Molekularni a bunécna

*]

biologie nadoru

Prof. RNDr. Jana Smardova, CSc.

Ustav experimentalni biologie
Pfirodoveédecka fakulta
MU Brno

Bi9910
stfreda 14.00 - 16.00
All - ¢. 306

2020



Molekularni a bunécna

©

biologie nadoru

10. Tvorba
metastaz

2020



>

>

Metastazy - nejcasteéjsi
pricina smrti

metastazy jsou nejzhoubnéjSim jevem pfi nadorovém onemocnéni a
jsou pficinou asi 90 % umrti pacientu s nadorovym onemocnénim
méné Castou prficinou je bezprostredni pusobeni primarniho
nadoru; vétSina primarnich nadoru vznika jako benigni a jsou
relativné neskodné, leda, Ze narustajici masa utlacuje vitalni organy
(nadory mozku) nebo uvolfuje nebezpeéné mnozstvi hormonu

langerhansovy ostravky - nadprodukce inzulinu - hypoglykemie —
smrt

thyroidni adenomy (premaligni epitelialni rast) mohou zpusobit
uvolneni nadmérného mnozstvi thyroidniho hormonu, coz vede k
hyperthyroidismu

adenomy hypofyzy mohou uvolfiovat do obéhu nadmérné mnozstvi
riustového hormonu — akromegalismus

leukémie, lymfomy



Spatné zpravy o metastazach

» vice nez 70 % pacientu s invazivhim nadorem ma
zjevné nebo skryté metastazy v dobé stanoveni
diagnozy

» ziskani invazivniho a metastatickeho charakteru je
casna udalost béhem progrese nadoru

» miliony nadorovych bunék se denné dostavaji do
krevniho reciste

» angiogeneze je obecnym znakem kancerogeneze, je
take casnou udalosti a potencuje metastatickou
diseminaci nadoru



Tvorba metastaz je casna
udalost ve vyvoji nadoru
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Velikost primarniho nadoru a
riziko metastaz
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Cim je velikost diagnostikovaného primarniho nadoru prsu vetsi, tim je vyssi
pravdépodobnost vyskytu metastaz: % Zen s primarnim nadorem dané
velikosti, u kterych se vytvorily metastazy

Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007
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» metastazovani je malo efektivni: méné nez 0.01 % cirkulujicich
nadorovych bunék uspesné zalozi metastatické ohnisko

» cirkulujici nadorové buriky jsou zachytitelné dfive nez se u
pacienta vyvine zjevna metastaza

> k potirani metastaz muze byt pouzito stejné terapie jako k I1éCbé
primarniho nadoru, ze kterého jsou odvozené: chirurgicke
odstranéni, radioterapie, chemoterapie, imunoterapie, hormonalni
terapie nebo jejich kombinace

> vysledky DNA Cipu: podobnost primarnich nadoru a metastaz na
urovni exprese genu!! (naopak mohou byt velké rozdily v expresnich
profilech mezi riznymi nadory téhoz typu)



Linearni a paralelni
metastazovani

( Stepwise progression ) F
3 prog ! Dominant clone
3 ™

bl O 25 = [~
& (3 ©> Late dissemination -

Blood l G
vessel

Early Minor clone
Bt dissemination

Parallel progression

Marusyk A. et al., Nature Rev. 2012




Metastaticka kaskada

1. uvolnéni nadorove bunky z
primarniho nadoru - lokalni invaze

Clonal expansion,
growth, diversification

2. prostoupeni ECM a bazalni = T
membrany, vstup do cirkulacniho === ‘ L

systéemu - intravazace [ —

Intravasation

3. migrace cirkulacnim systémem

o
S\ Interaction with host
\ lymphoid cells

r

Tumor cell
embolus

4. extravazace

A

Adhesion to basement
membrane

!

Extravasation

5. vznik (dormantnich)
mikrometastaz

' Mgtast:“ﬁc
METASTATIC
TUMOR

6. kolonizace




Cirkulujici nadoroveé bunky

cirkulujici nadorové bunky (CTC) mohou byt individualni nebo ve
shlucich; shluky CTC se zdaji byt pfi kolonizaci efektivnéjSi nez
jednotlivé bunky

vyznamna je interakce
CTC s krevnimi
desti¢kami: ty je
chrani a podporuiji,
ovlivnuji i endotelialni
bunky, jejich interakci s
CTC a propustnost pro
CTC

take neutrofily spise
CTC podporuiji a
stimuluji extravazaci

macrophage (MAM)

Lambert AW et al: Cell, 168 (4), 2017: 670-691




Karcinomy a bazalni membrana

: :
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Karcinomy in Sitw: jsou na
cepitelialni“ strané bazalni
membrany. | tak mohou stimulovat
angiogenezi na ,stromalni“ strane
— uvolnovanim angiogennich
faktoru pres (porézni/propustnou)
bazalni membranu.

OvSem poruseni bazalni
membrany (invaze) je pro nador
obrovska vyhoda pro nasledujici
kroky metastazovani: pfimy
pristup ke krevnim/lymfatickym
kapilaram, které jsou normalnée
pouze na stromalni strane BM.

Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Ma tvorba metastaz
fyziologickou podstatu?

» nadorova invaze muze byt deregulovanou formou
fyziologickych invazivnich procesu, které se uplatriuji
napriklad:

* pfi prorustani neuralnich vybézku béhem vyvoje mozku

« pfi remodelaci tkani

« pfi tvorbé cévniho systému (a take pfi nadoroveé angiogenezi)
* pfi hojeni

« adalsi



Mechanismus invaze
nadorovych bunék

» Invazi Ize chapat jako pohyb bunék spojeny s regulovanou
adhezi a uvolnovanim adheze (od ECM, mezi bunkami
navzajem) a proteolyzou ECM; pranik bunécnych pseudopodii
(vybézku) - souvisejici s tvorbou aktinovych polymerd, slozek
cytoskeletonu - zfejmé vyzaduje souhru enzymu degradujicich
povrchoveé proteiny bunék a dalSich enzymu - receptoru a
aktivatoru

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




Mechanismus invaze
nadorovych bunek

Invasion

J | | Intercellular adhesion

Detach

/ ..J'
Attach Pseudopod
protrusion

molecules

" Cell-matrix adhesion

molecules

? < Actin filaments

Liotta LA and Clair T. Nature 405 (2000) 287-288




Epitelialni mezenchymalni
tranzice - EMT

* VyvVoOjovy programs, ktery umoznuje polarizovanym epitelialnim
bunkam, které normalné interaguji s bazalni membranou, ziskat
fenotyp mezenchymalnich bunék s vétSi pohyblivosti, invazivitou,
zvySenou rezistenci k apoptdze a zvySenou schopnosti degradovat
komponenty ECM

« dokoncCeni EMT se projevuje degradaci bazalni membrany a
vznikem mezenchymalnich bunek, které migruji z epitelialni vrstvy,
kde vznikly

« tento vyvojovy program transdiferenciace je vyuzivan béhem
embryogeneze, ale i v dospélosti, napriklad v souvislosti s
hojenim/reparaci epitelialnich tkani

« ,Zneuzivan“ nadorovymi bunkami karcinomu béhem maligniho
vyvoje

* poprvé popsan Elisabeth Hay v roce 1982



Typickeé epitelium

vrstva, plocha (,sheet®) bunék, ¢asto o tloustce prave jedné burnky s
jednotlivymi burikami sousedicimi jedna s druhou uniformnim
zpusobem

uniformni vzdalenosti mezi sousednimi bunkami a mezi nimi
bunécné spoje (,cell junctions®) a adheze, které je drzi pevné
pohromadé a inhibuji pohyb jednotlivych bunék mimo vrstvu
vnitrni adhezivita umoznuje bunecné plose vytvaret trojrozmérné
prostorove struktury, které maji velkou mechanickou pevnost
plocha bunék je polarizovana ve sméru apikalni — bazalni, coz je
nékdy vizualné patrné

vrstva bunék muze adherovat k ruznym substratum a ma ruzné
funkce



Typicke epitelium

Simple cuboidal Simple columnar Pseudostratified

SIMPLE

Simple squamous

Keratinized stratified
squamous

STRATIFIED

Transitional

Basal lamina




Typické mezenchymalini bunky

obecné nevytvari presne usporadane (,regimented”) struktury a
nemaji pevné mezibunécné adheze

tvofi struktury nepravidelnych tvart a bez pravidelné struktury a
hustoty

adheze mezi mezenchymalnimi bunkami jsou mnohem méne pevné
a umoznuji mnohem vetsi migraci bunéek

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

nepravidelna struktura neumoznuje rigidni topologickou specializaci

migrace mezenchymalnich bunek je mechanisticky odliSna od
migrace epitelialnich bunek: EB se pohybuiji jako celek, MB se
pohybuji individualné, mohou opustit oblast ostatnich MB



Epitelialni-mezenchymalni
tranzice (EMT)

« tranzice/pfepnuti epitelialni bunky v buriku mezenchymalni vyzaduje
zménu morfologie, bunécné architektury, adheze a migracni
kapacity

Fenotypické znaky

« zvySena migracni kapacita

e trojrozmeérna invaze

» rezistence k anoikis, k apoptoze

Molekularni znaky

« zvySena exprese N-kadherinu a vimentinu

« zvySena exprese transkripcnich faktoru jako SNAIL, TWIST, ZEB1,
SLUG

« jaderna lokalizace [3-kateninu
* Inhibice exprese E-kadherinu



Epitelialni-mezenchymaini
tranzice

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition

Epithelial
cells

@ Mesenchymal
® cells

- ‘ FTS binding protein FAP  Snail

e o FSP-1 Slug

ZC Desmoplakin S N-cadherin ETS
Laminin-1 1 (IV) collager Progressive loss of epithelial markers Vimentin SIP1
Entactir niR200 family and gain of mesenchymal markers SMA
Twis

Goosec

EF-1
FOXC2

- EMT zahrnuje funkéni tranzici polarizovanych epitelialnich bunék v
pohyblivé mezenchymalni bunky, které produkuji komponenty ECM

Kalluri R and Weinberg RA. J Clin Invest 119 (2009) 1420-1428




EMT typu 1

Primitive
streak Epiblast

Primary mesenchyme Hypoblast

souvisi s implantaci embrya a gastrulaci; vede ke vzniku mezodermu a
endodermu a k pohyblivym bunkam neuralni listy

nezpusobuje fibrozu (zmnozeni vaziva), neindukuje invazivni fenotyp

generuje mezenchymalni buriky, které mohou nasledné prodélat MET a
vytvaret sekundarni epitel

Kalluri R and Weinberg RA. J Clin Invest 119 (2009) 1420-1428




EMT typu 2

* souvisi s hojenim ran,
regeneraci tkani a fibrézou

« program EMT zacina jako

Epithelial cell soucast reparace tkani,

Basement generuje fibroblasty, které

membrane . , .
Jjsou nutné k rekonstrukci
tkani

« fibréza je dusledkem
pretrvavajiciho zanétu, je to
vlastné neustaly, nekoncici
proces hojeni

Kalluri R and Weinberg RA. J Clin Invest 119 (2009) 1420-1428




EMT typu 3

T P Primary epithelial
\
L0 \fu/f 2\ cancer cell

Invasive and
metastatic cell

objevuje se u
neoplastickych bunek,
které prodélaly genetické a
epigenetické zmény, a to
hlavné v genech, které
uprednostiuji klonalni rust
a vyvoj lokalizovanych
nadoru

bunky karcinomu
prodélavajicich EMT typu 3
mohou invadovat a
metastazovat

Kalluri R and Weinberg RA. J Clin Invest 119 (2009) 1420-1428




Basement  Epithelial
membrane cell

Normal epithelium

Primary epithalial
cancer cells

Carcinoma in situ

Md I Invasive and

o Secondary o~ .
j". _ metastatic cells epithelial tumor S o |
7 f’
2 b S -, A3t
) /':4 ' 4
7 d | ———> -_'
Vs J ;.;. S iaT = aﬁ (‘
Blood vessel
EMT Cancer cell Cancer cell MET
intravasation extravasation

epitelialni bunky ztraceji polaritu, uvolfiuje se jejich vazba na bazalni
membranu — EMT a angiogenni zapnuti — vstup nadorovych bunek do
cirkulace — opusténi krevniho recisté a vytvoreni mikro- a naslednée
makro- metastazy, coz muze zahrnovat MET a navrat k epitelialnimu

fenotypu

Kalluri R and Weinberg RA. J Clin Invest 119 (2009) 1420-1428




Spojeni extracelularnich signalu a
EMT transkrip¢nich faktoru

Epithelial cell

- || TGF-BR1 TGF-B

@ X
Macrophage

o ©
o

o
o (e}
oo

° ()

TGF-p

Basal lamina Strom
mphocyte /
M

esenchymal
stem cell

Neutrophil Fioropiass] Fibroblas

7~

fyziologicka aktivace programu EMT
zavisi na soubéhu mnoha signalu
ze stroma (TGF-3, WNT, PDGFs,
IL-6)

primarni reakci bunky je
exprese/aktivace EMT-TFs (,EMT-
Inducing transcription factors®:
TWIST, SNAIL, SLUG, ZEB1)
EMT-TFs reprimuji (ovliviuji)
expresi svych cilovych genu v
soucinnosti s epigenetickymi
mechanismy (acetylace, methylace
histonu,...)

Tam WL a Weinberg RA: The epigenetics of epithelial-mesenchymal plasticity in cancer. Nat Med 19 (11) 2013, 1438-1449




Diky epitelialni-mesenchymalni plasticité se
nadorove bunky adaptuji béhem

metastazovani
» vlivem EMT-indukujicich signalu
Mesenchymal el 3 Mesenchymal phenofype subpopulace epitelialnich bunék
2 perent | | g decemnion ztraci epitelialni charakter a
[Foiropsa) | e uvoln&nim z primarniho nadoru
Yeve 5 se mezenchymaini charakter
% prohlubuje, coz posiluje potenci k
intravazaci, pruchodu cévnim/
8050 i lymfatickym systémem...
P OB © vy + v cilovém misté jsou buriky
el \Q? vystaveny odliSnym signalum
e | 40| Lo mikroprostfedi a podle toho bud
podstupuji dormanci nebo MET a
@ fo= LG Dt naslednou tvorbu sekundarniho
e T nadoru, ktery je obvykle opét

tvorfen prevazné epitelialnimi
bunkami

Tam WL a Weinberg RA: The epigenetics of epithelial-mesenchymal plasticity in cancer. Nat Med 19 (11) 2013, 1438-1449




EMT: metastazujici bunky

* invaze z primarniho

nadoru je spise .
kolektivni: migruje . a‘?}gé?t’/

spise vétsi soudrzna EPdan. gds.
skupina (shluk) bunék (1L Ry
nez jednotlivé burky; @ S v B PEYE
soudrznost zajistuje E- i iR

kadherin = Adherens Junctions

+ Hemidesmosomes

« invadujici skupina bunék tak predstavuje kamplex raznych bunék:
na celni/invadujici hrané skupiny jsou bunky zajiStujici postup
vpred, tj. nabyvajici vyraznéji mezenchymalni charakter, zatimco
uvnitr komplexu si bunky vice ponechavaiji epitelialni charakter

Lambert AW et al: Cell, 168 (4), 2017: 670-691




EMT - pleiotropni dopad na
prubéh metastatické kaskady

» EMT predstavuje dynamicky a plasticky program, vede k indukci
rozmanitych fenotypickych stavu: od piIné epitelialniho k
mezenchymalnimu stavu

» EMT prispiva (epigenetickymi mechanismy) k fenotypickeé
heterogenité nadoru

» indukce EMT zaroven jako by bunku posouvala ke ,kmenovosti®; v
obou procesech se uplatriuji podobné/ prekryvajici se programy,
napriklad TFs a podobné (pfinejmensim v kontextu nékterych tkani)

» EMT zvySuje rezistenci k bunécné smrti a rezistenci k terapii,
vcetné imunoterapie a také k pusobeni imunitniho dohledu
vlastniho mikroprostredi

Zhang Y and Weinberg RA. Front Med 12 (4) (2018) 361-373




Degradace ECM

na degradaci ECM (a bazalni membrany) se mohou podilet Ctyfi
tridy proteolytickych enzymu: cysteinové proteazy, aspartatove
proteazy, serinové proteazy a metaloproteinazy

predevSim metaloproteinazy ECM (MMPs) hraji kliCovou roli pfi
remodelaci ECM:

za fyziologickych podminek pfi vyvoji tkani plodu

postnatalné pfi opravach tkani

jejich deregulovana aktivita je podstatou mnoha patologii (artritida,
astma, atherosklerdza, chronicka tvorba vredu,...)

a je takeé soucasti procesu tvorby metastaz



Regulace aktivity MMPs

vétSina MMPs neni in vivo konstitutivné v bunkach exprimovana

exprese MMPs je regulovana predevSim na urovni transkripce
exprese vetsiny MMPs (-1, -3, -7, -9, -10, -12, -13 a -19) je
indukovana rustovymi faktory, cytokiny, onkogeny, hormony a
kontaktem s ECM



Regulace exprese MMPs na urovni transkripce
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Regulace aktivity MMPs

vétSinou jsou MMPs secernovany jako latentni prekurzory
(zymogeny); proteolyticka aktivita MMPs je uvolnéna
proteolytickym stépenim v extracelularnim prostoru

aktivita MMPs v pericelularnim prostfedi je pfisné regulovana
nespecifickymi proteinazovymi inhibitory a

specifickymi tkanovymi inhibitory TIMPs (,tissue inhibitors of
metalloproteinases®); TIMPs jsou exprimovany riznymi bunéénymi
typy



MMPs a tvorba metastaz

existuje pozitivni korelace mezi expresi MMP a
metastatickym potencialem malignich nadoru

priklady:

exprese MMP-1 asociuje se Spatnou prognozou u kolorektalnich
nadord a nadoru jicnu

MMP-13, MMP-7 a MTI-MMP jsou specifické pro metastazuijici
nadory odvozené z keratinocytu

MMP-2 je markerem maligni transformace epitelialnich bunék
delozniho Cipku



MMPs a tvorba metastaz

» U malignich nadoru je vétsSina MMPs produkovana
stromalnimi bunkami spis nez samotnymi
nadorovymi bunkami

* nadorové burfiky mohou secernovat faktory (napf. MMP induktor
EMMPRIN), které potencuji expresi MMP-1, -2 a -3 fibroblastu

« také dalSi cytokiny a rlstové faktory secernované zanétovymi
bunkami, které infiltruji nador, ale i nadorovymi a stromalnimi
bunkami, mohou modulovat expresi MMPs

» priinvazi maligniho nadoru kooperuji nadorove
bunky, stromalni bunky a zanetové bunky



Ruzné bunky produkuji ruzné
MMPs

-+
MMP-1 <— MMP-3 —» MMP-13 ,\
+

| MMP-11 [ T+ MMP-2 \ / PI\%
Stroma \ I /4 ~\

MMP-14~ * i
—__[MC
- o

+ - aktivace latentni MMP LC - lymphocyte

PMN - polymorphonuclear leukocyte = MC - monocyte

Johansson N et al. CMLS 57 (2000) 5-15




Pii remodelaci ECM kooperuji 7400

ruzné bunky

nador je komplexni tkan

nadorove bunky -

bufiky imunitniho systému -

fibroblasty -

- endotelialni bunky
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Uloha adhezivnich komplexu pfi 7
tvorbé metastaz K =

« kazdy krok pfri tvorbé metastaz zahrnuje zruseni stavajicich a
ustaveni novych adhezivnich interakci

» adhezivni interakce jsou funkci bunéénych receptoru, jejichz
exprese a funkce je prisné regulovana

» nadorové bunky jsou obecné méné adhezivni nez
bunky normalni a vytvareji méne extracelularni matrix




Zanétova kaskada - A

Muze slouzit jako mechanistické paradigma pro model
metastatické kaskady.

A EXTRACELLULAR MATRIX

_'311___;_::_1—:—_..:____—1_:"—_:‘__.:__

CIRCULATING NEUTROPHIL

e

RESTING ENDOTHELIUM

Volné cirkulujici neutrofil, zadna interakce s endotelialnimi burnkami.

Buck CA.




Zanetova kaskada - B

ROLLING NEUTROPHIL—\

L-SELECTIN

ACTIVATED ENDOTHELIUM

Nasledkem infekce nebo poranéni, pusobenim histaminu, cytokind,...
zacnou endotelialni bunky exprimovat specifické receptory - selektiny -
ty interaguiji se specifickymi receptory na povrchu neutrofila a zpomaluji

ho.

Buck CA.




Zanétova kaskada - C

ACTIVATED NEUTROPHIL
R i " g

ICAM / VCAM / PEQ/\M -1

w6~ NTEGRIN

mwwm

._—x_x_l:r__-:-t:—‘ F

ACTIVATED ENDOTHELIUM

Dochazi k expresi specifickych receptoru - integrint - na povrchu
neutrofila, a také specifickych receptoru - ¢lent imunoglobulinoveé

nadrodiny - na povrchu endotelialnich bunék, dojde k vzajemné adhezi.

Prestavaji se exprimovat selektiny.

Buck CA.




Zanetova kaskada - D

ACTIVATED ENDOTHELIUM

ACTIVATED NEUTROPHIL

Pohyb neutrofila skrz endotelialni bunky je spojen s expresi dalsSi sady

specifickych receptoru - napr. CD44.

Buck CA.




Obecna struktura adhezivniho
komplexu

» Klicovou strukturou adhezivnino komplexu je receptor.

« extracelularni doména interaguje s prislusSnym ligandem:
signalni molekulou nebo specifickou strukturou ECM nebo
sousedni bunky

* hydrofobni transmembranova doména

« cytoplazmaticka doména ma regulacni elementy zajistujici
transdukci signalu z extracelularniho prostfedi do bunky
(proteinkinazy, fosfatazy, proteiny G, fosfolipazy) a/nebo
interaguje s nekterymi slozkami cytoskeletonu




Obecna struktura adhezivniho
komplexu

ACTIN ACTIN

RY

Paxin: PY SFQ PY

aXI”In v,
&
x & ‘ ;

Vlncu/in Tens,n o’qp Tensi Vineul®

<2C 73 i

- e T
Lipid Bilayer J { L ] L ] L L

« B Integrins « B

/////;/G//E} 7/  ECMProtein RGD

Buck CA.




Hlavni skupiny adhezivnich
receptoru

kadheriny

Integriny

Imunoglobulinova nadrodina

selektiny

dalsi adhezivni receptory (CD44)



Kadheriny

nadrodina jednoretézcovych transmembranovych glykoproteind,
které zprostfedkovavaji homotypické adherence bunka-bunka, a
to svymi N-koncovymi extracelularnimi doménami a kalcium
dependentne

hraji kliCovou roli v rozpoznavani bunék a jejich tfidéni béhem
vyvoje

jsou exprimovany ve vysokych hladinach ve vsech pevnych
tkanich

existuje mnoho ruznych kadherint, nejlépe prostudovany a
popsany jsou ,epitelialni® E-kadheriny



Obecna struktura kadherinu

Ca++ Ca+

++ +

XTSI 2N Cytoskeleton
—_—— Ca++ Cass

Binding

Trans membrane

CADMERINS: HOMOPHILIC ADHESION

GENERIC CADHERIN

N-koncova ¢ast kadherinu zprostfedkovava homofilni interakce.

Intracelularni C-koncova Cast interaguje s B-kateniny a y-kateniny,
ty asociuji s a-kateniny a spolecné zprostredkovavaji vazbu
kadherint na aktinové slozky cytoskeletonu.

Buck CA.




E-kadherin a nadory

Hlavni adhezivni molekula epitelialnich (E) bunék.

Béhem morfogeneze je exprese kadherind modulovana: burky
se pohybuji z jedné bunécné vrstvy do druheg, a to je vzdy
spojeno se ztratou exprese puvodniho kadherinu a s indukci
exprese jineho kadherinu.

Ztrata exprese E-kadherinu je Casto detekovana u epitelialnich
nadoru. Ztrata exprese nebo funkce E-kadherinu vyrazné
koreluje s invazivitou a tvorbou metastaz nadoru - Casto
koinciduje s ,prepnutim” benigniho nadoru na invazivni typ.




Deédicny difuzni nador zaludku
HDGC

,2Hereditary Diffuse Gastric Cancer”

Autozomalné dominantni syndrom souvisejici s vrozenymi mutacemi
genu CDH1 (16922.1), ktery kdduje E-kadherin.

Predevsim histologicky difuzni, malo diferencované nadory zaludku,
ale také zvysene riziko kolorektalnich nadoru a nadoru prsu.

Mutace CDH1 Casté (9/16) také u sporadickych difuznich nadort
Zaludku (50%) a u lobularniho karcinomu prsu (az 60%).

Pomérné vzacné (1/9/16) se vyskytuje ,LOH" CDH1,; Casta (9/16)
metylace promotoru CDH1 jako ,druhy zasah®.
Agresivni nadory - zfejme souvisi se zvysenou ochotou metastazovat.

Mutace CDH1 se ale zrejme uplatnuje i v_iniciacnich stadiich
kancerogeneze - zfejme souvislost s regulaci drahy WNT/B-katenin:
funkCni E-kadherin inhibuje progresi bunécného cyklu -
pravdepodobné downregulaci cytoplazmatickeho B-kateninu, a to
nezavisle na zprostredkovani bunécnych adhezi




Integriny

» heterodimericke receptory slozené z 1 o a 1  podjednotky

» popsano 18 riznych o a 8 rtiznych 3 podjednotek; ty kovalentné
asociuji a tvofi 24 raznych inteqrint

» maji velkou extracelularni domeénu, kratkou transmembranovou a
relativné malou intracelularni doménu

» nejvyznamnegjsi skupina molekul odpovédna za adhezi bunka-
ECM, ale také bunka-bunka: 18 riznych integrind se vaze na
proteiny ECM (RGD¥*, kolagen, laminin), dalSi integriny na proteiny
na povrchu jinych bunek (leukocyty), nékteré integriny
zprostfedkovavaji oba typy interakci

* historicky prvni specifické misto rozpoznavané integriny byla sekvence RGD
(Arg-Gly-Asp) nalezena u fibronektinu, postupné nalezena i u dalSich proteinu
ECM, virovych proteinu, toxinu a rustovych faktort; vétsina integrinu ale tuto
sekvenci nerozpoznava




Struktura integrinu
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Funkce integrinu

Integriny jsou univerzalni receptory: transdukuji signaly:

z vnéjSku bunky dovnitr - reguluji pohyb, morfologii, proliferaci a
genovou expresi

zevnitf bunky smérem ven - podle vnitfnich okolnosti muze byt
ménéna vazebna specifita integrind

uvnitr bunky, jsou-li lokalizovany na jinych membranach nez
cytoplazmaticke

Intracelularni proteiny interaquijici s integriny:

komponenty cytoskeletonu: tensin, a-actinin, talin, vinculin, F-
aktin, paxillin, FAK

molekuly rdznych signalnich drah: FAK, Src-like kinazy, Ras,
MAP kinazy



Funkce integrinu

Existuje funkCni vztah mezi integriny a metaloproteinazami:

nékteré integriny ovliviuji expresi nékterych MMP genu
nékteré integriny ovlivhuji sekreci nekterych MMPs
nékteré integriny ovlivnuji aktivitu MMPs

nékteré komponenty ECM aktivuji integriny a nasledkem je
specificka degradace ECM: ,integrin-guided proteolysis”



FAK - ,focal adhesion kinase*

Nereceptorova tyrozin protein kinaza. Prvni, o které se zjistilo,
Ze je aktivovana po aktivaci integrina.

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

Src potom fosforyluje dalSi substraty vCetné cytoskeletalnich
komponent, predevsim paxillinu a tensinu.

FAK hraje kliGovou roli pfi pfenosu signalu preziti z ECM
(anoikis) - pravdépodobné inaktivaci proapoptotickych proteint
Bad a prokaspazy-9.




Struktura FAK kinazy

GRAF/
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N-koncova doména: interakce s integriny, rustovymi faktory

centralni doména: katalyticka

C-koncova domena: interakce protein-protein

Parsons JT et al. Oncogene 19 (2000) 5606-5613




Integriny a nadory

« Zmény exprese nebo funkce integrind popsany béhem promény
nadoru v metastazujici invazivni formy.

« Zmény exprese nebo funkce integrind zpUsobuji ,anchorage-
Independence”: za normalnich okolnosti prave integriny
spoustéji anoikis (apoptoézu v dusledku ztraty adheze).

« Vztah ECM-integriny se vyrazné uplatnuje také béhem
angiogeneze nadoru: preziti angiogennich endotelialnich bunék
nadorovych cévek je zavislé na integrinech a,,.




Pohyb nadorovych bunék
vaskularnim systémem

Behem tvorby metastaz nadorové bunky nejdrive uvolni sve vazby s
ostatnimi bunkami v nadoru (E-kadheriny) a prostoupi ECM
smérem ke krevnimu systému (integriny).

Pro vstup do vaskulatury (,intravasation®) musi prostoupit také
vaskularnim endoteliem a v této fazi se uplatnuji pfedevsim
selektiny a ¢lenové imunoglobulinové nadrodiny (vCetné VCAM-
1, ICAM-1, -2 a -3 a dalSich), integriny, CD44, glykoproteiny
nalezené u lymfocytl a organové specifické endotelialni adhezivni
molekuly jako napf. Lu-ECAM-1 (,lung-endotelial cell adhesion
molecule®).



Selektiny

* Funguji prostrednictvim terminalni kalcium-dependentni
lektinové domeény a jsou predevsim zodpovedné za
heterotypické adheze burnka-bunka, a to predevsim mezi
endotelialnimi a krevnimi bunkami.

« Vklidu jsou bunky schopny adherovat prostrednictvim celé rady
ligandu. Ale cirkulujici bunka maze byt zpomalena (a ziskat tak
moznost interagovat s dalSimi ligandy) pouze interakci selektinu
s endoteliem.

= Selektiny hraji roli v adhezi metastatickych bunék k endoteliu.




Receptory imunoglobulinoveé
nadrodiny

« Zprostredkovavaji homotypickeé a heterotypické adheze
bunka-burika.

* Po zpomaleni nadorovych bunék selektiny a CD44 nadorové
bunky pravdépodobné pevnéji interaguji s endotelialnimi
bunkami a nasledné vstupuji do stroma cilového organu. V této
fazi se zfejmeé vyraznéji uplatnuji pravé receptory
imunoglobulinové nadrodiny.



Imunoglobulinoveé receptory a

nadory

» velmi divergentni skupina receptoru
> pfi metastazovani nadoru se nejvice uplatriuji receptory

odpovédné za interakce s endotelialnimi bunkami - napr. ICAMs
(napf. melanomy: korelace exprese ICAM-1 s metastatickym
potencialem) a VCAM-1

CEA - historicky prominentni receptor - spojen s progresi
kolorektalnich karcinomu

NCAM - spojen s progresi nékterych neuroendokrinnich nadordu,
Wilmsova nadoru, malobunécnych nadoru plic,
feochromocytomu,...

EpCAM — marker epitelialnich bunék



Organove specifické
metastazovani

nadory prsu Casto metastazuji do kosti a plic a méné Casto do
jater a mozku

nadory prostaty preferencné metastazuji do kosti
pacienti s kolorektalnimi nadory maji Casto metastazy v jatrech
melanomy maji tendenci metastazovat do jater

neuroblastomy, karcinomy Sstitne zlazy, prostaty, ledvin
metastazuji nejCastéji do kosti

nadory ledvin, traviciho traktu a plic Casto metastazuji do mozku



1. Metastazovani je
ovlivhéno tokem krve

« pocatecCni osud nadorovych bunek uvolnénych z primarniho
nadoru ovlivhuji mechanické faktory

« tok krve ovlivni, do kterého organu jako prvniho dorazi nadorove
bunky uvolnéné z primarniho nadoru

Zpusoby Sireni nadoru (*)
* hematogenni - Sifeni cevnim systémem

« lymfogenni - Sifeni lymfatickym systémem (posléze muze vstoupit
do zilniho systému)

* porogenni - Sireni télnimi dutinami




Tok krve ovlivinuje
metastazovani

Krev z vétSiny organu je vedena
zilnim systémem (B) pfimo do srdce
a mifi do plic. Potom se vraci do
srdce a je rozvadéna tepnami (C) do
celého tela.

Ale napriklad krev ze strev vede
nejdrive do jater (R) nez vstoupi do
zilniho systému.

V celém tele je nadbytek
extrabunécnée tekutiny veden do
lymfatickych cév (O) a pres
lymfatické uzliny do Zilniho systému.

(*)

Chambers AF et al. Nat Rev Cancer 2 (2002) 563-572




Tok krve ovlivinuje
metastazovani

« Napriklad nadorove bunky uvolnéné
z primarniho nadoru prsu jsou
vedeny do srdce, a dale do
kapilarniho systemu plic. Nektere
bunky projdou timto systémem a
jsou dale transportovany cévnim
systémem do vzdalenych organu,
jako napriklad do kosti. Jiné bunky |
mohou tvorit metastazy v plicich. |

« Naproti tomu nadorové bunky
uvolnené z nadoru streva jsou
vedeny nejdrive do jater.

Chambers AF et al. Nat Rev Cancer 2 (2002) 563-572




Tok krve ovliviuje
metastazovani

 relativni velikost nadorovych bunék a kapilar ovlivni efektivitu, s
jakou budou bunky zachytavany na daném misté

* jsou-li buniky zachyceny v organu, rozhodnou o schopnosti v
daném misté prezit /a proliferovat molekularni interakce mezi

bunkami a mikroprostredim

— 2.

Chambers AF et al. Nat Rev Cancer 2 (2002) 563-572




2. Hypoteéza ,,seed and soil*“

1889 - Stephen Paget (anglicky chirurg):

Zalezi na kompatibilité ,semen” (nadorovych bunék) a spravné
,pudy” (faktory v potencialnim misté nové metastazy).

Molekularni faktory pritomné ve specifickém organu vyznamné
ovlivni to, zda v tomto organu porostou nadoroveé bunky urcitého
typu. Tak jsou napriklad nadorové bunky uvolnéné z nadoru prsu
nebo prostaty, které se dostanou do kosti, zde adekvatné
stimulovany k rustu, zatimco burnky jiného typu zde nemohou rust,
protoZze nemaji adekvatni stimulaci k rustu.



Pre-metastaticka nika

» podle tohoto konceptu jsou primarni nadory schopne ovliviiovat
mista sekundarniho vyskytu takovym zpusobem, aby byla
vhodnéjsi, pfizpusobengjsi pro osidleni nadorovymi bunkami jesté
pred jejich prichodem

> primarni“ nadorové bunky vysilaji signaly, kterymi aktivuji
normalni hostitelské bunky k tomu, aby zacaly remodelovat ECM
budoucich sekundarnich ohnisek, tak aby se vytvorily permisivni
niky - v nepritomnosti nadorovych bunek — ktere by usnadnily jejich
nasledujici kolonizaci

» PMN: mikroprostfedi ve specifickych organech pripravené ke
kolonizaci a diseminaci pro cirkulujici nadorové bunky

Guo Y et al. Mol Cancer (2019) doi.org/10.1186/s12943-019-0995-1

Kaplan RN et al. Nature 438 (2005) 820-827




Pre-metastaticka nika
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Disease Progression

» nadorové bunky secernuji behem progrese primarniho nadoru
faktory, které pusobi systemicky na vzdalena sekundarni mista,
modifikuji lokalni mikroprostfedi a vtahuji imunitni hostitelské bunky
k dalSimu prfizpusobeni téchto mist pro uspésSnou kolonizaci
nadorovymi bunkami

Cox TR et al. BoneKEy Reports 80 (2012); doi:10.1038/bonekey.2012.80
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Nador jako systémove
onemochneéni

» progrese nadoru ovlivnéna vedle genetickych zmén nadorovych
bunék a parakrinnich interakci v jejich mikroprostrfedi také

» systémovou odpovédi organismu na nador = nador je systémové
onemocnéni

« primarni nador ovlivauje napriklad kostni dfen: z té jsou uvolnovany
buriky do nadorového mikroprostredi, kde nador stimuluji (napfiklad
nékteré aktivované BMC uvolnuji faktory premenuijici fibroblasty v
mikroprostfedi nadort na CAFs, které exprimuji prozanétlivé faktory
a faktory remodelujici ECM)

« dale napriklad slezinu, pre-metastatické niky, ...

* nékteré agresivni primarni nadory utlumuji protinadorovou imunitu
organismu a tim vytvareji tumor-permisivni systemoveé prostredi

McAllister SS a Weinberg RA. Nat Cell Biol 16 (2014) 717-727




Nador jako systemove
onemocheéeni

» kromé rozpustnych cytokinu jsou uvoliovany také

» exosomy (obsahujici lipidy, proteiny, mMRNAs, miRNAS), které
potom v celém tele mohou ovliviovat pro-metastatickeé progenitory,
pro-angiogenni bunky, atd. ... obecné nejriznéjsi hostitelské buriky,
a to i ve vzdalenych tkanich, které nasledné mohou stimulovat (ale
také suprimovat) dalSi rast a vyvoj primarnich nadoru i metastaz —
obecneé tzv. systémove podnecovani (systemic instigation)

» krevni desticky funguji jako doruCovatelé ,informaci® na dlouhé
vzdalenosti mezi agresivné rostoucim nadorem a indolentnimi
nadorovymi burfikami (dopad muze byt jako pro-angiogenni, tak anti-
angiogenni)

McAllister SS a Weinberg RA. Nat Cell Biol 16 (2014) 717-727




Nador jako systémove
onemocneéeni

vedle samotného nadoru mohou byt mozna i dalsi systémové
zpusoby podnécovani nadort, napfiklad:

obezita, o niz epidemiologické studie prokazaly, ze zvySuje
incidenci nékterych nadord,

téhotenstvi, které pravdépodobné muize stimulovat rozvoj
pocinajicich nadoru prsu,

chirurgické zakroky obecné, které zatim neznamym
mechanismem zrejmeé mohou stimulovat rozvoj dormantnich
metastaz

McAllister SS a Weinberg RA. Nat Cell Biol 16 (2014) 717-727




Nador jako systémove
onemochneni

Systemic regulation of metastasis
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Nador je komplexni tkan —»
Nador je systémové onemocneéni

nadorové bunky -

fibroblasty -

Systemic regulation of metastasis
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3. Hypotéza pozi¢niho kédu

« Podle této starsi predstavy
nese bunka na svém T —
povrchu jakysi systém adres
(soubor molekul, ktery maze
byt rozpoznan molekulami
jinych bunék), ktery urcCuje,
kam ktera bunka patri
(,homing").

« Tyto adresy jsou ,zapsany”
formou konfigurace
exprimovanych adhezivnich
receptordu.

CELLS IN APPROPRIATE LOCATION

CELL IN WRONG LOCATION

EXTRACELLULAR MATRIX




Organove specificke
metastazovani

« Vaskulatura jednotlivych tkani je vysoce specializovana - tkanove
specificka. Endotelialni buriky nesou ,homing peptides” specifické pro
dané tkané - potencialné vyuzitelné pro ,adresnost” terapie!

« Organové specifického metastazovani se néjak ucastni vaskularni
endotelium: metastatické bunky adheruji ke kapilarnim endotelialnim
bunkam, ale ne k endoteliu velkych cév (< mikrometastazy se vzdy
nachazeji v kapilarnich sténach!).

« Zda se, ze neexistuji primo konkretni receptory
restriktivné exprimované na endoteliu konkrétni
tkané. Spis je to zalezitost kvantitativni: rtzna
mnozstvi raznych kombinaci (konfigurace) vice

Tissue

receptoru exprimovanych v endotelialnich A
bunkach.

Ruoslahti E and Rajotte D. Annu Rev Immunol 18 (2002) 813-827




Priklad odliSné usporadaneé
vaskulatury

» soucasti vSech krevnich cévek jsou endotelialni bunky (ECs), ale ty
stejné ECs mohou spoluvytvaret zcela odlisné krevni cévy

« krevni mozkova bariéra (BBB): musi striktné blokovat prachod
toxickych latek do mozku — nejtésnejSi mezibunécné spoje mezi
ECs vznikajici za uc€asti astrocytu

» jaterni sinusoidy: v jaterni tkani, ktera zajiStuje detoxifikaci, musi
byt umoznena aktivni vyména materialu mezi hepatocyty a krevnimi
vlaseCnicemi; ve vlaseclnicich se proto tvofri otvory (tzv. sinusoidy)
tuto vymenu umoznuijici

Kim et al. Cancer Res Treat 49 (1): 1-9, 2017




Priklad odlisné usporadané
vaskulatury

BBB in brain
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Kim et al. Cancer Res Treat 49 (1): 1-9, 2017




Nador jako systémove
onemocneéeni

» cancer genomic studies: analyzuji genomické mutace béhem
procesu karcenogeneze; ty jsou Casté (a dobfe znamé) béhem ne-
metastatickych fazi vyvoje nadoru; ale nejsou znamé mutace ve fazi
prechodu do metastatické faze

» zde se pravdepodobné mnohem vice uplatnuji zmeny v
mezibunécné kooperaci mezi nadorovymi a nenadorovymi bunkami
— coz zirejmeé reprezentuje preménu lokalniho onemocnéni v
systémoveé -

» cell network study

Kim et al. Cancer Res Treat 49 (1): 1-9, 2017




Nador jako systéemove
onemochneéni

genomickeé mutace provazejici proces
karcenogeneze jsou Casté (a dobfe znaméeé)
béhem ne-metastatickych fazi vyvoje nadoru :

Small Large
- @ —<yt
neJSOU Zname Mutated genes Mutated genes Mutated genes ? *

Metastatic tumor

APC BRAF IGF2
mutace ARID1A ERBB2 IRS2 .
. g o AXINZ ERBB3 PIK3CA
souvisejiCl S CTNNE KRAS PIK3R1
v DKK1-4 NRAS PTEN
pfechodem do A28 ACVRIB
. z FBXW7 ACVRZA
metastatické o SMADZ
, SOX9 SMAD3
faze TCF7L2 SMAD4
TGFBR1
TGFBR2
ATM
TP53
1 I1 |
Local disease Systemic disease
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Efektivita metastazovani

cely proces tvorby metastaz je malo efektivni; prvni faze metastaticke

kaskady jsou efektivnéjsi, pozdnéjsi faze (kolonizace) mohou byt
extrémné malo efektivni

odhaduje se, ze uspeje asi 0,01% bunék; vétSina diseminovanych
bunék (DTCs) je bud eliminovana, nebo vstoupi do dormantniho
stavu (na tydny, mésice i roky) = metastazy se mohou objevit roky
po ,vyléCeni® primarniho nadoru

dormance (definice): klinicky asymptomaticky stav, kdy
diseminované nadorové buriky zustavaji nedetekovatelné po dobu 5-
7 let po zdanlivé uspesné lecbe primarniho nadoru

dormantni buniky ¢asto unikaji terapii, protoze ta je Casto namirena
na delici se bunky



Dormantni mikrometastazy

mikrometastazy, kterym chybi néktera klicova vlastnost, napf.
schopnost indukovat angiogenezi

vyZivova deprivace muze indukovat intenzivni autofagii, ktera
zpusobi, Ze se nadorové bunky zmensi, stahnou a pfetrvavaiji
ve stavu reverzibilni dormance

dormance vyvolana anti-rustovymi signaly normalniho ECM v
novém mikroprostredi

aktivni suprimujici vlivimunitniho systému



