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Nador, tumor, neoplazma, novotvar

- je nova a abnormalni tkan v mnohobunécném organismu,
ktera v tomto organismu nema fyziologickou funkci a roste
neregulovanym zpusobem.

- je geneticky podminény abnormalni prirastek bunécné
tkanové hmoty klonalniho charakteru. Jeho rist neni v
koordinaci s rustem okolnich tkani a rovnovaznym stavem
organismul.




Kancerogeneze

* Je proces vzniku a vyvoje nadoru

* Je vicestupnovy proces

» podstatou kancerogeneze je postupné hromadeni
genetickych (a epigenetickych) zmén

Neoplasticka transformace - je pieména
somatickeé bunky v bunku nadorovou




Podstatou kancerogeneze je postupné
hromadéni genetickych zmén




Vicestupnovd kancerogeneze spojena
s kroky klondlni expanze (selekce)
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Kolik a které geny jsou zménény
béhem kancerogeneze?

Nador neni monogenni onemocnéni.

Odhaduje se, Ze pro vyvoj nadoru je nezbytnych
4-7 udalosti (zasahu).

Konkrétnich genu, které mohou byt béhem
kancerogeneze zmeéneény, jsou desitky.

Obecn¢ existuje Sest (sedm?) zakladnich vlastnosti
pIn€ maligniho nadoru:




Sest ziskanych vlastnosti maligniho nadoru

ziskana schopnost priklad
Bl sobestacnost v produkci riistovych signali aktivace H-ras
" Necitlivost k signalim zastavujicim b.c. ztrata RB
E¥  Poskozeni apoptozy produkce IGF
8 Neomezeny replikaéni potencial aktivace telomerazy
BEl Posileni angiogeneze produkce VEGF
Bl Tvorba metastaz inaktivace E-cadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace vSech nutnych
zmen?




Kancerogeneze ma obecné rysy
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Kancerogeneze ma individualni prubéh
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Individualni je: poradi zasahu
pocet zasahu

konkrétni zasazené geny




Onkogeny

Protoonkogen je strukturni gen eukaryotické buriky, ktery se
svym translaCnim produktem podili do zna¢né miry na
regulaci déleni bunék a jejich diferenciace.

Onkogen je protoonkogen pozménény/aktivovany tak, Ze
vyvolava neoplastickou transformaci bunky.

Aktivace protoonkogenu je pieména protoonkogenu na
onkogen.

Mutace protoonkogent jsou:

- aktivujici

- dominantni

- vyskytuji se v somatickych bunkach a jen vyjimecné v
zarodecnych bunkdach




Nadorové supresory

Produkty genti pro nddorové supresory (antionkogeny) v
normalnich bunkach nevyvolavaji proliferaci, ale naopak ji
potlacuji a udrzuji bunky ve stadiu klidu (G,). Jejich ztrata se
projevuje neregulovanou proliferaci.

Mutace nadorovych supresori jsou:
- inaktivujici
- recesivni (,,recesivni onkogeny*) - spojeno s LOH

- vyskytuji se v somatickych a také v zarodecnych bunkach




Onkogenni (nadorove) RNA viry

Retroviry - obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné
transformujici viry) nebo aktivuji protoonkogen, vedle
kterého se integrovaly (pomalu transformujici)

RNA viry a lidské nadory:
lidsky lymfotropni virus typu I (HTLV-1) - T-
leukémie (lymfom) dospélych (ATTL)




Onkogenni (nadorove) DNA viry

Pouzivaji jinou strategii transformace: neobsahuyji
onkogeny, ale koduji proteiny, které interaguji s
nadorovymi supresory (RB, p53, p300/CBP) hostitelské
bunky, a tak hostitelskou bunku tla¢i do S faze:

SV40: velky T antigen riznymi doménami interaguje s
p53, RB, p300/CBP

adenoviry: E1A interaguje s RB a p300/CBP; E1B
interaguje s p33

papilomaviry HPV-16, HPV-18: E6 interaguje s p53,
p300/CBP; E7 interaguje s RB




Onkogenni (nadorove) DNA viry

DNA viry a lidské nadory:

Virus Epstein-Barrové (EBV) - Burkittiiv lymfom (BL),
Hodkinuv lymfom (HD), lymfomy, nazofaryngalni
karcinomy (NPC)

Virus hepatitidy B (HBV) - hepatocelularni karcinom
(HCC)

- Lidské papilomaviry (HPV 16, 18,..) - anogenitalni
nadory, nadory ustni dutiny, bradavice

Lidsky herpesvirus typu 8 (HHVS) - Kaposiho sarkom
(KS)




Onkogeny




Je rakovina nemoci bunééného cyklu?
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Regulace bunééneho cyklu - bod restrikce
- r'egulace fosforylace RB




Struktura signadlni drdhy:
klasifikace protoonkogent

 Ristové faktory

* Receptory
rustovych faktoru
a Ras-proteiny

* Cytoplazmatické
prenasece

* Transkrip¢ni
faktory




Priklady signalnich
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Rustové faktory a RTK receptory

e po vazbé svych specifickych ligandu receptory dimerizuji a
dochazi k autofosforylaci a také k fosforylaci dalSich
signalnich molekul; tak miize byt zahajena fada
vnitrobunécnych signalnich kaskad

 autofosforylaci se zméni konformace - zprtistupni se
katalytickda doména a vazebna doména pro substraty

 substraty interaguji predevsim prostirednictvim svych SH2
a SH3 (Src-homology) domén




Typy mutaci postihujici rustové
faktory a RTK receptory

» Produkce/nadprodukce (vlastnich) rustovych signalu

« Amplifikace receptoru: neadekvatné efektivni
,,vychytavani* extraceluldrniho signalu - bunky s
koncentrovanym receptorem jsou pozitivné stimulovany k
proliferaci, 1 kdyz hladina extracelularniho signalu je nizka
a za normalnich okolnosti by mitogenni drahu neaktivovala

e /ména struktury receptoru: jeho aktivace je nezavisla na
vazbé ligandu




Priklad rustového faktoru: PDGF

PDGF (,.platelet-derived growth factor) - G¢inny mitogen
epitelidlnich bunék - stimuluje endotelialni a epitelialni
buniky k proliferaci v misté poranéni

- homodimer (AA, BB) nebo heterodimer (AB) dvou
pribuznych fetézcii A a B: B je kddovan c-sis (v-sis
prendsSen virem opiciho sarkomu: pozménény B fetézec je
konstitutivné exprimovan a konstantné stimuluje k
proliferaci bunky s prisluSnym receptorem)

- exprese PDGF A nebo B nebo obou Casto detekovana u
sarkomu, gliom1, karcinom plic, prsu, jicnu, zaludku,
streva




Priklad membranového receptoru -
HER2/neu

HER2/neu kédovan genem c-erbB2
- receptor homologni s EGFR, ale nevaze ani EGF ani TGF-o
a zfejm¢e ani neu

- amplifikace c-erbB2 detekovana u adenokarcinomu slinnych
zlaz, prsu, vajeCnik, streva a zaludku; u karcinomu prsu a
vajeCniktl amplifikace a zvySena exprese c-erbB2 koreluje s
horsi progndzou a rezistenci k terapii *

- amplifikace c-erbB2 detekovana Castéji ve vzdalenych
metastatickych mistech nez u primarnich nadoru




Priklad membranového receptoru -
HER2/neu

* Amplifikace HER2/neu je uznavanym prognostickym a
prediktivnim faktorem u nadoru prsu; pacientky s amplifikaci
HER2/neu podstupuji radikalng;si terapii a mohou byt léCeny
Herceptinem - monoklonalni protilatkou rozpoznavajici
protein HER2/neu

- asi u 33% primarnich nadort prsu a vajeCniki detekovana
mutace v transmembranové doméné V664E davajici vznik
varianté p185erbB2, ktera je konstitutivné dimerizovana -
konstitutivné aktivni a konstitutivné stimulujici MAPK




Proteiny Ras

Po aktivaci RTK receptoru
zprostfedkovavaji vazbu Raf-1
k cytoplazmatické membrané,
kde jsou pritomny dalsi faktory
ucastnici se aktivace Raf-1, a
spoluaktivuji Raf-1

Fosforylované zbytky RTK jsou
vazebnym mistem pro proteiny s
SH2-doménami (GRB2). Tyto
proteiny jsou fosforylovany a signal
potom pienaseji dale prostiednictvim
Ras proteinu.
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Proteiny Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B (189 AA)
maji 188 aminokyselin (p21Res). Jsou lokalizovany na
vnitini strané cytoplazmatické membrany, kde funguji jako
prepinace pii prenosu extracelularnich signal do
cytolazmy. Ugastni se fizeni bun&éného cyklu, diferenciace

a apoptozy.

Ras-proteiny maji GTPazovou aktivitu: jsou inaktivni, vaze-li
se na n¢ GDP, a aktivni, vaze-li se na né¢ GTP. Vlastni
schopnost Ras-proteinu vyménovat GTP/GDP a
hydrolyzovat GTP je nizka, proto nutna ucast dvou typu

proteinu:




Growth Factors and Other Signals
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GTPazovy cyklus proteinu Ras

GEFs posiluji tvorbu

aktivniho Ras, ktery vaze
GTP

GAPs aktivuji GTPazu,
posiluji tvorbu
inaktivniho stavu Ras,
ktery vaze GDP




Onkogenni aktivace ras

Pritomnost onkogenni mutace ras detekovana témeér u 35%
nadoru.

e Mutace H-ras hlavné u nadort kuze a dlazdicobunécénych
nadoru hlavy a krku.

 Mutace K-ras hlavné u adenokarcinomu, karcinomu
chrupavek, kolorektalnich nadorti a nadort pankreatu.

e Mutace N-ras jsou bézné u hematopoietickych malignit,
hlavné u AML a MDS.




Onkogenni aktivace ras

Onkogenni mutace posiluji aktivitu Ras:

 V koddnech: 12, 13, 59, 61, 63 - vznikl¢ proteiny maji
poskozenou GTPazovou aktivitu a jsou rezistentni k
pusobeni GAP proteinu

* V kodonech 16, 19, 116, 117, 119, 144, 146 - vzniklé
proteiny maji usnadnénou vyménu GDP/GTP

» U nékterych nadort je zvySend exprese ras




Protoonkoprotein Myc

Do rodiny proteini Myc patii ti1 odliSné proteiny, které se
uplatriuji v kancerogenezi: c-Myc, N-Myc a L-Myc.

Myc je jaderny fosfoprotein s mnoha znaky transkripcniho
faktoru. Myc tvori heterodimery s proteinem Max.

 Dimer Myc/Max transaktivuje n€kolik gent, které se
podileji na fizeni bunééné proliferace.

* Myc upregulyje aktivitu telomerazy transaktivaci
katalytické podjednotky hTERT.

» Rada genti regulovanych Myc neni transaktivovana, ale
naopak jejich transkripce je reprimovana.




c-Myc, N-Myc, L-Myc

Jsou si podobné svou strukturou a mechanismem ucinku.

Vyrazné se 1iSi expresi béhem vyvoje a takée se zda, ze
ovliviuji - 1 ve stejném bunééném kontextu - jiné sady
genu, participuji - 1 ve stejnych bunéénych typech - na
jinych bunécnych programech.

L18i se vyznamng¢ také svou ulohou ve vyvoiji jednotlivych
typu neoplastickych onemocnéni.




c-myc a nadory - 1

Burkittv lymfom:

Témeér vSechny pripady Burkitova lymfomu souvisi s
translokaci genu c-myc (na chromozomu 8) bud’ s tézZkym
fetézcem W nebo A nebo lehkym fetézcem k
imunoglobulint (na chromozomech 14, 22 a 2).

Nékdy byva translokace doprovazena 1 vyskytem
somatickych mutaci v genu c-myc, a to predevSim v
oblasti fosforyla¢nich mist Thr58 a Ser62. Tyto mutace
prispivaji vyznamn¢ k fenotypu a progresi onemocnéni.




c-myc a nadory - 2
Ostatni lymfomy:

Low-grade folikuldrni lymfom je vétsinou spojen s
translokaci Ig/Bcl-2, jen vzacné 1ze detekovat prestavby
c-myc. 60-80% téchto lymfomu transformuje v
agresivng]si formu a u téch uz jsou detekovany 1 prestavby
Ig/c-myc.

Difuzni velkobunécné lymfomy B-bunék jsou
heterogenni a asi u 50% lze detekovat translokaci Ig bud’
s BCL2, BCL6 nebo c-myc.




c-myc a nadory - 3

Solidni nadory:

Amplifikace a/nebo zvySena exprese c-myc se vyskytuje
u vyznamneho podilu invazivnich duktalnich karcinomu
prsu (spojeno s horsi progndzou), u nékterych nadort
prostaty, u gastrointestindlnich nadoru (souvislost c-
myc:APC:p-katenin: jaderny B-katenin slouzi jako
koaktivator TF Tct-4, ktery transaktivuje c-myc), u
nékterych melanomu a u mnohocetného myelomu
(koreluje s agresivitou onemocnénti).




N-myc a nadory

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 1/3 pripadu
neuroblastomu a je spojena s horsi progndzou onemocnéni.

ZvySena exprese N-myc byla popsana u vyznamného podilu
pripadi malobunééného nadoru plic a u mensiho poctu
pripadi medularniho tyroidniho nadoru, retinoblastomu,
rhabdomyosarkomu a nadoru prsu.

L-myc a nddory

Amplifikace a zvySena exprese L-myc (a také c-myc a N-
myc) byla pozorovana u nékterych pripadu malobunécného
karcinomu plic.




Nadorové supresory




Individudlni dispozice k nadorum

1. Rozdily v metabolismu kancerogenu

napt. cytochrom P-450, CYP2D6, CYPIAI1, N-
acetyltransferaza,...

2.-3. Rozdily v DNA repair

Mutace nadorovych supresoru (a onkogenii)
- p53, RB, WT1, BRCA1 a BRCA2,...
- RET

Penetrance: podil jedinct ur¢itého genotypu, u nichz se dany
specificky genotyp fenotypicky projevi (pravdépodobnost
vyskytu daného nddoru v urcitém véku).




Retinoblastom

Je vzacné, ale velmi dobfe znamé nadorové onemocnéni déti.
Incidence - 1 na 13.500 - 25.000 narozenych déti.

Je prototypickym piikladem vrozené dispozice k nadorim:
Na zakladé¢ studia epidemiologie retinoblastomu byla
vytvorena Knudsonova hypotéza — Knudsonuv model.

RB byl prvnim prikladem nadorového supresoru a prvni
klonovany gen pro nadorovy supresor.

Vrozena mutace RB (13q14) predisponuje nositele k vyvoji
retinoblastomu (maligni tumor, ktery vznika ve vyvijejici
se retin€) v nizkém véku a ptindsi zvySené riziko vyvoje
osteosarkomu.




Knudsonuv model dvou zédsah

40% pripadu:

e prumérny vek pri diagnoze - 14 mésicu

 bilateralné v obou o€ich - v pruméru 3 nezavislé nadory

e v piipadé Casné¢ho odstranéni retinoblastomu vysoky
vyskyt osteosarkomul mezi 20. a 30. rokem Zivota

e Casto rodinna anamnéza
60% pripadu:

* bez rodinné anamnézy

e prumérny vek pri diagndze - 30 mésicu

 unilateralni vyskyt




Knudsonuv model dvou zésah

Knudson (1971):

1. skupina: 1 mutovana alela genu RB je zdédéna (v
zarodecné linii), druha mutace somaticka

2. skupina: nezbytnost dvou nezavislych mutaci obou alel RB

—> jedna hypotéza vysvétlila dva epidemiologicky odlisné
typy onemocneni




Knudsonuv model dvou zédsah

NORMALNI, ZDRAVY JEDINEC . - . DEDICNY RETINOBLASTOM

NEDEDICNY
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mutuje jedna ze dvou 0 V jedné burice mutuje
standardnich alel druha alela genu RB1.
genu RB1.

Druha alela mutuje jen velmi zridka
v téZe burice.

Netvori se nador.
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k retinoblastomu.
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Ztrata heterozygotnosti

Ztrata heterozygotnosti = LOH (,,lost of heterozygosity*)

e Bunky, které nesou jednu mutovanou alelu nadorového
supresoru, ztraceji velkou Cast (delece) chromozomu, ktery
nese funk¢ni alelu. Predpoklada se, ze v oblastech s
vysokou frekvenci LOH lezi geny nddorovych supresort.

e Bunky, které nesou jednu mutovanou alelu nadorového
supresoru, ztraceji jednim z vice moznych zpusobu funkéni

alelu.




Ztrata heterozygotnosti

mutace X v alele
genu RB1 —_
mateiského chromozomu

standardni alela
genu RB1
v otcovském chromozomu

ztrata heterozygotnosti

® a B8 =
B &
nondisjunkce nondisjunkce mitoticka

(ztrata a duplikace rekombinace
chromozomu)
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genova delece bodova
konverze mutace




RB: gen a protein

gen je lokalizovan na chromozomu 13

jaderny (85%) protein ppl 1088 (velikost 112 az 114 v
proliferujicich bunkach)

V nedélicich se bunkach je RB v komplexu s TF E2F. E2F
transaktivuje sadu gent, které jsou nutné k S fazi
bunécéncého cyklu. RB blokuje E2F a tim blokuje bunécny
cyklus (,,brzda bunécného cyklu®).

Hladina proteinu RB se v bunikdch neméni béhem b.c., ale
meéni se stupen fosforylace RB. Na molekule RB je asi 10
az 12 ruznych fosforyla¢nich mist (Thr, Ser).
Hyposforylovany RB je aktivni a vaze E2F, fosforylovany
RB je neaktivni.
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RB a regulace bunecneho cyklu
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Zpusoby inaktivace RB v nadorech

e Samotny gen RB muze byt mutovan, deletovan, muze byt
metylovan jeho promotor (retinoblastom, malobuné¢ny
karcinom plic, sarkomy, karcinomy mocCového méchyre).

e Vazbou virovych proteini E1A, LT SV40, E7 (karcinom
délozniho Cipku).

« Amplifikaci cyklinu D1 (nadory jicnu, prsu,
dlazdicobunécné karcinomy) nebo zvySenou expresi
cyklinu D1 diky chromozomalni translokaci (lymfomy B
bunék). Potencialné onkogenni virus Herpesvirus saimiri
koduje sviy vlastni cyklin D.




Zpusoby inaktivace RB v nadorech

« Amplifikaci Cdk4 (glioblastomy, gliomy).

e Deleci pl5, pl6 nebo obou (dlazdicobunécné karcinomy
jicnu, glioblastomy, karcinomy plic, mo¢ového méchyte a
pankreatu).

» Ektopicka exprese ,,wild-type* RB neni inhibujici pro
proliferaci, protoze RB je fosforylovan a inaktivovan
endogenni aktivitou komplexu cyklin/cdk.




Li-Fraumeniho syndrom

Vzacné autozomalné dominantni dédi¢né onemocnéni.

Rodinny syndrom charakteristicky Castym a ¢asnym
vyskytem malignit rizného typu vCetné sarkomu, nadoru
prsu, nadoru mozku, leukémii, adrenokortikalniho
nadoru.

Nadory u LFS maji tendenci se objevovat u déti a mladych
dospélych, Casto jako nasobné primarni nadory.

Syndrom spojen s mutaci genu pro nadorovy supresor p53
(17p13).




Rodokmen rodiny s LFS

CO - colon cancer

BB - bilateral breast
cancer

BR - breast cancer

SS - soft tissue
sarcoma

OS - osteosarcom

CN - brain tumor

LK - leukemia




Gen a protein p53

Gen lezi na chromozomu 17 (17pl13) ama 11 exonu (z nichz
prvni se neexprimuje).

Protein je jaderny fosfoprotein, 393 AA, 53 kDa;
funguje jako transkrip¢ni faktor.

Cilové geny: mdmZ2 - zpétnovazebni inhibi¢ni kli¢ka
p21CIPUWAFT _ blok G1

bax - apoptoza
GADDA4b - oprava DNA




Signalizace p53

DNA Damage

G1 ARREST APOPTOSIS G2 ARREST




pb53-dependentni blok v 61 - p21¢IP1/WAF1

DNA damage
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p53 - ochrance genomu

A)

DNA damage

P

Increase of p53 protein level,
transactivation of cell-cycle control gene-s,

cell-cycle arrest in G1

B)

DNA damage
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Inaktivace p53 v nadorech

Mutace

Jaderna exkluze (37% zanétlivych karcinomu prsu, vice
nez 90% nediferencovanych neuroblastomu)

Interakce s virovymi onkoproteiny (LT SV40, E1B, E6)

Amplifikace mdmZ2 (neuroblastomy), pripadné mdmX
(gliomy)




Frekvence mutaci p53 v nadorech

Estimated < No. of Cases _ . Estimated
Cancers Developed (x 1000) Developing Cahvi
with Countries Countries with
Mutant Mutant
p53 Gene o 4?0 | 3{)0 . 290 ‘ 1!?0 . U 100 200 300 4?0 553 Gene
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4 21
23 29

1013 Total Total 874




Typy mutaci p53

predevsim bodové missense mutace

kratké delece a inzerce (vice v okrajovych Castech genu)

distribuce neni pravidelna
- predevsim centrdlni DNA vazebna doména - ,,hot spots*
- oligomerizacni doména

- introny (v mistech sestiihu)




Distribuce ,missense” mutaci v
molekule p53

I ‘ All Tumors
NH?2 | i | 1 1 ] EDDH

100 200 300

Nejcastéji mutované kodony p53: 175, 245, 248, 249, 273, 282.




Mutace p53 v nadorech

typické spektrum mutaci u urcitych nadoru
typicka spektra pro urCit€¢ kancerogeny (,,fingerprints*)

nékteré mutace typické pro urcity geneticky background
(BRCA1, BRCA2)

rizné mutace mohou mit rizny dopad na vlastnosti nadoru
(CasteCna inaktivace, konformacni mutace, korelace
genotypu a fenotypu)

ziejme se 1iSi mutacni spektra somatickych a vrozenych
mutaci




Genetickd nestabilita nadoru

e Nadory vznikaji postupnou akumulaci genetickych (a
epigenetickych) zmén genu, které ridi bunécné délent,
bunécnou smrt a dalsi dulezité procesy v burnice.

e 7 vypoctu, ktery vychazel ze zndmé mutacni rychlosti
v somatickych burikach (10-7 na gen na generaci bunék), se
zdalo, ze k takové akumulaci mutaci nemiiZze béhem

lidského zivota dojit. Jakym mechanismem dochazi k této
akumulaci?




Genetickda nestabilita nadoru

« K akumulaci sta¢i normdlni rychlost mutaci ve spojeni
s vinami klondlni expanze, které mohou byt zpusobeny
pozitivni selekci bunék “prenadorovych™.

e Akumulace vSech nutnych mutaci umoznéna genetickou
nestabilitou (tzv. ,,mutator hypothesis*). Nestabilita je
zélezitost rychlosti, s jakou k mutacim dochazi,
existence mutaci sama o sobé neposkytuje Zadnou
informaci o tom, s jakou rychlosti se objevila.

Vétsina nadoru je geneticky nestabilnich..




Typy genetickych zmén v nddorech

1. MenSi zmény v sekvenci DNA - missense mutace, mensi delece a
inzerce (napf. missense mutace K-ras se vyskytuje u 80% nadoru
pankreatu, pfevazné missense mutace p53 u témét poloviny vSech
nadort,..)

2. Zmény v poctu chromozdmu - ztraty piipadné zisky celych
chromozémi (ztrata chromozomu 10 u glioblastomil spojena se ztratou
nadoroveého supresoru PTEN; ziskani chromozdému 7 u papillary renal
karcinomu spojeno s duplikaci mutantniho onkogenu MET)

3. Chromozomalni translokace - fuze ¢asti odlinych chromozému nebo
normalné nesouvisejicich ¢asti téhoz chromozému (na molekularni Grovni
miuze byt doprovazeno fuzemi mezi dvéma odliSnymi geny)
(Philadelphsky chromozdm a dalsi translokace typické pro fadu leukemii)

4. Amplifikace genu (amplifikace genu N-myc u 30% neuroblastomil)

Ke genetické nestabilité dochazi na vice drovnich.




Nestabilita v sekvenci DNA

Tento typ nestability je u lidskych nadorti vzacnéjsi, ale kdyz se
vyskytne, ma dramatické nasledky. Zdrojem nepiesnosti pii replikaci
DNA jsou chyby vzniklé pii DNA polymeraci (tj. kvalita DNA
polymeraz a souvisejicich ,,proofreadingovych* procesii) a chyby

v DNA repair systémech. U nadoru nebyly prokazany defekty v DNA
polymerazach, ale byly prokazany defekty ve dvou hlavnich systémech
DNA repair.

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

2. Oprava $patného parovani (,,mismatch repair” - MMR) - s
ni spojend mikrosatelitova nestabilita (MIN)




Oprava Spatného parovdni - MMR

» enzymatické odstranéni chybné zatrazenych nukleotidu pii
replikaci

« MMR studovan v souvislosti s nadory po objeveni skupiny
sporadickych kolorektalnich nadort, u kterych byly v genomu
nalezeny rozsahl¢ zmény v oblastech poly(A). Pozdéji byly
nalezeny obdobné zmény také v poly(CA) opakovanich a tento
jev dostal oznaCeni mikrosatelitova nestabilita — MIN.

« MIN se vyskytuje u vétSiny dédiénych non-polyposnich
kolorektalnich nadortt (HNPCC).




Oprava Spatného parovdni - MMR

e Mutace MMR jsou recesivni, tzn. jedna “funkcéni” alela je
dostateCna k udrzeni normalni hladiny MMR, teprve po
inaktivaci druhé alely prisluSného MMR genu se zacnou
kumulovat mutace.

» Nositelé jedné mutantni alely v zarode¢nych bunkach jsou
disponovani k vyvoji nadoru.

e Mutace v genech MMR se nejcastéji vyskytuji u
kolorektalnich nadort, u nadort endometria, a u nadoru
zaludku (asi 13-15%), u jinych typl nadoru jsou vzacné
(asi 2%)




Dédiény nepolypozni kolorektalni
karcinom - HNPCC = Lynchuv syndrom

o HNPCC predstavuji asi 2-4% kolorektalnich nadorii v
zapadnich zemich.

e Primérny vék detekce nadoru u HNPCC pacientt je 40 let.

* Pacienti nemaji zvySeny pocet prekurzorovych adenom.

* Celozivotni riziko vyvoje CRC je pro Zeny 50%, pro muze
80% a celozivotni riziko vyvoje nadoru délohy je 60%.

e Pacienti s HNPCC ohrozeni dale nadory vajecniku,
zaludku, pankreatu a mozku.

e Vyvoj nadoru souvisi s mutacemi genit MMR, nadory jsou
geneticky nestabilni a progreduji rychle, jsou ale méné
agresivni nez FAP (jsou diploidni).




Dédicény nepolypozni kolorektdlni karcinom

e Syndrom je spojen s vrozenymi mutacemi genu pro
,mismatch repair®, je pro n¢ typicky mutatorovy fenotyp
RER+:

MSH?2 (prvni detekovany; 2p15-16, 106 kDa)
MLHI (3p21; 85 kDa)

- tyto dva odpovidaji za vice nez 90% vSech vrozenych
mutaci

PMSI (2q31)
PMS2 (7p22; 96 kDa)
MSH6 - odpovida za odlisny fenotyp




Nestabilita v poctu chromozomu -
CIN

e Ve srovnani s NIN a MIN jsou ztraty nebo zmnozeni

VVVVVV

u vétSiny nadort — napt. 85% kolorektalnich nadoru je
vysoce aneuploidnich.
* Bé&Zna je ztrata chromozomu souvisejici s LOH, Casto je

doprovazena ziskanim opacného chromozomu. = Ne vzdy
zmeény karyotypu souviseji s CIN!

« Oba typy nestability se objevuji spiSe v rannych fazich
vyvoje nadoru a béhem dalSiho vyvoje nadoru se hromadi
genetickeé zmeény jako nasledek této nestability.




——— Microtubules

Molekularni podstata CIN

Bé&hem bunééného cyklu se vyskytuje nékolik kontrolnich
bodl, které monitoruji spravny postup bunééného déleni a
zajiStuji, aby pred vstupem bunécného cyklu do dalsi faze byly
predchozi faze zcela a bezchybné skonceny.

Pozastaveni vstupu do mitdzy pii poSkozeni DNA (A) Pozastaveni kondenzace
chromozdmu pfi poSkozeni mikrotubulll (B). Pozastaveni separace chromatid pfi
nespravném pripevnéni chromozomu (C). Pozastaveni vytvoreni dcetfinnych bunék pii
nespravné orientaci vieténka D).
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Kontrola poskozeni DNA

e Chromozomy obsahujici poSkozenou DNA mohou
nespravné segregovat, protoze sesterské chromatidy mohou
byt spojeny (DNA-DNA, DNA-proteiny); chromozomy
obsahujici jednofetézcove “gaps” nebo zlomy v obou
fetézcich jsou nachylnéjsi k rozsahlym prestavbam =
nestabilita souvisejici s defekty v kontrole poSkozeni DNA
jsou Casto spojeny s posilenou mitotickou rekombinaci a
s aberantni segregaci chromozomu. Kandidatni geny: ATM
(,,ataxia telangiectasia mutated”), ATR (,,ATM-related
gene), BRCA1, BRCAZ2, p53.




Kontrola mitotickéeho vreténka

» Tento kontrolni bod (,,spindle check-point*) zajist'uje, aby
se sestreské chromatidy nerozchazely diive, nez jsou
vSechny chromozomy spravné usporadany kolem
mitotického vieténka.

Prophase

Metaphase

__Centrosame

spincle

B Kinetochore osyjs— 8

Microtubules

« a. Profédze: zaCina se tvorit vieténko ve formé mikrotubul organizovanych
centrozomy na podlech bunky; b. Metafaze: vieténko je vytvoreno a
chromozomy se zacinaji pripevinovat k vieténku v oblastech nazyvanych
kinetochory; c¢. Anafaze: chromozomy se pohybuji se zkracujicimi se
mikrotubuly smérem k pélim bunky, kinetochory napred.




Kontrola mitotickéeho vreténka 1
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Jak je monitorovano sestavovani vieténka? Na nespravné
sestaveni vieténka reaguji proteiny typu Bub a Mad a
nedovoli aktivaci APC




Familialni adenomatozni polypoza
- FAP

e Autosomalné dominantni dédi¢né onemocnéni.

e U pacientu s FAP se vyvijeji stovky az tisice benignich
kolorektalnich nadort, z nichz nékteré progreduji do
karcinomu, nejcastéji béhem druhé a treti dekady zivota.
Primérny vék detekce nadoru u FAP pacientt je 40 let.

* Polypy, které se objevuji u pacientt s FAP jsou totozné s
polypy sporadickymi a také nemaji vétsi riziko maligni
progrese nez sporadické polypy. Ale jejich velky pocet
,.Zajistuje®, ze nekteré se s jistotou v maligni vyvinou.

« Pacienti s FAP maji zvySen¢ riziko thyroidnich nddoru,
nadoru tenkého streva, zaludku a mozku.




Familialni adenomatozni polypoza

FAP je spojena s vrozenymi mutacemi genu APC.
Ten je lokalizovan v oblasti 5q21.

Béhem kancerogeneze musi byt inaktivovany obé kopie
genu APC (< Casty LOH 5q).

Somatické mutace APC také hraji kliCovou ulohu pii1
vyvoji sporadickych kolorektalnich karcinomu, jsou
detekovany alespon u 80% vSech CRC.

Vysoky podil mutaci, které vedou ke zkracenym
proteintm.

Relativni vztah mezi typem mutace a priubéhem
onemocnént.




Dvoji Uloha proteinu APC v bunce:

A. Regulace hladiny volného B-kateninu
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Dvoji dloha proteinu APC v bunce:

B. Uéast na tvorbe mitotickeho vretéenka

a Wild-type cells

Cantrosomea APC I:"-_E-1 I-'-{:inelu-::hme

o' o

Microtubudes —

APC je lokalizovano na kinetochorech metatazickych chromozomu.
Dusledkem mutace APC je poSkozeni mitotického vieténka a tim
zvySeni chromozomalni genetické nestability.




Dvoji dloha APC pri vyvoji CRC

* APC se zreymé uplatnuje jak pri iniciaci vyvoje nadoru (v
dusledku selektivni vvhody ziskané aktivaci Wnt/3-katenin
drahy), tak také v pozd¢jSich fazich vyvoje nadoru tim, ze
je pri¢inou chromozomalni nestability.

Mutace APC predstavuje nejcastéjsi prvni krok v
kancerogenezi kolorektdlniho karcinomu




Vyvoj
kolorektalniho
karcinomu

relativné ,,standardni* prubéh od
malych adenomu (do 1 cm), pres
sttedné pokrocilé (vice nez 1 cm
bez znamek transformace) a velké

adenomy az po plné rozvinuty
maligni CRC




Vyvoj kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinomy predstavuji vyborny model pro
studium kancerogeneze:

 relativné ,,standardni* prubéh od malych adenom (do 1
cm), pres stifedné pokrocilé (vice nez 1 cm bez znamek

transformace) a velké adenomy az po plné rozvinuty
maligni CRC

* souvislost mezi morfologii jednotlivych stadii a genetickymi
zmeénami, které se odehraly

* model kooperace onkogent a nadorovych supresortu béhem
kancerogeneze




Dalsi stadia vyvoje kolorektdlniho
karcinomu - aktivace ras

* Specifické bodové mutace protoonkogenu K-ras nebo N-
ras jsou detekovany alespon u 50% kolorektalnich
adenomu vétSich nez 1 cm a asi u 50% karcinomu.

e Mutace ras jsou jen vzacné (do 10%) detekovany u
adenomtl menSich nez Icm.

— mutace ras se typicky objevuji pti progresi adenomu




Frekvence mutaci ras u kolorektalnich
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Dalsi stadia vyvoje kolorektdlniho
karcinomu - ,LOH" 18¢

Delece oblasti 18q detekovany u 50% velkych adenomu a
70% karcinomt.

Na chromosomu 18q detekovan gen pro SMAD4 neékdy
oznacovany jako DPC4 (,,deleted in pancreatic cancer®).

SMADA4 je soucasti signalni drahy TGF-J3.




Frekvence deleci oblasti 18q u
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Dalsi stadia vyvoje kolorektdlniho
karcinomu - inaktivace p53

o Ztrata 17p je detekovana u 75% kolorektalnich karcnomu.

o Ztrata 17p je jen vzacné detekovana u kolorektalnich
adenoml.

— inaktivace nadoroveého supresoru p33 je typicky pozdni
udalost béhem vyvoje kolorektalnich karcinomu




Frekvence mutaci p53 u kolorektalnich
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Vyvoj kolorektdlniho karcinomu:

model mnohostupnové kancerogeneze

Adenorma

]

KRAS SMADZ/EMADS TP53
Other oncogenes’? Chwomosome  Lhromosome

18q LOH 17p LOH




Vyvoj kolorektdlniho karcinomu:

model mnohostupnové kancerogeneze
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