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Kancerogeneze

Julie Dobrovolna, RECETOX



Sustaining
proliferative

signaling
Evading
LT E e : :
destruction Evading growth
SUPPressons
Genomic
instability
Genomic "
Reprogramming attributes H‘ﬁ‘mnf'“ Resisting
of energy ©  modifications i
= Risk cell death
metabolism | T
T alleles  DNA methylation
Non- coding
RNAs
Enabling
Y etivatin BT
i ; |.1| Tk replicative
. immortality
metastasis T
Inducing

ANZINgenesis

Tumorigeneze je komplexni evoluCni proces zahrnujici mnoho genetickych a epigenetickych alteraci.
Epigenetické zmény béhem iniciace a progrese tumoru poskytuji abundantni zdroj variability, ktera
podporuje rychlou adaptaci tumoru a poskytuje bohaty zdroj labilnich biomarker( pro genetickou
analyzu.

Tumour Biol. 2016 Jul 28. Biomarkers of genome instability
and cancer epigenetics. Reis AH, Vargas FR, Lemos B.
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Kancerogeneze jako vicestupnovy proces

Initiation Promotion Progression
Carcinogen/UV tumor promoter/UV
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irreversible genetic clonal expansion of outgrowth of malignant conversion
mutation in stem initiated cells within pre-malignant to invasive carcinoma
cell/progenitor cell generalized hyperplasia tumors = papillomas




Kancerogeneze: stadia

» Tti stadia:

» (1) Iniciacni stadium, které predstavuje prvotni genetickou udalost, tj. mutaci urcitého kritického genu. Jde o obdobi ¢asové
kratké, ale nevratné; iniciovanym bunkam prinasi ristovou selekéni vyhodu. Bunka tak ziskava potencial maligni transformace;
v tomto stadiu se mUzZe proces zastavit.
(2) Promocni stddium, které trva léta, aZz desetileti; postizené bunky (klon) jsou stimulovany jesté k intenzivnéjsi proliferaci.
Promocni faktory samy o sobé nejsou vSak schopny vyvolat maligni nadorovou transformaci, jen ji podpofit. Intenzita
promocnich mechanism( musi dosahnout urcitého stupné, aby byl iniciovany klon stimulovan, a naopak odstranéni
podpurnych faktorl muze proces kancerogeneze zpomalit nebo i zastavit.

» (3) Stadium progrese je charakterizovdno dalSim postupnym nahromadénim genetickych zmén jako je

v'(a) nekontrolovany rist pro trvalou aktivaci signalni transdukce ristového stimulu,

v'(b) alterace kritickych bod( bunééného cyklu,

v (c) dereqgulace DNA- transkripénich faktord.

1 Nador zUstava nejprve v misté svého vzniku, ale aktivaci dalSich faktort se zacne Sifit do nejbliZzsSiho okoli (invaze) a cestou
krevniho obéhu na mista vzdalend (metastdzy). Velmi dilezitou podminkou pro rlst nadoru je dostatecny prisun Zivin a kysliku,
ktery musi byt zajiStén vytvorenim cévniho zdsobeni (nddorovd neoangiogeneze).
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Hallmarks of cancer
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Kancerogeneze jako vicestupnovy proces

Odezva organismu
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Ztrata kontroly bunky nad bunecnym
delenim

_IBunécny cyklus je u zdravého jedince regulovan tak, ze kazdy bunécny
typ v daném organu ,vi“, kdy prestat s rustem.

' JU dospeélého jedince jsou témeér vsechny tkané kontinualné
regenerovany a bunky opét ,vedi“, kdy prestat s delenim.

[JU rakoviny bunka selhava ve schopnosti prijmout nebo interpretovat
signaly prostred.i.
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Bunecny cyklus a nadorove bujeni

X U nddorového bujeni je postizena predevsim regulace prechodu G1-fdze do S-fdze. Tri komplexy
cyklindependentnich kinas, cyklin D/cdk4, cyklin D/cdk6é a cyklin E/cdk2 fosforyluji produkt
retinoblastomového genu — Rb, a to na 10ti riznych mistech a méni tak schopnost Rb asociovat
s bunécnymi proteiny. Jeden takovy protein - E2F — je transkripcni faktor, ktery tvori heterodimer
s jinym transkripénim faktorem DP1, ¢imZ se aktivuje nékolik gend nutnych pro rozvoj S-faze.

Znamena to indukci aktivace dihydrofolatreduktasy, thymidinkinasy, DNA-polymerasy a,

c-myc, c-myb a cdc2. Kromé této podpory ristovych faktort podporuje Rb také diferenciaci
prostrednictvim jeho asociace s transkripcnimi faktory jako je MyoD a aktivovany transkripcni faktor,
kterym jsou komplexy (ATF)/cAMP-response element binding proteiny (CREB). Rb je také mistem
zasahu pro transformujici viry jako SV40 large T-antigen, adenovirovy E1A a antigen E7 lidského
papillomaviru (human papilloma virus E7).
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Bunecny cyklus a nadorove bujeni

_1Je-li poskozeni DNA prilis rozsahlé a tedy
neopravitelné, bunka se stava nenormalni a je

eliminovana apoptozou.
_INedojde-li vSak k apoptoze, vznik

a muze byt pri déleni takto mutov

prenesena na bunky dceriné. Vzni

a mutace pretrvava
ané bunky
ka tak fenomén

genove nestability, ktery podporuje maligni
transformaci. Stava se to Castéji kupr. u nosi¢u genu
HNPCC (hereditarni nepolypdzni kolorektalni
karcinom). Je zde defekt v ,,opravném cteni”, takze
chyba v replikaci DNA neni zjiSténa a opravny

mechanismus neni nastartovan.
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Starnuti bunek

s postupujicim vékem se objevuji funkcni i morfologické zmeény skoro ve vsech
organech a tkanich. Tyto zmény maji svuj podklad téz ve starnuti bunék.

V mitochondriich se postupné snizuje kapacita oxidacni fosforylace

méni se syntéza strukturdlnich proteint i enzymu pro alterace v DNA a RNA
vznikajici s narustajicim vékem.

starnouci bunky maji snizenou schopnost opravovat poskozené chromosomy;
snizuje se jejich potreba mnozstvi Zivin.

Zmeény v morfologii bunky: Jadro se stava abnormalné lalocnaté a nepravidelné,
dochazi k pleomorfni vakuolizaci mitochondrii, ubyva endoplasmatického retikula a
Golgiho aparat se zkrucuje. V bunkach se hromadi lipofuscin jako produkt lipidové
peroxidace.
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Teorie bunecné senescence

PriCiny starnuti bunék jsou pravdépodobné multifaktorialni:

»endogenni molekularni program starnuti

»vliv  exogennich  sSkodlivych  faktord, ktery ovliviiuje
zivotaschopnost bunék

»Dlouhovékost je patrné specificky regulovdna na genové Urovni
a ridi takové aktivity, jako je opravné mechanismusmy pro DNA
nebo antioxidacni obrana).

»Kandidatni geny dlouhovékosti mohou téZz souviset s
genetickym polymorfismem protektivnich alel lipidového
metabolismu, jako je napf. e2 alela u apolipoproteinu E2. U
dlouhovékych zjisténa téz prevalence  genetického
polymorfismu genu paraoxonasy na kodénu 192.
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Starnuti bunky

»Dochazi k progresivnimu poskozovdani bunék reaktivnimi
formami kysliku a dusiku. Déje se tak nepriznivymi vlivy z okoli,
jako je ionizujici zareni a stale se snizujici kapacita
antioxidacnich mechanismu.

»Peroxidace poskozuje nukleové kyseliny. Reaktivni formy
kysliku (ROS) zpUsobuji denné alteraci 10 000 bazi DNA v jedné
bunce, coz prevysi moznosti opravného mechanismu, jehoz
kapacita se s narustajicim vékem snizuje. Mutace se hromadi
nejen v DNA v jadre, ale téz v mitochondrialni DNA. Tento jev
dramaticky roste s vekem.

»Volné kyslikové radikdly katalyzuji oxida¢ni modifikaci proteind,
véetné enzymu, coz vede k jejich degradaci cytosolovymi
proteazami. Znamena to dalsi omezeni funkce bunek.
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Starnuti bunky

»U stoletych lidi byla prokazana vyssi poly(ADP-ribosyl)aéni
aktivita. Poly(ADP-ribosyl)ace nuklearnich proteinl katalysovana
poly(ADP-ribosa)-polymerasou  (PARP-1) (s NAD+ jako
substratem) je posttranslacni déj ovliviujici DNA-Sroubovici,
coz ma vliv na instabilitu genomu zpUsobovanou endogennimi i
exogennimi genotoxiny.

»S vékem stoupaji post-translacni modifikace intraceluldrnich a
extraceluldrnich proteint, coz vede k funkénim i morfologickym
zmeénam. Jednou z nich je neenzymova glykace proteint a vznik
konecnych produktu pokrocilé glykace (AGE-products).

»zmény v indukci proteind tepelného Soku (heat shock proteins),
zvlasté Hsp70. Tyto proteiny jsou velmi dulezitym obrannym
mechanismem vUci riznym formam nadmérné zatéze.
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Starnuti bunky - telomery

»Telomery jsou klicovym stabiliza¢nim faktorem termindlni ¢asti
chromosomu. Skladaji se ze slozky DNA (repetitivni sekvence 5'-
TTAGGG-3,) a z 6 proteinu.

» Délka telomer se zmensuje po mnohondsobnych pasazich
(cekem se predpoklada 50-80 bunécnych déleni / Zivot).

»Nejdelsi jsou u spermii; u bunék fetalnich jsou delsSi nez u bunék
z dospélych jedincd.

» Jejich obnovovani je katalyzovano telomerdzou; délka telomer
koreluje s obsahem telomerdz. Z toho divodu se predpoklada,
ze Ubytek DNA od konce chromosomU zkracovanim telomer
vede k deleci nezbytnych gen(, coZ ma za nasledek omezeni
Zivota bunék.

o
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Starnuti bunky - telomery

ITelomery jsou koncové ¢asti chromosomu. Pri bunécném déleni se telomery
zkracuji kvuli neschopnosti syntetizovat konce linearnich nukleovych kyselin.
"IPUvodni délka se obnovuje obvykle béhem tvorby pohlavnich bunék ¢innosti
telomerazy, coz je neobvykla RNA dependentni DNA polymeraza nesouci si
vlastni molekulu RNA jako templat pro tvorbu DNA. Kromé pohlavnich bunék

jsou sveé telomery schopné znovu prodluzovat i kmenové burky diky
pritomnosti vlastni telomerazy.

[1VétSina rakovinnych bunék také obnovuje své telomery pomoci telomerazy,
coz umozfiuje potlacit rist fady rakovinnych bunék blokaci telomerazy,!¢ast
rakovinnych bunék ale opravuje své telomery alternativnim systémem
vyuzivajicim rekombinaci.

_IPostupné zkracovani délky telomer vede ke starnuti bunky (senescence).
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Heritabilita nadoru

»Familiarni- vice ¢lent téZze rodiny ma
nador

»Sporadické — jen jeden ¢len rodiny ma
nador

»RUzné mechanismy
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Heritabilita nadoru

» Ackoli nékteré formy nadoru jsou dédi¢né, vétsina vznikd na podkladé
remodelace somatickych bunék a je zplisobena endogennimi chybami v
replikaci DNA, které jsou vyvolany genetickymi (mutace v DNA,
chromosomalni aberace) i epigenetickymi zménami.

»Vliv kancerogen(

»UV-zéreni prislusné vinové délky mlze byt absorbovano bazemi DNA, ktera
je tak poskozena za vzniku dimer( dvou sousedicich pyrimidinQ. Tato zména
prekazi normalni transkripci i replikaci DNA.

» Ucinek ionizujiciho zareni je odliSny: dochdzi k rozStépeni (preruseni) DNA-
retézce; vznikaji tak volné retézce DNA, které musi byt beze zbytku opét
navazany opravnym mechanismem. Nestane-li se tak (burika netoreluje
volné konce DNA), mUze dojit k translokaci uréitych usekli chromosomu, coz
byva pri¢inou aktivace proto-onkogend.
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Heritabilita nadoru

Jedna geneticka zména vsak nestaci navodit maligni transformaci
bunky; ta obvykle vznika az po nékolika (5ti az 10ti) genovych
mutacich v pribéhu rady let.

» Genovd alterace navodi vznik nddorového fenotypu, naptr.:

» proliferace epitelové buriky  hyperplazie adenom
dysplazie  karcinom ,in situ” karcinom invazivni.

»PFeména normalni tkané organismu do stavu invazivmy
nadorové choroby trva v prdMeéru 5 — 10 let. Ovliviu]i to
hereditarni genetické faktory a somatické faktory genetické i
epigenetické.
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Germinativni a somatické mutace

_IGerminativni mutace pritomny ve vSech bunkach. V prubéhu Zivota se
nemeni (geneticka predispozice)

_ISomatické mutace vznikaji v somatickych bunkach v prubéhu Zivota
(maligni transformace).
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Vzacne alely a polymorfismy

"1Vzacne alely jsou ,spatné” (loss of function, gain of function)

1Jsou Casto pod tlakem selekce

_IPolymorfismy (> 1% frekvence v populaci)

"IVyznam:

_1Zdroj vrozené variability genomu

_IFaktor preziti vzhledem k patogenum?

"1Jak vzacné mutace, tak polymorfismy jsou zpusobeny genovymi mutacemi.

[1Genom soucasniku je vyrazné modifikovdn evoluci (dlouhodobéji-paleolit) a historii
pandemii (krdtkodobéji-mor, syfilis, cerné nestovice v Evropé)
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Vznik genovych mutaci

_IPravdépodobnost chyby pri replikaci DNA béehem
bunécného déleni je vysoka. Proto je nad stavem DNA
ustaven prisny dohled, ktery zajistuje stabilitu genomu
(supresorové geny, napr. P53).

"IPorucha supresorovych genu (zejména obou alel)
zaklada prirozené vétsi riziko vzniku mutaci.
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Nadorovy genotyp

»Soucasna koncepce modelu vicestupnového vyvoje
maligniho nddoru predpoklada, jak bylo receno,
nejprve postupné hromadeéni genetickych zmén. Ty se
odehravaji v urcitych skupinach genu jako jsou:

v proto-onkogeny

v'tumor-supresorové geny

v'geny udrZujici stabilitu genomu

v’ modifikujici geny.
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Mutace somatickych bunék: kolorektalni karcinom

p i ¢ . .. Chemotherapy-
i . ; Early clonal Benign Early invasive Late invasive p
Fertilized egg  Gestation Infancy Childhood  Adulthood expansion furour eancer cancer : éﬁi'frfaﬂe

Intrinsic [ ]
O Passenger mutation B s i nLtelce
LI |
phenotypa Chemotherapy s
¢ Driver mutation
Chemotherapy
resistance mutation 1=10 or more
driver mutations
10s-1,000s of mitoses 10s=100s of mitoses 10s-100,000 or more
depending on the organ depending on the cancer passenger mutations

MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009)

nature
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rearrangement

Copy-number change
MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009)

Mutace somatickych bunék: priklad nature

Sporadicky kolorektalni karcinom



Protoonkogeny a onkogeny

_1Proto-onkogeny tvori normalni vybaveni genomui;

_1koduji proteiny, které ridi proliferaci, diferenciaci
a prezivani bunek.
1100 ruznych lidskych proto-onkogenu v kazdé

somatic
1Jsou ci

Ké bunce.
em extra- a intracelularnich cest

transdu
kterymi

Kce signalu (zejména mitogennich),
se reguluje jejich exprese.
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Protoonkogeny a onkogeny

_1Dojde-li k mutaci proto-onkogenu, méni se na
onkogeny a jejich aktivita ziskava tumorigenni
charakter.

K premeéné proto-onkogenu na onkogen staci alterace
pouze jedné alely genu — tzv. dominantni mutace a gen
ma charakter dominantniho onkogenu.

_IMechanismy aktivace maji rizné cesty:

1(a) virova transdukce (kupr. onkogen src)

_1(b) genova amplifikace (myc, abl),

I(c) virova inzerce (myc)

_1(d) chromosomalni prestavba (myc, abl)

_I(e) mutace (ras)
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Protoonkogeny a onkogeny

IOnkogen muze vzniknout mutaci genu kodujicich
proteiny signalnich drah, které realizuji prenos rustového
stimulu (rustového faktoru), dojde-li k jeho abnormalni
aktivité. To muze byt zpUsobeno tim, ze se tvori v burice,
kde se normalné netvori nebo se tvori v nadmeérném
mnozstvi anebo v tak pozménéné forme, ktera se
vymyka normalni regulaci.

ITakovéto mutované geny jsou tumorigenni, protoze
umoznuji bunce proliferovat i v nepritomnosti
extracelularniho signalu.
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Typy onkogenu

] Jsou klasifikovany do 5 trid:

(1) rustové faktory

1(2) receptory pro rustoveé faktory

[1(3) komponenty intracelularnich signalnich drah
1(4) jaderné transkripCni faktory

_1(5) proteiny ridici bunécny cyklus
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Protoonkogeny a onkogeny

PREOTOONEKOGENY (nermalnigen)

U fmurece delece, i seree)

£ ETL ) TUMOROYVE

ONEKEOGENY @mutovany
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GENOVE

Franskripini faklory
(fos,jun,mpc,mph]
Signdini molekuly
(ras,raf, PXC)
Hormonové receplory
(v -erbhA)
Rustovéd faktory

(v-si5, EGF, T Falfa)
Heceploroveé hLinasy
ferb B, new, v-Lit,v-fim 5)
Tntraceluldrni kinasy
fgre,abi)
Heterotrimerni G-proteiny

SUPRESOR O

VE GENY

(ANTI-ONEKEOGENY )
L ANTI- :
4+ APOPTOZOVE

I GEN
4

FRODIETY
p53, RB

Y (Acsd)
i

:
.

.

Froduwkiy
(bella, Bell )
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Regulatory bunecnéeho cyklu a jejich poruchy

GEN

Alterace genu

TUMOR

Retinoblastoma gen (Rb)

Delece
Bodova mutace

Retinoblastomy, osteosarkomy
sarkomy mékkych tkani,
Malobunécné karcinomy
plic, karcinomy mocového
méchyre a prsu

metylace

Cyklin D Translokace chromosomdi, Adenom parathyreoidey,
Genova amplifikace Nékteré lymfomy,Karcinomy
mlécné zlazy,
hlavy a krku, jater (primarni),
jicnu
cdk4 Amplifikace, Glioblastom, sarkom,
Bodova mutace melanoblastom
p16'NKaa (p15INKab) Delece, bodova mutace, Karcinomy pankreatu,

ezofagu, plic (malobunécné),
Glioblastomy, sarkomy,
familiarni melanomy

a karcinomy pankreatu
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Nekteré onkogeny podm

onemaocnenl

L I " 4

nuji

y y

ci nadorova

Symbol

Nazev

Nadorové onemocnéni

APC

Gen adematdzni polypozy tlustého streva

Kolorektalni karcinom
Karcinom pankreatu
Desmoidy
Hepatoblastom

BRCA1

Gen 1 pro familiarni
karcinom prsu/vajecniku

Hereditarni karcinom prsu/
ovaria

BRCA2

Gen 2 pro familiarni
karcinom prsu/vajecniku

Hereditarni karcinom prsu/
ovaria

CDH1

Gen pro kadherin 1

Familiarni karcinom zaludku
Lobularni karcinom prsu

CDNK2A

Gen inhibitoru cyklin-dependentni kinasy
2A (p16)

Maligni melanom kuze

CYLD

Gen familiarni cylindromatézy

Cylindromy

EP300

Gen vazebného proteinu
300 kD-E1A

Karcinomy kolorektalni,
pankreatu, prsu
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Bol-2

BAK | BAX | 4 SR g BAax rEh:i-E]
Vliv apoptdzy na preziti nadorovych bunék :
(pro- a anti-apoptdzové faktory) l 1
Zvysena exprese Bcl-2 inhibuje zanik bunék
apoptozou. . ZANIK APOPTOZOU PREZITi BUNKY
Je to zpusobeno vazbou Bcl-2 proteinu na (Podpiuné faktory)
BAX_perem.’ 0z Zabr?m jeho : BNl ke JEcl-2 ike"
homodimerizaci, ktera podporuje “Bax, TBaX,
apoptozu. BAK BAG-1

BAT Mkl

BID Elh 12

NIF? HER-12

BLE

BIK



Geny udrzujici stabilitu genomu

*X Oznacuji se nekdy jako mutatorni geny a byvaji i
razeny k tumor-supresorovym genum. Produkty téchto
genU se uplatnuji v opravnych mechanismech
poskozené DNA.

X Jejich mutace vede ke zvysené frekvenci mutovanych

onkogenu a tumor-supresorovych genu, nékdy az
1000krat.
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neaktivni p53

poskozeni DNA

v
HPANEENE T BN RRIRRE AKTIVACE
—» p53

DNA

O

aktivni p53

na regulaéni ablast

J aktivni p53 se vazie
genu p21

TRANSKRIPCE ¢
I p21 mRNA
TRANSLACE §

p21
(protein inhibujici Cdk)

AKTIVNI NEAKTIVNI

S-fazovy komplex komplex p21 s S-fazowym
cyklinu s Cdk cyklinem as Cdk
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Geny udrzujici stabilitu genomu

X Patri sem geny, jejichz produkty zajistuji vystrizeni
poskozeného useku DNA a umoznuji excizni opravny
proces. Jejich recesivni mutace zpusobuje onemocnéni
zvané xeroderma pigmentosum a Cockayeniv
syndrom, coz jsou prekancerodzy se zvysenou
nachylnosti ke karcinomum kUze navozenym expozici
na UV-zareni.

w =
QY —



Geny udrzujici stabilitu genomu
X

DalSi skupinou mutatornich genu jsou ,,mismatch” opravné
geny, kddované proteiny opravuji chybné zarazeni baze pri
replikaci DNA (nikoliv vSak komplementarni). Projevem mutaci
téchto genu je instabilita na nukleotidové Urovni —
mikrosatelitova instabilita. Zarodecné mutace zejména MSH2 a
MLH1 genl jsou podkladem hereditdrniho nepolypdzniho
kolorektalniho karcinomu (HNPCC) .

X Mutace gend, jejichz produkty zajistuji ,,opravné cteni”, jehoz
ukolem je identifikace chybnych usekt DNA pfi replikaci, byly
prokazany u karcinomu zaludku a tlustého streva. Jedna se
predevsim o mutaci genu pro polymerasu d.
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Geny udrzujici stabilitu genomu

%
Rozpoznani poskozené DNA a aktivace p53 vyzaduje
pritomnost ATK. Tento gen koduje kinasu, ktera
aktivuje jak CHK2 tak p53 pri poskozeni DNA. Deti
trpici ataxii-teleangiektazii maji inaktivujici mutaci
obou alel.

XV klinickém obraze je pak imunodeficience,
mozeckoveé priznaky a zvysené riziko vzniku maligniho
nadorového onemocnéni, predevsim lymfomu. Bunky

téchto pacientl nemohou aktivovat p53 jako odpovéd

na poskozeni DNA.

w =
QY —



Geny udrzujici stabilitu genomu
X

Jiny syndrom oznacovany jako NBS (Nijmegen breakage syndrom) je
zpUsoben homozygotni inaktivaci genu NBS, ktery se podili primo na
opravach poskozené DNA. Do tohoto mechanismu rozpoznavajiciho a
opravujiciho poskozenou DNA vstupuje téZz gen BRCA1. Mutace v jedné alele
zarodecnych bunék nesoucich tento gen je odpovédna asi za polovinu
pripadl karcinomu mlécné zldzy s familidrnim vyskytem. Pti uCinku proteinu
BRCA1 hraje dulezitou funkci jak ATM tak CHK?2, které umoznuiji jeho
fosforylaci, kdyz dojde k poskozeni DNA. ATM také fosforyluje kofaktor
BRCA1 - CtIP, ktery reguluje transkripci genu BRCA1. Defekty DNA-opravného
mechanismu prispivaji k akumulaci genetickych defektd (viz genova
nestabilita navozena genem HNPCC = gen pro hereditarni nepolypdzni
kolorektalni karcinom) podporuji progresi maligné transformovanych bunék.
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Tumor-supresorovy protein p53 (TP53)

Xje jeden z nuklearnich proteint, ktery ma klicovou ulohu
v regulaci cyklu bunécného déleni pri prechodu z GO do G1-faze.
Obsahuje domény pro vazbu na specificky usek DNA, dale
oligomerizujici a transkripci aktivujici domény. Vaze se jako
tetramer na vazebné misto na urcitém useku DNA a tim aktivuje
expresi genul, kodujicich faktory inhibujici proliferaci a
podporujici invazivitu bunék.

X Mutanty genu p53 jsou nalézana u rady malignich tumord.
Pozménény TP53 ztraci schopnost vazby na prislusny lokus DNA,
coz vede k nedostatecné produkci faktord potlacujicich
nadorovy rust. Alterace genu p53 se objevuje nejen jako
somaticka mutace, ale téz jako mutace v zarodecnych bunkach
u nékterych nadorovych onemocnéni s familiarnim vyskytem
(syndrom Li-Fraumeni
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Tumor-supresorovy gen p53

»je klicovym regula¢nim faktorem, ktery monitoruje poskozeni DNA. |

»inaktivace p53 byva jednim z prvnich krokt, ktery vede k maligni transformaci pfi vyvoji rady
nadorovych onemocneéni.

» Pacienti s Li-Fraumeniho syndromem maji obvykle jednu mutantni alelu v zdrodecnych burikach a tim
i riziko vzniku sarkomu, leukemie a karcinomu mlécné Zlazy. Vzacné pacienti s Li-Fraumeniho
syndromem nemaji v  zarodeCnych bunkach tuto mutaci, ale mutaci genu CHK 2, koédujici
proteinkinasu, ktera fosforyluje protein p53, ¢imz dochazi k jeho aktivaci. Tito pacienti vSak mivaji
alteraci v jinych genech — MDM 2 a p14ARF, které reguluji expresi p53.

w =
QY —

I
—
—



Tumor-supresorové geny (antionkogeny také recesivni
onkogeny)

X Kromé mutaci v proto-onkogenech mohou vznikat mutacni zmény v anti-
onkogenech (tumor-supresorové geny).

%X Na rozdil od onkogenu jimi kddované proteiny maji antiproliferacni ucinek,
podporuji diferenciaci a apoptozu. V kazdé somatické burice je asi 40 tumor-
supresorovych genud. Aby se staly tumorigennimi, musi byt mutovany obé
jejich alely — proto nazev recesivni onkogeny. S tim souvisi tzv. dvouzdsahovad
teorie, kterou po prvé formuloval Knudson, kdyz vysvétloval vznik vzacného
hereditarniho retinoblastomu. Na rozdil od mnohem castéjsiho sporadického
retinoblastomu, kde se jedna o nahodné mutace jedné a posléze druhé alely
v bunce sitnice, je u hereditarni formy jedna mutovana alela zdédéna,
prislusny jedinec je heterozygot, u néhoz se zdédéna nadorova predispozice
zatim neprojevuje. Dojde-li vSak k mutaci/eliminaci druhé alely, iniciuje se
rozvoj nadorového klonu bunék sitnice. Tomuto procesu se fika ztrata
heterozygozity (LOH=loss of heterozygozity). Prvné objeveny tumor-
supresorovy gen byl nazvan retinoblastomovy gen = Rb-gen a jeho produkt
RB-protein. Vyskytuje se v kazdé bunce, kde reguluje bunécny cyklus déleni.
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Varianty s riznym poctem kopii

X Varianty s riznym poctem kopii jsou asociovany s ruznymi fenotypy.
Naur. Trisomie 21 chromosomu zpusobuje Downutv syndrom.

X Zvysena exprese genu na chromosomu 21 ma za nasledek klinicky
heterogenni onemocnéni z priznaky poruchy kognitivnich funkci,
oblicejové dysmorfie, opozdéného rustu, predispozice k nadorum,
mikrocefalie a abnormalit srdce a kostry.

w =
QY —

O Driscoll M: Curr Genomics. 2008 May; 9(3): 137-146



Modifikujici geny

X Jde o geny, jejichz mutace muze ovlivnit vznik a rozvoj nadorového
procesu.

X Jejich produkty mohou pozitivné nebo negativné pusobit na prubéh
kancerogeneze, a to s interindividualni nebo interfamiliarni variabilitou.

X Na jejich prozkoumani se teprve ceka; bude umoznéno nejnovejsimi
technikami molekulové biologie v oblasti genomiky a proteomiky.
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Epigenetika tumoru

X Lidskeé rakovinné bunky nesou radu genetickych abnormalit

X Eepigenetické alterace mohou byt odpovedné za zacatek
tumorigeneze(Baylin and Jones, 2011; Sandoval and Esteller, 2012;
Sharma et al., 2010).

X Tumordzni epigenom je charakteristicky podstatnymi epigenetickymi
Zmenami.

X Jedna se predevsim o zmény v metylaci DNA a histonU a v acetylaci histonu.
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Maligni transformace bunky

»Déleni bunék je velmi peclivé fizeno tak, aby odpovidalo potfebam
celého organismu.

»V Casnych fazich zZivota jedince kapacita déleni bunék prevazuje nad
jejich zanikanim, v dospélosti je v dynamické rovnovaze, ve stari zaCina
prevazovat involuce.

»Nékteré bunky se vsak vyhnou kontrole replikace (neodpovidaji na
vneéjsi signaly, kontrolujici jejich déleni, jsou autonomni), a méni se tak
na bunky nadorové.

»> Ty, které si alespon priblizné zachovavaji vzhled i funkci bunék
normalnich a predevsim zustavaji stale na misté, kde vznikly, jsou
bunky benigni a jejich proliferace da vzniknout benignim tumoriam.
Bunky, které ztratily vetsSinu vlastnosti bunék, od kterych jsou odvozeny
a maji snahu pronikat do svého okoli (invazivita) i na vzdalena mista
(metastazy), jsou bunky maligni a tvofi maligni tumory.
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Maligni transformace bunky

Navozeni transkripce onkogenu, kddujicich syntézu onkoproteinu,
transkripcnimi faktory zahajuje maligni transformaci bunky. Onkoproteiny jsou
velmi podobne (nekdy i shodne) s proteiny kodovane proto-onkogeny
normalnich bunék, jejichz ukolem je fidit a kontrolovat rust, proliferaci,
diferenciaci a zanik bunék. Klasifikuji se do péti trid:

X (1) rastove faktory

X (2) receptory rustovych faktoru

X (3) intracelularni transducery signalu

X (4) nuklearni transkripcni faktory

X (5) proteiny kontrolujici bunecny cyklus.
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Nadorové bunky

»Nadorové bunky proliferuji neomezené — jsou
,hesmrtelné”. Uplné vysvéetleni tohoto replikacniho
starnuti neni zatim jasné. Bylo navrzeno nékolik
moznych mechanismu:

v'(a) aktivace gent pro stdrnuti na chromosomu 1 a 4,

v'b) alterace nebo ztrata gent pro regulaci bunééného
rustu (c-fos nebo Rb-gen),

v(c) indukce inhibitort bunééného rustu,

v'(d) dalsi pfi¢iny, napf. zkracovdni telomer.
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Nadorovy fenotyp

»se vyznacuji predevsim pokracujicim délenim.

»Snizuji se u nich pozadavky na pritomnost hormonu a rlstovych
faktoru.

»Neékteré transformované bunky produkuji vlastni specifické ristové
faktory (autokrinni stimulace).

»Dochazi ke ztrdté schopnosti zastavit rust. U normdlnich bunék totiz
snizeni hladiny isoleucinu, fosfatu, epidermalniho rtstového faktoru a
dalSich latek, které reguluiji rust, pod urcitou prahovou koncentraci,
navodi presun do klidového stavu (GO-faze). Normalni bunky zaCinaji
rast (délit se) pouze, kdyz jejich nutricni pozadavky jsou radné zajistény.
Nadorovym bunkam tato schopnost zastavit rust jako reakce na
nedostatek zivin a rlstovych faktord schazi; dokonce pokracuji
v proliferaci, i kdyz prfitom mohou zahynout.
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Nadorovy fenotyp

X Transformované bunky vykazuji zvysené vychytavani glukosy pro vyssi afinitu
glukdzoveho transporteru v membrane, podobné jako je tomu normalne pouze
u erytrocytl nebo bunék v mozku. KoreIUJe to s vysokou glykolytickou aktivitou.

X Chybi u nich dale povrchovy fibronektin, ktery maji klidove bunky a ktery
udrzuje jejich tvar.

XZmény cytoskeletovych elementd (aktinova mikrofilamenta nejsou difuzné
rozptylena, ale koncentruji se blize povrchu) jsou pfi€inou zvySené mobility
povrchovych proteinu.

X Neprimérena sekrece transformujiciho rustovéeho faktoru o« a f a dalSich
rustovych faktoru, které fidi normalné vyvoj embryonalnich bunek.

X Produkuji téz plasminogenovy aktivator, coz je proteaza premeénujici
plasminogen na plasmin. Vysoka tvorba plasmlnu nadorovou bunkou pomaha
penetraci skrz lamina basalis.

X Mikroprostredi nebo stroma, v kterem se nadorove bunky nalezaji, maji rovnez
vliv na progresi (,teorie semene a pudy”). Bylo prokazano, ze metaloproteinasy
stromaini proteinove matrix (MMP 9) hraji vyznamnou ulohu v casnych stadiich
vyvoje tumoru a pfi angiogenezi.

U metastaz karcinomu prostaty do kosti se predpoklada jakysi
,2osteomimeticky" uCinek (chemoatrakce a podpora adherence ke kostnimu
endotelu) a ovlivhovani vlastnosti a chovani osteoblastu a osteoklastu.
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Nadorovy fenotyp

v'Nddorovy fenotyp je charakterizovdn maligni transformaci buriky,
ktera se projevuje:
- ztratou kontroly bunécného déleni (alterace bunécného cyklu,
antiapoptoza — ,,nesmrtelnost” nadorové bunky, alterace v transdukci
signalu),
- ztratou kontaktu bunka-bunka,
invazivitou,
- zménami v metabolismu (podpora enzymu anaerobni glykolyzy a
potlaceni enzymu oxidace cestou Krebsova cyklu, ,,uchvacovani“ dusiku
nadorovymi burikami, zvysena lipolyza, tvorba nadorovych antigenu),
- podporou angiogeneze.

v’ Maligné transformované buriky jsou pravdépodobné odolné vici
stresovym faktorim okoli jako je hypoxie, kyselé pH, nedostatek

glukosy a zivin, odlouceni od bazalni membrany, které normalni bunky
nici.
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Vznik metastaz

» Pri vzniku metastaz hraji ddlezitou ulohu chemokiny.

> Uloha chemokinG u nddorového bujeni je sloZita:

v'podporuji vrozenou nebo specifickou protinddorovou imunitu,

v'mohou podporovat nadorovy rist a tvorbu metastaz tim, Ze posiluji proliferaci
nadorovych bunék, migraci a neovaskularizaci.

v'Chemokiny tvorené nddorovymi burikami mohou pusobit inhibici protinddorové
imunitni odpovédi, stejné jako autokrinnim mechanismem pusobi jako rlstové
faktory.
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Metastaticky fenotyp

>
Dalsim rysem maligné transformované bunky je ztrata zavislosti
adherovat k podkladu (substratum). V bunécné kulture normalni
bunky, plovouci volné v zivném roztoku (gelu), mohou sice
metabolizovat (zit), ale nikoliv se délit; nadorové burky ano.

»Ztrdta inhibice motility kontaktem se sousednimi bunkami je
dalsi charakteristika nadorovych bunék. Znamena to, ze mohou
rast jedna pres druhou, mohou byt na sobé i pod sebou a jen
zfidka vytvareji mezerové spoje (gap junction).

»7Zmény na bunécné membrdné jako je modifikace glykolipid( a
glykoproteint (snizeni mnozstvi sialové kyseliny vazané na
proteiny, redukce gangliosidd). To sice neméni strukturu
transformované bunky, ale zvysuje lateralni mobilitu
povrchovych lipidl, respektive vazbu membranovych protein
na cytoskelet.
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Metastaticky fenotyp

» Maligni bunky maji zvySenou motilitu a schopnost pronikat
do okoli (invazivitu) a po pruniku do krevni cirkulace usadit se a
mnozit na jiném misté (tvorit metastdzy).

» K tomu jsou vybaveny schopnosti produkovat receptory, aby
se mohly zachytit na proteinech bazalni membrany (tvorba
adheznich molekul), dale tvorbou hydrolytickych enzymd, které
pomohou rozrusit kolageny, proteoglykany a
glykosaminoglykany bazalni laminy a umoznit tak pronikani do
okoli, natravit sténu ceév, zachytit se v cirkulaci na shlucich
trombocytu a vytvorit tak nadorové emboly, odolavat Ucinkim
protinadorového imunitniho mechanismu, zachytit se na sténé
cév vzdaleného mista, proniknout do intersticia tkané, zalozit
metastazu, proliferovat, podporovat angiogenezi a pripadné
vytvaret metastazy metastaz.

» To je tzv. metastdzovy fenotyp.
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