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Molekularni podstata nadorového bujeni

Nador vznika ze spoleCné bunky, ve které byl - mnohdy desitky let
pred vznikem viditelného nadoru - zahajen program neregulovaného
deleni.

Maligni transformace buriky probiha pres akumulaci mutaci
ve specifickych tfidach gend.

Existuji dvé tridy genll (onkogeny a nadorové supresorové geny), které
dohromady tvori jen malou Cast celé genetické vybavy, ale hraji hlavni
ulohu v zahajeni procesu tvorby nadoru.

Ve své normalni konfiguraci ridi Zivotni cyklus bunky, tj. sled déjd,

pri kterych se bunka zvétsuje a déli.



Protoonkogeny, onkogeny, hadorové supresory

Protoonkogeny jsou normalni bunécné geny majici zakladni vyznam ve
fyziologii burky.
Hraji Ulohu predevsim v regulaci Zivotniho cyklu bunék:
 Bunécného cyklu
 Bunécné proliferace
» Diferenciace
« Apoptozy
V priibéhu evoluce dobre konzervovany a jejich pfitomnost v normalnich
bunkach vsech vyssich organisml predpoklada, ze maji zakladni vyznam
v bunécné fyziologii.

Kdduji proteiny, které hraji klicovou na rliznych Urovnich integrace
mitogennich signall nesenych rlstovymi faktory a hormony.

Jsou-li modifikovany, at’ na strukturalni nebo kontrolni Grovni, zacnou se
chovat jako onkogeny a podporuji vyvoj nadoru.

Onkogeny jsou mutované nebo aktivované protoonkogeny
Proces karcinogeneze zahrnuje zménéné exprese nebo funkce
protoonkogen( na rliznych stupnich transdukce signald.

Nadorové supresorové geny zabranuji abnormalni bunécné proliferaci a
ztrata jejich funkce podporuije rlst nadord (pRB, p53).



Objev onkogenu, onkogenni viry

V poslednich desetiletich byla objevena
fada gent odpovédnych za vyvoj nadorg.
Na porozumeéni maligni transformaci ma
zasluhu zejména Siroka Skala drivéjsich
praci s onkogennimi viry.

Peyton Rous isolated the first tumor-causing animal virus
in 1911 at the Rockefeller Institute.

For his discovery of the Rous sarcoma virus

he won the Nobel Prize in 1966.

Prvni tzv. Onkogen s r ¢ (sarcoma) byl izolovan z viru Rousova sarkomu u
kurat. Virus Rousova sarkomu patfi mezi retroviry a ma dvé rozdilné casti: Cast
kdduijici proteiny odpovédné za replikaci viru a ¢ast koduijici s r ¢ gen umonujici
vznik nador{ /n vivo u kurat. Normalni kureci genom obsahuje pribuzny gen c-
Src.

Pozdéji se ukazalo, ze rada retrovir(l je onkogennich. Bylo téZ prokazano, ze src
neni jednoznacné retrovirovy gen, ale spiSe témér presna kopie genu nalezeného
ve vsech kurecich bunkach.

Tento normalni gen, tzv. protoonkogen je v retroviru modifikovan (aktivovan)
tak, ze plsobi po preneseni do bunék nador.

Objev s onkogeny pribuznych sekvenci v eukaryotickém genomu stimuloval Usili
transformovat normalni bunky DNA stejnym zplsobem jaky uzivaji retroviry.



Normalni a transformované mysi fibroblasty

burfiky normalni buriky transformované virovou DNA

Van Noorden C.J.F. et al,
American Scientist 86,1998.130-141



Charakterizace (proto)onkogenti

Protoonkogeny lze délit podle :
#p lokalizace jejich produktu na ty, které kdduji
1) sekrecni proteiny
2) proteiny bunécného povrchu
3) cytoplasmatické proteiny
4) jaderné proteiny
® funkce jejich produktll na
1) rlstové faktory (napf. sis, hst),
2) receptory pro rdst. faktory (napf. fms, kit, erb B),
3) cytoplasmatické proteiny - protein kinazy (napft. raf) a G-proteiny (napr. ras),
4) jaderné proteiny (napf. myc, myb, fos, jun)

Jaderné protoonkogeny jako jsou c-myc, c-fos, c-jun, c-myb
tzv. geny rané odpovedi (immediate early genes) a jejich produkty jsou proteiny
vazici se na DNA a funguijici jako tzv. transkripcni faktory, které reguluji
transkripci pozdnich gend.
Jsou vétSinou aktivovany overexpresi, ktera mdze byt indukovana rdiznymi zplsoby:
« translokaci (Burkitt lymphoma)
« inserci retroviru (spiSe v experimentalnich systémech)
« amplifikace genl - to je obecny mechanizmus aktivace jadernych
protoonkogen{ a byla pozorovana u rady nadord.



Prenos signalu a ristova regulace v eukaryotickych bunkach
reprezentativni protoonkogeny v signalnich drahach
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Onkogeny a nadoroveé supresorové geny
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Mutace podle funkce

Mutace protoonkogenu vedouci k transformaci mizeme funkcné
rozdelit do dvou trid:

- ziskani funkce (gain-of-function)
aktivita protoonkogenu vzrliistd a ma za nasledek abnormalni nebo
nadmérmou rdstovou stimulaci

- ztrata funkce (Joss-of-function)

vede k inaktivaci represorové slozky, ktera normalné negativné
ovliviiuje bunécnou proliferaci (nadoroveé supresoroveé geny - p53, RB,
geny pro antiproliferacni molekuly -TGF B, TNFa., interferon y)

V obou pripadech je vysledkem nadmeérna stimulace rlstu.



Geny kritické pro vyvoj nadoru spadaji do
dvou kategorii: dominantni a recesivni
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Figure 23-24. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




TFi zpUsoby aktivace a zmény protoonkogenu v onkogen

proto-oncogene
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Figure 23-27. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Sest zpUsobu ztraty zbyvajici dobré kopie
nadorove supresoroveho genu

HEALTHY CELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

mutation at = normal Rb gene
Rb locus in paternal chromosome
in maternal
chromosome '
POSSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE

nondisjunction nondisjunction mitotic gene deletion point

(chromosome and recombination conversion mutation
loss) duplication

Figure 23-29. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Rustova stimulace a inhibice

Mnoho protoonkogent koduje proteiny majici vztah k rlistové stimulacnim
signaldm prechazejicich z vnéjsiho prostredi do nitra bunky

Rést buriky je deregulovany, jestlize mutace v protoonkogenu zp{sobici
trvalou aktivaci rlstové stimulacni drahy.

Toto souvisi se signaly, které si navzajem predavaji bunky v tkanich. Jedny
bunky uvoliuji rlstové faktory, (glyko) proteiny, které se pohybuji mezi
burikami a po vazbé na vhodny receptor na povrchu jinych bunék vyvolavaji
kaskadu déjl, které prenasi tento signal pres cytoplazmu az do jadra.

V jadre pak proteiny nazyvané transkripcni faktory odpovidaji tim, ze aktivuiji
fadu gend, které pomahaji bunce prochazet bunécnym cyklem.

Podobné funguje i prenos rlstové inhibicniho signalu zprostredkovaného
proteiny kodovanymi nadorove supresorovymi geny.

V normalni burice je rovnovaha stimulacnich a inhibicnich signald peclivé
regulovana, protoze to souvisi s regulaci bunécného cyklu, ktery je rozhodujici
pro bunécnou proliferaci a diferenciaci.

V nadorové burice je v dlsledku zmén v signalnich drahach organizace
bunécného cyklu narusena.



Autokrinni signal
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Signal pouze z jedné burniky — bunika Ve skupiné stejné signalujicich bunék
obdrzi slaby autokrinni signal dostava kazda bunka
silny autokrinni signal

Figure 15-6. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
Pri bunécné transformaci a karcinogenezi se uplatnuji autokrinni mechanismy

(vznik autokrinni smycky) - neplanovana produkce ristovych faktord
burikami nesoucimi odpovidajici receptory nebo aberantni exprese receptord.



Zpétnovazebné mechanismy kontroly b. deleni

Bunka je vybavena také zpetnovazebnymi
mechanizmy, které mohou pdsobit proti
neobvyklym zménam v procesu bun. deéleni.

Apoptoza - schopnost burky spachat za
urcitych podminek ,sebevrazdu®, tj. jestlize

jeji zakladni komponenty jsou poruseny nebo
jestlize je jeji kontrolni systém deregulovan.

Tak plsobi napt. poskozeni chromozomalni DNA.

V tomto procesu se UcCastni také specificke geny
napr. p53 nebo bcl-2. Mutace téchto gend

pak zpUsobuji poruchy apoptozy. Bylo zjiSténo,
ze neschopnost apoptdzy prispiva ke vzniku
nadord a k jejich rezistenci k terapii.

Hawkins RA et al,, J. Pathol. 185, 1998:61-70)



Shrnuti molekularné genetické podstaty nadorového onemocneéni

« primarni pro vznik nadoru jsou zmeény vyvolané jak genetickymi
(mutace v DNA) tak negenetickymi pricinami (ovlivnéni exprese gend)

- karcinogeneze je nekolikastupnovy proces zalozeny na poruse
genetické homeostazy a pouze dil¢i zména v kterémkoliv Clanku ke
vzniku nadoru nevede

« ke vzniku nadoru mize vést jen kombinace poruchy nékolika riiznych
mechanizmtl, pricemz cesty, kterymi se tak déje mohou byt velmi
rozdilné

« byly nalezeny velké individualni a mezidruhovée rozdily i tkanova a
organova specifita ve spojitosti se vznikem nador(

» na vzniku nadoru se mohou vyznamné podilet latky z vnéjsiho
prostredi



Typy gentl zasadni pro rozvoj nadoru

,Gatekeepers" — recesivni geny, které primo reguluji
(limituji) rtst nadord bud’ inhibici jejich rlstu nebo indukci
jejich smrti.

,Caretakers" - jejich inaktivace navozuje genetickou
nestabilitu a ta pouze neprimo indukuje rlst nadort
zvySovanim mutacni rychlosti.

APC, p53 - jsou zaroven ,gatekeepers" i ,caretakers"



Pocet a distribuce ,,driver gene* mutaci

,Driver” versus ,passanger , genove mutace. ,Driver geny” pficinné souviseji
s rozvojem karcinogeneze (poskytuiji selektivni ristovou vyhodu), kdezto
Jpassanger geny ne a jsou pouze by-produktem genomové nestability. Jejich
rozliSeni genomovymi analyzami je velmi dllezité pro diagnostiku a terapii.

100

Fraction of tumors (%)

012345678
Medulloblastoma

B Oncogene mutations

B Oncogene + tumor suppressor gene mutations

012345678 012345678 012345678 012345678
Pancreatic Cancer Glioblastoma Colorectal Cancer Breast Cancer

Number of driver gene mutations per tumor

Vogelstein B. et al. Science 2013



Signalni drahy nadorovych bunek a
procesy, které reguluji

» Driver geny mohou byt klasifikovany do 1 Ci vice z 12 drah, které
pFispivaji k selektivni rastové vyhodé a mizeme je pfifadit ke 3
zakladnim bunéénym procestm (kontrola a udrZzeni genomu,
bunécné preziti a osud bunék).

Selective
growth

advantage

Vogelstein B. et al. Science 2013




Drahy signalni transdukce ovliviované
mutacemi u nadorovych bunék

» Dveé reprezentativni drahy (RAS a PI3K) — proteinové slozky kddované driver
geny — Cervené, mista fosforylace — zluté. Znazornény terapeuticke latky
zasahujici nékteré signalni slozky.

RTK — receptorové

A — tyrosin kinazy, GDP —
P 1 W ' -y guanosin difosfat, MEK —
& G X O : MAPK kinaza, ERK —
"'vl:"s* ,?: ) « R e A extracellular signal
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Vogelstein B. et al. Science 2013




4 typy genetické heterogenity nadort

Primarni nador pankreatu a jeho metastazy v jatrech

\fC

M
ound\ \
cells b

Patient 2

Mutace primarniho nadoru

vytvari klonalni heterogenitu

(zakladni mutace a 4 subklony).

A) Intratumoralni heterogenita
— mezi bunkami prim.
nadoru

B) Intermetastaticka
heterogenita — mezi
riznymi metastazami téhoz
pacienta

C) Intrametastaticka
heterogenita —mezi
burikami kazdé rostouci
metastazy

D) Heterogenita mezi nadory
riznych pacientu. Mutace v
zakladni burice nadoru jsou
zcela odlisne.

Vogelstein B. et al. Science 2013



,oOncogene addiction®

Nadorové bunky obsahuji mnohonasobné genetické a epigeneticke
abnormality. Pfesto je mnohdy jejich rast a preziti naruseno inaktivaci
jednoho ¢€i nékolika malo onkogenu (oncogene addiction). Identifikace této
,7Achilovy paty” u specifickych nadoru je zakladem cilené molekularni terapie
(napf. aktivace c-myc u hemopoetickych bunék vede k T-bunécéné Ci
myeloidni leukémii).

Mnohastupnovy proces karcinogeneze neni jen prostym souctem ucinku
aktivace mnoha onkogenu a inaktivace mnoha nadorovych supresora.
Proteiny kddované témito geny hraji Casto mnohonasobnou ulohu ve
slozitych a interagujicich sitich signaloveé transdukce v burikach.

Terapeuticka ucinnost Iéku zasahujicich specifické onkogeny:
Trastuzumab (Herceptin) — protilatka proti receptorové tyrosin kinaze HER-
2/NEU u pacientd s nadory prsu

Imatinib — proti bcl-abl onkogenu u CML

Gefitinib a erlotinib — proti receptoru pro EGF u nadoru plic (NSCLCQC),
pankreatu a glioblastomu.

Koncept syntetické letality — pfi mutaci jednoho ze 2 genu burika preziva,
ale mutace v obou genech zpusobi bunéénou smrt.



Priklady z exp. a klinickych studii

Table 1. Oncogene addiction: studies in mice, studies in human cancer cell lines, and clinical evidence

Studies in mice*

Targeted oncogene Cancer type

c-mye T cell and acute myeloid Leukemia
Ber-Abl Leukemia

H-ras Melanoma

K-ras Lung

c-myc Pancreatic p-cell

c-myc Osteogenic sarcoma
Her-2/neu Breast

c-myc Breast

Wnt-1 Breast

" . . 1
Studies in human cancer cell lines

Targeted oncogene Cancer cell line

Her-2 Breast

Cyclin D1 Esophagus, colon, pancreatic, squamous, nasopharyngeal
K-ras™" Pancreatic

K-rasv' Pancreatic

{3-Catenin Colon

Cyclin E Liver

Mutant [3-Raf Melanoma

MITF Melanoma

Clinical evidence

Targeted oncogene (s) Disease Agent *

HER-2 Breast™! Trastuzumab (combination)
BCR/ABL Chronic myeloid leukemia’ Imatinib (monotherapy)
C-KIT Gastrointestinal stromal tumor’ Imatinib (monotherapy)
EGFR NSCLC® Gefitinib, erlotinib’ (monotherapy)
EGFR Head and neck, colorectal® Cetuximab (combination)
EGFR Pancreas’ Erlotinib (combination)
VEGF Breast, colorectal™/, kidney Bevacizumab (combination)
VEGFR, RAF Kidney’ Sorafenib (monotherapy)

NOTE: For specific references and further details, see ref. 6.

*Switching off the indicated oncogene led to growth inhibition, differentiation, apoptosis and/or tumor regression.

T Treatment of these cell lines with an antisense oligonucleotide or a RNAi directed to the respective oncogene caused growth inhibition, and in some
cases, decreased tumorigenicity and increased chemosensitivity.

*Treatment regimen indicates agent alone herapy) or in bination with cytotoxic agents (combination).

"Food and Drug Administration—approved.

[ Phase I evidence shows improved disease-free or overall survival rates.




Mozné dusledky inaktivace onkogenu

Outcomes of Oncogene Inactivation

ONCOGENE OFF

ONCOGENE ON

Partial Reversion

Complete Reversion Partial Regression

Tumor Relapse

Cancer Research Reviews AR

Figure 1. Many possible outcomes to oncogene inactivation: no effect, complete, or partial tumor reversion. Tumor death, dormancy, differentiation, or relapse.

Felsher DW Cancer Res 2008




Dusledek inaktivace onkogenu u specifickych nador

Cancer specific outcomes to oncogene inactivation
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Figure 2. Oncogene inactivation has been observed to have different outcomes in different types of tumors including proliferative arrest, differentiation, apoptosis, and/
or cellular senescence. Although the consequences are different for each type of tumor, cellular senescence seems to be a convergent common mechanism.

Felsher DW Cancer Res 2008




Souhrn

»

»

»

»

»

»

»

»

VétSina lidskych nadoru je zplsobena 2-8 postupnymi zmé&nami , které se vyvijeji v
prubéhu 20-30 let

Kazda z téchto zmén pfimo nebo nepfimo zvySuje pomér mezi bunécnym délenim a
smirti, tj. kazda zména zpUusobuje selektivni ristovou vyhodu v dané burice

Predpoklada se, zZe existuje asi 140 genu, jejichz mutace pfispivaji k vyvoji nadoru (tzv.
Mut-driver genes). Jsou pravdépodobné dalsi geny (Epi-driver genes), které jsou
zménény epigenetickymi mechanismy a zpusobuiji selektivni rastovou vyhodu

Zname driver geny funguiji pfes desitky signalnich drah, které reguluji 3 zasadni bunécéné
procesy: urCeni osudu buriky, bunécné preziti a udrzeni genomu

Kazdy individualni nador (dokonce stejného histopatologického subtypu) se liSi s
ohledem na své genetické zmény, ale drahy ovlivnéné v rlznych nadorech jsou podobné
Geneticka heterogenita mezi burikami jednotlivych nadorl vzdy existuje a ovliviiuje
odpovéd na terapii

V budoucnosti by pfislusny plan terapie pro nadorového pacienta mél vychazet z odhadu
slozek jeho zakladniho genomu a genomu jeho nadoru

Informace ze studia nadorového genomu mohou také pomoci zlepSit metody pro prevenci
a brzkou detekci nadoru, coz je zakladni pro snizeni umrtnosti



Doplnujici clanky ke studiu

Weinstein IB, Joe A., Oncogene addiction, Cancer Research 2008,
9, p. 3077

Felsher DW, Oncogene addiction versus oncogene amnesia:
perhaps more than just a bad habit? Cancer Research 2008 9, p.
3081

Bodmer W., Genetic instability is not required for tumor
development, Cancer Research 2008 10 p. 3558

Loeb LA et al. Cancers exhibit a mutator phenotype: Clinical
implications, Cancer Research 2008 10, p.3551

Vicente-Duenas C et al., EMBO J 2013, 32, 1502-1513 Function of
oncogenes in cancer development: a changing paradigm

a dalSi



Model ulohy genovych defektl ve specifikaci osudu nadorovych bunék

&2

Figure 2 Proposed model for the role of human cancer gene defects in tumour cell fate specification. (A) Traditionally, the human cancer
genetic defects have been thought to act on cells already committed to a differentiation program, in such a way that the tumoural phenotype
is derived from that of the initial differentiated target cell. (B) Alternatively, the latest findings support a view in which the oncogenic lesion
acts on stem /progenitor cells by imposing a given, oncogene-specific, tumour-differentiated cell fate.

Vincente-Duerias C. et al. The EMBO J 2013




Vyvojova biologie nadorové burnky

A Cancer cell-of-origin (cancer-initiating cell) B C

Cancer stem cell Tumoural reprogramming
(cancer-maintaining cell)

Figure 3 Developmental biology of cancer cells. (A) Cancer cell-of-origin (or cancer-initiating cell): the cell where the first genetic lesion linked
to the development of the tumour takes place. It might be located anywhere within the physiological differentiation pathway. It does not need
to have any phenotypic relationship with the final phenotype of the tumour cells (either stem or differentiated). (B) CSC (cancer-maintaining
cell): those cells that have the capacity to regenerate all the cellular diversity of the tumour. They retain broad self-renewal potential and
differentiation potential. They arise initially from the cancer cell-of-origin, and then they can self-propagate. (C) Tumoural reprogramming:
the process by which the initial oncogenic lesion(s) can ‘reset’ the epigenetic and/or transcriptome status of an initially healthy cell (the cancer
cell-of-origin), therefore establishing a new, pathological differentiation program ultimately leading to cancer development, where the
oncogenic lesion(s) does not need to be present anymore once the initial cancer fate-inducing change has taken place.

Vincente-Duerias C. et al. The EMBO J 2013



Reprogramovani kmenové burky vs. reprogramovani k pluripotenci

Reprogramming to tumoural fate

Reprogramming

Y

Stem/progenitor Tumour-differentiated cells
cancer target cell

B
Reprogramming to pluripotency

Reprogramming

iPS cell
Differentiated cells

Figure 4 Tumour stem cell reprogramming versus reprogramming to pluripotency. (A) Recent in vivo genetic evidences have shown that
human oncogenes are capable of reprogramming early stem/precursor cells towards specific differentiated tumour cell fates, but they are not
required afterwards, within the malignant cells. (B) ‘Hit-and-run’ reprogramming has grounding in other contexts outside of cancer, such as

during induced pluripotent stem (iPS) cell formation in vitro. However, unlike the tumour stem cell reprogramming, the iPS process initiates in
a differentiated cell (see text for details).

Vincente-Duerias C. et al. The EMBO J 2013




Kontrolni otazky k tematu

= Co jsou to protoonkogeny a jak z nich vznikaji onkogeny?

» Jak funguji nadoroveé supresorové geny a jak mohou byt inaktivovany?

= Jaké odvétvi vyzkumu pfispélo k objevu onkogenu?

= Cojsou to retroviry?

= Dle jakych kritérii délime (proto)onkogeny?

= Jaka je funkce jadernych (proto)onkogenu, uvedte priklady?

» Jakymi mechanizmy mohou byt protoonkogeny aktivovany na onkogeny?
» Jaké zakladni mutace protoonkogenul rozeznavame a co je jejich

vysledkem?
= Jakym zpusobem muze dojit ke ztraté funkce nadorové supresorového
genu?

» Dveé zakladni kategorie genu zasadnich pro rozvoj nadort

= Cim se vyznaduji tzv. ,driver geny a jejich mutace a jak funguiji?

= Co chapete pod pojmem ,oncogene addiction” a jaké je vyuZziti poznatku
o takovych onkogenech?

= V ¢em spociva klonalni heterogenita nadora?

= Jakeé jsou v souhrnu hlavni poznatky o molekularné genetické podstaté
nadorového onemocnéni?



Imortalizace buneéek

je nedilnou soucasti karcinogeneze a zajist'uje neomezenou
proliferaci bunék.

Existuje obranny vestaveény bunecny mechanizmus proti neustalé proliferaci, ktery scita a
limituje celkovy pocet déleni bunky.

Normalni somaticka bunka ma omezeny pocet déleni, tj. limitovanou schopnost proliferovat
a nastava ireverzibilni zastava rdstu, tzv. replikativni starnuti (senescence) a smrt.

Molekularnim nastrojem tohoto scitani jsou segmenty DNA na koncich chromosom tzv.
telomery. Ty se pfi kazdém déleni zkracuji a kdyZ dosahnou kritické délky dochazi k starnuti
a krizi. Jestlize tento scitaci systém funguje v nadorové burice fadné, jeji nadmérna
proliferace je prerusena predtim, nez je nador prilis velky.

Aktivaci genu, ktery kdduje enzym telomerazu, ktery neni v normalnich bunkach, ale byl
nalezen v nadorovych burkach, vsak dochazi k obnové telomerickych segmentt a to
umoznuje bunce se nekonecné mnozit, tj. stat se nesmrtelnou.

Imortalizace zahrnuje také inaktivaci specifickych nadorové supresorovych gent jako jsou
RB a p53, které se Ucastni regulace prechodu G1-S faze bunécného cyklu a indukce
apoptdzy i dalSich gend spojenych s bunécénym cyklem a apoptdzou.



Telomery

vysoce konzervované nukleoproteinové komplexy pritomné na koncich
chromozomU a obsahuji tandemové opakujici se sekvence DNA bohaté
na guanin (TTAGGG) obalené specifickymi na DNA se vazajicimi proteiny.
Telomery tvori protektivni cepicku kolem genomove DNA a zabranuji
chromozomalnim ztratam a aberantnim fuzim béhem mitotického cyklu.
Telomery se zkracuji s dalsimi bunécnymi délenimi, coz mize zpUsobit
genovou nestabilitu a zménénou genovou expresi.

Bunky prochazeji krizovym stadiem (Hayflick{v limit) nebo umiraj.
Zkracovani telomer vybudi proliferativni starnuti pres aktivaci kontrolnich
bodl pRB a p53, coz vede u divokych typl p53 k zastavé proliferace.
Dochazi k bariére v proliferaci charakterizované dysfunkci telomer, extréemni
genomovou nestabilitou a rozsahlou smrti bunék mechanismy zavislymi i
nezavislymi na p53.

Délka telomer koreluje s bunécnym starnutim, ale neexistuji zadné dikazy
pro jasnou korelaci na organizmalni Urovni a korelace s délkou Zivota Clovéka
Ci jinych druhd.



Stadium terminalni proliferacni zastavy (TPA)
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Normalni buriky absolvuji urcity pocet déleni nez navzdy opusti bunécny cyklus
a zlstanou ve viabilnim neproliferujicim stavu — senescence. Pfi inaktivaci p53
se tyto bunky jesté néjakou dobu déli a pak zastavuiji bunécny cyklus (p53-minus
TPA). Pfi naruseni jak p53 tak pRb/p16 (napf. pritomnosti virovych onkoprotein(),
burika obejde stav senescence a nasledné je zastavena ve stavu krize. Vyjimecné
(1 bunika z 107 ) mize prekonat krizi a stat se nesmrtelnou. Transdukce nékolika
normalnich bunék s expresnim konstruktem hTERT mUze vyustit v expresi
telomerazy a obejit stav senescence.



Heterogenita delky telomer

odrazi genetické rozdily a komplexni rovnovahu mezi procesy, které
vedou k degradaci a témi, které prodluzuji telomery.

Napr. bunky se sebeobnovnou kapacitou maji delsi telomery nez
diferencované nebo telomery lab. mysi jsou delsi nez u Cloveka.

Telomery jsou kratsi u lidskych somatickych tkani ze starSich lidi nez
u mladsich jedinct nebo u zarodecnych bunék.

Déti s genetickymi nemocemi projevujicimi se rychlym starnutim tzv.
progerickym syndromem (Down, Werner, At. telangiectasia) umiraji
v raném veku s télem 90ti letych a jejich telomery jsou drasticky
zkraceny.



Proces imortalizace bunék

Imortalizované bunky vznikajici z krizového stadia (inaktivaci p53 a
PRB, overexpresi cMyc a Ras a v dlsledku vazné genové nestability)
obnovuji funkci telomer aktivaci telomerazy, alternativnim telomery
udrzujicim mechanizmem (ALT) nebo jinym adaptivnim mechanizmem.

Ve skuteCnosti maji nadorove bunky kratsi telomery nez jejich
odpovidajici normalni bunécné typy. Tyto telomery se dale zkracuji
béhem progrese nadoru a u mysich exp. modeld, jsou zkracené
telomery spojeny se zvySenou genetickou nestabilitou a zvySenou nebo
redukovanou spontanni malignitou v zavislosti na genetickém kontextu.

Mnoho faktord (genetickych, nutricnich, hormonalnich,
environmentalnich, farmakologickych) mtze modulovat udrzovani
telomer a potencial bunécného zivota.



Telomeraza

Telomery nejsou udrzovany normalnim replikacnim procesem.

U kmenovych, nadorovych a imortalizovanych bunék, je zkracovani
telomer zastaveno aktivaci

Telomerazy - reverzni transkriptazy, ktera rozsiruje telomerické TTAGGG
opakované sekvence.

3 hlavni slozky:

- 5 telomerazou spojeny protein TLP1

- telomerazovou RNA -hTR

- telomerazovou katalytickou jednotku TP2 - lidska telomerazova
reverzni transkriptaza.

Telomeraza pouziva svou RNA k navazani na telomery, zatimco
katalyticka proteinova jednotka syntetizuje DNA primo na koncich
chromozém{ reverzni transkripci templatu RNA.



Rozsirovani na guanin (G) bohatych
telomerovych viaken telomerazou

= GGGTTAG

NG

GGGTTAGGGTTAG

5

= GGGTTAGGGTTAG

Holoenzym telomeraza obsahuje proteinové subjednotky vcetnée
katalytické subjednotky s aktivitou reverzni transkriptazy a molekulu
RNA, ktera slouzi jako templat pro pridani opakujicich se motivl TTAGGG




Zmeny telomerazové exprese a aktivace

B Telomeraza je vysoce exprimovana ve vetsing nadord a kmenovych bunék,
stfredné v hyperplastickych burikach a velmi nizka nebo Zzadna v normalnich
diferencovanych tkanich a postupné se snizuje s vékem.

B Jeji exprese je spojena s vysokym proliferacnim indexem a obnovnym
tkanovym potencialem, agresivitou nadorl, vysokym histopatologickym
gradem a s proliferaci cévniho endotelu.

B Telomerdzova aktivace a overexprese je Casto nezbytnym a ranym déjem
v mnohastupnové karcinogenezi: vzrlsta rychle pfi chemické karcinogenezi a
po zkraceni telomer. Telomeraza neni ani onkogen ani nadorové supresorovy
gen, ale je regulovana nahoru nebo dold mnoha faktory a stava se ddlezitym
predisponujicim déjem u karcinogeneze nebo cilené nadorové terapie.




Homeostaza systemu telomery — telomeraza

je komplexni a je svazana s genetickymi a environmentalnimi faktory.

Rada faktor(l telomerazovou aktivitu

g Shizuje
napf. diferenciacni Cinidla, epigallocatechin gallate (z Caje),
antineoplastické latky - cisplatina, doxorubicin, protein fosfataza 2,

MAPK, tamoxifen, androgeny, volné radikaly, inhibitory reverz.
transkriptazy

nebo
» zvysuje

napr. chemické karcinogeny, mutace telomerickych sekvenci, gamma
zareni, PKC, EGF, estrogeny



Vztahy mezi telomerazovou aktivitou a
nadorovym onemocnénim

jsou slozité a jen ¢astecné objasnéné. Telomeraza mdze paradoxné bud’
podporovat nebo inhibovat tvorbu nadord v zavislosti na genetickém kontextu.

U nadorovych bunék jsou telomery kratSi a telomerazova aktivita obvykle
nasleduje po zkracovani telomer.

Ztrata funkce telomer pfi raném déleni zahajuje genetickou nestabilitu,
zatimco v pozdéjSim bodé progrese nadoru absence telomerazy inhibuje
rUst. Tak zatimco inhibice telomerazy u ustanovenych nadort mdlze byt
cennym terapeutickym pristupem, na véku zavislé zkracovani telomer mtze
byt rizikovym faktorem pro nadory tim, ze umoznuje obejit kontrolni bod
mortality.

Systém telomery-telomeraza predstavuje komplexni skupinu molekul
interagujicih navzajem a modulujicich vék bunék, genetickou stabilitu
a nadorovou transformaci.

Vnéjsi zasahy mohou modulovat Ziti zvySovanim nebo snizovanim délky
Zivota, ale s timto pristupem jsou spojeny také odpovidajici problémy.



Vyznam poznatku - telomery a telomeraza

Udrzovani telomer by mohlo byt dllezité pro prodlouzeni zivota, ale
vzhledem ke slozitosti fyziologickych mechanismd na bunécné a zejména
organizmalni Urovni, nelze tento problém zjednodusSovat.

Z onkologického hlediska, mtize nadmérna rexprese telomerazy zvysovat
riziko vzniku nadord. Ackoliv normalni bunky s delSi dobou zivota a
udrzovanymi telomerami se nejevi jako neoplastické, zpozdéni fyziologické
smrti mize zvySovat pravdépodobnost kontaktu s karcinogeny. Telomeraza
sama také zvysuje onkogenni potencial predisponovanych bunék a je cilem
protinadorovych terapii.

Zatim se pozornost soustfed’'uje na zvySeni doby zivota nékolika cilovych
bunék nebo sniZeni proliferujicich nadorovych bunék. Malo pozornosti je
vénovano organizmalni Urovni, mikro- a makroprostredi, ve kterém tyto buriky
rostou jako normalni nebo imortalizované nadorové bunky: tj. angiogenezi,
ristovym a diferenciacnim faktorlim, cytokinéim, hormonlim, imunitnimu
systému a environmentalnim faktorim.

Zbyva odpovédét na otazky:
? - Je bezpecné prodluzovat lidsky zivot pouzitim terapeutickych latek?
? - Je lepsi prodluzovat lidsky zivot nebo zlepSovat kvalitu zivota?



Zkracovani telomer muze vést
ke chromozomalni nestabilité a vzniku nadoru

POPULATION BY REPEATED CELL
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Figure 23-36. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Imortalizace je nutna,ale ne dostacujici
pro maligni transformaci

A
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A) U fady modell /n vitro se ukazalo, Ze onkogeny (napf. aktivovany ras) mohou zplsobit maligni transformaci
imortalizovanych, ale ne normalnich bunék. Aktivovany ras zplsobuje maligni transformaci SV40-imortalizovanych
fibroblaststi, ne vSak normalnich fibroblastd nebo SV40-transdukovanych fibroblast{, které nebyly imortalizovany.

(B) Mysi fibroblasty transdukované aktivovanym proteinem ras ziskavaji konstitutivné aktivni signaini drahu MEK. U
imortalizovanych bunék to mdze vyustit v maligni transformaci, kdezto u normalnich bunék dochazi k upregulaci p53
a p16!NK4a 3 pred¢asnému starnuti (premature senescence).



Adenovirova terapie vyuzivajici promotoru pro
telomerazu selektivhé usmrcuje nadorové bunky

normal cell
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Shay JW and Wright WE, Cancer Cell 2, 2002:257-65




Inhibitory telomerazy a konvencni terapie

telomerase inhibitor alone
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DHARTHA MUKHERJEE

O VL ADKYNE
VSECH
NEMOC]

Pribéh rakoviny

MASARYKOVA UNPNIRZITA

Prelozil prof. Jan Smarda

Védecky thriller o rakoving, ,vladkyni
vSech nemoci", udivuje ¢tenare celého
svéta svym strhujicim tempem a hluboce
lidskym vyznénim. Jeho autor Siddhartha
Mukherjee, Iékal, védec a ocenovany
spisovatel, se na nadorové onemocnéni
diva s preciznosti bunécného biologa, s
nadhledem historika a se zaujetim
zivotopisce. Vysledkem je Gzasné
poutava kronika nemoci, s niz lidé Ziji a
umiraji vice nez pét tisic let. Mukherjee
byl za svou knihu ocenén Pulitzerovou
cenou (2011) a cenou deniku Guardian.
Casopls TIME dilo zaradil mezi sto
nejvlivnéjSich anglicky psanych knih od
roku 1923 a New York Times Magazine
mezi sto nejlepSich odbornych knih vSech
dob.



Kontrolni otazky k téematu

V ¢em spociva imortalizace bunék?

Co jsou to telomery, telomeraza a jak funguji u nadorovych bunék?

Hlavni sloZzky telomerazy a jejich funkce

Které faktory mohou ovlivnit telomerazovou aktivitu a jaky vyznam ma jeji

snizeni (zvySeni)?

= Jak pfispiva zkracovani telomer ke vzniku nador?

» Jak souvisi zkracovani telomer s genetickou nestabilitou?

= S funkci kterych gend je imortalizace bunék spojena?

» Charakterizujte proliferacni krizi, Hayflick(v limit, senescenci a
imortalizaci

= Jak mohou byt poznatky o mechanizmech fungovani systému telomery-

telomeraza vyuzivany v terapii?



