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Zivotni cyklus

Vyvoj a rust organismu - rovnovazny stav

(reparacni mechanismy, proliferace~bunécnad
smrt) - starnuti - smrt.

» Metazoa - krdtky Zivotni cyklus, dospéli jedinci
tvoreni prevazné post-mitotickymi burikami

« Obratlovci - delsi zivot, velka ¢ast bunék stdle
schopna déleni a proliferace

Vyvoj mnohobunécného organismu

1. Déleni (cleavage)
2. Pattern formation - zajist uje, zaloZeni orgdnu na spravnych mistech

3. Organogeneze
4. Rust



Nador, tumor, neoplazma, novotvar

- je nova a abnormadlni tkan v mnohobunécném organismu,

kterd v tomto organismu nemd fyziologickou funkci a roste
neregulovanym zpusobem.

- je geneticky podminény abnormadlni pfirtstek bunécné
tkanové hmoty klondlniho charakteru. Jeho rust neni v
koordinaci s rustem okolnich tkani a rovnovdaznym stavem

organismu.




Objeveni onkogenul!

ONCOGENES OF RNA TUMOR VIRUSES AS
DETERMINANTS OF CANCER 1 9 6 9
By RoseRrT J. HUEBNER AND GEORGE J. TOpARO

VIRAL CARCINOQGENESIS BRANCH, NATIONAL CANCER INSTITUTE, NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
BETHESDA, MAKYLANI»

Communicaled September 16, 1969

Abstract—Evidence from sero-epidemiological studies and from cell culture
studies supports the hypothesis that the cells of many, and perhaps all, verte-
brates contain information for producing C-type RNA viruses. It is postulated
that the viral information (the virogene), including that portion responsible for
transforming a normal cell into a tumor cell (the oncogene), is most commonly
transmitted from animal to progeny animal and from cell to progeny cell in a
covert form. Carcinogens, irradiation, and the normal aging process all favor
the partial or complete activation of these genes. An understanding of how
normal cells and normal animals prevent expression of endogenous viral informa-
tion would appear to offer one of the best hopes for the control of naturally oc-
curring cancers.

Jako prvni byly ve vztahu k tvorbé nddoru objeveny geny RNA viru
v genomu obratlovcl odpovédné za transformaci normdlni buriky
na bunku nddorovou (nazvané onkogeny), které byly castecné

nebo i kompletné aktivovdny karcinogeny, zdrenim nebo i normdlnim

procesem starnuti.

Co z toho vyplynulo?
Pochopeni mechanismu, kterymi se normdlni bufika brdni expresi

téchto endogennich virovych informaci, muze vést k nalezeni
cesty potencidlni terapie nékterych typu nadoru.



Onkogeny

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

Onkogen je protoonkogen pozménény nebo aktivovany
tak, Zze vyvoldva neoplastickou transformaci burky.

Mutace protoonkogenu jsou:
- aktivujici
- dominantni
- vyskytuji se v somatickych bunkach a jen vyjimecné
v zdrodeCnych bunkdch [Vrozend citlivost k meduldrnimu
thyroidnimu karcinomu (MTC) je typickym prikladem

hereditarniho karcinomu zpusobeneho mutaci RET proto-
onkogenu. > prediktivni genetické vysetreni]




Nukledrni transkripCni faktory

Onkogeny této tFidy koduji tvorbu proteinu, které pfimo pusobi na miru
transkripce aktuadlni vazbou na prislusnou sekvenci DNA; modifikuji téz
iniciaci transkripce.

Proto-onkogen c-jun kéduje Cdst transkripcniho faktoru AP-1, ktery vazbou
na promotorovou sekvenci podporuje transkripci fady genu. AP-1 Casto
tvori dimerovy komplex s Fos (Jun+Fos). Onkoproteiny (z onkogenu fos a
Jun) iniciuji transkripci kliCovych genu, kodujicich proteiny podporujici
rust nebo inhibuji transkripci genu potlacujicich rust.

Pusobeni PDGF na klidové 3T3-bunky stimuluje (az 50krat) produkci c-Fos
a c-Myc (produkty normadlnich proto-onkogenu). Fos plsobi obvykle
krdtce, ale myc déle. Dojde-li k prolongované expresi myc, GCinek se
méni na onkogenni.

Klicovym transkripCnim faktorem pro fady signdlnich kaskdd je nukledrni
faktor kappa B (NF-kB). Je v inaktivni formé v cytoplasmé v komplexu
s rodinou inhibitoru (IkB), které po fosforylaci IKK-kindzou se od
komplexu oddéli, a tim umozni translokaci NF-AB do jddra, kde vazbou na
prislusny promotorovy dsek genu dojde k expresi prislusnych kédujicich
useku.



I. Fuze bunék

Nadorova bunka Normalni bufika

+— @

Hybrid




Vysledky fuze

Hybridni buriky rostou jako normalni bunky.

Charakteristika maligniho rustu je recesivni. Normadlni bufiky
potlacuji abnormdlni rust.

V pfipadé ztraty nékterych chromozomu, se maligni rust
Znovu projevi.

? Nesouhlasi s teorii 0 onkogenech



Nadorové supresory

Produkty genu pro nadorové supresory
(antionkogeny) v normdlnich burnikach nevyvoldavaji
proliferaci, ale naopak ji potlacuji a udrzuji burnky
ve stadiu klidu (G,). Jejich ztrdta se projevuje
neregulovanou proliferaci.

Mutace ndadorovych supresorl jsou:
- inaktivujici
- recesivni (spojeno s LOH) (.recesivni onkogeny")

- vyskytuji se v somatickych a také v zdrodecnych
bunkach




NADOROVY FENOTYP

MALIGNI TRANSFOMACE BUNKY

Ztrata kontroly PROLIFERACE
- alterace bunécného cyklu

- anti-apoptotické mechanismy (.nesmrtelnost bunky")
- alterace v transdukci signalu

Ztrata inhibice kontaktem bunka-bunka

Invazivita, podpora angiogeneze

Alterace v metabolismu

G_enetir: alterations Tumaur microenvironment
{affecting p53, MYC, (hypoxia, pH, nutrients
AMPK, PI3K and HIF1) and autophagy)

Bioenergetics | ‘Biosynthesis  Redox _




Charakteristika nddorové transformovanych bunék

Transformované bunky vykazuji zvysené vychytavani glukosy pro vyssi
afinitu glukézového transporteru v membrane, podobné jako je tomu
normalne Eouze u erytrocytu nebo bunék v mozku. Koreluje to s vysokou
glykolytickou aktivitou.

Chybi u nich ddle povrchovy fibronektin, ktery maji klidové buriky a
ktery udrzuje jejich tvar.

Zmény_cytoskeletovych elementu (aktinova mikrofilamenta nejsou
difuzne rozptylena, ale koncentruji se blize povrchu) jsou pricCinou
zvysené mobility povrchovych proteinu.

NepFimérend sekrece transformujiciho rustového faktoru TGF a dalsich
rustovych faktoru, které ridi normadlné vyvoj embryondlnich bunék.

Produkuji téZ plasminogenovy aktivator, coz je protedza pfeménujici
plasminogen na plasmin. Vysoka tvorba plasminu nadorovou bunkou
pomaha penetraci skrz lamina basalis.

Mikroprostredi nebo stroma, v kterém se nddorové buﬁk\{( nalézaji, maji
rovnéz vliv na progresi (teorie semene a pudy"). Bylo prokazano, ze
metaloproteinazy stromdlni proteinové matrix (MMP 9) hraji vyznamnou
ulohu v Casnych stadiich vyvoje tumoru a pri angiogenezi.

U metastdz karcinomu prostaty do kosti se predpokladad jakysi
.osteomimeticky" uc€inek (chemoatrakce a podpora adherence ke_
kostnimu endotelu) a ovliviiovani vlastnosti a chovani osteoblastu a

osteoklastu.



Klasifikace nadoru:
(A) podle schopnosti infiltrovat se do jiné tkdné

. Bemgm (nezhoubne) zus’rava ji v misté svého vzniku,
nemigruji, neinvaduji jiné tkane.

* Maligni (zhoubné): pronikaji do okolnich tkani a
prostrednictvim krevniho a1ymfa’r|ckeho systému do
celého téla, v novych tkanich vyvolavaji tvorbu
sekunddrnich nddord (metastazi)

Metastdzy jsou ne 2 jzhoubné jsim jevem pri nddorovém onemocnéni a jsou
pfi€inou asi 90 % Umrti pacientl s nadorovym onemocnénim.

Vice nez 70 % pacientu s invazivnim nddorem ma zjevné nebo skryté
metastdazy v dobé stanoveni diagndzy.



(B) podle plvodu
- Karcinomy: z epitelidlnich bunék (~ 90% nadoru)
+ Sarkomy: z pojivovych tkani (< 1% onemocnént)

+ Leukemie: z hematopoetickych bunék

Grade: I-IV
Stage: TNM klasifikace



| The Human Genome Project |

Lidsky genom... | A&V
Read the story behind the

Human Genome Project

Sekvenace: kompletni
Anotace: kompletni, nikoliv vsak definitivni

Funkce genovych produktu a regulace exprese: ve
vyzkumu

Evoluce, vymeéna genetickeé informace a deleni miliard
bunék behem zivota organismu: probiha

...a karcinogeneze

Karcinogeneze: vyvolana poskozenim genomu



KARCINOGENEZE

Multifaktorialni a vicestupnovy proces
« Fyzikalni karcinogenni faktory

« Chemicke karcinogeny . mutace DNA vedouci k aktivaci
» Biologické karcinogenni faktory [ onkogen( a/nebo inaktivaci

« Konstituéni karcinogenni faktory J  antionkogenu

Reparacni mechanismy
* funguji = oprava DNA
* nefunguji

pak bud
—> apoptdza

nebo
—> Sireni mutaci do dalSich bunecnych generaci - karcinom



Fyzikalni karcinogenni faktory:
Radiacni vlivy
* lonizujici zareni
korpuskularni (Casticove): a, 3

elektromagnetickeé: vy, rtg
« UV zareni

lonizujici zareni:

« Chromosomalni aberace: nestabilni
(letalni) vs. stabilni (prenasejici se
do dalsich bunécnych generaci)

» Ucinek zalezi na davce a dobé
pusobeni

* Nejohrozenegjsi: lymfaticka tkan
« Latence — ruzna — Hirosima:
leukémie ~ 8 let

ca. plica BrCa: ~12-18 let AN ..;..
26. 4. 1986




Fyzikalni karcinogenni faktory:
W Radiacni vlivy

sz
Dppe®

UV _ zareni

* tvorba pyrimidinovych dimeru => eliminace =>
apyrimidinova mista

* jedno- a dvouretézcove zlomy, spojovani retezcu

* tvorba volnych radikalu "'OH, O

* adaptace na UV: pigmentace

-> aktivace onkogenu/deaktivace antionkogenu
- ? karcinom



Fyzikalni karcinogenni faktory:
Mechanicke vlivy

+ Jednorazové mechanické poskozeni tkane - v zadném pripade neni
prokazana souvislost s karcinogenezi

» Karcinogeneze vyvolana dlouhodobym pusobenim (implantaty)
prokazana u nékterych druhu zvirat, u jinych nikoliv (pravdépodobnée
iritace a indukce proliferace — promocni charakter)



A Chemicke karcinogeny

Vzdy mutageny
Mechanismus ucinku: elektrofilni latky — chemicka reakce s DNA, RNA

Prime (ultimatni) karcinogeny

» alkylacni latky (cytostatika — cyklofosfamid, chlorambucil, busulfan
nitrosurea, ...)

» acylacni latky (1-acetyl-imidazol, dimethylsulfat, ...)

Prokarcinogeny (=proximalni karcinogen) -> intermediarni karcinogeny
-> finalni (terminalni) karcinogeny

« aromatickeé uhlovodiky, aromaticke aminy, nitrosaminy, produkty
plisni (aflatoxin), kovy (Cr, Ni, Co), As, azbest, insekticidy, fungicidy,
... viz tabulka




Hlavni skupiny
(pro)karcinogenu

Skupina Latka (priklady) Postizeny orgdn, Latence | Vyskyt

typ nddoru (roky)
Polycyklické 3-metylcholanirén, Plice, hrian, kiiZe, 9-20 Uhelny, cigaretovy
arcmaticke benzantracén, benzpyrén, | modovy méchyf (Ca) dehet, asfalt,
uhlovodiky dibenzantracén atd, roftované maso,

Aromatické aminy,
amidy, azo-barviva

Auramin, benzidin,

tt-, f-naftylamin,
4-aminodifenyl,
4-nitrodifenyl,
dimetylaminoazobenzen

Nitrozoaminy

Ultimdini karcinogen:
dimetyl-nitrozoamin
M-metyl-nitrozoamin
N-etyl-nitrozourea
M-metyl-nitrozouretan
N-metyl-nitrozoguanidin

Terminilni karcinogen: diol-epoxid

OLOVY mec
ureter, ledvina, jdtra
(Ca)

Termindlni karcinogen:

2- amino- 1 -naftol

uzené maso a ryby

Anilinové

o potravindiske
barvy (maslovi
Zlul), gumy

Jitra, hrian, plice,
Zaludek, jicen (Ca)

Termindlni karcinogen:
tolozny s ultimdtnim

Wanik v organismu
z prokarcinegenu
nitrity, nitrity
{uméld hnojiva),
rychlené uzeniny,
rybi maso, atd,

Produkty rostlin
& mykatoxiny

Alfatoxin (Aspergillus
flaveus) Islandotoxin

Jitra (Ca)

2-5

Pliser na zvIhlém
obili, luSténindch,

{Penicillium Islandicum) araidech, silazi
it
Termindlni karcinogen:
2 A-dihydroxy-aflatoxin (2,3-epoxid)
Kovy Chrom Mosni dufin. | A Chromovini,
Nik] Paranazilni dutiny, Vyroba skldfska,
Kabalt Larynx, plice {Ca, 5a) acetylénu, linolea,
autobaterii atd.
ling Arzen Kiie, plice, jilra, 10+ Hutnictyi,
paranazdind dutiny, svifedstvi,
mofovy méchyi (Ca) drevaisky primysl
Vinylchlorid Jitra (Ca) 20-30 Vyroba plastl
Benzen Kostni dren (LE) 614 Vyroba vybuinin,
lepidel. obuvi
Azbest Plice, pleura, 4-50 WVyroba
peritoneum azbestovych
(Ca, 5a, meroteliom) textilii, obkladf




Enzymy odpovédné za karcinogenezi

= E
Prokarcinogen =2 intermediarni karcinogen = terminalni karcinogen

Monooxygenasy ze systému cytochromu P-450 (CYP)
(metabolismus xenobiotik — [€Civ a skodlivin z vnejsiho prostredi —
funkCéne heterogenni skupina)

Hydroxylasa aromatickych uhlovodiku (cytochrom P-448)

Y QO O-0m

Benzo [a] pyren 2-Acetaminofluoren N-Methyl-4-aminoazobenzen

Obr. 62-1. Struktura 3 dlleZitych experimentalné uzivanych chemickych karcinogend.



Enzymy odpovédné za karcinogenezi:
tvorba vysoce reaktivnich epoxidu

Oo Oxdace I
-
HO ™

7.8-D10l-9,10-epoxidy benzo[a]pyrenu

Benzo[a] pyren

silné kancerogeny

Metabolicka preména benzo[a]pyrenu hydroxylasou aromatickych
uhlovodiku (cytochrom P-448)



Testovani mutagenity:
Amesuyv test

kmen Salmonella typhimurium s mutaci v genu enzymu
zapojeneho do syntézy His (His")
dalsi mutace testovanym mutagenem:
?
His- = His*
mutovany kmen je schopen rustu na médiu bez His

probléem: bakterie nemaji monooxygenasy (simulace
metabolické aktivace prokarcinogen = terminalni
karcinogen) — reseni: inkubace latky se supernatantem
S-9 krysich jater

schopnost detekce 90% znamych karcinogenu

Kolonie S. typhimurium




Testovani mutagenity in vivo

* Transgenni mysSim, v jejichZ genomu je inkorporovan
bakteriofag A nesouci /acl gen, je podavana testovana
latka

* Po urcité dobé je fag aktivovan
 Fagove Castice vneseny do E. coli

* Produkt lacl je represorem [3-galaktosidasy, mutovany
produkt neni funkéni

* [B-galaktosidasa stepi analog laktosy X-gal za vznlku
modreho zbarveni

« |atka je mutagenni ... =... modreé plaky
» |atka neni mutagenni ...=>... bilé plaky




Latky ve stravé a kancerogeneze

Tab. 1.5.4 Vliv diety na karcinogenezi v semikvantitativnim hodnoceni

SKEUPINA A LATEA RIZIKO TRANSFORMACE
Zvyiuje; SniEnje:
CELKOVY PRISUN A VYMENA ENERGIE:
Obezita — vysoky BMI B
pohyvbovd aktivita *od

CHEMICKY DEFINOVANE SLOZKY STRAVY:
zikladni mutrienty:

jednoduché cokry L ]
komplexnf cukry +4
tuky *ete

vitaminy a minerdly;
karmtenoidy L2122
vitamin C Lo 2
vitamin E *
selen +

fytochemikdlie napk.:

allium {cibule, Cespek), saponiny (soja) atd. *e

| KOMPLEXNI POTRAVINY A NAPOJE:

; maso fervend +44
vejoe, midko *
zelenina *404
ovoce +44
alkohaol *eee

| UCHOVAN[ A PRIPRAVA POTRAVIN:

| konzervace solénim — Kuchyiisks sl *ee

| konzervace uzenim *e
konzervace zmmmzovinim *e

ﬂprﬂvu — grilovini; smakeni *d




Biologickée karcinogenni faktory:
Virova transformace
Zivé pridiny: viry
Helicobacter pylori — spojovan s ca. zaludku

10% v soucasné dobé popsanych virt ma onkogenni charakter, nadory
| pri prokazaném virovém puvodu vSak nelze povazovat za infekcni
v pravém slova smyslu — mechanismus, hostitelské predpoklady

RNA viry x DNA viry
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Retroviry= RNA-viry s reverzni

o transkriptazou

¥ ke
o ol

Retroviry obecneé:

transformujici => vznik nadoru, nebo

netransformujici (chybi informace pro maligni preménu, bez
cytopatickeho efektu)

vyjimecné zpusobuje i nenadorové onemocnéni — HIV (infekce
lymfocytu)

Nesou

strukturni a funkcni geny
reverzni transkriptazu

LTR (long terminal repeat) useky s funkci promotoru a enhanceru —
regulujici transkripci v hostiteli (DNA-> mRNA)



3 mechanismy transformace retroviry

« silné onkogenni vir - nese primo onkogen (v-onc = virovy onkogen,
napr. v-src, v-ras Vvs. c-ras)

« slabé onkogenni vir, nemusi obsahovat v-onc, transformuje

prostrednictvim LTR inzerovaného v sousedstvi celularniho
protoonkogenu (p-onc)

* vir nese gen-tat kodujici protein, ktery zprostredkovava transaktivaci
celularnich onkogenu



Transformace retroviry: priklady

U Cloveka prokazana pouze transformace virem HTVL-1 (slabé
onkogenni, nenese v-onc, onemochi 1% nakazenych 20-30 let po
infekci, leukémie-Jdaponsko, Karibik, sporadicky)

RNA viry u zvirat:

Tab. 1.5.5 Piiklady onkogeni retrovird

Virus Hostitel Nidor Onkogen
Abelsontv mydi leukemicky Hlodavei — mys leukemie v-ahl
Moloneyhy mySi sarkomovy Hlodavei — mys sarkomy mékkych tkéni V-mos
8] myiiho osteosarkomu Hlodavei — my3 osteosarkom v-fos
Housiv sarkomovy Ptaci sarkomy mékkych thkdni V-S1C
2ot myelocytomalazy Prdcl leukemie v=myc
#2ii myeloblastdzy Prdci myeloblastoza v-myb
Pl erytroblastézy Ptici erytroleukemie v-erb B
Harveylv potkani sarkomovy | Hlodavei — potkan sarkomy mékkych tkani v-H-ras
Lrstenfiv potkani sarkomovy | Hlodavei - potkan sarkomy mékkych tkdni v-K-ras
Locizi sarkomovy Kocka sarkomy mékkych tkdn{ v-fms
Simian (opicl) sarkomovy Pavidn sarkomy mékkych thdni v-sis




DNA-onkogenni viry

Nizsi transformacni potencial (méne agresivni) nez RNA-viry, ale

V jadre napadené bunky replikace virove DNA, permanentni prechod
bunék z GO a G1 faze do S faze

Priklady:

HPV — human papillomavirus (ca. délozniho
¢ipku,...) — proteiny E6 a E7: blokace antionkogenu
pS3 (E6) a RB1 (E7)

EBV - Epstein-Barrové virus (Burkittuv lymfom;
mononukledza)

HBV — hepadnavirus (hepatocelularni ca.;

hepatitida B)




Kancerogeneze

je proces vzniku a vyvoje nddoru

je vicestuphovy proces

podstatou kancerogeneze je postupné hromadéni genetickych (a
epigenetickych) zmén

/ mutacea\
oo (D@ )

\ ) 1+2+3

Normalni
bunka

Nadorovy Hromad éni
potenci al mutac i transformace



Klondini model vyvoje nadoru:
selekce, klonalni expanze

X €& ~ ..."

O
O
@

O @
@
0 g
normalni soutézici subklony bunék maligni klon
bunky

ROKY #—



Jsou nddory monoklondlni nebo
polyklondlni?

monoclonal tumors polyclonal tumors
normal behavior
------- L-------- TRANSFORMATION ---|~---\---~\-~I-----
i cancerous behavior
}




Jsou nddory monoklonadlni nebo
polyklonalni?

* Obecny konsensus fikd, ze nadory jsou vétsinou
monoklonalni a jejich vyvoj zacing jedinou
odrodilou bunkou.

* Klonalitu Ize studovat na zdkladé sledovani
néjakeho unikatniho genetického/epigenetického
markeru (napr. Barrovo télisko) = tak Ize
prokdzat, ze bunécnd populace v nddoru je

monoklondlni

X Na pocatku mohl byt vyvoj polyklondlni, ale
preros’rla ne JUSPESHE j81 bunecna populace.

X Béhem vyvoje narustad genetickd nestabilita a tedy
i heterogenita.
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Molekularni model iniciace nadoru
(familiarni adenomatozni polypoza)

il c.anu=sc.edun

wanny A de . se i




tlusté strevo

hlava a krk
Cipek
plice kuraka
prs

prostata

Neoplasticka transformace
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Nador = defekt v regulaci
b. proliferace a homeostazy

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Limitless replicative
potential




Cyclin-dependent
kinase inhibitors

EGFR
inhibitors

Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 MAb

Deregulating

cellular
energetics

Pro-apoptotic Resisting ST Enabling Telomerase
BH3 mimetics cell > NS replicative Inhibitors
death ’ immortality
~
22,
Genome
instability & Ny
mutation -

PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Hanahan and Weinberg, 2011 PRESS




I. Sobéstacnost pfi tvorbé rustovych
signalu
Normalni bunika vyZaduje mitogenni rustové signdly
X

Nddorova bunka vykazuje vyrazné redukovanou
zdvislost na exogennich rustovych stimulech.

Strategie:

» Tvorba vlastnich rustovych faktoru

/ Zesilena exprese
\ Strukturni zmeény

* Alterace v .downstream” signalizaci

* Receptory na bunécném povrchu

,Pfepnuti” integrinu



Rustové faktory

Onkogeny jen zfidka vznikaji z genu kédujicich
rustové faktory. Je to kupf. sis-onkogen, ktery
kéduje syntézu rustového faktoru odvozeného od
krevnich desticek (PDGF).Ten se muze navdzat na
prirozeny PDGF-receptor a navodit maligni
transformaci bunky.

Prikladem autokrinni stimulace (autostimulace) je
sekrece transformujiciho rustového faktoru

TGFa; jde o analog EGF, ktery je secernovan
radou nddorovych bunék a ktery se vaze na EGF-

receptor, havozuje tak jeho trvalou stimulaci.



Receptory rustovych faktoru

Receptory po vazbé prislusného specifického faktoru prendseji
rustovy signdl jednou nebo vice kaskadami signdlni tfransdukce.
Nekteré povrchové bunécné receptory maji jako integralni soucdst
tyrozinkinazu ve své cytoplasmatické doméne. Geny techto
receptoru se stavaji onkogennimi, kdyz po mutaci zustavaji
receptory akftivni i v nepfitomnosti navazaného ligandu.
Jinym prikladem je produkt erbA onkogenu, jehoz proto-onkogen
kéduje intracelularni receptor pro hormon stitné zlazy. Vazba
hormonu transformuje receptor na transkripcni faktor. Onkogenem
Eozmeneny receptor (ErbA), ktery pusobi jako negativni faktor,
ompetuje s endogennim tyreoiddinim receptorem, a dusledkem je
ushadneni buneécného rustu.
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Maligni transformace bunky

Navozeni transkripce onkogenu, kédujicich syntézu
onkoproteinu zahajuje maligni transformaci buriky.

Ristové

faktory A A A Receptory rustovych faktora (II) ’ﬁ

Intracelularni
oldast (tyrosin-
kKinasa)

4 > (1)

Druhy posel
(fosforyl. protein)

)l____ Intracel.receptor

' an
Transkripéni faktory (1V)
DNA



Intraceluldrni transducery signdlu

V této tridé jsou proteiny, které, jsou-li normdlnim proto-
onkogenem, prendseji signdl z receptoru na cilové misto
v bunce. Mezi nejzndmé jsi patfi G-proteiny.




Hormonalni receptory

« Na povrchu bunék (transmembranové) i uvnitr
peptidové (G-spfaZené receptory)

e Délime na ./

N steroidni (obv. solubilni proteiny)

Estrogenni receptory:
2 varianty: - G-sprazeny receptor (6PR30) - syntéza PIP3
- nukledrni hormondlni receptor

/\

Genomicky Negenomicky
vazba na ERE, komplexy s G prot., TK >
iniciace transkripce MAPK, PI3K/AKT
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Extracelularni matrix (ECM)

Pletivo makromolekul vné bunék (bilkoviny,
glykoproteiny, proteoglykany a polysacharidy)
Poskytuje mechanickou podporu pro bunky

Ovliviuje chovani, proliferaci a diferenciaci
bunék, které jsou s ni v kontaktu

Hlavnimi receptory bunék, které
zprostfedkovavaji interakci bunék s ECM jsou

integriny




Integriny

Nepostradatelné komponenty véech Metazoi (od
morskych hub po ¢lovéka)

Cleny velké rodiny transmembrdnovych proteind,
které jsou receptory pro adhesivni sekvence molekul
extraceluldrni matrix

Zprostredkuji prichyceni bunky k ECM nebo k jiné
bunce a umoznuji prenos signdlu (informace) mezi ECM
a bunkou. Signalizace probiha jak z ECM do bunky
(outside-in signaling), tak z bunky do extracelularniho
prostoru (inside-out signaling)

Heterodimerni molekula v které jsou a a 3
podjednotky spolu nekovalentné vdazany



Schematic drawing of a typical integrin dimer
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1)

2)

3)

4)

Outside-in signalizace

Vazba komponenty ECM (specifické sekvence) na vazné
misto integrinu zpusobi konformacni zmény v molekule

Integrinu

K zméné konformace dochdzi i v cytoplasmatické Casti
integrinu a to vyvold ndsledné interakce s procesy, které
ridi intracelularni signdlni drdhy (napf. aktivace
cytoplasmatickych TPK (FAK) a serin/threonin kinas ,
aktivace malych GTPas, indukce vapnikového transportu a
zmeny v fosfolipidové syntéze)

Konformacni zmény vedou také k shlukovani molekul
integrinu v membrané (tzv. clustering) a to ddle modifikuje
interakce cytoplasmatickych domén integrinu

Bunécny fenotyp je urcovdn timto typem signalisace;
integriny slouzi bunkam jako mechanické sensory
prendsejici informaci o ECM do burky a ta dle toho
modifikuje svuj cytoskeleton
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Inside-out signalizace

Mechanismus této signalizace je zaloZzen na zméné
afinity receptoru (vazného mista pro ligand ECM)

Neaktivované bunky maji integrin s nizkou afinitou

Aktivace bunék vede k tomu, ze intraceluldrni cdst
molekuly integrinu se vdaze na integrin aktivujici
komplex (IAC). To vede ke konformacni zméné celé
molekuly integrinu

Konformacni zména extraceluldrni casti integrinu
ndsledné zméni afinitu ligand vdzajiciho mista z
nizkoafinitniho na vysoce afinitni

Diky vysoce afinitnimu receptoru je vice komponent
vdzano pres integriny na aktivovanou buriku




Integrin “activation”
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Alterace v ,downstream” signalizaci

= deregulace v procesovani signdlu ligand aktivovanymi
receptory pro rustové faktory nebo integriny

Centrdlni dloha: SOS-Ras-Raf-MAPK kaskddovité
mitogenni reakce ~25% vsech lidskych nadoru

* Nejcastéji mutovany RAS protein - strukturni zmény
- masivni indukce a prenos signdlu bez predchozi

stimulace receptoru ligandem

Interakce s dalsimi signdlnimi drdhami: extraceluldrni
signdly mohou ovlivhovat fadu biologickych drah a

vykazovat fadu efektu
* Napf. RAS €<-> PI3 kindza




II. Ztrata citlivosti k signalim
zastavujicim bunécny rust a proliferaci

« Bunka je .prepnuta” antiproliferacnimi signdly z proliferace do GO
faze, ale je stdle pfipravena pusobenim dalSich extraceluldrnich
signdlu opét proliferovat

« V bunce dojde k permanentnimu zablokovani schopnosti
proliferovat vstupem do tzv. postmitotické faze, respektive
dojde k termindini diferenciaci

||‘ Nddorovd bunka musi obejit tento kontrolni
mechanismus: vyrazenim pRb drdhy

» kdduje tzv. retinoblastoma 1 protein (RB1, pRb) - reguluje bunécny cyklus
> v pfipadé mutace --> retinoblastom (sporadicky x dédicny, ..two hits" hypotéza)
» brdni bunkadm v replikaci poskozené DNA - G1 blok



Vyjimky (.two hits"™)

> Haploinsuficience - jedna funkcni alela neni dostatecna

> Imprinting - 1-2% lidskych genu, kdy jen 1 rodicovska
alela aktivni. Napf. IGF-2, obvykle exprese otcovské alely,
pfi ztraté imprintingu a overexpresi --> Wilmsuv tumor,
hepatoblastom, rhabdomyosarkom,... Priblizné 10% populace
konstitutivni ztrata IGF-2 imprintingu (hypometylace) =
zvysené riziko ca kolorekta.

http://www.geneimprint.com

» Dominantné negativni mutace - vedou ke vzniku proteinu,
ktery neplni spravné svoji funkci a navic interaguje s
proteinem tvorenym funkcni alelou a tim ho inaktivuje.




Bunécny cyklus a nddory




Deregulace b.cyklu u nadoru

1. aberantni exprese pozitivnich regulatoru (cykliny)

2. ztrata funkce negat. reguldtoru (CDKI)

Table 1 Cell cycle regulators and cancer

Protein Chromosome Function Relevance in human cancer
Cychin A 4(q25—q31) Complexed with CDK2 and 1 to Overexpressed in some breast carcinoma,
regulate S phase and G--M hepatocellular carcinoma
Cychn B1 S(gql3—qter) Complexed with CDK1 to regulate Overexpressed in some breast carcinoma
G+—M
Cychin D1 11gl3 Complexed with CDK4/6 to Overexpressed in multiple tumors, for
regulate early G, example, breast cancer, lymphoma,
parathyroid adenoma
Cychin D2 12pl13 Complexed with CDEK4/6 (in some Overexpressed in some colorectal cancers
cell types) to regulate early G,
Cychn E 19q12 Complexed with CDK2 to regulate Overexpressed in multiple tumors
late Gy and the G,-5 transition mcluding leukemias, carcinomas of the
breast, colon, prostate
CDK1 10 Complexed with cyclin Bl to Overexpressed in some breast cancers
regulate Go—M
CDE4 12q13 Complexed with D-type cyclins to Amplified in brain tumors, infrequently

regulate early G,

mutated in melanomas




‘able 2 Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors and cancer

'rotein Chromosome  Function Role in human cancer Mouse knockout models

21CIP1 6p21 Binds to and inhibits Rare mutations in prostate, Mo spontaneous tumors, defective DNA
multiple CDK /cyclin bladder and breast carcinomas damage G—S checkpoint; no tumor
complexes and proliferating SUppressor
cell nuclear antigen (PCNA)
to block Gy and § phase;
induced by p53

27KIP1  12pl3 Binds to and inhibits Loss of heterozygosity not Gigantism, organomegaly, pituitary
multiple CDK /cyclin uncommon; variable loss of protein  hyperplasia/adenoma; haploinsufficient
complexes to induce Gy expression in many malignancies  tumor Suppressor
arrest

STKIPZ  11plas Binds to and inhibits Few inactivations identified; Neonatal lethality, developmental defects,
multiple CDK feyclin mutations found in patients with  adrenal hyperplasia; no spontaneous
complexes to induce Gy Beckwith—Wiedemann syndrome  tumors
arrest; imprinted

16INKd4a 9p2] Binds to and inhibits Frequently inactivated in cancers, Low incidence of spontaneous tumors,
CDEK4/6 to induce G, arrest especially melanoma, pancreatic carcinogen-induced increase in

adenocarcinomas, lung and melanomas; cooperative effects with
bladder carcinomas haploinsufficient pl4ARF status
14ARF  9p2] Blocks MDM2 inhibition of Few exclusive deletions identified  High incidence of spontaneous and

p33, thereby inducing Gy
and G» arrest

in melanoma cell lines, gliomas;
targeted in acute T-cell leukemia

induced tumors; pl6INK4a™ pl9ARF ™~
show very similar phenotype




s TGFB a MYC signalizace TTH

—Smad - —l

1 Y
Myc Mad2,4

'/.--"MEK
Myc-Max Mad2,4-Max

L I

¥ [<— Additional
12 TGF-B

i input(s)

Control of Epithelial
Cell Proliferation

—
pre

2% e ¥

activate

.

| CCCCCC I




Schéma funkce proteinii E6 a E7 pri infekci

proteiny E6 a E7 high risk HPV jsou schopné transformovat zdravou burikt
pouze v kooperaci
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IIT. Neomezeny replikacni
potencidl

» Pokusy /n vitro na normadlnich lidskych diploidnich
fibroblastech ukdzaly, ze bunécna kultura mad limitovanou

zivotnost - asi po 50-70 délenich se rust zastavuje,
aviak buriky mohou v 61 fazi vydrzet az nékolik roku.

» Pokud u dané populace dojde k danému poctu délent,
prestdvaji se mnozit = senescence

> Napf. inhibici pRb nebo p53 muze dojit k opétovnému
déleni bunék - krize (masivni bunécna smrt)

Nadorové bunky proliferuji neomezené - jsou ,nesmrtelné”.



Starnuti organismu

« Multifaktoridlné podminéné deéje —dlouhovékost je schopnost
jedince udrzet homeostdzu obrannymi a reparacnimi mechanismy

« Rychlost stdarnuti je fizena

a) genetickou slozkou - reparacni mechanismy, antioxidacni
obrana, polymorfismy .genu dlouhovékosti" (apolipoprotein E2,
SNP192 genu kédujiciho paraoxonasu)
b) slozkami vnéjsSiho prostredi— zivotni styl (télesnad aktivita,
regulovany pfijem potravy)

« S postupujicim vékem se objevuji funkcni i morfologické zmény
skoro ve vech orgdnech a tkanich. Tyto zmény maji sviuj podklad
predevsim ve stdrnuti bunék.



Starnuti bunky

« Zmény v morfologii buriky: Jadro se stdvd abnormdlné lalocnaté a
nepravidelné, dochdzi k pleomorfni vakuolizaci mitochondrii, ubyva

endoplasmatického retikula a Golgiho aparat se zkrucuje. V
jadrech bunék se hromadi Iipofuscin jako produkt reakce volnych
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Starnuti bunék

Rodina Sir2-proteinl udrzuje Useky chromosomu v inaktivnim
stavu pusobenim na histony obklopujici DNA, takZe neni
pristupnd mechanismu ..Cteni". Restrikce tvorby energie
prostfednictvim tvorby acetyl-CoA (tedy ze sacharidl a
tuku), ktery aktivuje reakci s citratem (Krebsuv oxidacni
cyklus), prodluzuje u experimentdlnich zvirat délku Zivota.

Ztrata elasticity kuze, pomalé hojeni ran a svalova atrofie
souviseji s aktivitou genu FoxM1B, umisténého na chromosomu 12.
Kdyz tento gen chybi nebo je vyfazen z funkce, DNA bunky se
nemuze duplikovat, bunécny cyklus se zastavuje, buiika hemuze
proliferovat, vyzravat a zanikd. Déje se tak pravdépodobné
prostiednictvim proteinu p21¢r!, ktery aktivuje fadu procesu
blokujicich replikaci DNA a naopak aktivuje geny spojené s
chorobami vyssiho véku.



Stérnuti bunék

Hlavni mechanismy stdrnuti:

* Alferace nebo ztrdta genu pro regulaci bunécného rustu (c-fos
nebo RB-1), ¢i indukce inhibitori bunécného rustu

« Replikativni starnuti (telomery)
« Apoptdza
« Neenzymova glykace proteinu (posttr. modifikace > AGE products)

* Volné radikdly (ROS) 1. Peroxidace - poskozeni NK, denné 10000
alteraci DNA bazi v jedné bunce, s vékem prudky ndrust; 2.
oxidaCni modifikace proteinu > degradace vlivy prostredi - ion.
zareni

e Zmény v indukci Hsp proteinu (Hsp70)



Zkracovani telomer

Telomery jsou klicovym stabilizacnim faktorem termindini dsti
chromosomu a ukotvyji je k nukledrni matrix. Délka telomer se |
zmensuje po mnohondsobnych pasdzich a predevsim pak v bunécnych
kulturdch od pacientu v pokrocilém veku. Nejdelsi jsou u spermii; u

bunék fetadlnich jsou delsi nez u bun€k z dospélych jedincu.

Jejich obnovovdni je kg’ralgzovéno Jtelomerdzou,; délka telomer koreluje
s obsahem telomerdz. Z toho duvodu se predpokladad, ze dubytek

DNA od konce chromosomu zkracovdnim telomeru vede k deleci
hezbytnych genu, coz ma za ndsledek omezeni Zivota bunék.

Aktivita ’relomer;gs?/ souvisi s funkci a proliferacni aktivitou bunek,
upravuje napriklad délku telomer v embryondlnich bunkach, v
bunkdch obnovujicich se tkani (v lymfocytech, hematopoietickych
kmenovych bunkach, bazdlnich bunkdch epidermis, v zarodecnych
bunkdch dosp,elzch muzu atp.) Aktivita telomerdzy mizi v
diferencovanych somatickych burikdch.

ALT (alternative lengthening of telomeres )
mechanismus zalozeny na homologni rekombinaci ¢dsti chromozomu



TELOMERES EXTENDING THE LENGTH OF A TELOMERE
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Senescence

Normalni buika Normilni builks

Mnohonasobné nmtace: inaktivace
kontrolmach bodi = insktivace
sepescence. Flony potencionalmich
transformovatelnych bunék se
mnoz, spousta bunék viak hyne. W
presviich bunkach jsou telomery
zkraceny na kritickou delkm

Meprolomeni mechanismi

Bunéina smrt
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