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- poCet zdsaht

- konkrétni zasazené geny
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(A) Nezavislost na rastovych faktorech

Q zdravé buriky nemohou proliferovat bez riastovych signdlt

0 mnohé onkogeny v bunkdch stimuluji signdini drdhy, které jsou ve

zdravych bunkdch aktivni pouze za pritomnosti ristovych faktort

O sniZend zdvislost na ristovych faktorech je zfejmd i u nddorovych
bunék péstovanych in vitro

Tri strategie bunék pro ziskani nezdvislosti na ristovych faktorech

zména charakteru rustovych faktorl nebo zpusobu jejich tvorby

zdravé buriky obvykle produkuji ristové faktory pro jiné buriky (heterotypickad signalizace)

nddorové bufiky ziskdvaji schopnost syntetizovat ristové faktory, na které jsou citlivé

(autokrinni stimulace) napr. PDGF - produkovadn glioblastomy

zména transmembranovych prenasecu signalu

a) zvysend exprese geni kédujicich povrchové receptory pro ristové faktory: zvyseni
citlivosti buriky k béznym koncentracim ristovych faktorl (napr. exprese EGF receptoru
je zvySena u nddorl Zaludku, mozku a prsu),

b) zména struktury receptoru: konstitutivni aktivita i za nepritomnosti ligandu

zména nékterého nitrobunéénych prenasecu signalt

hlavni dlohu ma kaskada Ras-Raf-MAPK
proteiny Ras jsou pozménény u 25% lidskych nddort

je pravdépodobné, Ze ristové signdlni drdhy jsou deregulovdny u viech lidskych nadord
13 MB-2017 27



- odpovéd’ na mitogenni signdly
pr. EGF - EGFR - GEF faktor - Ras protein - drdha MAP kinaz -
transkripcni faktory - exprese cyklinu D

Some mitogens, such as
epidermal growth factor (EGF),
increase the amount of cyclin D

by activating transcription of

m cyclin D. Mitogens bind

A receptors (often a receptor

tyrosine kinase) that activates a
guanine nucleotide exchange
factor for the small GTP-
binding protein Ras. Ras-GTP
then activates a MAP kinase
pathway that ultimately leads to
the activation of a set of
transcription factors including
Myc. Myc increases the
transcription of cyclin D.
Because the receptor, Ras and
Myc all regulate the expression
of cyclin D, mutation in these
proteins that makes them
continuously active can lead to

Guanine nucleotide
exchange factor

Receptor
tyrosine kinases

[ Phosphorylation}

{Transcnptlon

uncontrolled cell division. For
‘ — ‘ .4—- this reason the receptor, Ras
and Myc are know as
Cyclin D

oncogenes. 28




(B) Necitlivost na protirustové signaly

Zdrava tkan

existence protiristovych signdli v podobé rozpustnych faktort a
inhibitorl imobilizovanych v matrix a na povrchu bunék

na protirtstové signdly burika Y.

(napr. TGFP) reaguje stejné jako na 1 o ey

o ’ v . ’ T I} recagiinrs Typse | rec@piors
rustové faktory (prostrednictvim - 4 ‘i
receptorl a nitrobunéénych mambrane o I -
signdlnich kaskad) P 4 I-:
Nadorova burka | AV T
muze ztratit |
citlivost na TGFp riznymi Smace )
zplsoby:

shizenim exprese receptort TGFp Nuclaas

mutaci v genu kédujicim receptor TGFp ™™™

mutaci v genu kddujicim néktery z dalSich
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- inhibice antimitogennimi signdly

pr. TGFP - TGFPR - transkripni faktor Smad3, Smad4 - exprese CDK

inhibitoru

-)[Phosphnrylation]

P P
\ \ P
o (o)
[ Receptor-Smad ]
[ Transcription ]
Receptor serine/
[threonine kinase]

A 4
‘\ —V3
‘4—[ Cyclin D can’t bind Cdlkd J

Some anti-mitogens, such
as TGF-p, inhibit the cell
cycle by preventing cyclin D
from binding Cdk4. Anti-
mitogens binding a receptor
(often a receptor
serine/threonine kinase)
that phosphorylates a
protein called Smad
(receptor-Smad). Upon
phosphorylation, Receptor-
Smad dissociates from the
receptor and binds its
partner Smad4. The
complex then enters the
nucleus and increases the
expression of a protein
called Ink4. Ink4 binds
Cdk4 and physically
prevents it from binding
Cyclin D. Because cyclin D
can't bind Cdk4, cyclin E is
not expressed and the cell
does not enter Start.



Primary tumor

(C) Metastaze a invaze

- primdrni nddory lze odstranit chirurgicky
Invaze
migrace a penetrace rakovinnych bunék do SNl
sousedni tkdné E’“:n'a:::'i';"“’ N
Metastdze :
migrace rakovinnych bunék krevnim obéhem
do vzddlenych tkani a tvorba sekundarnich

lozisek
v p €) Cancer cells invade
- zmeény adheze a produkce protedz, SaTounding temies and
degradujicich proteiny bazdlni laminy vessels.

Metastazova kaskada
* uvolnéni buriky (od okolnich bunék
a mimobunécné matrix),
* prekondni bazdlni membrdny v epitelech,
« prekonani bazdlni membrany a endotelu
cév,
* prenos krevnim (lymfatickym) recistém,
« prekondni endotelu a bazdlnich membran
v jiné lokalite,
* uchyceni v nové tkani, :
. pﬁeifvdnfl proliferace' &) Cancer cells reinvade and
« vznik mikro- a makrometastdz vedouci HR AT,
k letalité onemocnéni. (TEST)

. | €) Cancer cells are

™~ transported by the
circulatory system
to distant sites.
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(C) Metastazy

Pro uvolnéni bunék z nddorové masy i pro jejich uchyceni a tvorbu metastaz ve vzdadlené tkani
jsou dulezité poruchy exprese a funkce molekul zajist'ujicich jak vzajemné bunééné vazby
(kadheriny) tak vazby k ECM (integriny). Uvolnénd burika bez prislusnych vazeb za
normdlnich okolnosti neni schopna prezit. Jeji preziti pak umoznuji poruchy regulace
apoptdzy.

- proteini kadherini a inte r'mq ARARA A

- mimobunéénych proteaz §anbl exprese tend ket il +<dzy.
A Yo
1 k (cl inhibi tight junction i 4 =,
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Adhezivni molekuly (Cell 4z ﬁ% : adl::ﬁ_lsm_n belt |
Adhesion Molecules - CAM) 9 ® | - \aanes, Sl
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-oddéleni bunék (cell
detachment)

nddorové buriky maji snizenou
vzdajemnou prilnavost (kohezi)
dlsledek redukce exprese gentl
pro adhezivni povrchové molekuly

&

(kadheriny, kateniny) |

: 1
. .
by i
&

normdlni buriky téhoZz typu se od
sebe v tkdni neoddéluji
transfekce invazivnich bunék
cDNA kddujici kadherin E snizuje
jejich invazivitu

E-kadherin, vinkulin a katenin tak
byly identifikovany jako
supresorové geny pro metastazy.
Ukazuje se, ze pro aktivitu
kadherinovych a kateninovych obr. 10-4 Sit proteinovych spojti u normalnich epitelidlnich bun¢k
proteinﬁ je potfeba cela fada (Van Noorden Cj.J.F. et al., American Scientist 1998 : 130)

signalnich systému

https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13
/genotox/web/pages/10_metastazy.html13_MB-2017 33



Metastdaze a invaze

- rakovinné bunky mohou v sekunddrnich loZiscich pretrvdvat ve stddiu dormance,
téZzko odhalitelné zobrazovacimi metodami - relaps nemocnéni po letech

Metastazova kaskada
rozrusSeni basalni membrany
oddéleni bunék
pohyb bunék
invaze
penetrace vaskuldrniho systému ~=
cirkulace rakovinnych bunék
opusténi krevniho recisté

metastatic
colonization
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(D) Anglogeneze=rﬁst novych krevnich vldsecnic

- tvorba vlastniho cévniho zdsobeni

- fumor potrebuje cévni zdsobeni pro vyzivu, okysli¢eni a odvod Zivin, v opaéném
pripadé roste pouze max. 1-2 mm

- toto kontroluje vypousténim smési angiogennich faktort (napt. VEGF a FGF)
- tvorba kapildr zdvisi na rovnovdaze mezi induktory angiogeneze (napr-.

- FGF, VEGF) a inhibitory angiogeneze (napr. frombospondin-1)

rist nddoru je omezen stupném prokrveni. Za nepritomnosti Zivin a

kysliku nador nemiize dosdhnout vétsi velikosti nez priméru 1 mm 3

(nekrdza bunék ve stredu kolonie nddorovych bunék)

nadorové buriky ve zvysené mire tvori induktory angiogeneze a méné

inhibitort angiogeneze Nadorové bunky produkuji angiogerlu_ni faktory

Tumor is dormant | !Mnrﬂgmin switch =

Tvorba cév za fyz.podminek

PPi rlstu cév se uplatiuji 2 mechanismy:

- angiogeneze - rlst novych cév ze starych

- vaskulogeneze - tvorba cév .z niceho" - 1.

sestavenim a diferenciaci endotelidlnich

prekurzorl u embrya

kyslik ve tkdnich difunduje do vzddlenosti

100 mikron@ (0,1 mm) v . G
p‘roeroF'r'ebbaarcneiv je rizena metabolickymi 13 MB-201 3o "E,:,}E' E:&;,}Hl,,g R tumar g ana




* angiogenezeje vysledkem dynamické rovnovahy mezi pro- a antiangiogennimi
faktory:

« pro boj s nadory by bylo moZno odstranit proangiogenni faktory a pridat
antiangiogenni

« cévy v nddorech jsou podobné béznym cévam, ale maji nizsi stupen organizace,
méni se jejich primér, maji heterogenni vzhled

* u rdznych nddorl vypadaji cévy rizné, protoze vznikly ptsobenim riznych
kombinaci pro- a antiangiogennich faktor

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

Casté jsou
ohyby,
nepravidelnosti,
rozdily ve
velikosti



Induktory angiogeneze

Hlavni endogenni induktory angiogeneze predstavuji rizné peptidové ristové faktory

a prozanétlivé medidtory (obr. 11-2):

*Rodina vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (vascular endothelial growth factor -
VEGF) a angiopoetiny plsobi specificky na endotelidlni buriky. VEGF plsobi protiapopticky

a aktivuje receptorové tyrozin kindzy. Jeho hladina je zvySovana hypoxit.

Primo plsobici cytokiny a chemokiny, které aktivuji fadu daldich bunéénych typa.
Prototypem je bazdlni fibroblastovy rlstovy faktor (basic fibroblast growth factor - bFGF),
ristovy faktor desticek (platelet growTh factor - PDGF) a ddle interleukiny (IL-8, IL-3).

&)

-Neprimo plsobici faktory jako je ~—
,? bone MATTOW  monocyte lineage

nddor nekrotizujici faktor (tumor
necrosis factor - TNF alpha)

a transformujici ristovy faktor
(fransforming factor - TGF beta),
které plsobi parakrinné uvolfiovani
dal$ich faktord z makrofdgl,

hypoxic stimuli

i 3

5 d » VEGF, eytokines,
endotelidlnich nebo nddorovych bunék. e ;1%,‘_&_ﬁ$“ @4 growth factors
Napr. TNF alpha stimuluje uvolfiovani P .J o WS S
VEGF, IL-8 a FGF-2 z endotelidlnich /s (ealafing \\5’ =Sl Y
bunék. ) EPC  J /699 t'ﬂh -
Enzymy (cyklooxygendza-2 - COX2, N R Ve Tt
angiogenin), hormony (estrogeny), S > sk 2
oligosacharidy (hyaluronan), . /3 neovascularization from y/ S icvies B
hemopoeticke fa’k‘ro’r'): (ery‘[r'opoehn B progenitor cells/monocytes ) | gt
EPO, granulocytdrni rustovy faktor - / o s ) B \S_@=< VSMC
6-CSF, granulocytdrni monocytdrni vasculogenic 2 angiogenesis from
rustovy faktor - GM-CSF), adhezivni mimicry pre-existing vessels

molekuly (VCAM-1, E-selektin), oxid -
dusiku atd.



Latky s anti-angiogennim
dcinkem:potencialni léCiva

- protildatky proti pozitivnim reguldtortim -VEGF or FGF-2 nebo jejich
receptortm (zatim nejispésnéjsi)

- inhibitory matrixovych metaloproteindz

Angiostatin: vnitfni doména plasminogenu, 38 kDa, primo sniZuje
proliferaci endotelidlnich bunék, zvysuje apoptdzu

Endostatin: C-koncovy peptidovy fragment kolagenu 18 , 20kDa,
neovliviuje proliferaci, ale zvySuje apoptdzu a tim snizuje poCet
krevnich cév vyZzivujicich nddory

Existuje Uzky vztah mezi angiogenezi a tvorbou metastaz. Cim
intenzivnéjsi angiogeneze, tim vétsi riziko metastaz a horsi
prognéza nadorového onemocnéni.
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(E) Nemomezeny replikacni potencial bunék

Telomery - Opakujici se sekvence na konci kazdé chromatidy

Pro obratlovce: sekvence TTAGGG (opakuje se asi 2500x u lidh)

Pri kazdé replikaci dojde ke zkrdceni chromatidy. To mlze byt dorovndno
enzymem telomerdzou

U vétsiny lidskych somatickych bunék telomerdza neni aktivni

Aktivni telomerdza znakem nddorovych a kmenovych bunék - az 90%
imortalizace

What We Lose With Age

Telomerase

RNA template
i ‘CCCAA Tece °
aa TR "IN
Nt 3" B "'Ef-ﬁi#-tl'i:“"'s-ﬁ 3’

As cells divide

{;
- O0Es EEs

aver tims.. % \% %‘; \} o N ...u:.\.mau.

P — telomeres shorten, and eventually
cell division stops
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Imortalizace bunék (moznost nekonecného déleni) zahrnuje inaktivaci specifickych
nddorové supresorovych genl jako jsou pRB a p53, které se icastni regulace
prechodu fdze 61-S bunééného cyklu a indukce apoptézy, i daldich geni spojenych
s témito procesy.

Kromé toho existuje v bukdch mechanizmus tzv. bunécné hodiny odpocitdvajici
pocet déleni a regulujici starnuti buriky. Normdlni somaticka bufika méd omezeny
poet déleni, tj. limitovanou schopnost proliferovat a nastavd ireverzibilni zastava
ristu, tzv. replikativni senescence.

immortalization
J cnsis

pS3-minus TPA

/ senescence

A
&
&
<

Population Doublings

Time in Culture
Normalni bunky absolvuji urcity pocet déleni nez navzdy opusti bunécny cyklus

se tyto bunky jesté néjakou dobu déli a pak zastavuji bunécny cyklus (p53-minus
TPA). Pri naruseni jak p53 tak pRb/p16 (napr. pfitomnosti virovych onkoproteind),
bunka obejde stav senescence a nasledné je zastavena ve stavu krize. Wijimecné
(1 bunka z 107 ) mize prekonat krizi a stat se nesmrtelnou. Transdukce nékolika
normalnich bunék s expresnim konstruktem hTERT milze vyustitv expresi
telomerazy a obejit stav senescence.



’
(F) Unik apoptoze
Apopt6za = programovand bunécna smrt
obvykld pFi organogenezi a hedostatku ristovych faktord
fyziologické odstranéni nezddoucich bunék bez rizika pro buriky sousedni
opak nekrézy (ndsledek poranéni, kdy buriky prasknou, vyliji sviij obsah do okoli
a zplsobi tak zdnétlivou reakci
Projevy apoptozy:
odbourani cytoskeletu, zaskrceni buriky, rozklad jaderné membrany

fragmentace jaderné DNA, rozpad buriky do apoptotickych télisek
bunéény povrch je zménén tak, aby byl zplsobil okamzZitou , fagocytézu

Rakovinné bunky se neridi regulacnimi signdly pro bunécnou smrt
zdravé buriky mohou Zit jen za pritomnosti rustovych

faktord, jinak odumiraji apoptézou x nddorové buriky

prezivaji i bez rustovych faktord

zdravé burky s poskozenou DNA odumiraji apoptézou x

nddorové buriky nikoliv

rezistence k apoptéze je jednim z duvodl zvySené
Zivotaschopnosti nadorovych bunék
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Molekularni podstata rakoviny TEST

Zmeny v genech, které hraji roli v kontrole bunécného cyklu a opravach
DNA

1. Proto-onkogeny
- geny stimulujici proliferaci
- pFi mutacich zpusobujicich jejich hyperaktivitu je nazyvdme onkogeny
- "Gain-of-function" mutace
- ¢asto geny signalizaéni kaskddy ristovych faktort
- napr. Ras, Myc...
- aktivace je dominantni - staci porucha v jedné alele pro rozvoj rakoviny

2. Tumor-supresory

- geny zastavujici bunécny cyklus

- pri rakoviné ¢asto nefunkéni

- "Loss-of-function" mutace

- napr. p53, Rbl, BRCA1 a BRCAZ2...

- aktivace je recesivni - nutny defekt v obou aleldach pro vznik rakoviny
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Protonkogeny a nadorové supresorové geny koduji proteiny, které se

Uuéastni rizeni rustu bunék

1. Rustové faktory
- hapr. PDGF, EGF...

2. Receptory pro ristové faktory

- napr. PDGFR, EGFR...

3. Nitrobunécné prenasece

- napr. Ras, Src...

4. Transkripcni faktory

- napr. Myc, Fos...

5. Regulatory apoptdzy
- hapr. proteinové rodina Bcl2

6. Proteiny ridici bunécny cyklus
- napr. cykliny a cyklin-dependentni kindzy

7. Proteiny zapojené do oprav DNA

nal growth factor

- nap¥. BRCA, ATM, ATR, YH2AX... P-MB-2017

Beol-2 Bol-xl.

Apoptéza 84

Bax d

TEST 43



Onkogeny

Protoonkogen je strukturni gen eukaryotické buriky, ktery se svym
transla¢nim produktem podili do znacné miry na regulaci déleni
bunék a jejich diferenciace.

Onkogen je protoonkogen pozménény nebo aktivovany tak, ze
vyvolava neoplastickou transformaci burky.

Aktivace protoonkogenu je preména protoonkogenu na onkogen.
Mutace protoonkogent jsou:

- aktivujici

- dominantni

- vyskytuji se v somatickych burikdch a jen vlemec ne v
zdrodeénych bunkach —

Patologicka aktivace onkogen

CELL PROLIFERATION
IN ABEEN EE;EP:I TIFAC or

13 MB<2017 (8) NORMAL PROLIFERATING CELL o) prourenaTing cander



Nadorové supresory

Produkty genu pro nddorové supresory (antionkogeny) v
normadlnich burikdch nevyvoldvaji proliferaci, ale naopak ji potladuji
a udrzuji buriky ve stadiu klidu (6,). Jejich ztrata se projevuje
neregulovanou proliferaci.

Mutace nddorovych supresord jsou:

plb
- inaktivujici ARF
- pRb
- recesivni (spojeno s LOH) Eﬁl
(.recesivni onkogeny") ATM

- vyskytuji se v somatickych [" = ff '

Rhb
a také v zdrodeénych burikach b 5j ‘/

Vétsina nddorovych supresord
funguje jako negativni ﬂ -‘f
reguldtory bunécného cyklu

13_MB-2017 (f G 45



Tumor Suppressor Genes

Funkce Act Like a Brake Pedal
nador'ovycih o
supr‘esor‘u Receptor 5

o Vi

Signaling J
enzymes Transcripbon
S _"'_'_F. tactors

“’Ew

Cell proliferaton

Call nucleus

negativni reguldtory bunécného cyklu (Rb, p16)

negativni reguldtory proristovych bunécnych signalizaci

(WT-1 inhibuje EGR-1; NF-1 inhibuje RAS)

pozitivni reguldtory mezibunééné adheze (APC, DCC)

sloZky aparatu rozezndvajiho poskozeni DNA a reparacniho
apardatu (p53, MSH2, MLH1) 13 MB-2017 46



Geny poskozené béhem kancerogeneze

Onkogeny
Nddorové supresory

Onkogeny

Nddorové supresory

Geny zajist'ujici genomovou stabilitu (.stability
genes")
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Typy mutaci
a) bodovd mutace, b) amplifikace genu, c) chromosomadlni translokace, d)
lokdlni prestavby DNA, e) inzeréni mutageneze

Abnormal Abnormal
(hyperactive) Excess Excess (hyperactive)
protein normal protein Translocated normal protein protein
1 r T T chromosome T T
[ . | I N N ] == [ | or | =4

£
| Y U N
(a) Point (b) Gene (c) Chromosomal
mutation  amplification translocation
R PTG N T I &

: I:*:I DNA .
ﬂPmtn-nnmgene%\ I
________ I

(d) Local DNA (e) Insertional
rearrangements mutagenesis
g Inversion or \\13 Viral DNA
Insertion Deletion transposition ’*.~.
C T or[ ] or [ — T '

s l 4 |

Abnormal (hyperactive) proteins  13_MB-2017 Excess normal protein 43



TEST

Oprava DNA

DMNA DAMAGE

i.e. UV Damage
Single Stranded Break Double Stranded Break

7

KL

REPAIR PROTEINS

cAbl | BRCA1 | Ku70

MRN | BLM1 DNA-PK

i

APOPTOSIS ARREST/APOPTOSIS

49



TEST Oprava DNA

- homologni rekombinace (HR) je presnéjsi nez nehomologni spojovdni koncil
(NHEJ), vyZaduje vsak pritomnost templatové DNA (Fetézec sesterské
chromatidy se objevi az v S/G2 fazi; méné Easto slouzi jako templdt druhy
chromozom v G1 - nesesterska chromatida)

Two mechanisms to repair DSBs

61 ] . [sse2

& ®
Mirumal end processing Activation of %' -3 resection -
non-homologous end joining nomologous recombination
(NHET)
# L] J"r
Ku-DiNA -PE, -
e |
D4 E
xced | | TEn.
XLF /
“Classic™ NHEJ  Alternative NHEJ Conservative repair
. 13 MB-2017 50
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Retinoblastoma protein- tumor supresor RB

- Retinoblastoma protein (pRB) inhibuje priliSné déleni bunék (proliferaci) zastavenim

bunécného cyklu

- zabranuje prechodu do S-fdze bunééného cyklu tim, Ze vaze a inhibuje transkripcni
faktory E2F rodiny

- dokud je Rb vdzdn na E2F, burka zlstdvd v ¢asné 61 nebo GO fazi

- v proliferujicich bukdach komplex CycD+CDK4,6

fosforyluje pRB, &imZ uvolfiuje E2F — vstup do S-fdze CX:., GorB)
- komplex Rb-E2F také pritahuje HDAC k chromatinu, A (E7)
které redukuji transkripci faktord podporujicich 4
prechod do S-fdze — suprese syntézy DNA == o
x‘P Bj . _.-'"_“‘\: I:E_‘E:J
E2F N
= . lcakag

V nddorovych burikach pRB ¢asto nefunguje a E2F je

\
stdle volny — neregulovand proliferace G1 [ —
y — neregulovand p «@ ()
a) mutace v RB genu - nevdze se ha E2F (- —
b) virovy protein E7 vyvazuje pRB e

c) overexprese cyklinu D nebo CDK 4,6 nebo

G2 5
ztrdta inhibi¢niho pl6 — nadmérnd fosforylace RB
B—F
HDAC - Histon deacetyldzy - potlaCuji expresi (zabalujk \r5.2017 f'\pHEI \ 51

chromatin) - HDAC1, HDAC2, HDACS... —



Dédicné typy rakoviny - mutace RB

- mutace v jedné alele se nachdzi jiz v pohlavni buiice — ve viech somatickych
burikdch potomka

- mutace v druhé alele mize nastat béhem Zivota

- nefunk¢ni RB protein byl poprvé popsdn v souvislosti s nddorem oka
(retinoblastoma), roli hraje v riznych typech nddort

o TEe ==
ot o
@ ) @ '/@ @
i) \GJ h
S ol B
| €} Fertilized egg has $0% chance X € Fertiiized egg Inherits
- | of Inheriling B mulalion. - 1 REB by
@ I/Fﬂ [j]\\.l | no RE mutation
| 3 Mutation in one copy of RE gene &) Mutstion In one copy of RE gene

iz Inherited in_gll body celis. oceaslionally occurs a8 calls divide.

' ! Vo
ma) _“\ _‘“x ,—f )
DI JOO (0 Q 10
I €) Mutation in second copy of RS pouze v bunkach oka a ne

fEne oCCUrs in ong or mors reting celka

e © (ﬂ@ W

&) Mulation in second copy of RE
pens occurs in one of more reting calla.

\.rE spermiich a vajickach

Pro vznik nadoru v oku je potreba rM*
- o Il
mutace v obou alelach - Casto u déti 13 MB-2017 :;‘ RR 7 5

(two-hit model) S OW s |
.!"","'.‘J'q."‘;-l I




Tumor-supresor p53
The guardian of the genome

p53 indukuje transkripci p21, ktery se vdze na CDK2 - inhibuje prechod do S faze

vazba s Mdm2 inhibuje jeho aktivitu
- HATSs (napr. p300/CBP, PCAF) mohou v odpovédi na stres acetylovat p53 — zvyseni aktivity

- HDACL1, 2 a 3 mohou snizit aktivitu p53 deacetylaci
- 50% nddord md mutaci nebo deleci p53

- mutace p53 znamend vétsinou negativnéjsi prognézu - H:F:lf;rﬂmlﬂ"
u hddorového onemocneéni = Hypouia
man2 s3] —>- [ a3,
Call :rT arrest Aooicsts
) , DMNA repair +
HDAC - Histon deacetyldzy Death and elimination of
v .y . +. damaged cells
potlacuji expresi HDAC1, HDAC2, HDACS... Call cycie restant
HAT - Histon acetyl transferdzy aktivuji
expresi Gcn5, p300/CBP, PCAF, SRC-1, ACTR, ESA1, MOZ... -‘\“-”/
13 MB-2017 CELLULAR AND GENETIC -HTAE"S?"I’



Tumor-supresor p53
brzda vstupu do S-fdze zdstava BC v 61 fazi umoZnuje prestdvku

nutnou k opravam DNA
- inactive p53

DNA gamBge
e ACTIVATION
gl e 4
pS3

i

ACTIVE pST BINDS TO
REGULATORY REGIOM
') poskozene mutovane burky L
v (X4 v Vv / e i‘“
pokracuji v bunecném cyklu —

TRANSCRIPTION ¢
I 02! mENA

2) umozni pogkozenym burikdm TRANSLATION §

vyhnout se apoptéze o

p21 (Cak
inhibitar protein)

3) vznik genetické
instability, umoZznujici akumulaci
mutaci

ACTIVE INACTIVE

S phase cyclin-Cdk p21-5 phase cyclin-Cdk
13 MB-2017 complex l:on'lsﬁzx
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Li-Fraumeni syndrom

- Dédi¢né
onemochéni

- Mutace nebo
delece v 1
alele genu pro
p53 zplsobuje
dédicnou
predispozici k
rakoviné

- V rodiné
zvyseny vyskyt
rakoviny
raznych tkdni a
v hizkém véku

EJ

M‘

freas! cancer 37 -
Cmlectarcoma IE;«

& oy [[] unaftected (nomsai)
[ ] unafecied camer
’ﬁ“ e / Decessed

Sl s Addreraicorlica
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Koordinace tumor-supresorud RB a p53

- dvé hlavni drdhy zajist'ujici bunécnou
odpovéd’ na potencidlni onkogenni stimuly
- signdly (napr. poskozeni DNA, aktivace
onkogent):

1. draha p53

Indukce ARF, které oddéli MDM2 od p53 ™

- aktivni p53 reguluje Fadu gend, mj.:

.._%._ﬁ -

- WAF1 — inhibice CDK — cell-cycle el
arrest

- BAX — indukce apoptozy @Eﬁ

- p21 — inhibice CDK k"
2. draha RB M.HFF.M 2T
Indukce INK4A — inhibice CDK (4,6) »
inhibice fosforylace RB — komplex + p21

RB+E2F zastavuje cyklus

RB se téZ mlZe vdzat na MDM2-p53 a

regulovat aktivitu p53 Senascence




Tumor-supresory BRCA1 a BRCAZ2

BReast CAncer 1 a 2 geny - pomdha opravovat poskozeni DNA,
zejména DSBs (dvojzlomy)

AN

—— Y A
/’, l' \-\""} g Dipubbs Strard Dk

Sirule-strand Unrepalred 558 unrubh-strmd

< o

@
T

+
Base
excision homologous o
repair Iﬂd-}ﬂhlllri recombination
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Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2
- jen 5-10% rakoviny prsu je zapri¢inéno mutaci v BRCA
- hebezpecnd mutace v BRCA zvysuje vznik rakoviny prsu a

vajecniku (ne vdechny mutace jsou nebezpecné)
V roce 1994 a 1995 byly

objeveny dva vysoce rizikové
Mo o B geny BRCA1 a BRCA?2 (zkratka
o

z anglického BReast CAncer),
které zptisobuji dédicnou
dispozici k nadortim prsu nebo
vajeCnikli. Geny BRCAI a
BRCA2 zvysuji rizika nadort
prsu az desetinasobné, rizika
nadori vajecnikil deseti az
tficetindsobn¢ oproti riziku
ostatni populace. Mohou mirné
zvySovat i rizika jinych nadort,

jako jsou nadory tlustého stieva,
zaludku, Zlucovych cest,
slinivky, melanomu, u muzi

mohou také zvysit rizika nadora

h'\’ 7 I

» prsu i nadord prostaty.
) _?' . ,::_;_ hk2 ::, DNA damag& response l Preventivni péce je u rizikovych
_:-,---- ATM/ATR o ':) i bk osob mnohem diikladnéjsi nez v
S g '::._ ATM ATH 3 populaci. S prevenci se za¢ind u

7 - et sen jiz v 20-25 letech, u muza

ve 30 letech.
UU¢|%
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Proto-onkogeny - signalni drdha Wnt

postupnd preména zdravé bunky tlustého streva v nadorovou
1. Ztrata nadorového supresoru APC — stabilizace p-kateninu — tvorba polypa
a) zména transkripce (zvysend transkripce gent podporujicich proliferaci: cyclin D, c-myc...)
b) zvyseni adheze bunék (p-katenin spojuje E-kadherin a a-katenin)
2. "G6ain-of -function" mutace Ras — benigni adenom
3. "Loss-of -function" mutace p53 — karcinom

Nadory tlustého
streva:

p53 mutace v 70%
APC mutace v 70%

APC je negativni
reguldtor p-kateninu

1|3_MB-2017
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Hoover BA, Journal of Young Investigators 2005



Proto-onkogeny - receptory pro rustové faktory (GFR)

1. Konstitutivni aktivita

- vykazuji kindzovou aktivitu i bez
pritomnosti ligandu

2. Overexprese
- zmnoZeni poltu receptord

EGFR - karcinom prsu, Zaludku,
kolorekta

Her2 - karcinom prsu

c-Kit- role v hematopoéze

- fyziologicky exprimovdn hl. na nezralych
krevnich progenitorech

- rakovina kiZe

Lécba protilatkami nebo tyrosin-
kinazovymi inhibitory

Diagnostika receptori miZe predikovat
|écebnou odpoved’

- SCF - stem cell factor; steel factor

- Trastuzumab = Herceptin

- Epidermal growth factor receptor
(EGFR; ErbB-1; HER1)

Extraceliwlar
dimaing

Extraceliular
domain (2eon 93

_ ‘*—ﬂ E{!lm:lmnb
Trastussmak E‘{ Panilumumab
it HERZ
U;.Tl'CJLIIU.'J.'.':'.;"J-.&H;'l o l?.i.fﬁlufﬂ;ﬂ;';ﬂ.'ﬂhﬂllﬂ:h.ﬂ
i | | M I I L
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Justamamibrans
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Tyrosing linaso | P ————y Erletinib |
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—1 Dasatinit | Gf“““?
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rEn'Iﬂ-lN'l'rE'I:_Eful';" il " :m . .@
I yrasine Kinase inhititor ! '

O Ligand
1 3_%3;'2;(1.112@ 6Onaru.re-mm



Pfehled faktor( kontrolujicich proliferaci

Chemokmines,
Harmanes,
Hlavni pro-ristové drahy Girdni Fachors. Trarmenitters G Fucors -,
- Ras - MEK - ERK (&g, IGF1) {e.g inereuking, (&g TGFu, EGF) :Mairm
-PI3K - AKT l Saralon, i ) l
- JAK - STAT e l
- COK + cykliny
5 MEK
2 2z |
Cytokines E - B PEA  ME MAPK | MKK
{eg., EPC) Wy T grATa S i1 |
H AN
I < M e\ K '"'1“* ji-catanin TCF ( '.r

EHE\\
Gena Regulation S
Apoptosis pat

el @
—i \ 3 Prodiferation 5
L—_ i

I = [ Bax ‘

Hlavni proti-ristové '\

mechanismy

- Fas ligand + receptor

- Kaspazy

- Cytochrom C BCL2 proteinova rodina _

-p53ap21 Dun‘th m‘?ﬁ; re}gulfu,r'e pmpustm:rsé vné,{:.f nwganhandﬁéﬂnf membrany a tim fidl apoplozu
E : {e.g, Fasl a) pro-apoptotické: Bax, Bim, Bad
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3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nddorové) viry

a) Retroviry (RNA viry): Jednoretézcovd RNA - vyuzZivd reverzni transkripce

- obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné transformujici viry)

- nebo aktivuji protoonkogen, vedle kterého se integrovaly (pomalu transformujict)
Oncoviry

lidsky lymfotropni virus typu I (HTLV-1)

- T-leukemie (lymfom) dospélych (ATTL), doba latence asi 30 let

- vysoka proliferacni aktivita napadenych bunék, vétsi pravdépodobnost mutaci
Lentiviry

viry HIV-1 a HIV-2 — Attachment
nddory spojené s jejich infekci - ki 'ﬁ_- - :g: -
lymfomy a sarkomy 'ﬁ' ' i \'

r_h 5i a B d!i:‘-....




3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nddorové) viry

b) DNA nadorové viry

- neobsahuji onkogeny, ale koduji proteiny, které interaguji s tumor-supresory
hostitelské buriky

- tlaci hostitelskou buriku do S faze — zrychleni buné¢ného cyklu
Inaktivace p53 patri ke klicovym uddlostem pri transformaci bufiky DNA viry

Virus hepatitidy B (HBV)
- chronickd infekce - integrace do chromozomu
- hepatocelularni karcinom (HCC) - az 20-30 let po infekci
Herpes viry - EB (Epstein Barrové virus)
- v jadre buriky v epizomdlnim stavu (extrachromosomdini)
- Lymfomy a karcinomy

Papilomaviry (HPV xx)

- zplsobuje rakovinu déloZniho ¢ipku

- v benignich nddorech - ve formé episomi, v malignich integrace do genomu

- popsdno asi 100 odlisnych typt papilomavird - déli se na ,high-risk" a . low-risk"
typy podle progndzy 13 MB-2017 6



Lidsky papiloma
virus ovliviiuje RB a
p53

- virus produkuje
proteiny,
které inhibuji
tumorsupresory:
-E6 — p53
-E7 — RB

Growth
factor 13_MB-2019"""“!|"¢”“

@) E6 stimulates ubiguitin
attachment to p53, thereby
promaoting p53 destruction.

&) E7 binds to Rb and
disrupls its ability to halt
cells at the restriction point.

| Restriction point |




Vybrané mutace v ndadorovych onemocnénich:

Ras - 25% viech nddori

aktiv telomerdza - 90% nddord

K-Ras - 80% karcinom pankreasu

p53 - nejéastéji inaktivovany v nadorech - rizné nddory, Li-Fraumeni
pl16 - melanom

Rb - retinoblastom

1(8:14) aktiv Myc - B-cell CLL, ALL, Burkittiv lymfom

N-Myc amplif. - 30% neuroblastom

p-katenin (WNT) - kolorektdlni karcinom (mutovany katenin necitlivy k APC, transkripce gent cc)
TGF-p, SMAD4 - rezistence k antiprolif signalim

Fas receptor - nador
Bax - nadory trdviciho traktu a leukemie
Bcl-2 translokace - folikuldrni lymfom

loss chr10, inakt PTEN - glioblastom
zisk chr7, dupl MET - karcinom ledvin

1(9.22) Bcr-Abl - CML, ALL (30%), vzacne AML

transl. RAR - akutni PML

autocrinni TGF - sarkom

autocrinni PDGF - glioblastom

overexpr EGFR/ERBB - karcinom prsu, Zaludku, kolorekta

overepr HER2 - karcinom prsu (predikce - herceptin Ab proti receptoru HER2)
PML/RARA - vaze h|sTondeaceTylc;lzyl,3 l&\ﬁ{i(ﬁr%emozm transkripci ATRA cilovych gegg

Markery: €D20, CD30, €CD33, €D52, CD90



