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Monoklondlni ptvod
nadord

Dva pristupy ke studiu
nddort

Klasifikace nadort
Bunécnd proliferace
Apoptdza, angiogeneze,
metastdzovani
Metastdzy: nejCastéjsi
pri¢ina dmrti

p53: pribéh mutace
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Seminar 1

Monoklonalni puvod
nadoru
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Seminar 1 - osnova

Monoklondlni ptivod nddort

Alternativni neovaskularizace
Heterogenita nadord

Akumulace mutaci béhem vyvoje ndadord
Kancerizace pole



Robert Alan Weinberg:
Jedina odrodila burika

Robert Allan Weinberg: ,The
Biology of Cancer" GS Garland
Science, 2007

Robert Allan Weinberg: .. Jedind
odrodila bunka. Jak vznika
rakovina."

Academia, 2003 (1998) [+




(1) Jsou nadory monoklonalni nebo
polyklonalni?

monoclonal tumors polyclonal tumors
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Z Uvodni predndéky kurzu Molekuldrni biologie hddoru:

Jsou nddory monoklondlni nebo
polyklonalni?

Klonalitu Ize studovat na zdkladé sledovani néjakého
unikdtniho genetického/epigenetického markeru (napr.
Barrovo télisko) = tak Ize prokdzat, Ze bunécna populace v
nddoru je monoklondlni

X Na pocatku mohl byt vyvoj polyklonalni, ale prerostla
nejuspésnéjsi bunecnd populace.

X Béhem vyvoje narlstd genetickd nestabilita a tedy i
heterogenita.

Nicméné obecny konsensus rikd, Zze nddory jsou vétsinou
monoklondlni a jejich vyvoj zacina jedinou odrodilou burikou.



Jak studovat monoklonalitu/
polyklonalitu nadoru?

Na zdkladé sledovani néjakého unikatniho genetického/
epigenetického/biochemického markeru.

napriklad Barrovo télisko

V somatickych bunkdch sami¢iho embrya dochdzi k nahodilé
inaktivaci chromozomu X. Karyotypicky se projevi umlceny
kondenzovany chromozom jako malé, tzv. Barrovo télisko.



Inaktivace
chromozomu X

Na pocatku vyvoje samiciho
embrya jsou oba chromozomy
X (matersky i otcovsky) stejné
aktivni.

Brzy béhem vyvoje dochazi k
nahodilé inaktivaci jednoho z
nich, coZ zplsobi uml¢eni
témér véech jeho gend. VSichni
.potomci" (celd ndsledna linie)
téchto bunék dédi tento znak.
Dospélé samici télo je tvoreno
klony bunék, které jsou bud’
Mp (inaktivace paterndlniho X)
nebo mP (inaktivace
maternalniho X).

early embryo

random
X-inactivation

cells in adult
inherit the
pattern of
X-inactivation
of their ancestors
in the embryo

one cell becomes
ancestor of all
cells in the tumor

tumorigenesis




Studium monoklonality/
polyklonality nadoru pomoci
Barrova téliska

Témeér vsechny geny na inaktivovaném chromozomu jsou
transkripéné reprimované.

Na chromozomu X je lokalizovdn gen pro glukoso-6-fosfat
dehydrogendazu (G6PD). Vice nez 30% afro-americkych Zen
je v tomto lokusu heterozygotnich - maji dvé rizné alely
tohoto genu. Dvé formy enzymu jsou rozlisitelné bud’ pomoci
skrobové gelové elektroforézy nebo diky tomu, Zze jedna
forma je odolnéjsi vici teplotni inaktivaci.

Diky inaktivaci X exprimuje kazda burika Zen - heterozygotek
jen jednu alelu genu G6PD.



RozliSeni dvou variant glukoso-6-
fosfat dehydrogenazy
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Opatrné zahrati tkané odlisi oblasti (klony) bunék, které exprimuji
teplotné rezistentni, stdle aktivni formu enzymu G6PD (tmavé
modré tecky), od oblasti bunék exprimujicich teplem inaktivovany
enzym.

Buriky jednotlivych oblasti jsou potomstvem embryondlni burky, ve
ktere doslo k inaktivaci jednoho chromozomu X.



RozliSeni dvou variant glukoso-6-
fosfat dehydrogenazy

migration of G6PD enzyme
from various cells

tumors from
normal heterozygous
tissues patients
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Varianty G6PD maji riznou
elektroforetickou pohyblivost ve
Skrobovém gelu.

1965 - analyza leiomyomt
(benigni nddory délozni stény)
afro-americkych zen/
heterozygotek: kazdy nddor nesl

bud’ jednu nebo druhou variantu
G6PD.

= Kazdy nddor je velmi
pravdépodobné klonem bunék
pochdzejicich z jediné
(.odrodilé™) buriky!



Jak studovat monoklonalitu/
polyklonalitu nadoru?

Myelomy (nddory odvozené normal multiple
z prekurzor B-bunék ESSREN o
produkujicich protilatky.

Normadlni populace techto - monoclonal Ig
bunék sestdva z tisicll az relydlonallg (M-spike)
miliond odlidnych —

subpopulaci exprimujicich pa—

odlisné (= s odlisnymi

prestavbami genovych
segmenti) imunoglobuliny. albumin — (S
Myelomy jsou tvoreny

burikami s totoznou
prestavbou genovych = Kazdy nddor je velmi pravdépodobné

segmentil klonem bunék pochdzejicich z jediné
(.odrodilé") buriky!




Jak studovat monoklonalitu/
polyklonalitu nadord?

Sledovani chromozomadlnich
aberaci.

Nekdy Ize néjakou velmi
specifickou chromozomalni
abnormalitu - ndsledek
vzdcné nahodilé genetické
aberace - sledovat ve

v, v s / tumortissue/ \
viech bunfikdch daného S e e o o

nadoru.

normal tissue ‘

= Kazdy nddor je velmi

pravdépodobné klonem
bunék pochdzejicich z
jediné (.odrodilé") buriky!



Mixed Epithelial and Stromal Tumors of the Kidney:
Evidence for a Single Cell of Origin With Capacity
for Epithelial and Stromal Differentiation

Jennifer Bup-Jong Kum, MD,* David J. Grignon, MD,* Mingsheng Wang, MD*
Ming Zhou, MD, PhD,{ Rodolfo Montironi, MD,} Steven S. Shen, MD, PhD.§
Shaobo Zhang, MD* Antonio Lopez-Beltran, MD,| John N. Eble, MD,*
and Liang Cheng, MD*

Am | Surg Pathol = Volume 35, Number 8, August 201]

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




Smiseny epitelidlni a stromalni
nador ledvin (MEST)

Vzdcny nddor ledvin, s vyraznou prevahou vyskytu u Zzen
(pravdépodobné souvislost s hladinou hormont).

Nddory prevdzné benigni, jen vzacné maligni.

Nddor tvoren jak epitelidlnimi tak mesenchymdlnimi burikami.
Obecné je prijimdno, Zze stromdlni buriky v MEST jsou
neoplastické, ale neni jednoznacné, zda (1) epitelidini buriky jsou
také neoplastické nebo (2) nejsou a jsou ovlivnény stromdlnimi
bufikami a hormony.

Pokud by byly skutecné neoplastické jak stromadini tak epitelidlni
buriky, predpoklddalo by to existenci (jediné ..odrodilé™)
progenitorové buriky s kapacitou dudlni (mesenchymadlni a
epitelidlni) diferenciace.

= analyza monoklonality ptivodu




Mixed Epithelial and Stromal Tumors of the Kidney:
Evidence for a Single Cell of Origin With Capacity
for Epithelial and Stromal Differentiation

Jennifer Bup-Jong Kum, MD,* David J. Grignon, MD,* Mingsheng Wang, MD*
Ming Zhou, MD, PhD,T Rodolfo Montironi, MD,} Steven S. Shen, MD, PhD.§
Shaobo Zhang, MD* Antonio Lopez-Beltran, MD,|l John N. Eble, MD,*
and Liang Cheng, MD*

+ 21 Zen s MEST, které prodélaly ¢dstecnou nebo radikdlni
nefrektomii

* vySetreni inaktivace chromozomu X a genu pro lidsky androgenni
receptor (HUMARA) v lokusu Xql11-12

- tkdriové rezy pripravené s formol-parafinovych bloku

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




Priprava vysetrovaného materialu

1. Mikrodisekce
epitelidlni (E) a
stromadlni (S)
komponenty MEST a
normdlni (N) tkdné z
tkanovych rezl
pripravenych z
formol-parafinovych
blokil a obarvenych
hematoxylinem a
eosinem.

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011
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Priprava vysetrovaného materialu

Mikrodisekce E, S a N tkani

Tzolace DNA

Stépeni restrikéni endonukledzou Hhal, citlivou na metylaci DNA
Amplifikace stépené a nestépené DNA

Elektroforéza DNA

Interpretace vysledku

Informativni byly vzorky, u kterych v nestépené kontrole byly
dva bandy pro dvé alely genu HUMARA

V nadorové tkani byla nenahodild (tedy klondlni) inaktivace
chromozomu X prokdzdna vymizenim jednoho bandu ve vzorku
Stépeném Hhal)

Spoleény progenitor E a S komponenty byl predpokladan tam,
kde u E i S komponenty chybéla stejna alela HUMARA



Interpretace vysledku

— heinformativni

CS A Sy S——-———. vzorek, pouze 1 alela
genu FUMARA v

hormalni tkani

— informativni vzorek,
neklondlni, dvé alely

genu FUMARA ve
vSech typech tkdné

Case 16

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




Interpretace vysledku

E S — prevaha ,vrchni® alely

. L genu FUMARA v

o epitelidlni i stromadlni
sloZce nadoru -
klondlni zména,
spolecny progenitor

O L - I — prevaha ,spodni* alely
— genu FUMARAvV
Ry - epitelidlni i stromdlni

D R e ——— slozce nadoru -

klonalni zména,
Case 8 spolecny progenitor

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




Vysledky

z 21 pripadu, 19 bylo informativnich

v 7 pripadech byla neklondlni inaktivace chromozomu X
(nekompletni stépeni Hhal? kontaminace nenddorovou tkani?)

ve 12 pripadech byla detekovdna klondlni inaktivace chromozomu
X (tj. pritomnost jen jednoho alelického bandu genu FUMARA)

ve vSech 12 pripadech byla shodnd inaktivace chromozomu X v
epitelidlni a stromdlni slozce MEST

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




Zavery

Silnd podpora toho, Ze neoplastické jsou jak buriky
mesenchymadlni slozky, tak bunky epitelidlni sloZky
MEST.

Silnd podpora teorie, ze obé slozky nddoru -
epitelidlni i stromdlni - se vyvinuly ze spole¢né
progenitorové (.jediné odrodilé") buriky, kterd méla
kapacitu k dudlni diferenciaci.

Bup-Jong Kum J. et al., Am.J.Surg.Pathol. 2011




(2) Alternativni vaskulogeneze
(pseudoangiogeneze)




Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Struktura nddorové vaskulatury

Struktura krevni
kapildry v
kolorektalnim
karcinomu.

Umisténi nadorové
bunky (zelend
fluorescence) uvnitr
krevni kapildry
(endotelidlni bunky -
cervend fluorescence)
- tzv. mozaikovita
struktura.




Glioblastoma multiforme (GBM)

GMB

‘nejmaligné jsi nddor mozku

-velmi rezistentni k intenzivni kombinované terapii
-jeden s nejvice vaskularizovanych nadord

*VEGF produkovany nddorovymi bufikami nejvyznamnéjsim faktorem
nddorové angiogeneze

Terapie GMB
-chirurgie, ozarovani, temozolomid

*v dalsi linii ndsleduje bevacizumab: humanizovand monoklondlni
protilatka, kterd se vaze na VEGF a zabranuje jeho interakci s

VEGFRs; u podilu pacientl prodluzuje PFS, ale témér vibec OS,
vdichni pacienti relabuji

*podobné vysledky ddvaji malé inhibitory kindzové domény VEGFR
*Pro¢ nakonec vsichni GMB pacienti béhem anti-angiogenni terapie
relabuji?

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Vaskulatura mozku

Normalni vaskulatura
-endotelidlni bufiky (ECs), pericyty, astrocyty - spole¢né vytvdreji
BBB (blood-brain barrier)

-zdkladem BBB jsou (1) pevnd spojeni mezi ECs, znemoznujici
prichod latek do mozku, a (2) aktivni pumpy

Vaskulatura GBM

*cévy jsou nepravidelné, zamotané, vysoce propustné (i diky vlivu
VEGF), maji abnormdlni endotelidalni stény, nestandardni interakce s
pericyty, pozménénou strukturu bazdlni membradny...

-porudend BBB, coZ vede k ¢astym edémim mozku

‘nepravidelnd vaskulatura s nevyrovnanou BBB navic ovliviuje i
transport terapeutik do nadoru

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Pro¢ nakonec vsichni GMB pacienti behem
anti-angiogenni terapie relabuji?

Adaptivni odpovéd’ nadoru
*tranzice k vice invazivnimu fenotypu v jednozna¢né ndvaznosti na
anti-angiogenni terapii

potvrzeno i na mysich a krysich modelech: inhibice VEGF vede k
posileni invazivity

‘klicovym zprostredkovatelem této reakce je tyrozin-protein
kindzovy receptor MET (receptor HGF - Aepatocyte growth
factor). kdyz je inhibovdna signalizace VEGF, je aktivovan MET a to
stimuluje invazivitul

*potencidlné Uspésnad terapie: spolu s inhibici VEGF také inhibice
MET

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Neovaskularizace GMB

Soucdst neovaskularizace GBM
-angiogeneze: zprostredkovand proliferaci a migraci ECs

-vaskulogeneze: na jejimz poCdtku stoji endotelidlni prekurzorové
buriky (EPCs) z kostni drené

-alternativni neovaskularizace:
*(1) vaskulogenni mimikry (VM)
*(2) transdiferenciace

‘v obou pripadech jsou zdrojem novych nadorovych vldsecnic
nddorové buriky, predevsim 6SCs (g/ioma stem-Iike cells)

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Vaskulogenni mimikry

* nadorova tkan, kterd je mdlo prokrvovand a md nedostateény
prisun Zivin, se miiZe reorganizovat a pomoci s ..opravami"
poskozeného cévniho systému nddorovymi bunkami (mozaikovité

cevy)

- nékteré nddory (popsdno napriklad u melanomt, ale i GBM) mohou
tvorit struktury vysoce podobné cévdam témér vyhradné z
nddorovych bunék

* U GBM proces VM zprostredkovdn GSCs

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Transdiferenciace

transdiferenciace nddorovych bunék v buriky endotelidlni (tzv.
TDECs - tumor-derived endotelial cells)

nejnovejsi koncept nadorové neovaskularizace
vychozimi bukami pravdépodobné GSCs

signalizace souvisejicimi s transdiferenciaci pravdépodobné
zahrnuji: Notch, VEGFR2, HIFs, (hypoxie)

experimentdlné prokdzdno na mysim modelu (Friedmann-
Morvinski D. et al. Science 338 (2012) 1080-1084)

implikace pro budouci terapiill

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




Transdiferenciace u GBM

» transdiferenciace nddor iniciujicich neuro-progenitorovych
bunék

* transdiferenciace normdlnich neuro-progenitorovych bunék

Terminally differentiated
glia or neuron

De-differentiation induced
by DnCDaniC B'I-I'EI'II Astrucy-te
(NF1+/ p537) ”

Differentiation Differentiation

Normal neuro-

»  Neuron “(/ progenitor cell
a U

Oligodendrocyte

Tumor initiating neuro-
progenitor cell

\

Self-renewal

/I\

Self-renewal

Endothelial cell

Soda Y, Myskiw C, Rommel A, Verma IM., J. Mo/ Med. 91 (4) 2013, 439-448.




(3) Nadorova heterogenita

monoclonal tumors polyclonal tumors
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Nadorova heterogenita

monoclonal tumors polyclonal tumors
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Monoklonalni (A) a multiklonalni (B)
model progrese nadord

A

§ odligné barvy ~ rizné
E“ klony

5 intenzita barvy ~
2 progrese
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g: .
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Time

Marusyk A. and Polyak K., Biochim Bijpophys Acta 2010




Nadorova heterogenita

Genetickad heterogenita
Na poc¢atku vyvoje nddori stoji nékolik mutaci aktivujicich
protoonkogeny a inaktivujicich nddorové supresory (monoklondlni
plvod nddor).
Nicméné vyvoj nddort je mnohem komplexnéjsi proces pripominajici
Darwinovskou evoluci.
Kombinace mnoha bunéénych cykld nutnych k vyvoji
makroskopického nddoru a zvysené genetické nestability umozruji
zna¢nou genetickou diverzifikaci populace nadorovych bunék.

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Geneticka nadorova heterogenita

Pro Darwintyv vyvojovy model jsou kli¢ové tFi proménné:
velikost populace
Cetnost mutaci
selektivni tlaky

Cetnost mutaci navy3ena v diisledku:

poskozeni reparaénich mechanismt, naruseni chromozomové
stability, expozice mutagentm v prostredi (koureni, UV
zdreni,...), epigenetickych mechanismd, zvysené produkce
kyslikovych radikalt napf. v dusledku metabolickych zmén...

Turner NC a Reis-Filho JS, Lancet Oncology. 2012




Typy ndadoru z hlediska genetické
nadorové heterogenity

Jednoduché klondlni nddory

maji minimdlni droven genetické nestability; jsou ¢asto rizeny
balancovanou translokaci; jsou mdlo geneticky heterogenni.

Nddory s komplexnimi klony

nesou stejné ridici mutace, ale rozdilné subpopulace v nadoru maji
privatni genetické anomdlie; ty jsou .bézné" neutrdlni, ale maji
potencidl stat se ridicimi mutacemi rezistence k cilené |é¢bé.

Mozaikové nddory

sloZzeny z bunék, které sdileji nékteré prvotni genetické uddlosti,
ale klondlni heterogenita je znaéna.

Turner NC a Reis-Filho JS, Lancet Oncology. 2012




Nadorova heterogenita

Negeneticka heterogenita

Je vlastni normdlnim tkdnim: témér véechny buriky maji stejny genotyp, ale
vyrazné se fenotypove lisi.

Je dvou typl: (1) deterministickd: souvisejici s tkdriové specifickou
diferenciacni hierarchii; a (2) stochastickad, kterd je odrazem prechodnych
rozdilt mezi jednotlivymi burfikami v disledku fluktuace biochemickych
procesl, genové exprese a organizace chromatinu.

Diferenciacni hierarchie nadorovych tkani (i) odrdzi to, co je shrnuto v
konceptu CSC (Cancer Stem Cell): do uréité miry kopiruje normdlni
diferenciaci v normdlnich tkdnich plus navysena ochota k dediferenciaci v
dusledku onkogennich mutaci; (ii) mira diferenciace je vyznamnym
prognostickym faktorem.

OD Tizsue stem cell @(@ :> Stem cells

@& (oo \\ %

9 ' Non-stem
@5/ b Ot 2 cels gAéxlr'gsyk A. et al., Nature Rev.




Nadorova heterogenita

Negeneticka heterogenita nddorovych tkdni

Epigenetickd krajina a sit’ genové regulace: (a) vrcholy a ddoli zndzornuji

prechodné a stabilni fenotypové stavy; (b) na osdch hladiny nékterych
uréujicich faktort: (i) napf. transkripénich faktort spojenych s
diferenciaci, tj. vnitfni stav bunék; (ii) ristovych faktort v okoli buriky, tj.
vliv nadorového mikroprostredi (komplexni: angiogeneze, prestavba ECM,
zanét, ...)

Dynamika evoluce populace nddorovych bunék vede ke koexistenci
klondlnich variant s genetickymi a epigenetickymi rozdily - a to vée s mnoha
biologickymi a klinickymi dusledky.
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Marusyk A. et al., Nature
Reyv. 2012




Co ovliviuje bunécny fenotyp:
normadlni vs. nddorova tkan

Onkogenni mutace v nadorovych burnkdch navysuji stochastickou
fluktuaci (noise) bunéénych procest, coz mize navySovat ganci na
prekondni ,hrebene" epigenetické krajiny a k fenotypovému
.prepnuti”.

Genotyp je homogennéjsi v normdlni tkdni nez v nadorové tkani
(geneticka nestabilita).

Mikroprostredi je v normdlni tkani mnohem strukturovanéjsi a
md jen omezeny a organizovany pocet niches. Nddorova tkan je
dezorganizovand, ma mnohem vice a méné vyhranénych niches.
V normdlni tkdni je stabilnéjsi regulacni sit’ s nizsim poctem
signdll ovliviiujicich genovou expresi.

= Integrace véech téchto vlivl vede k vy33i variabilité méné

stabilnich bunéénych fenotypl u nddort ve srovndni s normadlni
tkani.

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Co ovliviuje bunécny fenotyp:

normalni vs.

nadorova tkan

Normal tiszue: low phenotypic heterogeneity

MNoise: low Genotypes: homogeneous
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Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Heterogenita v metastazach

Otdzka intrandadorové - véetné .intra- i inter-metastdzové" -
heterogenity je nesmirné dulezitd i v souvislosti s tim, Ze
terapeuticka rozhodnuti se nejvice délaji na zdkladé analyzy
primdrnich nddord, ale nej¢astéjsi pricinou smrti byvaji vzddlené
metastdzy...

Dva krajni modely: (1) ziskdani metastatického potencidlu jako
findIni krok v progresi nddoru z nejagresivnéjsiho klonu primdrniho
nddoru — pak znachd podobnost primdrniho nddoru a metastdz; (2)
rany rozsev nddoru a spise paralelni progrese nadoru primarniho a
metastdz - muize vést ke zna¢nym rozdiltm..

Experimentdlné Ize doloZit oba modely a samozrejmé mnoho
moznych variant mezi nimi..

Obecné: nelze zobechovat - ani jeden ze dvou uvedenych modeld...

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Heterogenita v metastazach

Stepwize progression

Parallel progression

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Dusledky nadorové heterogenity

Biologické
Klondlni heterogenita jako pohon evoluce nddoru
Biologické interakce mezi odlisnymi nddorovymi klony

Klinické

.Sampling" (vybér vzorku k analyze) a heterogenita v klinické
diagndze

Marusyk A. and Polyak K., Biochim Bjpophys Acta 2010

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Heterogenita v klinické diagnoze

Dominance of clone 1

Inter-tumour
heterogeneity

Dominance of clone 2

Intra-tumaour
Y heterogeneity

Mixed dominance

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Dusledky nadorové heterogenity

Biologické
Klondlni heterogenita jako pohon evoluce nddoru
Biologické interakce mezi odlisnymi nddorovymi klony

Klinické
.Sampling” (vybér vzorku k analyze) a heterogenita v klinické
diagndze
Heterogenita v odpovédi na terapii (- selekce: ,bottleneck” a

doc¢asnd redukce heterogenity — dalsi evoluce, progrese
rezistentnich klond...)

Marusyk A. and Polyak K., Biochim Bijpophys Acta 2010

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Heterogenita v odpovédi na terapii
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Gerlinger M a Swanton C, Br J Cancer 2010




+Ziskanad" rezistence k terapii

Podle sou¢asnych znalosti je klinicky odraz tzv. ziskané
rezistence k terapii spisSe ndsledkem pritomnosti jiz existujicich
odolnych klond, které jsou .pouze" vyselektovdny lé¢bou. Napf. v
komplexnich klondlnich GIST s mutaci KI T nesou vSechny bunky
aktivacni mutaci KI'T, ale mnohocetné sekunddrni mutace KIT lze
nalézt u podklont daného nddoru a maji schopnost zptsobit
rezistenci k |éCbé.

obecné: Nddory s vysokou mirou genetické nestability a s
vysokym stupném genetické heterogenity jsou spojeny se
Spatnou prognézou.

Turner NC a Reis-Filho JS, Lancet Oncology. 2012




(4) Akumulace somatickych mutaci
béhem vyvoje nddord

mutdatorova hypotéza (tzv. .mutator hypothesis")

*(rychld) akumulace mutaci umoznéna zvysenou genetickou
nestabilitou, kterd je dusledkem (vrozeného nebo somatického)
pogkozeni DNA opravnych mechanismt a kontrolnich bodd
bunééného cyklu

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164

Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




(4) Akumulace somatickych mutaci
béhem vyvoje nddord

mutdatorova hypotéza (tzv. .mutator hypothesis")

*(rychld) akumulace mutaci umoznéna zvysenou genetickou
nestabilitou, kterd je dusledkem (vrozeného nebo somatického)
pogkozeni DNA opravnych mechanismt a kontrolnich bodd
bunééného cyklu

Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164

Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




Akumulace somatickych mutaci
béhem vyvoje nadora

mutdatorova hypotéza (tzv. .mutator hypothesis")

*(rychld) akumulace mutaci umoznéna zvysenou genetickou
nestabilitou, kterd je dusledkem (vrozeného nebo somatického)
pogkozeni DNA opravnych mechanismt a kontrolnich bodd
bunééného cyklu

model DNA replikacniho stresu zpusobeného onkogeny

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164

Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




DNA replikacni stres

DNA replikacni stres

>neefektivni replikace DNA, kterd zplsobi, Ze se postup replikacni
vidlice zpomali nebo zastavi

PFic‘:'iny:

-nedostatek nukleotidl nebo jejich prekurzord

-Zmény v expresi proteinl nutnych k syntéze nukleotidl a dalsich
slozek DNA

*snizend frekvence iniciace replikace v bodech poédtku replikace
hyper-replikace DNA

‘poskozeni DNA, které blokuje replika¢ni vidlici

-inhibice replikace plsobenim inhibitord

-sekundadrni struktury na DNA, které brani replikaci

-vazba proteint na DNA, kterd brdni replikaci

Burhans WC et al.: Nucl Acid Res 35 (2007) 7545-7556




Jak onkogeny vyvolavaji DNA
replikacni stres

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164




Akumulace somatickych mutaci
béhem vyvoje nadora

mutdatorova hypotéza (tzv. .mutator hypothesis")

*(rychld) akumulace mutaci umoznéna zvysenou genetickou
nestabilitou, kterd je dusledkem (vrozeného nebo somatického)
pogkozeni DNA opravnych mechanismt a kontrolnich bodd
bunécného cyklu

model DNA replikacniho stresu zpusobeného onkogeny
» onkogenni signdlni drdahy maji dvoji roli:
1. stimuluji bunééné déleni a rist

2. indukuji genetickou nestabilitu, predevsim CIN, tim, Ze
narusuji jemné vyladéné procesy vedouci k presné segregaci
chromozomi béhem mitézy

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164

Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




Pozménéna struktura hlavnich znaku
nadoru

Activated
growth signalling
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Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




Geneticka nestabilita sporadickych
a dédiénych nadord

Negrini S et al.:Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




(5) Kancerizace pole

Pojem .field cancerization" (FC) poprvé pouzit v roce 1953,
Slaughter D.P. et al.

1.  statisticky vyznamny podil dlazdicobunécnych ordlnich
karcinomt se vyskytuje multifokdlné

2. nddory jsou obklopeny histologicky pozménénou tkani

3. nddory Casto tvoreny ndsobnymi nezavislymi lézemi, které
splyvaji

4. perzistence pozménéné tkdné po chirurgickém odstranéni
nadorl muze vysvetlit vyskyt daldich primdrnich nddort
(.second primary tumors" SPT)

— definice FC (1953): oblast (.patches") epitelu pozménénd
plsobenim karcinogenu jako (hutny) predpoklad vyvoje nddoru

Slaughter DP et al., Cancer 1953




Kancerizace pole

alternativni ndzvy: field effect, field defect

Smysl konceptu .kancerizace pole™?

Predevéim snaha vysvétlit multifokdlni vyskyt primdrnich nddord,
opakovany vyskyt ndadoru ve stejném misté, vyskyt abnormadlni
tkané v okoli nddoru, multifokdlni vyskyt prekanceréznich stavd.




Kancerizace pole

orgdny postizené FC: hlava a krk, plice, pochva, jicen, délozni
Cipek, prsa, kliZe, prostata, stfevo, moCovy méchyr

genetickd analyza oblasti prilehlych k primarnimu nadoru (.LOH",
mikrosatelitové zmény, chromozomdlni nestabilita, p53) casto
ukdzala, Ze se jednad o klony proliferujicich mutovanych bunék, i
kdyZ morfologicky nezménénych nebo jen mirné dysplastickych

definice FC (2003): pritomnost jedné nebo vice oblasti
epitelidlnich bunék s qene’ruckyml zménami: pole md monoklondlni
puvod nevykazuje invazivni nebo metastatické znaky

Braakhuis BIM et al., Cancer Res. 2003




Kancerizace pole -postupny vyvoj:
model pro HNSCC

- vyvoji preneoplastického pole predchdzi vyvoj .patches", skvrn, shluk
bunék, které sdileji stejny genotyp (napr. mutace p53), ktery je
pozmeénény oproti nezasazenym bufikdm; tyto buriky ddle expanduji a

vytvareji pole bunék, ve kterych mize dochdzet k dalsim zméndm
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Kancerizace pole: integrovany a
molekularni model vyvoje HNSCC

HPV* # Bl @00 (BEET| e i e DR o o 77
‘ - T « EGFR T and 7p 11
HPV-and [ mt TP53 o T H;EﬁF’TJ'TJ' 5ol | |*mtMETand?qTT ]
high CIN and 17p Sevmtey b ;2 *mt PK3CAandig T s
I | » mt PTEN and 10q 4
i > B tin D1-COKE * TGFf “ EGFR |
- . :
- MDM2 ﬂr‘-ﬂ;mhl g « SMAD&| [ PIK3CA and PTEN ESMD17
® 53 -ﬂ.E « NF-kB?: » AKT
L I_‘. "-'i |':-ﬁ L-""'_l g
H:d\'“'l"'hf& . l’"i-'-t_luhm gl A ‘1.,::"3 :g
L i‘ ..'-.4-"‘." "-.'.i‘ i ;'..;".. = ?1&5
e e, Mmoo R S s e ' L=yl . : :
Mormal | e——— | Patch Field _i_ﬁ:r_m_q{[.ll_ﬂl_:ﬂl_k Tumiowr | s—— Motastass
HPV- and ; = [ it .| =
[uw-E_EH ?? ---------- ?E [ I SR R RO R R RO RO O OE I I:._,_.[;x_F‘_l'EILd_,_ J ----------------- ﬂ |

Leemans CR et al., Nat Rev Cancer

-IrY1 1




Kancerizace pole

monoklonalita FC (2003): spie ano, ale zlstdva trochu nejasnd,
otevrenad

klinické dusledky FC: riziko dalsich primdrnich nadort =
diagnostika a Ié¢ba karcinomt s rizikem FC se nemlZe omezovat
na samotné nddory, musi zahrnovat celou oblast, celé ,pole”
(—velky pocet preneoplastickych bunék dramaticky navysuje
pravdépodobnost vyvoje nddoru a souvisi s vysokou incidenci
daldich primdrnich ndadort po chirurgickém odstranéni nddoru
prvniho)

Braakhuis BIM et al., Cancer Res. 2003




Kancerizace pole: nadory prsu

K vétsiné (63%) opakovanych vyskytl primdrnich nddort prsu
dochdzi ve stejném misté, kde byl chirurgicky odstranén prvni
nddor.

To lze Eastecné vysvétlit minimdlni zbytkovou nemoci a/nebo
zmeénénym mikroprostredim v misté hojeni jizvy.

Koncept FC podporuje fakt, Ze 23% viech opakovanych vyskytd
nddoru prsu je ve stejném kvadrantu, nikoli vdak ve stejném mistél
Diky informacnim kampanim a mamografii stdle vyssi zachyt
¢asnych, indolentnich nddort. S tim roste nutnost uéinnych
prognostickych markerd, protoZe stoupd riziko ,prelééeni”
(overtreatment) s vedlejsimi d¢inky fyzickymi a psychickymi, které
vedou ke snizZeni kvality Zivota. I zde spojitost s definici FC.

Heaphy CM et al., Breast Cancer Res Treat. 2009




Kancerizace pole: nadory prsu
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Kancerizace pole

Definovdni FC nemize byt omezeno jen na prenddorové zmény
epitelidlni slozky, ale musi zahrnovat také zmény stromadlni
slozky.

FC mlZe byt detekovdno roky pred detekci vlastniho nadoru.

Mutace souvisejici s vyvojem FC mohou zvySovat
pravdépodobnost vyvoje nddoru bud’ zvysenou proliferaci
zasazenych bunék nebo jejich zvysenym preZivanim po jejich
poskozeni.

Takto zasaZené buriky by mohly slouzit jako skvélé nadorové
markery.

definice FC (2011): oblas’r epitelu zménéna tak, Ze to zvysme
pravdépodobnost vyvoje nddord bud’ klondlni proliferaci
mutované burky anebo soustavnou zménou stromdlni slozky v
dané oblasti

Graham TA et al., Future Oncology 2011




Kancerizace pole: cosi nového pod
sluncem?

Nddorové mikroprostredi ovliviuje vyvoj nddoru. Velky vyznam
maji fibroblasty, tj. nddorové fibroblasty, tj. fibroblasty jiz
ovlivnéné plsobenim vyvijejicich se nddorovych bunék.
Normadlni architektura a stav tkdné ma nadorové supresivni
charakater! (organicisté)

Co kdyz je to naopak? Vznik a vyvoj .nddorového" (t;.
pozménéného, nddor podporujicicho) stroma predchadzi vyvoji
nddorového parenchymu??

Experimenty s indukci dlaZzdicobunéénych nddort kize plsobenim
UV vedly k formulovdni cesty (2) jejich vyvoje, kterd je
.alternativni® k dosud akceptované predstavé (1):

Hu B et al., ce//2012 | | Vanharanta S a Massagué J, Ce// 2012




FC: dvé cesty k vyvoji
dlaZzdicobunéénych karcinomu kuze
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Hu B et al., ce//2012 | | Vanharanta S a Massagué J, Ce// 2012




Kancerizace pole: cosi nového pod

sluncem?

— Pokud by platila i druha drdha vyvoje dlazdicobunécnych
karcinomi kize ptsobenim UV, znamenalo by to vyznamny
zobechujici dusledek pro definici FC (2012): vyskyt ndsobnych
primdrnich nddort po plsobeni mutagent muze byt

zprostredkovdn zménami stromdlnich bunék.

Podobné Ize interpretovat napr. zjisténi, ze ulcerdzni kolitida
navysuje riziko vyvoje kolorektdlniho karcinomu. Ulcerézni
kolitida je stav chronického zdnétu, ktery (1) zvysuje incidenci
mutaci v epitelidlnich buikach (napr. zvysenym uvolfiovdnim
reaktivnich kyslikovych molekul), ale také (2) méni
mikroprostredi tim, Ze do néj uvolfiuje Fadu ristovych faktord a

cytokind.

Hu B et al., ce//2012

Vanharanta S a Massagué J, Ce//2012




Metylace DNA a kancerizace pole

Uroveli metylace DNA jako marker FC?

Sledovan vliv uzivani alkoholu, betelu a cigaret (tzv. ABC faktor) na
Uroven metylace 4 genl v mukdze v oblasti hlavy a krku. Detekovany
4 rzné drovné:

1. nejnizsi v tkani zdravych kontrol bez expozice ABC faktoru

2. zdravé kontroly s pozitivhim ABC faktorem

3. normdlni tkan pacientl s nddorem

4. nadorovad tkan

Podobné vytipovdny epigenetické markery pro karcinomy Zaludku ve

spojitosti s expozici Helicobacter pylori: Pisobeni H. pylori navysuje
droven metylace DNA a toto navyseni zlstdvd i po odeznéni infekce.
To pravdépodobné navysuje riziko vyvoje ca zaludku.

Lee YC et al., Cancer Prev Res 2011 Ramachandran K a Singal R, Future Med 2012




Metylace DNA a kancerizace pole

Dalsi studie na ca Zaludku ve spojitosti s expozici H. pylori
poukazaly na nékteré konkrétni geny se zménénou expresi
(IL1B, Nos2) a jejich vliv na aktivitu DNA metyltransferdzy.

Nejenom hypermetylace, ale také hypometylace je soucasti FC.

— To vie dopliiuje definici FC (2012) o koncept epigenetického
FC, ktery sebou prindsi nové moznosti detekce FC a také nové
moznosti nadorové chemoprevence.

Ramachandran K a Singal R, Future Med 2012
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