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Molekularni biologie nadoru

Normal epithelium

patogeneze nadoru: ,,multi-step* proces postupna
. , o Mutation of tumour suppressor gene
akumulace genetICkyCh defektu Mutation of oncogenes

¢ mutace tumor Supl'eSOI'OV)”Ch genﬁ a Onkogenﬁ

’ o v v, Pre-malignant changes
V}’hOda rustu a pI'Cthl Mutation of tumour suppressor gene
Mutation of oncogenes

Derangement of cell cycle control

— nezavislost bunky na rustovych faktorech
a anti-growth signalech

Localised cancer

— zvétSujici se nador utlacuje okolni tkang: Mutation of genes for CAM
NI { — 1 Expression of pro-angiogenic genes
akumulace dalSich mutaci vznik B et A il T
vlastniho krevniho zasobeni

Invasive cancer

N Ztréta kontaktu S€ SOUSCdnimi buﬁka’ml BExpression of mairix metalloproteinases
A : M , Expression of pro-lymplangiogenic genes
’ Zmeny SOHVISCJ IC1 S dOWH-regulac1 eXpl’ese Expression of chemokine receptors
bunéénych markerit (MHC+TAA) Metastat\;c e

e proces metastaz : degradace extracelularni Bspression of P-glycoprotein (MDR)
matrix, buné¢nou migraci, tvorbu novych Expression of DNA repair genes
lymfatickych cest a expresi receptort pro
chemikiny = ,.,homing ve specifickych tkanich

Treatment resistant disease




Genova terapie nadoru

Vyvoj choroby odolavajici 1é¢bé
- vysledek overexprese urcitych genu, které redukuji akumulaci cytotoxické
chemoterapie

— nebo vysledek zvySené schopnosti buiikky k opravé DNA poskozeni

Vyzkum : identifikovat dalsi geny , které jsou zahrnuty do vyvoje,
progrese, Sifeni a rezistence k 1é¢bé nadoru

Kazda z téchto abnormalit, odliSujicich nadorovou bunku od
normalni representuje mozny cil genové terapie




Strategie ,,cancer gene therapy*
(CGT)

» korektivni genova terapie:

— obnovi normalni funkci deletovaného nebo mutovaného genu
(obvykle tumor suppressor gene)

— rusi efekt mutovaného onkogenu

e cytoreduktivni genova terapie

— vloZi exogenni gen , ktery navodi bunécnou smrt bud’:
* toxickou latkou (produkt metabolismu) suicide gene therapy
* indukci apoptozy
* anti-angiogenni aktivitou

 posilenim ucinkl lokalni radioterapie
 imunomodulatorova genova terapie

— vlozeny gen zvysi schopnost imunitniho systému k efektivni
cytotoxickeé odpovedi




Korektivni genova terapie

* obnova normalni funkce tumor suppressor
genu

» geny, kontrolujici bunéény cyklus

 suprese funkce onkogenu

— antisense oligonukleotidy

— katalyticke ribozymy




Obnova funkce tumor suppressorovych genu
pS3

— jaderny fosfoprotein
— centralni role v mnoha procesech, které chrani bunku proti genotoxickému stresu
— DNA poSkozeni — p53protein zprostiedkuje G1/S bunéCny ,,arrest™ (DNA reparace)
— posSkozeni presahuje kapacitu DNA opravy =—> apoptoza
exprese v mnoha nadorovych tkanich
— plice, tkan prsu, o

kolorektal, prostata,

pankreas, vajeCnik
[~ Bel-2 46— > mdm2 ¢—— pld

mutantni p33:
Spatna progndza

E
Bax Thrombospondin p2l

dodani p53 genu do
nadorovych bunék BERDR-—h Atane
‘ g T
prokazalo zvySenou Pro-apoptotic signal | | Anglogenesis |  Oyelindedk
complex
citlivost nadorovych T -
bunék k ucinku PI6,27  E2F+RBp—hiUEEC

radioterapie a chermoterapie




Geny, kontrolujici bunécny cyklus

* bunécny cyklus normalnich buné€k je velmi prisné kontrolovan
- G1,S,G2.M

— prechod G1 do S faze : ,.checkpoint*

— nadorové bunky: kontrola G1/S ,,checkpointu narusSena

 proces je regulovan 3 tumor suppressor genovymi rodinami:
Rb, Cip/Kip (p21,p27) aInk4 (pl6 a pl4)

» mutace v cdki a aberantni exprese Rb vede k
nekontrolovatelnému rustu nadorovych bunék




Suprese funkce onkogenu

* nejcastéjl mutované onkogeny
v nadorovych bunkach: T
ras, myc, erbB2 abel-2 0 — l ( .

 strategie CGT: negovat aktivitu
mutovanych gent zamérenim
na: transkrip¢ni/translacni

mechanismus - l I
— interferovat s transkripci s o
. . . lgene ) " - rotein
(antisense oligonukleotidy) B e
—transcriptional decoys

— zabranit mRNA v translaci
(AO, katalytické ribozymy)




Cytoreduktivni genova terapie

 cilem je vpravit geny, které¢ navodi bunéCnou smrt

— pfimo : zvysi citlivost k u€inkum I€ku nebo radiace
— neprimo: deprivace zasobeni krvi v nad. bunce
» gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT)
« geneticka indukce apoptozy
e anti-angiogenni genova terapie
« geneticka radioizotopova terapie




Gene-directed enzyme prodrug therapy
(GDEPT)

e vpraveni genu , kodujiciho enzym, ktery je schopen selektivné
v nadorovych bunkach konvertovat relativné neSkodnou latku na
toxicky aktivni

e zabrani systémoveé toxicité a zajisti tvorbu cytotoxického agens
ve vysokych koncentracich pouze v nadorovych bunkéach

(1) Liposomal or viral delivery of (5) Systemic administration of
gene for exogenous enzyme innocuous prodrug which is taken up
into target cell

® ¥ 9

(2) Entry of vehicle
to cell by receptor- - (4) Gene expression and
mediated uptake or anzyme production

endocytosis

‘ —_— c 8) Conversion
‘ of predrug to

l cytotoxic agent

A >
¥ (7) Diffusion of active drug (8) Spread of active
: to cell nucleus causes direct drug to adjacent
killing of transduced cell untransduced cells
causes bystander
effect

Fig. 4 — Diagrammatic representation of the key components of gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT).




Imunomodulac¢ni genova terapie

 intratumoural delivery MHC, cytokine gene
— liposomy
— rekombinantni vakciny

— retrovirove a adenovirove vektory

* nadorové vakciny s geneticky modifikovanymi
bunikami : nadorové + normalni bunky
— od jednoho pacienta (autologni prenos)
— od jin¢ho pacienta ( allogenni pienos)

— jin€ho druhu (xenogenni prenos)




Imunomodulac¢ni genova terapie

 mnoho nadoru projevuje na svém povrchu tumor -
associetad antigens (TAA)
— rozpoznavany imunitnim systémem
— mnoho nadoru dokdze obejit imunitni odpovéd, bud:
 redukci vlastni imunogenicity
* inhibici G¢inné odpoveédi imunniho systému
* Vyhody:
— specificka imunitni odpovéd
— maly imunogenni signal stimuluje kapacitu imunitni odpovédi ke
spusténi velké odpovédi
— anti-tumor imunita pretrvava v v generacich pamétovych bunék —
prevence opcetovného nastupu choroby




Princip imunomodula¢ni GT

 aktivovat specifické CD8+CTL, které rozpoznavaji TAA
na povrchu nadorovych bunék a zabiji je.

@ Tumour-associated antigen L‘J T cell receptor

—< Class I MHC amp» CD28

Co-stimulatory molecules
é (B7.1 and 7.2) Class IL MHC




