Rakovina

Terminologie:
ndzev rakovina (.cancer") je odvozen od latinského
slova oznac UJICIhO kraba, protoze tohoto zivocicha

starym Rekim prlpommaly vybéZzky sedé hmoty
nddoru (Fecky: karkinos = rak, onkos = krab)

rakovina - choroba zpusobenou malignim nadorem

nddor (..tumor") - neoplazma, novotvar - patologicky
dtvar vytvoreny v tkani mnohobunécného organismu,
jehoz rist se vymkl kontrole. Déleni bunék neni
omezovano zddnym regulac nim mechanismem.




Co je to rakovina?

+ geneticka nemoc
»zacind na drovni jediné burky

» ndsledek mutace a prirozeného vybéru v populaci
bunék mnohobunééného organismu

Rakovinné buriky jsou pro organismus nebezpecné
proto, ze ...

- se reprodukuji bez ohledu na jeho potreby
(nereaguji na bézné bunécné signalni mechanismy)

- kolonizuji télni oblasti, které jsou vyhrazeny jinym
bunéénym typum




DalSi terminy:

Nador X Hyperplazie X Metaplazie




Willis (1967):

Nddor je masa bunék, které nekoordinované rostou ve
srovnani s buikami okolni normalni tkané a ktery
perzistuje i bez inicianiho stimulu (znemoznéna reverze).

Hyperplazie je prechodné zvétseni tkané nebo orgdnu v
dusledku pritomnosti vétsiho po¢tu zdravych bunék, ke
kterému dochdzi po hormondlni stimulaci . Po odstranéni
signdlu se organ zmensuje do normadlni velikosti
(testosteron / prostata, téhotenstvi / prsni zldza).

Metaplazie je prechodnd zména fenotypu bunky v
dusledku vnéjsich signdlu. (respiraéni epitelium/dlazdicové
epitelium u kurdkd).




Fenotyp nddorovych bunék je dédicny

Virchow (1858):.

- Omnis cellulae cellula.
(VSechny burky pochdzeji z bunék)

Bunky metastdz pripominaji bunky primarniho
nadoru

VSechny bunky nddoru pochdzeji z jediné bunky
(klonalita nadoru)




Rakovina je primarné genetickd nemoc

» ve vétsiné nddorovych bunék jsou zaznamendny
somatické mutace

» u vzdchych familidlnich rakovinnych syndromu
jsou zaznamendny zdédéné zdrodecné mutace

» zvyseni frekvence mutaci nebo genomova
nestabilita zvysuje frekvenci rakoviny




Annual incidence per 10° males

Vyvoj rakoviny je postupny proces kumulace
zmeén

vétsina nddord se objevuje v pokrocilejsim véku (napr. frekvence
vyskytu rakoviny tlustého streva se zvysuje 10x mezi 30. - 50. rokem
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Rakovina: Nasledek mutace a prirozeného
vybéru v populaci bunék mnohobunécného
organismu

Buniky musi Cinit kriticka rozhodnuti:
- RUst a délit se?

- Diferencovat?

- ..Spat" (dormance) ?

- Zemrit?

Na vech téchto Urovnich miZe dojit k poruse

Pokud je ndsledkem poruchy neprimérena
proliferace, vznikd nador




Rozhodovani bunék

@ Q STEM CELL

CELL { @ @ @ @ COMMITTED
DEATH PROGENITORS




RozliSujeme nadory benigni a maligni

Benigni

- pomaly rist

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

- ohrani¢enost

- veétsinou neohrozuji zivot

Maligni
- vysoka proliferace (velkd jadra, jadérka - tvorba

ribozomd, polyzomy - tvorba proteint potrebnych
pro bun&éné déleni)

- zmeény v morfologii, velikosti a tvaru bunék
- nizsi stupen diferenciace
- metastaze
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Aclenoma (benign)

Adenocarcinoma ( malignant)
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Benigni nadory jsou pomérné casté, ale
jsou relativné malo nebezpecné, protoze
jsou ohranicené a malé
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I benigni nadory mohou byt smrtelnél

- nador Zlaznatych bunék: nadprodukce duleZitych
biologicky aktivnich molekul

Priklad: Langerhansovy ostrivky - prili$nd sekrece
inzulinu - hypoglykemie - smrt

- poloha nadoru narusuje néjakou zivotni funkci
Priklad: mozkové vystelka - naruseni funkce vitdlnich
center mozku - smrt




Maligni nadory obsazuji okolni tkdné a
rozsiruji se do celého téla
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Klasifikace a nomenklatura nddoru

- ndzev odrdzi plvodni tkan, kde nddor vznikl

» pripona urcuje, zda se jednd o benigni nebo
maligni nador
- om (benigni)
- karcinom (maligni epitelidlni tkan)
- sarkom (maligni konektivni tkdn nebo sval)
- blastom (skupina malignich ndadort déti)




Typy nadort

Plavod

Benigni

Maligni

Epitelidlni/Endotelidini

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

Adenokarcinom jater
slinivky,tlustého
streva, ledvin, atd.

Mezenchymadlni pojivové
tkan

Lipom

Liposarkom

Fibrom

Fibrosarkom

Chondrom, atd

Chondrosarkom, atd.

Neuroblastom

Retinoblastom

Nefroblastom

Zarodek Teratom Teratokarcinom
Embryondlni karcinom
Jiny Melanom

Leukemie




Fakt:

Karcinomy predstavuji asi 90% lidskych nadord.

Proc¢?

Protoze epitelidlni bunky aktivné proliferuji?

Protoze epitelidlni tkané jsou nejCastéji vystaveny
faktorim, které mohou bunky poskodit a dat vznik
rakoviné?




Karcinogeny jsou mutageny

Clunet 1908 - rentgenové zdreni u krys zpusobuje rakovinu
kize

Yamagiwa and Ishikawa 1915 - tér zpusobuje rakovinu kuze u
krdlikd

Muller 1928 - rentgenové zdreni zpusobuje mutace u octomilek

Miller and Miller 1960s - metabolickd konverze nemutagennich
latek na mutagenni




Nddor vznikd postupnou preménou zdravych bunék

Mormal Epithelium \
Hyperproliferation \ Y
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Stadia karcinogeneze:

Iniciace
latence
* promoce
* progrese




Iniciace

» interakce karcinogenu s DNA

» rychly proces

» nevratnd (genetickd) zména bunky

+ iniciované bunky se nevyvijeji do podoby
nadord, pokud neni pritomen vnéjsi
faktor s funkci promotoru




Latence

» obdobi mezi aplikaci karcinogenu a
objevenim se nddoru




Promoce

+ tvorba pre-rakovinnych vyr'us’rku vyvoland
pusobenim nddorovych promotord

* negenetické zmény
+ stimulace signdlnich drah indukujicich rust

- kratkodobé plisobeni promotoru je
reverzibilni




Progrese

- ndsledek dlouhodobého pusobeni promotord

» nddory ztrdci zdvislost na pritomnosti
promotoru

* genetické zmény




Metastaze

+ Sifeni primarniho (maligniho) nadoru do
novych télnich lokalizaci

» sekundarni nadory mohou metastazovat ddle

. ‘ryplcky znak mallgmch nddord x zdravé
butiky maji vymezeny anatomicky prostor,
ktery neopoustéji




Model tvorby karcinomu kuZe u mysSi

Iniciace nadoru

- tvorba abnormadlnich bunék ptisobenim tzv. inicidtoru -
chemickych cinidel (nitrosoguanidin, dimetyl
benzantracen)

- dusledek genetickych zmén (iniciatory nadord jsou
mutageny)

- bezprostredni G¢inky inicidtord nejsou zietelné, kize
zustava normalni




Model tvorby karcinomu kuZe u mysi

Promoce nadoru

- tvorba pre-rakovinnych papilomt vyvoland ptsobenim
nadorovych promotort (napr. 12 tetradecanoyl phorbol-13
acetate - TPA) na ..iniciovanou" KiZi

- dusledek negenetickych zmén

- rust papilomu zdvisi na prubézné aplikaci promotoru
(odstranéni promotoru - zmen3eni papiloma)




Model tvorby karcinomu kuze u mysi

Maligni konverze/progrese nddoru

- ndsledek dlouhodobého pusobeni promotort (cca nékolik
mésicu) - konverze papilomt na karcinomy

- karcinomy se od papilomt odlisuji histologicky a ztrdtou
zavislosti na prubézné aplikaci promotoru

- nezdvislost papilomt na promotorech Ize vyrazné posilit
mutagennimi Cinidly (opét se jednd o genetickou zménu)




Preména zdravé strevni bunky
na nddorovou je postupnd

1) Ztrata nddorového supresoru APC s
nasledkem stabilizace p-kateninu a
ovlivnéni mezibunécné adheze:

tvorba malého vyristku - polypa

2) Stimulujici (.gain-of-function")

mutace ras. benigni adenom

3) Oslabujici (.Loss-of-function™)
mutace nddorovych supresori DCC a
p53; DCC se Ucastni regulace
mezibunéénych kontrakti; p53 je
soucdsti kontrolniho bodu
monitorujiciho stupen poskozeni
DNA v buné¢ném cyklu: “late”

adenom a karcinom.

Zdédéné mutace nddorovych
supresorovych genu jsou rizikové
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Model postupnych genetickych zmén vedoucich
k zhoubnému nddoru streva

Kazdé stadium premeény je morfologicky distinktni

Loss of ph3 gene

Oncogenic mutation {chromosome 17)
Loss of ape gene of a ras geng Loss of a gene {possibly
(chromosome &) (chromosome 12} dec) on chromosome 18

NG

Momal colonic mucosa Benign Benign Malignant invasiva carcinom
(eary) adenoma (late) adgenoma




Nador tlustého streva - signdlni draha Wnt

- Protein linking
B-catenin to
cytoskeleton

| (e.g., u—catenin
| or a-actinin)

Actin fil

crr
v

transmits
signals
to cytoplasm

- B-katenin funguje jako esencidlni sou¢dst adherentnich spoju: -
spojuje E-kadherin a a-katenin

APC muze proto kontrolovat mezibunéénou adhezi.




Nador tlustého streva - signdlni draha Wnt
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Ztrata APC stabilizuje
B-katenin, méni
transkripci a mize mit
vliv na adhezi bunék.
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Signdlni draha Wnt/p-katenin: cilové geny

Gene Organism/system up/down Ref.

c-myc human colon cancer up He 1998

Cyclin D human colon cancer up Tetsu 1999
Shtutman 1999

Tef-1 human colon cancer up Roose 1999

PPARdelta human colon cancer up He 1999

c-jun human colon cancer up Mann B, 1999

fra-1 human colon cancer up Mann B, 1999

UPAR human colon cancer up Mann B, 1999

Je to tedy dalsi signdini drdha kontrolujici bunécny cyklus.




Shrnuti

» proces vzniku rakoviny je zahdjen v
okamziku, kdy jedna mutovanad bunky
zaéne abnormadlné proliferovat

» nddorotvorné procesy jsou urychleny
dal$imi mutacemi a ndslednou selekci
rychle rostoucich bunék




Initiation

Cell
proliferation

Progression

Nl

Initial u.mnr cell
population

with increased
1 growth potential

Variant tumaor
cell population

variant cell

Browing
variant

tumor cell
population




Existuje vice nez 100 typl rakoviny

Kolik regulacnich okruhti musi byt poruseno, aby se
burika zvrhla na nddorovou?

- Jsou tyto regulacni okruhy univerzalni?

Které z téchto okruhl jsou autonomni a které jsou
zavislé na urcitych signdlech z okoli?

-+ Je mozné, ze poCetné geny sprazené s rakovinou se
uplatiiuji u malého poétu regulaénich okruht?




Odpovedi

» vétsina nebo vsechny typy rakoviny
béhem svého vyvoje ziskdvaji radu
obdobnych vlastnosti

+ zpUsoby, jakymi se k témto novym
vlasthostem bunka dostava mohou byt
rozmanité (mutace rtznych gent)




Molekularni podstata rakoviny

pozadavek vicendsobnych mutaci v jedné bunice, kompetice
s burikami zdravymi, selekce

Aby byla rakovinnd burika Uspésnd, mutace ji musi ...

1. Umoznit rust bez ohledu na vnéjsi a vnitrni signdly, které
ovlivauji proliferaci

2. Umoznit prezit a rust i za pritomnosti signdlu vedoucich k
apoptdze a/nebo diferenciaci

3. Umoznit dnik z rodné tkdne

4. Umoznit prezit a proliferovat i v cizich tkanich

5. Poskytnout geneticku nestabilitu (but not foo muchl)




Které geny jsou pri vzniku rakoviny postizeny

mutaci?

Onkogeny a nddorové supresory

Onkogeny jsou geny,

které pozitivné ovliviuji

bunéény cyklus
(urychluji jej)

- proliferaci podporuji
dominantni mutace
proto-onkogend

Naddorové supresory
jsou geny, které
negativné ovliviuji
bunéény cyklus
(zpomaluji jej)

- proliferaci podporuji
recesivni mutace
nddorovych supresori

(A) overactivity mutation (gain of function)

single mutation event

creates oncogene

normal cell

(B) underactivity mutation (loss of function)

mutation AN
ew@nt
mactlvates \
tumor
suppressor
normal cell gene no eHect of
mutation in one
gene copy

second gene

Y

activating mutation

enables oncogene to  Cells that
stimulate cell proliferate
proliferation abnormally

second
mutation

event
—

inactivates

copy

two inactivating mutations
functionally eliminate the
tumoaor suppressor gene,

stimulating cell proliferation




Kontrola déleni savéich bunék - rovnovaha aktivit
protoonkogenu a nddorovych supresoru
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Poruchy kontroly bunécného déleni jsou
dvojiho typu
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Onkogeny

Prirozené se vyskytuji v genomech zivocichu v nemutované
formé jako protoonkogeny plnici fyziologické funkce, obvykle
spojené s rustem a proliferaci - napr. rFizeni bunééného cyklu.
Mutaci nebo aktivaci virem se protoonkogeny méni na
transformujici onkogeny.

Onkoproteiny se zapojuji do rozmanitych signdlnich drah bunky.
Jsou to jednak drahy mitogenni, ale také drdhy spojené s
diferenciaci nebo apoptdzou.

vyvoldva Gcinek (Gcinek jednoho onkogenu ale k vyvoldni nadoru
vetsinou nestac).

AZ na malé vyjimky (onkoprotein Ret) nejsou poruchy v
onkogenech dédicné a nebyvaji tedy podstatou ,dédi¢né" formy
rakoviny

Onkogeny |ze detekovat v nddorovych virech nebo ,klasickym
transformacnim testem": transfekci savcich bunék.




Jak nalézt onkogeny?

Human Tumor DNA

] Put Tumor DNA
First | intofibroblasts
Cycle Focus

"Transformed" Mouse Fibroblasts

Extract DMNA from transformed

cells, put DNA into new
Second | fibroblasts

Cycle

"Transformed" Mouse Fibroblasts

transformed cells

B

\ Clone DNA, screen library

\ Extract DMNA from

with Alu probe to identify
"human" DMA with oncogene

—




Protoonkogeny a nadorové supresorové geny koduji
proteiny, které se Ucastni Fizeni rustu bunék

Virus-asncoded < P Growth factor (1)
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Rustové faktory (sis=PDGF)
Receptory pro rustové faktory
(ErbB=EGF-R)
Nitrobunécné prenasece
(Ras, Src)

Transkripcni faktory (Myc)
Reguldtory apoptdzy (Bcl2)
Proteiny Fidici b. cyklus
(PRAD1=cyklin D)

Proteiny zapojené do oprav
DNA




Onkoprotein Sis je homologem riustového faktoru PDGF

PDGE protein

Cloned SSV retroviral DNA

V-s1s ONCC wene

Cleave with
protease
Determine nucleotide sequence

& Peptides
of v-sis oncogene %

Translate to amino \q /

B R f 515 . : .
acid sequence (p28°") Determine amino acid
) sequence ol peptides

Enter sequences into computer .

s

Y

Computer finds match between

K p28sts and PDGF
Amino

Amino
acid 1 acid
number

number
p2B5S 5y RSHSGGELFSLARCKRSLGSLE SVAEPAMIAECKTR TEVFEISRRLIDR THNANFLVWPPCVEVORCSCCONNRNV QOCRPTQVOLRPYOQVREIEIVRERPIE 150 p28%s
PDCF SLGSL T1AEPAMIAECKTRF EVFCICRRL DR 2 PPCVEVE RCTGCCNNRNY K CRPSQVQLRP QVRKIEIVRE B0 PDCE




Aktivatory receptoru pro rustové faktory
kodované viry mohou fungovat jako
onkoproteiny

» glykoprotein gp55 retroviru
SFFV (.spleen focus-forming
virus") indukuje erytroleukémii

Extracellular

* gp55 je transmembrdnovy

medium . ,
o protein schopny vyvolat
membrane I I dimerizaci a aktivaci receptoru

Cytosol & EPO za nepritomnosti jeho
prirozeného ligandu

- vzhik nadmérného mnozstvi
erytrocytd




Aktivujici mutace nebo
silnd exprese receptort
pro rustové faktory
mohou vyvolat
transformaci bunky

- bodova mutace méni normalni

receptor Her2 na onkoprotein Neu,
ktery vytvdri dimery a vykazuje
kindzovou aktivitu i za nepritomnosti
ligandu

» delece domény pro vazbu ligandu
receptoru pro EGF zpusobuje vznik
konstitutivné aktivni dimerizujici

formy (ErbB)

Proto-oncogene receptor proteins
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Monoklonalni protilatky specifické pro Her?2
jsou pozoruhodné Ucinné pri lécbé urcité
skupiny nadord prsu, které vykazuji vysokou
produkci Her2.

Protildtky se injikuji do krve a vdZzou se na
Her2 a selektivné zabijeji nddorové buriky,
aniz by ovlivnily okolni zdravou tkan




Onkogeny casto koduji konstitutivné aktivni
proteiny zapojené do prenosu signdlu

{b}

(a)
Amino Carboxy
terminus terminus SHj
c-Src Myr —— SH3 SH2 Kinase
T\!fr I.f"'|;'\.|
527+
7 Csk X
ATP ADP - Distorted
kinase
active site
v-Src . Myr SH3 H SH2 —  Kinase ks .
'\E;' Kinase

SH,

Phosphorylated Tyr 527

» Kindzova aktivita c-Src je inhibovdna fosforylaci Tyr 527 (6. AA od C-konce)
kindzou Csk

- Tyrosin 527 &asto chybi u onkoproteini Src, které vykazuji konstitutivni
aktivitu (tj. nemusi byt aktivovdny fosfatdzou)

* napr. v-Src RSV postrdda 18 C-koncovych AA, véetné Tyr 527




Transformaci muZe vyvolat neadekvatni exprese
jadernych transkripénich faktoru

15
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Relative activity
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q\sn 60 90 7 2 4 6 8 10
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Tri mozné zpusoby premény protoonkogenu
na onkogeny:

proto-oncogene

e T

DELETION OR
POINT MUTATION GENE CHROMOSOME
IN CODING AMPLIFICATION REARRANGEMENT
SEQUENCE
l 1 Lo,
DNA—mms— s S —-a—  — s DNA
| | | | l |
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

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




Chromozomalni translokaci muze vzniknout
transformujici onkoprotein (proteinova

chiméra)
Muscle tropomyosin
N DOOCOCOCOKK
N C
Extracellular domain .
/ Trk protein
N e ;. —C tyrosine
/ X kinase
Transmembrane Kinase domain
domain
—C

EDOOCM

Protein Trk

- receptorovad tyrosin kindza

- lokalizace na bunééném povrchu
- vdZe nervovy ristovy faktor

Trk

—
—

}_“ C oncoprotein

Onkoprotein Trk

- izolovdn z karcinomu tlustého streva

- produkt translokace: nahrazeni sekvenci
kédujicich mimobunécnou doménu Trk
sekvencemi kddujicimi N-konec tropomyosinu
- translokovany tropomyosin zajisti dimerizaci
- konstitutivni aktivita

- lokalizace v cytozolu




Posilujici (,,gain-of -function™) mutace méni
protoonkogeny na onkogeny

Onkogeny byly piivodné nalezeny u transformujicich
retroviru

- Virus Rousova sarkomu (RSV) obsahuje gen (src),
ktery se uplatfiuje pri vzniku rakoviny, ale nezajist'uje
Zzadnou virovou funkci

- normdlni buriky obsahuji pfibuzny gen, ktery kéduje
tyrosin kindzu

- normadlni gen (c-src) je protoonkogen, virovy gen

(v-src) je onkogen, kédujici konstitutivné aktivni
mutantni formu tyrosin kindzy

DNA viry také obsahuji onkogeny, ale ty se uplatfiuji
jako prirozené regulatory virové replikace (nemayi
bunécné protéjsky)




Transformace je recesivni

.
NORMAL CELL CANCER CELL
(A- B+) (A+ B-)
Vznik skutecnych lidskych
nddori se vétsinou nedd FUSE
vysvétlit pouhou aktivaci SELECTFOR (A+ B¥)
onkogen
o =

NORMAL CELL




Inaktivujici (,loss-of -function™) mutace
nddorovych supresorovych genu jsou onkogenni

plé

ARF

pRb

Vétsina nadorovych p52?i

supresort funguje jako AT
negativni reguldtory =

_ ~.  Rb
bunééného cyklu 6 Cj) \/

From Mark Winey
MCDB2150




Nadorové supresory a bunécny
cyklus

DNA
Damage
Growth Factors =J»  RAS Pathway P cyciinD .

: 1
I / v

MDM2




Funkce nddorovych supresort

* negativni regulatory bunécného cyklu (Rb, p16)

» hegativni requldatory bunéénych signalizaci
(WT-1 inhibuje EGR-1; NF-1 inhibuje RAS)

» pozitivni requlatory mezibunécné adheze (APC, DCC)

+ slozky aparatu rozezndvajiho poskozeni DNA a
reparacniho aparatu (p53, MSH2, MLH1)




Nadorové supresory mohou byt inaktivovany
ruznymi zplsoby

napr. metylaci DNA

RNA Polymerase

Methylation of
. CpG island

Methy!
Eroup
(CHy)

Transcription =

Pancreas
cancer
(tumor
SUppressor
gene inactivation)

Methylation
inhibits RMNA
transcription

N
B )
(3 ;%sﬁ =

http://www.hopkins-gi.org/images/shared/

silencing tumour sUppRressor genes

—

| |
L C C C
l Transcription

inactivated by
hypermethylation

= o o

&g pi6 in solid tumaours, 75 in acute
leukaemia

e El E1 EA
s C —

Methylated CpG island

http://www.chemsoc.org/chembytes/ezine/2001/




Nadorové supresory, které jsou mutované u
vzacnych familialnich rakovinnych syndromu jsou
casto mutovany u nedédicnych forem rakoviny

priklady z nddord tlustého streva

- p53 postihuje mutace v 70% sporadickych nddord
tlustého streva

- APCpostihuje mutace v 70% sporadickych nddord
tlustého streva

- MSHZ postihuje mutace v 15% sporadickych
nadort tlustého streva




Prvni nddorovy supresorovy gen byl nalezen u pacientu s
dédicnym retinoblastomem




Retinoblastom

Na obrazku je rodokmen rodiny s dédic¢nou formou retinobastomu,
muze se ale vyskytovat i tzv. .sporadicky".

Na zdkladé vyskytu obou forem tohoto nddoru Knudson dosel k
zavéru, ze pro vznik retinoblastomu je potreba 2 genetickych
zmen.

Familidlni Sporadicky
J Frekvence 1:1 1:30,000
Podet nddord mnoho 1

L IlHO O LHO L] L]

l!) ii L ’ lJDLLLLl l [ PostiZzené oéi obé 1
O [] 1O Prvni detekce brzka pozdni




Mutace inaktivujici Rb. Clovek, ktery zdédil mutaci Rb v
heterozygotni podobé je predisponovan k rakoviné
(retinoblastom je casty v détském véku)

NORMAL, HEALTHY INDIVIDUAL

2 d NS

0000

occasional cell
inactivates one of its two
good Rb genes

RESULT: NO TUMOR

HEREDITARY RETINOBLASTOMA

inherited
mutant
Ab gene

S\

BODD

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

@@@@

|

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




Ruzné zpusoby inaktivace zbyvajici ,zdravé" alely Rb

HEALTHY CELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

mutation at ' normal Rb gene
Rb locus in paternal chromosome
in maternal
chromosome l

POSSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE

nondisjunction nondisjunction mitotic gene deletion point
(chromosome and recombination conversion mutation
loss) duplication

< J \ )

Y

) Y Druha
Ztrata heterozygozity (LOH) mutace

dalsi moznosti je, ze dojde ke ztrdté exprese 'zdravé' alely

Konecny vysledek - GpIna ztrdta aktivity nddorového supresorového
proteinu




Ztrata heterozygozity (,loss of heterozygosity™, LOH)
nadorovych supresorovych genu €asto nastdava chybnou
segregaci nebo mitotickou rekombinaci chromozomdi

(b) Mitotic recombination

. . AP,
{a} Missegregation {f \
f ; [
T T ' N/
VAN o
MNormal 7 3 Mutant Heterozygous
allele f _'|,/ | allele for mutant allele
I L'HH / I}
\R b j;’ Chrﬂmﬂsc}ma
g % Chromosome duplication d“p"‘:at'”"
L;s"“ %, Aberrant 3:1 segregation

——

|
| |
| l L

/ 4]:}.'

Y
_f_ -“x& TN X ﬁ“ﬁ‘ Mutant allele
\ 1
NG
kY

‘L Recombination between

: " . \k “—____/ J homologous chromatids
o — “a\ Random loss of ==
Dies extra chromosome 7 %,ﬁﬂ
4 |' 'f .
oo T W
/ = / .'d 6 N 5~ Normal 2:2
/ 1/ | [ L/ '| f?ﬂ ‘K chromosome
| -
| "—f\ | || % | y,,fr %segreganon
: O/ LR “\h’ ;, o
e o g
Heterozygous for Homozygous for f Y \ /s
mutant allele mutant allele Py
Homozvgous for |Homozygous for

normal allele mutant allele




Fyziologickou funkci proteinu Rb je blokovat
bunéény cyklus inaktivaci proteinu E2F

& ™
(Rb XE2F)

Mid G, Late G,

E2F je dilezity transkripéni faktor pro vstup bufiky do fdze S bunééného cyklu




Mutace p53 inaktivuje kontrolni bod 6,

R249
R248
R273
R175 G245
R282
Ll Lk i L1 |I li spms | 1
N I ! ]! v V C
| | | | | | |
50 100 150 200 250 300 350 393
Transcription-activation Sequence-specific Nonspecific DNA
domain DNA-binding domain interaction domain
N | Il m Basic | C
%
GGGQ) - ) \ ® ®
— E6 and E1b 5 = =
MDM2 binding binding SV40T binding Tetramerization domain

Neékteré karcinogeny indukuji (inaktivujici) mutace genu p53.
Aktivitu p53 rovnéz inhibuji urcité proteiny kédované DNA nddorovymi viry.




Repair
before division
DNA p53 level
@ arrest
or apoptosis
(a) (b)

Atter O P Lane, raprinted with permission from Nahure 35815, 1992
& Copyright 1982, Macmillan Magazines Ltd
Copyright 1988 John Wiley and Sona, Ing, All nghis ressrved

Division with damage
(mutation, aneuploidy)

No p53

No G, == lumor

Mitotic failure and cell death
(c)




Mechanismus bloku bunécného cyklu proteinem
p53 jako odpovédi na poskozeni DNA

! S ] | Arrest

Stabilized by Kinase activity
DNA damage inhibited




Porucha v jedné kopii genu p53 zpusobuje
dédi¢nou predispozici k rakovine

Ceneration
| O
248
: ‘ &, é)
WT 248 :1_43 WT WT
WT WT WT WT
'3'48
250
. s - Gly Gly Met Asn Arg Arg Pro Ile Leu - Amino acids
Wild-type (W) P33 _ ooc gac a6 aAC CGG AGG ccC ATC CTC — Nucleotides
gcc
Trp

248 mutation

Rodokmen rodiny postizené Li-Fraumeniho syndromem a mutace p53,
kterd jej zplsobuje.




Mutace genu p53 v lidskych nadorech

Tumor type (n) mlftsastiom Tumor ty pe (n) mlftsa 3tion
Lung (897) 56 % Adrenal (31) 23%
Colon (960) 0% Breast (1536) 2%
Esophagus (279) A% Endometrium 224) 22%
Ovary (386) H“4% Mesothelioma (23) 2%
Pancreas (10) H“% Renal (102) 19%
Skin (220) H“4% Thyroid (299) 13%
Gastric (314) 41 % Hematological (1916) 12%
Head & neck (524) 37% Carcinoid (13) 1%
Bladder (308) A% Melanoma (70) 9%
Sarcoma (339) 31 % Parathyroid (13) 8%
Prostate (87) 30% Cevix (350) 7%
Hepatocellular (716) 29% Neuroblastoma 212) 1%
Brain (456) 25% others (1) 0%

All tumors: 37%

Greenblatt et al. (1995) Cancer Res. 54:4855




Poruchy reparaénich systému DNA napomahayji
vzniku mutaci a prispivaji ke vzniku nadord

QN Ser B Human Hereditary Discases Associated with DNA-Repair Diefects

Dhese=ase®

Ataxia lL'il[I'IgIL'Ll..I.hIiI

Moom's syndrome

Cockavnes syndrome
Fanconi's ancmisa

Heredieary nonpalyposis
colorecral cancer

Xeroderma
I'I-iHI'I'I-I."I'ITH‘!-ZI'II'II

SEnSIDVIEY

':FIIFLIIJI.L!IUII

Mild alkylanng

agunts
L'V wrradiaton

Lross-linking
AgCnrs

UV rradinom,
chenncal

M EApens

UV arradianon
chesmcal

IR TS

Cancer
Suscepribilicy

Lymphomas

Carcimamas,
lenkenuas.
|1.r'|11|'-|1c+:|1.1.t.
[eukemias
Colon, ovary

Skin carcinomas
and melanomas

Svmprims

J§L|..I..5'l:'|il. li.llli.lr.l')'ll |i"|- |:'||'i|||d 'I-'l.."'-!'ll_'l'h i "-l%.'lll. .'IIIIJ
eves, chromosome aberranons, immuane
dysfunction

Mhortosensitiviey, faaal relangecrases,
l_']'IFIZ'III.IIZ:I"-I:I]'II‘L' .]II.'L"F:'II.'iL:I'I'I"-\.

Irwarfism, rennal arrophy, photosensitivity,
progeria, deatness, misomy [

Hypoplastic pancytopenia, congeniral
anamalies

Early development of tumors

Skin and eye photosensinvity, keraroses

*Other human hereditary disorders that may be related to DNA-repair defects include dyskeratosis congentta {Zinsser-Cole-Engman

syndrome), progeria (Hutchinson-Gilford syndrome), and :H'.n'ln!h."mﬂrﬂ:l:nph;.'.

source: Modified from A. Kornberg and T. Baker, 1992, DNA Replication, 2d ed., W. H. Freeman and Company, p. 788,




Translokace mezi lidskymi chromozomy 9 & 22 miZe umistit

gen myc pod kontrolu aktivniho promotoru genu pro imunoglobulin
v pre-B lymfocytech a zpusobit tak leukémii (CML). Markerem je
pritomnost “Filadelfského" chromozomu.

Ber gene on
chromosome 22 Abl gene on chromosome 9
Smm ° —
A
breakpoint \ /breakpmnt

TRANSLOCATION

|

S e 3 fused Bcr/Abl gene

|
TRANSCRIPTION

5’:_—3fpoiy A fused Ber/Abl mRNA

I
TRANSLATION

|

= | Ber-Abl fusion protein

229

PhT) Figure 23-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

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




Pricinou CML je chybna regulace c-Abl

c-Abl je tyrozin kindza
-je inhibovdna vazbou Rb
-fosforylace Rb (kinazou Cdk2) uvolfiuje c-Abl
-c-Abl v jddre napomdhd transkripci gent zapojenych
do bunécného cyklu

Fazi s ber je c-abl/ chybné exprimovan
-produkt ma neadekvdtné vysokou tyrozin kindzovou
aktivitu
-nasledkem je hyperproliferace a de-diferenciace




Uspéch protinddorové terapie: CML a Gleevec

Gleevec blokuje aktivitu chimérické kindzy
(C)
BCR-ABL ACTIVE

substrate protein

L, signal for cell

-~

/
)= — proliferation — LEUKEMIA
- 'y and survival
g activating
phosphate

Ber-Abl ADP

BCR-ABL BLOCKED WITH GLEEVEC

substrate protein -
]I gj} — no signal — NO LEUKEMIA
b%} — -:

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




Gleevec byl pripraven firmou Novartis podle 3-D struktury
aktivniho mista chimérického enzymu

(A)
o N
NYN k/mx
(TIJT
| Ty

Gleevec (STI571)
=N

’ --rl : ~,'I o= . H'“-_1
i N i) J ._HH'“'\ F |
& .08 |
8 ' Substrate |
o

STI-571 (
\ , No Phosphorylation
Binds at | B :
ATP Binding Site / /_,,..-L }\
\\__ - = |

- Ber-Abl J'
: ) & Protein

="

i

R _——




Chiméra je specifickd pro nddorové bunky, proto
tento zpusob terapie muZe byt velmi Géinny

- Gleevec muze proniknout do kazdé buriky, ale
pouze bunky obsahujici danou translokaci tvori
chiméricky enzym, proto pouze tyto buriky mohou
byt ovlivnény

+ Gleevec se ukazuje byt do urcité miry dspésny i pri
lécbé jinych nddord, patrné proto, Ze jeho aktivita
neni zcela specificka




Ztrata genomové integrity

chromozomalni abnormality

- somatické alterace jsou specifické pro urcité
typy nadord

- uziteéné pro diagnézu a monitorovani nemoci
- implikace pro Ié¢bu
napr. translokace 1(15;17), fuzujici PML-RAR,
umoznuje lé¢bu akutni myeloidni leukémie
poddavanim RA




Vlastnosti nadorovych bunék (1. dast)

Nddorové bunky maji radu jinych vlastnosti nez normadlni bunky:

>

Klonalni puvod - nddory jsou odvozeny od jediné
deregulované neoplastické bunky

Neregulovany rist - nddorové bunky nereaguji na normdlni
regulaéni mechanismy ovliviujici rust, ale neomezené
proliferuji

Zmeénéna tkanové specifickd afinita - nddorové bunky
prorustaji za hranice puvodni tkdné - metastdzy




Vlastnosti nadorovych bunék (2. dast)

Zménéné biochemické vlastnosti, které zvysuji ristovy potencidl:

- zvySena glykolyticka aktivita umozfiujici rust i za snizenych
koncentraci kysliku

- sekrece hydrolytickych enzymu umozfiujicich degradaci
bazdlnich membran a dalsich struktur mimobunééné matrix

- tvorba angiogennich faktord

Pozménény cytoskelet - chybnd organizace cytoskeletu a zménéna
bunéénd morfologie

Chromozomadlni abnormality - zmény v poétu chromozomu, éasté
delece, translokace a genové duplikace

Neomezeny rust v tkanové kulture - nddorové bunky jsou obvykle
nesmrtelné a mohou byt neomezené kultivovény /n vitro




Cesty k rakovine

A

Component Acquired Capability Example of Mechanism

Self-sufficiency in growth signals Activate H-Ras oncogene

Insensitivity to anti-growth signals  Lose retinoblastoma suppressor

Evading apoptosis Produce IGF survival factors
” 00 | o L .
=5 Limitless replicative potential Turn on telomerase
Sustained angiogenesis Produce VEGF inducer
Tissue invasion & metastasis Inactivate E-cadherin

B L RE
a2 R Ad

From Hanahan and Weinberg (2000) Cell 100:57
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1. Nezdvislost na rustovych faktorech

zdravé buriky nemohou proliferovat za nepritomnosti
rustovych signdld

mnohé onkogeny v bunkdch stimuluji signdlni drdhy,
které jsou ve zdravych bunkdch aktivni pouze za
pritomnosti rustovych faktord

- snizend zavislost na ristovych faktorech je zfejma i u
nddorovych bunék péstovanych /n vitro




Tri_molekuldrni strategie pro ziskani
nezdvislosti na rustovych faktorech

- zména charakteru ristovych faktort nebo zplsobu
jejich tvorby

- Zména transmembrdnovych prenased signdlu

» zména nitrobunéénych signdlnich drah




A. zména charakteru rustovych
faktoru nebo zpusobu jejich tvorby

+ zdravé buriky obvykle produkuji rdstové faktory pro jiné
buniky (heterotypicka signalizace)

*nddorove buriky ziskdvaji schopnost syntetizovat
rdstové faktory, na které jsou citlivé (autokrinni
stimulace)

napr. PDGF - produkovan glioblastomy
TGFo - produkovan sarkomy




B. zména transmembrdnovych
prenasecu signdlu

deregulace povrchovych receptori je bézna pri vzniku
rakoviny:

- zvySend exprese genu kodujicich povrchové receptory
pro rustové faktory: zvyseni citlivosti buriky k béZznym
koncentracim rustovych faktord (hapt. exprese EGF
receptoru je zvySena u nadort Zaludku, mozku a prsu)

+ zména struktury receptoru: konstitutivni aktivita i za
nepritomnosti ligandu




C. zména
nitrobunécnych
signalnich drah

hlavni dlohu ma kaskdada Ras-Raf-
MAPK

proteiny Ras jsou pozmeneny u
25% lidskych nddord

je pravdepodobne, ze rustové

signdlni drahy jsou deregulovany u

viech lidskych nddord

mitogen
\

mitogen receptor

AP ki inase
activation of gene regulatory protein
CYTOSOL
NUCLEUS
oM,
) mycgene
5 ©
Al e, SALIPH l
cyelin D SCF subunit
gene gene
0 e ey
e = EEEEED
Voo l
increased increased,
eyclin D' p27 degradation

' l

G-Cdk activation G, /S-Cdlk activation
(cyelin D-Cdka) (eyclin E~Cdk2)
__Rb
phosphorylation

E2F
gene

|

increased

EZF synthesis

increased
|E2F. actiwp,'




2. Necitlivost na protirustové signaly

Zdrava bunka

ve zdravé tkdni funguji protirustové
signdly v podobé rozpustnych faktord
a inhibitortd imobilizovanych v matrix a
na povrchu bunék

na protirustové signdly burika reaguje
stejné jako na rdstové faktory
(prostiednictvim receptort a
nitrobunécnych signdlnich kaskdd)

na molekuldrni drovni protiristové
signdly vyuzivaji protein Rb, ktery v
nefosforylovaném stavu neumozni
expresi gent nutnych pro prechod z 61
do S

protiristovym signdlem je napf. TGFB,
ktery brani fosforylaci Rb a expresi
genu c-myc

Rb

Positive growth
signal

|

Activated
cdc2 kinase

™ Rb +@

DNA replication




Abnormalni proliferaci a vzniku nadoru
napomdhd ztrata signalizace TGFp

Nadorova bunka

muzZe ztratit citlivost na TGFp

rdznymi zpusoby:

- snizenim exprese receptord
TGFB

*  mutaci ve genu kdodujicim
receptor TGFpP

*  mutaci v genu kddujicim
néktery z dalsich
nitrobunéénych prenasecu
(proteiny SMAD)

TGFE:‘W%

Type |l receptors ||

Cell
membrane o

Muclear
membrane

Type | receptors

mARMNA
—
(Gene encoding inhibitor of
- protease that degrades
FAI-1 promater extracellular matrix proteins)
£ mANA
S —
o . (Gene encoding cell-cyale
pTE_-g'jene \\ inhibitor)

Linknown transcription factor




3. Prunik do tkdni - metastdze

+ prechod z primdrniho nadoru do nové télni lokalizace, ve
které je alespon zpoCatku dostatek prostoru a vyzivy

+ umoznéno zménami dvou typl proteini:

- proteinll, které zaji$t'uji upevnéni bunék k okolnim
burikdm (CAM) a matrix (integriny)

- mimobunéénych proteaz (zvysend exprese gend
kédujicich protedzy, snizend exprese genl kédujici
inhibitory proteaz)
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Adhezivni molekuly a receptory urcuji sprdavnou
lokalizaci bunék ve tkanich

ADHESION MOLECULES

CELLS IN APPROPRIATE LOCATION w“‘

b ‘f‘l‘

CELL IN WRONG LOCATION

EXTRACELLULAR MATRIX




dheze bunék a metastaze

CELLULAR ADHESION

EXTRACELLULAR MATRIX
CELL-CELL ADHESION MOLECULES
RECEPTOR FOR EXTRACELLULAR MATRIX

IMPORTANCE OF CELL-CELL ADHESION

INVASIVE CELL

DETACHED CELL

IMPORTANCE OF ADHESION
TO EXTRACELLULAR MATRIX

DEAD CELL

CELL ATTACHED
TO INAPPROPRIATE
EXTRACELLULAR MATRIX




Peptid RGD muZe zabranit metastazi

MELANOMA RGD

¢ RGD
< TRIPEPTIDE

FIBRONECTIN

MELANOMA METASTASIZES NO METASTASIS




Metastaticka kaskada

» rozruseni basdlni membrany
» oddéleni bunék
» pohyb bunék

* Invaze

» penetrace vaskuldrniho systému
» cirkulace rakovinnych bunék
+ opusténi krevniho recisté




Tvorba metastaz

d Intravasation

a b Invasion

Primary
tumor

Basement
membrane —p

Blood vesse]

h Micrometastasis

€ Adhesion to
blood vessel wall
in distant organ

Metastasis b
g' Migration




Slozky bazdlni membrdny

* bazalni membrdna je tenkad vrstva mimobunécné matrix

- oddéluje epitelialni buriky od prokrvenych konektivnich tkani
(krevni a lymfatické kapilary se nevyskytuji v epiteliich)

* bazdlni membrana musi byt rozrusena, aby karcinomové bunky
ziskaly pristup ke krevnimu toku

* rozklad membradny zajist'uji enzymy (protedzy)

+ Cathepsin B je proteolyticky enzym rozklddajici slozky
bazdlni membrdny: jeho hladina stoupd v krvi pacientu s nddory
gastrointestindlniho traktu a predevsim u metastdzujich
pacientu s rakovinou plic a jater (marker metastdzovdni)




Inhibice kolagenolytické aktivity snizuje
metastatickou aktivitu nddoru

- inhibitory metaloproteindz snizuji metastaticky
potencidl nddoru plic




Oddéleni bunék (,cell detachment")

+ snizend vzdjemna prilnavost (koheze) nadorovych bunék
» normdlni buniky téhoZz typu se od sebe v tkdni neoddéluji

- redukce exprese genl pro adhezivni povrchové molekuly
(kadheriny, kateniny)

+ transfekce invazivnich bunék cDNA kédujici kadherin E
shizuje jejich invazivitu




Pohyb bunék (,cell motility™)

- bunky odvozené z nadoru vykazuji zvétsenou pohyblivost
(Ize kvantifikovat)

- existuji enzymy, jejichZ pritomnost koreluje s
pohyblivosti a a metastatickym potencidlem bunék (napr.
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza)

» cytokin AMF (..autocrine motility factor") stimuluje
pohyb bunék: - produkovan nddorovymi liniemi

- indukuje tvorbu pseudopddii




Invaze

- prunik konektivni tkani ke kapildrdam

» obdoba prekonadni bazdlni membrany

» syntéza kolagendzy I

* nddory se lisi mirou produkce kolagenazy I,
klinicky vyznam nejasny




Penetrace vaskularniho systému

» nddorové bunky se Siri krevnimi nebo
lymfatickymi kapildarami

+ tlusté stény kapildr se prekondvaji obtizne,
zrejmeé vyuzivdny drobné strukturni poruchy
v nové tvorenych kapildarach

» naruseni celistvosti stén kapildr napomadha
kolegendza IV

» drobnymi mezerami se buniky dostdvaji do
kapildry (diapedeza)




Cirkulace a opusténi krevniho recisté

nadorové bunky nasedaji na sebe navzdjem, na lymfocyty
a krevni desticky

- vznikly komplex (.embolus") miZe adherovat na vnitrni
povrch kapilar

- stabilizace embolu fibrinem

rostouci embolus muze ucpat kapildru

+ stabilizované nadorové bunky interaguji s endotelidlnimi
burikami kapildr - prinik

- slabd G¢innost - mnohé nddorové buriky ztstdvaji uvnitr
kapildr a jsou ¢asem rozlozeny




Antikoagulacni terapie

- rozpusténi komplext nddorovych bunék, které maji
tendenci ucpat kapilary - prodlouzeni pobytu nadorovych
bunék v krevnim recisti - vyssi pravdépodobnost jejich
prirozeného rozlozeni

- prodlouZeni doby preZziti u pacientu s karcinomem plic

+ slaby dcinek na jiné nadory




Geny ridici tvorbu metastaz

nékteré druhy rakoviny maji vysokou tendenci k tvorbé
metastaz x rakovina vajecniku metastazuje v minimalni
mire

* snaha najit geny, které o metastdzovani rozhoduji
(poznani principu - potencidlni cil terapie)

me‘ras‘razovam je slozity proces - Fizeno patrné radou
genl, koordinace




Gen CD44

koduje povrchovy glykoprotein, ktery se icastni
mezibunécné adheze

podléhad alternativnimu sestrihu

|ze rozlisit metastdzujici nadory prsu nebo streva od
nemetastazujicich podle nadprodukce transkriptu
urcitého typu

+ alternativné sestrihované transkripty jsou potencidlnimi
markery nadorovych bunék




Gen KAIl

(.kang ai" = Cinsky ,protinadorovy")

- nha kratkém raménku lidského chromozomu 11

» zapojen do suprese metastdzovani rakoviny
prostaty




Ewing (1916):

.Metastasis is the most convincing evidence of cancer”.

Frost and Levin (1992):

.There 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
vV nespravném misté a Case.




Mobilita je vlastnosti mnoha normalnich bunék

- napf. granulocyty, lymfocytd, monocytu a makrofdgu, myogennich
kmenovych bunék somitd, primordidlnich zdrodeénych bunék

Agresivni chovani nddorovych bunék vuci okolnim
tkanim md rovnéz fyziologickou obdobu

- napr. proces oplodnéni:
probihd mimo délohu
vyvijejici embryo se dostdvd do délohy az v okamziku. kdy je
schopné implantace délozni vystelky
implantaci embrya zajist'uji agresivni trofoblastové bunky: -
schopnost rozlozit délozni vystelku, véetné matrix konektivni
tkané a materskych krevnich kapildr (icast proteaz)




Rust a metastdze metastdz

» aktivni migrace nddorovych bunék mezi
endotelialnimi bunkami a déravou bazalni
membranou do mezibunééné matrix konektivni
tkané

» proliferace nadorovych bunék nastdva bud’
okamzité nebo po ruzné dlouhém obdobi
dormance

* rozhoduje pristup ke krvi (angiogeneze)




4. Podpora angiogeneze

. o ’ ’ ’ v .
angiogeneze = rust novych krevnich vldsecnic
zivot vSech bunék je zavisly na prisunu zivin a kysliku

tvorba kapilar zavisi ha rovnovdze mezi induktory
angiogeneze (napr. FGF, VEGF) a inhibitory angiogeneze
(napr. trombospondin- 1)

r'us‘r nddoru je omezen stupnem prokrveni. Za nepritomnosti
zivin a kysliku nddor nemuze dosdhnout vétsi velikosti nez
priméru 0,5-1 mm (nekrdza bunék ve stfedu kolonie
nador'ovych bunék)

nddorové burky ve zvysené mire tvori induktory angiogeneze
a méneé inhibitory angiogeneze




Vyvoj novych cév za normdlnich
fyziologickych podminek

Pri ristu cév se uplatiiuji 2 mechanismy:
- angiogeneze - rust novych cév ze starych

- vaskulogeneze - objeveni se cév ..z niceho" - tj.

sestavenim a diferenciaci endotelidlnich prekurzort u
embrya.

- kyslik ve tkdnich difunduje do vzddlenosti 100 mikrond
(0,1 mm)

+ tvorba cév -je rizena metabolickymi potrebami




Molekuly requlujici rust cév

+ VEGF - byl objeven jako prvni. Nyni zndme VEGF-
A,B,CDE:. (3 receptory VEGFR nebo-li FL1-3)

* Angiopoietiny 1-4; (receptory TIE1l a 2)
+ Ephriny (nervovy systém); (receptorové tyrosinové
kinazy)

* Geny Notch
- PDGF

- Fibroblastové rustové faktory

+ TGFp




VEGF - pozitivni regulator tvorby cév

VEGF - receptor md kindzovou aktivitu, stimuluje

angiogenezi a bunécnou proliferaci

sFlE1

VEGF-B

RECEPTORS LIGANDS
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] VEGF R2/
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E VEGF R/
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ddorové bunky mohou spoustét
angiogenezi

IN SITU TUMOR Capillaries proliferate;
tumor begins to grow

Tumor cells release angiogenic
proteins and suppress levels
of angiogenesis inhibitors




Ovliviovanim angiogeneze |ze s nddorem
manipulovat

» angiogeneze je vysledkem dynamické rovnovahy mezi
pro- a antiangiogennimi faktory. Pro boj s nadory by
bylo moZno odstranit proangiogenni faktory a pridat
antiangiogenni.

» Cévy v nddorech jsou podobné jako cévy jinde, jen jsou
trochu neorganizované, méni se jejich primér, maji
heterogenni vzhled.

+ U raznych nddord vypadaji cévy ruzné, protoze vznikly
pusobenim riznych kombinaci pro a antiangiogennich
faktord.




Normalni vaskulatura (vpravo) je velmi
usporadana ve srovnani s vaskulaturou
nadoru (vievo)




Typicka struktura nadorové vaskulatury

Casté jsou
ohyby, i
nepravidelnosti, §
rozdily ve
velikosti
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Molekuly s anti-angiogennim ucinkem:
potencidlni léciva

- protilatky proti pozitivhim regulatorim -VEGF or FGF-2
nebo jejich receptorim (zatim nejuspésnejsi)
-inhibitory matrixovych metaloproteindz

Angiostatin: vnitrni doména plasminogenu, 38 kDa, primo
snizuje proliferaci endotelidlnich bunék, zvysuje apoptdzu

Endostatin: C-koncovy peptidovy fragment kolagenu 18 ,
20kDa, neovliviiuje proliferaci, ale zvysuje apoptézu a tim
shizuje poCet krevnich cév vyzivujicich nddory




5. Neomezeny replikacni potencidl

bunky péstované v kulture prochdzeji omezenym
poCtem déleni, pak se délit prestavaji, starnou a
odumiraji

inaktivaci proteint Rb a p53 buriky ziskdvaji schopnost
déleni po dalsi generace az do ndastupu . krize"

bunky ve stadiu .krize" jsou charakterizovdny ¢astymi
zaménami karyotypu (vznik fdznich chromozomi) a
masivné odumiraji

+ vzdcneé dojde k vzniku nesmrtelné burky (frekvence
1:107)
+vetsinu nddorovych bunék Ize Uspésné péstovat /n vitro




Imortalizace a telomery

Telomery:

zajist'uji pocitani déleni bunék
konce chromozomu sloZzené z nékolika tisict opakovdni
sekvence 6 pb

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

postupnd eroze telomer vede ke ztrdté schopnosti
chranit konce chromozomadlni DNA pred chromozomadlnimi
fuzemi, které ve zdravém téle nejsou tolerovdny a vedou
k smrti bunky

udrzovdni telomer je bézné u vSech typu malignich bunék
(ndsledek vysoké exprese telomerdzy)

zvyseni exprese telomerdzy v bunkach /n vitro prodluzuje
poCet pasazi, kterymi bufika muze projit




6. Unik apoptéze

Apoptdza = programovand bunéénd smrt

- obvykla pFi organogenezi a nedostatku rustovych
faktord

- fyziologické odstranéni nezddoucich bunék bez rizika
pro bunky sousedni

+ opak nekrozy (nasledek poranéni, kdy buriky prasknou,
vyliji svij obsah do okoli a zpusobi tak zdnetlivou
reakci)

Projevy apoptdzy:

» odbourani cytoskeletu

- rozklad jaderné membrany

- fragmentace jaderné DNA

- bunéény povrch je zménén tak, aby byl zptsobil
okamzitou fagocytozu




Rakovinné bunky se neridi regula¢nimi
signdly pro bunécnou smrt

zdravé bunky mohou Zit jen za pritomnosti
rustovych faktort, jinak odumiraji apoptézou x
nddorové burky preZivaji i bez rustovych faktord

zdravé bunky s poskozenou DNA odumiraji
apoptdzou x nadorové buriky nikoliv

rezistence k apoptdze je jednim z divodu
prodlouzené Zivotaschopnosti nddorovych bunék




Vlastnosti nadorovych bunék péstovanych v kulture

1. absence prirozené inhibice rustu po dosazeni uréité
hustoty bunék

Normal cells

Cells become
quiescent

ﬁ.—
Cell proliferation
conlinues

Cell proliteration




2. absence kontaktni inhibice rustu a pohybu bunék

Normal cells




3. Snizend adheze, vétsi pohyblivost

4. Produkce a sekrece protedz, které /n vivo rozkladaji
slozky extracelularni matrix




Transformace bunék péstovanych v kulture

nezbytnad pro vyzkum mechanismu indukce nadoru
.focus assay":

test pro sledovani transformace /n vitro

zaloZen na detekci morfologicky distinktnich plakd
transformovanych bunék na pozadi bunek
netransformovanych

transformované buriky preristaji netransformované

buniky transformované /n vitro mohou po injekci do
laboratornich Zivolichi vyvolat tvorbu nddord




Transfekénimi technikami se potvrdila hypotéza, ze
onkogeny pri transformaci spolupracuji

myc
Transfect
myc fibroblast cells
expression A
vector
Cells remain flat
ras
" 5 Transfect
ras fibroblast cells
expression
vector
myc ras
A Cotransfect
fibroblast cells
+ —

Mix myc and rax vectors

Cells grow in soft agar

Produce tumors in nude mice




Pary spolupracujicich onkogent

ras, ros, src, ves, sea, erbB, nebo s e Myc
TP N-myce

o PRSP L-mye

FUS eeeeveeeeieeesres s s ssss s sss et ase st a et e aan e e et e et an e e an e ean s Adenovirus E14

stiedni T antigen PolVOMAVIFU  cooeveeccceceee e e velky Tant.{ Polvomaviru
FUS oo ee e e e ae e e e e e e ee e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e velky T antigen viru SV40
o TP Papilomavirus E7

EFDA e a2 erbB (erythr. a fibr. kufat)
THVC  eoeeeeeeeeeeeeeueeeaneensrsas e ea e e e e s ane s ane e s e s e annennnenn e e e e e eeans raf (makrofagy kuiat)

THVC  eoeeee oo e eee e e e e e e e e e e e e e n i en e e e e e e ans src (ptaci chondroblasty)
THVC  eoeeeeeeeeeeeeeae e e e e eaea e e e e e e s e s en e e e e bel-2 (mysi preB buiiky)
HVC  eoeeevueeeeseseaneeeeres e e e s es s sa e eas e na s eas s eaa ettt e e e raf (neuroretin kufat)

onkogeny ziskané z nevirovych nddord predstavuji jednotlivé stupné
ndadorového zvratu burky




Spoluprace onkogenu pri transformaci

myc

100
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40
myc + ras

% Tumor-free mice

20 —

0 | |
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Epidemiologie nddoru - nddor je vysledkem
4-6 genetickych zmén

Zavislost vyskytu nddoru na véku neni linearni

1000
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800
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200

100

Relative risk
Relative risk

—_ N W s Oy N

10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60
Age Age

Model vpravo nejlépe odpovida skutecnosti: 80-lety clovék ma asi 1000x
vétsi pravdépodobnost, Ze ma nddor tlustého streva, nez clovék 20-lety.

70 80




DNA nadorové viry

+ SV40, Adeno, Papiloma

- rostou v klidovych bunkach

- pouzivaji hostitelsky apardt pro replikaci vlastni DNA
- stimuluji prechod hostitelské burnky do S faze

+ "rané” virové proteiny funguji jako onkogeny

» "rané" virové proteiny funkéné inaktivuji nadorové
supresorové proteiny




Proteiny DNA nadorovych viru se
vazou na Rb a p53

Rb pS3
SV40 T antigen T antigen
Adenovirus | E1A EIB

Papilloma E7 E6




The Big Picture
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