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Komplexni proces
kancerogeneze

Nador vznika akumulaci genetickych zmén. Nékteré mohou byt
vrozene, jiné (somatické) mohou vznikat jako vysledek expozice
kancerogenum nebo onkogennim viram.

Casta expozice kancerogentim nemusi okamzité vést k vyvoji
nadoru...

Modulatory kancerogeneze zahrnuji hormony, dietu, a dalSi
faktory hostitele. Dopad expozice kancerogenum stejné jako vliv
modulatoru (geneticky) ,filtrovany” individualnimi variantami
gendu, které eliminuji, redukuji nebo posiluji dopad pfispévatell
tohoto procesu.

Presné pochopeni téchto okolnosti vyvoje nadoru vyzaduje
podrobnéjsi pochopeni interakci genu a prostredi.
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Individualni dispozice k
nadorum
1. Rozdily v metabolismu kancerogenu (,,filtry*)

(napf. cytochrom P-450, CYP2D6, CYP1A1, N-acetyltransferaza
- NAT, glutathion-S-transferaza M1 - GSTM1,...)

Normalni energeticky metabolismus bunek uvolnuje jako vedlejsi
produkt znacné mnozstvi reaktivnich molekul véetné mutagenu /
kancerogenU — ty jsou okamzité neutralizovany a detoxikovany
pusobenim detoxikacnich enzymu:

« kuraci s nizkou hladinou NAT maji 2,5x vyssi riziko nadoru nez
kuraci s vysokou hladinou NAT

* nizka hladina GSTM1 3x zvysuje riziko nadoru plic



Funkce glutathion-S-transferazy

GST se vaze na rfadu karcinogenu glutathion a tim je detoxikuje

fada nadord ma snizenou hladinu GST (napf. az 90%

adenokarcinomu prostaty)

glutathion je neobvykly
tripeptid

GST vyuziva SH skupinu
glutathionu k detoxifikaci
mnoha karcinogenu dfive
nez mohou reagovat s
DNA

glutathione (GSH)
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Individualni dispozice k
nadorum

2.-3. Rozdily v procesech oprav DNA
Mutace nadorovych supresoru (a onkogent)

- P33, RB, WT1, BRCA1 a BRCAZ2,...
- RET, c-met, ...

penetrance: podil jedincl urcitého genotypu, u nichZ se dany
specificky genotyp fenotypicky projevi (pravdépodobnost
vyskytu daného nadoru v urc€itém véku)



Dédiéné formy nadoru

priklady: Li-Fraumeniho syndrom, retinoblastom, medularni nador
Stitné zlazy, Wilmsuav tumor, dédi¢na forma nadoru prsu a
vajecnikad, ...

- 5-10% nadoru tohoto typu vétSinou predstavuje dédiénou formu

(vrozena mutace jedné alely + ztrata heterozygotnosti - LOH),
ostatni jsou sporadické

- dédiéné formy nadoru se objevuji spiSe v mladSim véku nez
sporadicke, Casto oboustranné nebo jako vicecCetna loziska

- sporadické nadory spiSe ve vySSim véku a jednostranné




Indikace ke genetickému vysetreni

1. Vyskyt nadoru v neobvykle ¢asném veéku.

2. Multifokalni vyvoj nadoru v jednom organu nebo
bilateralni vyskyt u parovych organu.

3. Vice primarnich nadoru u jednoho jedince.

4. Pozitivni rodinna anamnéza stejného nadoru u
blizkych pfibuznych.

5. Vysoka incidence nadoru v rodiné.

6. Vyskyt nadoroveho onemocneni u jedince z rodiny s
kongenitalnimi anomaliemi.



Genetickeé poradenstvi

. Co nejpresnéjsi rodinna anamnéza (alespon tfi
generace, kompletni rodokmen vcetne zdravych,
oveéreni diagnoz).

. Hledani postizeného genu (mutace) u probanda
(pacienta s nadorem) (informovany souhlas).

. Geneticka analyza rodiny, vCetné zdravych
pribuznych - od 18 let, s informovanym souhlasem.

. Pozitivni vysledek: |ékarsky dohled, zmena zivotniho
stylu, preventivni sledovani, preventivni zasahy
(profylaktické zakroky, chemoprevence,...).

Psychologické a eticke aspekty genetickéeho
vysetreni!!



Preimplantacni geneticka
diagnostika

1. Moderni nastroje v diagnostice vs. relativné omezené
moznosti terapeuticke.

2. U nosicek mutaci v genech, které zpusobuji vysoka
rizika nadoru prsu a gynekologickych nadoru, je
dulezité zvazit i rizika pouzivanych hormonalnich
stimulaci (ovarialni hyperstimulace k vyvolani
soucasneho zrani vice oocytu)

3. APC, BRCA1, NF1, NF2, TP33, RB



.gatekeepers" a ,,caretakers”

,2gatekeepers” (strazci) - geny, které primo reguluji (limituji)
rust nadord bud inhibici jejich rustu nebo indukci jejich smrti.

,caretakers” (spravci) - jejich inaktivace navozuje genetickou
nestabilitu a ta pouze nepfimo indukuje rast nadord zvySovanim
mutacni rychlosti.

APC, p53 - jsou zaroven ,gatekeepers® i ,caretakers”



,caretakers”

NER, xeroderma
pigmentosa, cockayne
syndrom, trichothiodystrofie

ataxia telangiectasia
BloomUv syndrom
Fanconiho anemie
dédicny nepolypozni
kolorektalni nador
Werneruv syndrom
Li-Fraumeniho syndrom

nadory prsu

ngatekeepers® a ,,caretakers“ u 48N
familialnich nadort &Y

,gatekeepers”
retinoblastom
Li-Fraumeniho syndrom
WilmsUim tumor
neurofibromatéza typu 1 a 2
renalni karcinom
MEN typula?2
maligni melanom
Cowdenuv syndrom
Gorlinv syndrom
nador prsu
kolorektalni nador




Retinoblastom

vzacné nadorové onemocnéni déti: incidence - 1 na 13.500 - 25.000
narozenych deti

prototypickym pfikladem vrozené dispozice k nadorum: na zakladée
studia epidemiologie retinoblastomu byla vyslovena Knudsonova
hypotéza — Knudsonuv model

RB byl prvnim prikladem nadorového supresoru a prvni
naklonovany gen pro nadorovy supresor.

autozomalné dominantni dedicné onemocneéni: mutace RB jsou
recesivni (na urovni bunky) a zaroven dominantni (na urovni
celého organismu)!!!

vrozena mutace RB (13q14) predisponuje nositele k vyvoji
retinoblastomu (maligni tumor, ktery vznika ve vyvijejici se reting)
v nizkém veku a pfinasi 500x zvysené riziko vyvoje osteosarkomu
beéhem adolescence



Knudsonuv model dvou
zasahu

40% pripadu:
« prumérny vék pfi diagnoze - 14 mésicu
 Dbilateralné v obou ocich - v priméru 3 nezavislé nadory

« v pfipadé ¢asného odstranéni retinoblastomu vysoky vyskyt osteosarkom
mezi 20. a 30. rokem zivota

« Casto rodinna anamnéza

60% pripadu:

* bez rodinné anamnézy

« prumérny vék pfi diagnéze - 30 mésicu
* unilateralni vyskyt

Knudson (1971):

1. skupina: 1 mutovana alela genu RB je zdédéna (v zarodecné linii),
druha mutace somaticka

2. skupina: nezbytnost dvou nezavislych mutaci obou alel RB

—> jedna hypotéza vysvetlila dva epidemiologicky odlisne typy
onemocneni


http://cytopathologymeeting.org/wp-content/uploads/2010/07/Knudson.jpg

Knudsonuv model dvou
zasahu
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Ztrata heterozygotnosti

Ztrata heterozygotnosti = LOH (,loss of
heterozygosity")

Bunky, které nesou jednu mutovanou
alelu nadorového supresoru (jsou pro
tento gen heterozygotni), ztraceji jednim
Z vice moznych zpusobu funkéni alelu
(ztraceji heterozygotnost).

Bunky, které nesou jednu mutovanou
alelu nadoroveého supresoru, ztraceji
velkou Cast (delece) chromozomu, ktery
nese funkcni alelu. Predpoklada se, ze v
oblastech s vysokou frekvenci LOH lezi
geny nadorovych supresoru.

mutace X v alele
genu RB1 —_
mateiského chromozomu

standardni alela
oo genu RB1
. ) votcovském chromozomu

ztrata heterozygotnosti

B 88 8(
B a &
B e
nondisjunkce nondisjunkce mitoticka

(ztrata a duplikace rekombinace
chromozomu)

genova delece bodova
konverze mutace



Knudsonuv model dvou
zasahu

NORMALNI, ZDRAVY JEDINEC NEDEDIENY DEDICNY RETINOBLASTOM

RETINOBLASTOM

- ; ,/dédéné
0 . w alela genu

. mﬂ@ﬁmﬁ’ 060

V jedné burice nahodné » l l l
mutuje jedna ze dvou  gEN V| 0 m V jedné burice mutuje
standardnich alel L XX 4 WYY  druhé alela genu RB1.
genu RB1.

S

Druha alela mutuje jen velmi zridka
v téZe burice.

Netvori se nador.

—> Nadmérna proliferace—]
bunék vedouci
k retinoblastomu.

v v

Pouze asi v 1 ze 30 000 jedinct U vétsiny jedincu
se vytvori nador. se vytvori nador.



Retinoblastom

thickening of optic nerve
due to extension of tumor

displaced retinoblastoma
normal
retina

non-retinal tumors of retinoblastoma patients
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Pravdepodobnost vyvoje dalsiho
nadoru u Cloveka v détstvi postizeného
retinoblastomem:

* U unilateralniho onemocnéni je zvySeny vyskyt
dalSich nadoru dusledkem |é€by zafenim

* U bilateralniho onemocnéni vrozena dispozice




Retinoblastom

60% - jednostranné nededicné

10% - jednostranné dedicné (s anamnézou nebo bez)
5% - oboustranné s anamnézou

25% - oboustranné - nové ,germ-line”

60% - jednostranné nededicné
15% - jednostranné dedicne
25% - oboustranne a dedicne

« Podle matematického modelu se asi u 5% nositelt s vrozenou
mutaci RB nevyvine retinoblastom (rezistence hostitele?)

 Témer uplna penetrance * (95%).
* Mnoho - mozna vétsSina - lidi ma v retiné ,,one-hit" klony.



* Projekt ,,reselience*

reselient — odolny

klasické studie: detekuji pricinné mutace u postizenych nositel

komplementarni pristup: vyhledat nositele vysoce penetrantnich
mutaci zpusobujicich onemocnéni bez projevu tohoto onemocnéni

vySetfeni 874 genu (zpusobujicich 584 zavaznych détskych
onemocnéni) v 589 306 genomech: nalezeni 13 dospélych s mutaci
zpusobujici 8 onemocnéni — bez klinickych projevu: 13
kandidatskych odolnych jedincu

prvni krok na cesté k vyhledavani ,ochrannych® genetickych variant

Chen R. et al: Analysis of 589 306 genomes identifies individuals resilient to severe
mendelian childhood diseases. Nat Biotechnology, 34 (5) 531-538, 2016




Odhad mutacni rychlosti u
retinoblastomu

U pacientu s vrozenou mutaci RB prumérné t¥i nadory.
Embryonalni sitnici tvofi v pruméru 2 miliony retinoblastu, tj. 4
miliony retinoblastu ve 2 ocich.

Primérna mutacni rychlost je 3/(4 x 10%) = 7,5 x 107 /2 roky, tj. 3,75
x 107 /rok.

Nelze oCekavat, Zze sporadicky retinoblastom bude bilateralni nebo
viceCetny v jednom oku.

Snustad D.P., Simmons M.J.: Genetika. MU Brno 2009

Snustad D.P., Simmons M.J.: Genetika. MU Brno 2017
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Riziko RB u ¢lenu rodiny

Sporadicky unilateralni: sourozenci 1%; potomci 2-6%

Sporadicky bilateralni: sourozenci 2%; potomci témeér 50%

Dédicny bilateralni: sourozenci témér 50%; potomci 50%

Dédicny, neuplna penetrance: sourozenci < 40%; potomci < 40%

O+
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RB: gen a protein

 jaderny (85%) protein p110RB (velikost 112 az 114 v proliferujicich
bunikach)

« Vv nedélicich se bunkach je pRB v komplexu s TF E2F; E2F
transaktivuje sadu genu, které jsou nutné k S fazi bunééného cyklu;

PRB blokuje E2F a tim blokuje bunécény cyklus (,brzda bunééného
cyklu®)

« hladina proteinu pRB se v bunkach béhem b.c. nemeéni, ale meéni se
stupen fosforylace pRB; na molekule pRB je asi 10 az 12 riznych
fosforylaCnich mist (Thr, Ser); hyposforylovany RB je aktivni a vaze
E2F, fosforylovany pRB je neaktivni

» PRB jako integrator signalu




Zpusoby inaktivace (drahy)
PRB v nadorech

samotny gen RB muze byt mutovan, deletovan, mize byt metylovan
leho promotor (retinoblastom, malobunécny karcinom plic, sarkomy,
karcinomy mocCového méchyre)

vazbou virovych proteinu E1A, LT SV40, E7 (karcinom délozniho
Cipku)

amplifikaci cyklinu D1 (nadory jicnu, prsu, dlazdicobunécné
karcinomy) nebo zvysenou expresi cyklinu D1 diky chromozomalni
translokaci (MCL); potencialné onkogenni virus Herpesvirus saimiri
kéduje svuj vliastni cyklin D

amplifikaci Cdk4 (glioblastomy, gliomy)

deleci p15, p16 nebo obou (dlazdicobunecné karcinomy jicnu,
glioblastomy, karcinomy plic, moCového méchyfe a pankreatu)

ektopicka exprese ,wild-type“ RB neni pro proliferaci inhibujici, protoze
PRB je fosforylovan a inaktivovan endogenni aktivitou komplexu
cyklin/cdk



Maligni melanom

Frekvence vyskytu MM (9. nejCastéjsSi nadorové
onemocnéni v USA) v zapadnich zemich roste
nejrychleji ze vSech nadoru. Kazdych 10 let se
pocet pripadu zdvojnasobi.

Melanomy se vyvijeji transformaci melanocytu -
bunék kuze, které produkuji melanin. Melanin je
soucast ochrany kuze pred pusobenim UV.

PoCet melanocytu je u lidi se svétlou a tmavou kuzi
stejny, odlisné je mnozstvi produkovaneho
melaninu. Bila populace ma 10x vyssi riziko
vyskytu melanomu nez CernosSi, Asiaté, Hispanci.

Vyssi riziko: svetlé vlasy, oCi a plet, neschopnost
se opalit, tendence ke spaleni na slunci; opalovani.




Maligni melanom

* 5-10 % melanomu je familialnich, penetrance se odhaduje asi na
53% ve véku 80 let.

« geneticka dispozice - nékolik dédicné podminénych syndromu:

» FAMMM (Familial Atypical Multiple Mole and Melanoma)

» syndrom dysplastickych névu (Dysplastic Nevus Syndrome -
DNS; Atypical Mole Syndrome — AMS)

» xeroderma pigmentosum



Syndrom dysplastickych
névu/FAMMM

« velké mnozstvi atypickych névu svéddi o
dédi¢né formé — vysoké riziko melanomu
e autozomalné dominantni onemocnéni

* melanocyty mohou na kuzi tvofit
pigmentovana znaménka a névy: vysoka
hustota névu je pfiznakem zvySeného rizika
vyvoje melanomu
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Pigmentove névy

* nezhoubné kozni utvary ruzné velikosti vzniklé mistnim nahromadénim
melanocytu (shluk pomnozenych melanocytu do tzv. hnizda), které se
projevuji odchylkou od normalni barvy kuze

* melanocyty jsou v kuzi za normalnich okolnosti uspofadany jednotlivée,
jsou od sebe vzdalené

maligni
melanom
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obtizné najit genetickou pficinu vyvoje melanomu

vytipovana oblast: 9p21-22 (asi 50% postizenych rodin)

v této oblasti gen CDKN2A pro p16'"NK4A: mutace pl6 odpovidaji asi
za 20-40 % dédicnych melanomu, nepochybné existuji dalSi geny
zodpovédné za MM

mutace CDKN2A (p16) u 0,2— 2% sporadickych melanomu

protein p16NK4A: 158 AA - tvofi binarni komplexy specificky s Cdk4
a Cdk6, inhibuje jejich aktivitu (a tedy fosforylaci RB) (INK4A -
inhibitor of Cdk4)

v postizenych rodinach se vyskytuji i jiné typy nadoru, predevsim
nadory pankreatu, vzacnéji délozniho Cipku, moCového méchyre,
prsu, gliomy a nékteré hematologické malignity




Maligni melanom

V oblasti 9p21 dalSi geny:

o PI5'NK4B _ yelika homologie s p16, také inaktivuje Cdk4 a Cdk6:
vrozené mutace nedetekovany!

o PI4ARF _vaze MDM2 a zabrariuje ubikvitinaci a degradaci p53;
pP14ARF je kddovany stejnou Casti jako p16 DNA, ale v jiném &tecim
ramci (,alternative reading frame®) - Ize vyradit zaroven dve drahy

kliCove pro kancerogenezi (p53 a RB); neuplatiiuje se u vrozenych
dispozic k MM!!



Geny p16™K4A a p14ARF

exons 13 Ta 2 3

13 kb | « p16/NKIA
i ARF
‘ 1 p14

 sdileji exon 2 genu p16'NK4A
 vyuzivaji kazdy ,svUij“ (alternativni) transkrip&ni promotor

 pro translaci je vyuzivan alternativni cteci ramec (Alternative
Reading Frame)

* ? kumulace vyznamnych regulac¢nich genu do jednoho lokusu (+
pl5): ,ekonomika“ vs. bezpecnost ?

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Maligni melanom

« pfiblizné u 1% hereditarnich melanomu se naléza zarodecna
mutace v genu CDK4 pro cyklin dependentni kinazu 4 (12914.1)

e zamena cysteinu 24 za arginin: interferuje s vazbou p16 a p15,
ale ne s vazbou cyklinu D!!

=> vzacny pripad vrozené mutace protoonkogenu!




Hereditarni papilarni karcinom ledviny
(c-met)

RASopatie
(ras/MAPK)

Mnohocetna endokrinni neoplazie typ2 (MEN2)

(RET)

Familialni medularni karcinom stitné zlazy (FMTC)

(RET)

Familialni gastrointestinalni stromalni nadory
(GISTs) (c-kit)

Maligni melanom (CDK4)




Neurofibromatoza typu 1 -
NF1

autozomalne dominantni dedicnost

u postizenych se vyvijeji nasobné benigni neurofibromy, z
nékterych se mohou dale vyvijet neurofibrosarkomy, zvysSené
riziko vyvoje AML, a dalsi

inaktivace obou alel NF-1 byly popsany u melanomu a
neuroblastomu

gen NF1I lokalizovany na chromozomu 17q11.2

produktem NF-1 je protein neurofibromin, ktery patfi do rodiny
GTPaza aktivujicich proteint (GAPs; negativni regulace Ras)

patri mezi RASopatie




kozni skvrny barvy bilé kavy

pigmentované hamartomy duhovky,
tzv. Lischovy noduly



Neurofibromin
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NF1 je GAP (GTPase
activating protein) proteinu
Ras.

Interakce Ras s NF1 muze
zvySit GTPazovou aktivitu
Ras vice nez 1000x.

Pro funkci NF1 je kriticky
arginin R1276, ktery
interaguje s Ras a prispiva
k hydrolyze GTP na GDP.

Sedivou jsou vyznadena
nalezena mista mutaci
NF1.



Neurofibromatoéza typu 2 -
NF2

autozomalni dominantni onemocneni charakteristické vyvojem
bilateralnich schwanomu akustického nervu

spojeno s vyskytem nasobnych benignich nadoru
intrakranialnich, paternich a perifernich nervu, nadory jsou jen
vzacné maligni; Hamartomy sitnice

onemocnéni se zacina manifestovat v pruméru ve 21 letech,
prumérny vek umrti je 36 let; velka variabilita
vzacné onemocneni s vyskytem 1:40.000

spojeno s vrozenou mutaci genu NF2 na chromozomu 22q12.2; asi
polovina vrozenych mutaci NF2 je de novo

produktem genu je protein merlin (schwanomin)



Neurofibromatéza typu 2

« merlin patfi do velké rodiny proteint (merlin - moesin, ezrin,
radixin-like protein), které interaguji s membranovymi proteiny:
cytoskeletalni protein - predevsim v adheznich pasech; merlin
pravdepodobné interaguje s aktinem, a transmembranovym
proteinem CD44; exprimovan hlavné v nervove tkani

* nepritomnost funkéniho merlinu méni mirné intracelularni
signalizaci, vede ke zvySeni proliferace Schwannovych bunék



Cowdenuv syndrom - CS

autosomalneé dominantni onemocneéni - charakteristicke vyvojem
nasobnych hamartomu (benigni nadorky, odliSitelné od adenomu
- svou histologickou strukturou: buriky normalné diferencovane,
ale neusporadané) v mnoha organech (kuze, mamarni tkan, stitna
zlaza, travici trakt) a zvySenym rizikem vyvoje nadoru prsu a
thyroidnich nadoru.

(Cowdenové syndrom; syndrom mnohocetného hamartomu)
prvni pfiznaky CS se vétSinou objevi nejpozdéeji ve 3. dekadée
Zivota

pfevazna vétSina nadoru (i nadoru prsu a thyroidnich nadoru) je
benignich, asi u 10% postizenych Cowdenovym syndromem se

vyvine nemedularni thyroidni karcinom a asi u 30 az 50%
postizenych Zen se vyvine zhoubny nador prsu




Cowdenuv syndrom

e onemocneni souvisi s vrozenou mutaci genu PTEN, ktery je

lokalizovan na chromozomu 10¢g23.3 (mutace PTEN nalezena
asi u 80% pacientu s CS)

« fenotypické rozdily mohou souviset s riznymi mutacemi genu
PTEN



Uloha proteinu PTEN v buiice

PTEN je protein/lipid fosfataza.

(,Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome
TEN")

MMAC1 (,mutated in multiple advanced cancers®)

Defosforyluje jak Thr/Ser, tak Tyr, ale pro jeho nadorové
supresivni funkci je kliCova schopnost defosforylovat
fosfatidylinositol(3,4,5)-trifosfat (PIP-3), ktery je produkovan
kinazou PI3K po aktivaci mitogennimi signaly. (PIP-3 aktivuje
Akt, ktery mimo jiné blokuje apoptozu a prispiva k preziti
bunky.)

Uloha PTEN je udrzovat hladinu PIP-3 nizkou: inaktivace PTEN
zpusobuje zvySeni hladiny PIP-3 a hyperaktivaci Akt.



Uloha PTEN v fizeni bun&éné smrti, 7
proliferace a bunécné adheze

1. PTEN vykonava svou funkci nadorového supresoru primarné indukci
bloku bunééného cyklu ve fazi G1, prfipadné umoznénim apoptézy tim,
Ze inhibuje signaly preziti vyvolané rustovymi faktory.

2. DalSim substratem
PTEN je kinaza FAK
(,focal adhesion kinase®):
defosforylaci FAK tak

PTEN inhibuje migraci . /' ‘f‘f'?;:;ﬁj:--f Fes<ercdel
bunék zprostfedkovanou ',/ \ > .cwoclhmme ¢
. . . ¥ |  release
|n’telgr| ny (tato funkce_ je Adhesion mpase /
zavisla na schopnosti Migration

Proliferation

defosforylovat Tyr).

Survival

Di Cristofano A and Pandolfi PP, Cell 100 (2000) 387-390




Model funkce proteinu PTEN
béhem kancerogeneze

 ,LOH" 10923 je u primarnich nadoru ¢asta - 25 az 50%, ale
kompletni ztrata funkce PTEN v €asnych stadiich
kancerogeneze je bézna jen u nadoru délohy a vajecnikd.

« U dalSich nadoru je kompletni ztrata funkce PTEN spojena az s
pozdnimi stadii kancerogeneze a je spojena s agresivnimi,
metastatickymi stadii.

» V pocatecnich stadiich kancerogeneze se PTEN uplatriuje
mechanismem ,haploinsuficience®, uplna ztrata funkce se
objevuje az v pozdegjSich stadiich.



Tuberozni skleroza

autozomalné dominantni nadorovy syndrom

Souvisi s vrozenymi mutacemi TSCZ (9934; koduje hamartin) nebo
TSC2 (16p13,3; koduje tuberin).

Charakterizovano vyvojem benignich nadord hamartomut v mnoha
organech; vzacné spojeno s vyvojem malignich nadord.

Pro onemocnéni typicka znacna variabilita symptomu, ruzna

zavaznost postizeni; variabilita souvisi s typem mutace, ale taky s
vékem postizenych (vyskyt mutace druhé alely).

Popsano pres tisic mutaci (cca 30% v TSC1, 70% v TSC2); 2/3
mutaci vznikaji de novo.

Tuberin reguluje malé G-proteiny (Rapla, Rab5, RheB), translaci,
bunécénou proliferaci.

Hamartin interaguje s rodinou aktin vazajicich proteint (ezrin-
radixin-moesin), reguluje bunécny cyklus interakci s CDK.




TSC1 a TSC2

(,tuberous sclerosis complex 1 a 2°)

IEA P
w_—
Za\ R LKB1
J(j:// ¥
_fl'f:l & »‘.;___,,..._‘_
: IPIP2E AMPK

FOXO | _ |
"S6K. B
mRMNA 'Frunsluﬁnn N J_::B_ﬂﬂ_%t@__
@ 93 «—— Rheb
eIF4E 4E-BP T ™
Rapamycin

U pacientl s vrozenymi
mutacemi PTEN se take
vyvijeji hamartomy, ale
take maligni nadory.

Hamartomy - ,spravna kostka na spravném miste, ale Spatne
otoCena“ — odpovidajici tkan, spravné diferencovana a na
spravném misté, ale chybné fyziologicky zapojena



Gorlinuv syndrom - Névoidni
basocelularni syndrom

autozomalne dominantni nadorovy syndrom, vzacny (1: 50-100 000
obyvatel; u pacientu s bazocelularnimi karcinomy 1:200).

souvisi s vrozenymi mutacemi PTCH, které v 80% vedou ke
zkracenému proteinu PTCH a zpusobuji zvySenou expresi a
pozitivni aktivaci Gli1; gen kédovan v oblasti 9922.3

vyvojové abnormality: skeletalni defekty, kraniofacialni defekty,
polydaktylie a syndaktylie, vysoky vzrust

zvysSene riziko nadoru: mnohoéetné basaliomy
kuze (témér vSichni postizeni GS onemocni v
prubéhu Zivota koznimi nadory, Casto jiz v
détském véku), dale cysty Celisti, meduloblastom
(odvozen z bunék mozecCku), fiboromy ovaria,
meningiomy, fibrosarkomy, rhabdomyosarkomy

asi 1/3 mutaci v zarodecné linii je de novo
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Dédiéné nadory endokrinniho 7))
systému [ S

Mnohocetna endokrinni heoplasie typu 1 - MEN1: kumulace nadoru
pristitnych télisek, endokrinnich ostrivku pankreatu, predniho laloku
hypofyzy a nadledvinek

MnohocCetna endokrinni neoplasie typu 2

MENZ2A: medularni karcinom Stitnice, hyperparathyreoidismus,
feochromocytom

MENZ2B: medularni karcinom Stitnice, feochromocytom, ganglioneuromy
GIT, neuromy sliznic

Familialni medularni karcinom Stitné zlazy FMTC




Mnohocetna endokrinni neoplasie
typu 1 - MEN1

« autozomalne dominantni onemocneni spojené s vyvojem
adenomu pfistitnych télisek (90 - 97 % pacientu), nadoru
endokrinnich ostruvku pankreatu (50 - 65 % pacientu) a
predniho laloku hypofyzy (40 - 50 %), nadory kuze, vzacnegji i
nadory neendokrinni tkané

« témér 100 % penetrance; asi 10% mutaci de novo

* prvnim pfiznakem onemocneéni je vétsinou hyperfunkce
endokrinnich zlaz

« syndrom spojen s vrozenymi mutacemi genu MENY (11q13), v
nadorech doprovazenymi LOH

« produktem genu MENL1 je menin, prevazné jaderny protein,
nepribuzny s zadnym dalSim proteinem; pravdepodobné
negativni regulator bunécné proliferace



Srovnani MEN1 a MEN2

MEN 1

Pituitary —
adenoma

Parathyroid -
hyperplasia

Pancreatic -
tumors

MEN 2A

-Parathyroid

hyperplasia

Medullary

thyroid
carcinoma

J -Pheo-

chromo-
cytoma

MEN 2B

Mucosal
neuromas

Marfanoid
body
habitus

Medullary
thyroid
carcinoma

Pheo-
chromo-
cytoma
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Wilmsuv tumor - nefroblastom

« maligni nador ledvin détského véku; jeden z nejCastejSich
solidnich nadoru u déti

« frekvence vyskytu asi 1:10.000

« poprveé popsan Maxem Wilmsem v roce 1899

» vznik a charakteristické histologicke rysy tumoru jsou vysledkem
aberantniho embryonalniho vyvoje

* vyskytuje se v dédicné formeé i jako sporadicky nador

» sporadicky nador se typicky u déti vyskytuje kolem 4. az 5. roku
Zivota, o néco Castéji u divek nez chlapcu, se stejnou
pravdépodobnosti v ruznych etnickych skupinach; dédi¢na forma

(velmi vzacna) nadoru se typicky objevuje beéhem 2. roku zivota,
Casto bilateralnée

* autozomalne dominantni onemocnéni s neuplnou penetranci




Wilmsuv tumor

* Asi 10% nadort je bilateralnich. Pokud jsou bez rodinné
anamnezy, casto spojeny se zarodeCnou mutaci de novo.

* Incidence dalSich primarnich malignit u vylé€enych déti (kolem
90%) je spis nizka a dava se vice do souvislosti s IéCbou
Wilmsova tumoru.

« Vzacneé se vyskytuje i u dospélych, z toho 20% mezi 15. a 20.
rokem zivota, 80% do 7. dekady.



Nadorovy supresor WT1

WT spojen s mutacemi vice genu.

Prvni popsany (1990) byl nadorovy supresor WT1Z, lokalizovany v
oblasti 11p13. Jeho mutace jednak spojeny s tvorbou Wilmsova
tumoru a také s vyvojovymi malformacemi urogenitalni oblasti -
vyraznéji u chlapcu (mechanismus haploinsuficience).

Asi 1% postizenych vykazuje tzv. syndrom WAGR (Wilmsav tumor,
Aniridie, Genitalni vady, rastova a mentalni Retardace).

WT u 1 ditéte z 10.000, aniridie u 1 ditéte ze 70.000. Aniridie se
vyskytuje u 1 ze 70 deti s WT, WT se vyvine u 1 ze 3 déti s aniridii.

Aniridie souvisi s mutaci genu Pax®6.

Lokusy pro aniridii a WT (Pax6 a WT1) jasné oddeleny, ale lezi
blizko sebe.

WAGR syndrom je spojen s rozsahlejSimi cytogenetickymi delecemi
oblasti 11p13 (typicky mikrodeleCni syndrom).




Nadorovy supresor WT1

je exprimovan v ledvinach, jeho exprese je prisné behem vyvoje
regulovana: casove i prostorove

tkanové specificky, sekvencné specificky transkripCni faktor, dalSi
roli hraje zrejme pri posttranskripCnich upravach - interakci s RNA

ma antiproliferativni u€inek a zfejmé schopnost stimulovat specifické
diferenciacni procesy

zrejme hraje i nejakou roli v hematopoietickem vyvoji: nejcastéjsim
dalSim primarnim onemocnénim je leukémie; asi u 20% AML/ALL
se popisuji (somatické) mutace WT1

dalsi geny spouvisejici s vyvojem Wilmsova tumora: WT2-WT5,
mikrodelece 11p13



Li-Fraumeniho syndrom

Vzacné autozomalné dominantni dédicné onemocneni (opét:
dominantni na urovni celého organismu, recesivni na urovni
buriky).

Rodinny syndrom charakteristicky Castym a Casnym vyskytem
malignit ruzného typu v€etné sarkomu, nadoru prsu, nadoru
mozku, leukémii, adrenokortikalniho nadoru déti (kura
nadledvin).

Nadory u LFS maji tendenci se objevovat u déti a mladych
dospélych, Casto jako nasobné primarni nadory.

Syndrom spojen s mutaci genu pro nadorovy supresor p53
(17p13.1).



Li-Fraumeniho syndrom

* Proband se sarkomem do 45. roku zivota, pribuzny 1.
stupne s nadorem do 45. roku zivota, pribuzny 1.
nebo 2. stupne s jakymkoliv nadorem do 45. roku
zivota nebo se sarkomem v kterémkoliv veku.

« Az 80% pfipadu spojeno s vrozenou mutaci p53.



Spektrum nadoru v rodiné s
mutaci p53 v zarodecné linii

male O female

i

L
o0 OCOmMMOOO O

nadory prsu  nador plic sarkom leukémie
karcinom pankreatu  Wilmsuv tumor




Li-Fraumeniho-like syndrom

* Proband s jakymkoliv nadorem v détstvi nebo
sarkomem, nadorem mozku nebo adrenokortikalnim
nadorem do 45. roku zivota, pfibuzny 1. nebo 2.
stupné s kterymkoliv typickym LFS nadorem v
jakémkoliv véku, dalsi pribuzny 1. nebo 2. stupné s
jakymkoliv nadorem do 60. roku zivota.

« Asi 50% pfipadu spojeno s vrozenou mutaci p53. (U
nékterych LFS / LFLS rodin popsany zarode¢né mutace genu
chk2, ale uloha genu chk2 v etiologii LFS nejasna.)



Historie LFS

1969: Li a Fraumeni retrospektivné porovnavali data a anamnézy
détskych pacientu, ktefi zemreli na sarkom. Nasli nékolik rodin,
kde onemocnenim byli postizeni sourozenci nebo
bratranci/sestfenice a v jejich anamnéze zjistili, Zze v jedné
rodiovske linii je vysoky vyskyt nadoru Sirokého spektra,
pfedevsim sarkomu a nadoru prsu v mladém véku, a dalSich.

SBLA syndrom: Sarcoma, Breast and Brain cancer, Leukemia,
Lung and Laryngeal cancer, Adrenocortical carcinoma (1978).

1988: prvni verze definice LFS
1995: vedle ,klasickeho” LFS volneéji definovan LFLS (LFS-L)



Epidemiologie LFS

Frekvence vyskytu celosvétové 1-9 na 100.000.

Penetrance 50% ve 30 letech, 90% v 60 letech.
Penetrance vysSi u Zzen (~100%) - spojeno s vyskytem nadoru
prsu.

Mutace v genu p53 patri k nejCastejsim genetickym
(somatickym) zménam detekovanym v solidnich nadorech X
extrémne vzacny syndrom LFS.

Anticipace — pfi pfenosu genu mezi generacemi stale casngjSi

v v s

genetickych zmén?)



Cilové organy maligni
transformace u pacientu s LFS

BREAST
SOFT TISSUES

BRAIM 12.4% (143)

ADRENAL GLAND 11.9% (139)
BOMES (other)
LINKMNCHH SITE 3.9% 45)
SHIM 2.7% (32

LUMG 2 5% (249)

HEMATOP. S STEM 2 4% (28
COLON 2.4% (28)
O ARY 1.9% (22
BOMES (limbs) 1.7% (20
STOMACH 1.5% (17)

HIDMEY 1% (12]

14% (163

25.8% (301

nadory prsu: 25.8 %

sarkomy mékkych tkani: 14 %
nadory mozku: 12.4 %
adrenokortikalni nadory: 11.9 %
sarkomy kosti: 8.2 %

neznama lokalizace: 3.9 %
nadory kuze: 2.7 %

nadory plic: 2.5 %
hematologické malignity: 4.3 %
nadory stfeva: 2.4 %




Gen a protein p53

Gen lokalizovan na chromozomu 17 (17p13)
Protein - poprvé popsan diky interakci s LT SV40
- funguje jako transkripCni faktor
- funguje jako tetramer

Struktura proteinu: DNA vazebna doména, transaktivacni doména,
oligomerizacni doména, NLS, C-koncova regulacni doména

175 248 273 282

245—’ ’~249
distribution of mutations

1.7% 95.1% 3.2%

transactivation sequence-specific DNA binding
B nuclear export signals [l nuclear localization signals
proline rich oligomerization



Funkeni sit’ pS3

lack of uv ionizing oncogene xia blockage of
nucleotides rad|at|on radiation signaling transcription
p53

J]|L

(

cellcycle DNA block of
arrest repair angiogenesis

jon\
return to
proliferation

apoptosis

senescence

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007
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(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)

9)

Ziskaneé vilastnosti maligniho
nadoru

Produkce vlastnich proliferacnich signalu
Necitlivost k signalim zastavujicim bunéény cyklus
Odolnost k programované bunécné smrti
Neomezeny replikacni potencial

Indukce angiogenese

Aktivace invazivity a metastazovani

Geneticka nestabilita a mutace

Pritomnost zanétu podporujici nador
Preprogramovani energetickeho metabolismu

(10) Schopnost vyhnout se destrukci imunitnim systémem
(11) Zmeny mikroprostredi nadoru

Hanahan D. and Weinberg R.A., Cell 144 (2011) 646-674




Funkce p53

hypexie
7 ubytek ribonukleotidi 4

bzl Bl zkraceni telomer
a dalsi

o

aktivace onkegenu
I
]
I
I
\. H
posttranslaéni modifikace p53 a MDM2

aktivace a stabilizace p53 . ubikvitinace
L4 ) a degradace p53

an

kontrolni body inhibice chronicky _modyla'ce 1 preprogramo 9
bunééneéhe cyklu 2 apoptoza oprava DNA angicgeneze zanét imunitniho vani
p21"#" PUMA Gaid4s Tt B systému metabolismu
14-3-3a NOXA p48 Bali
Gadad45 1 Bax p53R2 Maspin CXCL1 cFD43l,(t|c”?M1 Glutl
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FasL SCO2
Tops Gudkov 2011 Lowe et al. 2013
PIDD Cooks et al. Menendez et al. Vousden a
Ryan 2009

2014 2013



Funkce p53

» Zprostredkovava adekvatni reakci bunky na
stresové podnety.

Cilové geny: mdm2 - zpeétnovazebna inhibicni klicka
DQICIPﬂWAFl - b|0k G1
ax - apoptoza
GADDA45 - oprava DNA




P53 - ochrance genomu

A)

DNA damage

i

Increase of p53 protein level, ;
transactivation of cell-cycle control genes,
cell-cycle arrest in G1 /6

B)

DNA damage

el

o e

DNA repalr before cell
division (low levels of
damage)

Division of damaged cells
(mutations, aneuploidy)

No wlld-type p53,
no cell-cycle arrest in G1

MALIGNANT

*Aé@

CLONE

Mitosis not completed,

cell death



Regulace p53

regulace transkripce a translace

regulace hladiny/stability
proteinu

regulace bunécnée lokalizace

regulace aktivity

hypoxie
poskozeni DNA

N

posttranslaéni modifikace p53 a MDM2
aktivace a stabilizace p53

a dalsi

--

kontrolni body

bunééného cyklu apoptoza
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PIDD
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Regulace stability p53

» V normalné proliferujicich bunkach je hladina proteinu p53
udrzovana velmi nizka rychlym odbouravanim.

» KiliCovou roli v regulaci stability p53 hraje protein MDM2.

« MDMZ2 funguje pro p53 jako ubikvitin ligaza E3: po interakci s p53
zprostredkovava ubikvitinaci p53 a jeho odbourani proteazomem.

« mdm2 je cilovym genem p53 (— zpétnovazebna kliCka)

« MDMX (MDM4) - dalSi regulator p53: nezprostfedkovava jeho
degradaci, ale inhibuje jeho schopnost aktivovat transkripci
cilovych gend.



_ (&) Normal cells m |
J > ¢
. < d Av

Ubiquitin-mediated b
p53—-Mdm2 complex degradation p53 degradation

(b) Damaged cells

Y

No p53—-Mdm2 complex

p53 accumulation

V poskozené bunce je znemoznéna vazba MDM2 k p53 a p53 je
stabilizovan.



Regulace vazby p53 - MDM2

 interakce p53 s MDM2 je znemoznéna fosforylaci

« p53 je fosforylovan jako odpoved na bunécny stres (posSkozeni DNA,
hypoxie, ...) kinazami: Chk1, Chk2, ATM a ATR, JNK, Polo-like
kinase,...

* bunky s mutacemi v ATM a Chk2 maji poskozenou schopnost
stabilizovat p53

(Vrozena heterozygotni mutace v genu chk?2 (,G2 checkpoint
kinase®) byla detekovana u LFS)

(Mutace chk2 v zarodecné linii se vyskytuji asi u 1,1 az 1,4% zapadni
populace a az u 5% pacientek s nadorem prsu (tj. vrozena mutace
chk2 je spojena s vySsim rizikem vyvoje tohoto nadoru).



Uloha proteinu MDM2 v regulaci
p53: funkéni a nefunkcni pS3

L‘, &‘& <4 t

Avw |

Transcription p53—Mdm2 complex p53
degradation

(b) Mutant/inactive p53

No Mdm2
DNA ——| Mdm2 I »

No binding

p53 accumulation




Regulace bunécné lokalizace p53

P53 ma na C-konci nékolik signalt jaderné lokalizace - NLS, je po
syntéze transportovan do jadra.

P53 ma dve sekvence pro export z jadra - NES: v oligomerizacni
domeéné (ve funkCnim tetrameru odstinéno) a na N-konci v MDM2
vazebné doméné. Export z jadra je vyrazné potencovan vazbou
MDM2 (i kdyz vazba MDM2 neni podminkou) a také ovlivnén
fosforylaci v dané oblasti: fosforylace vyvolana stresem inhibuje
transport z jadra (vedle toho, Ze znemoznuje vazbu MDM2)

Popsana kinaza Parc, ktera zadrzuje p53 v cytoplasme.



Regulace aktivity pS3

Regulace schopnosti p53 vazat se na DNA a interagovat s dalSimi
komponentami transkripCniho aparatu - regulovano
posttranslacnimi modifikacemi.

Predevsim ruzné kovalentni a nekovalentni modifikace (fosforylace,
Sumoylace, glykosylace, acetylace, ubiquitinace, neddylace) C-
konce p53 ovliviuji schopnost p53 vazat se na DNA: p53 je naptr.
aktivovana fosforylaci ser392 (indukovano UV), Sumoylaci Lys386,
acetylaci C-konce...

N-konec? Stresem indukovana fosforylace N-konce potencuje
Interakce s acetyltransferazami, které acetyluji C-konec (a také
acetyluji histony v nukleozomech v cilovych promotorech)



Posttranslacni modifikace p53
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Posttranslacni modifikace souviseji s regulaci aktivity a

take stability pS3.




Inaktivace p53 v nadorech

Mutace

Jaderna exkluze (37% zanétlivych karcinomu prsu,
vice nez 90% nediferencovanych neuroblastomu)

Interakce s virovymi onkoproteiny (LT SV40, E1B,
EG)

Amplifikace mdm2 (neuroblastomy), pfipadné
mdmX (gliomy)



Tumor site

FEMALE GEMITAL ORG [300E/T7oE)

Frekvence mutaci p53 v
nadorech

Somatic mutations - Mutation Prevalence (N = 26325)
@ ARC TPE3 Database, R17, Movember 2013
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Typy mutaci p53

« pfedevsim bodové missense mutace
« kratké delece a inzerce (vice v okrajovych ¢astech genu)
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