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9. Tvorba

metastaz



Sedm ziskanych vlastnosti maligniho
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nadoru

ziskana schopnost

Sobéstaénost v produkci ristovych signdli
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c.
Poskozeni apoptdzy

Neomezeny replikacni potencidl

Posileni angiogeneze

Tvorba metastaz

priklad

aktivace H-ras

ztrdta RB

produkce IGF
aktivace telomeradzy
produkce VEGF

inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace véech nutnych zmén



Metastazy - nejcastéjsi pricina smrti

Metastdzy jsou nejzhoubnéjSim jevem pri naddorovém onemocnéni
a jsou pric¢inou asi 90 % Umrti pacientl s nddorovym onemocnénim.
Méné Castou pric¢inou je bezprostredni pilsobeni primarniho
nadoru. Vétsina primdrnich nddord vznika jako benigni a jsou
relativné neskodné. Leda, Ze narlstajici masa utlauje vitdlni
organy (nadory mozku) nebo uvolfiuje nebezpeéné mnozstvi
hormon.

Langerhansovy ostrivky - nadprodukce inzulinu - hypoglykemie -
smrt

Thyroidni adenomy (premaligni epitelidlni rist) mohou zplsobit
uvolnéni nadmérného mnozstvi thyroidniho hormonu, coz vede k
hyperthyroidismu.

Adenomy hypofyzy mohou uvoliiovat do obéhu hadmérné mnozstvi
rdstového hormonu — akromegalismus

Leukémie, lymfomy
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Metastazy - nejcastéjsi pricina smrti

s

Pacientka s nehodgkinskym

lymfomem: kombinace

zobrazeni CT a PET

CT (computed X-ray
tomography) - modrd/seda
PET (positron-emission
tomography) - Zlutd; méri
prijem radioaktivné znacené
fluorodeoxyglukosy — zobrazi
buniky/tkané s vysokou
metabolickou aktivitou:

fyziologicky: napr. mozek
patologicky: nadory,
metastazy



Spatné zprdvy o metastdzdch

- Vice nez 70 % pacientu s invazivnim nadorem mad
Zjevné nebo skryté metastdazy v dobé stanoveni
diagndzy.

» Ziskdni invazivniho a metastatického charakteru je
¢asna udalost béhem progrese nddoru.

* Miliony nddorovych bunék se denné dostdvaji do
krevniho reciste.
+ Angiogeneze je obecnym znakem kancerogeneze,

je také ¢asnou uddlosti a potencuje metastatickou
diseminaci nadoru.




Tvorba metastdz je casna uddlost ve
vyvoji nddoru
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Velikost primarniho nadoru a riziko
metastaz
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Cim je velikost diagnostikovaného primdrniho nddoru prsu vétsi, tim je
vyssi pravdépodobnost vyskytu metastdz:

% Zen s primdrnim nadorem dané velikosti, u kterych se vytvorily
metastazy



Dobré zpravy o metastazach

Metastdzovani je madlo efektivni: méné nez 0.01 % cirkulujicich
nddorovych bunék dspésné zaloZi metastatické ohnisko.

Cirkulujici nadorové bunky jsou zachytitelné drive nez se u
pacienta vyvine zjevna metastaza.

K potirdni metastdz miiZe byt pouZito stejné terapie jako k
|é¢bé primdrniho nddoru, ze kterého jsou odvozené: chirurgické
odstranéni, radioterapie, chemoterapie, imunoterapie,
hormonadlni terapie nebo jejich kombinace.

Vysledky DNA &ipl: podobnost primdrnich nadort a metastdz na
Urovni exprese gentll (Naopak mohou byt velké rozdily v
expreshich profilech mezi ruznymi nadory téhoz typu.)



Clonal expansion,
growth, diversification

Metastaticka
kaskada

1. Uvolnéni nadorové
buriky z primadrniho
nddoru (lokdini invaze).

2. Prostoupeni ECM a
bazalni membrany,

Metastatic subclone

}

Adhesion to and
invasion of basement
membrane

L Passage through
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Karcinomy a bazalni membrana

- Karcinomy /n sifu. jsou na
wepitelidlni* strané bazdlni
membrany. I tak mohou
stimulovat angiogenezi na
.stromalni*strané - uvolfiovanim
angiogennich faktort pres
(porézni/propustnou) bazdlni
membranu.

» Ovsem poruseni bazdlni
membrany (invaze) je pro nddor
obrovska vyhoda pro ndsledujici
kroky metastdzovani: primy
pristup ke krevnim/lymfatickym
kapildrdm, které jsou normadlné
pouze na stromdlni strané BM.




Ma tvorba metastaz fyziologickou
podstatu?

» Nddorovd invaze mize byt deregulovanou formou
fyziologickych invazivnich procest, které se
uplatiuji napr.:

- pFi prorustani neurdlnich vybézku béhem vyvoje
mozku

- pri remodelaci tkani

- pri tvorbé cévniho systému (a také pri nddorové
angiogenezi)

- pri hojeni



Mechanismus invaze nadorovych
bunek

Invazi lze chapat jako pohyb bunék spojeny s
regulovanou adhezi a uvolfiovdnim adheze (od ECM,
mezi bufikami navzdjem) a proteolyzou ECM. Prinik
bunécnych pseudopodii (vybézku) - souvisejici s
tvorbou aktinovych polymert, sloZzek cytoskeletonu
- zFejmé vyZaduje souhru enzymi degradujicich
povrchové proteiny bunék a dalsich enzymu -
receptoru a aktivatord.

Pri remodelaci ECM musi existovat souhra mezi
degradaci (ECM) a procesem, ktery inhibuje
proteolytické enzymy, aby byla umoznéna postupna
adheze.




Epitelialni mezenchymalni tranzice
EMT

Vyvojovy program, biologicky proces, ktery umoznuje
polarizovanym epitelidlnim burikdm, které normdlné interaguji s
bazdIni membradnou, prodélat ¢etné biochemické zmény, které
jim umozni ziskat fenotyp mezenchymadlnich bunék, jako
zvysenou migraéni kapacitu, invazivitu, zvySenou rezistenci k
apoptdze a zvysenou produkci komponent ECM.

Dokonceni EMT se projevuje degradaci bazalni membrany a
vznikem mezenchymadlnich bunék, které migruji z epitelidlni
vrstvy, kde vznikly.

Tento program transdiferenciace mize byt aktivovan béhem
vyvoje, ale i v dospélosti, napriklad v souvislosti s reparaci tkant,
patologickym stresem (zdnét, high-grade karcinomy).



Typické epitelium

vrstva, plocha (.sheet") bunék, ¢asto o tloust’ce pravé jedné
buriky s jednotlivymi burikami sousedicimi jedna s druhou
uniformnim zplsobem

uniformni vzddlenosti mezi sousednimi burikami a mezi nimi
bunécné spoje (.cell junctions") a adheze, které je drZi pevné
pohromadé a inhibuji pohyb jednotlivych bunék mimo vrstvu
vhitPni adhezivita umozhiuje bunééné plose vytvaret
trojrozmérné prostorové struktury, které maji velkou
mechanickou pevnost

plocha bunék je polarizovana ve sméru apikalni - bazalni, coz je
nekdy vizudlné patrné

vrstva bunék mize adherovat k riznym substratim a ma ruzné
funkce



Typické mezenchymalni bunky

obecné nevytvari presné usporddané (.regimented") struktury a
nemaji pevné mezibunécné adheze

tvori struktury nepravidelnych tvart a bez pravidelné struktury
a hustoty

adheze mezi mezenchymadlnimi burikami jsou mnohem méné pevné
a umoziuji mnohem vétsi migraci bunék

mezenchymalni buriky maji vice protazené podlouhlé tvary a maji
predo-zadni polaritu

nepravidelnd struktura neumozfiuje rigidni topologickou
specializaci

migrace mezenchymadlnich bunék je mechanisticky odlisnd od
migrace epitelidlnich bunék: EB se pohybuji jako celek, MB se
pohybuji individudiné, mohou opustit oblast ostatnich MB



Epitelialni-Mezenchymalni Transice
(EMT)

Transice/prepnuti epitelidlni buiky v buriku mezenchymalni
vyzaduje zménu morfologie, bunééné architektury, adheze a
migracni kapacity.

Fenotypické znaky
zvySend migracni kapacita
trojrozmérnd invaze
rezistence k anoikis, k apoptdze
Molekularni znaky
zvysena exprese N-kadherinu a vimentinu
jadernd lokalizace B-kateninu

zvysend produkce transkripcnich faktort jako Snail 1, Snail2,
Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2

inhibice exprese E-kadherinu



Epitelialni-Mezenchymalni Transice

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition —
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Progressive loss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

» EMT zahrnuje funkéni tranzici polarizovanych epitelidlnich bunék v
pohyblivé mezenchymadlni buriky, které produkuji komponenty ECM



EMT: metastaticky fenotyp
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epitelidlni buriky metastatické buiky  mezenchymadlni burnky
» adherentni spoje » zbytkovy kadherin » Z4dné spoje
* pevné spoje » polarita? » fokdlni adheze
» apiko-bazdlni * pohyb vrstev? - rezistence k anoikis
polarita : o "

* N-kadherin? * pohyblivé a invazivni
 stacionarni + jaderny p-katenin » predo-zadni polarita
' cytokeratiny * cytokeratiny a * vimentin

- E-kadherin vimentin



EMT typu 1

Primitive
streak Epiblast

» souvisi s implantaci embrya a gastrulaci; vede ke vzniku mezodermu
a endodermu a k pohyblivym burikdam neurdlni listy

- nezplsobuje fibrézu (zmnoZeni vaziva), neindukuje invazivni fenotyp

* generuje mezenchymadlni buriky, které mohou ndasledné prodélat MET
a vytvaret sekundadrni epitel



EMT typu 2

—Epithelial cell

Basement
membrane

*'ﬂ—l‘-.‘l‘esench ymal cell

» souvisi s hojenim ran,
regeneraci tkdni a fibrézou

* program EMT zacind jako
soucdst reparace tkani,
generuje fibroblasty, které
jsou nutné k rekonstrukci
tkani

- fibréza je disledkem
pretrvdvajiciho zanétu, je to
vlastné neustaly, nekoncici
proces hojeni



EMT typu 3

Primary epithelial
cancer cell

Invasive and
metastatic cell

- objevuje se u
neoplastickych bunék, které
prodélaly genetické a
epigenetické zmeény, a to
hlavné v genech, které
uprednostiuji klondlni rist a
vyvoj lokalizovanych nddord

- buriky karcinom
prodélavajicich EMT typu 3
mohou invadovat a
metastazovat

* stdle neni jasné, které
presné signadly indukuji EMT
Typu 3



Prinos EMT k progresi nadord
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epitelidlni bunky ztraceji polaritu, uvoliiuje se jejich vazba na bazdlni
membrdnu — EMT a angiogenni zapnuti — vstup nddorovych bunék do
cirkulace — opusténi krevniho recisté a vytvoreni (mikro- nebo
makro-) metastdzy, coz muze zahrnovat MET a ndvrat k epitelidlnimu
fenotypu



Degradace ECM

* Na degradaci ECM (a bazalni membrany) se mohou
podilet Ctyri tridy proteolytickych enzymd:
cysteinové protedazy, aspartdtové proteazy, serinové
protedzy a metaloproteinazy.

+ Ukazuje se, Ze predevsim metaloproteinazy ECM
(MMPs) hraji klicovou roli pri remodelaci ECM za
fyziologickych podminek (pri vyvoji tkani plodu,
postnatalné pri opravdch tkani). Jejich deregulovand
aktivita je podstatou mnoha patologii (artritida,
astma, atheroskleréza, chronickd tvorba vredd,...) a
je také soucdsti procesu tvorby metastaz.



Metaloproteindzy ECM

Podle struktury a substratové specifity se déli na podtridy:
kolagenazy, stromelyziny, gelatindzy, membranové typy MMPs a
ostatni MMPs. Stépi soucasti ECM: kolageny, elastiny,
proteoglykany, glykoproteiny,..

VSechny MMPs maji charakteristickou multidoménovou strukturu
a obsahuji tyto domény: signadlni peptid, propeptid (ktery
udrzuje proMMP v latentni forme), katalytickou doménu
(obsahuje vysoce konzervované vazebné misto pro Zn2*), tzv.
zaves (.hinge region®) bohaty na proliny, ktery spojuje
katalytickou doménu a hemopexin-like doménu, ktera urcuje
substrdtovou specifitu MMP.

Katalytickd doména gelatindz navic obsahuje tri opakovani
fibronektin-like domény, kterd umoZznuje vazbu na gelatin.




Metaloproteindzy ECM

*  MT-MMPs obsahuji jesté transmembranovou doménu, kterd
md 20AA hydrofobni ¢dst a 24AA intraceluldrni ¢ast.

MMPs mohou byt spojeny s bunéénym povrchem také vazbou
na specifické proteinazové receptory nebo mohou byt
asociovany s integriny.

hemopexin
domain

catalytic domain

signal peptide
tvpe I inserts
hinge region
transmembrane
domain

propeptide
fibronectin

‘1




Collagenases

Collagenase-1
Collagenasec-2
Collagenase-3

Stromelysins

Stromelysin-1
Stromelysin-2
Stromelysin-3
Metalloelastase

Matrilysin

(MMP-1)
(MMP-8)
(MMP-13)

(MMP-3)
(MMP-10)
(MMP-11)
(MMP-12)

(MMP-7)




Gelatinases

Gelatinase-A (72 kDa) (MMP-2)
Gelatinase-B (92 kDa) (MMP-9)

Membrane-type MMPs

MTI1-MMP (MMP-14)
MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)
MTS-MMP (MMP-24)

Other MMPs

MMP-19
Enamelysin
MMP-23




Regulace aktivity MMPs

- Vétsina MMPs neni /n vivo konstitutivné v burikach

exprimovdna.

+ Exprese MMPs je regulovdna predevsim na drovni
transkripce. Exprese vétsiny MMPs (-1, -3, -7, -9, -10, -
12, -13 a -19) je indukovdna rustovymi faktory,
cytokiny, onkogeny, hormony a kontaktem s ECM.

Promotory genti pro MMPs obsahuji vazebna mista pro
AP-1, pro transkripéni faktory z rodiny ETS
(kooperace AP-1a ETS: MMP-1, -3 a -0), pro expresi
predevsim MMP-9 ve fibroblastech a vaskuldrnim
hladkém svalstvu je klicovy NF-kB.

Byla pozorovana také regulace poloéasu mRNAs
rdstovymi faktory a cytokiny.




Regulace exprese MMPs na drovni transkripce
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Regulace aktivity MMPs

+ Vétsinou jsou MMPs sekretovdny jako latentni
prekurzory (zymogeny). Proteolyticka aktivita MMPs
je uvolnéna proteolytickym stépenim v extraceluldrnim
prostoru.

+ Aktivita MMPs v periceluldrnim prostredi je prisné
regulovana nespecifickymi proteindzovymi inhibitory,
napr. al-proteinazovym inhibitorem a a2-
makroglobulinem a

- specifickymi tkanovymi inhibitory TIMPs (. tissue
inhibitors of metalloproteinases”). Popsdny nejméné 4
TIMP-1, -2, -3 a -4 s podobnou strukturou. Vazi se do
katalytické domény v misté vazby Zn2*v poméru 1:1.
Jsou exprimovadny ruznymi bunéénymi typy. TIMP-1, -2
a -4 jsou solubilni, TIMP-3 je asociovan s ECM.



MMPs a tvorba metastaz

+ Existuje pozitivni korelace mezi expresi MMP a
metastatickym potencidlem malignich nddord.

Priklady:

+ Exprese MMP-1 asociuje se Spatnou progndzou u
kolorektdlnich nadord a nddort jicnu.

* MMP-13, MMP-7 a MTI-MMP jsou specifické pro
metastazujici nddory odvozené z keratinocytd.

* MMP-2 je markerem maligni transformace
epitelidlnich bunék délozniho Cipku.



MMPs a tvorba metastaz

- U malignich nddort je vétsina MMPs produkovana
stromalnimi bunkami spis nez samotnymi
nddorovymi burikami.

» Naddorové buriky mohou sekretovat faktory (napr.
MMP induktor EMMPRIN), které potencuji expresi
MMP-1, -2 a -3 fibroblastt. Také dalsi cytokiny a
rustové faktory sekretované zanétovymi burkami,
které infiltruji nddor, ale i nddorovymi a
stromadlnimi burikami, mohou modulovat expresi
MMPs.

= Pri invazi maligniho nddoru kooperuji nadorové
buriky, stromdlni buriky a zanétové bunky.



Ruzné bunky produkuji ruzné MMPs

+ - aktivace latentni MMP LC - lymphocyte

PMN - polymorphonuclear leukocyte MC - monocyte




Pri remodelaci ECM kooperuji ruzné bunky
*x k X

Nador je komplexni tkan

fibroblasty -

nadorove bunky -

bunky imunitniho systému

- endotelialni bunky



Uloha adhezivnich komplexd pFi
tvorbé metastaz

* Kazdy krok pri tvorbé metastaz zahrnuje zruseni
stavajicich a ustaveni novych adhezivnich
interakci.

* Adhezivni interakce jsou funkci bunéénych
receptoru, jejichZz exprese a funkce je prisné
regulovdna.

- Nadorové bunky jsou obecné méné adhezivni nez

bunky normalni a vytvareji mene extracelularni
matrix.




Metastaticka kaskada
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Zanetova kaskada - A

MizZe slouzit jako mechanistické paradigma pro model
metastatické kaskddy.

A EXTRACELLULAR MATRIX

e e

RESTING ENDOTHELIUM

Volné cirkulujici neutrofil, Zadna interakce s endotelidlnimi
burikami.



Zanetova kaskada - B

ROLLING NEUTROPHIL "'-\.w

L-SELECTIN y,_, e

ACTIVATED ENDOTHELIUM

Ndsledkem infekce nebo poranéni, pusobenim histamint, cytokind,...
za¢nou endotelidalni bunky exprimovat specifické receptory -
selektiny - ty interaguji se specifickymi receptory na povrchu
neutrofila a zpomaluji ho.



Zanetova kaskada -

ACTIVATED NEUTROPHIL
2 z = 3

T INTEGRIN
mmmm
-—_'_-"—.r_,._ e

ACTIVATED ENDOTHELIUM

ICAM / VCAM / F‘EQAM -1

Dochazi k expresi specifickych receptort - integrind - na povrchu
neutrofila, a také specifickych receptort - ¢lent imunoglobulinové
nadrodiny - na povrchu endotelialnich bunék, dojde k vzajemné
adhezi. Prestdvaji se exprimovat selektiny.



Zanetova kaskada - D

ACTIVATED ENDOTHELIUM

ACTIVATED NEUTROPHIL

Pohyb neutrofila skrz endotelidlni buriky je spojen s expresi dalsi
sady specifickych receptort - napr. CD44.



Obecnd struktura adhezivniho komplexu

Kli¢ovou strukturou adhezivniho komplexu je
receptor.

* Extraceluldarni doména interaguje s prislusnym
ligandem: signdlni molekulou nebo specifickou
strukturou ECM nebo sousedni buriky.

+ Hydrofobni transmembrdnova doména.

+ Cytoplazmaticka doména ma regulacni elementy
zajist'ujici transdukci signdlu z extraceluldrniho
prostredi do buriky (proteinkindzy, fosfatazy,
proteiny G, fosfolipazy) a interaguje s nékterymi
slozkami cy‘roskelefonu




Obecnd struktura adhezivniho komplexu
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Hlavni skupiny adhezivnich receptort

* Kadheriny

* Integriny

» Imunoglobulinova nadrodina

+ Selektiny

» Dalsi adhezivni receptory (CD44)




Kadheriny

* Nadrodina jednoretézcovych transmembrdnovych
glykoproteinu, které zprostredkovdvaji
homotypické adherence burnka-burka, a to svymi
N-koncovymi extraceluldarnimi doménami a kalcium
dependentné.

+ Hraji klicovou roli v rozpoznavani bunék a jejich
tridéni béhem vyvoje.

+ Jsou exprimovdny ve vysokych hladindch ve vsech
pevnych tkdnich.

» Existuje mnoho ruznych kadherind, nejlépe
prostudovany a popsany jsou E-kadheriny.




Obecna struktura kadherint
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N-koncovad ¢dst kadherint zprostredkovdva homofilni interakce.

Intraceluldrni C-koncova ¢dst interaguje s B-kateniny a y-
kateniny, ty asociuji s a-kateniny a spole¢né zprostredkovdvaji
vazbu kadherint na aktinové slozky cytoskeletonu.



Struktura a funkce kadherinu pri
mezibunécnych interakcich
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E-kadherin a nadory

Hlavni adhezivni molekula epitelialnich (E) bunék.

Béhem morfogeneze je exprese kadherint
modulovdna: bunky se pohybuji z jedné bunécné
vrstvy do druhé, a to je vzdy spojeno se ztrdtou
exprese puvodniho kadherinu a s indukci exprese
jiného kadherinu.

+ Ztrdta exprese E-kadherinu je ¢asto detekovdna u
epitelidlnich nadort. Ztrdta exprese nebo funkce
E-kadherinu vyrazne koreluje s invazivitou a
tvorbou metastdz nddord - Casto koinciduje s
.prepnutim" benigniho nddoru na invazivni typ.




Dédicny difdzni nador Zaludku -
HDGC

» .Hereditary diffuse gastric cancer”

* Autozomadlné dominantni syndrom souvisejici s
\ér%ﬁenymi mutacemi genu COH1, ktery koduje E-
adherin.

* Predeviim his'rolo?icky difizni, mdlo diferencované
nadory zaludku, ale také zvysené riziko
kolorektalnich nadoru a nadoru prsu.

* Mutace CDHI Casté (9/16) také u sporadickych
difdznich nddoru Zaludku.

+ Pomérné vzdcné (1/9/16) se vysky‘rug"e LOH" COH1
- Castd (9/16) metylace promotoru ¢DA!I jako
.druhy zdsah".




Dédicny difdzni nador Zaludku -
HDGC

* Agresivni nadory - zrejmeé souvisi se zvySenou
ochotou metastazovat.
* Mutace CDHIse ale zrejmé uplatniuje i v

. ° . v

souvislost s regulaci drahy WNT/3-katenin:
- funkéni E-kadherin inhibuje progresi bunééného
cyklu - pravdépodobné downregulaci

cytoplazmatického [3-kateninu, a to nezdvisle na
zprostredkovani bunéénych adhezi



Integriny

Velka skupina heterodimerickych r'ecep‘roru
sloZenych z vétsich a mensich Fetézcl. Retézce
nekovalentné asociuji a tvori nejméné 24 integrind.

- Popsdno 18 rlznych a a 8 ruznych B retézcl.
* Maji velkou extraceluldrni doménu, krdtkou

transmembranovou a relativné malou intraceluldarni
doménu.

* Nejvyznamné jsi skupina molekul odpovédnd za adhezi
bunika-ECM, ale také bunka-burika. 18 riznych
integrinl se vdze na proteiny ECM, dalsi integriny na
proteiny na povrchu jinych bunék. Nékteré integriny
zprostredkovavaji oba typy interakci.




Struktura
integrint
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Specifita integrint

Rada m’regr'mu md stejné ligandy a vétsina m’regrmu je
oznalovdna za ,promiskuitni® - maji nékolik ligandd, které
rozpozndvaji.

Historicky prvni specifické misto rozpozndvané integriny
byla sekvence RGD nalezend u fibronektinu, postupne
nalezenad i u dalSich pro’remu ECM, virovych proteind, toxinl a
ristovych faktord. Vétsina integrint ale tuto sekvenci
nerozpozndvdl

Vétsina sekvenci rozpoznavanych integriny jsou kratke
linedrni sekvence ¢asto obsahujici acidické aminokyseliny.



Funkce integrint

Integriny jsou velmi universalni receptory: transdukuji signdly:
z vnéjsku bunky dovnitr - reguluji pohyb, morfologii, proliferaci a
genovou expresi

z vnitrku buriky smérem ven - podle vnitfnich okolnosti mize byt
ménéna vazebnd specifita integrint

Proteiny interagujici s integriny:
komponenty cytoskeletonu: tensin, a-actinin, talin, vinculin, F-
aktin, paxillin, FAK
molekuly riznych signdlnich drah: FAK, Src-like kinazy, Ras,
MAP kinazy




Funkce integrint

Existuje funkéni vztah mezi integriny a metaloproteindzami:
NéEkteré integriny ovliviiuji expresi nékterych MMP gend.
Nékteré integriny ovliviuji sekreci nekterych MMPs.
Neékteré integriny ovliviuji aktivitu MMPs.

Nékteré komponenty ECM aktivuji integriny a ndsledkem je
specificka degradace ECM: ,integrin-quided proteolysis"



Po aktivaci vazbou ligandu integriny
.Cclusteruji” a tvori fokalni adhezni mista

To vede k akumulaci cytoskeletdlnich soucdsti do fokdlnich adheznich
mist (coz ddle potencuje ..clusterovdni® integrint). Ndsleduje
fosforylace tyrozint na substrdatech a ddle lokalizace signdlnich
molekul do téchto oblasti.



Signalizace integriny funguje v synergii
se signalizaci dalSimi receptory
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FAK - ,focal adhesion kinase"

* Nereceptorova tyrozin protein kindza. Prvni, o
které se zjistilo, Ze je aktivovand po aktivaci
integrind.

* Po aktivaci se FAK autofosforyluje na Tyr397 a
tim se vytvori vazebné misto pro SH2 doménu Src
nebo Fyn.

* Src potom fosforyluje dalsi substrdty vcetné
cytoskeletdlnich komponent, predevsim paxillinu a
tensinu.

FAK hraje klicovou roli pfi prenosu sugnalu preziti
z ECM (anoikis) - pravdepodobné inaktivaci
proapoptotickych proteint Bad a prokaspazy-9.




Struktura FAK kinazy
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N-koncovd doména: interakce s integriny, ristovymi faktory

centrdini doména: katalyticka

C-koncovd doména: interakce protein-protein




Integriny a nddory

* Zmeny exprese nebo funkce integrinl popsany
béhem promény nddoru v metastazujici invazivni
formy.

- Zmény exprese nebo funkce integrint zpusobuji
.anchorage-independence": za nhormdlnich okolnosti
prdveé integriny spoustéji anoikis (apoptozu v
dusledku ztraty adheze).

Vztah ECM-integriny se vyrazné uplatfiuje take
béhem angiogeneze nddoru: preziti angiogennich
endotelidlnich bunék nddorovych cévek je zavislé
ha integrinech q,,.



Pohyb nadorovych bunék
vaskularnim systémem

Béhem tvorby metastdz nddorové buriky nejdrive uvolni své vazby
s ostatnimi burikami v nddoru (kadheriny) a prostoupi ECM
smérem ke krevnimu systému (integriny).

Pro vstup do vaskulatury (.intravasation™) musi prostoupit také
vaskuldrnim endoteliem a v této fdzi se uplatniuji predevsim
selektiny a ¢lenové imunoglobulinové nadrodiny (véetné VCAM-1,
ICAM-1, -2 a -3 a dalsich), integriny, CD44, glykoproteiny
nalezené u lymfocytl a orgdnové specifické endotelidlni adhezivni
molekuly jako napr. Lu-ECAM-1 (..lung-endotelial cell adhesion
molecule®).



Selektiny

Funguji prostrednictvim termindlni kalcium-dependentni
lektinové domény a jsou predevsim zodpovédné za
heterotypické adheze burnka-burika, a to predevsim mezi
endotelidlnimi a krevnimi burikami.

V klidu jsou bunky schopny adherovat prostrednictvim celé
rady ligandd. Ale cirkulujici burika miize byt zpomalena (a
ziskat tak moznost interagovat s dalsimi ligandy) pouze
interakci selektinl s endoteliem.

= Selektiny hraji roli v adhezi metastatickych bunék k
endoteliu.




Receptory imunoglobulinove
nadrodiny

Zprostredkovdvaji homotypické a heterotypické adheze
bunka-bunka.

Po zpomaleni nddorovych bunék selektiny a CD44 nddorové
buriky pravdépodobné pevnéji interaguji s endotelidlnimi
burikami a ndsledné vstupuji do stroma cilového orgdnu. V
této fazi se zrejmé vyraznéji uplatnuji pravé receptory
imunoglobulinové nadrodiny.



Obecna struktura proteint
imunoglobulinové nadrodiny
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Receptory tvoreny nékolika .immunoglobulin-like® repeaty,

pospojovanymi disulfidickymi mustky.




Nékteri clenové imunoglobulinové
nadrodiny

Velmi divergentni skupina receptord:

* imunoglobuliny

* hlavni histokompatibilni receptory

* receptory T-bunék

- receptory spojené s ruznymi neoplasiemi:
CEA - onkofetdlni protein (..carcinoembryonic
antigen")
DCC - ,deleted in colorectal carcinoma”

* receptory odpovédné za .cell-cell recognition™:
NCAM - .neural cell adhesion molecul”



Nékteri clenové imunoglobulinové
nadrodiny

* Receptory spojené s pohybem bunék:

ICAM-1, -2, 3 - ,intercellular adhesion molecule"
VCAM-1 - ,vascular cell adhesion molecule”
PECAM-1

- a dalsi"

MAdCAM-1 - ,mucosal addressin cell adhesion
molecule”



Imunoglobulinové receptory a nddory

Pri metastdzovadni nddord se ne che uplaTnu receptory
odpovédné za interakce s endotelidlnimi burikami - napr-.
ICAMs (napr. melanomy: korelace exprese ICAM-1 s
metastatickym potencidlem) a VCAM-1.

CEA - historicky prominentni receptor - spojen s progresi
kolorektdlnich karcinomd.

NCAM - spojen s progresi nékterych neuroendokrinnich
nadort, Wilmsova nadoru, malobunéénych nadort plic,
feochr'omocy‘romu

EpCAM - marker epitelidlnich bunék



Dalsi adhezivni receptory

CD44

Vedle selektint druhd skupina receptori, které
zprostredkovavaji interakce s endoteliem.

* Ma schopnost vazat hyaluronovou kyselinu.

- Existuje mnoho rﬁzngch isoforem s riznou
velikosti (od 80 do 200 kDa): zpusobeno
alternativnim sestfihem a ruznou mirou
glykosylace. Ruzné isoformy maji zfejme ruzny
adhezivni potencial.
Byla pozorovana korelace mezi expresi nékterych
isoforem CD44 a metastatickym potencidlem
nekterych nadoru.




Orgadnove specifické metastdzovani

» Nddory prsu ¢asto metastdzuji do kosti a plic a
méné Casto do jater a mozku.

» Nddory prostaty preferenéné metastdzuji do
kosti.

» Pacienti s kolorektdlnimi nddory maji casto
metastdzy v jatrech.

* Melanomy maji tendenci metastdzovat do jater.

* Neuroblastomy, karcinomy $titné Zlazy, prostaty,
ledvin metastazuji nejcastéji do kosti.

» Nadory ledvin, travicitho traktu a plic Casto
metastdzuji do mozku.




1. Tok krve ovliviuje metastazovani

* Mechanické faktory ovliviuji pocdtecni osud
nddorovych bunék uvolnénych z prumarmho nddoru..

+ Tok krve ovlivni, do kterého organu jako prvniho
dorazi nddorové bunky uvolnéné z primdrniho nddoru.

. Krev z vétsiny or'ganu je vedena Zilnim sys’remem (B)
primo do srdce a miri do plic. Potom se vraci do
srdce a je rozvddéna tepnami (€) do celého téla.

+ Ale napriklad krev ze stfev vede nejdrive do jater
(R) nez vstoupi do Zilniho systému.

V celém téle je nadbytek extrabunécné tekutiny
veden do lymfatickych cév a pres lymfaticke
uzliny do zulmho systému. (0)



Zpusoby Sireni nadoru

O
* hematogenni - Sireni cévnim systémem

+ lymfogenni - Sireni lymfatickym systémem
(posléze miZe vstoupit do Zilniho systému)

v/ v

» porogenni - Sireni télnimi dutinami



Tok krve

ovliviuje

metasta-
zovani




Tok krve ovliviuje metastazovani

» Napriklad nadorové burky uvolnéné z primarniho
nddoru prsu jsou vedeny do srdce, a ddle do
kapilarniho systému plic. Nékteré buriky projdou
timto systémem a jsou dadle transportovany cévnim
systémem do vzddlenych orgadnd, jako napriklad do
kosti. Jiné buriky mohou tvorit metastdzy v plicich.

» Naproti tfomu nadorové bunky uvolnéné z nadoru
streva jsou vedeny nejdrive do jater.



Tok krve

ovliviuje

metasta-
zovani




Tok krve ovliviuje metastazovani

+ Relativni velikost nddorovych bunék a kapildr
ovlivni efektivitu, s jakou budou buriky zachycovdny
na daném miste.

» Jsou-li buiky zachyceny v orgdnu, rozhodnou o
schopnosti v daném misté prezit /a proliferovat
molekuldrni interakce mezi burikami a
mikroprostredim.




2. Hypotéza ,seed and soil"

1889 - Stephen Paget (anglick)'/ chirurg):

ZdleZi na kompatibilite ,semen’ " (nddorovych bunék)
a spravne , pudy" (faktory v potencidlnim misté nové
metastdzy).

* Molekuldrni faktory pfitomné ve specifickém organu
vyznamné ovlivni o, zda v tomto organu porostou
nadorove buriky ur&itého typu. Tak jsou napriklad
nadorove buriky uvolnéné z nadoru prsu nebo
prostaty, které se dostanou do kosti, zde adekvdtné
stimulovany k rustu, zatimco bunky Jmeho typu zde
hemohou rust, pro’roze nemaji adekvdtni stimulaci k
rdstu.



3. Hypotéza pozicniho kodu

* Podle této predstavy
nese burika na svém
povrchu jakysi systém
adres (soubor molekul,
ktery mize byt
rozpozndn molekulami \
jinych bunék), ktery
urcuje, kam kterd bunka
patri (,homing").

- Tyto adresy jsou
.zapsany" formou
konfigurace
exprimovanych
adhezivnich receptord.

CELL IN WRONG LOCATION

EXTRACELLULAR MATRIX



Hypotéza pozicniho kodu

Vaskulatura
jednotlivych tkdni je
vysoce specializovand -
tkarove specificka.
Endotelidlni buriky
nesou ,.homing
peptides” specifické
pro dané tkané -
potencidlné vyuzitelné
pro ,.adresnost”
terapiel

Tissue
B




Orgadnove specifické metastdzovani

* Orgdnoveé specifického metastazovani se néjak
dcastni vaskularni endotelium: metastaticke burky
adheruji ke kapildrnim endotelidlnim burikdm, ale
ne k endoteliu velkych cév (- mikrometastdzy se
vzdy nachdzeji v kapilarnich sténachl).

+ Zdd se, Ze neexistuji primo konkrétni receptory
restriktivné exprimované na endoteliu konkrétni
tkané. Spis je to zdlezitost kvantitativni: ruznd
mnozstvi ruznych kombinaci (konfigurace) vice
receptoru exprimovanych v endotelidlnich bunkach.



Efektivita metastazovani

+ Cely proces tvorby metastaz je malo efektivni.
Prvni faze metastatické kaskady jsou efektivnéjsi,
pozdnéjsi faze extrémné mdlo efektivni:

* Metastdzy se mohou objevit roky po .vyléceni"
primdrniho nadoru. Dormance mize byt vysledek
neangiogenni mikrometastdzy, kterad se dlouho
nedéli v misté sekunddrniho nddoru a az po letech
se stane angiogenni. Unika terapii, protoze ta je
¢asto namirena na délici se bunky.



Dormantni mikrometastazy

Mikrometastdzy, kterym chybi nékterd kli¢ova
vlastnost, napr. schopnost indukovat angiogenezi.

VyZivova deprivace muze indukovat intenzivni
autofagii, kterd zplsobi, Ze se nddorové buriky
zmensi, stdhnou a pretrvavaji ve stavu
reverzibilni dormance.

Dormance vyvoland anti-ristovymi signdly
normdlniho ECM v novém prostredi, pripadné
suprimujici vliv imunitniho systému.



