Nadorova onemocnéni

NADORY BENIGNI N—

* rostou v puvodnim lozisku, zachovavaji charakter
tkané, ze které vznikly

NADORY MALIGNI

* invazivni rust, poSkozuji strukturu a funkci tkané,
indukuji vlastni angiogenezu, metastazuji

Angicgenesis
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Maligni nadorova onemocnéni

MALIGNI PROCES - VICESTUPNOVY
* nékolik na sobé€ nezavislych zmén v genomu jedné bunky
* premaligni stadium / maligni stadium

* mutace v protoonkogenech, tumor-supresorovych genech,
mutatorovych genech

EPIGENETICKE FAKTORY
* genomicky imprinting - souvislost s metylaci bazi genu

(pr. Wilmsuv tumor)



FAP — VICESTUPNOVY MALIGNI PROCES

S v | T § i = -.-'L..—_-.—I e
R SR RN

* Mutace APC (5¢21) — hyperplasticky stievni epitel

* Hypometylace DNA — ¢asné adenomy

* Mutace onkogenu K-ras (12p) — stifedni adenomatozni stadium
* DCC gen (18q) — pozdni stadium polypu

* Gen TP53 (17p) — karcinom

* DalSi zmény — metastazovani
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PROTOONKOGENY - geny se skrytym
onkogennim potencialem

« REGULACE BUNECNEHO MNOZENI NA VSECH
UROVNICH SIGNALNICH DRAH

* vétSinou somatické mutace — dominantni charakter
MUTACE - typy

* bodové — substituce, delece, adice

* chromosomadadlni prestavby — translokace, amplifikace

* inserce virového genomu
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Protoonkogeny — uloha v regulaci bunécného déleni

* Rustové faktory: sis - PDGF, hst — FGF

* Receptory rustovych faktoru: proteiny s
tyrosinkinazovou aktivitou - erb-B — receptor pro EGF

* Proteiny vazajici GTP (G-proteiny): genova rodina
ras

* Tyrosinkinazy plasmatické membrany: fosforylace
tyrosinu — abl, src

* Cytoplasmatické proteiny: MAP-kinazy Raf, MEK,
MAP (signal cytoplasma — jadro)

* Transkrip¢ni faktory: protoonkogen fos, jun, erb-A

« Kontrola bunééného cyklu: protoonkogen myc, myb
stimuluji prechod z G1 do S faze 5



Protoonkogen c-ras - signalni draha
Priklad str. 145

* Definujte typ mutace v protoonkogenu c-ras.

e Jak ovlivni tato mutace pienos signalu?

AKktivni
Ras

Inaktivni
Extracelula  Ras
signal / \
GTP
2.
Extracelularni

signal ovliviiuje stav
Ras proteinu

fosforylaci vaz,
inaktivovan de

GTP

Ras protein je jaktivovan

GDP

Aktivni Ras

by GDP a protein

fosforylaci vazby

do jadra -

prenasi signal

MAP-kinazy

TRANSKRIPCE

4.

Signal
reguluje
transkripci
genl
aktivnich pri
bunééném
déleni

S.

Buné¢éné déleni
probiha v
kontrolované
podobé



Protoonkogen c-ras — str. 145 (vysledek)

Bodova mutace — substituce U - G (viz geneticky kod, str. 83)

Inaktivni

AKktivni
Ras

Aktivni Ras
protein stale
prenasi signal

Ras protein je stale Tento signal

. , , dojad Y
aktivni - nedochazi ¢Jacra nepietrzité
k hydrolyze GTP na podnécuje
GDP transkripci gent
TRANSKRIPCE regulujicich
n bunécné déleni

3

Bunécné déleni probiha
v nekontrolované podobé 7



Protoonkogen c-ras

* Produkt je protein, ktery vaze ;v
nukleotid nesouci guanin — k()mentar

* Asociace s receptorem, ktery se vaze s
ruznymi ristovymi faktory

* Po aktivaci receptoru je uvolnén GDP

vazany K c-ras a navaze se GTP Guarine nucleotide sxchangs
factiors (GEFs)

GTP - ~ GDP
o

* GTP aktivuje c-ras, ten preda signal
fosforylaci Raf — prvni v kaskadé
MAP-kinaz

* Tato signalni draha vede v jadre k
aktivaci transkrip¢nich faktoru nebo
genu ¢asné odpovédi jako napr. c-myc

INACTIVE

ReSeni:
c-ras se normalné inaktivuje hydrolyzou
GTP na GDP

Nékteré mutace v c-ras znemoZzZni /' -
inaktivaci nebo vedou Kk aktivité c-ras ¢ GTPase-activating
bez vazby k GTP ‘P, pioteins (GAPs)



Tumor-supresorove geny

MUTACE V TUMOR-SUPRESOROVYCH GENECH
RECESIVNI CHARAKTER

JEDNA MUTOVANA ALELA MUZE BYT ZDEDENA
AUTOSOMALNE DOMINATNI TYP DEDICNOSTI

* Sporadicky vyskyt nadorového onemocnéni: dvé somaticke
mutace, vyskyt odpovida frekvenci onemocnéni v populaci

 Familiarni vyskyt: 1. mutace zarodecna, 2. somaticka

* predisposice, casny vznik nadori, multifokalni nebo
bilateralni vyskyt, vice ¢lenu rodiny ma stejny typ nadoru

 Hypotéza dvou zasahu (Knudson)
o Ztrata vrozené heterozygozity (LOH) — vazebna analyza

e napr. gen pro esterazu D (marker) je ve vazbé s genem Rb1



Tumor-supresorové geny — priciny ztraty funkce

* Delece — mohou postihnout ruzné ¢asti genu
* Mitoticka nondisjunkce
* Mitoticka rekombinace

e Uniparentalni disomie (oba chromosomy jsou puvodem od
jednoho z rodicii)

* Bodova mutace

* Inaktivace produktu (vyvazani virovym antigenem)
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Tumor-supresorové geny — vybrané priklady

Mechanismus

Lokalizace nadoru Gen Chromosom . .
pusobeni

oCi (retinoblastom), kosti,
prsa, plice, moCovy méchyft,
prostata

Regulace bunécéného
cyklu

Regulace bunécéného
cyklu

ledviny a dal$i organy
(WAGR syndrom)

rizne typy nadorl (cca 50%

Pozastaveni cyklu v G|
vSech nadortt mutace TP53)

Regulace hladiny -
kateninu, bunécné
proliferace a adheze

tlusté strevo (familiarni
adenoma-t6zni polypoza),
zaludek, nedé-dicné
kolorektalni karcinomy

Chybny repair
dvouvlaknovych
zlomi DNA

prsa, ovaria, prostata, larynx,
zazivaci trakt, pankreas




RIZENI BUNECNEHO CYKLU

Cell Cycle
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Tumor-supresorové geny
— vybrané priklady: RBI

Retinoblastom - nador oé¢i

Vétsinou vyskyt u déti
Vyskyt sporadicky - 2 dédéna druh4 mutace
somatické mutace; unilateralni, predisposice somaticka

60% pacientt 1 / / /

Familiarni vyskyt -

40% pacientt - 1.mutace
zarodecna, 2. somaticka;
bilateralni onemocnéni

T

00

-
-
a-

Mutace obou gentt na homolognich
chromosomech jsou nezbytné
pro manifestaci nadorové
choroby 13



Retinoblastom — str. 142

Hybridizace (Southern blot) s DNA normalnich jedincii a s DNA pacienti
s jednostrannym nebo oboustrannym retinoblastomem

o pacient s bilateralnim pacient s unilateralnim
Velikost normalni retinoblastomem retinoblastomem
fragment (kb) fibroblasty
tumor  fibroblasty fibroblasty
2.8 - — -
7,5 - =— - -’
6,2
- = - -
33 - —— — \ T 4
— — ] — —
7,5 5,3 9,8 6,2

Restrikéni mapa
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Velikost normalni tumor  fibroblasty fibroblasty

fragmenti (kb) fibroblasty pacient s bilateralnim pusent s unilateralnim
retinoblastomem retinoblastomem
9,8 | S— = -
7,5 - pa—— - -
6,2 | — — - -
53 N — g -
o — —  _ _ }———
Restrikéni mapa !
7,5 53 9,8 6,2
FIBROBLASTY RETINOBLASTOM
— 1— I — — Somaticka mutace
7,5 5,3 9,8 6,2
—_ }— —
Zarodeéna mutace 6,2 6,2

Dvé somatické mutace

—_—)Y | 1 —  +— 1+
7.5 53 9.8 6,2 7,5 53
s | —  }— — }—
1 15

7,5 5,3 9,8 6,2 7,5



Tumor-supresorové geny BRCAI, BRCA2

Pri familiarnim vyskytu nadoru prsu nebo prsu a ovarii jsou
v genetickém poradenstvi vyuZivany dva tumor-
supresorove geny BRCAI (breast cancer 1) a BRCA2
(breast cancer 2)

* Produkty obou geniit BRCA tvori komplexy s produkty
dalSich genu a podileji se tak na regulaci prubéhu
bunécného cyklu a pri repairu DNA

* Dédéna mutace BRCAI se vyskytuje u Zen v rodinach s
familiarnim vyskytem nadoru prsu, ovarii anebo prsu a
ovarii

* Zarodecna mutace genu BRCA2 je asociovana s
vyskytem nadoru prsu u Zen i muzu; u muzu také se
vznikem nadoru prostaty, pankreatu a s Fanconiho
anémil



Priklad familiarniho vyskytu nadoru
asociovanych s mutaci genu BRCA?2
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Sporadicky a familiarni vyskyt nadoru prsu v populaci Zen

100 1| Kumulativni riziko (%) ~ | familiarni vyskyt
vyskytu nadoru prsu u Zen - [ sporadicky vyskyt
80
60
40
I [ F I
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Vék
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Vazebna analyza marker genu s genem BRCAI
- str. 143-144

Alely Matka  Otec Dcera Nador prsu dcery

— - Delece, mitoticka

BRCA1""  BRCA1" pondisjunkee ....

2 [ ] — —

BRCAT" BRCAT- BRCAT-
BRCAT-

BRCAT-, nap¥. substituce v

VySetrované bunky matky, otce, dcery: fibroblasty nebo leukocyt){9
Ztrata heterozygozity (LOH)



Familiarni vyskyt
nadoru prsu a ovarii —

| Syl
Ov
B Glu str. 144 (rodokmenova
A|C E|F .
e | Elc studie)
1 2 3 5
n @A &
Ov 44 70 75
J|G FH B|H DH JH F|F
AlE B|D C|F B|C A|F E|E
LIE KIF GIG G/H LIG Ki1
1 2 31 4 | 6 7 8 9
m QO O ®
43 47 50 Br42 Br39
Ov46 Ov50
F|G H|G F|G BH BH H|F J|F J|F F|F
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1 2 3
1V Celozivotni riziko ‘ d) d)

Br 31 0 28

3
dcera IV/2: 80% ( nosicka mutace) Tl [
dcera I'V/3: populaéni, cca 10% 112

F F|F
E E|E 20
F KIF



Mutatoroveé geny (geny mismatch repairu)

hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH6, hMSH3
Kontrola stability bunééného genomu

Opravy chybnéeho parovani bazi (pii replikaci)

Mutace MMR gentl se ve fenotypu projevuji nestabilitou délky
mikrosatelitnich lokusu (pt. CA )

Mutace MMR zvySuji frekvenci mutaci v genomu 100 —1000x
Mutace MMR maji recesivni charakter

AD dédi¢nost nadorového onemocnéni
Lynchiiv syndrom I —nadory tlustého stfeva a rekta

Lynchiiv syndrom II - kolorektalni karcinomy, a u 30% pacientli nadory
endometria, Zaludku, slinivky, mo¢ového traktu

MMR geny rozpoznaji

ptvodni vlakno DNAf~—1u10__
které ma methylované

nckteré baze — oprava

na novem vlaknu
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Chromosomalni nalezy v nadorovych bunkach

Nenahodné (primarni)

* Filadelfsky chromosom (Phl)

* Translokace — Burkittiv lymfom
* Amplifikace, double-minutes

Nahodné (sekundarni)

* Nepravidelné se vyskytujici chromosomalni prestavby
(nahodné delece, translokace, dicentrické chromosomy,
prstencové chromosomy, isochromosomy ....)

* Heterogenni pocet chromosomii, napr. pseudodiploidni
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Nahodné chromosomalni nalezy v nadorovych bunkach

Prstencovy (ring) chromosom

23



Nahodné chromosomalni nalezy v nadorovych bunkach
isochromosom — priklad str. 146

Protoonkogen erbA je lokalizovany na chromosomu 17¢q
Koduje vazebnou doménu receptoru glukokortikoidu a

estrogenu — navySeni



Nenahodné chromosomalni nalezy
Burkittuv lymfom

Translokace protoonkogenu c-myc

NORMAL BURKITT'S [napr. t(8;14)] vede ke zvySené
CHEOMOIOMES LYMPHOLA, . .
T T transkripci genu;
® ® jeho produkt je transkrip¢ni

faktor pro geny, které kontroluji
bunécnou proliferaci
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Nenahodné chromosomalni nalezy — Burkittiv lymfom

Nejcastéji translokace
t(8;14),
ale i (2;8), t(8;22)



Nenahodna chromosomalni aberace
Chronicka myeloidni leukemie (CML)
Filadelfsky chromosom (Ph)
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Chronicka myeloidni leukemie (CML)
Filadelfsky chromosom (Ph)

Filadelfsky (Ph) chromosom - reciproka translokace mezi
chromosomem 9 a 22 - { ¢(9;22)(q34;q11) }

Cytogeneticky prognosticky marker u 90% pripadu chronické
myeloidni leukemie (CML)

Cytogeneticky marker u 5 -20%pripadu akutni lymfocytarni
leukemie (ALL)

Translokace — fuzni gen BCR-ABL, zlom v BCR ("'breakpoint
cluster region') genu na chromosomu 22 a ABL protoonkogenu
(Abelsonova leukemie — v-onc) na chromosomu 9

Produkt fuzniho genu je onkoprotein 210 kD, ma transformacni
schopnosti

Fuzni gen BCR-ABL - vysledek fuze bud’ exonu 1-2 BCR genu
nebo exonu 1-3 BCR genu s exonem 2 genu ABL



Nenahodna chromosomalni aberace
Amplifikace - protoonkogen N-myc

Amplifikace sekvence DNA

A) homogenné zbarvené
oblasti (HSR)

B) samostatné utvary - double
minutes

* diagnosticky a prognosticky
marker

* rodina protoonkogenu myc

(virus myeloblastozy kurat)
regulace bunécného cyklu

 N-myc — neuroblastom

* L-myc — malobunécné
karcinomy plic
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Metoda FISH

Spojeni postupiut klasické cytogenetiky a technologie molekuldarni
genetiky

Zalozena na schopnosti jednovlaknové (denaturované) sondy
DNA vazat se k cilové sekvenci (princip komplementarity)

Pouziti pro vysetreni chromosomu v mitoze nebo v interfazi

DNA sonda je predem oznacCena nékterym fluorochromem (pr.
Texas Red, FITC, atd.)

Je mozné pouzit nékolik typu sond — konkrétni sondu volime
podle indikace vySetreni

* Centromerické sondy: tvoreny O-satelitnimi sekvencemi
repetitivni DNA pritomné v oblasti centromery — rychla
detekce numerickych aberaci, zejména v nedélicich se
bunkach

* Lokus-specifické sondy: vazi se specificky na vybrané misto
(lokus) na chromosomu — stanoveni nékterych

strukturalnich zmén (mikrodele¢ni syndromy, specifické s
translokace u nékterych malignit atp.)



Metoda FISH

 Celochromosomové sondy (malovaci)

Pripraveny jako smés fragmenti DNA konkrétniho
chromosomu

Po jejich aplikaci dojde k “obarveni” celého
chromosomu

Pouzivaji se pro urceni nékterych strukturalnich aberaci,
jako jsou translokace, inserce nebo komplexni prestavby

(hlavné v bunkach nadori), a dale pro stanoveni puvodu
nadpocetnych marker- nebo ring-chromosomii

Tyto sondy vyzaduji chromosomy v metafazi, pro
interfazni jadra je nelze pouzit
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Mnohobarevna malovaci sonda — karyotyp nador
(hyperdiploidni pocet chromosomiu + prestavby)




Lokus-specificka interfazni sonda — nador prsu

Charakterizujte rozdilnost signala v bunkach.

Jaky typ metody FISH byl pouzit?
Protoonkogen Her-2/neu koduje receptor pro
epidermalni ristovy faktor s tyrosinkinazovou aktivitou
Centromera — zeleny signal Her-2/neu — Cerveny signal)

2x zeleny signal v obou interfaznich jadrech = pritomnost paru homolognich chromosomi
(na obou snimcich)

Her-2/neu — Cerveny signal: 2x ve zdravé tkani (na kazdém chromosomu 1x), ale 7x v bunce
nadoru, tzn. 6x amplifikovany gen na jenom chromosomu)

Amplifikace genu Her-2/neu - prognosticky a diagnosticky marker u karcinomii prsu 33
i dalSich nadoru (napr. nadory mo¢ového méchyre



Amplifikace protoonkogenu L-myc
malobunécny karcinom plic

metoda FISH

mnohocetné kopie
protoonkogenu L- myc

neprizniva prognoza
mnohonasobna amplifikace
tvori ,,oblak*, jednotlivé

signaly jsou nesnadno
detekovatelne

34



Chromosomalni prestavby v bunkach nadoru prsu

Stanovte, ktery vzorek predstavuje nahodné, ktery nenahodné
chromosomalni aberace.

Multicolor FISH

Chromosomy bunék
nadoru prsu

Mnohocetné nahodné
strukturni prestavby

mari mar2 mar3 maréd mar5 maré

Detekce Her-2/neu metodou FISH
' Nador prsu — amplifikace protoonkogenu Her-2/neu
Ve vétsiné nadorovych bunék (mnoho signali tvori
“oblak”)

Nenahodna chromosomalni prestavba

Karyotyp charakterizuje zavaznost
onemocnéni, naznacuje prognozu, ]e
voditkem pro volbu terapie




Komparativni genomicka hybridizace (CGH)
CGH - molekularni cytogeneticka metoda

Identifikuje mnohocetné chromosomalni nebalancované prestavby
v nadorovych bunkach, nedetekuje balancované prestavby

Patologicka zména musi byt nejméné v 50% bunék

Genomicka DNA zdravé a DNA nadorové tkané - simultanni in situ
hybridizace s normalnimi chromosomy v metafazi

Detekce probami — pro DNA nadoru zelena fluorescence, DNA
zdravé tkané (kontrolni DNA) Cervena fluorescence

Pomér intensity téchto dvou fluorescencnich signalu udava miru
rozdilu mezi vzorkem DNA isolované ze zdravych a nadorovych

bunék
36

Hodnoceni fluorescencnich signala vyZaduje zarizeni pro



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)
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