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e Nejstarsi popis rakoviny 1600 p.n.l. pochazi z Egyp%é ptj?Edwina Smithe popisuje
8 tumoru nebo ulceraci prsu oSetfovanych kauterizaci nastrojem ozna¢ovanym
»the fire drill“. Tato nemoc neni léCitelna (termin rakovina nebyl pouzit)
e 400 p.n.l. Hippocrates popsal rakovinu jako dlouhé vybézky (podobné krabim noham)
vybihajicim do zdravych tkani:
—  tec: karkinos = krab; onkos = masa
— lat: cancer = krab, rak (Galen)
e popisné (epidemiologické) poznatky:
— 1848 - zvyseny vyskyt rakoviny prsu u jeptisek (souvislost s bezdétnosti a nekojenim)

klepeto
usta

oko HLAVOHRUD ZADECEK

snizeny vyskyt nador( cervixu
— 1775 - rakovina Sourku u kominik( (souvislost s vyskytem Skgelliyi

souvislost s hygienickymi navyky) — Percival Pott
— 1902 - souvislost RTG paprsk( a vzniku rakoviny
— poc. 20. stol. - rodinny vyskyt nadoru

Historie molekularni biologie nador( viz prednaska 1/12
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Epidemiologie zhoubnych nadort v Ceské republice

incidence — nova onem/pocet obyvatel
prevalence — celkovy po¢et onem/pocet obyvatel
mortalita — poCet umrti/pocet obyvatel

letalita — poCet zemielych na onem/pocet nem (%)

Systém pro Vizualizaci Onkologickych Dat — SVOD verze 7.0 (www.svod.cz)

Pracuje s validovanymi epidemiologickym daty Narodniho onkologického registru NOR
za obdobi 1977-2005 (databdze obsahujici pfiblizné 1,5 mil. zdznam{),

spravovanych Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS CR)
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Nadorova onemocnéni — etiologie (Atributivni pfispéni k celk. Umrtnosti na nadory )

‘ Ovlivnitelné zevni faktory ptlsobi > 80 % nddort

Nizka pohybova aktivita
Alkohol
InfekCni agens

Radiace a slunecni zareni

Pracovni expozice
Chemické skodliviny v zivotnim prostredi %

0 5 10 15 20 25 30 35 40 4
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Nadorova onemocnéni — etiologie (Atributivni pfispéni k celk. Umrtnosti na nadory )

Faktory prostredi: = chemické - karcinogeny
fyzikalni - UV, ionizujici zareni
biologické - DNA nadorové viry
RNA nadorové viry - retroviry

Nedostatek protektivniho
faktoru = rizikovy faktor

Strana 5 © Ondfej Slaby, 2009



Nadorova onemocnéni — etiologie

Usta, pharynx, nasopharynx
Larynx

Jicen

Plice

Zaludek

Pancreas

Jatra
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Prostata
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Ledviny
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Mira preventability nadort vyZzivovymi faktory

Priklady

Japonci prestéhovani do
Ameriky: Japonsko 6-8x vyssi
incidence nadorl Zaludku, pfisti
generace jiz srovnatelna
incidence.

-Adventisté sedmého dne: asi
poloviéni vyskyt nadoru oproti
ostatni americké populaci (<=
zakaz koureni, alkoholu, masa).
—>Pouze zménou Zivotniho
stylu by bylo mozné snizit
vyrazneé incidenci nadord

[0 Osaka 1970-71 [J Hawailan Japanese 1988-92
Il Osaka 1988-92 [] Hawallan Caucasian 196872

[l Hawailan Caucasian 1988-92
10 —‘

Prostate Colon(M) Stomach(M)
Cancer type

Cumulate rate by age 75 (%)

Breast(F)
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Nadorova onemocnéni — prevence

Primarni prevence - zabranéni vzniku nemoci odstranénim rizik. faktord

Sekundarni prevence - ¢asna detekce nemoci (Casto v preklin. stadiu), kdy je dostupna
|écba efektivni

Terciarni prevence - zabranéni rozvoje komplikaci pfi manifestnim onemocnéni
efektivni |éCbou

Dosud prevazné omezena pouze na prevenci sekundarni — casny zachyt
Karcinom prsu
Palpacni vysetreni

i ) “e,\:hv Weighe &,
Mamografie, sonografie s
WEIGHT:
Nadory délozniho Cipku
Pap test (Papanicolaolyv test) CANGER
PREVENTION
Kolorektalni karcinom ACTIVITY

Palpacni vysetreni per rectum
Test stolice na okultni krvaceni
Kolonoskopické vysetreni
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Evropsky kodex proti rakoviné

1. Nekurte

2. Mirnéte se v konzumaci alkoholu
3. Vyhybejte se nadmérnému slunéni
4. Dodrzujte zdravotni a bezp. pokyny pri praci

5. Casto jezte zeleninu a ovoce, obiloviny

6. Vyvarujete se vzniku nadvahy

7. Navstivte |ékare, jestlize objevite......

8. Navstivte |ékare, jestlize mate pretrv. potize

© Ondrej Slaby, 2009
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Zakladni pojmy a klasifikace

Hyperplasie — bunky nezménéné, ale zmnozené

Metaplasie — prechodna zména fenotypu bunék, buriky lokalizované na nespravném
misté, ¢asto v misté, kde se setkavaji dva typy epitelu: délozni Cipek — déloha; jicen —
Zaludek - tzv. BarrettQv jicen

Dysplasie — obsahuiji jiz cytologicky abnormalni bunky (velikost, tvar, barvitelnost jadra,
pomér jadro/cytoplazma, zménénd mitoticka aktivita) a abnormalni pomér bunéénych
typl

Ndador, tumor, neoplazma, novotvar je geneticky podminény abnormalni prirQistek
bunécéné tkanové hmoty klondlniho charakteru. Jeho rlst neni v koordinaci s rlistem
okolnich tkani a rovnovaznym stavem organismu. (Rejthar)

Klasifikace nadort | - podle schopnosti infiltrovat se do jiné tkané
Benigni (nezhoubné) nadory zUstavaji v misté svého vzniku, jsou |z
ohranicené, neinvaduji jiné tkané, nemigruji a nezakladaji
metastazy (polypy, lipomy, chondromy, leiomyom, fibrom,...)
Maligni (zhoubné) nadory infiltruji a destruuji okolni tkané a
prostrednictvim krevniho a lymfatického systému se Sifi do celého
téla, v novych tkanich vyvoldvaji tvorbu sekunddrnich nadoru
(metastaz) X sekunddrni nadory (therapy-related)
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Klasifikace nadort Il - podle typu bunék (tkani), ze kterych nadorova burika
vznika

karcinomy — nadory epitelialnich bunék (asi 80-90% lidskych nadoru)
sarkomy — pevné nadory pojivovych tkani — svalU, kosti, chrupavky, tvofi asi
1% nador, z mezenchymalnich bunék

leukémie a lymfomy - odvozené od hematopoietickych bunék a bunék
imunitniho systému

neuroektodermalni - ndadory odvozené z nervové tkané (gliomy,
neuroblastomy, medulloblastomy,...)
germinalni nadory — odvozené z totipotentni

Adenoma Carcinoma

zarodecné bunky -
smisené nadory nﬁ
. & A. 3

Anaplastické nadory, nadory neznamého pUlvodu
(1 az 2% nadorud) neni mozné urcit z jaké tkané

Epithelial Mesenchymal
loss of epithelial markers

je nador odvozen — dediferenciace B anomamcymalmder N
Lol e /
Transdiferenciace - EMT

mRNA splice variants
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Klasifikace nador Il - podle postizeného organu nebo tkané
karcinom plic, kolorektalni karcinom, nador prsu, akutni myeloidni leukémie...

’ 1 2| 3| 4 [ 4| 7| 8|
|
3 ¥ “

W
T o e e 'f‘w\_h;mu

y
=
=

Strana 11 © Ondfej Slaby, 2009



Klasifikace nadoru

C00-C14 Zhoubné novotvary rtu, dutiny Ustni a hltanu

C15-28 Zhoubné novotvary traviciho ustroji

C30-C39 Zhoubné novotvary dychaci soustavy a nitrohrudnich organi
C40-C41 Zhoubné novotvary kosti a kloubni chrupavky

C43-C44 Melanom a jiné zhoubné novotvary kiize

C45-C49 Zhoubn¢ novotvary mezotelialni a mékké tkdné

C50 Zhoubny novotvar prsu

C51-C58 Zhoubné novotvary zenskych pohlavnich organi

C60-C63 Zhoubné novotvary muazskych pohlavnich organt

C64-C68 Zhoubné novotvary mocoveho ustroji

C69-C72 Zhoubné novotvary oka, mozku a jinych ¢asti CNS

C73-C75 Zhoubny novotvar §titné zlazy a jinych zlaz s vnitrini sekreci
C76-C80 Zhoubné novotvary nepiesnych, sekundarnich a neur¢enych lokalizaci
C81-C96 Zhoubné novotvary mizni, krvetvorné a piibuzné tkan¢

C97 Zhoubné novotvary mnohocetnych primarnich lokalizaci
D00-D09 Novotvary “in-situ”

D37-D48 Novotvary nejistého nebo neznamého chovani

Tab. 2 Zakladni oznaceni pro jednotliva nadorova onemocnéni podle mezinarodni

klasifikace nemoci (MKN).
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Histopatologicka klasifikace nadort

STAGING

TNM SYSTEM

T - rozsah primarniho nadoru

N - nepfritomnost Ci pritomnost
a rozsah metastaz v regionalnich
miznich uzlinach

M - nepritomnost Ci pritomnost
vzdalenych metastaz

10, T1,T2, T3, T4;

NO, N1, N2, N3;

MO, M1

Systém je v podstaté ,tésnopisem”
pro popis rozsahu urcitého

metastazy
do vzdalenych
organt

Vé 7
ad lymfaticke lymfaticke uzli
Z h O u b n e h O n a d O ru * nader yngainnj‘; pos)t/geiécnzduozrg%mi Obr. 9.3.6. Souvislost TNM klasifikace
buikami a klinickych stadii u solidnich nadord.

T1: maly lokalizovany nador, T2: vétsi, ale ohrani¢eny uvnitf organu
T3: nador na hranici organu, T4: nador, ktery se lokdIné rozsitil do dalSich organu
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Histopatologicka klasifikace nadorti

GRADING

Stupen diferenciace (jak moc se nadorové bunky podobaji normalnim burikam)
G1: dobre diferencovany nador s dobrou progndzou
G2: stredné diferencovany nador s prostredni prognézou
G3: malo diferencovany nador se Spatnou progndzou

TYPING — morfologicka diagnostika

Vychazi ze zavaznych klasifikaci, obvykle doporucenych
WHO. KaZda jednotka ma pridélen svuj Ciselny kod
ICDO (International Classification of Diseases for Oncology)
Napr. kéd 8850/0 je lipom.

Napr. kéd 8850/6 je metastaza liposarkomu.

Prvni Cislo za lomitkem oznacuje biologické vlastnosti:
: benigni

: nejisté chovani

: carcinoma in situ

: maligni

: metastaza

O WNERO

Strana 13
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vzdalené metastazy do
Zivotné dulezitych organu
A

primarni nador prsu

kachexie/chatrani spojené
s narusenym metabolizmem
predevsim v jatrech

imunosuprese vedouci ke zvysené
) nachylnosti k infekcim, zplsobena
napf. akumulaci supresorickych
myeloidnich bunék ve sleziné

f

mobilizace bunék kostni diené
potfebnych k tvorbé nadorového
stromatu, neoangiogenezi
a metastazovani

poruchy krevni srazlivosti
vedouci K Zilnimu
tromboembolizmu

Obr. 9.3.7.
Piiklady systémového pulsobeni nddoru
(detailné popsano v textu).

Obr. 9.3.8. Steve Jobs, zakladatel spole¢nosti Apple, v roce
2005 prezentujici nové produkty na konferenci MacWorld
(vlevo), v roce 2011 s rozvinutou kachexii, par mésict pred
smrti po nékolikaletém boji s neuroendokrinnim tumo-
rem pankreatu (vpravo). Po sdéleni diagnézy se Jobs roz-
hodl pro alternativni zplsob |é¢by (veganska dieta, aku-
punktura, rostlinné pfipravky a dalsi), coz vedlo k odlozeni
konven¢ni lécby véetné chirurgického odstranéni tumoru
o devét mésicl. Toto rozhodnuti, kterého, dle Zivotopisce
Waltera Isaacsona, v zavéru Zivota velice litoval, bylo prav-
dépodobné jednou z pfi¢in jeho Umrti na tento jediny
dobre lécitelny nador pankreatu.



Informachni obsah lidského genomu
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Informacni obsah lidského genomu

b
Exom (30-40 Mbp) — 2,5 knihy
(23 000 genu, 180 000 exonu)

Interindividudlni variabilita — 1 kniha
(0,1-0,4% genomu)

_1||

500-genovy panel — 40 stran (kapitola
o nadorové biologii)

Jeden gen —<1/10 strany




Nadory vznikaji v dusledku akumula

ce genetickych zmén

Nadorova transformace bunék je disledek Early ()
v . , clonal
akumulace zmén v sekvenci DNA (mutaci) expansion
Doprovodné mutace nejsou zapojené do patogeneze Benign tumour
nadoru °% 5 B -
Ridici (driver) mutace jsou zapojeny do patogenze oY °/¢@a‘ 1 cary nvasidoancer
nadoru & O,
PocCet mutaci v nadorovém genomu je ohadovan na - ogéa@,
10 000 doprovodnych mutaci t14 ) > & 00 -y
5-10 Fidicich mutaci taltn O Lo e
1-2 “actionable” (klinicky-relevantnich) mutaci & ’)" 7 ag%\»
5 S %
% § ’)’ ’1 50°x0
Fertilized €, £ N 1~
200 gy %, ¢ A
e % s L\ ‘
Iatio" Prog, Q»'"o - : Chemotherapy
ess od\o - resistant =
% ® -> nd recurrence
hug? - "y
> B oo
{3 @ @ Driver mutations........... 1-10 (or more) «—  SELECTION e @ °®@
OO0 Q Passenger mutations ... 10s-100,000 (or more) «<— VARIATION =X)

Stratton, M.R. (2013) EMBO Mol Med. 5(2):169-72.



PODMINUJICi ZNAK —- GENOMOVA NESTABILITA

e Nadory vznikaji postupnou akumulaci genetickych (a epigenetickych) zmén
gend, které fidi bunécéné déleni, bunéénou smrt a dalsi dulezité procesy
v bunce.

e Zvypoctu, ktery vychazel ze znamé mutacni rychlosti v somatickych burkach
k takové akumulaci mutaci nem(ze béhem lidského Zivota dojit.

Co umoznuje nadorovou transformaci?

e Akumulace vSech nutnych mutaci umoznéna genetickou nestabilitou
(tzv. ,mutator hypothesis“). Nestabilita je zaleZitost rychlosti, s jakou
k mutacim dochazi

e K akumulaci sta¢i normalni rychlost mutaci ve spojeni s vinami
klondlni expanze, které mohou byt zplisobeny pozitivni selekci bunék
“prenadorovych”.

e Vétsina nadort je geneticky nestabilnich



Typy genetickych zmén v nadorech

1. MenSi zmény v sekvenci DNA - mutace, mensi delece a inzerce (napr. mutace K-
ras se vyskytuje u 80% nadorl pankreatu, prevazné mutace p53 u témér
poloviny vSech nadord,..)

2. Zmény v poctu chromozom - ztraty pripadné zisky celych chromozom? (ztrata
chromozomu 10 u glioblastomt spojena se ztratou nddorového supresoru PTEN;
ziskdni chromozomu 7 u papildrnich renélnich karcinomu spojeno s duplikaci
mutantniho onkogenu c-met)

3. Chromozomalni translokace - fuze ¢3asti odliSnych chromozomU nebo normalné

nesouvisejicich ¢asti téhoz chromozomu (na

The Philadelphia Chromosome

Before translocation After translocation

molekularni Urovni mize byt doprovazeno

M\
fuzemi mezi dvéma odliSnymi geny) [
(Philadelphsky chromozom a dalsi translokace 8 . égﬁg
typické pro radu leukémii) Chromosome
4. Amplifikace gen( ast o9 ]
(amplifikace genu N-myc u 30% neuroblastom(l) ) ot

The Philadelphia chromosome results when a piece of chromosome #9 switches
places with a piece of chromosome #22. The translocation forms an extra-long
chromosome *9 (called der 9) and an extra-short chromosome #22, which is the

Ke ge n et i c ké n esta b i I ité d Oc h a’ Z Il n a v Ilce l’] rov n Ilc h . Philadelphia chromosome that contains the abnormal, fused BCR-ABL gene.




1. Nestabilita v sekvenci DNA — NIN a MIN

e Tento ty mmckalilitis in e Ldebvialh o Adav® cimLan XX ala LAl an
Tabulka 1.4 Priklady poruch v mechanismech zajistujicich stabilitu genomu a s nimi spojené | | ~:
Vys kytne hereditarni syndromy .aCI,
DNA jsot : : eraz
3 SOuVis Kontrolni nebo opravny Syndrom Postizené geny R
UVISE| mechanismus
oprav DI guioinibody bunéenéno Li-Fraumeni, hereditami p53, CHK2, BRCA1, RB, p16"*
e 1. Nukle| 9klu karcinom prsu, retinoblastom, ,() - S
) ) hereditdrni melanom
ni spojer R o o
oprava chybného pdrovdni bazi  hereditdrni nepolypdzni MLH1, MSH2, PMS2, MSH6
2. Oprav (MMR) kolorektdIni karcinom
sp Oj eni (HNPCC)/Lynchiiv syndrom
nukleotidovd excizni oprava xeroderma pigmentosum geny XP A-G
2. Nestabili nalezeni a reparace ataxia telangiectasia (AT) ATM
dvouretézcovych zliomd DNA °
Ve srovn; mu
Nijmegen breakage, Berlin NBST1
kaOhirtn breakage
olorekte
i onemocnéni podobné AT MRET1
chromoz hereditarni karci BRCA1, BRCA2, CHK2
s CIN! B& ereditdrni karcinom prsu , , i,
které mo helikdzova aktivita Bloomv syndrom BLM
jednoznatna—mcena—rmtem—gemroupwevnycnm—cnvumemjeﬁch

,miry zodpovédnosti“. Poruchy na urovni kontroly déliciho vretenka.



Proces kancerogeneze

Kancerogeneze je vicestupnovy proces vzniku a vyvoje nadoru
bods : , . _

h) zmén
100 1

90 A

Mali
Nado .

70 1
60 A
50
40
30

kumulativni incidence (%)

20 1

10

0 15 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
vék (roky)

Obr. 9.3.17. Kumulativni incidence sporadickych a hereditarnich forem nadorovych onemocnéni v zavislosti na véku (pre-
rusovana c¢ara — hereditarni formy, pIna ¢ara — sporadické formy).

‘U Repair Division with damage
before division (mutation,aneuploidy)




KANCEROGENEZE — CHEMICKA, FYZIKALNI, BIOLOGICKA-VIROVA

Tab. 9.3.6. Priklady chemickych latek typu nepfimych kancerogend.

° C H E M IC K A Skupina Latka (pFiklady) Postii'eny' organ, Latence (roky) | Vyskyt
typ nadoru
polycyklické benzpyren plice, hrtan, kiize, moc¢ovy | 9-20 uhelny, cigaretovy dehet, asfalt,
aromatické 3-metylcholantren méchyr (karcinomy) grilované maso, uzené maso
uhlovodiky benzenantracen aryby

aromatické aminy,
amidy, azo-barviva

a-, B-naftylamin
4-aminodifenyl
4-nitrodifenyl
dimetylaminoazo
auramin, benzidin

nitrozoaminy

dimetyl-nitrozoan
N-metyl-nitrozoar
N-etyl-nitrozoured
N-metyl-nitrozour

«  FYZIKALNI

Ultrafialové zareni indukuje mutace p53 a nddc
Klasicka epidemiologie jiz davno asociovala slung
epidemiologie identifikovala specifické vinové d¢
karcinogenni (290-320 nm — UVB) a vedou k mut

- VIROVA

DNA nadorové viry neobsahuji onkogeny, |
supresory (RB, p53, p300/CBP) hostitelské
papilomaviry HPV-16, HPV-18: EG interagy

ké barvy
R S p53
R "' e ‘ —» = aktivace apoptézy
poskozeni DNA )
raty,
. . E6 stimuluje ubikvitinaci p53, uzeniny,
E6 a podporuje tak jeho degradaci.
@ ‘< E7 se vaZe na protein RB,
E7 a zbavuje ho tak schopnosti
zastavovat buriky v bodu restrikce.
\ bod restrikce
N stop
U W oS
A
postoupit
rastovy G1—»S mi
faktory Cdk'Cyklln U Vyml
Ze:
Obr. 9.3.33. Funkce virovych onkoproteint E6 a E7 pfi infekci HPV.




Onkogenni (nadoroveé) viry

Retroviry (RNA viry): obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné
transformujici viry) nebo aktivuji protoonkogen, vedle kterého se
integrovaly (pomalu transformujici=inzeréni mutageneze)

v-onc (virovv onkoaen)= aen akutné transformuiiciho retroviru

c-onc | protoonkogenu, genu normalnich

bunék b - g

myc -| &/ & JAl —d _’ av mysi sark. v

erbA { poskozeni DNA ovy V.

DNA ol oo - ategii transformace: neobsahuji
onka @< 2raguji s nadorovymi supresory
(RB, ke e A i  a tak hostitelskou bunku tlaci

do S zastavovat burky v bodu restrikce.

SV40 \
. A séc;p_}// S T antigen is bound to a host

|nte ra , ‘ protein in SV40-transformed cells
adeng :4_’ B300/CBP; O S e e
papil{ ’ h53, p300/CBP;

. Obr. 9.3.33. Funkce virovych onkoproteint E6 a E7 pfi infekci HPV.
E7 int Y P P

Objeveni p53




NADOROVE GENY - ONKOGENY

Mutace protoonkogenti
jsou:

- aktivujici

- dominantni

-vyskytuji se v somatickych PROTOONKOGENY
burikach a jen vyjimecné (kontroluji rust a diferenciaci bunék)

v zarodecnych burikach
mutace, translokace,

aktivace <« .
‘ amplifikace

ONKOGENY
pro rustovy pro receptory intracelularni pro transkripéni pro transdukéni
faktor rustovych faktord kinazy faktory proteiny
V-SiS v-kit (KIT) v-src (SRC) v-myc (MYC) v-ki-ras2
(PDGFB) v-erb-b (EGFR) v-abl (ABL) (KRAS)
v-erb-b2 v-akt (AKT1)
(HERZ2/neu)




NADOROVE GENY — NADOROVE SUPRESORY

TU M o ROVE S U P RE So ROVE G E NY [ sporadicka forma nadorového onemocnéni |

pii narozeni

(= ANTIO N KOG E NY) dvé;:.ler}l;ém' heterozygot homozygot
(Géastni se na pifenosu signalu mezi bunikami a kontroluji “ I
programovany zanik bunék) mutace —ton N, nédorovs
néadorovy [ hereditarni forma nadorového onemocnéni

‘supresor

inaktivace U‘ <—mutace,amplifikace | I

pfi narozeni
]e Jedna z aIeI homozygot
Obr. 9.3.21. KnudsonGv model dvou zésaht. Zdravy jedinec je po narozeni nositelem dvou funkénich alel nadorového

supresoru. V prabéhu ¢asu u néj dochazi k inaktivaci jedné z alel spontanni mutaci. Za dal3i ¢as dojde k udalosti (LOH ne-
boli ztrata heterozygotnosti), ktera zpUsobi ztratu zbyvajici funkéni alely. Teprve nyni dojde k rozvoji nadorového fenotypu.

R B 53 D ‘ ‘ AP ‘ M ‘ ‘ N F -1 W I -1 Oproti tomu u jedinctl se zérode¢né inaktivovanou jednou alelou staci k rozvoji nadoru pouze LOH. Nadory se v tomto
pripadé vyskytuji v nizsim véku s kratkym obdobim latence.

nadorové
onemocnéni

Produkty genl pro nadorové supresory (antionkogeny) v normalnich bunkach
nevyvolavaji proliferaci, ale naopak ji potlacuji a udrzuji bunky ve stadiu klidu
(Gp). Jejich ztrata se projevuje neregulovanou proliferaci.
Knudsonova ,,two hits hypothesis”“ (RB)
Mutace nadorovych supresoru jsou:

- inaktivujici

- recesivni (spojeno s LOH) (,,recesivni onkogeny*)

- vyskytuji se v somatickych a také v zarodecnych bunkach



Klonalni model vyvoje nadoru: selekce, klonalni expanze

normalni
bunka
O
& N
O O
7 N/ \
O OO @ mutace
/7 N\
/.\ /.\mutace soutézici
subklony
. . . . mutace bunék
P "
o .
& /7 \
@ o (%
(VI ¥ nejvice
maligni
© ¢ ¢ klon
e ¢
© 00 0 ¢

e 000 66

Obr. 9.3.16. Opakované cykly mutaci a klonalni expanze

vedouci ke vzniku nadoru.

ROKY

monoclonal tumors polyclonal tumors
(0000, 00, O] 0000, 00, O]
normal behavior
------- L-------- TRANSFORMATION ---L---L--Jnl---
i cancerous behavior (I)?
i o

Jsou nadory monoklonalni nebo polyklonalni?



HISTOLOGICKA SKLADBA NADORU — NADOR JE KOMPLEXNi TKAN

Nadorové stroma

e mezenchymalni tkariové
slozky: cévni komponenty,
podplrné mezenchymalni
tkané, lymfocyty, makrofagy,..

asociované

fibroblasty zanétlivé

g e g
s nadorem
o [ 0
stromalni kmenové
a progenitorové buriky:

invazivni
lokalni a z kostni dfené

nadorova

e slouzi hlavné k vyzivé
ol parenchymu a jako kostra pro
kmenové 3 v s ;s s
by _—— ) usporadani parenchymu

- e transportni uloha (prenos
endotelové

i signal(, rezervoar rlstovych
faktord...)

e klicova uloha pri nadorové
angiogenezi a metastazovani

pericyty

Nadorovy parenchym
e vlastni nadorove

mikroprostredi mikroprostredi mikroprostredi
primarniho nadoru invazivni ¢asti nadoru metastatického nadoru

4
Obr. 9.3.12. Nador jako komplexni tkan (A) a rizné typy nadorového mikroprostiedi vytvaieného stromalnimi burikami tra n Sfo rmova ny pa renc hym

nadoru v ramci jeho invazivniho chovéni a metastazovani (B).



tlusté strevo
hlava a krk
Cipek
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prs
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VOGELSTEINUV SEKVENCNi MODEL VZNIKU NADORU TLUSTEHO STREVA

Normal colon Mutation in
epithelial cell 1 copy APG tumor Stages of the Development
(1 working APC copy) suppressor gene of Colon Cancer:
T N\ Vogelstein Model
Colon

Mutation in
2nd APC gene

(Loss of APC function)

epithelial cell
(1 working APC copy)

ve
Starting epithelial cell
point for
general \
population
Mutation in K-ras
ng adenoma proto-oncogene
{converts to oncogene)
paint for b g
indwviduals
bom with
1APC Loss of DCC (18q)

mutation tumor suppressor
gene function
Loss of p53 Wt

tumor suppressor Arrow/
gene function m LRP5/6 On ']
( Frizzied UUVJ () ) Frizzied UUVJ

~

Adapted from: F ER, Vogelstein B.
A genetic model for colorectal tumorigenesis.
Cell. 1990;61:759-767.

Axin  GSK3
J\=lof [3-catenin
O
O

FAP — mutace APC L /N o



Uvod do biologie nadorové buriky

Sest ziskanych vlastnosti maligniho nadoru
(Robert A. Weinberg 2000)

ziskana schopnost priklad
F& Sobéstacnost v produkci riistovych signald aktivace K-ras
| Necitlivost k signaldm zastavujicim b.c. ztrata RB, p53
B2 Poskozeni apoptdzy produkce IGF, p53
EJ2 Neomezeny replikaéni potencial aktivace telomerazy
Il Posileni angiogeneze produkce VEGF
Bul Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace vSech nutnych
Zmen.



sobéstacnost v produkci
riistovych signali

(produkce rlistovych signali) ' tnik pied imunitnim |
systémem
neomezeny replikacni (produkce
potencial imunosupresivnich
(telomerazova aktivita) cytokind)
poskozeni apoptozy nestabilita genomu
(zvyseni exprese (poruchy v reparacnich
antiapoptotickych signali) procesech DNA)
tvorba metastaz * 8 nada::llzltizz;l:;;?kﬁznet
(inhibice E-kadherinu) | @ radikaly)

posileni angiogeneze
(zvyseni exprese proangiogennich
faktor(i VEGF-A a FGF)

Obr. 1.1 HIlavni znaky maligniho nadoru (upraveno podle Hanahan D, 2011)




Kancerogeneze ma individualni prubéh

[\ 8 /-\© GRVE A & BB
[\ 8/ o\~ Bl +/ ¢ b < Y
[\ 8@\~ B\ 3 [\ 4\ =
oo\ 8/ @\ b/~ TR\ & [\ )
P\ 8 />4 @\ & LR\ R/ & \+ 4

Obr. 1.2 IndividudIni priibéh kancerogeneze (upraveno podle Hanahan D, 2000)
Individuadlni je - poradi zasahu
- pocet zasahu

- konkrétni zasazené geny



1. NEZAVISLOST NA PRODUKCI RUSTOVYCH SIGNALU
napr. aktivace receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR)

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\llIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIl [ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIgllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIII//////////////
F aktivace genu 2
B pro ristovy faktor E

normalni autokrinni signalizace
receptor nadorové bunky
/ vazba
\ i
igandu mutace
e —_—

o 00 A (A mlll//////////////
» %
£ <
s tyrosin 2
£ kindzova =

doména
aktivace zavisla normalni aktivace nezavisla
na ligandu receptor na ligandu




EGFR signalizace a dusledky jeji inhibice

. EG{ pritomné mutace
et | I
rezistence k inhibitorum
itk N i e

2) gefitinib _—"

erlotinib

pritomné mutace

U

senzitivni k inhibitoram

l Mfk
<D MAPK
N

bunécéna proliferace
a prezivani




2. PORUCHY REGULACE BUNECNEHO CYKLU Inhibitory CDK

Ztrata regulace bunécného cyklu je kriticka soucast transformace

M - kopie DNA jsou separovany;
kondenzované chromozomy

Kontrolni bod G2
CDK1-cyklin A,B

G1 - obsah DNA: 2N
S - replikace DNA; inkorporace znacenych nukleotid(
G2 - obsah DNA: 4N

- N GO - starnouci nebo dlouhodobé se nedélici bunky
V bod restrikce: klicovy regulacni /
rozhodovaci bod bunécného cyklu

CDK4/6, cykliny D, CDK2-cyklin E

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Kazda faze cyklu je katalyzovana specifickymi komplexy cyklin-dependentni kinazy a cyklinu.
cyklin-dependentni kinazy (CDK, CDC) — aktivita je zavisla na vazbé cyklinu

cykliny - jejich hladina kolisa v zavislosti na fazi bunécného cyklu

RB- retinoblastomovy gen, nefosforylovana forma pRB blokuje prestup z G1 do S faze (E2F)
Fosforylovana nebo hyperfosforylovana forma pRB — neaktivni — proliferace

Retinoblastom — maligni nador retiny, obé alely pRB mutovany nebo deletovany



3. NARUSENA APOPTOZA

Nekroza:

tyka se skupiny postizenych bunék
vyvolana nefyziologickym poskozenim
(virova infekce, hypotermie, hypoxie,
metabolické jedy, ..)

fagocytdéza makrofagy

vyznamna zanétliva reakce

Apoptoza —
programovana bunécna smrt:

postihuje jednotlivé buriky
indukovana fyziologickymi stimuly
(nedostatek ristovych faktord, zmény
hormonalnich hladin, ..)

fagocytéza okolnich bunék nebo
makrofagy zadna zanétliva reakce

na rozdil od nekrdzy je popsano
mnoho priklad( fyziologické apoptdzy.

=

mitochondrial morphological

Obr. 9.3.58. Apoptotické odstranéni bunék mezi prsty
v priibéhu embryogeneze.

membrane breakdown

intact mrbvanes

0,
b @ 0
@

o 0

~— \ l ~
nuclear changes

apoptotic bodies

normal condensation (cell blebbing)

secondary necrosis |

ZvySena apoptdza

syndrom ziskané imunodeficience AIDS (CD4+ T-buriky),

neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova, Parkinsonova nemoc)

myelodysplasticky syndrom (hyperceluldrni dfen, periferni cytopenie)

nékteré autoimunitni nemoci

Suprese apoptozy

Nadory, néktera autoimunitni onemocnéni, virové infekce



Regulace a prubéh apoptozy

Bl-2 Family Vnéjsi cesta receptorova:
o — vazbou ligandu na
® gy COvFestioind g o—egu prislusny receptor smrti
 CD95/Fas s: ol

vznika proapoptoticky
signal. Ten vede k aktivaci
domény smrti za

3 ONA damage &, kooperace dalSich

B i [FAsnpmne: proteinu. Cilem je
. aktivace prokaspazy 8.

" Death promoting
Procaspase-3 ( ) protein (Bid)
Caspase-9 \

Adaptor (FADD)

3 geny Ced3,4,9 kontrolujici

= q ~ oometing apoptdzu u C. elegans
\® S, 13 kaspaz homologd Ced3
== b . o“e SO Apafl homolog Ced4
Mgy YU T G Bcl2 rodina-17homologl Ced9
- Apoptosis . Procaspase-9  Apaf-1 ’ ;s
P o supresory apoptozy brani
Exekutorové kaspazy, substraty smrti uvolneni cyt-c z mitochondrii

Vnitrni cesta: signalizaci napf. pres p53 je zahajen apoptoticky d¢j, jehoz slozkou je systém
Bcl-2/Bax, signalizace pres mitochondrie, tvorba komplexu nazyvaného apoptozém a cilem
je aktivace prokaspazy 9.




Regulace a prubéh apoptozy
Signalizace ATM, p53

DSBs

STRESS RESPONSES

CyclE/Cdk2

Gl

Non-Homologous
cAbl End Joining

*/ :
Homologous
Recombination
RPA Repair

Cdc25A  Cdc25C DSB REPAIR

CyclA/Cdk2  CyclB/Cdc2

poskozeni DNA

 ——
I

posttranslacni modifikace p53 a MDM2

aktivace a stabilizace p53 . ubikvitinace
/‘ ) a degradace p53

S G2 M

[CELL cYCLE REGULATION]

kontrolni body
bunééného cyklu

p21 A"
14-3-3¢
Gadd45
Reprimo

2

hypoxie
ubytek ribonukleotidi
zkraceni telomer
a dalsi

i p14°"
! ?

v

inhibice
apoptéza oprava DNA angiogeneze

ruva €W cadass o sp1 Y2
NOXA p48 Ball

Bax P53R2 Maspin
Scotin GD-AIF
KILLER/DRS

P53AIP1

Fas/Apo1/CD95

FasL

TNF, FasL, TRAIL

\
@ ‘C A
ﬂ £ 2 "ﬁéﬁ}\;::.;"

* Cell shrinking | ...

* Membrane
blebbing

IGF-BP3

Pioo ATM = Ataxia telangiectasia mutated

Puma
Noxa

Focod
e

Cellular Stress
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i)




TNFR1 DR4,5 |Grgp-3 IGF-1

(X o —i
" b IGF-1R
FADD ‘Fup l
|_
I
f 1 PIP3 EA3K
caspase 8 /Q apoptosome = .
¢ /._\ |/ /0 — .
¢ N PTEN
e
spdse 10 \ {/ | )
[~ R
executioner ¢, ~— = o caspase 9 Bad
caspases (
l c-1AP2 T""B
death T ME-NF-«B
substrates {
NOXA XIAP \
8 {l-Bcl-2
Bax cytochrome ¢ -ooo ‘\/J'\
M femamgy

Anti-apoptotické strategie nadoru

Nadory pouzivaji
nejruznéjsi strategie, jak
zmensit Sanci na vstup do
apoptozy. Bud snizuji
hladinu/aktivitu
proapoptotickych
(modre) proteinud, nebo
zvySuji hladinu/aktivitu
antiapoptotickych
(Cervenohnédé) proteind.



4. NADORY A ,,NESMRTELNOST“ BUNEK, NEOMEZENY REPLIKACNi POTENCIAL

Opakované déleni bunék je limitovano zkracovanim telomer

Telomery jsou stabilizaénim faktorem terminalni ¢asti chromosom a ukotvuji

je k nuklearni matrix. Telomery maji opakujici se sekvence nukleotidd TTAGGG
telos = konec (end), meros = ¢ast (part)

Délka telomer se zkracuje (1 déleni = 1 telomericka sekvence)

a destabilizuje tak chromosomy

. s . . Earl B Late
Obnovovani telomerickych i Y
sekvencll umoziiuje enzym X=X }(-»}{
telomeraza.

Telomere Shortening Telomerase Activation

85 az 90% nadoru ma aktivni
telomerazu. 9
Apoptosis
K aktivaci telomerazy
dochazi v pozdnich stadiich

kancerogeneze.

Abnormal Growth Genomic Instability Tumor Growth



5. VYZNAM ANGIOGENEZE V ROZVOJI NADOROVEHO ONEMOCNENI

Artery Vein

74

574
6.4
6.4

il %

Artery Vein

NORMOXIE

lprolyl-4-hydroxyléza

2

«—0

T@ B

l

qd

degradace HIF1a

!

transkripce
neni aktivovana

|

neni zahajena
angiogeneze

HYPOXIE
neaktivni
prolyl-4-hydroxylaza

nizka hladina O,

l

HIF1a neni hydroxylovan

nedochazi k vazbé VHL
a ubikvitinaci

l

HIF1a neni degradovan

angiogeneze

Obr. 9.3.65. Hypoxie jako hlavni spousté¢ angiogeneze.

N |
)

|

Artery Vein

The switch:
<— On

Angiogenic <«— Off
sprouting
into tumour .
(VEGF&Ang?2) H Activators @ Inhibitors

aFGF Thrombospondin-1

bFGF 16 kD Prolactin

VEGF Interferon a/f

: Platelet factor-4
Angiostatin

Angiogeneze ma klicovy vyznam pro nadorovy rist
Rostouci nadorové lozisko muze bez cévniho zasobeni
dosahnout pouze velikosti 1-2 mm3

Neoangiogenezi indukuje vznikla hypoxie
Nerovnovaha mezi proangiogennimi a
antiangiogennimi faktory = ,,angiogenni switch”



Cilena antiangiogenni lécba : | ’ ‘
£9.09-08- <5 1K
! ! ! !

Stadia, ve kterych ma angiogeneze Glohu pfi progresi nadoru

VYPNETE ANGIOGENEZI
PRODLUZTE ZIVOT



6. METASTAZOVANI

e Zvyseni motility (invazivita)

primarni tumor

lokélIni invaze

(prinik do stramatii a n¥es céuni sténi)

e VVytvareni mik

e Adherence ke

* Prinik do paré é’g‘;f‘
&

e \/ytvoreni met
proliferace v mi
odpovéd na mik karcinom

pankreatu

e Metastazy me typd nadord

karcinom
prostaty

karcinom kolorektalni
prsu karcinom

Obr. 9.3.67. Predilekéni mista metastazovani u vybranych

>10,1

Obr. 9.3.68. Vztah velikosti primarniho nadoru a pravdépodobnost metastazovani.

intravazace

interakee s krevnimi
destickami a leukocyty
— vznik mikrotrombu

e Nadorova generarzace

UTC U TVOTIT

makroskopickych metastaz

TVOTDa MIKTometastaz

extravazace

Obr. 1.6 Metastatickd kaskada



Hallmarks of Cancer: The Next Generati@ EGFR )

inhibitors

Douglas Hanahan and Robert A. Weinberg (Cell, 2011)

Aerobic glycolysis
inhibitors

T cell activation
\\ blocked
2 .
—CTLAS

T = APC| CTLA4lg

Proapoptotic
Cytotoxic stresses BH3 mimetics

BH3 mimetic
(eg ABT-737)
»>

Deregulating

Resisting
cell
death

PARP
inhibitors

CELL SURVIVAL CELL DEATH

|

Sustaining
proliferative
signaling

Inducing
angiogenesis

Inhibitors of
VEGF signaling

Podminujici vlastnost — genomova nestabilita a mutace
Podminujici vlastnost — nadorem vyvolany zanét
Objevovana vlastnost — deregulace bunécné energetiky (Warburguv ef.)

Cyclin-dependerD

kinase inhibitors

v

Evading
growth
suppressors

Activating
invasion &
metastasis

A

Immune activating
anti-CTLA4 mAb

Avoiding

promoting
inflammation

Enabling

Telomerase
: , Inhibitors
immortality

replicative

AN

Inhibitors of
HGF/c-Met

Selective anti-
inflammatory drugs

Objevovana vlastnost — ochrana pred imunitnim systémem



Uvod do molekularni mediciny 2/12

Take home

1) Epidemiologie zhoubnych nadort v Ceské republice

2) Etiologie nadorovych onemocnéni a prevence, priklady

3) Zakladni pojmy a klasifikace nadorovych onemocnéni

4) Histopatologicka klasifikace nadord

5) Proces kancerogeneze, klonalita

6) Histologicka skladba nadoru — nador je komplexni tkan

7) Sest ziskanych vlastnosti maligniho nadoru

8) Onkogeny a nadorové supresory

9) Geneticka nestabilita nadora

10) Poruchy regulace bunécného cyklu

11) Regulace a pribéh apoptdzy, antiapoptotické strategie nadora
12) Telomery -neomezeny replikacni potencial nadorové buriky
13) Vyznam angiogeneze v rozvoji nadorového onemocnéni
14) Metastaticka kaskada

15) Metastasis-related genes

Napln pristi prednasky

Moderni metodické pfistupy v molekularni mediciné | — priprava biologického materialu
(tkan, krev, stolice, FFPE) a izolace nukleovych kyselin (kontrola kvality), genomika (Real-
Time gPCR, DNA Cipy, SNP Cipy, CGH Cipy, mikroRNA Cipy, Real-Time PCR Arrays — srovnani
technologickych principl a prehled nejpouzivanéjsich technologii), vyuziti genomiky pro
molekularni klasifikaci ndadorovych onemocnéni, jak navrhovat studie a jak Cist publikace —
vyhody a limitace genomickych metod

Strana 36 © Ondfej Slaby, 2009



Uvod do molekularni mediciny 2/12

Dotazy?

Strana 37 © Ondfej Slaby, 2009



