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Patologicka fyziologie

je nauka o etiologili a patogeneze nemoci,
zalozena na experimentalnich vysledcich
a klinickem pozorovani.

Etiologie pojednava o priCinach nemoci
Patogeneze se zabyva rozvojem
onemocneni (symptom, syndrom,
patologicky stav

Zakladni otazka: procC?
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Vseobecna patofyziologie

e A. Zdravi a nemoc.
. 1. Definice zdravi a nemoci

« 2. Patogenni faktory (fyzikalni chemicke
a biologickeé) a odpoved organismu ha ne
(adaptace, dysadaptace).

« 3. Typy a stupné nemoci.
« 4. 5Smrt.
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Vseobecna patofyziologie

B: Bunééné mechanismy za patologickych stavu

C. Reakce na poskozeni tkanove integrity a
iInfekce.

* 1. Nespecificka (vrozena) imunita: zanét

» 2. Specificka (ziskana) imunita, ziskané
Imunitni nemoci (imunodefekty, hypersenzitivita
a autoimunita)
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Vseobecna patofyziologie

D: Rust a proliferace

1. Indukce proliferace a hojeni ran

2. Maligni proliferace

3. Nadorovy rust

4. Malignita a organismus

E: Vliv genetického zakladu na vznik nemoci
nemoci monogenni

nemoci polygenni (multifaktorialni)
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Specialni patofyziologie

» Patofyziologie organovych
systému

 Patofyziologie organu
» Patofyziologie bunek
* Molekularni patofyziologie
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Maligni transformace bunky

» Mnozeni buneék je velmi peclive rizeno tak, aby odpovidalo
potrebam celeho organismu.

» V Casnych fazich zivota jedince kapacita mnozeni bunek
prevazuje nad jejich zanikanim, v dospelosti je v dynamické
rovhovaze, ve stari zaCina prevazovat involuce.

» Nektere bunky se vsak vyhnou kontrole replikace (neodpovidaji

na vnejsi signaly, kontrolujici jejich deleni, jsou autonomni) a
meni se tak na bunky nadorove. Ty, které si alespon

priblizne zachovavaji vzhled i funkci bunek normalnich a
pfedevsim zustavaji stale na misté, kde vznikly, jsou buriky
benigni a jejich proliferace da vzniknout benignim tumorum.
Bunky, ktere ztratily vetsinu vlastnosti bunek, od kterych jsou
odvozeny a maji snahu pronikat do svého okoli (invazivita) i na

vzdalena mista (metastazy), jsou bunky maligni a tvori maligni




Maligni transformace bunky

» Maligni nador je genetické onemocneni, ale
Jjeho exprese zacina v jednotlive bunce
(monoklonalni teorie). Jde o nekolikastupnovy
proces, kdy na urovni chromosomu dochazi
kK postupnemu nahromadeni mutaci (alteraci)
genu, kontrolujicich proliferaci (déleni),
diferenciaci a zanik bunek.

Dl \ N\




Klonalni vyvoj nadorovych bunék
1. mutace znamena ,proces vykopnuti".
2. Buniky s 1. a 2. mutaci postupné v nadorové tkani prerustaji nebo

nahrazuji bunky s 1. mutaci.
3. Dalsi mutace podnécuji bunecnou populaci k vétsi agresivite.
4. Subklonalni geneticka heterogenita nadoru je odrazem postupujiciho

vyvoje nadorove tkane.
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Maligne transformovane bunky

» Se vyznacuji predevsim pokracujicim delenim.
» Snizuji se u nich pozadavky na pfitomnost hormonu a
rustovych faktoru.

» Nekteré transformované bunky produkuji vlastni specifické
rustové faktory (autokrinni stimulace).

» Dochazi ke ztraté schopnosti zastavit rust. U normalnich bunék
totiz snizeni hladiny isoleucinu, fosfatu, epidermalniho
rustového faktoru a dalSich Iatek které reguluji rust, pod uréitou
prahovou koncentraci, navodi presun do klidoveho stavu (GO-
faze). Normalni bunky zackinaji rust (délit se) pouze, kdyz jejich
nutricni pozadavky jsou radne zajisteny. Nadorovym bunkam
tato schopnost zastavit rust jako reakce na nedostatek Zivin a
rustovych faktort schazi; dokonce pokraduji v proliferaci, i kdyz
pritom mohou zahynout.

» Predpoklada se, Zze vetsina nadoru vznika z jediné buriky a
nadorova progrese Je vysledkem ziskane geneticke variability

p%()dnlho onu, ktera umoznuje sekvencni selekci agresivnich
Ion \




Zmeny pri maligni transformaci bunky

» Maligni transformace bunek je nejCastejsi
v tkanich, které maji rychly obrat, zvlaste tech,
které jsou vystaveny pusobeni kancerogenu a
ucinku hormonu.

» Faktory okolniho prostredi maji mohutny vliv
na genovou expresi cilové bunky. Velke
mnoZzstvi signalu, které prijme urcita burika,
vede k aktivaci specifické sady transkripcnich
faktoru, které tak urcuji, zda burika se bude

deit aneﬂ di@covat nebo-zda zahyne.




Proces kancerogeneze

» Je nejen vicestupnovy, ale ma téz vice pricin (multikauzalni).
EXIStrL]IjI negenetické priciny maligni transformace. Jednou
Z nich je

» epigeneticky prenos. zmeny ve specificke bunce se
prenaseji pri deleni i na bunky dcerinné, aniz by doslo
K alteraci v zarodecne linii kddujici sekvenci DNA. Jak se
epigeneticky stav udrzuje, neni uplné vysvetleno.
Nepochybne maji na tom podil proteiny regulujici pochody
v DNA; vyznam ma i metylace DNA.

» Na prikladu maligniho mysiho teratokarcinomu bylo
prokazano, ze epigenetickeé zmeny nadorove bunky nebrani
uplné normalni diferenciaci této velmi mladé embryonalni
bunky, je-li inkorporovana do preimplantovaneho mysiho
embrya. Na druhe strane, jsou-li teratokarcinomove bunky
implantovany dospele mysi, vznika teratokarcinom.
Znamena o, ze maligni stav je podmlnen okolim, v kterem




Prubeh kancerogeneze

» Tri stadia:

» (1) Iniciacni stadium, které predstavuje prvotni genetickou
udalost, tj. mutaci urcitého kritického genu. Jde o obdobi
casove kratke, ale nevratne; iniciovanym bunkam prinasi
rustovou selekéni vyhodu. Burika tak ziskava potencial maligni
transformace; v tomto stadiu se muze proces zastavit.

(2) Promocni stadium, ktere trva leta, az desetileti; postizene
bunky (klon) jsou stimulovany jesté k intenzivngjsi proliferaci.
PromocCni faktory samy o sobé nejsou vsak schopny vyvolat
maligni nadorovou transformaci, jen ji podporit. Intenzita
promoc¢nich mechanismu musi dosahnout uréitého stupné, aby
byl iniciovany klon stimulovan, a naopak odstraneni

podpurnych faktoru muze proces kancerogeneze zpomalit nebo
| zastavit.
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Prubéh kancerogeneze

» (3) Stadium progrese je charakterizovano dalsSim
postupnym nahromadenim genetickych zmen jako je

v’ (a) nekontrolovany rust pro trvalou aktivaci signalni
transdukce rustového stimulu,

v' (b) alterace kritickych bodt bunééného cyklu,
v’ (c) deregulace DNA- transkripcnich faktoru.

- Nador zustava nejprve v misté svého vzniku, ale aktivaci
dalSich faktortu se zaéne Sifit do nejbliz§iho okoli
(iInvaze) a cestou krevniho obehu na mista vzdalena
(metastazy). Velmi dulezitou podminkou pro rust nadoru
Jje dostatecny prisun zivin a kysliku, ktery musi byt
zajisten vytvorenim cevniho zasobeni (nadorova
neoangiogeneze).
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Maligni nadorove bujeni

> je zpusobeno abnormalitami v sekvenci DNA.

» V prubéhu Zzivota je DNA vystavena mutagenum, vznikaji
pritom omyly v replikaci, vyustujici v progresivni subtilni
zmeny v sekvenci retezce DNA.

» Jedna z téchto somatickych mutaci muze pozmeénit
funkci  nékterého  kritickeho genu  podporujiciho
rust urcité buriky.

» To ma za nasledek vznik expandujiciho klonu z této
bunky.

» Dalsi pridatné mutace v relevantnich cilovych genech
a nasledné viny klonalni expanze daji vzniknout bunkam

pronikajicim do okolni tkane (nadorova invaze) a siricim
se na vzdalengjsi mista (nadorové metastazy).

» Klinicky se tento proces projevuje hnadorovym
onemocnenim, ktere je nejCastéjsim genetickym
onemocnénim vubec: Objevuje se (drive nebo pozdeiji)

e ‘(ych’ h " ich™ v pruméru=u kazdého tretiho
‘{Jvedince. K




Nadorovy fenotyp

v' Nadorovy fenotyp je charakterizovan maligni transformaci
bunky, ktera se projevuje:
- Ztratou kontroly bunecného déleni (alterace bunecneho
cyklu, antiapoptdza — ,nesmrtelnost” nadoroveé bunky, alterace
v transdukci signalu),
- Ztratou kontaktu bunka-bunka, invazivitou,
- zménami v metabolismu (podpora enzymu anaerobni
glykolyzy a potlaeni enzymu oxidace cestou Krebsova cyklu,
,uchvacovani® dusiku nadorovymi bunkami, zvysena lipolyza,
tvorba nadorovych antigenu),
- podporou angiogeneze.

v" Maligné transformované bunky jsou pravdépodobné odolné
vudi stresovym faktorum okoli jako je hypoxie, kyselé pH,

v =

negostate osy in; odlouceni od-bazalni membrany,
které normaini buhkk




Metastaticky fenotyp

>
Dalsim rysem maligné transformované bunky je zfrata
zavislosti adherovat k podkladu (substratim). V bunécné
kKulture normalni bunky, plovouci volné v zivhem roztoku
(gelu), mohou sice metabolizovat (zit), ale nikoliv se
delit; nadorove bunky ano.

» Ztrata Iinhibice motility kontakfem se sousednimi
bunkami je dalsi charakteristika nadorovych bunek.
Znamena to, Ze mohou rust jedna pres druhou, mohou
byt na sobe | pod sebou a jen zridka vytvareji mezerove
spoje (gap junction).

» Zmény na bunecné membrané, jako je modifikace
glykolipidu a glykoproteinu (snizeni mnozZstvi sialové
kyseliny vazané na proteiny, redukce gangliosidu). To
sice nemeni strukturu transformované bunky, ale

\4y jesglateralnamonbilitu, povrchovychlipidu, respektive
meMbrano oteinll na cytoskelet.




Metastaticky fenotyp

» Maligni bunky maji zvysenou mofilitu a schopnost
pronikat do okoli (invazivitu) a po pruniku do krevni
cirkulace se mohou usadit a mnozit na jinem miste (tvorit
metastazy).

» K tomu jsou vybaveny schopnosti produkovat
receptory, aby se mohly zachytit na proteinech bazalni
membrany (tvorba adheznich molekul), dale tvorbou
hydrolytickych enzymu, které pomohou rozrusit
kolageny, proteoglykany a glykosaminoglykany bazalni
membrany a umoznit tak pronikat do okoli, natravit stenu
cév, zachytit se v cirkulaci na shlucich trombocytlu a
vytvofit tak nadorové emboly, odolavat u&inkum
protinadoroveho imunitnino mechanismu, zachytit se na
stene cév vzdaleného mista, proniknout do intersticia
tkane, zalozit metastazu, proliferovat, podporovat

an oge*l a pripadne vytvaret metastazy metastaz.
To je tz metaM’ fenot@.




Schéma vyvoje tumorigeneze

4 . Ddezva organismu
Potencial Somaticke geneticke
agresivity L ALLER

-

Hyper- Klonalni Invazivhi Metastazy
plazie dysplazie progrese
Angiogeneze

CiadiEna Aktivace onkogent fas
. - ztrata heterozygozity
precispozice geneticky karyotyp instability
defekt v opravach DHNA
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Vznik metastaz

» Pfivzniku metastaz hraji dulezitou ulohu chemokiny.
> Uloha chemokin(l u nddorového bujeni je sloZita:

» podporuji vrozenou nebo specifickou protinadorovou
Imunitu,

» mohou podporovat nadorovy rust a tvorbu metastaz tim,
ze posiluji proliferaci nadorovych bunek, migraci a
neovaskularizaci.

» Chemokiny tvofené nadorovymi burfikami mohou pusobit
inhibici protinadorove imunitni odpovedi, stejné jako
autokrinnim mechanismem pusobi jako rustové faktory.
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Fenomen tumorove podpory

» patrfi také mezi negeneticke mechanismy indukce
karcinomu.

» Chemické kancerogeny Ize rozdelit na dve skupiny:

» Iniciatori; jde o latky, ktere maji kancerogeni ucinek az
oo} metabolizaci (kupr. ucinkem jaterniho
mikrosomalniho oxidacniho systému s cytochromem P-
450) na elektrofilni metabolity.

» promotori. Sami o sobe nejsou kancerogenni, ale
maligni transformaci navozuji az po predch02|m
pusobeni iniciatoru. Prikladem promotoru je forbolester,
ktery muze vytvaret fenokopie transformovanych bunék
(neméni ale genotyp). UCcCinek forbolesteru se
uskuteCnuje prostrednictvin  proteinkinasy C. Jeji
aktivace vyzaduje pfitomnosti nekolika kofaktort: Ca2+,
fosfollpldu diacylglycerolu. Forbolester muze nahradit

dlacylg¥ roly v kaskade prenosu signalu. (Usnadnuje

Qazbu -ion odel" iniciator-promelor je relativnhe
echanis ogeneze.

castym m




Bunecny cyklus a nadorove bujeni

U nadoroveho bujeni je postizena predevsim regulace
prechodu G1-faze do S-faze. Mechanismus regulace je velmi
slozity. Tri komplexy cyklindependentnich kinas, cyklin D/cdk4,
cyklin  D/cdk6 a cyklin E/cdk2 fosforyIUJl produkt
retinoblastomového genu — Rb, a to na 10ti riznych mistech a
meni tak schopnost Rb asociovat s bunecnymi proteiny. Jeden
takovy protein - E2F — je transkripCni faktor, ktery tvori
heterodimer s jinym transkripcnim faktorem DP1 cimz se
aktivuje nékolik genu nutnych pro rozvoj S-faze. Znamena to
indukci aktivace dihydrofolatreduktasy, thymidinkinasy, DNA-
polymerasy a, c-myc, c-myb a cdc2. Krome teto podpory
rustovych faktorc podporuje Rb také diferenciaci
prostrednictvim sveé asociace s transkripcnimi faktory jako je
MyoD (myogenni regulacni faktor) a aktivovany transkripCni
faktor (ATF). Rb je také mistem zasahu pro transformuijici viry
jako SV40 large T-antigen, adenovirovy E1A a antigen E7

Ildikeho p%)ma,\v u (human papilloma virus E7).




Bunecny cyklus a nadorove bujeni

Aktivita cdk je take regulovana inhibitory cdk (cdki), coz jsou
nizkomolekulove proteiny s obecnym inhibicnim ucCinkem na
radu cyklin-dependentnich kinas. Prvni Clen teto rodiny byl
identifikovan jako p21, ktery inhibuje jak cdk, tak proliferacni
antigen bunécného jadra (PCNA), coz je podjednotka DNA-
polymerasy d.

Indukce tvorby p21, vznikla aktivaci jeho transkripce
prostrednictvim p53 pri poskozeni DNA, zastavi rozvoj cyklu
bunécného déleni na nékolika mistech, véetné G1 a S-faze,
coz umozni nastup opravneho mechanismu DNA. Je-li
poskozeni DNA prilis rozsahlé a tedy neopravitelné, bunka

se stava nenormalni a je eliminovana apoptézou. Nedojde-li
vS§ak k apoptdze, vznikla mutace pfetrvava a muze byt pfi
deleni takto mutovane bunky prenesena na bunky dcerine.
Vznika tak fenomen genoveé nestability, ktery podporuje maligni
transformaci. Stava se to ¢astéji kupf. u nosi¢u genu HNPCC
(hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom). Je zde defekt v
,opravném cteni“, takze chyba v replikaci DNA neni zjisténa a

ow\ﬁnxmwnis enl nastartovan.
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Tumor-supresorovy protein p53
(TP33)

- je jeden z nuklearnich proteinu, ktery ma kliCovou ulohu
v regulaci cyklu bunecného déleni pri prechodu z GO do
G1-faze. Obsahuje domény pro vazbu na specificky
usek DNA, dale oligomerizujici a transkripci aktivujici
domeény. Vaze se Jako tetramer na vazebné misto na
uritém useku DNA a tim aktivuje expresi genu,
kodujicich faktory inhibujici proliferaci a podporujici
iInvazivitu bunek.

* Mutanty genu pd3 byly prokazany u rady malignich
tumorlu. Pozménény TP53 ztraci schopnost vazby na
prislusny lokus DNA, coz vede k nedostatecne produkci
faktoru potlacujicich nadorovy rust. Alterace genu p53 se
objevuje nejen jako somaticka mutace, ale tez jako
mutace v zarodecnych bunkach u nekterych nadorovych
onemogpeni s _familiarnim  vyskytem (syndrom  Li-
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Regulatory bunééného cyklu u malignich nadoru

GEN

Alterace genu

TUMOR

Retinoblastoma gen (Rb)

Delece
Bodova mutace

Retinoblastomy,

Osteosarkomy

Sarkomy meékkych tkani,

Malobunééné karcinomy plic,

Karcinomy moc€ového
meéchyfre a prsu

Cyklin D Translokace chromosomui, Adenom parathyreoidey,
Genova amplifikace Nékteré lymfomy,
Karcinomy mlééné zlazy,
Ca hlavy a krku, jater
(primarni),
Cajicnu
cdk4 Amplifikace, Glioblastom,
Bodova mutace Sarkom,
Melanoblastom
p16!NK4a (p1 5INK4b) Delece, Karcinomy pankreatu,
Bodova mutace, ezofagu, plic (malobunééné)
Methylace Glioblastomy,

L BN =

Sarkomy,
Familiarni melanomy
Karcinomy pankreatu
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Charakteristika nadorove transformovanych bunek

Transformované bunky vykazuji zvySené vychytavani glukozy pro vyssi
afinitu glukosového transporteru v membrane, podobne jako je tomu
normalné pouze u erytrocytu nebo bunék v mozku. Koreluje to s vysokou
glykolytickou aktivitou.

Chybi u nich dale povrchovy fibronektin, ktery maji klidové bunky a ktery
udrzuje jejich tvar.
Zmény cytoskeletovych elementu (aktinova mikrofilamenta nejsou difuzné

rozptylena, ale koncentruji se blize povrchu) jsou priCinou zvysené mobility
povrchovych proteinu.

Neprimerena sekrece transformujiciho rustoveho faktoru a a b a dalSich
rustovych faktoru, které ridi normalné vyvoj embryonalnich bunék.

Produkuji téz plasminogenovy aktivator, coz je proteaza premenujici
plasminogen na plasmin. Vysoka tvorba plasminu nadorovou bunkou
pomaha penetraci skrz lamina basalis.

Mikroprostredi nebo stroma, v kterem se nadorove bunky nalezaji, maji
rovnéz vliv na progresi (teorie semene a pudy"). Bylo prokazano, ze
metaloproteinasy stromalni proteinove matrix (MMP 9) hraji vyznamnou
ulohu v casnych stadiich vyvoje tumoru a prfi  angiogenezi.
U metastaz karcinomu prostaty do kosti se predpoklada jakysi
~osteomimeticky” UCinek (chemoatrakce a podpora adherence ke kostnimu

n*tqluka *vno i vlastnosti a chovani osteoblasti a osteoklastu.




Heritabilita nadoru

» Zatim se predpokladad, Zze ackoli nékteré formy nadoru jsou
dedicne, vetsina vznika na podklade mutace somatickych bunék a
je zpusobena endogennimi chybami v replikaci DNA nebo jsou
zmeny vedouci k maligni transformaci navozeny aéinkem
kancerogenu. UV-zareni prislusné vinové délky muze byt
absorbovano bazemi DNA, ktera je tak poSkozena za vzniku dimer(
dvou sousedicich pyrimidiny. Tato zména pfekazi normalni
transkripci i replikaci DNA. U€inek X-paprsku (ionizujici zareni) je
odlisny: dochazi k rozstépeni (preruseni) DNA-retézce; vznikaji tak
volné retézce DNA, kterée musi byt beze zbytku opét navazany
opravnym mechanismem. Nestane-li se tak (bunka netoreluje volné
konce DNA), muZe dojit k translokaci urcitych useku chromosomd,
coz byva pricinou aktivace proto-onkogenu.

» Jedna geneticka zmeéna vSak nestaci navodit maligni transformaci
bunky; ta obvykle vznika az po nekolika (5ti az 10ti) genovych
mutacich v prubéhu fady let.

» (Genova alterace navodi vznik nadorového fenotypu, napr.:

> proliferace epitelové buriky - hyperplazie - adenom - dysplazie -
karcinom ,in situ” - karcinom invazivni.

» Premeéna normalni tkané organismu do stavu invazivni nadorove

b4

%hpr by @ v pru 5 — 104et. Ovliviauji to hereditarni genetické
aktc%' as tické epigeneticke.




Nadorovy genotyp

» Soucasna koncepce modelu vicestupnoveho
vyvoje maligniho nadoru predpoklada, jak bylo
receno, nejprve postupné hromadeni
genetickych zmen. Ty se odehravaji v urcitych
skupinach genu jako jsou:

v’ proto-onkogeny

v tumor-supresorové geny

v’ geny udrzujici stabilitu genomu

v modifikujici geny.
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Protoonkogeny a onkogeny

* Profoonkogeny tvori normalni vybaveni
genomu;
» koduji proteiny, které ridi
proliferaci, diferenciaci a prezivani bunek.
* 100 ruznych lidskych proto-onkogenu
v kazde somaticke bunce.

* Jsou cilem extra- a intracelularnich cest
transdukce sighalu (zejména
mitogennich), kterymi se reguluje jejich

VR




Proto-onkogeny a onkogeny

Dojde-li k mutaci proto-onkogenu, méni se na
onkogeny a jejich aktivita ziskava tumorigenni

charakter.

K premeneé proto-onkogenu na onkogen staci
alterace pouze jedné alely genu — tzv.
dominantni mutace a gen ma charakter
dominantniho onkogenu.

Mechanismy aktivace maji ruzné cesty:
(a) virova transdukce (kupr. onkogen src)
(b) genova amplifikace (myc, abl),

(Cc) virova inzerce (myc)

o {q) {hrgce)sq alni prestavba (myc, abl)
(e) muta (I’é’?\




‘(/ h&piiBnno:

Protoonkogeny a onkogeny

Onkogen muze vzniknout mutaci genu
kodujicich  proteiny signalnich drah, které
realizuji prenos rustového stimulu (rustového
faktoru), dojde-li k jeho abnormalni aktivite.

To muze byt zpusobeno tim, ze
se tvori v bunce, kde se normalné netvori nebo

se tvori v nadmerném mnozstvi anebo v tak
pozmenene forme, ktera se vymyka normalni
regulaci.

Takoveto mutované geny jsou tumorigenni,
protoze umoznun bunce  proliferovat |

acelularnin@ signalu.




Zakladni skupiny proteinu regulujicich bunéény rust

Intracelulami
ocbhlast {hywrosin-
kKinasa)

Druly posel
(fosforyl. protein)




Typy onkogenu

Navozeni transkripce onkogenu, kdédujicich
syntézu onkoproteinu, transkripcnimi faktory
zahajuje maligni transformaci bunky.

* Onkoproteiny jsou velmi podobné (nekdy |
shodné) s proteiny kddovane proto-onkogeny
normalnich bunek, jejichz ukolem je ridit a
kontrolovat rust, prollferaC| diferenciaci a zanik
bunek. KIaS|f|ku1| se do péti trid:

* (1) rustové faktory

* (2) receptory rustovych faktoru

* (3) intracelularni transducery signalu
(4) nuklearni transkripcni faktory

Y5)bro&: y chyklus.




Tumor-supresoroveé geny (antionkogeny, take
recesivni onkogeny)

Krome mutaci v protoonkogenech mohou vznikat mutacni
zmeny v anti-onkogenech (tumor supresorove geny).

Na rozdil od onkogenu jimi koédované proteiny maji
antiproliferacni  Gcinek, podporuji diferenciaci a apoptozu.
\V kazdé somatické burice je asi 40 tumor supresorovych genu.
Aby se staly tumorigennimi, musi byt mutovany obe jejich alely
— proto nazev recesivni onkogeny. S tim souvisi tzv.
dvouzasahova teorie, kterou po prvé formuloval Knudson, kdyz
vysvetloval vznik vzacného hereditamniho retinoblastomu. Na
rozdil od mnohem castejsiho sporadického retinoblastomu, kde
se jedna o nahodné mutace jedné a posléze druhé alely
v bunce sitnice, je u hereditarni formy jedna mutovana alela
zdedena, prlslusny jedinec je heterozygot, u nehoz se zdedena
nadorova predispozice zatim neprojevuje. Dojde-li vsak
K mutaci/eliminaci druhé alely, iniciuje se rozvoj nadoroveho
Klonu bunek sitnice. Tomuto procesu se rika zfrata
heterozygozﬁy (LOH=loss of heterozygozity). Prvné objeveny

F-Sypr QVYX byl'nazvan retineblastomovy gen = Rb-
g a jeho produkt In. Vyskytuje se. v kazde bunce,
kde requluje bunecny cyKIU i




Vliv apoptozy na preziti
nadorovych bunek (pro-
a anti-apoptoézoveé
faktory)

Nadmeérna exprese Bcl-2
iInhibuje zanik bunek
apoptozou.

Je to zpusobeno vazbou
Bcl-2 proteinu na BAX-
protein, coz zabrani jeho
homodimerizaci, ktera
podporuje apoptozu.

Bol-2

- ’
BAX | BAK | 4 BAX Ed-E]
BAX \

| |

FANIK APOPTOZ0OU PREZITI BUNKY
(Podpineé fktory)
A ke JBicl-2 ke

Bd-X, Bl
BAK BAC]
BAD Mkl
BID Elh 19
NIF} NR13
BLE

BIK
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Tumor supresorovy gen p53

» jJe klicovym regulacnim faktorem, ktery monitoruje
poskozeni DNA. |

» inaktivace p53 byva jednim z prvnich kroku, ktery vede
k- maligni transformaci pfi vyvoji fady nadorovych
onemochneni.

» Pacienti s Li-Fraumeniho syndromem maji obvykle jednu
mutantni alelu v zarodecnych bunkach a tim i riziko
vzniku sarkomu, leukemie a karcinomu mlééné Zzlazy.
Vzacne pac:|ent| s Li-Fraumeniho syndromem nemaji
v zarodecnych bunkach tuto mutaci, ale mutaci genu
CHK 2, kodujici proteinkinasu, ktera fosforyluje
protein p53 Cimz dochazi k jeho aktivaci. Tito pacienti
vsak mivaji alteraci v jinych genech — MDM 2 a p14ARF,
ktere reguluji expresi p53.

TUWR o




Prehled nékterych recesivnich onkogenti
podminujicich nadorova onemocneéni

Symbol Nazev Nadorové onemocnéni
APC Gen adematézni polypozy tlustého Kolorektalni karcinom
stfeva Karcinom pankreatu
Desmoidy

Hepatoblastom

BRCA1 Gen 1 pro familiarni Hereditarni karcinom prsu/
karcinom prsu/vajeéniku ovaria

BRCA2 Gen 2 pro familiarni Hereditarni karcinom prsu/
karcinom prsu/vajeéniku ovaria

CDH1 Gen pro kadherin 1 Familiarni karcinom zaludku

Lobularni karcinom prsu

CDNK2A Gen inhibitoru cyklin-dependentni Maligni melanom kuze
kinasy 2A (p16)

CYLD Gen familiarni cylindromatézy Cylindromy

Gen'v 8ho proteinu Karcinomy kolorektalni,
300 kD- pankreatu, prsu




Geny udrzujici stabilitu genomu

Oznacuji se nekdy jako mutatorni geny a byvaji i razeny
k tumor supresorovym gentim. Produkty téchto genu se
uplatnuji v opravnych mechanismech poskozené DNA.
Ale mutatorni geny, na rozdil od onkogenu a tumor-
supresorovych genu neposkytuji burice schopnost
nekontrolované proliferace samy o sobe.

« Jejich mutace vede ke zvysené frekvenci mutovanych
onkogenu a tumor supresorovych genu, nékdy az
1000krat.

Patri sem geny, jejichz produkty zajistuji vystrizeni
poskozeného useku DNA a umoznuji excizni opravny
proces. Jejich recesivni mutace zpusobuje onemocnéni
zvané xeroderma pigmentosum a Cockayenuv syndrom,

ﬁ ekaRGaLozy sepzvysenou.nachylnosti ke
arci kuze ym expozici UVszareni.




Geny udrzujici stabilitu genomu

 Dalsi skupinou mutatornich genu jsou
~mismatch” opravné geny; kodovane proteiny
opravuji chybne zarazeni baze pri replikaci DNA.
Projevem mutaci téchto genu je instabilita na
nukleotidoveé urovni — mikrosatelitova instabilita.
Zarodecne mutace zejmena MSH2 a MLH1
genu jsou podkladem hereditarniho

nepolypozniho kolorektalniho karcinomu
(HNPCC) .

» Mutace genu, jejichz produkty zajistuji ,opravne
cteni”, jehoz ukolem je identifikace chybnych
Usek( DNA pri replikaci, byly prokazany u
karcinomu zaludku a tlustého streva. Jedna se

‘pﬁedevéim o mutaci genu pro polymerasu d.

TN w—




Geny udrzujici stabilitu genomu

Rozpoznani poskozeneé DNA a aktivace p53
vyzaduje pritomnost ATK. Tento gen koduje
kinasu, ktera aktivuje jak CHK2 (,,checkpoint®
kKinazu), tak p53 pri poskozeni DNA. Deti trpici
ataxii-teleangiektazii maji inaktivujici mutaci
obou alel.

V klinickem obraze je pak imunodeficience,
mozeckove priznaky a zvysene riziko vzniku
malighiho nadoroveho onemocneni, predevsim
lymfomu. Buriky téchto pacientu hemohou

altivovatigS3 ijoékozeni DNA.




Geny udrzujici stabilitu genomu

Jiny syndrom oznacovany jako NBS (Nijjmegen breakage
syndrom) je zpusoben homozygotni inaktivaci genu NBS
(nibrin), ktery se podili primo na opravach poskozené DNA
(poskozeni obou viaken). Do tohoto mechanismu
rozpoznavajiciho a opravujiciho poskozenou DNA vstupuje tez
gen BRCAT1 (“breast cancer susceptibility gene”) . Mutace v
jedne alele zarodecnych bunek nesoucich tento gen je
odpovédna asi za polovinu pfipadu karcinomu milééné lazy s
familiarnim vyskytem. Pri uCinku proteinu BRCA1 hraje
dulezitou funkci jak ATM, tak CHK2, které umoziuiji jeho
fosforylaci, kdyz dojde k poskozeni DNA. ATM takeé fosforyluje
kofaktor BRCA1 - CtIP, ktery reguluje transkripci genu BRCAT.
Defekty DNA-opravného mechanismu prispivaji k akumulaci
genetickych defektu (viz genova nestabilita navozena genem
HNPCC = gen pro hereditarni nepolypozni kolorektalni

L 4
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Modifikujici geny

- Jde o geny, jejichz mutace muze ovlivnit vznik a
rozvoj nadoroveho procesu.

 Jejich produkty mohou pozitivhé nebo negativne
pusobit na prubéh kancerogeneze, a to
s interindividualni nebo interfamiliarni
variabilitou.

* Na jejich prozkoumani se teprve ceka; bude
umozneéno nejnovejsimi technikami molekulové
biologie v oblasti genomiky a proteomiky.
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Apoptoza a tumorigeneze

Rust nadorovych bunék je podminén nejen
nekontrolovanym bunecnym delenim, ale take
snizenim jejich opotrebovatelnosti a naopak zvysenou
schopnosti prezit.

Vétsina nadorovych bunék, ne-li vSechny, ziskala
rezistenci vu€i mechanismum vedoucim K jejich
programovanemu zaniku — apoptoze.

Existuji experimentalni dukazy, ze naruseni
signalizace apoptdzy je obecnym predpokladem
existence a rozvoje nadorovych bunek. Velmi
dulezitou ulohu pfitom ma pravdépodobné onkogenni

pgeneial ﬂtoruw




Apoptoza a tumorigeneze

Bcl2 (B-cell ymphoma 2) gen byl puvodné objeven jako gen napojeny na
imunoglobulinovy lokus v prubéhu chromosomové translokace u
folikularniho lymfomu.

Pritom se téz zjistilo, Ze jeho nadmeérna exprese ma spise nez na proliferaci
vliv na apoptozu, respektive na jeji naruseni. Znamena to, ze nascentni
neoplastické bunky ziskavaji touto inhibici programovaného zaniku selekcni
vyhodu. Mohou setrvavat zahnizdeny jako loziska v hostitelske tkani,
zejmeéna v mistech, kam se nedostanou cytokiny a kyslik. Tento unik pred
apoptozou je pak podporen dalsimi onkogennimi sebezachovnymi
mechanismy, které vedou ke vzniku agresivnéjsich klonu; defektni apoptdza
tez usnadnuje metastazovani, protoze bunky mohou |gnorovat restrikCni
signaly prichazejici z okoli a pfeiivat oddelené od extracelularni matrix.
Mutace, které favorizuji rozvoj nadoru, odvraceji odpovéd na cytotoxickou
terapii a vznikaji tak refrakterni klony.

Uloha Bcl2 (a jeho homologu — Bcl-xL a Bel-w) v mechanismu inhibice
apoptozy spociva pravdépodobné v ochrannem ucinku na integritu
mitochondrii tim, ze brani vystupu cytochromu c do cytoplasmy, coz
znemozni aktivaci kaspasové kaskady.
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Nadory a ,,nesmrtelnost”“ bunék

Nadorova burika se stava ,nesmrtelnou”. Je to zpusobeno
zvysenou aktivitou enzymu telomerasy. Opakované deéleni
bunek je omezeno - zkracovanim telomer.

Telomery jsou klicovym stabilizacnim faktorem terminalni Casti
chromosomu a ukotvuji je k nuklearni matrix.

Telomery maji opakujici se sekvenci nukleotidu TTAGGG.

Délka telomer se zmensuje po mnohonasobnych pasazich (1
bunecny cyklus = zkraceni o 1 telomer) a dale v bunecnych
kulturach od pacientu v pokrocilém véku.

Jejich obnovovani je katalyzovano telomerasou; delka telomer
koreluje s obsahem telomeras. Z toho duvodu se prfedpoklada,
ze Ubytek DNA od konce chromosomu zkracovanim telomer
vede k deleci nezbytnych genu, coz ma za nasledek omezeni
Zivota bunek.
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Nadory a ,,nesmrtelnost”“ bunék

Pocet telomer slouzi jako generacni hodiny, kterée
odpocitavaji jednotlivé cykly bunécného déleni a
urcuji tak zivotnost bunék a replikacni potencial.
Nadorove bunky maji replikacni potencial vysoky:;
umoznuji jim to nejméné dva mechanismy,
kterymi si udrzuji dostateCny pocet telomer,
respektive jejich obnovovani. Nejbezngjsi (aktivita
prokazana u 85-90% nadorovych bunek) je

mechanismus TERT (,telomerase reverse
transcriptase’)

tzv. alternativni prodluzovani telomer (,alternative
Ienqtheninq of telomere (ALT) pathway"), které
umoznu e udrzovani poctu telomer bez vlivu

Iorﬁera \




JNESMRTELNOST BUNKY*

Narmalni somaticka bunka ma omezenou kapacitu
praliferace danou urcitym poctem maoznych deleni
3 fizenol opakovaroy sekverci korce ON A

-TTAGGG tzv. telomery

l cvklus = zkracenio 1 telomer

Moveé nastaveni umoznuje TELOQMERASA

Zvysena aktivita felomerasy v nadorovych b unek

D \ N\




Vyznam angiogeneze v rozvoji
nadoroveho onemocneéni

Angiogeneze ma klic¢ovy vyznam pro rust
nadoru. Rostouci nadorové lozisko muze bez
cévniho zasobeni dosahnout velikosti pouze 1 —
2 mm?3, kdy pfivod kysliku a zivin je mozny jesté
difuzi z okolni tkané. Nador pro dalsi rust
potrebuje vlastni cévni zasobeni. Popud je tomu
dan vzniklou hypoxii nadorovych bunek. Ta
navodi genetickou nestalost, dochazi ke vzniku
mutaci; mutace genu p53, ktery je ochrancem
genomu, neumozni opravu chyby v zameéne

g N \
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Vyznam angiogeneze v rozvoji
nadoroveho onemocneéni

* Dochazi dale k nerovhovaze mezi
antiangiogennimi a proangiogennimi faktory.
Tato zmeéna, kterou se zahaji proces nadorovée
angiogeneze, se nazyva ,angiogenni switch”.

* Objevuje se novy fenotyp nadorovych bunek,
vyznacujici se potlacenim antiangiogennich
faktoru — thrombospondinu — a zvysenou
tvorbou angiogennich pusobku.

« Bunky nadoru a sousedni endotelialni bunky se
v tomto smeru vzajemné ovlivauji parakrinni, ale

ial{ok'ﬂﬂ selgteci angiogenetickych faktoru




Vzajemné ovlivnéni nadorovych bunék a endotélii pfi angiogenezi
VEDF=vaskularni endotelovy rustovy faktor; EGF=epidermalni rlistovy
faktor; PDGF=rustovy faktor odvozeny od desti¢ek; bFGF= fibroblastovy
rustovy faktor bazicky; HGF=hepatalni rustovy faktor; MMP=matrixové
metaloproteinasy; IL-6=interleukin 6; IL-8=interleukin 8

5 L r ol e
i _ VEGF

VEGF TR bFGF




Tumorova neovaskularizace

* Novotvorbu cév v nadorovem lozisku predchazi

» vazodilace cev v nejblizsim okoli navozena predevsim
zvysenou aktivitou NO-syntasy a tim produkci NO-
radikalu. Ten také potencuje mitogenni ucinek VEGF.

* produkce metaloproteinas rozrusuje bazalni membranu,
Cimz se usnadnuje nejen migrace endotelovych bunek
po vlaknech tvorenych stimulovanymi fibroblasty, ale |
migrace tumorovych bunek.

* migrujici endotelie jsou zdrojem integrinu zajistujicich
jejich zivotnost.

Kapilarni morfogenezi podporuji jesté dalsi pusobky —
(napr. E-selektin). Vaskularizace nadoroveho loziska
umozni jeho prokrveni (perfuzi), a tim jeho dalSi rust.
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Tumorova neovaskularizace

> Cim je angiogeneze Intenzivnejsi, tim je prognoza
nadorového onemocheni nepriznivejsi; zvysuje se riziko
metastaz.

» Stupen angiogeneze muze slouzit jako prognosticky
faktor.

» Nejintenzivnejsi angiogeneze byva na okraji nadoroveho
loziska, kde Ize jeji intenzitu posoudit histologicky.
Pouziva se také zviditelnéni tzv. horkych lozisek (hot
spots) pomoci monoklonalnich protilatek proti cevnim
endoteliim nebo proti adheznim molekulam (CD31,
CD34), event. proti von Willebrandovu faktoru.

» Citlivym ukazatelem hustoty kapilarniho recisté je
stanoveni akvaporinu-1 (AqP-1); jde o faktor pusobici
synergicky s VEGF a vyznamneé zvysujici cévni
propustnost.

Dl \ N\




*J. EC recepton hinding

s & gropicay

A\ EC activation
Tui Aagriqai s

'E' profiferation

:Ea Dwectional
migraticn

;' ® ECM remadeling

® Tube formation

@ Loop fomation

- B = dfyrreisaom

o Vaseular stabdization

v v
Hourelrlon

& 2000 The Angiogeness Foundation, Inc. All rights reserved.




Patologie

* Obecna

« Specialni

« Organovych systému
« Organu

« Bunék

* Molekularni
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Molekularni patologie-metodologie
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Molekularni patologie-metodologie
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Molekularni patologie-metodologie

17 b 17
—ig gl
i =i

Fluorescentni hybridizace in situ

WA . A .y

-Lﬁ

ITITIT
MR N O




Fluorescence In situ

Barevné sondy, které jsou schopny identifikovat cely chromosom _
navazanim na sekvence na povrchu (napr. chromosomu 17) a tak nabarvit
chromosom vybranou fluorescenéni barvou (Obrazek 5a)

Centromerické sondy, které identifikuji centromerickou oblast specifického
chromosomu a umoznuji tak spocitat pocCet kopii tohoto chromosomu
dokonce i v interfazi nedélicich se bunék (Obrazek 5b)

Alelicky specifické sondy, které adheruji na specifickou sekvenci cilové
alely, jako napf. p53 nebo onkogenu HERZ2/neu (Obr. 5b)

Normalni bunka by méla mit 2 kopie onkogenu HERZ2/neu, 1 na kazdem
chromosomu 17. Pouzitim centromerické sondy pro chromosom 17 (zelena)
v kombinaci s alelicky specifickou sondou pro HER2/neu oncogen
(oranzova) se da oCekavat vizualizace 2 zelenych a dvou oranzovych
signalu v kazdé burice (Obr. 5b). V bunkach karcinomu prsu, ve které
dochazi k amplifikaci tohoto onkogenu, se v jadre vizualizuje 4 a vice
oranzovych signalu a pouze 2 zelené.

Podobné kombinace 2 alelicky specifickych sond na zlomovou oblast na
dlouhém raménku chromosomu 9 (zeleny signal) a 22 (Cerveny signal) je
schopna detekovat t(9;22) Philadelphsky chromosom (Obr. 5¢).

TUWR o




Ozl i

Molekularni patologie-metodologie
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Molekularni patologie-metodologie

Spectral karyotype imaging (SKI)

(a) Displayoveé barvy

(b) Klasifikacni barvy

(c) Konecny karyotyp se vSemi 23 chromosomovymi sadami v numerickem




Molekularni patologie-metodologie

Spectral karyotype imaging:
(a) Translocation (1;11)
(b) Komplexni markerove chromosomy u karcinomu prsu
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DNA microarray.
Kazdy CtvereCek na
sklenenem sklicku obsahuje
1200 cDNA loci pro celkem
4800 genu.

cDNA labeling

Hybridize Imaging data analysis
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(a) DNA microarray reader ukazuje fluorescenéni intenzity riiznych cDNA. V
tomto pripade gen indikovany Zluté zjevne zvySené exprimovan oproti
,modrym*“ genlim

(biqzdglzv esi gepimohou pomoci identifikovat ,wzorce* k predikci
rognozy n terapie. € oznacena,skupina indikuje funkéni cestu.




