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Signalizace
je nastrojem komunikace

buriky vzajemné komunikuji a koordinuji své aktivity

zakladem bunécné komunikace je tvorba/detekce
signalu, jejich zpracovani a zajisténi adekvatni odezvy

(IS

Zasadné ovliviiuje chovani bunék (metabolismus, rust,
diferenciaci, pohyb, sekreci proteinu, atd.)



Princip signalizace

= tvorba signalu
= registrace signalu receptorem

= pFenos signalu z receptoru
k efektorum (,,signal transduction®)

= efektorem muze byt transkripéni
faktor, enzym, slozka cytoskeletu,
atd...

= schopnost bunky reagovat na
podnéty je geneticky uréena -
spektrem receptoru, které je
schopna vytvorit

Cell surface =
receptor (> J

Responding cell

/j\a @]\

Modification of Modification of
cellular metabolism, gene expression,
function, movement development




Tvorba signalni molekuly

= specializované produk¢ni bunky seskupeny do zlaz

= signalni molekuly se po sve syntéze dostavaji do méchyrku
pod plazmatickou membranou, fuzi membran dojde k sekreci
do mimobunécného prostoru (exocytoze)




i Chemicka povaha signalu

= proteiny

= kratké peptidy

= aminokyseliny

= nukleotidy

= steroidy

= retinoidy

= mastne kyseliny a jejich derivaty
= plyny



Vyznam rozpustnosti signalni
molekuly

CELL-SURFACE RECEPTORS INTRACELLULAR RECEPTOR

plasma membrane
cell-surface

receptor protein

carrier protein

target cell

nucleus
intracellular receptor protein



Signalizace zprostredkovana
nitrobunecnymi receptory

= typickymi ligandy jsou steroidni / tyroidni hormony

= nizka molekulova hmotnost, hydrofobicita
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Signalizace zprostredkovana
nitrobunecnymi receptory

Mechanismus U ¢inku:

Mala velikost/lipofilni povaha hormonu
- difze membranou - pevna vazba na
nitrobunecneé receptory - konformacni
zména receptoru - zvysSena afinita ke
specifickym sekvencim DNA -
regulace transkripce cilovych genu
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Struktura

nitrobunéc¢nych receptoru

C-konec: doména pro vazbu hormonu

N-konec: domeéna pro fizeni transkripce
Stfed molekuly: doména pro vazbu DNA

hormone-binding site

inhibitor protein

gene-activating
domain

DNA-binding domain hinge region
steroid
hormone ‘

V
DNA binding site expose

® CooH

DNA-binding
domain
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cortisol receptor
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estrogen receptor

— C
progesterone receptor

N-=— C
vitamin D receptor

N———C

thyroid hormone receptor

N—= C
retinoic acid receptor




Signalizace zprostredkovana
ovrchovymi receptory

extracellular signal molecule

receptor protein __

1. Hydrofilni mimobun é¢&ny signal plasma membrane

(ligand, ,primary messenger-): et
= rustovy faktor, cytokin, hormon, atd. SERFFOLD
2. Povrchovy receptor RELAY
=  prevod mimobunécneho ligandu do podoby ) 4
nitrobunécéného signalu 7T H T TRANSDUCE AND
3. Sekundarni p renase¢ (,secondary messenger*):
= nizkomolekularni struktury (CAMP, Ca?*, .
diacylglycerol, zbytek kyseliny fosforecné, atd.) v INTEGRATE
= produkt enzymové katalyzované reakce ) /a‘*ﬁ\ ,,
= prenos signalu od povrchovych receptort k -4 ] P~ 1 seammo
efektordm )—¢| ANCHOR

4. Cilova molekula (efektor): ﬁ._ ‘ —

- enzym nuclear envelope """"

= slozka replikacniho aparatu 3 .ﬁ:’.J \ NUCLEUS |

=  slozka aparatu pro genovou expresi . N ctivated gene BRI
= slozka cytoskeletu e |

element GENE TRANSCRIPTION




Hlavni tridy
povrchovych
receptoru

(A) receptory spojené s iontovym kandlem

L]
. " plasmaticka e eOnEY,

membrana

(B) receptory vazané na G-protein

signalni molekula

G-protein
enzym

aktivovny
enzym

aktivovany
G-protein

(C) receptory vazané na enzym

signalni __M
molekula jako

dimer

aktivni
katalytickda domeéna

neaktivni
katalytickd doména




Jak receptory prenaseji signal
res plazmatickou membranu?

1. Konforma €éni zménou

= vyvolanou vazbou ligandu, ktera se projevi v nitrobunécné domené
receptoru

= typické pro receptory se sedminasobnym vinutim membranou

2. Dimerizaci

ligand seskupi inaktivni podjednotky receptoru, které jsou schopny
lateralniho pohybu membranou

dimerizace receptoru umozni pfiblizeni jejich tyrozinkinazovych
cytoplazmatickych domén

nasledkem je vzajemna fosforylace a aktivace receptoru
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Receptory se sedminasobnym
vinutim membranou

aktivace ligandem vede k vytvoreni vazebného mista pro protein G
(v cytoplazmatické Casti receptoru)

aktivni receptor muze interagovat s proteinem G: vazba vyvola
disociaci GDP z G proteinu a jeho nahrazeni GTP

aktivované receptory katalyzuji vym  énu nukleotidu vazaného

K proteinu G

aktivni G-protein s navazanym GTP reguluje nekolik dulezitych
enzymu zodpovédnych za tvorbu sekundarnich pfenasecu

Receptor - Signal molecule Activated
(activated) { enzyme
e,

@0

SGTPY ! NY . ;
ign\\rz" Active G protein N o + -
GDP displaced
by GTP +
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(b} G-protein system in action Celiular response




Dva typy proteinu G

trimerni (velké) G proteiny , které se indukuji pfimou vazbou
S receptory

monomerni (malé) G proteiny typu Ras, které interaguji
S receptory nepfimo prostrednictvim adapteru

vSechny stimulované G proteiny obsahuji oblasti, které interaguji
s jinymi proteiny a tak ovlivauji jejich aktivitu

vSechny G proteiny mohou vazat GTP/GDP a disponuiji
GTPazovou aktivitou
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Funkce
trimernich G-proteinu

G

TP GTP GTP GTP
h I crease CAMP | 4

i iﬁr';c anne sp in DAG
nhibition cAM

phospholipases P|P2—<|p3
phosphodiesterases

= spojovaci ¢lanky mezi povrchovymi receptory a sekundarnimi
prenaseci

= interaguji pouze s aktivovanymi receptory

= interakce s aktivovanym receptorem vede k vym éné GDP na
podjednotce a proteinu G za GTP

= podjednotka o s navazanym GTP se aktivuje a odd éluje se od
podjednotek B ay

= uvolnéna podjednotka a s navazanym GTP (podobné jako uvolnéné
podjednotky (3 a y) mUze interagovat se svou cilovou molekulou

v plazmatické membrané (efektorem), ktery signal pfedava dal

= znacna rozmanitost efektoru G proteint (adenylat cyklaza, fosfolipaza
C, cGMP fosfodiesteraza, ruzné typy iontovych kanalku)
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Funkce trimernich G-proteinu

RESTING
STATE

© Hormone

Binding of hormone induces a conformational

change in receptor

Activated receptor binds to G, subunit

D.. ;O

Binding induces conformational change in G,; bound GDP

dissociates and is replaced by GTP; G, dissociates from Gy,

q"
Hormone aissociates from receptor; G, binds to effector,
activating it

Uy O

Hydrolysis of GTP to GDP causes G, to dissociate
from effector and reassociate withi Gﬁj.
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G-proteiny mohou aktivovat
enzymy vazaneé v membrane

= nasledna tvorba dalSich
signalnich molekul

= nejcastéjSimi cilovymi enzymy
jsou adenylatcyklaza (tvorba
cAMP) a fosfolipaza C (tvorba
Inositoltrifosfatu  a

aktivovany fy-komplex aktivovany enzym
I

aktivovand a—podjednotka
G-proteinu

diacylglycerolu ) 00 (R
v v .~ : Je®
= Sprazeni mezi G proteinema _o0e "
tvorbou sekundarnich prenasecu o l\
muzevb),/t St.ImUIacnl (GS) nebo mno!‘m'intracqlu!érnifh molalgulc‘wvch
inhibicni (G I) Eﬁg!{idgjfruor:g#‘]? v burice a aktivuje
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G-protein:
aktivace adenylatcyklazy

Regulace tvorby cyklickeho adenozimnonofosfatu (CAMP)
(cCAMP objeven pii studiu metabolismu glykogenu, Sutherland, 1958)

Adenylyl cyclase

3',5'-Cyclic AMP
[cAMP)

G protein
Plasma membrane b W Activates protein

kinase A (PKA)

G protein Activated
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cyklicky AMP

= koncentrace CAMP uvnitf buiky zavisi na
rovnovaze aktivit adenylatcyklazy a
cAMP-fosfodiesterazy

= adenylat cyklazy regulovana proteinem G,
aktivita cCAMP-fosfodiesterazy nepodléha
kontrole (je konstitutivni)

= rozpustnost ve vodé umoznuje prenos
cAMP od membrany k proteinum cytozolu
nebo jadra

= aktivuje cCAMP-dependentni protein
kinazu (kindzu A)

NH,
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Efektory cAMP

Protein kinaza A

= aktivovana cAMP

= fosforyluje transkripéni faktor CREB

(zodpovidajici za transkripci genu vybavenych

sekvenci CRE — ,,cAMP-response element®)

= v metabolismu glykogenu fosforyluje
fosforylazovou kinazu (aktivace Stépeni glykogenu)
a glykogensyntazu (inaktivace syntézy glykogenu)




Struktura protein kinazy _

Inaktivni stav:
= dveé regulacni podjednotky (vazba cAMP)
= dveé katalytické podjednotky

Aktivni stav:

vazba cAMP — zména konformace regulacnich
podjednotek — disociace regulacnich podjednotek z
komplexu — uvolnéné katalytické podjednotky mohou
fosforylovat své substraty

PKA:
= vyskyt ve vSech zivocisnych bunkach
= zprostfedkovava vetsSinu ucinku cAMP




cAMP

a metabolismus glykogenu
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G-proteiny

a ionty Ca?*

= G-protein ovliviiuje hladinu iontd Ca?*
v cytozolu

= koncentrace Ca?* v cytozolu a
mimobunéném prostoru neni stejna:
cytozol: 10-"M,

mimobunécény prostor: 10-3M

= dusledek aktivni ¢innosti iontovych
pump na membranach

= koncentraéni gradient tlaci ionty Ca?*
do cytozolu

= zvySena permeabilita membrany —
vySSi koncentrace Ca?* v cytozolu —
aktivace nitrobunécného signalniho
mechanismu

Mt driven
Ca®* antiport

e

Co®-ATPase

[Ca™] = 107 M

[€a] = 1077 M
CYTOSaL

ﬁai'-.E_TFasa ;:rl Cﬁh=hinl.'|l'|'ln ative ca?,
E:i%nnjpf:;rﬁ iI; moleculas in ienpart in

i m rmitechonddrion
reficulum cyloplas nachandrig,

/‘W
{
ae BRI

calclum:binding molacula

andoplasmic raticalum mitechondrion

CYTOSOL




G protein otvira kanalky Ca?*

vazba ligandu k receptoru — aktivace proteinu G —
aktivace fosfolipdzy C — tvorba inozitol trifosfatu a
diacylglycerolu

IP3 opousti plazmatickou membranu a difunduje
cytozolem — otevie kanalky Ca?*v ER — uvolnéni
Ca?*

Plasma

membrane u } %
&S

PIP, DAG

Cytosol

o Z/"Ca2+

IP; receptor

©o 000 00 olo @ o ¢
©O 0000 O OOO O
© 0000 0 0 0 0 ¢

Endoplasmic reticulum © O O O




troponin complex
P00 )| —

Efektory Ca?*

Troponin C — pfitomen v bunkach kosterniho svalstva
- Uloha pfi svalové kontrakci

Kalmodulin — protein zprostfedkujici vétSinu reakci na Ca?*

Calmodulin

b ndlng

Ca?*/calmodulin “

_\

= vazba Ca?* na kalmodulin — zména konformace - zvySeni afinity
pro jiné proteiny — zména jejich aktivity

= kalmodulin byva stalou regula¢ni slozkou enzymovych komplexu

= dualezitou cilovou molekulou fizenou komplexy kalmodulin/Ca?*
je Ca*-dependentni protein kindza (Ca-kinaza), ktera
fosforyluje Ser/Thr cilovych proteint

Ca**/calmodulin-dependent protein kinase 2 5




Katalytickeée receptory

= proteinkinazova aktivita vazana na pfitomnost ligandu

= zajiSténi odpovédi buniky na rustové faktory

= receptorovou ulohu ma glykozylovana N-koncova doména

= stfedova hydrofobni doména prochazi membranou

= C-koncova doména ma kinazovou Outide =
aktivitu nebo je schopna asociovat
s nitrobunéénymi kinazami — ur€uje )
typ signalni drahy a charakter bunééné
odpovédi

lg-like.

o subunit = domains

Cysteine-rich
domains

Tyrosine
kinase
domain

Cytosol EGF receptor Insulin receptor PDGF receptor




Receptorove
tyrozinoveé kinazy

= cytoplazmaticka doména ma tyrozinkinazovou aktivitu zavislou na vazbé
ligandu k mimobunécné domeneé

= vétSinou jediny polypeptidovy fetézec, ktery prochazi membranou
Sroubovicovou doménou (moznost
lateralni diflze membranou) o &

EGF
receptor

= vazba ligandu vyvola dimerizaci
podjednotek receptoru, coz vede k
transfosforylaci partnerske
podjednotky: nasledkem je aktivace

845 YHAE STAT3/5

579 yiyy PLCy

581 992 YLIP

receptorové kinazy RS-} 720 yow 1045 550 }-0 K

GAP 771 YMAP 1068 YINQ :;::
:‘::: 1009 YTAV TR RN 21“;?["5

K fosforylovanym AK zbytkim se d picsy @\ 1021 vIp ]
SH2 véaze fada rliznych protein( A Rl 3



Domeéna SH2

spojuje receptorové PTK s nitrobun

éénymi p renase¢i

28



Signalni draha Ras

prvni ¢ast: receptor-Grb2-Sos-Ras

= Grb2 je adaptérovy protein s doménami SH2 a SH3

= domeéna SH2 proteinu Grb2 se spojuje s aktivovanou receptorovou PTK
= domeéna SH3 spojuje Grb2 s proteinem Sos

= Sos je GEF protein - zajistuje vyménu GDP za GTP na proteinu Ras
(aktivace Ras)

plasma
membrane
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Ras aktivuje drahu MAPK

druha ¢ast: Ras-Raf-MEK-ERK-ELK1

= aktivovany Ras vaze a aktivuje své efektory, napf. Raf

= Raf je serin-treonin kinaza, ktera spousti kaskadu kinaz MAP (mitogen-
activated protein kinases): Raf  aktivuje MEK, MEK aktivuje ERK

= ERK pfechazi do jadra, kde aktivuje Elk-1

= Elk-1 je transkripéni faktor indukujici transkripci proliferacnich genu

N Growth factor




Rustoveé faktory prostfednictvim drahy
Ras/MAPK zapinaji expresi genu nutnych
pro rast a déleni

Ras aktivuje drahu MAPK
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MAPK(,,mitogen-activated
rotein kinases*)

" rodina serin/treonin PTK
" vysoka konzervativhost v eukaryontnich bunkach
" (cCast na procesech proliferace, diferenciace, pohybu a bunécné smrti

" MAPK (ERK) jsou fosforylovany a aktivovany MAPK-kinazami
(MAPKK)

" MAPKK (MEK) jsou fosforylovany a aktivovany MAPKK-kinazami
(MAPKKK)

" MAPKKK (RAF) jsou aktivovany interakci s malymi G proteiny
(napf. Ras) nebo jinymi kinazami, které jsou napojeny na povrchové
receptory
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Ras a nadory

Mutantni Ras v nadorovych burikach nemUze hydrolyzovat
GTP a hromadi se v aktivnim stavu

GTP /// 7 v

Exchange

X

Ras-GDP

GDP
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Souhrn

bunky komunikuji prostrednictvim signalnich molekul

signaly bunky zachycuiji signaly specifickymi receptory na povrchu
nebo uvnitf bunek

rozmanitymi nitrobunéénymi signalnimi drahami se signal o
interakci ligandu s receptorem dostava k bunéénym efektoriim,
ktery zajisti adekvatni reakci bunky

schopnost produkovat a/nebo detekovat signaly a adekvatné na
né reagovat je podminkou radného vyvoje embrya i udrzovani
homeostaze dospéleho organismu v proménlivém prostfedi
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Rakovina - definice

nazev rakovina (,cancer®) odvozen od latinskeho slova oznacujiciho
kraba (fecky: karkinos = krab, onkos = naklad, bremeno)

choroba zpusobena malignim nadorem

nador (,tumor) - neoplazie, novotvar - patologicky utvar vytvoreny
v tkdni mnohobunééného organismu, jehoz rust se vymkl kontrole

postihuje rostliny, zivocCichy, ¢lovéka (neni to nemoc moderni doby)
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Rakovina - milniky

nejstarsi zminky: stary Egypt, 3000 — 1500 let pred
nasSim letopoétem (papyrus, popis nadoru prsu)

Hippokrates: staré Recko, 400 pied nasim letopo&tem
(zavedeni terminu karkinos)

Dr. Percivall Pott: Anglie, 1775 (vySSi vyskyt rakoviny
u kominiku, karcinogenni latka v sazich identifikovana
0 sto let pozdéji)

Wilhelm Roéntgen, Némecko, 1895 (objev paprskd,
které se zaCaly pouzivat pro radioterapii
rakoviny

Sidney Farber - 40. a 50. léta 20. stoleti
zacCatek chemoterapie rakoviny
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Hippokrates a Galéen

Hippokrates (400 pr.n.l.) — aplikoval poznatky o mechanice tekutin na
lidské télo a jeho nemoci - 4 hlavni tekutiny: krev, ¢erna zIlug, zluta zluc
a hlen

Galén (160 n.l.)

zanéty: horky a bolestivy otok = nadbytek krve

chladné a vihkeé viedy, puchyre, katary = nadbytek hlenu
zloutenka = nadbytek zluté zluce

rakovina a deprese = nadbytek ¢erné zluce

univerzalni Iék — pousténi zilou

Vesalius (16. stoleti) — studiem anatomie vyvratil domnénku
0 existenci ¢erné zluce
37



Rakovina
- Zakladni charakteristika

na bunécéné urovni geneticka nemoc (dusledek mutaci,
které se prenaseji do dcefinych bunék)

fenotyp nadorovych bunék je dédicny (prenasi se do dalSich
bunécnych generaci)

projevuje se zménou rustovych a diferenciacnich vlastnosti
bunék a zménou jejich zivotaschopnosti

zaCina na urovni jediné bunky
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Proc jsou rakovinne bunky
nebezpecne?

= reprodukuji se bez ohledu na potfeby organismu (nereaguji na
bézneé bunécné signaly)

= kolonizuji télni oblasti, které jsou vyhrazeny jinym bunécnym typum
= narusuji funkci postizenych organu

= vyCerpavaji organismus

= imunitni systém je obtizné odliSuje od bunék zdravych

= nador je tvofen heterogenni a prubézné se dale vyvijejici populaci
bunék, které vykazuji riznou (a proménlivou) citlivost k l1é€ivim
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Nadorové kmenoveé bunky

= mala populace bunék uvnitf naddoru nesouci znaky ,kmenovosti*
— schopnost diferenciace do ruznych bunécnych variant, které jsou
v nadoru pritomny, nizka proliferacni schopnost (bézne terapie jsou
zameéreny na rychle rostouci buriky)

= ¢asto zodpovidaji za znovuobjeveni nadoru po lecbée

= zodpovidaji za indukci nadoru po prenosu do zdravého organismu
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Je rakovina dedicna nemoc?

predispozice k tvorbé nadoru Ize dédit: u vzacnych familialnich
rakovinnych syndromu jsou zaznamenany zdédéné zarodecné
mutace

bézné jsou nadory odvozené ze somatickych bunék, ve kterych
doslo k nezadouci kombinaci nadorotvornych mutaci

zvySena frekvence mutaci/genomova nestabilita zvysuiji riziko
rakoviny
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Vyvoj rakoviny: postupne
hromadeéeni genetickych zmen

vétSina nadoru se objevuje v pokrocilejSim véku

Annual incidence per 10° males
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Nadory benigni (nezhoubnéeé)

pomaly rust

podobnost s puvodni tkani (dobra organizace bunék,
vysoky stupen diferenciace)

ohrani¢enost, beze zmény lokalizace

vétSinou neohrozuji zivot

43



Nadory maligni (zhoubnéeé)

vysoka proliferace (velka jadra, jadérka - tvorba ribozomu,
polyzomy - tvorba proteinu potfebnych pro bunééné déleni)

zmeény v morfologii, velikosti a tvaru bunék
nizsi stupen diferenciace

metastazuji
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| benigni nadory
mohou byt smrtelne!

= nadprodukce d ulezitych biologicky aktivnich molekul
(napf. hormon 1)

Priklad: nador zlaznatych bunék - Langerhansovy ostravky -
pfiliSna sekrece inzulinu - hypoglykemie - smrt

= poloha nadoru narusSuje n éjakou zivotni funkci

Priklad: mozkove vystelka - naruSeni funkce vitalnich center mozku
- smrt
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Klasifikace
a nomenklatura nadoru

nazev odrazi puvodni tkan, kde nador vznikl

pripona ur€uje, zda se jedna o nador benigni nebo maligni
-om (benigni)

-karcinom (maligni epitelialni tkar)

-sarkom (maligni konektivni tkan nebo sval)
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Typizace

nadoru - priklady

Pavod

Benigni

Maligni

Epitelialni/Endotelialni

Adenom jater, slinivky, tlustého
stfeva, ledvin, atd.

Adenokarcinom jater
slinivky,tlustého streva,
ledvin, atd.

Mezenchymalni pojivova tkan

Lipom

Liposarkom

Fibrom

Fibrosarkom

Chondrom

Chondrosarkom

Neuroblastom

Retinoblastom

Zarodek

Teratom

Teratokarcinom

Embryonalni karcinom

Jiny

Melanom

Leukemie
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Vétsina lidskych nadoru
je odvozena z epitelu

epitely jsou povlaky bunék, které vystylaji télni dutiny a pokryvaji
télni povrch

nadory epitelialnich bunék (karcinomy) tvofi nejvétsi skupinu
lidskych nadoru (vice nez 80% umrti na rakovinna onemocnéni
v zapadnim svété)

zahrnuji nddory ustni dutiny, jicnu, zaludku, malého a velkého
stfeva, konec€niku, ktze, prsu, slinivky, plic, jater, vajecniku,
Zluéniku a moc¢ového méchyre
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Rakovina a viry?
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"
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Indukce sarkomu u kurat

o |
- = |
|

= Peyton Rous — Nobelova cena 1966
= dukaz ucasti virt u nékterych typu
rakoviny

. %% O
jg( remove sarcoma grind up O

and break up sarcoma

chicken with collect filtrate inject filtrate observe sarcoma

sarcoma in ::l;‘t:ns;; a:)lfl withzang that has passed into young in injected
breast muscle tissue through fine- chicken chicken

pore filter




RSV je retrovirus odvozeny
od viru ptaci leukozy ALV

envelope
lipids proteins

reverse

gag pol env
ALV 5’ [T AAAAAA...3

o

core proteins reverse envelope
transcriptase protein

viral RNA
genome

gag pol env
ALV 5[ AAAAAA...3Y

gag pol env src
RSV 5/ [ I AAAAAA....3'

FaNNN A

>

B
U
N
.

—

a\ o
"] ‘h
L YUV S

Ohnisko ,focus“ nadorovych bunék
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Akutne transformujici retroviry
transdukuji onkogeny

= Virus Rousova sarkomu (RSV) obsahuje gen (src), ktery se
uplathuje pfi vzniku rakoviny, ale nezajistuje zadnou virovou
funkci

= normalni bunky obsahuji pfibuzny gen, ktery kdduje tyrosin
kindzu Src

= normalni gen (c-src) je protoonkogen, virovy gen (v-src) je
onkogen, kodujici konstitutivné aktivni mutantni formu
tyrosin kinazy
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Akutne transformujici retroviry
bézneé neinfikuji cloveka

Table 3.3 Acutely transforming retroviruses and the oncogenes that they have acquired?®

oncogene

Name of virus Viral
Rous sarcoma src
¥73/Esh sarcoma yes
Fujinami sarcoma fpsb
UR2 ros
Myelocytomatosis 29 myc
Mill Hill virus 2 mil
Avian myeloblastosis E26 myb
Avian myeloblastosis E26 ets
Avian erythroblastosis ES4 erbA
Avian erythroblastosis ES4 erbB
3611 murine sarcoma raf®
SKV770 ski
Reticuloendotheliosis rel
Abelson murine leukemia abl
Moloney murine sarcoma mos
Harvey murine sarcoma H-ras
Kirsten murine sarcoma K-ras
FBJ murine sarcoma fos
Snyder-Theilen feline sarcoma  fes'
McDonough feline sarcoma fms

Gardner-Rasheed feline sarcoma fgr
Hardy-Zuckerman feline sarcoma kit

Simian sarcoma sis
AKT8 akt
Avian virus S13 sea
Myeloproliferative leukemia mpl
Regional Poultry Lab v. 30 eyk
Avian sarcoma virus CT10 crk
Avian sarcoma virus 17 jun
Avian sarcoma virus 31 gin
AS42 sarcoma virus maf
Cas NS-1 virus cbl

Species

chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
mouse
chicken
turkey
mouse
mouse
rat, mouse
mouse
mouse
cat

cat

cat

cat
woolly monkey
mouse
chicken
mouse
chicken
chicken
chicken
chicken
chicken
mouse

Major disease

sarcoma
sarcoma

sarcoma

sarcoma

myeloid leukemia*
myeloid leukemia
myeloid leukemia
myeloid leukemia
erythroleukemia
erythroleukemia
sarcoma
endothelioma (?7)

immature B-cell lymphoma

pre-B-cell lymphoma

sarcoma, erythroleukemia

sarcoma
sarcoma
osteosarcoma
sarcoma
sarcoma
sarcoma
sarcoma
sarcoma
lymphoma

erythroblastic leukemia®

myeloproliferation
sarcoma

sarcoma

sarcoma

sarcoma

sarcoma
lymphoma

Nature of oncoprotein

non-receptor TK
non-receptor TK
non-receptor TK
RTK; unknown ligand
transcription factor
ser/thr kinase
transcription factor
transcription factor
thyroid hormone receptor
EGF RTK
ser/thr kinase
transcription factor
transcription factor
non-receptor TK
ser/thr kinase
small G protein
small G protein
transcription factor
non-receptor TK
CSF-1 RTK
non-receptor TK
steel factor RTK
PDGF
ser/thr kinase
RTK; unknown ligand
TPO receptor
RTK; unknown ligand
SH2/SH3 adaptor
transcription factor
transcription factor
transcription factor
SH2-dependent ubiquitylation
factor 55



Pomalu transformujici retroviry

= netransdukuji onkogeny

= integruji se do blizkosti bunécného protoonkogenu a podridi
jeho expresi svemu promotoru: tim jej aktivuji na onkogen

ALV provirus
g, (HVPTOVIUS | genex ﬁ:\ge:ﬂ/
S gene K gann.L gene M no )
. proliferative
advantage
ﬁ gene A geneB gene C
1
/\ c-myc gens gene S
\ \

TRANSCRIPTION

—

myc mRNAs

((

lTRANSLATION

8888

I 56
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DNA-nadorove viry

také obsahuji onkogeny, ale ty se uplathuji jako pfirozene
regulatory virove replikace (nemaji bunécné protéjsky)

SV40, Adeno, Papiloma
= rostou v klidovych burikach
= pouzivaji hostitelsky aparat pro replikaci vliastni DNA
= stimuluji pfechod hostitelské buriky do S faze

“rané” virove proteiny funguji jako onkoproteiny nebo
inhibitory nadorovych supresoru
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Nador vznika postupnou
premeéenou zdravych bunek

Mezi zcela normalnim a vysoce malignim fenotypem je Siroké
spektrum prechodnych stadii. To signalizuje, ze vyvoj nadoru
je slozity a vicestupiovy proces.

Normal Epithelium \

o R
Cancer

Invasive Carcinoma \

Metastasis

Gene Defects

Progressively Increasing
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Postupnost kancerogeneze
spociva v hromadeni mutaci

Podminkou premény zdraveé buriky na nadorovou je kombinace nasledujicich
mutaci v jedné burice:

=  mutace umoznujici preziti a r ist bez ohledu na vn éjSi a vnit Fni
signaly fidici rust, diferenciaci a apoptozu

= mutace umoznujici unik z rodné tkan é
= mutace umoznujici preziti a proliferaci v cizich tkanich

= mutace stimulujici genetickou nestabilitu  ("but not too much"!)
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Many Mutations Lead to Cancer

Malignant Cells
Fourth or

Later
Mutation
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Které typy genu jsou pri
kancerogenezi mutovany?

(A) protoonkogeny

= pozitivné ovliviuji bunécny cyklus (urychluji jej)

= kancerogenni jsou mutace zpusobujici hyperaktivitu jejich produktu
(,gain-of-function mutation®)

= dominantni charakter mutaci

Oncogenes

(A) overactivity mutation (gain of function)

=3 il
Normal cell il B Normal
W genes e
regulate

'
single mutation event cell growth 54

creates oncogene

activating mutation " i, Oncogenes /4
enables oncogene to Cancer cell W e O
% s cell gr S
stimulate cell i W and division

proliferation

Mutated/damaged oncogene




Které typy genu jsou pfri

kancerogenezi mutovany?

(B) nadorové supresory

= negativné ovliviuji bunéény cyklus (zpomaluiji jej)
= v pfipadé poskozeni DNA umoznuiji jeji opravu

= kancerogenni jsou mutace eliminujici jejich funkci
(,loss-of-function mutation®)

= recesivni charakter mutaci

(B) underactivity mutation (loss of function)

mutation 4

event :
_

| inactivates §
tumor

suppressor
gene

no effect of
mutation in one
gene copy

normal cell

second gene

\ |/
second N\ 4
mutation >/ o
event ~—f —
—_
inactivates s

/

copy N’

two inactivating mutations
functionally eliminate the
tumor suppressor gene,

stimulating cell proliferation




Selhani kontroly bunecného deleni
souvisi s poruchou signalizace
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Protoonkogeny a onkogeny

protoonkogeny - pfirozena soucast genomu, plni fyziologické funkce,
obvykle spojené s rustem a proliferaci

mutaci nebo aktivaci virem se protoonkogeny méni na transformujici
onkogeny

onkogeny kdduji onkoproteiny

onkoproteiny se zapojuji do mitogennich signalnich drah a signalizaci
spojenych s diferenciaci nebo apoptézou

vyvolava ucinek (ucinek jednoho onkogenu ale k vyvolani nadoru
vétSinou nestaci)

az na malé vyjimky (napf . onkogen ret) onkogeny nejsou dédi€éné

(z rodi¢U na potomstvo)
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Proto-Oncogenes and Normal Cell Growth

Normal Growth-Control Pathway

Growth factor — 9% B

Receptor

) Signaling enzymes

Transeription
\"' /fﬂl'-:tﬂ rs

DNA

Cell nucleus -F-:‘-ft}:‘{ Ii:

7
ell prnllferatlun




Funkce onkoproteinu
jsou rozmanite

rustové faktory

receptory pro rustove faktory
nitrobunécne prenasece
transkripCni faktory

regulatory apoptozy

proteiny fidici bunécny cyklus
proteiny zapojené do oprav DNA

Virus-sncoded
activators of
growth-factor
receptors (lal

- [ Growth factor (1)

< _~Growth factor receptor (Il
-

fr--:—
|'/ I."ff

o [

4 ﬁ'} Intracellular
effector
recjion

joftan &
protein-
tyrosine
kinagal

Ji.i.\.,—<

153

: 'i . |I X
ém'
2|

Intracellular
transducers
I

Intracallular
recaptors
(i

Sacond massangears

(phosphorylated proteins)

e

j / NUCLEUS

DMA-repair
Transcription factors (V) proteins (VI

DNA xx. pooeonod oo
lTranscript'rn n Cell-cycle control
proteins (V)
FMNA

| S

+
mAMNA :
Anti-apoptosis |

Proteins  proteins (V) /
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Onkoproteiny
mohou byt kodovany viry

= glykoprotein gp55 retroviru

SFFV (,spleen focus-forming
virus“) indukuje erytroleukémii u
mysi

gpss

Epo

Extracellular
medium

= gp55 je transmembranovy

protein schopny vyvolat

Plasma
membrane

dimerizaci a aktivaci receptoru
EPO za nepfitomnosti jeho
pfirozeného ligandu

Cytosol

= vznik nadmérného mnozstvi

erytrocytu
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Aktivujici mutace receptorovych

kinaz napomahaji karcinogenezi

= aktivujici mutace nebo silna exprese

receptoru pro rustove faktory mohou vyvolat
transformaci bunky

= specificka bodova mutace méni normalni

receptor Her2 na onkoprotein Neu, ktery
vytvari dimery a vykazuje kinazovou aktivitu
| za nepfitomnosti ligandu

= delece domény pro vazbu ligandu
receptoru pro EGF zpusobuje vznik
konstitutivné aktivni dimerizujici formy
(ErbB)

= v obou pfipadech ztrata kontroly aktivity
receptoru

Proto-oncogene receptor proteins
Har2 Hc—:r..aplur EGF HHLepmr

= =
= =
2 _._
= = —_—
Exterior |
Plasma membrane Valine &
=
C | 5 A
e L AL
LD Protein-tyrosine
J - o ¥
T, kinasas
[
I — Gin Oncogeanic | (Delanon
| mutation
== | s
= B
—
==
= =
N 9
= =
Glutarmnea g & =

}'\

3 fErbBF

L:ga nd-independent
receptor oncoproteins

.l
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Onkogeny casto koduji konstitutivne
ktivni iny zapojeneé do signalizaci

= kKinazova aktivita c-Src je inhibovana fosforylaci Tyr 527

= tyrosin 527 ¢asto chybi u onkoproteinu Src, které vykazuji
konstitutivni aktivitu (tj. nemusi byt aktivovany fosfatazou)

= napf. v-Src RSV postrada 18 C-koncovych AA, véetné Tyr 527

Amino Carboxy i
terminus terminus 3
c-Src Myr— SH3 H SH2 — Kinase iT‘ﬂ’—‘
527 P
Csk Distorted
ATP ADP kinase
active site
Tyr
l.:P Kinase
v-Src Myr—— SH3 H SH2 |~ Kinase [ \
SH,

Phosphorylated Tyr 527 69




Preména protoonkogenu na
onkogeny

proto-oncogene

e

DELETION OR
POINT MUTATION GENE CHROMOSOME
IN CODING AMPLIFICATION REARRANGEMENT
SEQUENCE
| 1 b,
DNA—m—s— —— = 7 —namm— — mmmm DNA
| | | | | |
hyperactive normal protein greatly . .
protein made in overproduced nearby fusion to actively
normal amounts regulatory transcribed gene
DNA sequence greatly
causes normal overproduces
protein to be fusion protein;
overproduced or fusion

protein is
hyperactive
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Nadoroveée supresory

Tumor Suppressor Genes
Act Like a Brake Pedal

Tumor Suppressor
Gene Proteins

Growth factor —% e

%
Receptor 4*

Signaling "¢ |
stiFymes: X Transcription

a

=N =5 factors

A
ol

Cell nucleus

'{zﬁ prnllifera;iun
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Inaktivujici mutace
nadorovych supresoru

pl6

ARF

ey . , . pRb
VétSina nadorovych supresoru p53
funguje jako negativni p21

regulatory bunééného cyklu




Funkce nadorovych supresoru

negativni regulatory bunécného cyklu (Rb, p16)

negativni regulatory prorustovych bunécnych signalizaci
(WT-1 inhibuje EGR-1; NF-1 inhibuje RAS)

pozitivni regulatory mezibunééné adheze (APC, DCC)

slozky aparatu rozeznavajiciho poskozeni DNA
a reparacniho aparatu (p53, MSH2, MLH1)
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Zpusoby inaktivace
nadorovych supresoru

mutace
metylace DNA
zablokovani genové exprese
.MA Polymerase
. Methylation of
A P -'«\_} CpGlismnd
e =
m&ﬂ ' ;I"M
(CH3)

Pancreas
cancer
{turnor
suppressor
gene inactivation)

2 :&ﬂﬁ’%w &

Methylation
inhibits RMNA
transcription

silencing tumour SUPRrESSOF genes

—

1 1 1
Le C C '
Transcription
l inactivated by
hypermethylation

w on

&g @16 in solid wmours, 015 in acute
leukaemia

A E1 EA
L 7 —1
Methylated CpG island
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Mutace nadorovych supresoru

isou u nadoru velmi ¢éasteé

= postihuji i sporadické (nedédiéneé) formy nadoru
= priklady mutaci nadorovych supresort u nadoru tlustého streva

= Mmutace p53 nalezeny v 70% sporadickych nadoru tlusteho
stfeva

= mutace APC nalezeny v 70% sporadickych nadoru tlustého
stfeva

= mutace MSH2 nalezeny v 15% sporadickych nadoru tlustého
stfeva
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At stop signal

Oncogene Tumour suppressor gene

NO!
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Postupna preména
zdraveé strevni bunky
na nadorovou

ztrata nadorového supresoru APC s
nasledkem stabilizace (-kateninu a
ovlivnéni mezibunécné adheze: vznika
maly vyrustek - polyp

stimulujici mutace ras: benigni
adenom

oslabujici mutace nadorovych
supresoru DCC a p53; DCC se
ucastni regulace mezibunécnych
kontaktd; p53 je soucasti kontrolniho
bodu monitorujiciho stupen poskozeni
DNA v bunécnem cyklu: “late”
adenom a karcinom

Mormal colon cells

— Logs of APC
| . UmMor-suUpprassor
r gene (chromosome §)
A polyp {small !

growth} forms on
tha colon wall

A Benign,

\
e ——— l"
!

l

Precancerous
tUMmOr Qrows

A class |l adenoma
{henign} grows

A class |l adenoma
{benign) grows

A carcinoma {malignant
tumar) develops

Activation of K-rag
oncogens
[chromosome 12}

g Loss of DCC tumor-
SUPPreEssor gene
ichromosame 18}

BAL S | | J\r

Loss of p53
TUMor-sUpprassor
gena (chromosomea 17}

-’.___F;
/ # The cancer Other changes
% L. metastasizes
".Il/_' {spreads ta
other tissues)
Lumen ’ ol - ;
of colon Invasiva I :
L = tumor cells : ;
=0 4| MNormal colon Py -
| apithelial cells | _ P
I Basal lamina——{ |t a8 Fi
Wall fall 5
of colon Tumor calls invada =
blood vessels, allowing =i
metastagis o ooour Rt |
"~ Blood et .
vessel L




Nadorovy supresor Rb

= dédic¢na (familialni) forma: predispozice k rakoviné (nador
retinoblastom, zhoubny nador sitnice
= sporadicka forma: postupna inaktivace obou alel Rb

, je Casty v détském véku)

NORMAL, HEALTHY INDIVIDUAL

0

S\ N

OOO®

occasional cell
inactivates one of its two
good Rb genes

RESULT: NO TUMOR

HEREDITARY RETINOBLASTOMA

inherited
mutant
Rb gene

occasional cell
inactivates its only
good Rb gene copy

excessive cell
proliferation leading
to retinoblastoma

RESULT: MOST PEOPLE WITH
INHERITED MUTATION DEVELOP TUMOR

NONHEREDITARY RETINOBLASTOMA

occasional cell
inactivates one
of its two good

// \\ Rb genes

DODO®

b !

the second copy of
Rb is very rarely
inactivated in the
same line
of cells

excessive cell
proliferation leading
to retinoblastoma

RESULT: ONLY ABOUT 1IN 30,000
NORMAL PEOPLE DEVELOP TUMOR
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Alfred Knudson:
teorie dvou zasahu

= model vzniku rakoviny u osob se zdédénou predispozici
a 0sob bez dédi¢né zatéze

Two-Hit Hypothesis

- i |
i | i\
I 1
i
1 |
G 1) 1 F 4
\ A
\ \
15 III
: \
B
!
! 1 |

If first hit Is a germline
Germline mutation mutation, second

¥ Somatic mutation somatic mutation more
likely to enable cancer




Mechanismy ztraty

heterozygotnosti

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
Druha

Ztrata heterozygotnosti (LOH)

mutace
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Transformace a translokace

= translokace t(9; 22) vedouci ke vzniku onkogenu bcr-abl
je spojena s chronickou myeloidni leukemii (CML)
= markerem je pfitomnost “Filadelfskeho” chromozomu

Bergene on

chromosome 22 Abl gene on chromosome 9
5'mm  —
A
breakpoint \ /breakpomt

TRANSLOCATION

|

5 3 fused Ber/Abl gene
|
TRANSCRIPTION

5’:——3fpoly A fused Ber/AbI mRNA

|
TRANSLATION

[— ] Ber-Abl fusion protein

1
PR} Figure 23-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition. 81

Figure 23-5. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Pricinou CML
je selhani regulace c-Abl

c-Abl je tyrozin kindza
= napomaha transkripci genu zapojenych do bunééného cyklu

Proteinova chiméra Bcr-Abl
= ma vysokou konstitutivni tyrozin kindzovou aktivitu

berfabl
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Uspéch protinadorové
terapie: Gleevec/Imatinib

= Gleevec inhibuje aktivitu chimerické kinazy

blokovanim jejiho aktivniho mista

= vysoce specificka a netoxicka terapie CML

(C)
BCR-ABL ACTIVE

substrate protein signal for cell

— proliferation —= LEUKEMIA

Q w and survival
—
3" activating

phosphate
Ber-Abl

BCR-ABL BLOCKED WITH GLEEVEC
substrate protein

*&ll

Ber-Abl Gleevec

R

s

— no signal — NO LEUKEMIA

3

|Figure 23-45 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

U novants HOL 0078-0201-65

Gleevec®

(imatinib mesylate)
Tablets

. 1 00 = Rxonly

Each tablet contains 100m3
! 1 imalinlb free base.
2l 100 Tablets

O7S-0401 -

NI iy

\_—-,/
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‘_L Viastnosti nadorovych bunek

= klonalni p iivod — nadory jsou obvykle odvozeny od jediné
deregulované neoplastické bunky

= neregulovany r ust —nadorové burnky nereaguji na normalni
regulaéni mechanismy ovliviiujici rust, ale neomezené proliferuji

= zmeéneéna tkanoveé specificka afinita — nadoroveé bunky prorustaji
za hranice puvodni tkAné — metastazy
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‘_L Viastnosti nadorovych bunek

zmeéneéne biochemicke vlastnosti , které zvysuji rustovy potencial:

- zvySena glykolyticka aktivita ~ umoznujici rust i za snizenych
koncentraci kysliku

- sekrece hydrolytickych enzym 0 umozniujicich degradaci bazalnich
membran a dalSich struktur mimobunééné matrix

- tvorba angiogennich faktorud

= pozmeénény cytoskelet — chybna organizace cytoskeletu a zménéna
bunécna morfologie

= chromozom ové abnormality —zmény v po¢tu chromozomu, ¢asté
delece, translokace a genové duplikace

= neomezeny r ust v tkd noveé kultu re — nadorové bunky jsou obvykle
nesmrtelné a mohou byt neomezené kultivovany in vitro 85



From Hanahan and Weinberg (2000) Cell 100:57

Cesty k rakovine

Component

EEE=E0E

Acquired Capability

Self-sufficiency in growth signals

Insensitivity to anti-growth signals

Evading apoptosis

Limitless replicative potential

Sustained angiogenesis

Tissue invasion & metastasis

-

A

e

4
%

£ 00

D

Example of Mechanism

Activate H-Ras oncogene

Lose retinoblastoma suppressor

Produce IGF survival factors

Turn on telomerase

Produce VEGF inducer

Inactivate E-cadherin



From Hanahan and Weinberg (2011) Cell 144: 645

produkce viastnich

proliferaénich signalt necitlivost k antiproliferacnim

signalim

preprogramovani
energetického
metabolismu

ziskani
replikacni
nesmrielnosti

rezistence
k bunécéné

7 vyskyt zanetu
podporujiciho
nador

genomu,
mutace

indukce posileni
angiogeneze invazivity a
metastazovani
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(A) Nezavislost na
rustovych faktorech

zdravé bunky nemohou proliferovat bez rustovych signalu

mnohé onkogeny v bunkach stimuluji signalni drahy, které
jsou ve zdravych burikach aktivni pouze za pritomnosti
rustovych faktoru

snizena zavislost na rustovych faktorech je zfejma u
nadorovych bunék péstovanych in vitro
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Strategie bunék pro ziskani
ezavislosti na rustovych faktorech

= zména charakteru rustovych faktort nebo zpusobu jejich tvorby
= zména transmembranovych nebo nitrobunéénych prenasecui signalu

Chun‘mki e,
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Zména charakteru rustovych

faktoru nebo zpusobu jejich tvorby

= zdravé bunky obvykle produkuji ristove faktory pro jiné bunky
(heterotypicka signalizace )

= nadorove bunky ziskavaji schopnost syntetizovat rustove faktory,
na které jsou citlivé (autokrinni stimulace )

napf. PDGF - produkovan glioblastomy e g
PDGF receptor




Zmeéena transmembranovych
renasecu signalu

zvySena exprese genu kodujicich povrchoveé receptory pro rustove
faktory: zvySeni citlivosti bunky k béznym koncentracim rustovych
faktoru (napfr. exprese EGF receptoru je zvySena u nadoru zaludku,
mozku a prsu)

zmeéna struktury receptoru: konstitutivni aktivita
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Zmena

signalnich drah

= hlavni Ulohu ma kaskada Ras-MAPK

= proteiny Ras jsou pozménény u 25%

lidskych nadoru

= je pravdépodobné, ze rustové

signalni drahy jsou deregulovany

u vSech lidskych nadoru

mitogean

activation of gene regulatory protein
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(B) Necitlivost
na protirustové signaly

Zdrava tka n

= existence protiristovych signalu v podobé rozpustnych faktoru
a inhibitort imobilizovanych v matrix a na povrchu bunék

= na protirustové signaly burika (napf. TGF) reaguje stejné jako
na rustove faktory (prostfednictvim receptoru a nitrobunéénych
signalnich kaskad)
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Ztrata signalizace TGF[3

Nadorova bu nka muze ztratit
citlivost na TGF[3:

snizenim exprese receptoru

mutaci v genu kodujicim
receptor

mutaci v genu kodujicim
néktery z dalSich
nitrobunécnych prenasecu
(proteiny SMAD)
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Primary Tumor

‘L (C) Metastazy L VS

= prfechod nadorovych bunék z primarniho !
Ve ’ v ’ - ’ Lﬂﬂa
nadoru do nové télni lokalizace, ve které Metastasis
je dostatek prostoru a vyzivy

= Umoznéno zménami dvou typu proteinu:

- proteinu, které zajistuji upevnéni bunék k okolnim bunkam (CAM)
a matrix (integriny)

- mimobun é¢€nych proteaz (zvySena exprese genu kodujicich proteazy,
snizena exprese genu kodujici inhibitory proteaz)
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PRIMARY TUMOR

SiFfeni nador




Lokalizaci bunéek ve tkanich urcuji
adhezivni molekuly a receptory

ADHESION MOLECULES
-:':'.L Q‘k. ',"

b. '

CELLS IN APPROPRIATE LOCATION

CELL IN WRONG LOCATION

EXTRACELLULAR MATRIX
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Metastazova kaskada

= rozruseni bazalni membrany

= oddéleni bunék

= pohyb bunék

= Invaze

= penetrace vaskularniho systéemu
= cirkulace rakovinnych bunék

= opusténi krevniho fecisté
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Tvorba metastaz

a b Invasion C Angiogenesis d Intravasation

Primary
tumor

Basement
membrane —p

Blood vesse]

h Micrometastasis a

€ Adhesion to
blood vessel wall
in distant organ

Metastasis

g' Migration
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Slozky bazalni membrény

= bazalni membrana je tenka vrstva mimobunécné matrix
= oddéluje epitelialni buriky od prokrvenych konektivnich tkani

= bazalni membrana musi byt rozruSena, aby nadorové buriky ziskaly
pristup ke krevnimu toku

= rozklad membrany zajistuji enzymy (proteazy)

= katepsin B je proteolyticky enzym rozkladajici slozky bazalni
membrany: jeho hladina stoupa v krvi pacientt s nadory
gastrointestinalniho traktu a pfedevsim u metastazujicich nadoru plic
a jater (marker metastazovani)
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Oddeleni buneéek

= nadorové buniky maji snizenou

vzajemnou prilnavost umen

= dusledek redukce exprese genu
pro adhezivni povrchové
molekuly (kadheriny, kateniny )

= normalni buriky téhoz typu se od
sebe v tkani neoddéluji

E-cadherin

catenins  aain

= transfekce invazivnich bunék
cDNA kodujici kadherin E
snizuje jejich invazivitu




Pohyblivost bunek

1) Protrusion of the Leading Edge

= nadorové buriky maji zvySenou
pohyblivost

2) Adhesion at the Leading Edge

= existuji enzymy, jejichz pfitomnost i
koreluje s pohyblivosti a metastatickym >
potencialem bunék (napf.
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza)

= cytokin AMF (,autocrine motility
factor*) stimuluje pohyb bunék:
- produkovan nadorovymi liniemi 3) Movement of the Cell Body

direction of cell body movement

- indukuje tvorbu pseudopaodii




Invaze bunek

pranik bunék konektivni tkani ke kapilaram

obdoba prekonani bazalni membrany

syntéza kolagenazy | a dalSich rozkladnych enzymu

INVASION
>

Extracellular Matrix

<
§,

"

L4
Proliferation D,/ /

Pseudopod i
attach Attach Prmrusﬂun Proteclysis

MOTILITY

N

Endothelial
Interactions
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Penetrace
vaskularniho systemu

= nadoroveé buriky se Sifi krevnimi nebo lymfatickymi kapilarami

= tlusté stény kapilar se pfekonavaji obtizné, zfejmeé vyuzivany
drobné strukturni poruchy v noveé tvorenych kapilarach

= drobnymi mezerami se bunky dostavaji do kapilary (diapedeza)
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D) Podpora angiogeneze

= angiogeneze = rust novych krevnich vlasecnic
= zivot vSech bunék je zavisly na prisunu zivin a kysliku

= tvorba kapilar zavisi na rovnovaze mezi induktory angiogeneze (napr.
FGF, VEGF) a inhibitory angiogeneze (napf. trombospondin-1 )

= rust nadoru je omezen stupném prokrveni; za nepfitomnosti Zivin a
kysliku nddor nemuze dosahnout vétsi velikosti nez praméru 1 mm3
(nekréza bunék ve stfedu kolonie nadorovych bunék)

= nadorove bunky ve zvySené mife tvori induktory angiogeneze a meéné
inhibitord angiogeneze
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Vyvoj novych cév za
fyziologickych podminek

PFi ristu cév se uplatiuji 2 mechanismy: . ___%‘
— angiogeneze - rust novych cév ze starych

Angiogenesis

— vaskulogeneze - tvorba cev ,z ni¢eho” —
tj. sestavenim a diferenciaci endotelialnich
prekurzoru u embrya

= kyslik ve tkanich difunduje do vzdalenosti
100 mikronu (0,1 mm)
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Zapnuti angiogeneze

je podminkou rustu nadoru

nadorové bunky produkuji angiogenni faktory

Tumor is dormant

"

| Tumor secretion of Rapid tumor growth and

Somatic Small !
mutation avascular |
tumor

Ang‘io_genic'=s‘.witch:>

angiogenic factors metastasis
stimulates

angiogenesis
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Ovilivhovanim angiogeneze
Ize s nadorem manipulovat

angiogeneze je vysledkem dynamickeé rovnovahy mezi
pro- a antiangiogennimi faktory; pro terapii je vhodné odstranit
proangiogenni faktory a pfidat antiangiogenni

L4 LA &l

organizace, méni se jejich prumér, maji heterogenni vzhled

u riznych nadoru vypadaji cévy rizné, protoze vznikly pusobenim
ruznych kombinaci pro- a antiangiogennich faktoru
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Vaskulatura nadoru je
i nedokonala (ale staci...)

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

Casté jsou ohyby,
nepravidelnosti,
rozdily ve velikosti




Latky s anti-angiogennim
ucinkem: potencialni léciva

- protilatky proti pozitivnim regulatoram -VEGF or FGF-2 nebo jejich

a4 Vah &

- inhibitory matrixovych metaloproteinaz

Angiostatin : vnitfni doména plasminogenu, 38 kDa, pfimo snizuje
proliferaci endotelialnich bunék, zvySuje apoptdzu

Endostatin : C-koncovy peptidovy fragment kolagenu 18 , 20kDa,
neovliviuje proliferaci, ale zvySuje apoptozu a tim snizuje pocet
krevnich cév vyzivujicich nadory
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(E) Neomezeny
replikacni potencial

bunky péstovaneé v kulturfe prochazeji omezenym poctem déleni,
pak se délit pfestavaji, starnou a odumiraji

inaktivaci proteinu Rb a p53 buriky ziskavaji schopnost déleni
po dalSi generace az do nastupu ,krize*

bunky ve stadiu ,krize" jsou charakterizovany ¢astymi zménami
karyotypu (vznik faznich chromozomu) a masivné odumiraji

vzacné dojde k vzniku nesmrtelné buriky (frekvence 1:107)

vétSinu nadorovych bunék Ize Uspésné péstovat in vitro
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zajistuji pocitani déleni bunék
konce chromozomu slozené z nékolika tisict opakovani kratké
nukleotidoveé sekvence

béhem kazdého bunécného cyklu dochazi ke ztraté 50-100 pb z
konce kazdého chromozomu

postupna eroze telomer vede ke ztraté schopnosti chranit konce
chromozomové DNA pred chromozomovymi fuzemi, které ve
zdravém téle nejsou tolerovany a vedou k smrti bunky

udrzovani telomer je bézné u vSech typt malignich bunék (nasledek
vysokeé exprese telomerazy)

zvyseni exprese telomerazy v burikach in vitro prodluzuje pocet
pasazi, kterymi bunka muaze projit
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(F) Unik apoptéze

rakovinné bunky se nefidi regula¢nimi signaly pro bunécnou smrt

zdravé bunky mohou zit jen za pfitomnosti rustovych faktoru, jinak
odumiraji apoptdzou x nadoroveé bunky prezivaji i bez rustovych faktoru

zdrave bunky s posSkozenou DNA odumiraji apoptozou x nadorové
bunky nikoliv

rezistence k apoptdze je jednim z duvodu zvySené zivotaschopnosti
nadorovych bunék
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Frost and Levin (1992):

w1 here is nothing that a metastatic cell
can do that is not a routine task for
normal cells.

Neadekvatni chovani nadorovych bunék nevznika de novo,
ale souvisi s vyjadrenim jinak normalnich vlastnosti bunék
V nespravném misté a case.
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Mobilita je vlastnosti
mnoha normalnich bunéek

- napr. granulocytu, lymfocytu, monocytt a makrofagu, myogennich
kmenovych bunék somitu, primordialnich zarodec¢nych bunék
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Agresivni chovani nadorovych bunék
vucéi okolnim tkanim ma rovnéz
fyziologickou obdobu

- napf. proces oplodnéni:

= probiha mimo délohu

= vyvijejici se embryo se dostava
do délohy az v okamziku, kdy je
schopné implantace délozni

vystelky

. Im plantaCI e m brya Zaj Iét,ujll doslova rozpousti a takto ziskane Ziviny
agresivni trofoblastové buriky, vy s
které maji schopnost rozlozit

P¥i zahnizd'ovdni embrya pronikaji bunky
blastocysty do délozni sliznice, kterou

délozni vystelku, v€etné
matrix konektivni tkané a materskych krevnich
kapilar (UCast proteaz)
= obdobnou vlastnost maji buiky nadorove
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Stadia vyvoje nadoru dle
patologu: ,grading / staging*

GRADE vyjadfuje stupen diferenciace nadorovych bunék, miru jejich
cytologické odlisnosti od bunék zdravych a frekvenci mitotickych bunék
uvnitf nadoru

= nizky ,grade“ charakterizuje dobfe diferencované nadory s minimalnim
pocétem cytologickych abnormalit a nizkou frekvenci mitotickych bunék

= vysoky ,grade” signalizuje, Zze nadory jsou slozeny z malo

diferencovanych bunék se zfetelnymi cytologickymi zménami a vysokou
frekvenci mitoz
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Stadia vyvoje nadoru dle
atologu: ,grading / staging*

STAGE vyjadfuje velikost nadoru, rozsah jeho prechodu do okolni tkane,
rozSifeni do lymfatickych uzlin a pfitomnost nebo nepfitomnost kostnich
metastaz

Podle amerického systému AJC se rozliSuje T stage udavajici velikost nadoru
a stupen penetrace do okolni tkané, N stage udavajici pfitomnost nadoru v
uzlinach a M stage udavajici existenci metastaz v kostech.

GRADE THE TUMOR!
STAGE THE PATIENT!
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