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Nador, tumor, neoplazma, novotvar

/

- je geneticky podminény abnormadlni prirtstek bunééné
tkanové hmoty klondlniho charakteru. Jeho rist neni v
koordinaci s rtstem okolnich tkdni a rovnovdaznym stavem

organismu.

Nddor je komplexni tkan

V ndadorové tkani

a)

fibroblasty - se vyskytuji
nadorové bufiky nadorové buriky ;
bunky imunitniho systemu - ?e“‘en?m ,
; ranstormovane

nddorové buriky
(a), ale take dalsi
bunééné typy,
které
.spolupracuji* pri
vyvoji nddoru (b).




Kancerogeneze

- je proces vzniku a vyvoje nadoru
- je vicestuprovd

- jeji podstatou je pos’rupne hromadéni genetickych
(a epigenetickych) zmén

Neoplasticka transformace - je preména somatické
buniky v buriku nddorovou



Vicestupriova kancerogeneze spojena s
kroky klondlni expanze (selekce)
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Kolik a které geny jsou zménény
behem kancerogeneze?

» Naddor neni monogenni onemocnéni (X vrozené
dispozice k nadoruml!).

* Odhaduje se, ze pro vyvoj nddoru je nezbytnych 4-
7 uddlosti (zdsahu).

- Konkrétnich geni, které mohou byt béhem
kancerogeneze zménény, jsou desitky (350, 600?).

+ Obecné existuje sest (sedm?) zdkladnich
vlastnosti pIné maligniho nddoru:



Sest ziskanych vlastnosti maligniho nddoru

ziskana schopnost priklad
Sobéstacnost v produkci ristovych signdld aktivace H-ras
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrdta RB
L1 B Poskozeni apoptézy produkce IGF
0l Neomezeny replikani potencidl aktivace telomerdzy
| A | Posileni angiogeneze produkce VEGF
(M B Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace vsech
nutnych zmén?



Kancerogeneze ma obecné rysy

poskozeni
apoptozy
i

~ posileni
ngiogeneze




Kancerogeneze ma individudlni pribéh
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Individudini je: poradi zdsahi
poCet zdsahl

konkrétni zasazené geny




Onkogeny

Protoonkogen je strukturni gen eukaryotické bunky,
ktery se svym translacnim produktem podili do
zna¢né miry na regulaci déleni bunék a jejich
diferenciace.

Onkogen je protoonkogen pozménény/aktivovany tak, Ze
vyvoldava neoplastickou transformaci burky.

Aktivace protoonkogenu je preména protoonkogenu na
onkogen.

Mutace protoonkogent jsou:
- aktivujici
- dominantni
- vyskytuji se v somatickych bunikdch a jen vyjimecné
v zdrodecnych burikach




Nadorové supresory

Produkty genl pro nddorové supresory (antionkogeny) v
normdlnich burikdch nevyvolavaji proliferaci, ale naopak
ji potlacuji a udrzuji bunky ve stadiu klidu (6,). Jejich
ztrata se projevuje neregulovanou proliferaci.

Mutace nadorovych supresord jsou:
- inaktivujici
- recesivni (.recesivni onkogeny") - spojeno s LOH

- vyskytuji se v somatickych a také v zdrodecénych
bunkdch




Onkogenni (nadorové) RNA viry

Retfroviry - obsahuji ve svém genomu onkogen
(akutné transformujici viry) nebo aktivuji
protoonkogen, vedle kterého se integrovaly
(pomalu transformujici)

RNA viry a lidské nddory:
idsky lymfotropni virus typu I (HTLV-1) - T-
eukémie (lymfom) dospélych (ATTL)




Onkogenni (nddorové) DNA viry

PouzZivaji jinou strategii transformace: neobsahuji
onkogeny, ale kéduji proteiny, které interaguji s
nddorovymi supresory (RB, p53, p300/CBP)
hostitelské bunky, a tak hostitelskou burku tla¢i do S
faze:

SV40: velky T antigen riznymi doménami interaguje s
pb53, RB, p300/CBP

adenoviry: E1A interaguje s RB a p300/CBP; E1B
intferaguje s p53

papilomaviry HPV-16, HPV-18: E6 interaguje s p53,
p300/CBP; E7 interaguje s RB




Onkogenni (nddorové) DNA viry

DNA viry a lidské nddory:

- Virus Epstein-Barrové (EBV) - Burkittiv lymfom
(BL), Hodgkintv lymfom (HD), lymfomy,
nazofaryngadlni karcinomy (NPC)

» Virus hepatitidy B (HBV) - hepatoceluldrni
karcinom (HCC)

+ Lidské papilomaviry (HPV 16, 18,..) - anogenitdlni
nddory, nddory Ustni dutiny, bradavice

+ Lidsky herpesvirus typu 8 (HHV8) - Kaposiho
sarkom (KS)




Sest ziskanych vlastnosti maligniho nddoru

ziskana schopnost

Poskozeni apoptozy
Neomezeny replikacni potencidl

Posileni angiogeneze

Tvorba metastaz

Nestabilita genomu

priklad

aktivace H-ras
ztrdta RB
produkce IGF
aktivace telomerazy

produkce VEGF

inaktivace E-kadherinu



Je rakovina nemoc bunéénéeho
cyklu?

» Ztrdta regulace bunécného
cyklu je kritickd soucdst
bunééné transformace.

+ Ztrdta regulace bunécného
cyklu neni jedinou soucasti

postmitoticka

faze kancerogeneze, vétsinou
sama o sobé neni plné
transformujici.




Onkogeny




Regulace bunécného cyklu - bod
restrikce - regulace fosforylace RB
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Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supresor (retinoblastom, ..)
» nddorovy supresor (melanom, ..)
(lymfomy, ..)

- soucdsti mitogennich a
an’rlml’rogenmch drah



Struktura signdlni drahy:
klasifikace protoonkogent

* Rustové faktory

- Receptory
rustovych faktoru
a proteiny Ras

+ Cytoplazmatické
prenasece

* Transkripcni
faktory




Priklady signdlnich drah
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Rustové faktory a RTK receptory
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Rustové faktory a RTK receptory

- po vazbé svych specifickych ligandu receptory
dimerizuji a dochdzi k autofosforylaci a také k
fosforylaci daldich signdlnich molekul; tak maze
byt zahdjena rada vnitrobunécnych signdlnich
kaskdd

- autofosforylaci se zméni konformace - zpristupni
se katalytickd doména a vazebna doména pro
substraty

+ substraty interaguji predevsim prostrednictvim
svych SH2 a SH3 (Src-homology) domén



Typy mutaci postihujici rustové
faktory a RTK receptory

- Produkce/nadprodukce (vlastnich) ristovych
signdlu

+ Amplifikace receptoru: neadekvdtné efektivni
vychytavani" extracelularniho signdlu - bunky s
koncentrovanym receptorem jsou pozitivné
stimulovany k proliferaci, i kdyz hladina
extraceluldrniho signadlu je nizkd a za normalnich
okolnosti by mitogenni drdhu neaktivovala

+ Zména struktury receptoru: jeho aktivace je
nezdvisla na vazbé ligandu




Priklad rustového faktoru: PDGF

PDGF (.platelet-derived growth factor") - dcinny
mitogen epitelidlnich bunék - stimuluje endotelidlni
a epitelidlni bunky k proliferaci v misté poranéni

- homodimer (AA, BB) nebo heterodimer (AB) dvou
pribuznych retézcl A a B: B je kédovan c-sis (v-sis
prendsen virem opiciho sarkomu: pozméném'/ B
retézec je konstitutivné exprimovdn a konstantné
stimuluje k proliferaci buriky s prislusnym
receptorem)

- exprese PDGF A nebo B nebo obou ¢asto

detekovdna u sarkomi, gliomt, karcinomi plic, prsu,
jicnu, Zaludku, streva




Priklad membranového receptoru -
HER2/neu

HER2/neu kodovan genem c-erbB2
- receptor homologni s EGFR, ale nevdze ani EGF ani
TGF-a a zrejmé ani neu

- amplifikace c-erbB2 detekovdna u adenokarcinomt
slinnych Zlaz, prsu, vajecnikd, stfeva a zaludku; u
karcinomu prsu a vaje¢nikd amplifikace a zvy$end
exprese c-erbB2 koreluje s horsi prognézou a
rezistenci k terapii *

- amplifikace c-erbB2 detekovdna Castéji ve
vzdalenych metastatickych mistech nez u primarnich
nadort




Priklad membranového receptoru -
HER2/neu

* Amplifikace HER2/neu je uzndvanym prognostickym a
prediktivnim faktorem u nddoru prsu; pacientky s
amplifikaci HER2/neu podstupuji radikdlnéjsi terapii a
mohou byt Ié¢eny Herceptinem - monoklondlni
protilatkou rozpozndvajici protein HER2/neu

- asi u 33% primdrnich nadort prsu a vajec ik
detekovdna mutace v transmembrdnové doméné V664E
ddvajici vznik varianté p185erbB2, kterad je
konstitutivné dimerizovana - konstitutivné aktivni a
konstitutivné stimulujici MAPK




Proteiny Ras

Po aktivaci RTK receptoru
zprostredkovavaji vazbu
Raf-1 k cytoplazmatické
membrané, kde jsou
pritomny dalsi faktory
Ucastnici se aktivace Raf-
1, a spoluaktivuji Raf-1

Fosforylované zbytky RTK jsou
vazebnym mistem pro proteiny s
SH2 doménami (GRB2). Tyto
proteiny jsou fosforylovany a
signdl potom prendseji ddle




Proteiny Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B (189
AA) maji 188 aminokyselin (p21Res). Jsou
lokalizovany na vnitrni strané cy’roplazma’rické
membrany, kde funguji JClkO prepinace pri prenosu
extraceluldrnich signdl do cytoplazmy. U¢astni se
rizeni bunécného cyklu, diferenciace a apoptozy.

Proteiny Ras maji GTPazovou akftivitu: jsou inaktivni,
vaze-li se na né GDP, a aktivni, vaze-li se na né
GTP. Vlastni schopnost proteint Ras vyménovat
GTP/GDP a hydrolyzovat GTP je nizkd, proto nutna
ucast dvou typl proteint:



Proteiny Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B (189 AA) maji
188 aminokyselin (p21Res). Jsou lokalizovdny na vnitrni strané
cy’roplazma’rlcke membrany, kde funguji jako prepinace pri
prenosu extraceluldrnich signdlt do cy’roplazmy Uastni se
rizeni bunécného cyklu, diferenciace a apoptdzy.

Proteiny Ras maji GTPazovou aktivitu: jsou inaktivni, vdze-li se
na né GDP, a aktivni, vdze-li se na né GTP. Vlastni schopnost
proteinl Ras vyménovat GTP/GDP a hydrolyzovat GTP je
nizkd, proto nutnd ucast dvou typl proteind:

GEFs posiluji tvorbu aktivniho Ras,
ktery vdze GTP

GAPs aktivuji 6TPdzu, posiluji tvorbu
inaktivniho stavu Ras, ktery vdze GDP




Onkogenni aktivace ras

Pritomnost onkogenni mutace ras detekovdna témér u
35% nadord.

- Mutace H-ras hlavné u nddori kize a
dlaZzdicobunécnych nadort hlavy a krku.

- Mutace K-ras hlavné u adenokarcinomt, karcinoma
chrupavek, kolorektdlnich nadort a nadort
pankreatu.

* Mutace N-ras jsou bézné u hematopoietickych
malignit, hlavné u AML a MDS.



Onkogenni aktivace ras

Onkogenni mutace posiluji aktivitu Ras:

* V koddnech: 12, 13,59, 61, 63 - vzniklé proteiny
maji poskozenou 6TPdzovou aktivitu a jsou
rezistentni k plisobeni GAP proteint

-V koddnech 16, 19, 116,117,119, 144, 146 -
vzniklé proteiny maji usnadnénou vyménu GDP/GTP

+ U nékterych nadort je zvysend exprese ras




Protoonkoprotein Myc

Do rodiny proteint Myc patti tFi odliné proteiny, které
se uplatiuji v kancerogenezi: c-Myc, N-Myc a L-Myc.

Myc je jaderny fosfoprotein s mnoha znaky
transkripéniho faktoru. Myc tvori heterodimery s
proteinem Max.

- Dimer Myc/Max transaktivuje nékolik gend, které se
podileji na rizeni bunééné proliferace.

* Myc upreguluje aktivitu telomerdzy transaktivaci
katalytické podjednotky hTERT.

+ Rada gen(i regulovanych Myc nenf transaktivovdna, ale
naopak jejich transkripce je reprimovdna.




c-Myc, N-Myc, L-Myc

Jsou si podobné svou strukturou a mechanismem
dcinku.

Vyrazné se lisi expresi béhem vyvoje a také se zdq,
Ze ovlivAuji - i ve stejném bunécném kontextu -
jiné sady gend, participuji - i ve stejnych
bunécnych typech - na jinych bunécnych
programech.

Lisi se vyznamné také svou ulohou ve vyvoji
jednotlivych typt neoplastickych onemocnéni.



c-myc a nadory

Burkittiuv lymfom:

Témer vsechny pripady Burkittova lymfomu souvisi s
translokaci genu c-myc (na chromozomu 8) bud’ s
tézkym retézcem p nebo A nebo lehkym retézcem
i imunoglobulint (na chromozomech 14, 22 a 2).

Nékdy byva translokace doprovdzena i vyskytem
somatickych mutaci v genu c-myc, a to predevsim v
oblasti fosforylacnich mist Thr58 a Ser62. Tyto

mutace prispivaji vyznamné k fenotypu a progresi
onemocneéni.




c-myc a nadory
Ostatni lymfomy:

» Low-grade folikuldrni Iymfom Je vetsinou spojen s
translokaci Ig/bc/-2, jen vzdcné |ze detekovat
prestavby c-myc. 60- 80% t&chto lymfomd
transformuje v agresivnéjsi formu a u téch uz jsou
detekovany i prestavby Ig/c-myc.

+ Difdzni velkobunécné lymfomy B-bunék jsou
heterogenni a asi u 50% lze detekovat translokaci
Ig bud' s bcl2, bel-6 nebo c-myc.




c-myc a nadory

Solidni nddory:

Amplifikace a/nebo zvySend exprese c-myc se
vyskytuje u vyznamného podilu invazivnich
duktdlnich karcinomt prsu (spojeno s horsi
progndzou), u nékterych nadord prostaty, u
gastrointestindlnich nadort, u nékterych melanoma
a u mnohocetného myelomu (koreluje s agresivitou
ohemochént).




N-myc a nadory

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 1/3 pripadi
neuroblastomu a je spojena s horsi prognézou
onemocnéni.

Zvysend exprese N-myc byla popsdna u vyznamného
podilu pripadt malobunééného nadoru plic a u mensiho
poCtu pripadt meduldrniho tyroidniho nadoru,
retinoblastomu, rhabdomyosarkomu a nddoru prsu.

L-myc a nadory

Amplifikace a zvySend exprese L-myc (a také c-myca N-
myc) byla pozorovdna u nékterych pripadt
malobunécéného karcinomu plic.
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Nadorové supresory




Individudlni dispozice k nddorum

1. Rozdily v metabolismu kancerogent

napr. cytochrom P-450, CYP2D6, CYP1A1, N-
acetyltransferdza,...

2.-3. Rozdily v DNA repair

Mutace nadorovych supresord (a onkogent)
- p53, RB, WT1, BRCAL a BRCA2,..
- RET

Penetrance: podil jedinct urcitého genotypu, u nichz
se dany specificky genotyp fenotypicky projevi
(pravdépodobnost vyskytu daného nddoru v
urcitém veku).




Retinoblastom

Je vzacné, ale velmi dobre znamé nadorové onemocnéni
déti. Incidence - 1 na 13.500 - 25.000 narozenych déti.

Je prototypickym prikladem vrozené dispozice k
nddortm: Na zdkladé studia epidemiologie
retinoblastomu byla vytvorena Knudsonova hypotéza —
Knudsondv model.

RB byl prvnim prikladem nddorového supresoru a prvni
klonovany gen pro nddorovy supresor.

Vrozend mutace RB (13q14) predisponuje nositele k vyvoji
retinoblastomu (maligni tumor, ktery vznika ve
vyvijejici se retiné) v nizkém véku a prindsi zvysené
riziko vyvoje osteosarkomu.




Knudsontuv model dvou

40% pripadu:

primérny vék pri diagnéze - 14 mésicl
bilaterdlné v obou olich - v priméru 3
nezdvislé nadory

v pripadé ¢asného odstranéni
retinoblastomu vysoky vyskyt
osteosarkoml mezi 20. a 30. rokem Zivota

¢asto rodinnd anamnéza

60% pripadu:

bez rodinné anamnézy
primérny vék pri diagnéze - 30 mésicll
unilaterdlni vysky+t

zasahu

thickening of optic nerve
due to extension of tumor

displaced retinoblastoma
normal
retina

i Cancer |© Gastand Science 2007)




Knudsontv model dvou zasahu

Knudson (1971):

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

2. skupina: nezbytnost dvou nezdvislych mutaci obou
alel RB

— jedna hypotéza vysvétlila dva epidemiologicky
odlisné typy onemocnéni



Knudsontv model dvou zasahu

NORMALNI, ZDRAVY JEDINEC NEDEDIENY DEDICNY RETINOBLASTOM

RETINOBLASTOM

édéna
¢ alela genu
RB1

V jedné burice nahodné

mutuje jednazedvou gTa STh ATh AN  Vjedné burice mutuje

stangn;.-s;:grgg;'a:‘ef A &Y WY  druhd alela genu RB1.

Druha alela mutuje jen velmi zfidka
v téZe burice.

Netvofi se nador.

Nadmérna proliferace
bunék vedouci

k retinoblastomu.

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




Ztrata heterozygotnosti

Ztrata heterozygotnosti = LOH (.lost of
heterozygosity")

Buriky, které nesou jednu mutovanou alelu nddorového
supresoru, ztrdceji velkou ¢ast (delece) chromozomu,
ktery nese funkcni alelu. Predpoklada se, ze v
oblastech s vysokou frekvenci LOH leZi geny
nddorovych supresord.

Buriky, které nesou jednu mutovanou alelu nddorového
supresoru, ztrdaceji jednim z vice moznych zpusobu
funkéni alelu.




Ztrata heterozygotnosti

mutace X v alele standardni alela
genu RB1 —_ genu RB1
matefského chromozomu v otcovském chromozomu

ztrata heterozygotnosti

nondisjunkce nondisjunkce mitoticka
(ztrata a duplikace rekombinace
chromozomu)

genova delece bodova
konverze mutace




RB: gen a protein

* gen je lokalizovan na chromozomu 13

- jaderny (85%) protein pp110RE (velikost 112 az 114 v
proliferujicich burikdch)

* V nedélicich se bunkdch je RB v komplexu s TF E2F.
E2F transaktivuje sadu gent, které jsou nutné k S
fazi bunééného cyklu. RB blokuje E2F a tim blokuje
bunéény cyklus (.brzda bunééného cyklu®).

* Hladina proteinu RB se v burikach neméni béhem b.c.,
ale méni se stupen fosforylace RB. Na molekule RB je
asi 10 az 12 rtznych fosforylacnich mist (Thr, Ser).
Hyposforylovany RB je aktivni a vaze E2F,
fosforylovany RB je neaktivni.



RB a regulace bunééného cyklu
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Zpusoby inaktivace RB v nadorech

- Samotny gen RB mlze byt mutovdn, deletovdn,
muze byt metylovdn jeho promotor (retinoblastom,
malobunécny karcinom plic, sarkomy, karcinomy
mocového méchyre).

- Vazbou virovych proteint E1A, LT SV40, E7
(karcinom délozniho cipku).

+ Amplifikaci cyklmu D1 (nadory jicnu, prsu,
dlazdicobunééné karcinomy) nebo zvysenou expresi
cyklinu D1 diky chromozomdini translokaci
(lymfomy B bunék). Potencidlné onkogenni virus
Herpesvirus saimiri kéduje svuj vlastni cyklin D.




Zpusoby inaktivace RB v nadorech

- Amplifikaci Cdk4 (glioblastomy, gliomy).

+ Deleci p15, p1é nebo obou (dlazdicobunécné
karcinomy jicnu, glioblastomy, karcinomy plic,
mocového méchyre a pankreatu).

+ Ektopickd exprese ,wild-type" RB neni inhibujici
pro proliferaci, protoze RB je fosforylovan a
inaktivovdn endogenni aktivitou komplexd

cyklin/cdk.



Li-Fraumeniho syndrom

- Vzdcné autozomalné dominantni dédié¢né

ohemocheéni.

* Rodinny syndrom charakteristicky ¢astym a
¢asnym vyskytem malignit rizného typu véetné
sarkomu, nadoru prsu, nddoru mozku, leukémii,
adrenokortikalniho nadoru.

* Nadory u LFS maji tendenci se objevovat u déti a
mladych dospélych, ¢asto jako ndsobné primarni
ndadory.

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

+ p53 je transkripéni faktor
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Inaktivace p53 v nddorech

- Mutace

- Jadernd exkluze (37% zanétlivych karcinomt prsu,
vice nez 90% nediferencovanych neuroblastomu)

» Interakce s virovymi onkoproteiny (LT SV40, E1B,
E6)

+ Amplifikace mdmZ (neuroblastomy), pripadné
mdamX (gliomy)
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Mutacni spektrum p53
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Nejcastéji mutované koddony p53: 175, 245, 248, 249, 273, 282.



Signalni drdha Wnt-1/p-katenin

B-kateniny hraji v bunkach dvé odlisné role a obé
tyto role se mohou podilet na kancerogenezi:

1. Molekuly B-kateninu jsou strukturdlni soucadsti
cytoskeletonu a adhezivnich komplexu
(zprostredkovdvaji vztah mezi kadheriny a aktinovymi
sloZkami cytoskeletonu). Ztrdta/zména bunécéné
adheze se uplatniuje pri metastdazovani nddoru.

2. Volny B-katenin funguje jako signalni molekula drahy
Wnt-1/B-katenin U¢astnici se regulace transkripce.
Transkripce gent zprostredkovanad B-kateniny mize
zapnout geny nutné k bunécéné proliferaci nebo geny s
antiapoptotickou funkci.




Regulace B-katenint

Hladina volného B-kateninu je udrzovdna pomoci tzv.
destrukéniho komplexu. Ten je tvoren proteiny:
GSK-3, Axin, APC a B-TrCP/Slimb.

GSK -3 serin/threoninova kindza, kterd fosforyluje
B-katenin (533, S37, T47 a S45). Tato fosforylace
funguje jako signdl k ndsledné ubikvitinaci a
degradaci B-kateninu.

Axin a APC funguji jako"leseni" celého komplexu a
podmifuji jeho fungovani. Axin obsahuje vazebna
mista pro vSechny soucasti destrukéniho komplexu.



Aktivace B-kateninu

Aktivace drdhy Wnt - tj. vazba glykoproteinu Wnt-1 na
prislusny receptor Frizzled (ale napr. i aktivace EGFR
a dalsich) vede k aktivaci proteinu Dsh (disheveled),
ktery interaguje s destrukénim komplexem a znemozni
fosforylaci B-kateninu. Tak se zvysuje hladina volného
B-kateninu. Ten se vdze na DNA vazebné proteiny (Tcf
- . T cell factor®, Lef - .lymphoid enhancer factor") a
spole¢né aktivuji transkripci svych cilovych gen.

K cilovym gentim napf. c-myc a gen pro cyklin D1, coz
vede ke zvyseni bunécné proliferace.



Signadlni draha Wnt/p-katenin

Destroction complex
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Prebytek volného B-kateninu je degradovan, coz
je zprostredkovdno destrukénim komplexem.




Signdlni draha Wnt/p-katenin a
nadory

- Ektopickd exprese Wnt-1 se podili na vzniku
nadorl prsu u mysi.

* Mutace APC znemoznujici vazbu APC na B-katenin
hebo vazbu APC na axin zplsobuji konstitutivni
aktivaci B-kateninu.

* Mutace APC patri k nejéasnéjsim genetickym
zméndm pri vyvoji kolorektdlnich karcinomu (i
vrozené mutace), ddvaji bufikdm ristovou vyhodu.
* Mutace axinu, které znemoznuji vazbu axinu na p-
katenin, byly nalezeny u nékterych
hepatocelularnich nadord.




Signdlni dradha Wnt/p-katenin a
nadory

*  Mutace B-kateninu bud’ odstranuji serin nebo méni
serin na jinou aminokyselinu, coz vede ke zvyseni
transkripéni aktivity a k necitlivosti k APC
zprostredkovanému odbourdvani B-kateninu.

* Mutace B-kateninu se vyskytuji u kolorektadlnich
nadord, nikdy ne zdroveri s mutacemi APC (zdkon

exkluzivity).




Sest ziskanych vlastnosti maligniho nddoru

ziskana schopnost priklad
Sobéstacnost v produkci ristovych signdld aktivace H-ras
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrdta RB
Poskozeni apoptdzy produkce IGF
Neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerazy
Posileni angiogeneze produkce VEGF

Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu



Geneticka nestabilita nadoru

» Naddory vznikaji postupnou akumulaci genetickych (a
epigenetickych) zmén genu, které ridi bunécné
déleni, bunécnou smrt a dalsi dulezité procesy

v burice.

+ Z vypoCtu, ktery vychdzel ze zndmé mutacni
rychlosti v somatickych burikdach (10-7 na gen na
generaci bunék), se zddlo, Ze k takové akumulaci

mutaci nemtzZe béhem lidského Zivota dojit. Jakym
mechanismem dochazi k této akumulaci?




Geneticka nestabilita nadoru

+ K akumulaci stac¢i normdlni rychlost mutaci ve
spojeni s vinami klondlni expanze, které mohou byt
zplsobeny pozitivni selekci bunék
“prenddorovych”.

+ Akumulace vsech nutnych mutaci umoznéna
genetickou nestabilitou (tzv. .mutator
hypothesis"). Nestabilita je zdlezitost rychlosti,
s jakou k mutacim dochdzi, existence mutaci sama
0 sobé neposkytuje zadnou informaci o tom,

s jakou rychlosti se objevila.

Vétsina nadoru je geneticky nestabilnich.



Typy genetickych zmén v nadorech

1.  Mensi zmény v sekvenci DNA - missense mutace, mens
delece a inzerce

2. Zmény v poltu chromozomd - ztrdty pripadné zisky
celych chromozomd

3. Chromozomdlni translokace - fize &dsti odlisnych
chromozomi nebo normdlné nesouvisejicich ¢dsti téhoz
chromozomu

4.  Amplifikace gend

Ke genetické nestabilité dochazi na vice udrovnich.



1.

Nestabilita v sekvenci DNA

Nukleotidovd excizni oprava
(.nucleotide-excision repair" - NER) -
s ni spojend nestabilita (,NER-
associated instability" - NIN);
Xeroderma pigmentosum (néktery ze
7 genu: az ).

Oprava Spatného pdrovani
(.mismatch repair® - MMR) - s ni
spojend mikrosatelitova nestabilita
(MIN); dédi¢ny nepolypdzni
kolorektalni karcinom - HNPCC -
Lynchdv syndrom (néktery z gend

4 ’ ’ ’

).

Pacient s Xeroderma
pligmentosum



Nestabilita v dusledku nedostateénych
oprav dvouretézcovych zlomu DNA

Double-stranded breaks , ..
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Tyto proteiny udrzuji integritu genomu, jejich mutace
predisponuji k vyvoji nadord.




Nestabilita v poétu chromozomu
(CIN)

» Ve srovndni s NIN a MIN jsou ztrdty nebo zmnozeni
celych chromozomt mnohem béznéjsi a vyskytuji se
témér u vétsiny nadort - napr. 85% kolorektdlnich
nadord je vysoce aneuploidnich.

» Souvisi s poruchami kontrolniho bodu bunééného
cyklu/mitdzy: kontrola mitotického vreténka (.spindle
check-point") zajist'uje, aby se sesterské chromatidy
nerozchdzely drive, nez jsou vSechny chromozomy
spravné usporddany kolem mitotického vreténka.



Kontrola mitotickeho vreténka

+ Jak je monitorovdno sestavovani vireténka? Na nesprdvné
sestaveni vireténka reaguji proteiny typu a a
nedovoli aktivaci ( ) ) ).



Sedm typickych znaku nddorovych
bunek
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Familialni adenomatozni polypoza
- FAP

- Autosomalné dominantni dédi¢né onemocnénit.

- U pacientl s FAP se vyvijeji stovky aZ tisice benighich
kolorektdlnich nadord, z nichZz nékteré progreduji do
karcinomi, nejéastéji béhem druhé a treti dekddy
zivota. Prumérny vék detekce nddoru u FAP pacientt
je 40 left.

- Polypy, které se objevuji u pacientt s FAP jsou
totozné s polypy sporadickymi a také nemayji vétsi
riziko maligni progrese nez sporadické polypy. Ale
jejich velky pocet ,zajist'uje", Ze nékteré se s jistotou
v maligni vyvinou.

- Pacienti s FAP maji zvy3ené riziko thyroidnich nddord,
nddord tenkého streva, Zaludku a mozku.




Familialni adenomatozni polypoza

 FAP je spojena s vrozenymi mutacemi genu APC.
+ Ten je lokalizovan v oblasti 5q21.

* Béhem kancerogeneze musi byt inaktivovdny obé
kopie genu APC (< Casty LOH 5q).

- Somatické mutace APC také hraji kli¢ovou dlohu
pri vyvoji sporadickych kolorektdlnich karcinomd,
jsou detekovany alespon u 80% vsech CRC.

+ Vysoky podil mutaci, které vedou ke zkrdacenym
proteinim.

- Relativni vztah mezi typem mutace a pribéhem
onemocneéni.




Familialni adenomatozni polypoza

Strevni sténa

pacienta s FAP zdravého jedince




Dvoji dloha proteinu APC v bunce:

A. Regulace hladiny volného p-kateninu

E-Cadherin




Dvoji dloha proteinu APC v bunce:

B. Uéast na tvorbé mitotického vreténka

a Wild-type celis

Cantrosome

Microtubules —

APC je lokalizovano na kinetochorech metafazickych
chromozomu. Dusledkem mutace APC je poskozeni
mitotického vreténka a tim zvyseni chromozomalni genetické
nestability.



Dvoji dloha APC pri vyvoji CRC

* APC se zrejmée uplatiiuje jak pri iniciaci vyvoje
nadoru (v dusledku selektivni vyhody ziskané
aktivaci Wnt/B-katenin drdhy), tak také v
pozdéjsich fazich vyvoje nddoru tim, Ze je pricinou
chromozomadlni nestability.

* Mutace APCpredstavuje nejcastéjsi prvni krok v
kancerogenezi kolorektdlniho karcinomu




Vyvoj kolorektalniho
karcinomu

relativné ,standardni® pribéh od
malych adenomt (do 1 cm), pres
stredné pokrocilé (vice nez 1 cm bez
znamek transformace) a velké adenomy
az po plné rozvinuty maligni CRC

A. Normadlni strevni epitel:

, diferencované buriky KkIku
B. - C. vyvoj polypu:
D. - F. mikroadenomy

Intastinal epithalial crypts Abarrant crypt focus Adenoma Carcinomsa
[~ - r, |_- T '.- 4 ‘- ik - f




Vyvoj kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinomy predstavuji vyborny model pro
studium kancerogeneze:

- relativné ,standardni* pribéh od malych adenomt
(do 1 cm), pres stredné pokrocilé (vice nez 1 cm
bez znamek transformace) a velké adenomy az po
pIné rozvinuty maligni CRC

* souvislost mezi morfologii jednotlivych stadii a
genetickymi zménami, které se odehrdly

- model kooperace onkogent a hddorovych supresort
béhem kancerogeneze



Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - aktivace ras

+ Specifické bodové mutace protoonkogenu K-ras
nebo N-ras jsou detekovdny alespori u 50%
kolorektdlnich adenomu vétsich nez 1 cm a asi u
50% karcinomi.

* Mutace ras jsou jen vzacné (do 10%) detekovany u
adenomi mensich nez lcm.

= mutace ras se typicky objevuji pri progresi
adenomdl



Frekvence mutaci ras u kolorektalnich
karcinomu
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Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - ,LOH" 18¢

* Delece oblasti 18q detekovany u 50% velkych
adenomt a 70% karcinomd.

* Na chromozomu 18q detekovdn gen pro SMAD4,
nekdy oznaCovany jako DPC4 (.deleted in
pancreatic cancer").

+ SMAD4 je soucdsti signdlni drahy TGF-p.




rekvence deleci oblasti 18q u
kolorektalnich karcinomd
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Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - inaktivace p53

+ Ztrata 17p je detekovadna u 75% kolorektalnich
karcinomd.

+ Ztrdta 17p je jen vzdcné detekovdna u
kolorektdlnich adenom.

= inaktivace nddorového supresoru p53 je typicky

pozdni uddlost béhem vyvoje kolorektalnich
karcinomi



Frekvence mutaci p53 u kolorektdlnich
karcinomu
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Vyvoj kolorektdlniho karcinomu:

model mnohostupnové kancerogeneze




Déekuji za pozornost !

St

Anislay R Osyvpal
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