupené Ctyfmi znamymi izoenzymy. ProtoZe katalyzuji konjugaci
s GSH, je hladina jejich exprese hlavnim faktorem urcujicim senzitivitu bun¢k. GSH 1 GST
mohou zptisobovat rezistenci i jinymi mechanizmy nez konjugaci, napit. GSH mutize modulo-
vat reparacni funkce DNA a tak kontrolovat rezistenci napt. k cisplatin€. Pro 1écebné ucely se

vyuzivé inhibitortt GSH (indometacin, piriprost).

Rezistence k chemoterapii zprostiedkovana zménami bunééného cile. Patii sem napf.

zmény topoizomerazy II, kterd je zasadni pro replikaci DNA a ktera je cilem interkala¢nich
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latek jako je adriamycin, actinomycin D nebo neinterkalacnich latek jako jsou etoposid nebo
teniposid. Rezistence muze byt zpisobena zménou hladiny topoizomerazy Il nebo expresi

mutovaného enzymu.

Zvysena hladina enzymu dihydrofolatreduktazy (DHFR) je ptiCinou rezistence k antifolato-

vym latkam jako je metotrexat.

Zmény tymidilat syntazy (TS), ktera je cilem ptisobeni 5-fluorouracilu, mohou zptisobit dva
mechanizmy rezistence: zmény afinity TS k Iékim diky substituci jedné aminokyseliny nebo

zvysena aktivita TS.

Diilezitym mechanizmem rezistence mize byt rovnéz zvySeni reparacni funkce DNA. DNA
je cilem riznych cytotoxickych latek. Pfimou nebo neptimou vazbou k DNA zpiisobuji tyto

latky zmény v DNA a genomové poruchy vedouci k bunééné smrti.

Jednoducha alkylacni cinidla se kovalentné vazi k DNA a tvofi vnitro- 1 mezifetézcové vazby.
Derivaty kovi jako je cisplatina tvofi také podobné vazby. Cisplatina obecné porusuje DNA
indukci vnitrofetézcovych vazeb mezi N7 atomy dvou sousednich guaninii a v mensi miie
indukci mezitetézcovych vazeb a monoadukti. Dalsi cytotoxické latky jsou schopny nekova-
lentné se vmezefovat do DNA. Ackoliv vSechny tyto interakce s DNA jsou potencialné letal-
ni, rozsah bunécné smrti je ovliviiovan rozdily v rozsahu reparace. Existuje inverzni vztah

mezi bunécnou reparaci a cytotoxickou senzitivitou.

Reparacni procesy DNA jsou velmi komplexni a zavisi na typu poskozeni. Jejich regulace se
ucastni na 200 riznych genidi. Maji velky vyznam pro nadorovou chemoterapii, protoZe jsou
zahrnuty v rezistenci k velkému poctu cytotoxickych latek, zejména téch, které nejsou ovliv-

nény MDR fenotypem.
Jsou rozeznéavany tii hlavni typy reparace DNA:

Reverze poSkozeni je nejjednodussi biochemicky pochod obnovujici integritu DNA. O6 —
alkylguanin DNA alkyltransferaza pfispiva hlavnim dilem k rezistenci k alkylacnim ¢inidlim.
Inhibice enzymu vyznamné zesiluje cytotoxické ucinky latek. Bohuzel, tento zasah miize na
druh¢ stran€ indukovat nadory, protoze tento enzym zabraiiuje karcinogennim ucinkiim tfady

molekul.

Excise poslozeni specifickymi glykosylazami nasleduje po specifickém posSkozeni bazi
s naslednym vyfiznutim DNA a doplnénim pomoci polymeraz a ligdz. Exprese téchto enzymu

je u rezistentnich bunék pozitivné regulovana.
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Postreplikacni reparace umoziuje napravu vaznych poskozeni DNA. Jestlize nejsou pied
replikaci opraveny, zptisobuji tato poskozeni replikacni blok. Buitkky obnovuji syntézu DNA
V jiném replika¢nim bod¢.

Vyuziti inhibitoru reparace DNA miize zlepsit terapii. Patii sem inhibice specifickych enzymu

jako je DNA polymeraza nebo topoizomeraza II.

K uspésnosti chemoterapie prispiva fada faktord. Mezi n¢ patii také farmakologické faktory,
které zabranuji adekvatni expozici latkou v misté piisobeni. Zde rozhoduje zplisob podavani
1¢ku (koncentrace a doba) a dale morfologické podminky (absorpce, metabolizmus, vaskulari-
ta a okyslicovani tkané), které ovlivituji biodostupnost 1é¢iva (obr. 16-27). V soucasné dobé
se rozvijeji specifické metody dodani lékii do cilového mista, jako jsou napft. liposomy. Toho

lze vyuzit i v ptipadé tzv. genové terapie (obr. 16-28).
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Obr. 16-27 Determinanty dodani 1éku do cilového mista (Roden D.M. and George A.L.Jr., Nature Rev
Drug Discovery 2001 : 37)
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Obr. 16-28 Liposomy a genova terapie. Liposomy jsou vyuzivany v genové terapii (a) a k cilenému

dodani latky k nddorovym buiikdm majicim pfislusné povrchové receptory ¢i antigeny (b).

Kromé téchto faktord, které mohou byt ovlivnény pfizpisobenim reZimu, existuji rizné bu-
nééné mechanizmy odpovédné za nizkou €1 vysokou hladinu rezistence. Na rezistenci se mo-
hou vyznamné podilet poruchy indukce bunééné smrti apoptdzou (blok apoptozy). Na zaklade
vyzkumu detailnich mechanizmt fizeni apoptozy lze pak vyuzit latky cilené na jeji odbloko-
vani na riznych trovnich signalt (posileni proapotickych molekul a inhibice antiapoptickych
molekul), coz muze vést k posileni u¢inkti daného cytostatika (obr. 16-29). Inhibice kli¢o-

vych signalnich drah je dalS$im modernim terapeutickym ptistupem. K takovym latkam patii
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napft. inhibitory specifickych kinaz, které zaroven zastavuji bunécény cyklus a tak mohou

chranit normalni bunky (obr. 16-30).

a dru b C
drug target drug target drug target
Block of ll Bloek—n| Block 1

Apoptosis 1

apoptdsi; 3 W apoptosis

Obr. 16-29 Bloky v indukci apoptdzy jsou jednim z cilti pfekonani 1ékové rezistence (Blagosklonny
M.V., Oncogene 2004 : 2967)
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Obr. 16-30 Cykloterapie. Normalni buiiky podléhaji apoptdze, kdezto nadorové bunky byvaji k

apoptdze rezistentni. Modulaci pomoci inhibitorii kinaz se stava nadorova bunka k apoptoze citliva.
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Zaroven je normalni burika zastavena v buné¢ném cyklu a chranéna pied uéinky 1é¢iva. (Blagosklonny

M.V., Oncogene 2004 : 2967)

Jednim z takovych cilt je skupina kinaz PI3K (phosphoinositide 3 — kinases), které reguluji
bunécnou odpovéd’ zahrnujici mitogenni signaly, pfezivani a riist, metabolickou kontrolu,
cytoskeletalni pfestavby a migraci. S t€émito procesy je spojuje fada dalSich molekul, napf.
kinaza Akt (PKB). Ta aktivuje nebo inhibuje fadu molekul uplatiyjicich se v regulaci, tran-

skripce, bunééného cyklu ¢i apoptozy (obr. 16-31).
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Obr. 16-31 Centralni uloha drahy PI3K v bunééném ristu, proliferaci, pfezivani a motilité. (Marone
R. et al. Biochimica et Biophysica Acta 2008 : 159)

Dalsi molekulou je mMTOR (mammalian target of rapamycin). Aktivace drahy
PI3K/Akt/mTOR zahrnuje ztratu funkce nadorové supresorového genu PTEN, amplifikaci
nebo mutaci PI3K a Akt, aktivaci receptorli pro ristové faktory a expozici karcinogeny.
mTOR je klicovym regulatorem translace proteini. Pozornost je tedy soustfedéna na prirodni
a syntetické inhibitory této drahy, kterych existuje v souc¢asné dobé¢ jiz velké mnozstvi. Jsou

vyuzivany zejména kombinace ruznych ldtek inhibujicich proximalni ¢ast (inhibitory recepto-
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i pro rustové faktory a onkogenti) s distalni inhibici Akt nebo mTOR. Dalsi ptistup je dudlni
inhibice paralelnich signalnich drah zabranujici aktivaci redundantnich drah pteziti. Inhibice
této drahy miize byt také kombinovéna s jinymi typy cilil v€etné inhibitorti histon deacetyla-

zovych komplexi, proteazomu nebo cyklooxygenazy 2 (obr. 16-32).
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Obr. 16-32 Kombinované pfistupy vyuzivajici inhibitory drahy PI3K/Akt/mTOR. (LoPiccolo
J. et al. Drug Resistance Updates 2008 : 32)

Dalsi drahou Casto deregulovanou u nadort je Ras/Raf/MEK/ERK mitogeny aktivovana pro-
tein kinazova draha (MAPK). Zprostfedkovava bunéénou odpovéd’ na rizné ristové signaly.
Casté jsou mutace B-Raf vedouci ke konstitutivni aktivaci MAPK pii absenci ristového sig-

nalu. Velké usili je vénovano hledani specifickych inhibitord komponent této drahy (obr. 16-
33).

Targeting Ral MEX srd PISKPOKAM
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Obr. 16-33 Mista ptisobeni nizkomolekularnich inhibitorti signalnich drah. Zasahy do signalnich drah
Raf/MEK/ERK a PI3K/Akt mohou mit dramatické Gi¢inky na fadu molekul regulujicich rist a apopto-
zu (McCubrey J. A. et al., Biochimica et Biophysica Acta 2007 : 1273)

16.6 ULOHA P53 V PREDIKCI ODPOVEDI K CHEMOTERAPII
p53 je 53-kD jaderny fosfoprotein, ktery funguje jako transkrip¢ni faktor. Je to produkt 20-kb

genu lokalizovaného na kratkém rameni lidského chromosomu 17 a funguje jako nadorove

supresorovy gen.

Hlavni fyziologické funkce jsou:
= regulace bunécného cyklu v kontrolnich bodech G1/S a G2/M
= indukce apoptozy
= stabilizace genomu

p53 kontroluje odpoveéd’ bunek na genotoxicky stres indukovany riiznymi podnéty. Ovlivituje
rust a viabilitu pes transkripcni aktivaci nebo represi fady genti jako jsou p21 (zastava rustu),
gadd-45 (reparace DNA), bax, bcl-2, bcl-x, ¢d95 (apoptoza), mdm?2 (zpétnovazebna regulace
aktivity p53). Asi 60 % nddorii obsahuje mutovany typ p53, coz zpusobuje jeho zvySenou sta-
bilitu nebo ztrdtu aktivity (obr. 16-34).

TP53 mutation prevalence (as recorded in the IARC Database, R7)

e
€50/ a1 S 15
€Ol O e C 1t LI I
head & N e C K 1
PERIGEERg
el
gy
bladder b —————
STOMa C 1
e f—————i

V7 1

breast 00— ———"7——"—

uterus I

soft tissue sarcomas I
osteosarcomas I
hematologic cancers I
prostate I
kidney m——
testis MEEEE—————
thyroid m———
uterine cervix IE——

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
% mutated

Obr. 16-34 Frekvence mutovaného p53 u riznych typti nadort. (Figure 9.4, Weinberg R. A., The Bio-
logy of Cancer (© Garland Science 2007))
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Ztrata aktivity divokého typu (wild-type) p53 je hlavnim prediktorem absence odpovédi na

radioterapii a chemoterapii u riiznych typi nadorit (0br. 16-35).
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Obr. 16-35 Piezivani u nadort s riznym statusem p53. (Figure 9.5, Weinberg R. A., The Biology of
Cancer (© Garland Science 2007))

p53 zvysuje chemosenzitivitu podporou apoptodzy na transkripci nezavislymi nebo zavislymi

mechanizmy (obr. 16-36).
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Obr. 16-36 Uginky ionizujiciho zafeni na normalni (A) a nadorové buiiky (B). (Figure 23-43. Molecu-
lar Biology of the Cell, 4th Edition.)

Aktivuje transkripci proapotickych genti jako je bax nebo suprimuje transkripci antiapoptic-
kych geni jako je bcl-2. Indukce smrti pies ligandovy systém povrchového receptoru
CD95(Fas) a Fas ligandu ¢i dalSich induktorti bunééné smrti (TNF, TRAIL) mtze také zahr-
novat cesty kontrolované p53 (obr. 16-37).
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Table 9.2 Examples of p53 target genes according to function The expression of genes in this table is induced by p53
unless otherwise indicated.

Class of genes Name of gene Function of gene product

P53 antagonist MDM2/HDM2 induces p53 ubiquitylation

Growth arrest genes p219e1 inhibitor of CDKs, DNA polymerase
Siah-1 aids B-catenin degradation
14-3-30 sequesters cyclin B-CDC2 in cytoplasm
Reprimo G, arrest

DNA repair genes p53R2 ribonucleotide reductase—biosynthesis of DNA precursors
XPE/DDB2 global NER
XPC global NER
XPG global NER, TCR
GADD45 global NER ?
DNA pol x error-prone DNA polymerase

Regulators of apoptosis BAX mitochondrial pore protein
PUMA BH3-only mitochondrial pore protein
NOXA BH3-only mitochondrial pore protein
P53AIP1 dissipates mitochondrial membrane potential
Killer/ORS cell surface death receptor
PIDD death domain protein
PERP pro-apoptotic transmembrane protein
APAF1 activator of caspase-9
NF-x8 transcription factor, mediator of TNF signaling
Fas/APO1 death receptor
PIG3 mitochondrial oxidation/reduction control
PTEN reduces levels of the anti-apoptotic PIP,
Bcl-2 (repression of) its expression
IGF-1R (repression of) its expression
IGFBP-3 IGF-1-sequestering protein

Anti-angiogenic proteins TSP-1 (thrombospondin) antagonist of angiogenesis

Obr. 16-37 Cilové geny pusobeni p53 a jejich funkce. (Table 9.2, Weinberg R. A., The Biology of
Cancer (© Garland Science 2007))

p53 muze snizovat chemosenzitivitu podporou
a) zastavy rustu zavislou nebo nezavislou na p21,
b) reparace DNA a diferenciace,
C) zvySovanim transkripce antiapoptickych genti jako je bel-X.

Ukazuje se, Ze u€inky zménéného statusu p53 na chemosenzitivitu zaviseji na bunééném kon-
textu. Porucha funkce p53 u normalnich bun¢k mtze spiSe zvySovat nez snizovat chemosenzi-

tivitu. Transformované bunky, které maji wild-type p53 maji tendenci stét se rezistentnimi.

Jednim z budoucich zpisobt terapie specificky cilené na buiiky s abnormalnim p53 by mohl
byt napt. geneticky modifikovany virus, ktery by se mnozil a tak by ni€il jen nddorové bunky

s mutovanym p53 (obr. 16-38).
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Obr. 16-38 Vyuziti funkce p53 proteinu k selektivni likvidaci nadorovych bunék pomoci geneticky
modifikovaného viru. (Oliff A. et al., Scientific American 1996 : 144)

16.7 PREDIKTIVNI MARKERY

Pro diagnostické hodnoceni i pro vyhodnocovani u¢inkd terapie jsou vyuzivany rizné predik-
tivni €1 prognostické markery.

Proliferacni aktivita a nadorovy riist

Rust vyjadiuje celkové zvySeni poctu bunék jako vysledek nardstu bun¢k s proliferacni aktivi-
tou a ztraty bunék apoptézou nebo nekrdzou. Proliferacni aktivita je vysledkem priichodu
bunék bunécnym cyklem. Mechanizmus odpovédny za proliferacni aktivitu (P) je rychlost
bunécného cyklu, kterd je v inverznim vztahu ke generacni dobé (T) na jedné stran¢ a na dru-

hé strané je ve vztahu k podilu bunék vstupujicich do cyklu, tzv. ristova frakce (G).

Matematické vyjadreni vztahu je P = G/T
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Vysoka proliferacni aktivita je tak disledkem bud’ velké rastové frakce nebo kratké generacni

doby nebo obojiho.
Cas zdvojeni (Td doubling time) nadoru (bez ztraty bun&k) je definovan jako
Td =T (log 2/log (G+1)

Kratky ¢as zdvojeni je tedy vysledkem bud’ kratkého bunécného cyklu nebo vysoké rustové

frakce nebo obojiho.

Proliferacni markery

Pro stanoveni proliferace bun€k byly diive pouzivany techniky inkorporace znacenych ana-
logli nukleotidi do DNA jako markerti bun¢k v S-fazi bunééného cyklu, tj. syntetizujicich
DNA. Patii sem 3H tymidin (detekovany autoradiograficky nebo scintilacng) nebo
bromdeoxyuridin (BrdU, detekovany imunohistochemicky ¢i pritokovou cytometrii). Ne-
vyhodou je omezené pouziti in vivo, radioaktivita, dlouhé ¢asy pro vyhodnoceni i subjektivni

kriteria.

Nejstarsi metodou vyhodnocovani proliferace je mitoticky index (MI) — mikroskopické
pocitani mitotickych figur na preparatech. Mitdzy vSak predstavuji jen €ast proliferujicich
bun¢k a délka mitdzy je variabilni zejména u aneuploidnich nddor. MI jen ¢aste¢né koreluje
s dalsimi markery proliferace jako je procento bun¢k v S-fazi. To je mozno stanovit nejlépe
pomoci priitokové cytometrie (flow cytometrie), ktera spociva ve fluorescencnim barveni
DNA vhodnymi barvivy (propidium jodid) a méfeni fluorescence jednotlivych bunék v su-
spenzi protékajici kapildrou pfed laserovym paprskem. Fluorescen¢ni signdl je zpracovana
systémem ruznych zrcadel a zesilovaci a vystupem je hodnota v pocitaci. Z histogramu vyja-
dtujicich obsah DNA (jako hodnotu fluorescence) se vyhodnocuji pomoci vhodnych pocita-

covych programil procenta buné€k v jednotlivych fazich bunécného cyklu.
Dal$imi metodami jsou:

Image (static) cytometry spociva v absorpénim barveni (Feulgenova reakce) a méfeni bunék

na sklicku.
SPF - S-phase fraction - celkem koreluje s dalsimi markery (napt. MI nebo Ki67)

Imunohistochemické stanoveni antigent spojenych s proliferaci jako je PCNA (prolifera-
ting cell nuclear antigen), jehoz exprese je zvySena u proliferujicich bunék — koreluje

S ostatnimi markery, ale ne vZdy. Nepfili§ vhodny u nadorti, byva zvySeny 1 pii reparaci DNA.
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Ki67 je protein kodovany genem na chromozoému 10 a je exprimovan v G1, Sa G2 fazi u

proliferujicich bungk. Caste¢né koreluje s daldimi markery.

DNA topoizomeraza 11, jejiz exprese se rychle zvysuje pii prechodu S a G2 faze a snizuje se

na konci mitézy.

Organizatory jadérka (NORs) jsou segmenty DNA spojené s jadérky, které obsahuji geny
kodujici ribozomalni DNA. Pfispivaji k regulaci syntézy proteintl. Jsou vizualizovany barve-

nim stiibrem metodou AgNOR. Koreluje s SPF, Ki67 a MI.

Markery bunécné smrti

Vyhodnocuje se tzv. apopticky index (AI). Metody detekce apoptdzy jsou rizné, ale k nej-
a flow cytometrie (stanoveni subdiploidni populace, vazba Annexinu V, barveni fragmentt
DNA, tzv. TUNEL, aktivita kaspaz atd.)

Jako dalsi markery mohou slouzit specifické molekuly na bunééném povrchu:

Jako proliferaéni marker napt. CD71 - receptor pro transferin nebo receptory pro specifické

rustové faktory (EGF). Jako ukazatel apoptozy exprese receptort smrti jako je CD95 (Fas).

Vyznamné mohou byt i zmény cytoskeletonu nebo sledovani markert neproliferujicich

a klidovych bun¢k jako je statin.

Molekularng biologickymi metodami Ize sledovat rovnéz zmény specifickych protoonkogenti
a nadorové supresorovych gend, napi. fosforylace RB proteinu, exprese a status p53 (wild

type, mutace), antiapoptické vs. proapotické proteiny ( bcl-2, Mcl-1, bak, bax a dalsi).

Pokrocilejsimi metodami jsou rizné typy ,,microarray* analyz detekujicich zmény velkého
poctu genl ¢i proteinti zaroven. Pfi srovnavaci genomové hybridizaci (CGH) a expresni
microarray analyze je zakladni komponentou fluorescenéni pomérna hybridizace (obr. 16-
39).

Tumor RNA/DNA
Ref RNA/DMNA
cot-1 DNA

Clones, oligos CC@@80C0O0 O0C0C0OO00O0COO0O0
Chromosomes — D i ! I

Decreased Increased
gene copy gene copy

Obr. 16-39 Srovnavaci genomova hybridizace a expresni microarray analyza.

323



Pfi ni jsou srovnavany dva vzorky nukleovych kyselin, které jsou rtzné obarveny flu-
orochromy reagujicimi v riznych vlnovych délkéch. Ty jsou hybridizovany za pfitomnosti
nadbytku neznacené DNA reprezentujici genom, jehoz informace je mapovana. U CGH mo-
hou byt pouzity metafazické chromozomy nebo array z klonovanych prob. U expresni micro-
array analyzy jsou vyuzivany array z Kloni cDHA nebo oligonukleotidd. Prakticky ptiklad
CGH analyzy je na obrazku 16-40.

Obr. 16-40 Fluorescen¢ni mikrofotografie z vysledkit CGH analyzy lidské linie z nadoru prsu MCF7.
MCF7 DNA byla oznacena zelen¢ a normalni referenéni DNA ¢ervené. Chromozoémy byly oznaceny
modie DAPI. Useky se slabou hybridizaci se pak jevi modie, oblasti se zvy$enym mnozstvim kopii

zelené a oblasti se snizenym mnozstvim kopii ¢ervene.
Pti hodnoceni a vyuzivani jednotlivych pfistupti jsou velmi dilezité:
= Otézka interpretace a klinické vyuzitelnosti jednotlivych markert.
= Standardizace metod a hodnoceni mezi laboratofemi.
= Problematika heterogenity nadort.

= Statické vs. dynamické stanoveni parametrd, tj. ¢asovy rozvoj.
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= Exprese a zmény raznych onkogenut, které mohou podminovat citlivost nadorovych

bunék k chemo- a radioterapii.
= Postizeni vzdjemnych vztahl jednotlivych markert.
= Predikce odpovédi na 1écbu.

Pro predikce se vyuziva také riiznych biomatematickych pristupi jako jsou multivariacni

analyzy, analyza zakladnich (principal) component a diskrimina¢ni analyza.

16.8 NOVE SMERY VYVOJE PROTINADOROVE LECBY

ZlepSujici se znalosti v oblasti biologie a imunologie hostitele a nadorové patofyziologie
umoznily vyuzit dal§i nové pfistupy v terapii naddorovych pacientd. Na zdkladé poznatkii
Z vyzkumu jsou vyuzivany latky, teré mohou primo a cilené zasahnout do klicovych mechaniz-
miu karcinogeneze na bunécné urovni (targeted therapy). Pouziva se Casto v kombinaci

S konvencnimi 1é¢ebnymi postupy. Piikladem je:
= Terapie cilena proti EGF receptoru, kdy se vyuziva monoklonalni protilatka s vazbou
na receptor, inhibitory tyrozinkinaz, ,,antisense nukleotidy®, ptipadné vakcina proti re-
ceptoru nebo ligandu
= Diferenciaéni terapie vyuzivana zejména u hemopoetickych malignit, kdy se pomoci
specifickych latek navozuje diferenciace nezralych bunék (kyselina all-trans retinova,
vitamin D3, butyrat)
= Vyuziti inhibitorti pfenosu signali
= Inhibitory tyrozinovych kinaz
= Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz — ovlivnéni bunééného cyklu
= Inhibitory jinych kindz — napi. MAP kinazy, INK
= Inhibitory farnesyltransferazy, které inhibuji onkoprotein ras spojeny s vnitini
stranou plazmatické membrany izoprenoidni lipidovou skupinou — farnesylem.
Mutace protoonkogenu ras je Castd u nddorl a vede k nekontrolované prolife-
raci, inhibici apoptozy a zvySeni angiogeneze.
Genova terapie predstavuje postup majici za cil napravit genetickou odchylku zptsobujici
vyvoj naddorové bunky (p53, geny rezistence, sebevrazedné geny, cytokiny). Vyuzivaji se tzv.

»antisense* oligonukleotidy, které vyblokuji ¢innost omkogenu.
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Antiangiogenni terapie je cilena proti tvorbé novych cév v nadoru a vyuziva inhibitory pro-

tedz, inhibitory migrace a proliferace endotelu i inhibitory angiogennich ristovych faktort.

Dalsi moznosti je stimulace obrannych mechanizmu hostitele véetné specifickych a nespe-
cifickych imunologickych pfistupti a strategie cilené pfimo na zménu nadorového rastu a dife-

renciace terapeutickym ovlivnénim patofyziologickych mechanizm.

Imunoterapie je intervence do imunitnich mechanizmu hostitele s cilem obnovit nebo modi-
fikovat funkce imunitniho systému (substitucni, supresivni nebo stimula¢ni, aktivni vs. pasiv-
ni, specifickd a nespecifickd). Bunééna imunoterapie spociva v podani bunck imunitniho
systému s protinddorovou aktivitou vedouci k cilenému zasazeni nadorové tkan¢ a piekonani

tolerance a imunosuprese vyvolané nadorem.

TerCem pro imunitni reakci mohou byt i nddorové antigeny, kterymi se nadorové bunky lisi

od normdlnich. Nadory vsak vykazuji mnohdy velmi malou specifickou imunogenitu.

Nespecificka bunééna imunoterapie posiluje protinadorovou imunitu nezavisle na specific-
kych nadorovych antigenech. Principem je kultivace efektorovych bunék ex vivo s latkami,
které aktivuji nebo posiluji jejich protinadorovy ucinek (lymphokine-activated killer LAK
buiiky, natural killer NK bunky, aktivované monocyty-makrofagy). Tyto postupy jsou zkou-
Seny desitky let, ale praktické vyuziti je stile malé.

V soucasné dob¢ se vyvijeji rovnéz tzv. protinadorové vakceiny, které navozuji specifickou
imunitni odpovéd’ proti nddorovym buiikdm v primarnim nadoru 1 metastazach. VyuZivaji se

k tomu dendritické burky.

16.9 TERAPEUTICKE ASPEKTY VYUZITI CYTOKINU

Biologicka terapie s vyuZitim cytokiniu a riistovych faktora ptedstavuje zcela novy piistup.
Hemopoéza mize byt ovliviiovana bud’ hemopoetickymi ristovymi faktory (kolonie stimulu-
jici faktory, interleukiny) nebo negativnimi regulatory, které mohou zabranit poskozeni kme-
nové buniky béhem chemoterapie. Na zaklad¢ poznatkli o autokrinnich mechanizmech rastu
mohou byt klidové maligni bunky uvedeny do bunécného cyklu svymi riistovymi faktory, cimz
se stanou citlivejsi k chemoterapii. Je vSak nutné si uvédomit, Ze védomosti o biologické tera-
pii jsou teprve na pocatku, zvlasté pokud se tyce vSech aspektl fascinujici propojené sité cy-

tokint. Proto je nutna blizka spoluprace mezi preklinickymi a klinickymi badateli.

Cytokiny a rastové faktory prenaseji signdly mezi hemopoetickym a imunitnim systémem

bud’ samotné, nebo indukci uvoliiovani dalSich cytokinti. Je nutné si uvédomit, ze ovliviiovani
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pacientt cytokiny podléha zcela jinym pravidlim, nezli pasobeni cytotoxickymi latkami. Cy-
tokiny maji Siroké spektrum G¢inkd in vivo jako je modulace imunitni odpovédi, stimulace
hemopoézy, pfima regulace bunécného riistu a diferenciace, toxicita pro nadorové buiky,
ucinky na vaskularizaci nadorti apod. Navic nevykazuji jen primarni ucinky, ale spoustéji kas-

kadu sekundarnich ucinku.

Nékteré z téchto faktor jsou bézné pouzivany, ale potencidlni klinické vyuziti neni uplné
objasnéno. Vyuzivaji se faktory uplatiujici se v pozitivni 1 negativni regulaci, v autokrinnim
rustu a imunomodulacni latky. Podpora hemopoézy je nutna nejen u hemopoetickych malig-
nit, ale také p7i ozarovani a chemoterapii jinych nadoru, kdy dochazi k poskozeni krvetvorby.
V mnoha klinickych studiich aplikace G- a GM-CSF zabranuje nebo redukuje neutropenii po

chemoterapii a zvySuje pocty neutrofild u primarnich poruch kostni diené.

IL-3 nazyvany multi-CSF podporuje pifezivani in vitro, proliferaci a vyvoj multipotentnich
hemopoetickych kmenovych bunék a komitovanych progenitori pro granulocyty a makrofa-
gy, erytrocyty, megakaryocyty, eosinofily a basofily. Jednim z hlavnich divodi aplikace he-
mopoetickych ristovych faktort je skute¢nost, Ze pouziti cytotoxickych latek je striktné limi-
tovano davkou. Vysoké davky chemoterapeutik jsou s ohledem na nddor vysoce ucinné, ale
dochazi po nich k silné myelosupresi umoznujici rozvoj infekci a sepse. GM- a G-CSF umoz-
nuji zvySeni jednorazové davky chemoterapeutik nebo redukci intervalu mezi jednotlivymi
aplikacemi. Také IL-3 vyznamné zvySuje zotaveni leukocytd, neutrofilti a desticek. Ristové
faktory se také vyuzivaji pro zvySeni mnozstvi progenitorii v krvi pri autologni transplantaci
bunék periferni krve (pri chemopterapii) a pro zlepseni podminek po transplantaci kostni dre-

v

ne.

16.10 HODNOCENI DAT - VICEROZMERNE ANALYZY
Prinik metod molekularni biologie do onkologické diagnostiky vyzaduje zpracovani multipa-
rametrickych (vicerozmérnych) souborii dat. Jedna se o data napft. z ,,array” analyz (DNA,

proteiny), lipidomicka data a dalsi.

K tomu jsou vyuzivany pokrocilé biomatematické a bioinformatické ptistupy. Multivaria¢ni
analyzy (analyza zékladnich komponent a diskriminac¢ni analyza) jsou vyuzivany pro predikce

onemocnéni (obr. 16-41).
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Obr. 16-41 Vyhodnoceni biomarkert pro predikci onemocnéni. (podle Hermanet P., J Clin Epidemiol
1999 : 371)

Diulezitymi vystupy jsou stanovené¢ biomarkery, pripadné tzv. ,,surrogate biomarkers* —
whahradni biomarkery, které jsou vyuzivany pfi stanoveni diagnézy, predikce a pribéhu

1é¢by onemocnéni.
Patii mezi né
= dulezité genetické a cytogenetické markery,
= exprese vyznamnych regulacnich gent,
= aktivity specifickych enzymi,
= cytokinetické parametry,
= parametry angiogeneze, atd.

Provadi se rovnéZz vySetieni na chemorezistenci v testech in vitro (MTT test) a souvisejici

znaky jako je exprese proteint souvisejicich s rezistenci (MRP, PGP).

Tato data dopliuji standardni klinickd vySetfeni a nespecifické ukazatele imunologického

a fyziologického stavu pacienta.

Je nutné vytvorit systém hodnoceni takovychto dat s cilem urcit jejich prognosticky vyznam
a zajistit zpétnou vazbu lékare k témto hodnocenym datum. To sméfuje k individualizaci

1é¢by, ktera mize pfinést vyrazny prospech pro pacienta (obr. 16-42).
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Obr. 16-42 Vzajemny vztah experimentalnich dat, klinickych dat a jejich biomatematického vyhod-

nocovani sméiujici k zlepSeni predikce a terapie nadorovych onemocnéni.

Kontrolni otazky k tématu:

Pro¢ je dulezitd prevence onemocnéni?
Jak 1ze charakterizovat primarni, sekundarni prevenci a terapii?

K ¢emu je uzitecné sestavovani tzv. ,,family trees*“? Jste schopni sestavit alespon ¢4s-

te¢né takové schéma ve vasi roding?
Co je to chemoprevence? Vyjmenujte nékteré chemopreventivni latky.

K ¢emu slouzi nddorové markery a jakého mohou byt charakteru? Uved’te nékteré pii-
klady.

Jaky je rozdil mezi bunéénymi a genetickymi nadorovymi markery? Uved'te ptiklady.

Jaké metody se vyuzivaji k diagnostice nadorového onemocnéni a k detekci jeho mar-

kert?

Podle ¢eho jsou nddorova onemocnéni klasifikovana?

Jaké zdkladni lé¢ebné metody jsou vyuzivany u nddorovych onemocnéni?
Jaké jsou nejvyuzivanéjsi typy chemoterapeutik?

Cim je charakterizovana biologické terapie?
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K ¢emu slouzi podptirna a paliativni 1écba?

Kdy se vyuziva metody autotransplantace krevnich bun¢k?

Jaké jsou predstavy o budoucim vyuziti transplantace kmenovych bunék?

Jaké jsou vyhody individualizované 1écby?

Cim se zabyvaji obory prediktivni onkologie a molekularni patologie a jaké piistupy
vyuzivaji?

Kde jsou v klinice bézné vyuzivany lipidy?

Jakymi zékladnimi mechanizmy plsobi cytostatika a jak jsou jejich ucinky zavislé na

pouzité koncentraci?

Jaky vyznam maji tzv. nddorové kmenové buiky?

Jaké vyhody ma vyuziti kombinované terapie?

Ktery typ nadoru reaguje 1épe na terapii — rychle ¢i pomalu rostouci?
Které mechanizmy Vv sobé miiZze zahrnovat rezistence k 1é¢ebné latce?
Co znamena pojem multilékova rezistence?

Které dulezité faktory se ucastni bunééné detoxifikace?

Jak mohou byt G¢inky l1ékd ovlivnény repara¢nimi schopnostmi DNA?
Jaky je vyznam p53 v odpovédi na chemoterapii?

Charakterizujte vyuZzivané prediktivni nebo prognostické markery.

Jaké dalsi terapeutické pristupy jsou vyuzivany na zdklad¢é novych védeckych poznat-

ka?
Jak je vyuzivana tzv. imunoterapie?
Jak mohou byt v 1é¢bé nadort vyuzity cytokiny?

Jaké ptistupy jsou vyuzivany pro hodnoceni onkologickych dat?
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