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Rakovina - definice

« nazev rakovina (,cancer") odvozen od latinského
slova oznacujiciho kraba, protoze tohoto Zivocicha
starym Rekm pripominaly vybézky Sedé hmoty
nadoru (recky: karkinos = krab)

« choroba zplisobena malignim nadorem

« nador (,tumor") - neoplazma, novotvar -

%

patologicky Utvar vytvoreny v tkani
mnohobunécného organismu, jehoz rist se vymkl
kontrole




Zakladni charakteristika

« na bunécné Urovni geneticka nemoc (dtsledek
mutaci, které se prenaseji do dcerinych bunék)

- fenotyp nadorovych bunék je dedicny (prenasi se @_ 3
do dalSich bunécnych generaci)
Déleni rakovinné buriky

« projevuje se zménou rlstovych a diferenciacnich
vlastnosti bunék a zménou jejich zivotaschopnosti

/Q\O
ﬂb A

MR

« zacina na urovni jediné bunky
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Proc jsou -
rakovinné bunky nebezpecne?

« reprodukuiji se bez ohledu na potreby organismu
(nereaguji na bézné bunécné signaly)

kolonizuji télni oblasti, které jsou vyhrazeny jinym bunkam
narusuiji funkci postizenych organd

vycerpavaji organismus

imunitni systém je obtizne odliSuje od bunék zdravych
nador je tvoren heterogenni a priibézné se dale vyvijejici
populaci bunék, které vykazuji rtiznou (a proménlivou)
citlivost k IéCiviim




Je rakovina dedicha nemoc?

- predispozice k tvorbé nadorl Ize zdédit: dédicné jsou mutantni
alely nadorovych supresorl

- zdédéné onkogeny se v potomstvu objevuiji velmi vzacné kvdli svym
drastickym Gc¢ink@m znemoznujicim fadny vyvoj organismu
(vyjimka — onkogen ret zplsobujici syndrom MEN — ,multiple
endocrine neoplasia® nebo nadory stitné zlazy)

« predispozice k tvorbé nadorli mohou vyplyvat ze zdédénych defektt
opravnych mechanismu - zvySena frekvence mutaci/genomova
nestabilita

« bézné jsou nadory odvozené ze somatickych bunék, ve kterych
doslo k nezadouci kombinaci nadorotvornych mutaci




Vyvoj rakoviny - postupné
hromadéni genetickych zmén

vétsSina nadorl se objevuje v pokrocilejsSim véku
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Nadory benigni (nezhoubne)

« pomaly rist, stabilni lokalizace, ohranicenost

« podobnost s plvodni tkani (dobra organizace bunék,
vysoky stupen diferenciace)

« vetSinou neohrozuiji zivot

Malignant versus Benign Tumors

Benign (not cancer) Malignant {cancer)

tumor cells grow cells invade

only locally and cannot neighboring tissues,

spread by invasion or enter blood vessels,

metastasis and metastasize to
different sites
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Nadory maligni (zhoubneé)

fppt.com

vysoka proliferace (velka jadra, jadérka - tvorba ribozom{, polyzomy -
tvorba proteint potrebnych pro bunécné déleni)

zmeny v morfologii, velikosti a tvaru bunék, nizsi stupen diferenciace
metastazuji, metastazy ohrozuji funkci postizenych organd, Spatné se

odstranuji Why Cancer Is Potentially Dangerous

Melanoma
celis travel
through
bloodstream

Melanoma —g=
{initial tumor)



Benigni

Maligni

{a) Initially modified tumor cell

viessel

Iy Mass of tumor cells docalized benign timor)

() Invasive tumor cells

iy

Tumauor cells
invade
blood vessels, -
allowing
metasiasis
L OCCLT

benign tumor

cancer in situ




I benigni nadory
mohou byt smrtelné!

- nadprodukce dilezitych biologicky aktivnich molekul
(nap¥. hormoni)
priklad: nador zlaznatych bunék - Langerhansovy
ostrlvky - prilisSna sekrece inzulinu - fatalni hypoglykemie

poloha nadoru narusuje néjakou zivotni funkci
priklad: mozkoveé vystelka - naruseni funkce vitalnich
mozkovych center
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Klasifikace a
nomenklatura nadoru

« nazev odrazi plvodni tkan, kde nador vznikl

« pripona urcuje, zda se jedna o nador benigni nebo maligni
-om (benigni)
-karcinom (maligni epitelialni tkan)
-sarkom (maligni konektivni tkan nebo sval)
-blastom (nador nevyzralych bunek)

11




Typizace nadoru - priklady

Pivod Benigni Maligni
Epitelidlni/Endotelidlni Adenom jater, slinivky, tlustého Adenokarcinom jater
stfeva, ledvin, atd. slinivky,tlustého streva,
ledvin, atd.
Mezenchymalni pojivova tkan Lipom Liposarkom
Fibrom Fibrosarkom
Chondrom Chondrosarkom

Neuroblastom

Retinoblastom

Zarodek Teratom Teratokarcinom

Embryonalni karcinom

Jiny Melanom

Leukemie

12



Vétsina lidskych nadort
je odvozena z epitelll

- epitely jsou povlaky bunék, které vystylaji télni dutiny a pokryvaji
telni povrch

« nadory epitelialnich bunék (karcinomy) tvori nejvétsi skupinu
lidskych nadort (vice nez 80 % Umrti na rakovinna onemocnéni
v zapadnim svéte)

« zahrnuji nadory ustni dutiny, jicnu, zaludku, malého a velkého
stfeva, konecniku, klze, prsu, slinivky, plic, jater, vajecniku,
delozniho Cipku, zlu€niku a mocového méchyre
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Nador vznika postupno
premenou zdravych bunék

e mezi normalnim a malignim fenotypem je Siroké spektrum
prechodnych stadii
«  Vvyvoj nadoru je vicestupnovy proces

Normal Epithelium \
Hyperproliferation \

Precancer ‘Low-Grade Dysplasia \ \ Progressively Increasing
\ Gene Defects
“u \

et N\

High-Grade Dysplasia \.
- N

Invasive Carcinoma \
- %

!
Metastasis
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Nador vznika postu “
premenou zdravych bunék

Faze karcinogeneze:

iniciace (indukce mutace v kritickém genu): rlstova selekcni
vyhoda; kratkodoba faze

promoce (rozvoj nadoru) — klonalni rlst preneoplastickych
bunék v dlsledku epigenetickych a negenotoxickych zmén;
deregulace genové exprese na transkripcni, translacni nebo
posttranslacni Urovni; dlouhodoba faze

Carcinogen Exposure Initlation Promotlon Conversion Progression
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Nador vznika postupnou
premeénou zdravych bunek

Faze karcinogeneze:

- konverze (transformace) — vznik maligniho klonu v disledku
mutaci

- progrese — hromadéni dalSich mutaci, prestavby chromozomd,
apod., nevratny prechod do maligniho stadia

Carcinogen Exposure Initlation Promotlon Conversion Progression

o Deleciz in lorminal differontiatlon
@ Delecia in growlh control
@ Rasistance to cylotoxicily

A MOTAAL CELL IMITIATED PAEMECPLASTIC MALIGHANT CLIMICAL CLINICAL
CELL LESION TUMOUR CAMCER CANCER

@ Aclivation of profo-oncogenss
# Inactivation of tumowr supprossor gonos

wEId—= Z0——P>—0F>1
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Postupnost kancerogeneze
spociva v hromadeéeni mutaci

Podminkou premény zdravé buriky na nadorovou je kombinace

nasledujicich mutaci v jedné bunce:
« mutace umoziuijici preziti a riist bez ohledu na vnéjsi a vnitini

signaly
« mutace umoznujici tnik z rodné tkané
« mutace umoznujici preziti a proliferaci v cizich tkanich
« mutace stimulujici genetickou nestabilitu ("but not too much"!)

fppt.com
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Které typy genti jsou pri
kancerogenezi postizeny mutaci?

protoonkogeny

geny, které pozitivné ovliviuji bunecny cyklus (urychluji jej),

tlumi apoptozu nebo diferenciaci bunék

kancerogenni jsou mutace zpdsobujici hyperaktivitu jejich

produktd (,,gain-of-function™)
dominantni charakter mutaci

fppt.com

(A) overactivity mutation (gain of function)

N\ \ 1/ ¥
e ~
single mutation event — —
creates oncogene - = B
-~ ~
\

normal cell // | \

activating mutation

enables oncogene to
stimulate cell
proliferation

(LA light, charmds ads, gtc )




Které typy gent jsou prl -
kancerogenezi postizeny mutacr? "

nadorové supresory

« geny, které negativné ovliviuji bunécny cyklus (zpomaluji jej),

indukuji bunécnou smrt nebo diferenciaci bunék
« v pripadé poskozeni umoznuji opravu DNA

napr. p53 — ochrance genomu
« kancerogenni jsou mutace eliminujici jejich funkci

(,,loss-of-function™)

e recesivni charakter mutaci

fppt.com

(B) underactivity mutation (loss of function)

mutation 4§

. event [

J inactivates | J/ inactivates =
tumor % /' second gene N\
_— su pp ressor — COpY / TR \
normal cell gene no effect of / | \
mutation in one

gene copy

\ |/
second \ /
mutation il
L event — /[ \—
—_—

—

two inactivating mutations
functionally eliminate the
tumor suppressor gene,

stimulating cell proliferation
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Dusledek mutaci:
ztrata kontroly rtstu

zdrava bunka kontroluje rlst/proliferaci dvéma zplsoby :
 inaktivaci prorlstové signalni drahy

-« aktivaci protirlistové, apoptotické nebo diferenciacni drahy

u nadorovych bunék jsou tyto drahy nefunkcni

20



Poruchy signalizace

STIMUILATORY IHHIBT ORY
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{'_';; C-ITYT C-jun
c-myh el
c-fos c-mrhd
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Onkogeny

« derivaty protoonkogeni

« protoonkogeny plni fyziologicke funkce, obvykle spojené
se signalizaci, rlistem a proliferaci

« mutaci nebo zvySenou expresi se protoonkogeny mohou zmenit
na transformujici onkogeny

- onkogeny koduji onkoproteiny

« onkoproteiny se zapojuji do mitogennich signalnich drah a
signalizaci spojenych s diferenciaci nebo apoptozou

e na urovni bunky se chovaji dominantng, porucha v jedné alele jiz
vyvolava ucinek (ucinek jednoho onkogenu ale k vyvolani nadoru
vetsinou nestaci)
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Rozmanite funkce
onkoproteinti

Virus-encoded - [ Growth factor (1)
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Historie onkogent

« termin se poprvé pouzil v roce 1969 v USA

e prvni prokazany onkogen: src (1970) ve strukture ptaciho retroviru
(RSV)

Peter Vogt

Steven Martin

Peter Duesberg
24



Historie onkogent

1976: Dominique Stehelin, J. Michael Bishop a Harold E. Varmus
(University of California, San Francisco) dokazuiji, ze onkogeny predstavuji
aktivované protoonkogeny a jsou pritomny u mnoha organismd, v¢. clovéka

« 1989: Bishop a Varmus ziskavaji Nobelovu cenu v oboru Fyziologie
a mediciny

Dominique Stehelin
(* 4.9. 1943)

i Harold Eliot Varmus

John Michael Bishop (* 18.12. 1939)
(* 22.2. 1936)
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Onkoproteiny mohou b\'/
kodovany viry: gp55 SFFV

glykoprotein gp55 retroviru SFFV (,,spleen focus-forming virus™)
indukuje erytroleukémii

gp55 je transmembranovy protein schopny vyvolat dimerizaci
a aktivaci receptoru EPO za nepritomnosti jeho prirozeného ligandu

gp55

vznik nadmeérného mnozstvi Epo

erytrocytt .
\ I

Extracellular

medium

Plasma
membrane

Cytosol
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Indukce sarkomu u kurat

- Peyton Rous obdrzel Nobelovu cenu
VvV roce 1966

« dUkaz Ucasti virl u nékterych typl
rakoviny

‘:ﬁ ey =g
T Wil
remove sarcoma grind up O

and break up sarcoma

chicken with . . collect filtrate injectfiltrate observe sarcoma
. into small with sand . A
sarcoma in that has passed into young in injected
chunks of . : :
breast muscle . through fine- chicken chicken
tissue .
pore filter
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Onkoproteiny mohou byt
kédovany viry: v-myb AMV/ 525

« v-mybviru ptaCi myeloblastozy
indukuje myeloblastozu u kurat

e v-myba v-etsviru E26 indukuji
myeloblastdzu a erytroblastozu
u kurat

rozter kureC| krve

infekci AMV

fppt.com
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Premeéna
protoonkogenti na onkogeny

proto-oncogene

T s

DELETION OR
POINT MUTATION GENE CHROMOSOME
IN CODING AMPLIFICATION REARRANGEMENT
SEQUENCE
| | by
DNA—mp—2— —p 57— —on-a—  — mmmmm— DNA
ENA ! ! ! ! | }
hyperactive  normal protein greatly e e
protein made in overproduced nearby fusion to actively
normal amounts regulatory transcribed gene
DNA sequence greatly
causes normal overproduces
protein to be fusion protein;
overproduced or fusion
protein is

hyperactive
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Zmeéna receptoru
pro rustové faktory

« aktivujici mutace nebo silna exprese
genl kodujicich receptory

Priklady:

» specificka bodova mutace méni normalni
receptor Her2 na onkoprotein Neu

- zaména hydrofobni aminokyseliny (valin)
za hydrofilni (glutamin)
v transmembranové domeéné

receptor se dimerizuje a vykazuje
kinazovou aktivitu i za nepritomnosti
ligandu

Proto-oncogeneg receptor proteins
Her? Recaptor  EGF Recaptor
i s
 —- e

l:-j

i

Exterior =%
Plasma membrane Valine ";
)

Cytosol A
A .‘.-'!:

bl
N |:r :
5 | kinasas
[

~Gh

LY

Oneaganic | (Delznan
| mutation

'Lll-l' i

VWY
1if
L

.me--f[rd
L
1 M

Glutamms

Ligand-independent
receptor oncoproteins

Protain-tyrosing
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Onkogeny casto koduji h |
aktivni signalizacni proteiny

« kinazova aktivita c-Src je inhibovana
fosforylaci Tyr 527 (6. AA od C-konce) g
kinazou Csk

« Tyrosin 527 Casto chybi u onkoprotein(

Src, které vykazuji konstitutivni aktivitu o
(tj. nemusi byt aktivovany fosfatazou) G )
e napr. v-Src RSV postrada 18 ™ \
C-koncovych AA, vCetné Tyr 527 ..ol
Amino Carboxy
terminus terminus

c-Src Mvrﬂ SH3 H SH2 ]—| Kinase i—

TYr =
5278

/Csk

ATP ADPF

v-Src Myr—— SH3 H SH2 | Kinase [




Posilujici mutace protoonkogenti

Prvni onkogeny byly nalezeny u transformujicich retrovirli

fppt.com

virus Rousova sarkomu (RSV) obsahuje gen v-sr¢, ktery se uplatnuje
pri vzniku rakoviny, ale nezajist'uje zadnou virovou funkci

normalni bunky obsahuji pribuzny gen (protoonkogen c-src), ktery
kdduje regulovatelnou tyrosin kinazu

v-src je onkogen, kddujici konstitutivné aktivni tyrosin kinazu
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Prvni onkogeny nalezeny
u transformujicich retrovirt

Howa rd Temin envelope

. . v J4 . J4 Mipids proteins'
« objevitel zpétné transkriptazy T
« jako prvni dokazal vyvolat ,rakovinu™ na misce

diploid
viral RNA
genome |

reverse
transcriptase

viral RNA 1y 5 N AAAAAA. .. 3"

— genome
Howard Temin &t/ ! \ll
(1934-1994) OTEPIOEIS  ranscriptase  protein.
/ gag pol env
ALV 5’ [ | [ AAAAAA....3’
gag pol env src
RSV s'[H — I AAAAAA....3'
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Akutne transformujici

retroviry transdukuji onko

Table 3.3 Acutely transforming retroviruses and the oncogenes that they have acquired®
Name of virus Viral Species Major disease Nature of oncoprotein
oncogene
Rous sarcoma src chicken sarcoma non-receptor TK
Y73/Esh sarcoma yes chicken sarcoma non-receptor TK
Fujinami sarcoma fps® chicken sarcoma non-receptor TK
UR2 ros chicken sarcoma RTK; unknown ligand
Myelocytomatosis 29 myc chicken myeloid leukemia® transcription factor
Mill Hill virus 2 mi chicken myeloid leukemia ser/thr kinase
Avian myeloblastosis E26 myb chicken myeloid leukemia transcription factor
Avian myeloblastosis E26 ets chicken myeloid leukemia transcription factor
Avian erythroblastosis ES4 erbA chicken erythroleukemia thyroid hormone receptor
Avian erythroblastosis ES4 erbB chicken erythroleukemia EGF RTK
3611 murine sarcoma raf® mouse sarcoma ser/thr kinase
SKV770 ski chicken endothelioma (?) transcription factor
Reticuloendotheliosis rel turkey immature B-cell lymphoma transcription factor
Abelson murine leukemia abl mouse pre-B-cell lymphoma non-receptor TK
Moloney murine sarcoma mos mouse sarcoma, erythroleukemia ser/thr kinase
Harvey murine sarcoma H-ras rat, mouse sarcoma small G protein
Kirsten murine sarcoma K-ras mouse sarcoma small G protein
FBJ murine sarcoma fos mouse osteosarcoma transcription factor
Snyder-Theilen feline sarcoma  fes' cat sarcoma non-receptor TK
McDonough feline sarcoma fms cat sarcoma CSF-1 RTK
Gardner-Rasheed feline sarcoma fgr cat sarcoma non-receptor TK
Hardy-Zuckerman feline sarcoma kit cat sarcoma steel factor RTK
Simian sarcoma sis woolly monkey sarcoma PDGF
AKT8 akt mouse lymphoma ser/thr kinase
Avian virus 513 sea chicken erythroblastic leukemia? RTK; unknown ligand
Myeloproliferative leukemia mpl mouse myeloproliferation TPO receptor
Regional Poultry Lab v. 20 eyk chicken sarcoma RTK; unknown ligand
Avian sarcoma virus CT10 crk chicken sarcoma SH2/SH3 adaptor
Avian sarcoma virus 17 jun chicken sarcoma transcription factor
Avian sarcoma virus 31 gin chicken sarcoma transcription factor®
AS42 sarcoma virus maf chicken sarcoma transcription factor
Cas NS-1 virus cbf mouse lymphoma SH2-dependent ubiquitylation
factor
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Pomalu transformujici retroviry '

netransdukuji onkogeny

integruji se do blizkosti
bunécného protoonkogenu
a podridi jeho expresi
svému promotoru: tim jej
aktivuji na onkogen

ALV provirus
1

))))

geneY

gene X geneZ
N’
gene K genel gene M
geneA gene B gene C
N—
- C-MYyC gens R gene S

| TRANSCRIPTION

\%\ mycmANAs

TRANSLATION

8888

UNCONTROLLED PROLIFERATION

proliferative
advantage




DNA-nadorove viry

- takeé obsahuji onkogeny, ale ty se uplatnuiji jako prirozené
regulatory virové replikace (nemaji bunécné protejsky)

 5SV40, Adeno, Papiloma
 rostou v klidovych bunkach
 pouzivaji hostitelsky aparat pro replikaci vlastni DNA
- stimuluji prechod hostitelské bunky do S faze

« “rané” virové proteiny v bunkach funguiji jako onkogeny nebo
inhibitory nadorovych supresord
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Inaktivujici mutace ‘ -
nadorovych supresorti -

pl6
ARF

pRb
p53
p21
ATM

vetsina nadorovych -
supresort funguje jako G1

> N Rb
)
S :
negativni regulatory

bunécného cyklu ﬁ o @j\

@) M U
o faay,
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Funkce nadorovych supresoru

« negativni regulatory bunécného cyklu (Rb, p16)

« negativni regulatory bunécnych prordstovych signalizaci
(WT-1 inhibuje EGR-1; NF-1 inhibuje RAS)

« pozitivni regulatory mezibunécné adheze (APC, DCC)

« slozky aparatu rozeznavajiciho poskozeni a zajist'ujiciho opravy DNA
(p53, MSH2, MLH1)
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N suppressor

fppt.com

Zpusoby inaktivace
nadorovych supresorti

e mutace
e metylace

_RNA Polymerase

Methyl
group
(CH)

Pancreas
cancer
{turmor

Transcription =

Methylation of

% CpG island

N
8 o 33 _&

Methylation
gene inactivation) inhibits RMA
transcription

Silencing tumour SUPPressor genes

—

I |
Le = C C
L Transcription

inactivated by
hypermethylation

_}.;':_..
e

eg 016 in solid tumaours, 275 in acute
Ieukaemia

A El EA EA
Fe C —

Methylated CpG island
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Mutace nadorovych supresoru
jsou u nadoru velmi casté

« postihuiji i sporadické (nedédi¢né) formy nadord

« priklady mutaci nadorovych supresort u nador( tlustého streva:
« mutace p53 nalezeny v 70% sporadickych nadord
« mutace APC nalezeny v 70% sporadickych nador(
« mutace MSH2 nalezeny v 15% sporadickych nador{
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PFeména strevni bunky
na nadorovou —

Marmal colon calls
e

i

e Loss of APC
[l b 1UMOr-SUppressor
[ Ztrata nadOrOvehO Su preso ru APC T \\\x __-\;/__. gens #chromni:rne 5}

A polyp lsmall

s nasledkem stabilizace B-kateninu A pop smatl -~
- ovlivnéni proliferace a mezibunécné | ™ [T
adheze: vznika vyrlstek - polyp *’”4‘7 o
 stimulujici mutace ras: benigni |
adenom
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Teorie dvou zasaht
Alfreda Knudsona

Alfred Knudson

Détsky nador ocni sitnice — retinoblastom se vyskytuje ve
2 formach:

- dedicné (familialni): zvyseny vyskyt v rodinach, nadory
zpravidla v obou ocich, vyskyt ve véku 2-6 mésicl

- sporadickeé: bez rodinné historie, vyskyt vzdy jen v 1 oku,
vyskyt ve véku 2-4 let

« Knudson se snazil odliSnosti mezi obéma variantami
vysvetlit matematicky
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Teorie dvou zasahu

Alfreda Knudsona

fppt.com

zdédéna mutace alely Rb predisponuje své nositele k retinoblastomu

sporadicka forma: postupna inaktivace obou alel Rb

NORMAL, HEALTHY INDIVIDUAL HEREDITARY RETINOBLASTOMA

inherited
mutant
Ab gene

occasional cell
inactivates its only
good Rb gene copy

0000

occasional cell
inactivates one of its two

proliferation leading
to retinoblastoma

good Rb genes

RESULT: MOST PEOPLE WITH

RESULT: NO TUMOR INHERITED MUTATION DEVELOP TUMOR

NONHEREDITARY RETINOBLASTOMA

occasional cell
inactivates one
of its two good
/ / \ \ Rb genes
i | . !
the second copy of
Rbis very rarely
inactivated in the
same line
of cells

excessive cell
proliferation leading
to retinoblastoma

RESULT: ONLY ABOUT 1IN 30,000
NORMAL PEOPLE DEVELOP TUMOR
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Mechanismy
ztraty heterozygotnosti

HEALTHY CELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

mutation at = normal Rb gene
Rb locus in paternal chromosome
in maternal
chromosome '

POSSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE

nondisjunction nondisjunction mitotic gene deletion point
(chromosome and recombination conversion mutation
loss) duplication
: " : erhé
—— ;trata heterozygotnosti (LOH) mutace
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Transformace
v dusledku translokace

« translokace t(9;22) vedouci ke vzniku onkogenu bcr-ab/
je spojena s chronickou myeloidni leukémii (CML) Janet Rawleyova
- markerem je pritomnost “Filadelfskeho” chromozomu

Bergene on
chromosome 22 Abl gene on chromosome 9
S  —

A
breakpoint \ /breakpomt

TRANSLOCATION

5 — 3 fused Bcr/Abl gene

I
TRANSCRIPTION

Peter Nowell 5 s Spoly A fused Ber/Abl mRNA
David Hungerford |
TRANSLATION

I ] Ber-Abl fusion protein

Ph")

Figure 23-5. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.ke Figure 23-44. Molecular Biclogy of the Cell, 4th Edition.
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Pricinou CML
je selhani regulace c-Abl

« c-Abl je tyrozin kinaza

« v normalnich bunkach je inhibovana
vazbou Rb

- fosforylace Rb (kinazou Cdk2) prerusuje
vazbu s c-Abl

« c-Abl v jadre napomaha transkripci gent
zapojenych do bunécného cyklu

Proteinova chiméra Bcr-Abl ma vysokou
konstitutivni tyrozin kinazovou aktivitu
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Uspéch protinadorové
terapie: Glivec/Imatinib

Glivec inhibuje chimérickou kinazu blokovanim jejiho mista pro vazbu ATP

(C)
BCR-ABL ACTIVE
substrate protein

ls, signal for cell
)~ — proliferation
and survival
—_—
3 activating

phosphate
Ber-Abl

BCR-ABL BLOCKED WITH GLEEVEC
substrate protein

3

Ber-Abl Gleevec

Figure 23-45 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

— no signal — NO LEUKEMIA

— LEUKEMIA

O novantis woamaia
Gleevec®
(imatinib mesylate)
Tablels

100m "

Esch tablet contslns 100mg
inib free base.
ot imei 8 Tabits

\_—”’,-

fppt.com

Brian Druker
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Cesty k rakovine

fppt.com

Acquired Capability

Self-sufficiency in growth signals

Insensitivity to anti-growth signals

Evading apoptosis

Limitless replicative potential

Sustained angiogenesis

Tissue invasion & metastasis

Example of Mechanism

Activate H-Ras oncogene

Lose retinoblastoma suppressor

Produce IGF survival factors

Turn on telomerase

Produce VEGF inducer

Inactivate E-cadherin

Douglas Hanahan, Robert Weinberg

Cell 100:57, (2000)
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produkce viastnich
proliferacnich signald

preprogramovani
energetického
metabolismu

rezistence
k bunécne

genomu,
mutace

indukce
angiogeneze

necitlivost k antiproliferacnim
signalim

unik imunitnimu

Ziskani
replikacni
nesmrielnosti

: vgrsky"t zanéetu
podporujiciho
nador

posileni
invazivity a
metastazovani

N’

fppt.com

Douglas Hanahan, Robert Weinberg
Cell 144: 645, (2011)
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Vlastnosti nadorovych bunek

« klonalni ptivod — nadory jsou obvykle odvozeny od jediné
deregulované neoplastické burnky

- neregulovany rist — nadorové bunky nereaguji na normalni
regulacni mechanismy brzdici rlst, ale neomezené proliferuji

« zmeéneéna tkanove specificka

Tumors Are Clonal

afinita — nadorové bunky Normal
prorUstaji za hranice plvodni ®
tkané — metastazy iiaion

- schopnost vyvoje a selekce -
hromadéni mutaci, odolnost

@O ..
\mutation
®O Q.
mutation !
\ Malignant cells
Fourth or
- later iy
! mutation < Wy

v

e00Q ¢

fppt.com



Vlastnosti nadorovych bunék

zmeénéné biochemické vlastnosti, které zvysuiji rlistovy potencial:
« zvySena glykolyticka aktivita umoznujici rlst i za snizenych koncentraci kysliku
« sekrece hydrolytickych enzym0 umoznujicich degradaci bazalnich membran
a dalSich struktur mimobunécné matrix
« tvorba angiogennich faktort

4 14

pozmeéeneény cytoskelet — chybna organizace cytoskeletu a zmenéna
bunécna morfologie

chromozomové abnormality — zmény v poctu chromozomd, ¢asté
delece, translokace a genové duplikace

neomezeny rist v tkanoveé kulture — nddorové bunky jsou obvykle

e nesmrtelné a mohou byt neomezené kultivovény in vitro
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Nezavislost

na rustovych faktorech

zdravé bunky nemohou proliferovat bez rlstovych signalt

mnohée onkogeny v bunkach stimuluji signalni drahy, které
jsou ve zdravych bunkach aktivni pouze za pritomnosti
ristovych faktord

snizena zavislost na rlstovych faktorech je zrejma
u nadorovych bunek péstovanych in vitro
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Ziskani nezavislosti
na rustovych faktorech

« zména charakteru rdstovych faktort nebo zpdsobu jejich tvorby
« zmeéna receptorl nebo nitrobunécnych prenaseci signalu

Chmkings
Hafmanes,
Survival Facts r: Transmitiers Growth Facion
(e WGFY) fe.g. inderle g TGFu, EGF Ei:l;: ::::::

L]
2 Ak yFB ; ME -‘TG
; ']
Cylokings & s min
— s — JaKs
g ERC} i T st £
= TGF 4
5 / \ -
Bel-xl | N
‘.\\_ 4,

CDKZ

."'- e ;
| b St

! 53
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™
s — o)
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Zmeéna zpusobu tvorby
ristovych faktort

fppt.com

zdravé bunky obvykle produkuji rlistové faktory pro jiné bunky
(heterotypicka signalizace)

nadorove bunky ziskavaji
schopnost syntetizovat rlistové
faktory, na kterée jsou citlive
(autokrinni stimulace)

napr. PDGF - produkovan
glioblastomy
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Zmeéna receptoru

- zmena struktury receptoru: konstitutivni aktivita za nepritomnosti
ligandu

NORMAL CELL HER2+ CELL

HERZ receptor

—HER2 receptor

HER2 gene
(ERBEB2)

nucleus

Amplification - multiple HER2 genes
Overexpression - many HER2 receptors

- amplifikace/zvysSena exprese geni kodujicich povrchové
receptory pro rlstové faktory: zvyseni citlivosti buriky k béznym
koncentracim rlstovych faktord (napf. exprese EGF receptoru
B je zvySena u nadord Zaludku, mozku a prsu)
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T ——
mitogen

Zmeny signalnich
drah

« hlavni Ulohu ma kaskada Ras-Raf-
MAPK

»  proteiny Ras jsou hyperaktivovany
u 250/0 ||dSkyCh na,dorﬁ d cyelin D P SCF subunit ﬁ EZF

gene gene gene
 je pravdépodobné, Ze rlistové N - e
. ry s s : 7 increased _increased _ increased
signalni drahy jsou deregulovany Wi o7 e C
u vSech lidskych nadort ' .
G,-Cdk activation G, /S-Cdk activation
{eyelin D-Cdka) ‘(cvelin E~Cdk2)

N rd

Lo Rhe
phosphorylation




Necitlivost
na protirustoveé signaly

Zdrava tkan

existence protirtistovych signalll v podobé rozpustnych faktord
a inhibitor{ imobilizovanych v matrix a na povrchu bunék

na protirfistové signaly bunka reaguje stejné jako na rlistové
faktory (prostrednictvim receptort a nitrobunécnych signalnich
kaskad)

na molekularni Urovni protirlistové signaly vyuzivaji proteinu Rb,
ktery v nefosforylovaném stavu neumozni expresi genll nutnych
pro prechod z G1 do S

protirlistovym signalem je napr. TGFB, ktery brani fosforylaci Rb
a expresi genu c-myc
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Distant o
Metastasis =@ (%27

Meta Sté Zy Primary Tumor

Local

prechod nadorovych bunék z primarniho S ihss
nadoru do nove télni lokalizace, ve které
je alespon zpocCatku dostatek prostoru a vyzivy

« umoznéno zménami dvou typl proteind:

- proteind, které zajistuji upevnéni bunék k okolnim bunkam (CAM) a matrix
(integriny)

- mimobunécnych proteaz (zvysena exprese genl kodujicich protedzy, snizena

exprese genl koduiici inhibitory proteaz) TR -

Mesenchymal cells
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Bunky ve tkanich fixuji
adhezivni molekuly a receptory

ADHESION MOLECULES

CELLS IN APPROPRIATE LOCATION >

9

CELL IN WRONG LOCATION

EXTRACELLULAR MATRIX

fppt.com : — 60



Metastazova kaskada

rozruseni basalni membrany
oddéleni bunék

pohyb bunék

invaze

penetrace vaskularniho systému
cirkulace rakovinnych bunék
opusténi krevniho reciste
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Tvorba metastaz

a b invasion

C Angiogenesis

Pri

tumor

Basement
membrane —-

Blood vesse]

h Micrometastasis

Metastasis

g' Migration

d Intravasation

€ Adhesion to
blood vessel wall
in distant organ
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Slozky bazalni membrany

bazalni membrana je tenka vrstva mimobunécné matrix
oddéluje epitelialni bunky od prokrvenych konektivnich tkani

bazalni membrana musi byt rozrusena, aby nadorové bunky ziskaly
pristup ke krevnimu toku

rozklad membrany zajist'uji enzymy (proteazy)

Cathepsin B je proteolyticky enzym rozkladajici slozky bazalni
membrany: jeho hladina stoupa v krvi pacientli s nadory
gastrointestinalniho traktu a predevsim u metastazujicich nadord
plic a jater (marker metastazovani)
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Oddeéleni bunék
(cell detachment)

« nadorové bunky maji snizenou vzajemnou prilnavost (kohezi)

« dUsledek redukce exprese gent pro adhezivni povrchové molekuly
(kadheriny, kateniny) troen

E-cadherin catenins  getin
1

/

« normalni bunky téhoz typu se
od sebe v tkani neoddeéluji

« transfekce invazivnich bunék
cDNA koédujici kadherin E
snizuje jejich invazivitu

lsplsp




Pohyblivost bunek

(,,cell motility™)

fppt.com

nadoroveé bunky vykazuji zvySenou
pohyblivost

existuji enzymy, jejichz pritomnost
koreluje s pohyblivosti a
metastatickym potencialem bunék
(napr. glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza)

cytokin AMF (,,autocrine motility
factor") stimuluje pohyb bunék:

- - produkovan nadorovymi liniemi
B - indukuje tvorbu pseudopodii

1) Protrusion of the Leading Edge

2) Adhesion at the Leading Edge
cortex under tension

new actin
new adhesion

movement of unpolymerized actin

Deadhesion at the Trailing Edge

=~

3) Movement of the Cell Body
direction of cell body movement




Invaze bunéek

« prinik konektivni tkani ke kapilaram
« obdoba prekonani bazalni membrany
« syntéza kolagenazy I a dalSich rozkladnych enzym(

INVASION
>

Extracellular Matrix

o
A

.."" -.i}'-'

74 dha

Proliferation D,_f‘ pﬂuﬁn ad Prof Endothelial
attach Attach Prmrusn%n olysis Interactions

MOTILITY

fppt.com ' 66



Penetrace
vaskularniho systéemu

« nadorové bunky se Siri krevnimi nebo lymfatickymi kapilarami

« tlusté stény kapilar se prekonavaiji obtizne, zrejmé vyuzivany
drobné strukturni poruchy v nove tvorenych kapilarach

« naruseni celistvosti stén kapilar napomaha kolagenaza IV

« drobnymi mezerami se bunky dostavaji do kapilary (diapedeza)
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Podpora angiogeneze

« angiogeneze = rist novych krevnich vlasecnic

«  zivot vSech bunék zavisi na prisunu zivin a kysliku

« tvorbu kapilar urCuje rovnovaha mezi induktory angiogeneze
(napr. FGF, VEGF) a inhibitory angiogeneze (trombospondin-1)

» rUst nadoru je omezen stupném prokrveni

«  za nepritomnosti Zivin a kysliku nador nemutze prerlst primér
0,5-1 mm (nekroza bunék ve stredu kolonie nadorovych bunék)

« nadorové bunky ve zvysené mire tvori induktory angiogeneze
a méné inhibitorl angiogeneze
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Vyvoj novych cév za
fyziologickych podminek
Pri rlstu cév se uplatriuji 2 mechanismy:

— angiogeneze — rlst novych cév ze starych
— vaskulogeneze — tvorba cév ,z niceho" - diferenciaci

endotelialnich prekurzorli u embrya z
 tvorba cev je fizena metabolickymi potrebami ___%‘

Angiogenesis

fppt.com



Zapnuti angiogeneze
je podminkou ristu nadoru

nadoroveé bunky produkuji angiogenni faktory

Tumor is dormant Angiogenicswitch:>
i B :!,

Somatic Small \  Tumor secretion of Rapid tumor growth and
mutation avascular | angiogenic factors metastasis
tumor | stimulates

angiogenesis

fppt.com S — ] 70



Ovliviovanim angiogeneze
Ize s nadorem manipulovat

« angiogeneze je vysledkem dynamické rovnovahy mezi pro-
a antiangiogennimi faktory; pro boj s nadory je vhodné rovnovahu
porusit smérem k antiangiogennim

------

stupen organizace, jejich primér je proménlivy, heterogenni vzhled

« U rlznych nador{ vypadaji cévy rlizné, protoze vznikly pisobenim
rlznych kombinaci pro- a antiangiogennich faktord

/1



Vaskulatura nadoru je
nedokonala (ale staci...)

Normalni vaskulatura (vpravo) je velmi usporadana ve srovnani
s vaskulaturou nadoru (vlevo)




Nadorova vaskulatura

Casté jsou ohyby,
nepravidelnosti,
rozdily ve velikosti
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Latky s anti-angiogennim

Fy Vm F \Im

ucinkem: potencialni lécCiva

- protilatky proti pozitivnim regulatorim - VEGF or FGF-2 nebo jejich

VVVVVV

- inhibitory matrixovych metaloproteinaz

Angiostatin: vnitrni domeéna plasminogenu, 38 kDa, primo snizuje
proliferaci endotelialnich bunék, zvysuje apoptozu

Endostatin: C-koncovy peptidovy fragment kolagenu 18 (20 kDa)
neovliviuje proliferaci, ale zvySuje apoptozu a tim snizuje pocet krevnich
cév vyzivujicich nadory
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Neomezeny
replikacni potencial

« somatické bunky prochazeji omezenym poctem deleni, pak se delit
prestavaji, starnou a odumiraji

« maximalni pocet déleni, kterym mUze projit somaticka burika se
oznacuje Hayflicktiv limit — u lidskych bunék cca 50 (neplati pro
embryonalni a kmenové bunky a bunky nadorové)

« podstatou je zkraceni telomer pod kritickou délku

Hayflick’s Limit

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Neomezeny
replikacni potencial

 genetickymi zménami bunky mohou ziskat schopnost déleni
po dalSi generace az do nastupu ,krize"

« bunky ve stadiu ,krize" vykazuji Casté zmeny karyotypu (fuzni
chromozomy) a masivné odumiraji
 vzacneé dojde ke vzniku nesmrtelné bunky (frekvence 1:107)

« vetsinu nadorovych bunék Ize Uspésné péstovat /n vitro
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Imortalizace a telomery

Telomery

zajist'uji pocitani deleni bunék
konce chromozomd slozené z nékolika tisicU
opakovani kratké nukleotidové sekvence

béhem kazdeho bunécného cyklu dochazi ke ztrate 50-100 pb z konce
kazdého chromozomu

postupna eroze telomer vede ke ztraté schopnosti chranit konce
chromozomove DNA pred chromozomovymi fuzemi, které ve zdrave
bunce nejsou tolerovany a vedou k jeji smrti

udrzovani telomer je bézné u vsech typd malignich bunék (nasledek
vysoké exprese telomerazy)

zvyseni exprese telomerazy v bunkach /n vitro prodluzuje pocet
pasazi, kterymi buika mdze projit
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Imortalizace a telomery

Chromosomal DNA .

—
3 0
7l Chromosomal DNA
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S 00000000
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“E" Chromosomal DNA v ¥
S pr——r—ee 00000000
& — Telomerase active cells

i.e. Cancer, germ Cells
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Rakovinneé bunky
odmitaji zemrit apoptozou

« bézné signaly indukujici apoptdzu selhavaji

« zdravé bunky mohou Zit jen za pfitomnosti rlstovych faktord,
jinak odumiraji apoptozou

« nadorové bunky prezivaji i bez rlstovych faktorl

 zdravé bunky s poskozenou DNA odumiraji apoptdzou x nadorove
bunky nikoliv

« rezistence k apoptdze je jednim z dlivodt zvysené zivotaschopnosti
nadorovych bunék
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Nadorové kmenové bunky

- zdravé bunky dozravaji do postmitotického diferenciacniho stavu

z bunék kmenovych

« kmenové bunky maji neomezenou schopnost rlistu a déleni

« nadoroveé bunky se Casto chovaji
jako bunky kmenoveé se zablokovanou
schopnosti diferenciace a prechodu
do postmitotického stavu

Normal pathway

.................................................

Self- o .
renewing
stem cells

Non-stem-cell
daughters °] -

(Differentiation)

Nondividing
terminally -
differentiated -~~~
cells

Tumor pathway

Self- o )
renewing

stem cells ld

Stem-cell '2)}°)
daughters OLO

(No differentiation)

Continually .

dividing " ° %' °®

tumor o [® °°
4 -]

cells B % s
[ ]
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Nadoroveée kmenové bunky

- populace nadorovych bunék je heterogenni — zahrnuje nediferencované
proliferujici bunky i vice diferencované postmitotické bunky
 jen nadorové kmenové bunky dokazou vyvolat tvorbu nového nadoru po
preneseni do zvireciho modelu
« nadorové kmenovée bunky prispivaji k rekurenci nadoru po chemoterapii
. The cancer stem cell model The stochastic model
urrent cancer
treatments cancer I T
- stem i;e!l‘ i : -
l :;"l.v:}, t\__'l'-'ﬂﬂlfmngwai E -. .f‘, T \ |
— . — o, @ . @ @
T cells P I = é}
nitial Tumor ancer te;ﬁf‘e s Survive ecurring Tumor b ! 'x ! R i;
Initial Ti Cancer Stem Cells S Recurring T /i\‘ | z’f\. E _ffg—/ 5
! ! I r !
B B, EE e I B
d o1 °1 B D (@)
err;lih';.-E:tiah‘-:u;i cell;b II: .%SE“ e
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Nadorove
kmenoveé bunky a vliv prostredl

« rychlost proliferace nadorovych bunék spoluurcuje okolni prostredi

Ctyfi moznosti plivodu a expanze nadorovych kmenovych bunék:

« zmeéni se bunky urcujici niku (napr. mutacemi) tak, ze zvétsi prostor
vhodny pro reprodukci kmenovych bunék, z nichz néktere se mohou stat
nadorovymi kmenovymi bunkami

« zmeéni se budouci nadorové kmenove bunky (napr. mutacemi),
které jim umozni rlst a proliferaci v nice, ktera jim normalné neni viastni

« kmenové bunky si zachou produkovat vlastni rlistové faktory,
které jim poskytnou nezavislost na faktorech dané niky

« progenitorove bunky, které maji schopnost vlastni reprodukce
momezenou, ziskaji mutacemi nesmrtelnost (ziskaji ,kmenovost")
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Projekt Cancer Genome Atlas

« probiha od roku 2005
- stanoveni Uplné sekvence genomd u rdznych variant rakoviny clovéka
 ,high-throughput™ technologie analyzy genomu

« Human Genome Project dokoncen v roce 2003, slouzi jako srovnavaci
zakladna pro Atlas

« smyslem je vytvorit mapu rakovinotvornych mutaci

. .

B International
B Cancer Genome
W Consortium

-

Th:e-Cancer
. Genpme Atlas
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Vysledky projektu Atlas

Mutaci je v nadorech mnoho:
« 50 — 80 u rakoviny prsu a streva
e 50 — 60 u rakoviny slinivky
e 40 — 50 u rakoviny mozku

Heterogenita mutaci u réiznych vzorkd téhoz nadoru — déli se do 2 typd:

- pasivni: vznikaji nahodné, v populaci nadorovych bunék se udrzuji, ale
nemaji vliv na biologii nadoru (,passenger mutations")

« aktivni: pfimo urcuji rlst a chovani nadoru (,driver mutations"),

~ obvykle zasahuji onkogeny a nadorové supresory, opakuji se u riznych
B vzorkd, Ize je zaradit do signalnich drah
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Pocet
zasazenych drah u rakoviny?

. 11— 15, obvykle 13

« pro kazdou z nich je treba identifikovat ,driver* mutace a nalézt
prislusné cilené terapeutické postupy pro eliminaci jejich ucinku
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Frost and Levin (1992):

J1here is nothing that a metastatic cell can do that is not a routine
task for normal cells".

Neadekvatni chovani nadorovych bunék nevznika de novo,
ale souvisi s vyjadrenim jinak normalnich vlastnosti bunek
vV nespravném miste a Case.

86




Mobilita je vlastni
mnoha normalnim bunkam

- napr. granulocytlim, lymfocytlim, monocytlim a makrofagtim,
myogennim kmenovym bunkam somitll, primordidlnim zarodecnym
bunkam
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Agresivni chovani nadorovych
bunek ma rovne

obdobu

Pri zahnizd'ovdni embrya pronikaji bunky
blastocysty do délozni sliznice, kterou
doslova rozpousti a takto ziskané Ziviny
vyuziva embryo pro svuj rust.

zdrgy: pfekresleno podle W02 a upraveno

z fyziologickou

napr. proces oplodnéni:

probiha mimo délohu

vyvijejici se embryo se dostava do
delohy az v okamziku, kdy je
schopné implantace do délozni
vystelky

implantaci embrya zajist'uji agresivni
trofoblastove bunky,

které maji schopnost rozlozit délozni
vystelku, v€etné matrix konektivni
tkané a materskych krevnich kapilar
(UCast proteaz)

obdobnou vlastnost maji bunky
nadorove

88



Stadia vyvoje nadoru dle
patologli: , grading / staging

A\ |

GRADE vyjadruje stupen diferenciace nadorovych bunék, miru
jejich cytologické odlisnosti od bunék zdravych a frekvenci
mitotickych bunék uvnitr nadoru

- nizky ,grade" charakterizuje dobre diferencované nadory s
minimalnim poctem cytologickych abnormalit a nizkou
frekvenci mitotickych bunek

- vysoky , grade" signalizuje, ze nadory jsou slozeny z malo

diferencovanych bunék se zretelnymi cytologickymi zmeénami

a vysokou frekvenci mitoz
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~ GRADE THE TUMOR!

Stadia vyvoje nadoru dle
patologu: ,grading / staging"

STAGE vyjadruje velikost nadoru, rozsah jeho prechodu do okolni
tkane, rozsireni do lymfatickych uzlin a pritomnost nebo nepritomnost
kostnich metastaz

Podle amerického systému AJC se rozlisuje T stage udavaijici velikost
nadoru a stupen penetrace do okolni tkan€, N stage udavajici

pritomnost nadoru v uzlinach a M stage udavajici existenci metastaz v
kostech.

TAGE THE PATIENT!
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