VZNIK NADOROVEHO ONEMOCNENI
z hlediska molekulové patobiochemie
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Ustav klinické biochemie a patobiochemie
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Maligni tumor je genetické onemocnéni

» Prechod normalnitkdné do stavu invazivni
nadorové choroby trvé obvykle 5 — 20 let
» Ovliviuji to hereditarni genetické faktory
a somatické genetické zmény
» Progresi podporuje postupné (1) hromadéni
genetickych zmén =
nekontrolovany rust zpasobeny kupk.:
- trvalou aktivaci signalni transdukce
rastového stimulu
- alteraci kritickych bodd bunééného
cyklu
- deregulaci DNA-transkripénich
faktord
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Odezva organismu
Potencial Somatické genetické

agresivity zmény NA DOROVY GENOTYP

vysledek nahromadéni mutaci (alteraci)
genu pro Fizeni
* proliferace
* diferenciace

* zaniku
Dédiéna aktivace onkogent éas

predispozice ztrata heterozygozity B UNEK
geneticky karyotyp instability
defekt v opravach DNA

POPULACImozno rozdélit na 4 genetické

ONKODEMY PROTOONKOGENY
(dle vztahu vyvoje nddoru ke genetické nebo enviromentalni (kontroluji rist a diferenciaci buné&k)
z4té%i)
(1) ZAKLADNI - normalni populace kde riziko nadorového aktivace B_' mutace,translokace,amplifikace
onemocnéni vznika nahromadénim bodovych mutaci B
(2) ENVIROMENTALNI - €ast normalni populace kde riziko
se zvySuje pusobenim okolnich podminek ONKOGENY
(chemie radiace.viry) o7
R i proristovy| proreceptory |intracelul.|protranskripéni pro
(@) ENYIROWMENNALNE GENEIEL = CEEEpepULEEe 86 faktor rast.faktora | kinasy faktory transduk&nf
zvySenou néachylnosti k enviromentalnim kancerogendm N
proteiny
(4) GENETICKA - ¢4st populace s_geneticky pfenosnym
rizikem sis erbB-1 src,abl c-myc,L-myc K-ras
ot ticka h ol ek erbB-2 N-myc,E 2A H-ras
akovina je genetickd porucha somatickych bunék: X A
maligni tumory obsahuji buiky nesouci mutace nebo fms.trk fes,gli N_ras
delece kritickych nadorovych gena" net,ros gip
"Mutace zarodeénych bunék pfenasinachylnost k

nadorovému onemocnéni z rodi¢t na déti"




AKTIVACE PROTOONKOGENU na

TUMOROVE SUPRESOROVE GENY ONKOGEN

(= ANTIONKOGENY)
(G€astni se na pfenosu signalu mezi burikami a kontroluji
programovany zanik bunék) PROVIRUS

myce myc

inaktivace B - mutace,amplifikace
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p53 protein o o
(autopr otil&tka proti p53) Inaktivai Aktivat

MECHANISMUS pusobeni p33 GENY predisponujici GENETICKOU
INSTABILITU

Infekce HPV (Defekt v opravé chybné DNA pro poruchu

——e e (T (inhibice vazhy) v ,opravném éteni* pki replikaci DNA)
?é. Hddnd transkripce Gen na chromosomu 2

I ___mutace

vazebné misto geny Inhibujici rist

Gen pro HNPCC
(Hereditarni nepolymatézni kolorektalni karcinom)

Amplifikace

vazebné misto geny inhibujici riist
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Oprava ,mis-match“ chyby
(chybného parovani bazi)
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MozZné cesty k maligni transformaci

» Genova instabilita maze predisponovat
premaligni bunku k proliferaci
malignich dcefinnych bunék

* Instabilita se mGze projevovat na

makrodrovni:
(zmény v karyotypu) nebo
mikroarovnl (oprava DNA-sekvence)

« ZMENA SIGNALIZACE

* NEADEKVATNI EXPRESE strukturalné
normalniho proteinu

« UVOLNENI REPRESE
« PORUCHA ZANIKU BUNEK

* GENETICKA NESTABILITA

Genotoxicky stres
UV-zéreni
PoSkozeni DNA

Apoptoza
CyklinD1 el >
CDK4 : g \
Degradace Cvklin E Z bRb Progrese
P53 CorK2 cyklu




EGF Protoonkogen
pro receptor neu

EGFR — delece | I

§ membrana %val —gln
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NADOROVY FENOTYP

MALIGNi TRANSFOMACE BUNKY

e Ztrata kontroly PROLIFERACE

- alterace bunééného cyklu

- antiapoptoza (,nesmrtelnost buriky*)

- alterace v transdukci signalu
 Ztrata kontaktu burnka-burnka
* Invazivita
* Alterace v metabolismu

(anaerobni glykolyza, ,uchvacovani“ dusiku, lipolyza

tvorba nadorovych antigent)

* Podpora angiogeneze
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Antiapoptéza Apoptéza Antiapoptéza
Rhb

Regulace bunécéného
cyklu pomoci produktd]
tumorovych supresoro-
wych genid

Rb-P

Rbh-P Rh—3 vazba na transformacni
protein




FOSFORYLACE (CIESY))

, ZAPNUTI"
_—> (aktivace)

PROTEIN-(Tyr, Ser, Threo)

T VYPNUTF
(inaktivace)

DEFOSFORYLACE (FOSFATASY)

Promotor GEN pro rustovy faktor
\ I
Rb-protein Ej ~ Transkripéni aktivator
(blokovan)
+ATP
Cdk 4
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Transkripce zahdjena
@)@ Fosforylovany Rb-protein

se odpoutd od aktivatoru; ten se navaZe na promotor
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,NESMRTELNOST BUNKY*

Normalni somaticka bufika ma omezenou kapacitu
proliferace danou uréitym poétem moznych déleni
a Fizenou opakovanou sekvenci konce DNA

- TTAGGG tzv. telomery

1 cyklus = zkraceni o 1 telomer

Nové nastaveni umoziuje TELOMERASA

ZvySend aktivita telomerasy u nador ovych bunék

PROTEIN
(€innost)




Kategorie élend signélnich drah

Receptory non-tyr.
kinas: c-mas

Membr. nerecept.
tyrosin-kinasy
c-sec, c-lok, c-fgr
c-yes

Receptory rast. f.
tyrosin-kinasy

c-erbb, c-fms, c-ret

Rustové fakt.
PDGF (c-sis)
FGF-like (c-int2)

Protein-kinasy
c-raf, c-mos, c-pim 1

c-ros, c-kit, c-nue

Regulét'ory nukl.
traskr. protein

c-myc, c-myb, c-jun
c-rel, c-erbA, c-fos
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Rovnovazny stav poétu bunék v tkanich

= | Proliferace - Zanik
onkogeny PRO

X apoptotické geny
antionkogeny ANTI




PROTINADOROVA IMUNITNi OBRANA
(efektorové bunky)

Specifické protilatk
Cytotoxicky T-ly /,Y Y P P y
@ // lY CytOkIny
Pfirozeny
zabijeé

Aktiv. makrofag

Lymfokiny akt. zabijeé

Onkoproteiny

APC-aktivace ~s————— produkcelL-12

zvySeni produkce XA
kostimulaénich molekul IFNg _ﬁ)_%d]fg;i;lfpovedl

aktivace a proliferace «~——— produkcelL-2
tumor-reaktivnich bunék
CD4+ a CD8+

Renezance Burnetovy a Thomasovy teorie
rotinadorového imunologického dohledu
(,cancer immunoediting*)

NK, NKT, odT rozpoznavaji antigeny nadorovych

bunék ==produkce INFg== kaskada pfirozené imunity

(angiostatické chemokiny, stimulace NK a dendrit.bb

a L 12) drt’ tumorovych bb. fagocytovana do

uzlin; odtud difer. T-bb CD4+ a CD8+ putuji k nadoru,

rozpoznéavaji a niéi tumorové bb. (IFNg, IL 12, TNF, perforin)
. Faze ekvilibrace:

selekéni tlak ==nové klony naddorovych bb.:
tvorba a niéeni v rovnovaze

3. F&ze vymaneéni: selekéni tlak vytvofi varianty

unikajici rozpoznani, niéici cytotox. T-bb. (apoptoza Fas-lig|

Onkoprotein

apoptéza NFkB proliferace

4 inhibice diferenciace
. |
/ / R4 metastazy
—— . ‘/ L - v
)

NFkB

/




PODPORA
VGFR ANGIOGENEZE

— — — — —
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Zména cyto-

/

METASTATICKY (invazivni) FENOTYP

E
===
-~

Proliferace
endotelii

skeletu
Migrace endo-
teln

b

K

\ Proliferace

endotelii
Permeabilita

NO

/ cévy

ANGIOGENEZE

® ZvySeni motility (invazivita)
(prinik do stromatu a pfes cévni sténu)

« VVytvareni embola v cirkulaci
: 1
* Adherence ke sténé cévy
e Prainik do parenchymu
« \/ytvofeni metastazy (proliferace v misté,
angiogeneze, odpovéd na mikroprostiedi)

* Metastazy metastaz

* Nadorovéa generalizace

Maligni transformace,
angiogeneze

Adherence
k endotelu

Extravazace do
parenchymu

Motilita
’ Invazivita

|

Emboly v
— cirkulaci
Odpovéd na —_ Proliferace
mikroprostiedi angiogeneze

Metastazy p
+——————— | METASTAZA

FAZE CHEMICKE KANCEROGENEZE

- INICIACE (ziskat potencial piemeénit se

na buiiku nadorovou)

- PROMOCE (vliv podpiirmych faktoni)
(vvtvoi'eni nadoru)
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GENETICKE ZMENY pfi rozvoji KOLOREKTALNIHO

KARCINOMU
Chromosom 5q 18q 17p 8p
Mutace delece delece delece delece
APC K-ras BAT-26
b- katenin

Normalni ~| eelanem L pozdni gasny
epitel adenom karcinom

pozdni
karcinom

Obdobi gestace 10ileti 2-5let 2 -5let

RozliSeni nadorové DNA

Souprava pro detekci tumoru: BAT-26 v stolici
(PreGen 26)

pozitivni u\> 90% HPNC

Moznosti detekce rizika

* Mutace APC, K-ras, p53 genu....u vétSiny

* Aneuploidie s deleci raménka chromosomu
1p, 59, 8p, 18q, 17p u 85 %

* Diploidie (15 %) s mutaci BAT-26 .... u 95 %
o Dlouhd“ DNA (nepodléha apoptéze).. az U 90 %

Kolorektalni karcinom je klinicky, fenotypové
a genotypové hetorogenni:

Multikomponentni stanoveni

5-fluorouracil

1 Irreversibilni blokadda

1
5-fluorodeoxyuridylat :
4 1

1

]

dUMP | ——dTMP
N3,N10-methylentetrahydrofolat
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REZISTENCE vuéi CHEMOTERAPII

Genovéa amplifikace dihydrofolatreduktasy (DHFR):

Je navozena jejim inhibitorem — methotrexatem
(prezivajici nadorové bunky amplifikuji gen DHFR
az 1000nasobné kopie — nikoliv bunky normalnf)

Amplifikace genu multidrug-transport protein
neboli P170
Je to transmembranovy fosfoprotein (ATP-pumpa):
vytlacuje hydrofobni toxické latky z buriky ven
(Je normélné v hepatocytech, enterocytech,
renélnich tubulech — souéast ABC-transporterd
ATP-binding casette transporter)

Vyvoj molekulovych markert urothelkarcinomu

Superficialni 9qDel Dobra prognéza
tumor /'
\QFiDeI (INK4A)

RAS Méné dobra
/ p ;1\ - .T'2'4\ . —~
\ . \ 4 a - —>\ .
T
P53 N\ N+ M+
RB -

».1's - Spatnaprognéza
Infiltrujici
tumor \ ------ . e
Tl e T2-4 o —>
5qDel, 3pDel 6qDel, 1i1pDel, 18qDel

Molekularné genetické vySetieni pfi Ié€eni
neuroblastomu

Rezistence vii€i chemoterapii

- multidrug-resistence protein (MRP)

- LRP, glutathion-S-transferasa

- topoisomerasa, thymidylatsynthasa, metalothionein
- zvySena exprese bcl-2

Diferenciace primitivniho neuroblastu na zralou

gangliovou bufiku nervovym ristovym faktorem (NGF)

(také jako TrkA-receptor)
Neuroblastom =P ganglioneurom (benigngjsi

Insulinovy rastovy faktor 2 (IGF-2) (nezralejsi)
neu (ErB-2) onkoprotein (nezralejsi)

CHEMOPREVENCE

VITAMINY: folat, vitamin E, D (membranové receptory)

MINERALY: Ca, Se (selenomethionin)

Latky z rostlin: diallylsulfid (setrvaniv G-fazi), kurkumin,
genistein (ze soje: potlaéuje ca-prostaty), indol-3-karbi-
nol; isoflavonony, lykopen, polyfenon E ....

Syntetické latky: raloxifen, 9-cis-retinova Kys., (selektivni
inhibitory estrogennich receptor), inhibitory COX 2 ....

12



Anti-iniciace  Anti-promoce, Mechanismus
ERBr - CHEMOPREVENCE

* alterace metabo- * odstranéni reaktivnich forem kysliku
lismu kancerogenu * ovlivnéni genové exprese

* podpora detoxikace  * potlaovani zanétlivé reakce
kancerogenu prepeoplastické bunk)‘ nadorové buriky

iniciovana bunka\ @
X
(O (o) —-
) \>
* podpora opravy DNA I
* odstranéni elektrofil- @
nich latek a reaktiv-

-

nich forem kysliku
* potlaceni prollferace
* indukce diferenciace
* navozeni apoptozy
* podpora imunity
* omezeni angiogeneze

HERCEPTIN (trastuzumab)

Humanizovana monoklonini protilatka proti proteinu 2
receptoru epidermalniho rastového faktoru - Her-2/neu
(c-erbB2) nadmérné exprimovaného

(naddorova amplifikace genu) u nékterych epitelovych
nadort (25 % karcinom prsu)

Mozné Uspé&sné léceni metastazujicich karcinomu prsu

(neopovidajicich na antiestrogenovou terapii)

Nutno dfive prokazat pfitomnost HER-2 pfi biopsii nadoru
a pak aplikovat Heceptin

Mechanismus U€inku Herceptinu

Signalni draha epidermalniho riistového faktoru HER2/neu

redukuje hladinu p27¥P1navozenim jeho degradace ubikvitinaci;

to navozuje uvolnéni Cdk2 (cyklin-dependentni kinasy2) a aktivaci cyklu
bunééného déleni (=nadorova proliferace pfi nadmérné expresi)
Trastuzumab (Herceptin) pisobenim na receptor (HER2/neu-R) zvySuje
hladinu inhibitoru p27KiP1 podporuje jeho asociaci s cyklindependentni
kinasou CdK2, ¢imz inhibuje aktivitu této kinasy a zpusobuje zastavu cyklu
v G-1 fazi (a brani tak nadorové proliferaci).

Pozdéjsi rezistence nadorovych bunék na Heceptin se vysvétluje
nadmeérnou expresi Skp2 (= ubikvitin-ligasa),

(ktera je nutna pro prabéh ubikvitinace p27/<P1) adaptovanymi nadorovymi
burikami; neodstranény p27%1 pak neblokuje aktivitu Cdk2 a nadorové
buriky se mohou déle délit (Podpofeno experimentem in vitro pomoci
IGF-1, ktery ma G¢inek ,anti-trastumuzabovy*)

Signalni draha realizujici t¢inek HER2/neu i IGF-1 se déje prostrednictvim
signalizace PI3K (fosfoinositid-3-kinasy); amplifikace genu PI3K nebo delece
genu pro PTEN (specificka fosfatasa), nalézané u rfady karcinomd, zpdsobuji
deregukaci bunééného cyklu

Mechanismus U¢€inku trastuzumabu a rezistence vugci
nému

Nasledna signalizace

Zru$eni Skp2 @
zéastavy cyklu

v G-1 fa2| Kip1 _
Uvolnem e p27 degradace
blokady Cdk2
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LEKY ve zkouSeni (na bazi molekulové patologie)

LymphoRad-131: humanizovana monoklonalni
protilatka nesouci radionuklid (Jod-131)
blokuje receptor stimulatoru B-lymfocyti (nepasobi
na prekurzory B-bunék) —inhibuje myelom

TRAIL-1 R Mab: humaniz. monokl. protilatka ;
tumory s timto receptorem zanikaji na apopt6zu

Inhibitory Bcl-2 a Bcl-X: podporuji apoptézu
nadorovych bunék (non-Hodgkinsky lymfom)

»Osobni vakcina®: vaéi proteinu tepl. Soku (HSP70)
+imanitib mesyléat pdsobi jako ,fingerprint* tumorovych
bunék pacienta— chronické myeloidni leukemie

ZDRAVI je CENA, kterou platime za ZIVOT

»Na samém zaééatku vzniku Zivota jedince je
progrese bunééného déleni nutnym predpokladem
vyvoje jedince,

pozdéji muze byt pfiéinou jeho zahuby*

Molekulova patobiochemie dava moznost
tento proces ovlivnit
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