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Predmluva

V ¢eském odborném pisemnictvi dosud nebyla pro-
blematika gynekologické onkologie v rozsahu po-
dobném této knize zpracovana. Onkogynekologie je
pfitom jednou ze zékladnich subspecializaci oboru
gynekologie a porodnictvi, a to nejen v Evropé, ale
i ve vetsing rozvinutych zemi. Ziskani specializace
vyzaduje nejdelsi postgradualni pfipravu, zejména
vzhledem k nezbytnému poctu provedenych chirur-
gickych vykonti. V CR bylo do roku 2007 jedinou
moznosti pro ziskani této specializace slozeni atesta-
ce z klinické onkologie. MoZnost subspecializace
z gynekologické onkologie byla oteviena az v roce
2008. Pozadavky na ziskani specializace jsou shodné
s vétSinou zemi EU a byly pfevzaty z doporuceni
ESGO (European Society of Gynecological Oncolo-
gy). Nejvetsi diraz je kladen na ziskani kvalitni eru-
dice v onkochirurgii, sou¢asti oboru je vSak kom-
plexni 1écba nadort vcetné podavani chemoterapie
a podpirné 1écby.

Velka pozornost byla v CR v poslednich letech
vénovana systému centralizace péce o pacientky se
zhoubnym nadorem reproduk¢nich organii. Pod On-
kogynekologickou sekci Ceské gynekologicko-po-
rodnické spoleénosti (CGPS) byl ustanoven systém
onkogynekologickych center a spolupracujicich od-
déleni. Systém je otevieny, s moznosti vylouceni ¢i
prijeti ¢lenlt na zakladé pocétu novych pacientek
a poctu provadénych radikalnich vykonti. Hlavnim
cilem je standardizace a zvySeni kvality diagnostické
a lécebné péce. Pies veskeré usili a mnoho znamych
argumenttl, dokladajicich lepsi vysledky lécby ve
specializovanych centrech, je na téchto pracovistich
v soucasnosti v CR 1é&eno jen néco pres polovinu pa-
cientek se zhoubnymi nadory gynekologickych orga-
nd. Véfime, Ze i tato kniha ptispé&je k tirovni poskyto-
vané péce 1 k centralizaci onkologickych pacientek.

V incidenci zhoubnych nadora reprodukénich pa-
nevnich organti obsazuje Ceska republika stabilng
nepiizniva predni mista ve svétovych tabulkach. In-
cidence karcinomu endometria patii k nejvysSim na
svété spolecné s USA, incidence karcinomu ovaria
je jedna z nejvyssich v Evropé, srovnatelnd pouze
s Pobaltskymi zemémi nebo Déanskem. V incidenci

karcinomu délozniho hrdla piekracujeme vice nez
dvojnasobn¢ primér Evropské unie; horsi situace je
pouze v nékterych zemich vychodni Evropy. Pti¢iny
neptiznivé situace se 1iSi u jednotlivych nadort.
U karcinomu délozniho hrdla je to zejména neexis-
tence organizovaného celoplosného screeningu,
u dalsich zhoubnych nadord ptresné divody nezna-
me; u karcinomu endometria se pravdépodobné
uplatiyji faktory zivotniho stylu, u karcinomu ovaria
mize byt jednim z divodd malé frekvence uzivani
hormonalni kontracepce v minulosti. Nepfiznivé
jsou i trendy vyvoje incidence — u karcinomu endo-
metria, ovaria i vulvy je dlouhodob¢ patrny pomaly
narust. Pouze u karcinomu délozniho hrdla je inci-
dence stabilni, to v§ak v Zadném piipadé nelze pova-
zovat za tspéch — v CR se nepodaiilo napodobit
vyrazny pokles, ktery nastal ve vSech zemich EU
v disledku zavedeni organizovaného screeningu.
V absolutnich poétech v CR kazdy rok onemocni
okolo 4500 zen zhoubnym nadorem jednoho z pa-
nevnich reproduk¢énich organd.

Kniha Onkogynekologie je uréena piedevsim on-
kogynekologiim, ale rozhodné ne pouze jim. Ucele-
ny prehled problematiky by méli ocenit vSichni
gynekologové pracujici v nemocnicnich zafizenich,
klini¢ti onkologové, radia¢ni onkologové, ale i dalsi
odbornici, ktefi pracuji se zenami se zhoubnymi na-
dory reprodukénich organti. Peclivé vybrany kolek-
tiv autord &ita celkem 40 odbornikii z celé CR a ze
Slovenska, ktefi se dlouhodobé zabyvaji svétenymi
oblastmi. Obsah odrézi komplexnost problematiky
a zdliraziuje nutnost mezioborové spoluprace. Cleny
autorského kolektivu jsou klini¢ti onkologové, chi-
rurgové, urologové, psychiatii, psychologové, radio-
logové, radioterapeuti, sexuologové, dermatologové
iteoretiCti védci. Zeela zamérné nebyla problematika
jednotlivych zhoubnych nadort svéfena jednomu au-
torovi, ale kazdy autor ¢i kolektiv autord zpracoval
oblast své specializace.

Vzhledem k rozdilnému charakteru nékterych ka-
pitol je kniha rozdé¢lena do dvou ¢asti. Obecna cast
obsahuje kapitoly, které se tykaji nadorti vSech nebo
vice organil, v ¢asti specialni je problematika rozdg-
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lena podle jednotlivych organd. Atraktivitu publika-
ce by mélo zvysit i pfilozené CD, obsahujici bohatou
obrazovou dokumentaci histologickych, kolposko-
pickych a peroperacnich nalezli, zobrazovacich vy-
Setfeni a dalSich. CD rovnéz obsahuje barevné verze
nékterych obrazku ¢i fotografii, uvedenych v knize
v Cernobilé formé. Tyto obrazky jsou v textu oznace-
ny symbolem ¢« a na konci kapitol je uvedeny kom-
pletni seznam obrazkd, které se vztahuji k dané pro-
blematice.

Je tteba upozornit i na problematiku, ktera v knize
zpracovana neni a kterou by zde ¢tenar mohl hledat.
Zhoubné narody prsu byly opakované zpracovany
v monografiich klinické onkologie. Rovnéz chybi
problematika gestacni trofoblastické nemoci (GTN),
kterou se v CR zabyvaji dvé specializovana centra

a byla v ¢eské literatuie piehledné zpracovana v po-
slednich letech n€kolikrat.

Jednim z nedilezitéjSich poslani pfedmluvy je
i podekovani ocenujici velké usili vénované rozsah-
[ému dilu, které nema komeréni vyznam pro vétSinu
aktér. Srde¢né pode€kovani za pochopeni, podporu
a spolupraci patfi zejména autorskému kolektivu,
ktery pecliveé ptipravil svétené kapitoly, aby pozdéji
trpélivé snasel cetné piipominky editora; obéma re-
cenzentum, ktefi ve velmi kratké dob€ rozsahlé dilo
pfipominkovali; redaktorce — PhDr. Alen¢ Palcové,
kterd vyznamné piispéla k vysledné podobé knihy
i rychlosti jejiho vydani; grafikovi i akademickému
malifi, ktefi s citem zpracovali bohatou grafickou
¢ast; ale i mnoha koleglim a blizkym, ktefi témé&f rok
snaseli ¢asové zaneprazdnéni autori a editorq.

Praha, duben 2009
David Cibula
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je jejich nekontrolovatelny riist napti¢ vystavbovym
planem organizmu. Tento vystavbovy plan pocina
u jednotlivych buné€k, sdruzujicich se do bunéénych
uskupeni, ze kterych se skladaji tkané tvotici jednot-
livé organy, usporadané do organovych soustav. Vy-
stavbovému planu organizmu odpovida i jeho fizeni
— lokalni regulace jednotlivych bunék v ramci tkani
je realizovana pomoci lokalnich ptisobk, ristovych
faktorti, zatimco regulaci organii a jejich soustav
ovladaji neurohumoralni systémy. Spravnou funkci
bunéénych komponent trvale dozoruje imunitni sys-
tém. Vznik maligniho nadoru je poruchou této vy-
vazené regulace. Porucha zac¢ind na trovni bunck
maligné transformované tkané. Ta pfi selhani kon-
trolnich imunitnich mechanizmti a v disledku
distanné se Sificich metastdz miZze vyvolat az
pfiznaky systémového kolapsu vedouciho ke smrti.
Ackoliv postup nadorové transformace se v jednotli-
vych piipadech odliSuje, neoplasticka tkan vzdy vy-
kazuje nékteré shodné charakteristiky:
* autonomii v produkeci ristovych signala,
+ sniZenou senzitivitu k inhibi¢nim ristovym
signaltim,
* poruchy apoptdzy,
* Dbezprahovy replikacni potencial (imortalizaci),
» poruchy v reparaci DNA (genomova instabilita),
* vyznamnou angiogenezi,
» schopnost tkdiové invazivity a metastdzovani.

Nekontrolovatelny rist nadoru je vysledkem se-
lhani regulac¢nich pochodu v buiice. Jsou tak postize-
ny dva kritické déje, které se doplnuji v ovliviiovani
tkanové homeostazy — bunéény cyklus a apoptéza.
Rovnovéha mezi novotvorbou bun¢k vznikajicich
délenim v buné¢ném cyklu a zdnikem opotiebenych,
nepotiebnych ¢i poskozenych bun€k v procesu apo-
ptozy charakterizuje normalni fyziologicky stav ve
tkani dosp€lého organizmu. Nadorové buiky se vzdy
vyznacuji poruchou této rovnovahy, jez je zptisobena
zvySenim rychlosti bunécného cyklu a rezistenci
k indukci apoptozy. Negativni regulace bunécného
cyklu a zvySeni senzitivity k proapoptotickym me-

chanizmim v nadorové buiice tvoii tedy zakladni

obecny koncept protinddorové terapie.

Maligni nador je genetickym onemocnénim. Na
podkladé genetickych alteraci a s pfispénim epigene-
tickych zmén vznikaji autonomné se chovajici nado-
rové buiiky. Genetické zmény — mutace (zmény pri-
marni struktury genomové DNA) vznikaji prubézné
ve vSech bunkach v organizmu v disledku piisobeni
exogennich vlivi (fyzikalnich, chemickych i biolo-
gickych) i endogennich pochodt (chyby pfi replikaci
DNA, tvorba endogennich produktd metabolizmu
s genotoxickymi ucinky). K t€émto genetickym alte-
racim se pridruzuji epigenetické zmény (zmény me-
tylace DNA ¢i modifikace histonil) ovliviyjici ex-
presi genetické informace. Bez ohledu na to, zda se
jedna o poskozeni rozsahlé ¢asti genomu ¢i mutace
na urovni jediného deoxyribonukleotidu genomové
DNA, pro maligni transformaci je rozhodujici kvali-
tativni a kvantitativni poskozeni tfi skupin genti:

* protoonkogeniu, kddujicich bilkovinné produkty
pozitivné ovliviwyjici bunééné déleni (promitotic-
ké plisobeni) a prezivani bunék (antiapoptotické
pusobenti),

* tumor supresorovych gent, jejichz genové pro-
dukty ptisobi negativni regulaci buné¢ného cyklu
nebo aktivaci apoptozy,

*  DNA reparacnich geni, které koduji proteiny
podilejici se na procesech oprav genomové DNA
a jeji regulaci.

Mutace v onkogenech, které zpiisobuji jejich tr-
valou aktivaci, nebo zvysend exprese onkogeni
umozinuji bunééné déleni, které se v postiZzené buiice
stavd autonomnim déjem, a to bez ohledu na jeho
potiebu ve vztahu k vlastnimu organizmu. Na akcen-
tované proliferaci nadorovych bunek se podilii ztrata
negativnich regula¢nich signald bunécného déleni,
které vyplyva z vyfazeni tumor supresorovych gent
mutacemi nebo hypermetylacemi jejich promotoro-
vych sekvenci. Aktivované produkty protoonkogent
a defekty nékterych tumor supresorovych genil
(Gcastnicich se regulace apoptdzy) inhibuji v nddoro-
v¢ transformovanych builkdch spusténi apoptozy.
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Poruchy DNA repara¢nich mechanizmti dovoluji
v postizené buiice tolerovat vznik mutact, které by za
normalnich okolnosti vedly k zastavé buné¢ného
cyklu a/nebo k apoptdze. Prosttedi genomové nesta-
bility v prvotnim klonu maligné transformovanych
buné¢k vede kaskadovité ke vzniku dalSich genovych
alteraci. Zakladaji se tak genotypové i fenotypové
odlisné subpopulace piivodniho nadorového klonu.
V posledni dobé je siln¢ diskutovanym tématem
1 otazka prvotni populace, ze které vznika inicialni
klastr (cluster) nadorové transformovanych imortali-
zovanych buné€k. V kazdé tkani lze vysledovat (pied-
pokladat) tfi hlavni vyvojové populace, které jsou
nutné pro jejich fyziologickou obnovu v pribehu lid-
ského Zivota, nebot’ — az na vyjimky (napf. pyrami-
dalni nervové builky) — existence vétSiny bunck
predstavuje zlomek doby zivota organizmu. Pro ob-
novu tkané je tedy nutné, aby v ni byly pfitomny
takové bunky, jejichz replika¢ni potencial je srovna-
telny s dobou Zivota celého organizmu. Témito bun-
kami jsou (pravdépodobné) tkanové specifické
kmenové buiiky. Jejich koncentrace ve tkéni je vel-
mi nizka, vyznacuji se sice neomezenym replikaénim
potencialem, avSak nizkou mitotickou aktivitou.
S ohledem na to, Ze z téchto kmenovych bunék musi
vzniknout veSkeré populace specializovanych bun¢k
pfislusné tkan¢, vyznacuji se chyb&nim vétSiny feno-
typovych znakd maturovanych bunéénych populaci.
Kmenové tkanové bunky jsou tedy nositeli Casové
neomezeného replika¢niho potencialu ve tkani. Ten-
to kol plni tim, Ze obnovuji zasobu progenitoro-
vych bunék. Progenitorové bunky se na rozdil od
kmenovych bun&k vyznacuji omezenym replikacnim

1.1

Bunéény cyklus je biochemicky d¢j, ktery reguluje
vznik dvou dcefinych bunék z jedné bunky mateiské.
Ackoliv morfologické charakteristiky bunééného dé-
leni jsou znamy jiz dlouho, teprve v poslednich le-
tech se podaftilo ozfejmit zakladni molekularni pod-
statu bunécéného cyklu a ¢astecné i jeho regulaci.

Za normalnich okolnosti se vétSina bunck v orga-
nizmu nachazi v klidové, tzv. GO fazi, kdy i pfes in-
tenzivné probihajici intracelularni metabolizmus
a zapojeni bunky v plnéni specializovanych ukold
prislusné tkan€ nedochazi k ptipravé na bunééné dé-
leni. Za fyziologického stavu je vstup buniky do bu-
nééného cyklu umoznén po splnéni n¢kolika zaklad-
nich podminek:

Bunécny cyklus

potencialem, avSak rychlym délenim, schopnosti
migrace a schopnosti se diferencovat do podoby bu-
nek specializovanych bunéénych populaci pfislusné
tkané. V jejich fenotypové vybavé se tak podle stup-
n¢ jejich diferenciace setkdvame se znaky maturova-
nych bunék. Specializované buiiky tkani vznikajici
diferenciaci ze svych progenitort tvoii >99 % bunéc-
né populace ve tkanich. Jsou vykonavateli tkanové
specifickych funkei, av§ak v priibéhu jejich diferen-
ciace dochézi k vyraznému snizeni jejich replikacni-
ho potencidlu. Diferencované bunky v pribéhu
svych nékolika d€leni starnou a musi byt nahrazeny
novou populaci buné€k vznikajicich diferenciaci
Z progenitord.

S ohledem na znamé charakteristiky nadorovych
bunék (neomezeny replikacni potencial, ztrata kon-
taktni inhibice, neuplna exprese fenotypovych znak
plné diferencovanych bunék tkané atd.) je pravdépo-
dobné, ze prvotni klon nadorové transformovanych
bun¢k (nadorové kmenové buiiky) vznika postup-
nou kumulaci genetickych a epigenetickych alteraci
spiSe na trovni kmenovych nebo progenitorovych
bunék nez v majoritnich populacich plné maturova-
nych bunék tkani.

Reseni otazky ptivodu populaci bunék v malig-
nim nadoru je nejenom vyznamnym teoretickym
problémem, ale jeji feSeni miZze pfinést znacny po-
krok v onkologické terapii. VEtSina souCasnych stra-
tegii sice umoznuje likvidaci satelitnich populaci
masy nadorovych bunék, avsak pravdépodobné neni
adekvatné G¢innad na kmenové bunky nadoru. Jejich
setrvavani ve tkanich je pravdépodobné ¢astou pfici-
nou recidivy onemocnéni

* déleni buniky musi byt pozitivné stimulovano mi-
togenni signalizaci,

* pro déleni buitky musi existovat dostate¢ny pro-
stor ve tkanové nice,

* k dé¢leni mize dojit pouze v bufice s intaktnim ge-
nomem,

« pro déleni musi mit matef'skd builka dostatek sta-
vebnich substratl (pfedevsim deoxynukleosidtri-
fosfatli pro syntézu DNA) a energie (ve formé
ATP).

Vsechny tyto podminky jsou do riizné miry alte-
rovany u maligng transformovanych bunek.

V ramci vlastniho bunééného cyklu musi buiika
vyfesit dva klicové problémy. Prvnim je absolutné
presné a spravné kopirovani genomové DNA proce-
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Obr. 1.1 Schéma fazi bunééného cyklu s vyznacenim kli¢ovych ukolt v prabéhu jednotlivych fazi a charakteristika hlav-

nich restrikcnich bodu (R) (gDNA — genomova DNA)

sem replikace DNA. Spole¢né s replikaci pochopitel-
né probiha i zdvojeni po¢tu bunéénych organel a ostat-
nich celularnich komponent pro nové vznikajici dvé
decefiné buniky. Druhy tkol spocivad v symetrickém
rozdé€leni matetské bunky tak, aby dcefiné bunky ob-
sahovaly piesnou polovinu replikovaného genetické-
ho materidlu a rovnéz ptibliznou polovinu bunéc-
nych organel a ostatnich komponent. Reeni téchto
dvou zakladnich ukolli v ramci bunécného cyklu od-
povidé i jeho rozdéleni na faze. Obéma hlavnim fa-
zim, ve kterych dochazi k replikaci genomové DNA
(S faze) a konecnému déleni genetického materialu
a bunécného obsahu do dcefinych bunék (M faze),
ptedchazeji pripravné a kontrolni faze (G1 a G2 fa-
ze, obr. 1.1).

Ptipravné faze obsahuji kontrolni, tzv. ,restrikc-
ni“, body, jejichz pfekonani je kritickou podminkou
vstupu do nasledujici faze bunééného cyklu. Nadto
restrikéni body umoznuji synchronizaci bunééného
cyklu s dal$imi pochody, nesouvisejicimi ptimo s bu-
néénym délenim (napft. reparaci DNA).

1.1.1 Mitogenni signalizace

a zahdjeni bunécéného cyklu

V kazdém okamziku piisobi na bunky fada pozitiv-
nich a negativnich mitogennich signalti. Podminkou
zahéjeni bunééného cyklu je prevaha pozitivni mito-
genni signalizace, ktera vétSinou pochazi z vnéjsiho

prostiedi buiiky. V buiice je tento signal pfenasen

a amplifikovan cestou signaln¢ transdukénich kas-

kad. Jednotlivé komponenty kaskad jsou bud’ malé

molekuly s funkci druhych poslli, nebo speciali-
zované bilkoviny aktivované nadfazenou signalni
molekulou. Po své aktivaci (Casto zprostredkované
fosforylaci) tyto proteiny specificky interaguji s bil-
kovinami na dalsi tirovni kaskady, které aktivuji. Ko-
neénym cilem promitogenni signalizace je bunétné
jadro, kde dochazi ke specifickému ovlivnéni miry
transkripce urcitych gent. Zména genové exprese se
tykéd predevsim regulatori bunééného cyklu. Cely
systém pienosu signalu do bunééného jadra zahrnuje
nekolik logickych a kompartmentovych trovni (obr.

1.2):

« ristové faktory (EGF, FGF, IGF), cytokiny (in-
terleukiny, interferony, TNF),

* receptory pro rustové faktory (napi. EGFR,
ErbB2, receptorové tyrozinkinazy) a receptory
pro cytokiny (napi. TNFR1, IL-6R, receptor pro
erytropoetin, receptory bez vlastni tyrozinkinazo-
v¢ aktivity spojené se samostatnymi tyrozinkind-
zami),

* prenaSece signalu (signalni transduktory, napf.
Ras, MAPK, Jak),

* intracytoplazmatické kinazy (napt. RAF, MAPK,
JAK) zprosttedkovavajici ptenos signalu cyto-
plazmou a jeho amplifikaci,

* jaderné receptory a transkrip¢ni faktory (napf.
estrogenni receptor, RXR receptor, c-MYC) zod-
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Obr. 1.2 Schéma hlavnich cest pfenosu signalu pro aktivaci bunécéného cyklu. Mezi nejdlleZitéjSi signalné transdukéni
systémy patfi aktivace receptorl pro steroidni hormony a kaskady zahrnujici PI3K, Ras/MAPK a Jak/STAT.

povédné za aktivaci gend pro regulatory bunécéné-
ho cyklu,

* proteiny piimo regulujici bunéény cyklus (napf.
cykliny).

B Receptory lokalizované na cytoplazmatické
membrané a jejich kinazy
Mitogenni stimulaci iniciuji hormony pochdzejici ze
zlaz s vnitini sekreci nebo signalni molekuly produ-
kované v samotné tkani — cytokiny a ristové faktory.
Riistové faktory s mitogennimi u¢inky jsou poly-
peptidy a proteiny produkované lokalné bunkami
tkani, na které zpétnovazebné plisobi. Jedna se (na
rozdil od hormont) o signalizaci s kratkym (lokal-
nim) dosahem ucinku. Pti dosazeni urcité koncentra-
ce a v zavislosti na typu a stupni maturace cilovych
buné¢k zplsobuji ristové faktory mitogenni aktivaci
buniky (pfesun z GO do G1 faze). Napiiklad plisobe-
nim epidermalniho rstového faktoru (EGF) ¢i des-
tickového rustového faktoru (PDGF) dochazi ke sti-
mulaci bunééného déleni a zahdjeni G1 faze.
Inzulinu podobné rastové faktory (insulin-like
growth factors, IGF-I a IGF-II) jsou v fad¢ tkani pod-
minkou pro UspéSny prichod Gl fazi bun&tného
cyklu. Kromé stimulace proliferace vsak ristové fak-
tory a cytokiny ovliviiyji v cilovych bunkach i fadu

dalsich aktivit (metabolizmus, diferenciaci nebo
rust). Je nezbytné si uvédomit, Zze v§echny buiiky or-
ganizmu jsou v prub&hu své existence trvale stimulo-
vany fadou tkanovych pisobkid — ristovych faktord
vytvarejicich komplexni signalni sité. Bez této ne-
ustavajici stimulace by buniky zanikly apoptozou.
Membrana bunék je pro proteinové molekuly rts-
tovych faktord neprostupna. Proto ptisobi na cilové
bunky prostiednictvim specifickych receptorii — re-
ceptoru pro rastové faktory — zodpovédnych za
transmembranovy pienos signalu. Tyto receptory
jsou vytvafeny v cilovych buiikdch a lokalizovany
v jejich cytoplazmatické membrane. Navazani mole-
kul rtstovych faktord vede ke zménam uspotadani
bilkovinného fetézce (konformace) v receptorovych
molekulach a jejich dimerizaci (obr. 1.3). Receptory
pro rastové faktory se vyznacuji vlastni kinazovou
aktivitou (hovofime o tzv. receptorovych tyrozinki-
nazach). Kindzova aktivita katalyzuje fosforylaci
vlastniho receptoru v jeho cytoplazmatické ¢asti, coz
je podminkou pro navazani adaptorovych proteini
(napt. Grb). Tato vazba nasledné umozni navazani
intracelularnich pfenasecti signalu (transduktori;
napt. Ras protein). Intracelularni transduktory jsou
zodpovédné za pienos signalu z aktivovanych recep-
torovych komplexti na kaskadu kinaz v cytoplazmé.
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Obr. 1.3 Schéma aktivace receptorti pro rastové faktory. (1) Receptory pro rlistové faktory jsou lokalizovany v cytoplaz-
matické membrané cilovych bunék. Vné buriky se nachazi extracelularni ¢ast receptoru (doména) slouzici pro navazani
pfislusného rlstového faktoru. Receptory pro rdstové faktory obsahuji intracytoplazmatickou tyrozinkinazovou doménu.
(2) Po navazani ligandu — rustového faktoru — receptorové molekuly dimerizuji a dochazi v nich ke zméné konformace
vyvolavajici aktivaci tyrozinkinazovych domén. Kinazova aktivita katalyzuje fosforylaci tyrozinovych zbytka v cytoplaz-
matické Casti receptoru. (3) Fosforylovany receptor slouzi pro navazani tzv. adaptorovych proteinli. Adaptorové proteiny
jsou po interakci s receptorovym komplexem asto fosforylovany receptorovou tyrozinkinazovou doménou. Navazani
adaptorového proteinu umozriuje interakci SirSiho spektra dalSich proteint (ovliviujicich signaini transdukci) s aktivova-
nym receptorovym komplexem. Adaptorové proteiny rozpoznavaji fosforylované receptory diky pfitomnosti vazebnych
domén (typicky Src-homologni (SH2) domény, které se vyskytuji napf. v proteinech Src, Grb, STAT, PI3K, Abl, SOCS).

Nasledna kaskadovita fosforylace cytoplazmatic-
kych kindz umoznuje Sifeni signalu cytoplazmou
ajeho amplifikaci. Mezi hlavni signalni cesty aktivu-
jici bunécnou proliferaci patii aktivace kaskady mi-
togeny aktivovanych proteinkinaz (MAPK), aktiva-
ce fosfatydylinositol-3-kinazy (PI3K) a Jak/STAT
kaskada. Na konci kindzovych kaskad jsou fosfory-
lovany transkripcni faktory, které aktivuji genovou
expresi na urovni syntézy mRNA konkrétnich gent
(nebo skupin genit).

Podobn¢ jako riistové faktory, i cytokiny jsou lo-
kalnimi produkty tkdni. Na rozdil od ristovych fak-
tord cytokiny vykazuji predevs§im imunomodulacni
ucinky. Receptory pro cytokiny postradaji vlastni ty-
rozinkinazovou aktivitu a jsou aktivovany podobnym
mechanizmem jako receptory pro rustové faktory.
Ulohu vnitini tyrozinkinazové domény zde piebiraji
samostatné molekuly intraceluldrnich tyrozinkinaz
(napf. kinaza Jak; obr. 1.4).

Poruchy protoonkogenti kodujicich riistové fak-
tory a jejich receptory jsou ¢astym nalezem u fady
malignich tumort. Nejcastéj§imi typy genovych alte-
raci jsou multiplikace gent, kdy vlivem poruch v ge-
nomové DNA dochazi ke zmnoZeni kopii geni kddu-
jicich ristové faktory a jejich receptory v genomu
maligné transformovanych bun¢k. Nasledna zvysena
exprese zmnozenych genti vyvolava hyperstimulaci
promitogenni signalizace. Casté jsou i mutace v ge-
nech receptor( pro rustové faktory. Aktivaéni muta-
ce vedou k syntéze mutovanych, trvale aktivnich re-
ceptord bez ohledu na jejich stimulaci ligandem.

Receptor HER2/neu z rodiny receptorti pro epi-
dermalni rustovy faktor (epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR) kdédovany genem ErbB-2 zvysuje
v tad¢ tkani proliferaci aktivaci kaskad MAPK
a PI3K. Amplifikace genu ErbB-2 se vyskytuje u pfi-
blizné 25-30 % karcinomu prsu, kde je spojena se
zvySenym rizikem recidiv a horsi prognézou one-
mocnéni. Vyskytuje se rovnéz asi u 6-8 % karcino-
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Obr. 1.4 Schéma aktivace receptorti s asociovanou tyrozinkinazovou aktivitou. (1) S ohledem na chybéni vlastni kinazo-
vé domény v receptoru je (2) fosforylace tyrozinovych zbytkl receptoru po jeho aktivaci ligandem (zpUsobuje dimerizaci
a zménu konformace) katalyzovana asociovanou kinazou (napfiklad Jak kinazou). Tato kinaza fosforyluje receptor na
zékladé konformaéni zmény vyvolané jeho aktivaci ligandem. (3) Kinaza Jak kromé& samotné receptorové molekuly na-
sledné fosforyluje i efektorové molekuly STAT, pfipadné aktualné dostupné adaptorové molekuly (viz dale obr. 1.8).

mu ovaria a 9-30 % karcinomt endometria, kde je
znamkou zhorSeného celkového preziti. Klinicky vy-
znam ErbB-2 spociva predevsim v moznosti inhibice
jeho genového produktu pomoci humanizované mo-
noklondlni protilatky trastuzumabu (Herceptinu),
ktery se s vysokou afinitou vaze na extracelularni
doménu HER2/neu receptoru a znemoziuje jeho
aktivaci. Pouziti trastuzumabu u karcinomu prsu
a ostatnich nador (karcinomu plic, ovaria, endomet-
ria, ORL oblasti) je podminéno ptitomnosti vysoké
exprese ErbB-2.

Receptor epidermalniho rtstového faktoru
(EGFR) je rovnéz vysoce exprimovany u fady solid-
nich tumorti. Jeho zvySena exprese se vyskytuje
u 35-70 % karcinomti ovaria. Podobné jako je tomu
v pripadé HER2/neu i EGFR je atraktivnim cilem
specifické protinadorové 1écby. V ptripadé EGFR je
pro klinické pouziti schvaleno nékolik monoklonal-
nich protilatek s mechanizmem u¢inku podobnym
trastuzumabu. V soucasnosti je pouzivan cetuximab
(Erbitux) pro 1é¢bu metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu; probihaji studie 1é€by karcinomu cervi-
xu, endometria a ovaria. Dal§i monoklondlni protilat-
ky (matuzumab, EMD 72000) urcené pro l1écbu kar-
cinomu ovaria jsou ve studiich faze I/I1.

Krom¢ protilatkovych inhibitord EGFR jsou vy-
vijeny 1 nizkomolekularni latky intraceluldrné inhi-
bujici tyrozinkindzovou aktivitu EGFR. Mezi tyto
lIéky jiz pouzivané v klinické praxi patii erlotinib
(Tarceva) urceny pro 1é€bu pokrocilého karcinomu
pankreatu a nemalobunééného karcinomu plic
(non-small cell lung carcinoma, NSLC) a gefitinib
(Iressa) pro terapii pokroc¢ilého NSLC. Dudalnim
EGFR a HER2/neu inhibitorem schvalenym pro 1é¢-
bu pokrocilého karcinomu plic je lapatinib (Tyverb).

Vaskularni endotelialni riistovy faktor (vascular
endothelial growth factor, VEGF), aktivujici angio-
genezi, vykazuje potentni ucinky na rist karcinomu
ovaria in vitro. Ve stadiich II a III klinického testova-
ni je bevacizumab (Avastin), protilatka proti VEGF
schvalend pro 1écbu metastazujicich NSLC a karci-
nomi kolorekta. V jedné ze studii bylo monoterapii
bevacizumabem dosazeno zlepseni klinické odpove-
diu 21 % léCenych pacientek s pokroc¢ilym karcino-
mem ovaria.

B Ras protein

Pfenos mitogenniho signélu z aktivovanych recepto-
i na cytoplazmatické membran¢ ¢asto probiha pies
Ras proteiny. Ras proteiny tvoii rodinu molekular-
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Obr. 1.5 Schéma aktivace Ras proteinu. Aktivace proteinu Ras probiha v oblasti vnitfniho listu cytoplazmatické membra-
ny, kde je protein Ras ukotven pomoci kovalentné vazanych lipofilnich molekul mastnych kyselin. Tato kovalentni modifi-
kace je zprostfedkovana farnesyl- a palmytoyltransferazou. Stimulace receptoru (napf. receptoru pro rustové faktory)
zpUsobi navazani adaptorovych molekul (Grb, Sos), které umozni navazani inaktivniho proteinu Ras-GDP. GEF aktivita
proteinu Sos umozni sménu GDP>GTP v proteinu Ras. Aktivovany Ras-GTP asociuje s Raf kinazou, ktera zahajuje
vlastni kaskadovou fosforylaci dalSich kindaz (MEK, ERK), nebo aktivuje fosfatydylinozitol-3-kinazu (PI3K), coz vede
k aktivaci Akt/proteinkinazy B (PKB). Kromé téchto dvou hlavnich smért mize Ras-GTP ovliviiovat i fadu dal$ich signal-
nich cest. Inaktivace Ras proteinu je zprostfedkovana hydrolyzou GTP na GDP+Pi, ktera je katalyzovana vnitfni GTPa-

zovou aktivitou proteinu Ras a urychlena proteiny GAP.

nich pfepinacl signalu exprimovanych ve vétSiné
tkani. Aktivace Ras ovliviiuje fadu intracelularnich
pochodt, ptedevsim rust, diferenciaci, morfogenezi,
transport vezikul a uspotradani cytoskeletu. Pro pie-
nos mitogennich signalli na kaskady kinaz slouzi
hlavné proteiny H-Ras, K-Ras a N-Ras (p21°*). Pro-
toonkogeny kodujici tyto proteiny jsou mutovany
ptiblizné u 30 % vSech lidskych nadort.

Aktivace molekuly Ras proteinu spociva ve smé-
né¢ GDP za GTP (obr. 1.5). Proteiny Ras jsou funk¢éné
blizké a-podjednotce G proteinil. Spoleénym zna-
kem je transdukéni signélni aktivita a schopnost smé-
novat guanozinfosfaty (GTP nebo GDP). Signdlné
aktivni forma molekuly je Ras-GTP. Ras protein ma
vlastni, av§ak pomalou GTPazovou aktivitu hydroly-
ticky $tépici navazany GTP na GDP, ¢imz se obno-
vuje signalné neaktivni stav Ras proteinu (Ras-
-GDP). Oscilace mezi stavem s navazanym GDP
nebo GTP v Ras proteinu jsou ovliviiovany pomoc-
nymi proteiny. Zatimco proteiny skupiny GEFs (gu-
anine nucleotide exchange factors; napf. proteiny

Sos) usnadiiuji sménu GDP—GTP, a tak urychluji
aktivaci Ras molekuly (ptisobi proonkogenné), pro-
teiny GAPs (GTPase activating proteins; napf. neu-
rofibromin — NF1) pfiblizn¢ 10 000x urychluji $tépe-
ni vazaného GTP, ¢imz zasadné zkracuji polocas
aktivovaného Ras proteinu (ptisobi antionkogenn¢).

Ras protein je zakotven na vnitinim povrchu cy-
toplazmatické membrany bunék pomoci lipidové
kotvy tvotené zbytky mastnych kyselin — kyseliny
farnesylové a palmitové. Posttranslaéni modifikace
molekuly Ras proteinu farnesyltransferazou a pal-
mitoyltransferazou je podminkou pro spravnou lo-
kalizaci a tedy i funkci Ras proteinu.

S aktivovanym receptorem je molekula Ras pro-
teinu asociovana pomoci heterodimeru tvoteného
proteiny Grb2 (growth factor receptor-bound protein
2) a Sos. Grb podjednotka (diky SH2 doméng) slouzi
k navazani Ras molekuly na aktivovany receptor, za-
timco Sos protein s GEF aktivitou napomaha aktivaci
Ras proteinu.
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Protein Ras se u ¢lovéka vyskytuje v podobé tii
homolognich proteini H-Ras, K-Ras a N-Ras, expri-
movanych v riiznych tkanich. Nejcastéji se mutace
vyskytuji v protoonkogenu K-Ras — u karcinomi
pankreatu (70-90 %) a karcinomu plic (20-50 %),
vyjimecné u karcinomi prsu a ovaria. Je zajimavé, ze
mutace v K-Ras genu nebo jeho efektoru B-Raf se
u karcinomu ovaria vyskytuji u >50 % nadort s niz-
kym gradingem (invazivni mikropapilarni ser6zni
karcinomy a serézni borderline tumory), zatimco
u agresivnich forem seréznich karcinomu se praktic-
ky nenachazeji. U karcinomti endometria je vyskyt
mutaci v Ras genech popisovan v rozmezi 2-20 %.
Mutace se vyrazné ¢astéji nachdzeji u karcinomi en-
dometria typu I (~26 %) nez typu II (serdzni karcino-
my; <2 %).

S ohledem na Casty vyskyt mutaci v genech Ras
ufady nadorovych onemocnéni se jeho ovlivnéni sta-
lo cilem protinadorové 1é¢by. Jednou z moznosti je
inhibice farnesylace, v jejimz dusledku by mélo byt
zabranéno ukotveni Ras proteinu v cytoplazmatické
membrané, které je nezbytné pro efektivni ptrenos
signalu z aktivovanych receptort na kinazy kaskad.
Ve stadiu klinickych studii je nékolik peroralnich in-
hibitord farnesyltransferazy (tipifarnib —

R115777, lonafarnib — SCH66336, BMS-214662,
L778123), avSak dosavadni vysledky 1écby u karci-
nomu plic zstavaji za o¢ekavanim.

B MAP kindzova kaskada
Kaskada mitogeny aktivovanych proteinkinaz
(MAPK) reguluje fadu bunéénych aktivit véetné re-
gulace proliferace, diferenciace nebo syntézy auto-
krinnich rastovych faktort. Obvyklym signalnim
substratem aktivovaného Ras proteinu v mitogenni
signalizaci je kinaza Raf (obr. 1.6). Tato serin/treoni-
nova kinaza se vyskytuje v podobé¢ tii homolognich
proteinii: A-Raf, B-Raf'a Raf-1. Asociaci s aktivova-
nym Ras-GTP dochézi v molekule Raf ke konfor-
macni zméné, v jejimz dusledku je aktivovana jeji ki-
nazova doména. Aktivovany protein Raf nasledné
disociuje z komplexu s Ras proteinem a fosforyluje
kinazu MEK (MAP and ERK kinase, MEKI
a MEK2). Substratem téchto dudlné specifickych ki-
naz (serin/treoninové kinazy) je proteinkindza ERK
(extracellular signal-regulated kinase). Fosforylace
ERK kindz (ERK1 a ERK2) zptisobuje jejich dimeri-
zaci, po které prestupuje ERK do bunééného jadra.
Intranuklearné ERK fosforyluje fadu transkripénich
faktorti (napt. Elk-1, Ets-2), které v konecném du-
sledku stimuluji expresi cyklinu D1 (kap. 1.1.2).
Aktivované kindzy v MAPK kaskéad¢ jsou za nor-
malnich okolnosti defosforylovany specifickymi fos-

MAPKKK:

® o

MAPKK:

Akt/PKB
MAPK: STEP —] o
jadro Iy
regulace transkripce
(napr. Ets-2, Elk-1)
apoptdoza

proliferace

Obr. 1.6 Schéma prenosu signalu cestou kaskady MAPK.
Aktivovany Ras protein umoziiuje navazani kinazy Raf,
ktera se autokatalyticky fosforyluje a nasledné disociuje
z komplexu s Ras-GTP. Raf fosforyluje kinazu MEK, ktera
nasledné fosforyluje ERK. Po fosforylaci molekula ERK
vytvaFi homodimer, ktery je translokovan do bunééného
jadra, kde fosforyluje transkrip&ni faktory (napf. Ets-2 ne-
bo Elk-1) indukujici expresi fady genu, jejichz proteinové
produkty se podileji na rustu a diferenciaci buriky (napf.
Elk-1 aktivuje expresi transkripénich faktor( iniciujicich
nasledné syntézu cyklint skupiny D umoznujicich pfesun
z G1 do S faze bunééného cyklu). Komponenty kaskady
MAPK jsou asto oznacovany podle stupriti aktivace kina-
zové aktivity — MAPkinaza kinazy kinazy (MAPKKK; napf.
Raf), MAPkinaza kinazy (MAPKK; napf. MEK) a MAPkina-
za (napf. ERK).

fatazami. Naptiklad aktivovana ERK2 kinaza je de-
fosforylovéana fosfatdzami STEP (striatum-enriched
phosphatase) nebo DUSP2 (dual specific serin/threo-
nine phosphatase —jejiz exprese mize byt aktivovana
proteinem p53). Defosforylace ERK2 blokuje jeji ak-
tivacni doménu, coz zabranuje transportu ERK2 do
bunécného jadra.

Zatimco mutace v Raf-1 a A-Raf genech jsou po-
merne vzacné, mutace v protoonkogenu B-Raf se
vyskytuji u fady nadorti, nejvice u melanomu (70 %),
papilarniho karcinomu stitné zlazy (50 %) a kolorek-
talniho karcinomu (15 %). U karcinomu ovaria se
(podobné jako v pfipadé mutaci v Ras genu) mutace
Rafvyskytuji u nddori s niz§im gradingem; zfidka se
vyskytuji u karcinomu dé€lozniho hrdla a endometria.

Pro ovlivnéni aktivity mutovanych Raf proteint
se studuje fada nizkomolekularnich inhibitort v riz-
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Obr. 1.7 Schéma aktivace Akt/PKB. Receptorové tyrozinkinazy aktivuji PI3K/Akt kaskadu cestou interakce s molekulou
proteinu Ras, nebo pfimou interakci s aktivovanou receptorovou tyrozinkinazou. Indukovana kinazova aktivita PI3K fos-
foryluje PtdIns(4,5)P2 na PtdIns(3,4,5)Ps. Molekula PtdIns(3,4,5)P; aktivuje PDK1, jejimz substratem je tyrozinkinaza
Akt ovliviiujici Fadu intracelularnich pochodu: Akt kinaza inaktivuje protein Bad (Bcl-2 associated death promoter), pro-
kaspazu 9 a Forkhead proteiny (FOXO - regulatory exprese FasL/CD95L) ¢imz inhibuje apoptézu (dale kap. 1.1.2). Fos-
forylaci proteinu mTOR (mammalian target of rapamycin) se podili na regulaci translace. Fosforylace IKK (IxB kinase)
umoziuje inaktivaci IxB (inhibitor of NFxB) s naslednou aktivaci transkrip&niho faktoru NFxB. Aktivita NFkB umoziiuje
prodlouzené prezivani nebo diferenciaci a inhibici apoptézy v fadé bunécnych populaci. Fosforylace eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) reguluje syntézu NO a fosforylace GSK-3p (glycogen synthase kinase-3p) se podili na regulaci glu-
kézového metabolizmu. Negativni regulace Akt/PKB je zprostfedkovana produktem tumor supresorového genu PTEN.

Fosfataza PTEN hydrolyticky $tépi PtdIns(3,4,5)P3 za vzniku signalné neaktivniho Ptdins(4,5)P-.

nych stadiich klinického hodnoceni. U pacientek
s karcinomem ovarii probihaji studie s pouzitim sora-
fenibu — spole¢ného multikindzového inhibitoru re-
ceptoru pro VEGF (VEGFR), receptoru pro destic¢-
kovy ristovy faktor (PDGFR), kinaz B-Raf, Raf-1
a c-Kit. V klinickém hodnoceni jsou rovnéz prepara-
ty konstruované na zékladé antisense oligonukleoti-
dia (ISIS 5132), jejichz cilem je sniZeni exprese Raf
interferenci s Raf mRNA.

Rovnéz MEK kinazy jsou moznym cilem protina-
dorové 1é¢by, predevsim u pacientl s konstitutivni
aktivaci Ras ¢i Raf proteini a mitogenné aktivnich
receptorti pro ristové faktory. Ve stadiu klinickych
studii je n€kolik jejich nizkomolekularnich inhibito-
i (napt. CI-1040, AZD6244).

B Aktivace PI3K a Akt/PKB

Fosfatidylinositolfosfaty (PtdInsP) jsou fosfolipidy
fyziologicky se vyskytujici v cytoplazmatické mem-
bran¢€. Signalni aktivita téchto malych molekul
s funkci druhych signalnich posli zavisi na stupni je-
jich fosforylace, kterou katalyzuje fosfatidylinosi-
tol-3-kinaza (PI3K). PI3K je heterodimernim prote-
inem slozenym z katalytické pl110 podjednotky
(PIK3CA) fosforylujici PtdInsP a regula¢ni podjed-
notky p85 (PIK3R1), jez ma funkci adaptorového
proteinu (obsahuje SH2 doménu). PI3K tak mize byt
aktivovana jednak Ras proteiny, jednak piimo recep-
torovymi tyrozinkindzami. PI3K aktivuje serin/treo-
ninovou proteinkindizu PDK1 (3-phosphoinosi-
tide-dependent protein kinase-1), ktera nasledné
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Obr. 1.8 Schéma signalni cesty Jak/STAT. Po aktivaci ligandem cytokinem fosforyluje kindza Jak molekuly cytokinovych
receptorl v jejich intracytoplazmatické oblasti. Fosforylované receptorové molekuly umoziuji navazani transkripénich
faktord STAT. Molekuly STAT jsou fosforylovany Jak kinazou, nasledné se uvoliuji z receptorového komplexu, dimeri-
zuji a po translokaci do buné&ného jadra reguluji genovou expresi. Inhibice Jak/STAT signalizace spoc€iva v kompetici
SOCS proteint se STAT proteiny ve vazbé na Jak kinazy. Po fosforylaci Jak kinazou jsou aktivované receptory pro cyto-
kiny schopny prostfednictvim vazby adaptorovych protein( aktivovat i dal$i signalné-transdukéni cesty, jako je napf.

MAP kinazova kaskada.

fosforyluje proteinkinazu Akt (ozna¢ovanou téZ pro-
teinkinaza B, PKB). Akt/PKB se vyskytuje v podobé
tff vysoce homolognich proteinti Aktl (PKBa), Akt2
(PKBp) a Akt3 (PKBy). Substratem Akt kinaz je pes-
trd skupina proteind, jejichz fosforylaci Akt ovliviiu-
je fadu bunéénych aktivit, pfedev§im inhibici apop-
tozy, rast a proliferaci bunék nebo energeticky
metabolizmus (obr. 1.7).

Negativnim  reguldtorem  signdlni  cesty
PI3K/Akt(PKB) je proteinovy produkt tumor supre-
sorového genu PTEN (phosphatase and tensin ho-
molog).

Aktivita signalizace PI3K/Akt(PKB) s vyznam-
nymi mitogennimi a antiapoptotickymi vlivy je zvy-
Sena utady nadort (karcinom ovaria, prsu, kolorekta,
plic). Divodem hyperaktivity této signalni drahy
jsou amplifikace nebo aktivacni mutace protoonko-

gent (hlavné PIK3CA) a inaktivujici mutace v tumor
supresorovém genu PTEN.

Amplifikace PIK3CA se vyskytuje u 25-40 % ob-
vykle serdznich karcinomi ovaria s vysokym gradin-
gem, méné Casto (2—5 %) jsou u téchto nadort pii-
tomny mutace genu. Amplifikace PIK3CA je v téchto
pripadech vyrazné negativnim prognostickym zna-
kem celkového pteziti. Raritné byly zaznamenany
u té€chto nadori i mutace v regulacni p85 podjednot-
ce. U endometridlnich karcinomt ovaria a karcinomt
ze sveétlych bunék se mutace v PIK3CA vyskytuji pti-
blizné ve 20 % piipadi. Amplifikace PIK3CA jsou
nalézany u vice nez 80 % ptipadl karcinomil déloz-
niho hrdla.

Exprese genll Akt je zvySena u nékolika typl na-
dorl. Hyperexprese AktI je Castym nalezem u adeno-
karcinomi zZaludku, zvySena exprese a amplifikace
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Akt2 provazi nadory prsu a ovaria (5-18 % tumora
s vysokym gradingem) a zvySena exprese Akt3 byla
zaznamendna hlavné€ u karcinomu prsu neexprimuji-
cich estrogenni receptor. Predpoklada se, ze aktivace
Akt kindzy se podili na zvySené chemorezistenci
ovarialnich tumort na ucinky platinovych derivata.

Dédi¢né mutace v genu PTEN jsou zodpovédné
za vznik Cowdenova syndromu. U nositelt mutact je
zvySeno riziko vzniku karcinomu prsu. Somatické
alterace PTEN jsou Castym nalezem u nékterych tu-
morl mozku, prostaty a u melanomu. Méng¢ Casto se
nachazeji u karcinomid mocového méchyfte, plic,
prostaty a nadord lymfatického systému. Casto
(~50 %) se vsak vyskytuji u endometrialnich ovarial-
nich nadort, avSak u jinych histologickych typi je je-
jich nélez vzéacnosti.

B Signalni transdukce zahrnujici Jak/STAT
Signalni cesta Jak/STAT je charakteristickou signal-
ni drahou aktivovanou cytokinovymi receptory (re-
ceptory bez vlastni tyrozinkindzové aktivity, obr.
1.8). Charakteristikou této signalni drahy je jeji line-
arita, kdy k rychlému pienosu signalu z cytoplazmy
do jadra, kde nastavaji cilené zmény genové exprese,
dochazi aktivaci malého poctu signalnich molekul.

Skupina cytokinovych receptorti zahrnuje recep-
tory pro interleukiny, interferony a n€které dalsi che-
mokiny (napf. erytropoetin, granulocyte colony sti-
mulating factor — G-CSF). Po navazani cytokinu tyto
receptory dimerizuji a indukovana zména konforma-
ce umoznuje aktivaci kinazy Jak (Janus activated ki-
nase, obr. 1.8). Kindza Jak je zndma v podobé¢ Ctyt
homolognich tyrozinkinaz (Jak1, Jak2, Jak3 a Tyk?2).
Po aktivaci fosforyluje kindza Jak cytoplazmatickou
doménu asociované receptorové molekuly, ktera sti-
muluje navazani transkripénich faktord STAT (sig-
nal transducer and activator of transcription). Do
soucasnosti bylo popsano celkem sedm STAT prote-
int (STAT1-4, STATSA, STATSB, a STAT6) lisi-
cich se afinitou k riiznym typtim cytokinovych recep-
tord a schopnosti fidit expresi riznych gend. STAT
proteiny se v cytoplazmé vyskytuji v podobé mono-
mernich neaktivnich molekul. Po navazani na fosfo-
rylovany receptor (prostfednictvim SH2 domény)
jsou fosforylovany Jak kindzou asociovanou s recep-
torem. Jejich fosforylovana forma disociuje z recep-
torového komplexu a vytvari dimerni molekuly. Ak-
tivni dimery jsou translokovany do bunééného jadra,
kde plni ulohu transkripénich faktord, napi. STAT1
a STATS3 jsou dillezitymi regulatory exprese genti
ovlivityjicich ptezivani bunc¢k (BCI-X;, survivin,
kaspazy) a bunécnou proliferaci (c-Myc, p21, cyklin
DI).

Negativni regulaci Jak/STAT signalizace zajistu-
ji proteiny SOCS (suppressors of cytokine signa-
ling).

S ohledem na prioritni cytokinovou signalizaci
v regulaci imunitni odpovédi a regulaci bun¢k he-
matopoetického systému byly mutace v Jak/STAT
signalni kaskadé studovany predevsim u lymfoproli-
ferativnich onemocnéni. Nejcastejsi poruchou je ak-
tivacni mutace VO17F v Jak2 kinaze vyskytujici se
pfevazné (>50 %) u nemocnych s leukemiemi bez
prestavby BCR/ABL.

Nedavné studie vSak ukazuji, ze poruchy regulace
Jak/STAT signalni kaskady se nachazeji i u solidnich
nadorti. Cytokiny (napf. prolaktin nebo IL-6) jsou
znamymi regulatory ristu a diferenciace bun€k prsni
zlazy a ovaria. Ve vzorcich karcinomu ovaria bylo
zjisténo, ze aktivace a translokace STAT3 do bunéc-
ného jadra je znamkou nepiiznivé progn6zy onemoc-
néni a vyskyt fosforylované formy STAT3 koreluje
s expresi HER2/neu, EGFR, a Ki-67. Ve studii analy-
zujici hypermetylace SOCS (negativnich regultort
Jak/STAT kaskady) ve vzorcich karcinomu ovaria
a prsu byla hypermetylace a snizena exprese SOCS1
a SOCS2 (ale nikoliv SOCS3) nalezena u 23 % karci-
nomu prsu a 14 % karcinomi ovaria. Izolovana hy-
permetylace SOCSI1 byla zaznamenana u 9 % karci-
nomu prsu. V normalnich tkanich se hypermetylace
SOCS genii nevyskytuji. Pfedpoklada se, ze hyper-
metylacemi snizena exprese SOCS gend se muze po-
dilet na zvysené citlivosti transformovanych bun¢k
prsu a ovaria na proonkogenni ucinky cytokin.

B Diisledky promitotické signalizace

a zahajeni bunécného cyklu
V piedchozim textu jsme ukazali, Ze popsané signal-
ni cesty aktivuji fadu transkrip¢nich faktorti ovliviiu-
jicich genovou expresi v bunééném jadre. Prvotnimi
geny exprimovanymi v disledku mitogenni stimula-
ce na pocatku bunééného cyklu v ¢asné G1 fazi jsou
tzv. geny ¢asné odpovédi. Tyto geny koduji speci-
fické transkripéni faktory slouzici pro nasledné tize-
ni genové exprese vlastnich regulatord bunécného
cyklu (oznacované jako tzv. geny s oddalenou od-
povédi). Typickym prikladem transkripénich faktorti
ze skupiny gent ¢asné odpovédi jsou proteiny z rodi-
ny E2F, které tidi genovou expresi kli¢ovych regula-
torti bunécného cyklu — cyklini.

Cykliny jsou transientné exprimované regulacni
proteiny vytvafejici katalyticky aktivni komplexy
s cyklin dependentnimi kinazami (Cdk). Beznava-
zaného cyklinu je samostatnd Cdk neaktivni. PIné ki-
nazové¢ aktivity dosahuji komplexy cyklin-Cdk po
aktivacni fosforylaci zprostiedkované cyklin akti-
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Tab. 1.1 Prehled komplexu cyklint a Cdk, které fidi prabéh jednotlivych fazi bunécného cyklu. Celkem bylo cha-
rakterizovano 10 Cdk a osm typl cyklint (A—H). Né&které z nich se podileji pfimo na Fizeni bunééného cyklu, jiné

usmérnuji fadu dalSich déja.

komplex cyklin-Cdk regulace faze bunééného cyklu
katalyticka regulaéni (poznamka)
podjednotka podjednotka
Cdk4 cyklin D G1
Cdké cyklin D G1
Cdk2 cyklin E G1-S
Cdk2 cyklin A S
Cdk1 cyklin A G2
Cdk1 cyklin B M
Cdk7 cyklin H CAK
Cdk3 ? podobna aktivita jako Cdk2 v nékterych tkanich
Cdk8 cyklin C regulace RNA polymerazy ||
Cdk5 ? alternativa Cdk2 v nervovém systému; fosforylace strukturalnich proteint
Cdk9 ? patrné regulace transkripce
Cdk10 ? kontrola pfechodu G2-M; exprese v plné maturovanych burikach; tumor
supresorova funkce?

vaénimi kindzami (CAK). Komplexy cyklint s cyk-
lin dependentnimi kindzami se v pritbéhu bunécného
cyklu mohou vyskytovat ve dvou stavech (aktivni
a neaktivni) v zavislosti na fosforylaci. Ovlivnéni
aktivity komplexii cyklinii a Cdk fosforylaci/defos-
forylaci zprostfedkovanou kindzami/fosfatdzami ma
zésadni vliv na regulaci bunééného cyklu (tab. 1.1).
Cykliny se jako regulacni podjednotky podileji na
rozpoznavani cilovych substratl, jez jsou fosforylo-
vany serin-treonin kindzovou aktivitou komplexi
cyklin-Cdk. Substratem téchto komplext je tada
proteint podilejicich se na fizeni bunééného cyklu,
replikaci genomové DNA a riistu buiiky v pribéhu
bunécného cyklu. Fosforylace proteint katalyzovana
komplexy cyklin-Cdk ovlivituje jejich aktivitu obou-
smérné (ve smyslu aktivace i inaktivace).

Kromé transkripéni aktivace gent pro cykliny je
intracelularni koncentrace cyklindi (a tim i aktivita
komplexti cyklin-Cdk) regulovéna diky rychlému
odbouravani cyklini  zprostfedkovanému jejich
ubikvitinizaci a naslednou degradaci v proteazomech.
Rizen4 exprese a nasledna degradace cyklint v jed-
notlivych fazich bunééného cyklu je zékladnim bio-
chemickym regula¢nim mechanizmem jeho fizeni.

Negativni regulaci katalyticky aktivnich komple-
xt cyklini-Cdk zajistuji inhibitory komplexii
cyklini-Cdk (CKI). Proteinové produkty téchto
tumor supresorovych geni spadaji do dvou proteino-
vych rodin: INK4A (p15™*®, pl16™** p18™c,
p19lNK4D) a KIP/CIP (leWAFl/CIP]’ p27KIP1’ p57KIP2)'
Exprese téchto inhibitort je indukovéna tfadou déja
interferujicich s bunécnym cyklem v jeho pribéhu

(poruseni genomové DNA, selhani replikace DNA,
hyperaktivace promitotickych signall, nedostatek
substratti nebo kontaktni inhibice; obr. 1.9). Moleku-
ly CKI jsou v dtsledku téchto negativnich vliva akti-
vovany zvySenim genové exprese fizené transkripc-
nimi faktory p53 a SMAD (SMA- and MAD-related
proteins). Inhibice komplexii cyklin-Cdk zpiisobuje
rychlou zastavu bunécného cyklu umoznujici repara-
ci vzniklych defektti. Pti selhani reparacnich pocho-
da jsou aktivovany apoptotické mechanizmy iniciu-
jici fizenou destrukci poskozené buiiky (kap. 1.2).

Zatimco poruchy exprese a mutace v genech pro
Cdk se vyskytuji pomémeé ztidka, u fady nadorovych
onemocnéni nachazime hyperexpresi cyklint a poru-
chy aktivace CKI.

1.1.2 G1 faze bunécéného cyklu

a jeji restrikéni bod

V uvodni ¢asti G1 faze bunééného cyklu dochazi vli-
vem zvySené exprese transkripénich faktort E2F
k zahgjeni syntézy cyklind D (D1-D3). Cykliny D
vytvareji komplexy s Cdk4 nebo Cdk6. Dulezitym
substratem téchto komplexi je produkt tumor supre-
sorového genu — protein Rb (retinoblastomovy pro-
tein). Rb protein je silny negativni regulator bunéc-
ného cyklu, jehoz aktivita spociva v navazani fady
intracelularnich bilkovin, predev§im transkripcnich
faktoridl z rodiny E2F. Dokud neni Rb protein inakti-
vovan fosforylaci, vaze transkripéni faktory E2F,
¢imz znemoziuje jejich plné uplatnéni v pozitivni re-
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Obr. 1.9 Schéma inicialni faze bunééného cyklu a pfekonani restrikéniho bodu (R) v G1 fazi. Biochemickou podstatou
prekonani restrikéniho bodu v G1 fazi, ktera umozni dal$i pribéh buné&ného cyklu, je inaktivace Rb proteinu fosforylaci
katalyzovanou komplexy cyklin D-Cdk4/6 a cyklin E-Cdk2. Tyto komplexy mohou byt negativné regulovany CKI aktivo-
vanymi pfi poSkozeni genomové DNA (obr. 1.12), v dusledku kontaktni inhibice, nebo stimulaci TGFp (transforming
growth factor B). TGFp je negativni rustovy faktor a stimulaci jeho receptoru dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru
SMAD. SMAD aktivuje expresi CKI (p15, p16 a p27), které inhibuji komplexy cyklin D-Cdk4/6 a cyklin E-Cdk2.

gulaci genové exprese cyklinti. U¢inkem kinazové
aktivity komplexu cyklinu D-Cdk4/6 dochazi k fos-
forylaci Rb, v jejimz diisledku fosforylovany Rb pro-
tein (pRb) uvolituje navazané transkripéni faktory
E2F. Uvolnéné E2F proteiny iniciuji masivni expresi
cyklinu D a nésledn¢ i cyklinu E, ktery v komplexu
s Cdk2 dale hyperfosforyluje pRb (obr. 1.9).

Transkripcni faktory E2F tidi expresi i dalSich ge-
nl nezbytnych pro normalni pribéh bunééného cyk-
Iu (DNA polymerazy, geny pro enzymy katalyzujici
syntézu nukleotidii (napt. dihydrofolatreduktéza, ty-
midylatsyntetaza, tymidinkindza).

Fosforylace Rb je tedy nezbytnym krokem pro
dalsi prubeéh bunééného cyklu a je i biochemickou
podstatou restrikéniho bodu v G1 fazi. Po uvolnéni
E2F a prekonani kontrolniho bodu ve fazi G1 docha-
zi k syntéze regula¢nich faktorti a enzymi zodpovéd-
nych za syntézu deoxynukleosidtrifosfatli (dNTPs)
a replikaci DNA v S fazi, do které vstupuje buika
pod vlivem komplexu cyklinu E-Cdk2. Restrikéni

bod v G1 fazi je mimotadné dilezitym mistem bu-
nééného cyklu. Do okamziku jeho piekonani muze
v bunce dojit k zastaveni bunécného cyklu a buiika se
mize vratit zpét do klidového stadia GO. Po ptekona-
ni restrikéniho bodu v G1 f4zi vSak navrat do GO faze
jiz neni mozny a v cilové bufice se bud’ dokonc¢i bu-
nééné déleni, nebo v piipade jeho neuspéchu builka
zanikne procesem apoptozy.

Rozhodujici postaveni restrikéniho bodu v G1 fa-
zi je patrné i z toho, Ze u nadorovych onemocnéni
jsou velmi Casto alterovany geny jeho regulatort.
Mezi nejcastéjsi poruchy patii mutace a hyperexprese
protoonkogenti pro cykliny D (geny CCNDI-3)
a E (geny CCNEI-2) a inaktivace tumor supresoro-
vych genl p353, Rb, genl pro inhibitory komplex
cyklin-Cdk CIP/KIP a ARF. Tyto genetické alterace
umoziuji v cilovych buikach proliferaci relativné
nezévislou na pfitomnosti mitogennich faktord.

Zvysena exprese transkripéniho faktoru E2F-1
byla v jedné ze studii zaznamenana u 33/72 (46 %)
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Obr. 1.10 Schéma zahajeni replikace v S fazi a vyznam licenénich faktor(. Zahdjeni replikace v S fazi je podminéno
vznikem pre-replikaéniho komplexu. Zaklad tohoto komplexu vznika v G1 fazi asociaci protein ORC a licenénich fakto-
ri CDC, Cdt1, které na pocatku S faze doplfiuje protein MCM exprimovany pod vlivem transkripéniho faktoru E2F-1. Na
pre-replikaéni komplex naseda DNA-dependentni DNA polymeraza za sou¢asného uvolnéni licenénich faktortl. Uvolné-
né licenéni faktory jsou bezprostfedné inaktivovany, aby se predeslo rereplikaci jiz replikovanych usek( DNA: aktivita
Cdt1 je inhibovana gemininem syntetizovanym v prabéhu S faze, zatimco CDC6 a MCM jsou inhibovany fosforylaci

kom\ﬁlexem cyklinu A/Cdk2 a nasledné translokovany do cytoplazmy. Inhibice komplexu cyklinu A-Cdk2 proteinem

p21 AF1/CIP1 :

epitelidlnich karcinoml ovaria, kde overexprese
E2F-1 korelovala se stadiem podle FIGO, histologic-
kym gradingem a mitotickym indexem. Stanoveni
exprese E2F-1 tak maze byt uziteCnym prognostic-
kym znakem.

Cykliny skupiny D (D1-D3) jsou exprimovany
ruzné v jednotlivych tkanich. Zvyseni exprese cykli-
nu D1 je jednou z nejcastéjsich charakteristik bun¢k
karcinomu prsu, kde k nému dochazi nejéastéji v di-
sledku amplifikace genu pro cyklin D. Amplifikace
CCND1 koreluje s negativitou exprese estrogenniho
receptoru a pozitivitou HER2/neu a je negativnim
prognostickym faktorem. U nemocnych s karcino-
mem ovaria byla doposud zvySena exprese cyklinu
D1 studovana spiSe okrajové, i kdyz pilotni prace
ukazuj i 2e je pﬁtomna u Vice nei 40 % nemocn}'fch
(kolem 24 %) dosahuje hyperexprese cyklinu DI
u pacientek s karcinomem délozniho hrdla.

Zvyseni exprese cyklinu E je nezavislou negativ-
ni prognostickou znamkou celkového pieziti u pa-
cientek s karcinomem prsu. U pacientek s karcino-
mem prsu i ovaria je amplifikace genu cyklinu E
Castou genetickou alteraci. Jeji detekce u pacientek
s karcinomem ovaria pomoci kvantitativni PCR byla

je dulezitym nastrojem regulace oprav chyb DNA vzniklych v pribéhu replikace.

s uspéchem pouzita pro ¢asnou diagnostiku intraperi-
tonealni diseminace. Ve srovnani s klasickou cytolo-
gickou diagnostikou dosahovalo stanoveni cyklinu E
pomoci kvantitativni PCR vyrazné vyssi senzitivity
(95,6 % v. 73,9 %).

Nejcastgjsi alteraci proteinu Rb u gynekologic-
kych malignit je jeho inaktivace proteinem E7 lid-
ského papilomaviru (HPV) u karcinomti délozniho
hrdla, kde se tato infekce vyskytuje témeét ve vSech
pripadech onemocnéni (kap. 2.2.3).

1.1.3 S faze: replikace DNA
Vstup do S faze bunééného cyklu fidi komplex cyk-
lin E-Cdk2. Zasadnim ukolem S faze je replikace
genomové DNA. S ohledem na vznik dvou rovno-
cennych plné funkénich dcetfinych bunegk je podstat-
né i intenzivni zvySovani poctu bunécnych struktur
i organel a duplikace centriolti jako kotvicich bodi
mitotického vieténka.

Prevazna cast S faze je tedy spojena se vznikem
a regulaci replikacniho komplexu a regulaci DNA
reparacnich déju. Zatimco S faze kon¢i kompletni re-
plikaci genomové DNA, repara¢ni pochody pokracu-



Bunécny cyklus a apoptoza 39

NHEJ
(G1/S faze)

homologni rekombinace
(G2 fdze)

/ zastava bunécného cyklu

proteiny
chromatinu

proteiny PARP
chromatinu C
poly ADP
ribdza

Obr. 1.11 Schéma reparacnich mechanism( dvouretézcovych zlom( DNA v pribéhu bunééného cyklu. V G1/S fazi se
uplatriuje pfedevsim reparace na zakladé nehomologniho spojeni pferusenych fetézc (non homologous end joining;
NHEJ), zatimco v G2 fazi je hlavnim repara¢nim postupem homologni rekombinace (HR). V obou procesech se uplatriu-
je enzym PARP (poly(ADP-ribose) polymerase), ktery pfenasi ribozylové zbytky na fadu protein(, pfedevsim proteiny
chromatinu (histony H1, H2A,) a topoizomerazy. Polyribosylace téchto proteind ovliviiuje jejich aktivitu v reparaénich dé-
jich. Katalytické centrum NHEJ tvofi XRCC4, DNA ligaza IV a DNA dependentni proteinkinazovy komplex slozeny z he-
terodimeru proteint Ku70 (XRCC6)/Ku80 (XRCC5) vazajicich se na prerusené viakno DNA a katalyticka podjednotka
DNA dependentni serin/treoninové proteinkindzy (DNA-PKcs). Na zahajeni HR ma kriticky vliv autofosforylace kinazy
ATM, ktera nasledné fosforyluje MRN komplex (MRE11, Rad50,NBS1) vytvarejici zaklad repara¢ni multiproteinové plat-
formy, na jejimz usporadani se podileji i proteiny BRCA1 a BRCA2. Viastni reparacni mechanizmus zahrnujici syntézu
vlakna DNA podle templatu sesterské chromatidy je zprostfedkovan asociaci skupiny Rad proteinli (Rad1, 2, 9, 17,

HUS1) (podle Lavin et al., 2002)

jiivnasledujici G2 fazi. Na genomové instabilité na-
dorovych bunék se podileji jak poruchy v regulaci re-
plikace, tak selhdni reparace genomové DNA.
S ohledem na rozsahlost genomu (3 x 10” bp) a rych-
lost replikace (1-3 x 10° bazi za sekundu) probiha
syntéza DNA z mnoha mist souc¢asné. Pro vznik
dvou genomov¢ identickych bunék je v§ak nezbytné,
aby replikace probehla ve vSech castech genomu pra-
v€ jednou (pfesné zdvojeni genetické informace).
Tento problém je v bufice vyfeSen oznacenim mist
pocatku replikace specifickymi proteinovymi kom-
plexy, které jen jedenkrat ,,licencuji“ navazani repli-
kacniho aparatu DNA polymerazy.

Replikacni pocatky jsou vymezeny komplexem
proteint asociujicich k DNA v prib¢hu G1 faze.

Komplex vytvaii proteiny ORC (origin recognition
complex) asociujici s DNA, spole¢né s tzv. licen¢ni-
mi faktory — proteinem CDC6 (cell cycle controler
6, téz CDCI8L), Cdtl a MCM (minichromosome
maintenance). Takto vznikly tzv. prereplikac¢ni kom-
plex umoznuje navazani DNA polymerazy (obr.
1.10). DNA polymeraza vstupuje do replika¢niho
komplexu vyménou za uvoliujici se licen¢ni faktory
a zahajuje replikaci DNA. Schopnost vazby licenc-
nich faktortina ORC je po jejich uvolnéni pfi replika-
ci inhibovana do konce probihajiciho bunécného
cyklu, aby nemohlo dojit k oznaceni jiz replikované-
ho tiseku DNA.
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Obr. 1.12 Schéma p53-dependentni inhibice bunécného cyklu v kontrolnim bodé G2 faze. A. Protein p53 je trvale expri-
movan, av§ak jeho biologicky polocas je velmi kratky v disledku zpé&tnovazebné inaktivace mdm2 proteinem. Mdm2
s ubikvitinligazovou aktivitou navazuje molekuly ubikvitinu na p53, ktery je nasledné degradovan v proteazomu. Vzhle-
dem k tomu, Ze p53 je transkripcnim faktorem — mimo jiné zvySujicim expresi mdm2 — je pomér mezi mdm2 a p53 za fy-
ziologickych podminek vyrovnany. B. PFi poSkozeni genomové DNA kinazy ATM i CHEK2 fosforyluji proteiny mdm2
i p53. Tato fosforylace inhibuje ubikvitinylaci p53 zprostfedkovanou mdm2. V dlsledku toho dochazi k rychlé akumulaci
P53, ktery transaktivuje geny pro p21WAFIICIPT G ADDA45 (growth arrest and DNA damage inducible gene) a 14-3-3 protei-
ny. V8echny tyto proteiny se rGznymi mechanlzmy podileji na z&stavé bunééného cyklu v restrikénim bodu G2 faze:
CHEK?2 kinazou fosforylovana CDC25 fosfataza je inhibovana asociaci s 14-3-3 proteinem (indukovanym p53). CDC25
tak nemuze aktivovat komplex cyklinu B-Cdk2 (MPF) nezbytny pro regulaci Gvodni ¢asti mitézy (kap. 1.1.5). Tento kom-
plex je navic pfimo inhibovan p21. Protein GADD45 zpUsobuje separaci cyklinu B z komplexu s Cdk1. Zastava bunééné-
ho cyklu dovoluje reparaénim mechanizmim opravit poSkozeni v DNA. P¥i jejich selhani protein p53 aktivuje proces
apoptdzy — je negativnim regulatorem exprese Bcl-2 a transaktivuje proapoptotické proteiny Bax a PUMA (kap. 1.2.4).

1.1.4 G2 faze: kontrola integrity

DNA a priprava na M fazi

Po dokonceni replikace DNA v S fazi vstupuje burnka
do G2 faze. V pribéhu G2 faze pokracuje kontrola
integrity genomové DNA. Pii pfitomnosti poruch
DNA, predevsim dvoutetézcovych zlomitit DNA, do-
chazi k aktivaci reparacnich enzymi a zéstavé bu-
nééného cyklu v G2 restrikénim bodé.

Do dnesniho dne byla jiz charakterizovana fada
onemocnéni zpuisobenych alteracemi reparacnich ge-
nd, které u nositel mutaci predisponuji dédi¢né ke
vzniku (hereditarnich) nadort (kap. 3). Rozpoznani
poruch v DNA je umoznéno diky proteinu ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) a jeho homologu
ATR (ataxia-telangiectasia and Rad3 related).
ATM/ATR kinézy pfimo, nebo prostiednictvim akti-
vace kindz CHEK1 a CHEK2 (check point kinase)
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fosforyluji fadu proteind, které se podileji na zastaveé
bunééného cyklu a reparaci DNA (obr. 1.11).

Hlavnim substratem kindzy ATM, integrujicim
reparaci DNA se zastavou bunécného cyklu, je tumor
supresorovy protein p53. Protein p53 je transkripéni
faktor, ktery aktivuje expresi fady gend, jejichz ge-
nové produkty zplsobuji zastavu bunééného cyklu
(napt. p21""""' | GADDA45, 14-3-30, obr. 1.12) a pfi
selhani DNA reparacnich dé&ji aktivuji apoptdzu
(napt. Bax, PUMA; kap. 1.2.3).

V prubéhu G2 faze dochazi ke zvyseni exprese
cyklinu B a vytvoreni komplexu s Cdkl. Komplex
cyklin B-Cdk1 je fosforylovan (v riiznych bunéc-
nych kompartmentech kinazami, napt. weel, CAK)
a do konce G2 faze je v neaktivnim (hyperfosforylo-
vaném) stavu zadrzovan v cytoplazmeé.

Dédi¢né mutace obou alel tumor supresorového
genu ATM jsou pri¢inou onemocnéni oznacovaného
jako syndrom ataxie-telangietazie (A-T) u nositeld
mutaci, které je charakterizované mozeckovou ataxii
a vyraznym sklonem ke vzniku nddorovych onemoc-
néni v ¢asné dospélosti. Podobny fenotypovy projev
maji tzv. A-T-like syndromy vyvolané dédicnymi
mutacemi v dalSich repara¢nich genech (napf.
Mrell). Mezi typické A-T nadory patii i karcinom
prsu. Podil nositelstvi monoalelické mutace v ATM
na vzniku karcinomu prsu a hyperradiosenzitivitu
je vsak doposud sporny. Hereditdrni mutace v ge-
nech BRCAI a BRCAZ jsou zodpovédné za syndrom
hereditarnich karcinomt prsu a ovarii (kap. 3.2).
Dédi¢né alterace v NBSI (nibrin) jsou pfi¢inou Nij-
megen breakage syndromu charakterizovaného
chromozomalni instabilitou, mikrocefalii, riistovou
retardaci, imunodeficienci a také predispozici ke
vzniku nadord.

Repara¢ni pochody DNA zahrnuji i rozsahlou
skupinu gend, jejichz proteinové produkty katalyzuji
opravy nespravného parovani bazi v DNA (mis-
match repair system; geny MLHI, MSH2, MSH6
a PMS?2). Dédi¢né mutace téchto genti se vyskytuji
u pacientll s hereditarnim nepolyp6znim karcino-
mem kolorekta (HNPCC). Toto onemocnéni s typic-
kym vysokym rizikem vzniku kolorektalnich nadord
se rovnéZ vyznacuje vyznamnym zvySenim rizika
vzniku karcinomu endometria (kap. 3.3).

Porucha genu p53 je pravdépodobné nejcastéjsi
molekularnébiologickou udalosti v malignich nado-
rech. S jeho mutacemi se setkdvame piiblizné u polo-
viny v§ech nadorovych onemocnéni. Pfitomnost he-
reditarni mutace p53 — Li-Fraumeni syndrom — je
vzacné dédicné nadorové onemocnéni s vyraznym
sklonem ke vzniku nadort v ¢asném véku u nositelt

mutace (sarkomy, lymfomy, leukemie, nadory nad-
ledvin, karcinomy prsu; kap. 3.1).

1.1.5 Mitoza (M faze)

Mitoza je morfologicky nejpestiejsi ¢asti bunééného
cyklu. Probiha ve ctytech fazich (profazi, metafazi,
anafazi a telofazi) charakterizovanych presuny gene-
tického materidlu. Na pocatku mitézy dochézi k vy-
razné kondenzaci chromatinu, jejimz vysledkem je
vznik pentlicovitych ttvartt chromatid nezbytnych
pro symetrické rozdéleni genomové DNA do dcefi-
nych bunék.

Na biochemické signélni irovni mizeme charak-
terizovat dv¢ hlavni ¢asti mitdzy: prvni zahrnuje fi-
zeni profaze a metafaze, druha je zodpovédna za re-
gulaci anafaze s telofazi. Kritickym bodem je tedy
rozhrani mezi metafzi a anafazi. Ridicimi jednotka-
mi obou téchto Casti mitdzy jsou multiproteinoveé
komplexy. Prvni ¢ast (profaze a metafaze) je pod vli-
vem fosforylaéni aktivity MPF (mitosis promoting
factor), ktery je aktivni podobou komplexu cyklin
B-Cdk1. Aktivita MPF je ukoncena na prechodu me-
zi metafazi a anafazi proteolytickou degradaci cykli-
nu B v proteazomu. Proteazomalni destrukce MPF je
zprosttedkovana ubikvitinligdzovou aktivitou APC
(anaphase-promoting complex), nazyvanym téz cyk-
lozom.

Pocatek M faze je charakterizovan piesunem
komplexu cyklin B-Cdkl do bunééného jadra.
K translokaci tohoto komplexu dochazi v disledku
jeho defosforylace uc¢inkem fosfatazy CDC25. Ak-
tivni MPF v pribchu profaze a metafdze fosforyluje
fadu substratl, mezi které patii naptiklad komponen-
ty mikrotubularniho aparatu zodpovédné za tvorbu
déliciho vieténka nebo molekuly laminu tvofici ja-
dernou laminu, po jejichz fosforylaci dochézi k roz-
padu jaderného obalu. Prvni polovina mitdzy konci
ukotvenim mikrotubult déliciho vieténka do oblasti
centromer sesterskych chromatid v§ech chromozo-
mu uspofadanych v rovnikové oblasti bunky. Pro
tento pochod je dulezita fosforylace centromernich
protein (CENP) aurora kindzami (AURKA/STK15
a AURKB/STK12), jejichz aberantni exprese je dete-
kovatelna u fady nadorovych onemocnéni a podili se
na vzniku aneuploidii v nadorovych buiikach. Po-
dobné jako jaderny obal se na pocatku mitoézy v di-
sledku fosforylaci MPF rozpadaji i cisternalni systé-
my Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula.

Zahdjeni druhé poloviny mitdzy je podminéno
aktivaci dalSiho proteinového komplexu APC. APC
je multiproteinovy komplex s E3 ubikvitinligazovou
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aktivitou. Jeho hlavni funkci je degradace inhibitord
anafaze, mezi které patii MPF. Kritickymi substraty,
které jsou degradovany v dusledku ubikvitinylace
zprostiedkované APC, jsou komplexy cyklin-Cdk.
Proto se APC oznacuje rovnéz jako cyklozom.

Rozpadem komplexti kohezind, proteind spojuji-
cich sesterské chromatidy, dochazi k separaci chro-
matid a nasledna depolymerace vlaken délicich vieté-
nek pisobi tazeni chromatid k p6lim bunky. Teprve
po segregaci sesterskych chromatid a jejich transportu
k bunéénym polim mize byt aktivovana zavérecna
faze mitdzy — cytokineze. K vlastnimu rozdéleni bun-
ky dochazi za situace, kdy se geneticky material na-
chézi v polarnich oblastech délici se buiiky a je jiz
obalen jadernou membranou a zpétné se regeneruje
endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat.

V ramci kone¢nych fazi mitézy dochazi rovnéz
k aktivaci specifickych fosfataz, jejichz uc¢inkem je

1.2

Apoptdza (programovand bunééna smrt) je aktivni
forma zaniku jednotlivych bunék nebo bunécnych
populaci. Spole¢né s mitdézou, jako svym protipdlem,
je apoptoza fyziologickym dé&jem nutnym pro udrze-
ni tkanové homeostazy. Jeji aktivita je nepostradatel-
na pro formovani tkani a organt v obdobi embryoge-
neze. V postnatalnim vyvoji spoc¢iva zasadni iloha
apoptoézy v regulaci populaci imunokompetentnich
bungk, eliminaci virové infikovanych a nadorové
transformovanych bunék a likvidaci bunék nepotieb-
nych. Snizend schopnost indukce apoptdzy je cha-
rakteristickou znamkou vSech nadorovych onemoc-
néni. Vzhledem k tomu, ze uU¢inek vétSiny typa
protinadorové terapie je zprostiedkovan aktivaci
apoptdzy v nadorovych buiikach, odrazi schopnost
jeji aktivace 1 senzitivitu k protinadorové 1écbe.

Apoptdza

1.21 Pribéh

Pribeh apoptdézy charakterizuje jednotny morfolo-
gicky obraz, pfi némz postupné dochazi ke ztraté me-
zibunéénych kontaktl, zménam bunécného jadra
a mechyikovitému ,,puceni* cytoplazmatické mem-
brany vyustujicimu v koneény rozpad bunky za
vzniku apoptotickych télisek. Na rozdil od nekrézy,
pti které dochazi k edematéznimu zduteni buniky se
vznikem defektll v cytoplazmatické membrané, kte-
rymi se do intersticialniho prostoru dostava cytoplaz-
maticky obsah bunky indukujici zanétlivou odpo-

defosforylovan protein Rb (kap. 1.1.2). Defosforylo-
vana (aktivni) forma Rb proteinu rychle asociuje se
zbyvajicimi transkripénimi faktory E2F, a tim se po-
dili na inhibici okamzitého vstupu do dal§iho bunéc-
ného cyklu v nové vzniklych dcefinych bunkach.

Licen¢ni faktory a jejich regulatory (kap. 1.1.3)
a aurora kinazy maji dalezity vliv na udrzeni geno-
mové stability. Ve studii u pacientek s karcinomem
ovaria byla sledovana exprese proliferacniho marke-
ru Ki67, a proteinit MCM2, gemininu a aurora kindz
A a B s ohledem na DNA ploiditu nddorovych bun¢k
a klinicky obraz. VSechny hodnocené faktory signifi-
kantn¢ korelovaly s gradingem onemocnéni, exprese
aurorakindzy A predikovala interval bez onemocnéni
(DFS) (p =0,03).

V soucasnosti je ve fazi klinickych testd pro lécbu
nadorovych onemocnéni fada inhibitort aurora kinaz
(napt. VX-680, PHA-680632).

veéd’, pfi prosté apoptdze jsou apoptoticka téliska
(fragmenty zaniknuv$i buiiky obalené cytoplazma-
tickou membranou) endocytovana okolnimi burika-
mi tkané a nezplisobuji tak rozvoj imunitni reakce.
Pii rozsahlé apoptéze (napf. vlivem ionizujiciho
zateni) v§ak muze dojit k prekroceni fagocytarni ka-
pacity a apoptoticka téliska se rozpadaji a indukuji
zanét.

Apoptdza vyzaduje ptitomnost fady specializo-
vanych vykonnych a regula¢nich molekul zacastné-
nych na tfech Grovnich pribéhu apoptdzy: v iniciaé-
ni, kontrolni a exekutivni fazi (obr. 1.13). Inicia¢ni
faze apoptézy, v jejimz priubéhu vznikaji iniciaéni
apoptotické signalni komplexy, je velmi heterogenni.
V kontrolni fazi dochazi k integraci proapoptotickych
a protiapoptotickych signald, které jsou ovliviiovany
1 dalSimi intracelularnimi signalnimi cestami. V pii-
padé prevahy proapoptotické signalizace vstupuje
apoptoza do posledni — exekutivni faze. Pfechodem
do exekutivni faze se apoptdza stava nevratnym dé-
jem koncicim rozpadem buriky.

Biochemickou podstatou apoptdzy je série regu-
lovanych proteolytickych Stépeni intracelularnich
proteini zprostfedkovana vykonnymi apoptotickymi
proteolytickymi enzymy — kaspazami.

Prestoze apoptdza je vyvolavana fadou podnétu,
aktivacni déje probihaji dvéma hlavnimi sméry:

1. Extrinzickou (zevni) cestou, zahajovanou vy-
tvorenim apoptotického aktivaéniho komplexu ze
stimulovanych receptori na cytoplazmatické



Bunécny cyklus a apoptoza 43

extrinzicka cesta aktivace apoptdzy

AN

intrinzicka cesta aktivace apoptozy

death receptory
e e ek
\N
p S sssesoesoecesoescesoes mitochondrie
S
@
.9
£
..................................................... | i
<+— Bcl-2
(0]
N
P
© kaspazy proximalni kaspazy proximalni
= casti apoptdzy ¢asti apoptdzy
I
(0] PR z <
5 \—V exekutivni kaspazy <
v
% substraty (enzymy, strukturni proteiny, DNA)
x
(0]

APOPTOZA

Obr. 1.13 Schéma hlavnich aktivacnich cest a fazi apoptézy. Extrinzickou cestou je indukovana apoptéza pusobenim
imunokompetentnich bunék prostfednictvim stimulace death receptorud. Pro aktivaci intrinzické cesty apoptézy je rozho-
dujici permeabilita zevni mitochondrialni membrany, kterou ovliviiuje pfitomnost proteinli Bcl-2 rodiny. Obé cesty vedou
k aktivaci kaspaz uvodni ¢asti apoptdzy, jejichz spole€nymi substraty jsou exekutivni kaspazy. Exekutivni kaspazy pro-
teolyticky Stépi intracelularni proteiny, v disledku ¢ehoz nastava rozpad bunky. PFi aktivaci apoptozy extrinzickou cestou
je v Fadé pfipadl nezbytné zesileni apoptotického signalu indukci intrinzické cesty aktivace apoptézy.

membrané cilové buniky (tzv. death receptors).
Tyto receptory jsou stimulovany imunokompe-
tentnimi bunkami. Extrinzicka cesta apoptozy je
dominantnim zpisobem iniciace bunécné smrti
u nadorovée transformovanych a viry napadenych
bunék.

2. Nevratné poskozeni genomové DNA, vyznamné
alterace v regulaci buné¢ného cyklu nebo insufi-
cientni energeticky a substratovy metabolizmus
bunky vyvolava iniciaci apoptozy intrinzickou
(vnitfni) cestou, ve které dominantni roli sehrava
vznik apoptotickych aktivanich komplexd na
povrchu zevni membrany mitochondrii. Rozho-
dujici vliv na indukci téchto apoptotickych akti-
vacnich komplexii maji proteiny rodiny Bel-2.

Extrinzicka a intrinzicka cesta aktivace apoptdzy
vyust'uji ve spolecnou exekutivni fazi probihajici za
mohutné aktivace kaspaz. Kaspazy jsou proteolytic-
ké enzymy, které jsou v buiice trvale exprimovany

v podobé neaktivnich zymogend — prokaspaz.
Kaspazy aktivované proapoptotickymi komplexy
v uvodni ¢asti apoptdzy (kaspaza 8, 9) nasledné akti-
vuji exekutivni kaspazy (napt. kaspaza 3, 6) hydroly-
ticky Stépici strukturni a regulaéni bunécné proteiny.
Na konci apoptézy je genomova DNA Stépena
kaspazami aktivovanou endonukledzou CAD (cas-
pase-activated DNase).

1.2.2 Extrinzickd cesta aktivace

Extrinzicka cesta aktivace apoptdzy slouzi pro inici-
aci bunécné sebedestrukce zprosttedkované efekto-
rovymi bunikami imunitniho systému. Tyto bunky
(cytotoxické T lymfocyty nebo NK bunky) exprimuji
na svém povrchu membranoveé vazané ligandy ,,re-
ceptord smrti (death ligands). Zatimco ligandy smrti
(death ligands) jsou molekuly exprimované pouze
efektorovymi bunkami imunitniho systému, jejich
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Obr. 1.14 Schematické znazornéni procesu apoptézy. Na pocatku aktivace apoptézy vznikaji proapoptotické signalni
komplexy — DISC v extrinzické cesté a apoptozém v intrinzické. Jejich vysledkem je uvolnéni kaspaz 8 a 9 v uvodni Easti
aktivace apoptdzy. Tyto kaspazy aktivuji exekutivni kaspazy apoptézy (kaspaza 3), jejichz substratem jsou strukturni
a regulaéni intracelularni proteiny. Jejich degradace vede k zaniku bunék apoptézou. Regulace apoptdzy (Sedé linky)
probiha na fadé urovni. V extrinzické cesté apoptozy je aktivace prokaspazy 9 inhibovana jeji kompetici s CFLAR (FLIP)
ve vazbé do DISC. Spojeni mezi extrinzickou a intrinzickou cestou apoptézy zprostfedkovava Bid proteolyticky Stépeny
kaspazou 8. Hlavni aktivacni krok intrinzické cesty apoptdzy — uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie — reguluji proteiny
rodiny Bcl-2 (inhibice Bcl-2, aktivace Bax). Kaspaza 9 vznikajici z apoptozému je negativné regulovana BIRC-5 (survivi-
nem), ktery je inhibovan proteinem SMAC/DIABLO uvolfiovanym z po$kozenych mitochondrii.

receptory jsou trvale exprimovany v cytoplazmatic-
ké membran¢ bunék vsech tkani (vCetn€ bun¢k imu-
nitniho systému). Death receptory patii do skupiny
receptortt pro tumor nekrotizujici faktor (TNFR).
Spolu s nim je CD95 receptor (CD95R, nazyvany
téz FasR, Apo-1) hlavnim proapoptotickym zastup-
cem této proteinové rodiny.

Po stimulaci svymi ligandy (napt. FASL/CDSL,
TNFa) receptory smrti asociuji na povrchové mem-
brané€ za vzniku trimernich komplexd. V této podobé
dochazi ke zméné jejich konformace, ktera v intrace-
lularni doméné receptorti umoziuje navazani adap-
torovych proteinti (napt. TRAF-2, FADD) uréujicich
smetovani dalsi signalizace (obr. 1.14).

Navazanim prokaspazy 8 vznikd pln€¢ funkéni
apoptoticky aktivacni komplex DISC (death indu-
cing signaling complex). Lokalizace prokaspazy 8

v DISC umoziuje jeji autokatalytickou aktivaci pro-
teolyzou prokaspazové molekuly za vzniku aktivni,
volné kaspazy 8, jejimz hlavnim substratem je pro-
kaspaza 3 v exekutivni ¢asti apoptozy.

Bylo popsano, ze exprese FasR/CD95R se u kar-
cinomu ovaria snizuje s naruistajicim gradingem one-
mocnéni. Exprese ligandu FasL/CD95L neni astym
nalezem u karcinomu endometria, délozniho hrdla
ani ovaria, avSak vyskytuje se pomérné hojné u ne-
mocnych s pokro€ilym karcinomem prsu.

U nemocnych s epitelidlnim karcinomem ovaria
se Casto nachazeji i defekty v regulaci exprese dal-
Sich death receptorti a jejich regulatorti. SniZzena ex-
prese DR4 (death receptor 4) nebo DRS byla naleze-
na ve vice nez 20 % vzorkd, zatimco zvySena exprese
CLEAR (FLIP) téméft u 40 %.
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1.2.3 Intrinzicka cesta aktivace
Aktivaci intrinzické cesty apoptdzy zanikaji builky
poskozené, staré nebo nepotiebné, u kterych se
funk¢ni porucha projevi porusenim mitochondrialni-
ho transmembranového potencialu zptisobujiciho ne-
dostate¢nou tvorbou ATP. V burikach s vyraznou al-
teraci genomové DNA v disledku jejiho poSkozeni
fyzikalnimi a chemickymi vlivy (napf. chemoterapii
nebo radioterapii) nebo poruchou replikace genomo-
vé DNA je aktivace intrinzické cesty apoptdzy indu-
kovana aktivni permeabilizaci zevni mitochondrialni
membrany. V jejim disledku dochazi k uvolnéni cy-
tochromu c¢ — hlavniho inicia¢niho faktoru intrinzic-
ké cesty apoptdzy. Cytochrom c je maly protein
obsahujici hem, normalné¢ pfitomny ve vnitini mito-
chondrialni membrang, kde slouzi k ptenosu elektro-
ni v dychacim fetézci. Z mitochondrie uvolnény
cytochrom c aktivuje protein APAF1 (apoptotic pro-
moting activating factor 1), ktery zménou konforma-
ce ve své molekule je schopen nasledné vazat pro-
kaspazu 9. Navazanim prokaspazy 9 se vytvaii
apoptoticky signalni komplex intrinzické cesty akti-
vace apoptdzy, nazyvany apoptozom. Apoptozom
umoziuje autokatalytickou aktivaci prokaspazy 9
(obr. 1.14) za vzniku aktivni volné kaspézy 9, jejimz
hlavnim substratem je prokaspéza 3 v exekutivni ¢as-
ti apoptozy (kap. 1.2).

1.2.4 Kontrolni faze

Kontrolni faze apoptdzy se ucastni fada proteinli
ovliviiyjicich nejen apoptotickou kaskadu ptimo, ale
slouzicich k integraci dalsi intracelularni signalizace
v ramci regulace apoptozy.

Zasadnimi regulatory ovliviiujicimi uvoliiovani
cytochromu ¢ z mitochondrie je skupina bilkovin
patfici do rozsahlé (>20 zastupcil) rodiny proteinu
Bcl-2. Jednotlivé proteiny Bcl-2 rodiny patii jak me-
zi inhibitory (Bel-2, Bcl-X;), tak aktivatory (Bax,
Bad, Bid) apoptdzy. Jejich charakteristickou vlast-
nosti je asociace se zevni mitochondrialni membra-
nou a schopnost vytvaret vzajemné homodimery
1 heterodimery. Proapoptoticti zastupci Bcl-2 rodiny
maji schopnost vytvaiet v zevni mitochondridlni
membran¢ kanaly zpusobujici uvolnéni cytochromu
¢, ktery je rychle rozpoznavan molekulami APAF1
asociovanymi se zevni mitochondrialni membranou.
Naproti tomu protiapoptoticky plsobici zastupci
Bcl-2 rodiny vedou ke stabilizaci mitochondridlni

membrany a zabrafuji unikani cytochromu ¢ z mito-
chondrie.

Mezi inhibitory aktivace prokaspdz patii napf.
protein CFLAR (CASP8- and FADD-like apoptosis
regulator, nazyvany té¢z FLIP, CASPER), ktery kom-
petuje s prokaspazou 8 o vstup do DISC. Pfimymi in-
hibitory jiz aktivovanych kaspaz jsou proteiny ze
skupiny proteini IAP — inhibitorti apopt6zy. Jednim
z IAP proteinti ¢asto zvySené exprimovanych u fady
nadort, vcetné karcinomu ovaria, je BIRCS (baculo-
virus IAP repeat-containing protein 5, survivin). Je-
ho negativnim regulatorem je mitochondrialni pro-
tein SMAC/DIABLO (second mitochondria-deri-
ved activator of caspase/direct IAP-binding protein
with low pl) uvolilovany z mitochondrie pfi poruseni
jeji zevni membrany (obr. 1.14).

Schopnost bunky indukovat apoptdzu uréuje mi-
mo jiné i pomé&r intracelularnich koncentraci mezi
skupinami proapoptotickych, respektive protiapo-
ptotickych zastupct rodiny Bcl-2, obvykle vyjadro-
vanych jako pomeér jejich dvou zastupct Bcl2/Bax.
S overexpresi proteinu Bcl-2 (obvykle zptisobenou
amplifikaci genu) se setkdvame u 40 % karcinomu
prsu. Zvysena exprese Bcl-2 je negativnim prognos-
tickym znakem, na druhou stranu rovnéz moznym ci-
lem protinadorové 1é€by pomoci Bcl-2 antisense oli-
gonukleotidi. V soucasné dob¢ probihaji studie kli-
nické faze II-1II s oblimersenem, modifikovanym
antisense oligonukleotidem cilenym proti prvnim
Sesti kodoniim Bcl-2 mRNA u pacientt s pokrocily-
mi nadory (melanom, karcinom ledviny a néktera
lymfoproliferativni onemocnént).

Podobné¢ jako i u vétSiny ostatnich nadord, snize-
na exprese Bax je negativnim prognostickym zna-
kem karcinomu ovaria.

Tumor supresorovy protein p53 je transkripéni
faktor, ktery aktivuje genovou expresi negativnich
regulatortt bunéného cyklu a aktivatoru apoptdzy
(kap. 1.1.1, obr. 1.12). Né&které prace uvadéji, ze mu-
tace v genu p53 jsou negativnim prognostickym fak-
torem odpovédi na 1écbu derivaty cisplatiny u pa-
cientd s ovarialnim karcinomem, avs$ak fada dalSich
vysledki tyto nalezy zpochybiiuje. Oproti tomu ex-
perimentalni i1 klinickd data naznacuji, ze odpoveéd’
na lécbu taxany indukuje apoptdzu zprostredkova-
nou proteinem Bax nezévisle na ucasti p53. Z tohoto
divodu by kombinace derivatd cisplatiny a paklita-
xelu mohla vést ke zlepSeni vysledkil protinadorové
1é¢by u pacientek s ovarialnim karcinomem s mutaci
v genu p53.
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Obr. 1.15 Schéma degradace genomové DNA v exekutivni &asti apoptézy. Usinkem exekutivnich kaspaz (kaspaza 3)
dochazi k proteolytické degradaci ICAD. Volna endonukleaza CAD s vysokou ucinnosti $tépi genomovou DNA v mis-
tech mezi jednotlivymi nukleozomy. Mezi substraty kaspazy 3 patfi i PARP, ¢imz je znemoznéna reparace genomové

DNA.

1.25 Exekutivni ¢ast apoptotické

kaskady

Postupna aktivace prokaspaz aktivnimi kaspdzami
indukovanymi v uvodni ¢asti apoptozy amplifikuje
apoptoticky signal. Aktivni kaspazy 8 a 9 maji pre-
kryvajici se substratové cile, mezi které patii pre-
devsim exekutivni prokaspazy (3, 6, 7). Substraty
exekutivnich kaspaz jsou strukturni a funkéni intra-
celularni proteiny nezbytné pro normalni existenci
buniky. Mezi tyto proteiny napiiklad patfi aktin (sou-
¢ast cytoskeletu), lamin (soucast nuklearniho skele-
tu), proteiny regulujici sestiih mRNA (tim dochazi
k zastaveni genové exprese) nebo reparacni proteiny

(napt. PARP; obr. 1.11). Na vrcholu exekutivni faze
apoptozy pocina degradace genomové DNA aktivaci
endonukleazy CAD, ktera hydrolyticky $té€pi geno-
movou DNA (obr. 1.15).

Jakmile dojde v buiice k aktivaci kaspaz exeku-
tivni ¢asti apoptozy, stava se tento déj jiz nevratnym
a takovato bunka vzdy zanikd. Kaspazami degrado-
vané strukturni proteiny zpasobi kolaps cytoskeletar-
niho a nukleoskeletarniho aparatu, ktery spole¢né se
Stépenim genomové DNA vede k fragmentaci bunéc-
ného jadra a nésledné i k rozpadu burky na apopto-
ticka téliska. Charakteristické projevy apoptdzy jsou
tak morfologickym korelatem jiz pokrocilé a irever-
zibilni faze exekutivni ¢asti apoptdzy.
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1.3

Vyznam znalosti bunééného cyklu

a apoptozy pro klinickou praxi

Znalost zakladnich principti fizeni bunécného déleni
a apoptozy — jako dvou klicovych dé&ju ovliviiujicich
fyziologickou regulaci homeostazy ve tkanich — je
zakladem pro pochopeni jejich alteraci, které jsou
ptitomny u vSech nddorovych onemocnéni. Charak-
terizace poruch buné¢ného cyklu a apoptdzy umoz-
fiuje piipravu novych specificky cilenych 1é¢iv. Rada
z nich je jiz v soucasnosti dostupna pro klinické po-
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2.1

Vznik nadoru je proces mnohastupiiovy. Zahrnuje
zmény genetické, tedy pfimé zmény sledu nukleotidt
v DNA, zmény epigenetické, neménici geneticky
kéd, ale ovliviiyjici jeho vyjadieni, expresi — metyla-
ce nekterych bazi DNA nebo acetylace histont —
a zmény funk¢ni na Grovni regulace metabolizmu
bunky a na Grovni kontroly genové exprese a déleni
bunky.

Normadlni, nenddorova buiika se fidi podnéty, kte-
ré dostava zvenci, i reakcemi a interakcemi probiha-

secernované proteiny

Molekularni principy tumorogeneze

jicimi v ni samé. Tyto podnéty mohou byt zprostied-
kovany ionty, malymi molekulami i makromolekula-
mi, prostfednictvim receptoril, zménou elektrickych
potenciali nebo napt. i ptimym ovlivnénim aktivity
jednotlivych enzymu (ionty jako koenzymy). Velmi
dulezity je také primy kontakt bunék, ktery se ve vét-
§in¢ tkani podili na inhibici a regulaci riistu a mnoze-
ni bunék.

Bunka nddorova naproti tomu v disledku regu-
la¢nich, genetickych a epigenetickych zmén ztraci

transmembranové proteiny

jaderné proteiny

myc
fos
jun

proteiny asociované
s transmembranovymi
proteiny

cytoplazmatické
proteiny

Obr. 2.1 Onkogeny tvofi riznorodou skupinu, jejiz proteinové produkty se uplatriuji v odlisnych bunéénych kompart-

mentech



50 Onkogynekologie

Tab. 2.1 Nékteré onkogeny, jejich funkce a nadory, u nichZ jsou nej¢astéji inaktivovany

onkogen funkce nador

c-K-ras membranovy pfenos signalu karcinom endometria, ovarii
c-myc regulace transkripce karcinom endometria, ovarii
v-E6 inhibice p53 karcinom délozniho hrdla
v-E7 inhibice pRb karcinom délozniho hrdla
c-ErbB2 (HER2/neu) receptor ristovych faktor( karcinom prsu, ovarii

c-fos regulace transkripce sarkomy

cHun regulace transkripce sarkomy

c-sis rustovy faktor sarkomy (karcinom prsu?)
c-abl proteinkinaza leukemie

c-bcl2 inhibice apopt6zy karcinom ovarii

c-mdm2 inhibice p53 sarkomy, glialni tumory

¢ — celularni onkogen, v — virovy onkogen

kontrolu nad svym délenim a piestava reagovat na in-
hibi¢ni podnéty z okoli. Nadmérné se déli a miize zis-
kat vlastnosti, v jejichz dasledku destruuje okolni
tkail nebo se uvolni z vazby k okolnim butikdm a me-
tastazuje — stava se buitkou maligniho nadoru.

Kazdy zhoubny néador je smési bun¢k s riiznymi
vlastnostmi, nebot’ v pribéhu nadmérného a vétsinou
chaotického, nepfesného déleni dochazi ke kumulaci
dal§ich zmén a ziskdni novych vlastnosti. Proto
v bunikdch metastdz mlzeme najit jiné genetické
zmény nez v bunkach pivodniho nadoru. VSechny
tyto bunky vSak vznikly délenim jedné piivodné ma-
lignizované buiiky, a nador je tak oznacovan jako
monoklonalni.

Zde budeme hovoftit o zméndch somatickych, te-
dy poruchach konkrétni bunky téla. O zménach zéro-
decnych, které se piendseji do vSech bunék jedince,
pojednava kapitola 3. Tyto somatické zmény —mutace
— postihuji dva typy geni: protoonkogeny a tumor
supresory.

211 Protoonkogeny a onkogeny
Jako protoonkogeny jsou oznacovany geny kodujici
funkéni proteiny, které v ptipadé defektu struktury
nebo absolutniho ¢i relativniho nadbytku stimuluji
bunééné déleni.

Poruchou — mutaci — protoonkogenu vznika on-
kogen, poskozeny gen, ktery koduje protein, jenz,
vyskytuje-1i se v abnormalni formé nebo mnozstvi,
muze zpusobit nadorovou transformaci buriky, ¢asto
s vysokym rustovym potencialem (obr. 2.1). Hovofi
se také o aktivaci protoonkogenu. Pfikladem mtize
byt gen oznacovany jako HER2/neu (c-ErbB-2), kte-
ry koduje receptor pro nékteré riistové faktory (EGF,

TGFa). Dojde-li k mutaci tohoto genu, je jim kodo-
vany receptor trvale aktivni nebo reaguje i na jiné
molekuly (gain of function). Zname i onkogeny
virové — napf. geny E6 a E7 jsou soucasti genomu
lidského papilomaviru (HPV) a vytvareji komplexy

s produkty tumor supresorovych gend p53 a Rb

a inaktivuji je (tab. 2.1).

Onkogeny koduji proteiny, které plisobi:

— jako transkrip¢ni regulacni faktory (v bunééném
jadru se vazi na regulacni sekvence DNA a ovliv-
fuji expresi dalSich gentd regulujicich proliferaci
a diferenciaci, nékteré maji schopnost buiiku
imortalizovat),

— jako proteinkinazy a receptory rustovych faktort
(podileji se na prenosu ristovych signalti do bun-
ky nebo na amplifikaci signdlu uvnitf bunék),

— jako rustové faktory (ptimo stimuluji déleni bu-
nek — spoustéji kaskadu déji vedoucich k déleni
bunky),

— jako signalni transduktory (zprostfedkovavaji
ptenos signalu do buiiky a uvnitt bunky),

— jako faktory blokujici apoptozu.

Zcela zvlastni postaveni s velkym klinickym
vyznamem pro onkogynekologii pak maji onkogeny,
jejichz produkty inaktivuji produkty tumor supreso-
rovych gent. Jedna se napt. o onkogeny £6 a E7 lid-
ského papilomaviru.

Alteraci aktivujici protoonkogen v onkogen miize
byt:

— bodova mutace (delece, inzerce, substituce),

— amplifikace (zmnozeni) genu (stav, kdy vznikne
nékolik dalsich kopii genu v bunce, ¢imz vzroste
i tvorba, byt’ normalniho, proteinu),

— velka genomicka ptestavba v podobé chromozo-
malni translokace, tj. pfeneseni ¢asti chromozo-
mu na chromozom jiny, kdy mize dojit k prene-
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Tab. 2.2 Nékteré tumor supresory, jejich funkce a nadory, u nichZ jsou nejcastéji inaktivovany

tumor supresor funkce nador

p53 transkripni faktor témér vSechny nadory

BRCA1 oprava DNA karcinom prsu, ovarii

BRCA2 oprava DNA karcinom prsu, ovarii

PTEN regulator transkripce karcinom endometria, prsu

MSH2, MLH1, MSH6 oprava DNA (mismatch repair) karcinom tlustého stfeva, endometria
WT1 transkripéni faktor WilmsGv tumor

p16 inhibitor CDK melanoblastom, karcinom pankreatu
pRb regulator transkripce retinoblastom, osteosarkom

NF-1 protein aktivujici GTPazu neurofibrom, glialni nadory

NF-2 cytoskeletalni spoj k membrané neurinom, meningeom

APC suspektni regulator B-kateninu karcinom tlustého stfeva

seni gentt pod vliv silného promotoru nebo
k vytvoreni zcela nového genu produkujiciho no-
vy onkoprotein,

— inzerce virového (nejcastéji retrovirového) pro-
motoru.

2.1.2 Tumor supresory

Tumor supresorové geny (nazyvané také antionko-
geny) hraji dileZitou ulohu v kontrole bunécného d¢-

wild type
(alela bez mutace)

DNA -TGGCGCTAC -

mRNA -UGGCGCUAC:--

protein

normdlni sekvence
syntetizovaného
proteinu

zarazena jina
aminokyselina

missence mutace

-TGGCGCCAC -

-UGGCGCCAC -

do sekvence proteinu

leni. Jejich proteinové produkty kontroluji spravnost
a presnost déleni a dokazi vzniklé chyby bud’ opravit
(tzv. ,,care takers*, napt. BRCA1, BRCA2), nebo bu-
ku nepustit do dalsi faze déleni (tzv. ,,gate keepers*)
¢i dokonce vyvolat bunéénou smrt, apoptoézu (napf.
p33, ATM, Rb).

Jejich porucha zplsobi, ze buitka s chybou ve
struktufe DNA postoupi do dalsi faze bunééného dé-
leni a v disledku selhani mechanizmti opravujicich
DNA umozni vznik dalSich mutaci (tab. 2.2).

silent mutace nonsense mutace

~-TGGCGCTAT - --TGGCGCTAA--

~UGGCGCUAU -

do sekvence proteinu
zarazena stejna
aminokyselina

~UGGCGCUAA--

- X

protein je predCasné

ukoncéen na koddénu

signalizujicim konec
syntézy (UAA)

Obr. 2.2 Efekt jednotlivych typt bodovych mutaci na konec¢ny proteinovy produkt genu. Tzv. missense mutace vede ve
svém dusledku ke vloZeni jiné aminokyseliny do syntetizovaného proteinového fetézce. To mize vést ke zméné konfor-
mace proteinu a ke ztraté (tumor supresory), nebo naopak ziskani nové fukce (onkogeny). Mutace ticha, silent, neovlivni
strukturu proteinu. Na urovni DNA a pfedev§im mRNA vSak m(ze ovliviiovat nékteré regulacéni a sestfihové mechaniz-
my. Nonsense typ mutace vede k ukon&eni syntézy proteinu v misté mutace, nebot dojde k vytvofeni tzv. terminacniho
kodonu — kombinace tfi nukleotidu (kodénu), které nekdduji Zadnou aminokyselinu, ale signalizuji ukonéeni translace.
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Obr. 2.3 Priklad vzniku velkych genovych amplifikaci a deleci, které vedou k amplifikaci protoonkogen( a vypadku tumor
supresort. Po nepfesném sparovani homolognich chromozému a nasledné nerovhomérné vymeéné genetického mate-
rialu mezi chromatidami v dcefinych burikach prebyva, nebo se naopak nedostava geneticky material.

2.1.3 Mechanizmy mutageneze

U onkogenu je dostacujici, aby byla poskozena jedna
jeho kopie, alela, a na templatu takto modifikované-
ho genu vznika patologicky protein. Tumor supreso-
rovy gen musi byt naopak inaktivovan, a to ob¢ jeho
kopie, alely (tzv. Knudsonova teorie dvojiho zésahu
— two hits theory). Inaktivujicim zasahem muize byt
bodova mutace, vypadek celého genu nebo velkého
chromozomalniho useku, ale i zména epigeneticka.

B Bodové mutace

Formy poruchy genu mohou byt riizné. Bodova mu-
tace znamena, Ze jeden, nebo nékolik malo nukleoti-
dg, ,,pismen“, DNA vypadne (delece), je naopak na-
vic vloZeno (inzerce, duplikace), nebo zaménéno
beze zmény poctu nukleotidl (substituce — miize byt
missense, tzn. Ze do sekvence proteinu je zarazena ji-
na aminokyselina, nebo nonsense, tzn. Ze mutace vy-
tvoii stop kodon, triplet, na némz tvorba proteinu
kon¢i). Syntetizovany protein je pak kratsi (v dasled-
ku posunové, frameshift, nebo nonsense mutace) ne-
bo jsou v jeho struktufe jiné¢ aminokyseliny, coz vede
bud’ ke ztrat¢ jeho funkce (u tumor supresortt), nebo
naopak k trvalé aktivaci ¢i ziskani nové funkce (u on-
kogent). Vzhledem k tomu, Ze stiedné velky gen
(napt. BRCAI) ma nékolik set tisic nukleotidd, jedna
se 0 zmény subtilni, odhalitelné slozitymi metodami
molekuldrni genetiky (obr. 2.2).

B Translokace

Poruchy struktury gend vSak mohou postihovat dale-
ko vétsi useky. Cely chromozom muize byt v jednom
misté zlomen a pak napojen na chromozom jiny —
translokace (typickd napf. pro krevni malignity).
Casti riznych gendi tak mohou vytvofit zcela novy
fazni gen, ktery miize puisobit jako onkogen. Nebo se
takto protoonkogen muze dostat pod vliv ciziho sil-
ného promotoru (sekvence, ktera rozhoduje, v jakém
mnoZzstvi bude dany gen exprimovan, tj. kolik protei-
nu se vytvori) a jeho proteinovy produkt se tvori
v nadmérném mnozstvi (obr. 2.3).

B Amplifikace

V prubéhu nepfesného bunécného déleni mize byt
do dcefiné buiiky pteneseno vice homolognich chro-
mozomt nebo jejich fragmentl. Geny na nich lokali-
zované jsou tak v buiice pfitomny ve vice kopiich,
coz muze vést k jejich veétsi expresi.

B Ztrata heterozygozity
(LOH - loss of heterozygosity)

V DNA se nachézeji tseky s vysokou interindividu-
alni variabilitou sekvence. Kombinace variability
v mnoha usecich vytvari pro daného jedince zcela je-
dine¢ny vzorec, nékdy hovotime o tzv. DNA finger-
printingu. Tato variabilita je vyuzivana v nékterych
molekularné biologickych aplikacich. Ptikladem je
analyza ztraty heterozygozity, kterd vyuZziva variabi-
lity v tzv. mikrosatelitarnich markerech.
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Obr. 2.4 Ztrata heterozygozity (loss of heterozygozity —
LOH) pri fragmentacni analyze fluorescencné znacenych
produktil PCR na pristroji Abi Prism 310. Analyzovan je
mikrosatelitarni Usek na chromozomu 17 oznacovany jako
D17S855. Cisla na vrcholech kfivky popisuji plochu pod
kfivkou. Horni kfivka — analyza DNA izolované z krve, dol-
ni kfivka — analyza DNA z nadoru.

Jako mikrosatelitarni markery (také STRs — short
tandem repeats) jsou oznaCovany useky DNA,
v nichZ se opakované tandemove¢ za sebou uspotradan
vyskytuje jedno- az Sestibazovy motiv. Celkova dél-
ka takové sekvence je do n€kolika set parti bazi. Jsou
velmi frekventni, jeden mikrosatelitarni marker pfi-
padd na 6 kb genomické sekvence.

Heterozygozita je vyjadiena riznou délkou mik-
rosatelitarnich markerti na obou alelach (tj. na matet-
ském a otcovském chromozomu).

U tumor supresorovych gend mize dojit ke ztraté
celého genu nebo i jeste vétsi Casti chromozomu. Pti
analyze nadoru se takovy genovy vypadek projevi ja-
ko tzv. ztrata heterozygozity (LOH) (obr. 2.4). Za-
timco v nenadorové tkani vidime obraz dvou (rozdil-
nych) alel, ve tkdni nadorové najednou jedna z alel
chybi (v nékterych studiich je tento typ inaktivace
tumor supresorového genu oznacovan jednoduse
,,l0ss*, oproti amplifikaci oznaCované jako ,,gain®).

Né&kdy mizeme pii analyze nddoru vidét misto
puvodnich dvou alel alely tii nebo alely jiné délky
nez pivodni. V takovém ptipad¢ hovotime o mikro-
satelitarni instabilité. Ta vznika v disledku poruchy
genl, tzv. mismatch repair system, které maji za ukol
opravovat drobné chyby v sekvenci DNA. Pii jejich
dysfunkci se chyby hromadi a v nékterych, repetitiv-
nich, usecich DNA, kde se opakuje mnohokrat za se-

bou stejny dvou- nebo nékolikabazovy motiv, vedou
ke generovani ,,novych* alel.

21.4 Epigenetické zmény
Pouze genetické alterace nejsou dostateénym vysveét-
lenim vSech zmén doprovazejicich nadorovou trans-
formaci buniky, pfedev§im zmén exprese jednotli-
vych gent, zvlasté¢ kdyz Zzadnou mutaci (at’ jiz
bodovou ¢i velkou chromozomalni) v DNA nenacha-
zime. Proto bylo zvySené Usili vénovano odhaleni
faktorti lezicich mimo samotny sled nukleotidd. Tyto
zmeny jsou nazyvany epigenetické, nebot’ neméni
samotnou sekvenci DNA, ale modifikuji bud’ jednot-
livé nukleotidy (aniz by ménily smysl genetického
kédu), nebo bilkoviny komplexu nukleoproteint,
které maji zasadni vliv na genovou expresi. Mezi tyto
zmeény patii predevs§im metylace cytozind v promo-
torovych sekvencich a acetylace histont.

Promotory nékterych genil, sekvence slouzici
k vazbé transkrip¢nich faktort na DNA, jsou bohaté
na tzv. CpG islands, sledy dinukleotidii CG. Cytozin
v této pozici mize byt enzymy metyldzami (a deme-
tylazami) metylovan (¢i demetylovan) za vzniku tzv.
S5-metylcytozinu. Gen s hypermetylovanym pro-
motorem je exprimovan méné, s hypometylovanym
promotorem vice. Metyla¢ni vzorec se ptfenasi do
dcefinych bunék. V germindalni (zarodecné) podobé
je pak podstatou tzv. imprintingu, tj. rozdilného feno-
typického projevu, v zavislosti na tom, zda se alela
dédi od otce, nebo od matky (Praderiv Willitiv/An-
gelmandv syndrom).

Acetylaci histont fidi enzymy acetyldzy/deacety-
lazy. SniZeni exprese je nejcastéji spojeno s deacety-
laci histonti.

215 Vyznam molekularni genetiky

pro klinickou praxi

Pro efektivni 1éEbu malignit je nezbytna ¢asna a pres-
na diagn6za s moznosti optimalizace terapie a mini-
malizace neZadoucich u¢inkd. Casna diagnéza nado-
rového onemocnéni spolu s individualni terapii ,,na
miru®“ mohou snizit imrtnost a zlepsit perspektivu
a kvalitu Zivota pacienta. Gynekologické zhoubné
nadory ptedstavuji skupinu chorob, u kterych je pro-
gnoza zavisla na subtilnich genomickych, epigene-
tickych a proteomickych zménach. UZiti molekular-
né biologickych technik, véetné analyzy metylaci
a acetylaci a technik proteomickych, se stava dule-
zitym nastrojem nejen v zékladnim vyzkumu, ale
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i v rozhodovani o vhodné terapii. Epigenetika a pro-
teomika v soucasné dob¢ nabizeji nové a velmi slibné
pfistupy nejen pro identifikaci specifickych biomar-

2.2

kert a jejich nasledné vyuziti ve screeningu, ale také
pro pfesnou charakterizaci a typizaci tkani, vcetné
tkani nadorovych.

Molekularni genetika nékterych

gynekologickych malignit

2.21 Molekularni genetika

ovarialniho karcinomu

B Etiologie

V soucasnosti existuji dvé starsi a rozsifené hypotézy
popisyjici pric¢iny vzniku epitelialniho ovarialniho
karcinomu. Ovula¢ni hypotéza predpoklada, Ze na-
dor vznikd v disledku opakovanych mikrotraumat
povrchového epitelu vajecniku pii ovulaci. Po kazdé
ovulaci poskozeny epitel proliferuje a hoji se. Cim
cetngjsi je proliferace epitelu, tim vétsi je moznost
chybné replikace a nadorové transformace postizené
buniky. Podle této teorie je riziko vzniku maligniho
epitelidlniho nadoru funkci poctu ovulaénich cykla
v zivoté zeny. Kazdy faktor redukujici pocet ovulac-
nich cykla pisobi protektivng.

Gonatropinova hypotéza naproti tomu predpokla-
da, ze zvysené hladiny cirkulujicich gonadotropini
(folikuly stimulujici hormon a luteiniza¢ni hormon)
stimuluji produkci ovaridlnich estrogent a jejich pre-
kurzort. To vede ke vzniku inkluznich cyst a takto
LHuveznéné® (entrapped) epitelidlni bunky mohutné
proliferuji, coz miize opét vést k replikacnim chybam
a nadorové transformaci. Riziko vzniku karcinomu
ovaria je podle této teorie funkci délky expozice va-
jecnikid gonadotropinim. Faktory redukujici hladiny
cirkulujicich hormonti by pak mély sniZzovat riziko
ovarialniho karcinomu.

Ob¢ uvedené hypotézy mohou vysvétlit protek-
tivni efekt uzivani hormonalni kontracepce a tého-
tenstvi na vznik ovaridlniho karcinomu. Existuje
vSak stale jesté mnoho kontroverzi.

Piedpokladame-li platnost gonadotropinové teo-
rie, pak by hormonalni substitu¢ni terapie (HRT),
ktera snizuje hladinu cirkulujicich gonadotropinti,
méla snizovat riziko ovaridlni malignity. Recentni
data v8ak ukazuji, Ze HRT na vznik nddoru vliv nema,
nebo dokonce Ze riziko vzniku karcinomu zvysuje.

Podobné, pokud plati ovulacni teorie, mély by mit
zeny s ovulaéni infertilitou snizené riziko vzniku na-
doru. Soucasné prace vsak uvadéji, Zze zeny s ovu-
la¢ni infertilitou maji toto riziko nezménéné, nebo
vyssi. Porody dvojcat, kde bychom u matky predpo-
kladali vétsi pocet ovulaci, jsou spojeny se snizenim

rizika ovarialniho karcinomu. Pokud navic koreluje-
me uzivani hormonalni kontracepce s délkou obdobi
ovulaci (ovulatory life), zjistime, ze dochazi k vétsi-
mu sniZeni rizika vzniku karcinomu, nez by odpovi-
dalo mechanizmu pouhé inhibice ovulace.

Je zfejmé, Ze uvedené dvé rozsifené hypotézy ne-
mohou vysvétlit vSechny pozorované aspekty vzniku
ovaridlniho karcinomu. Proto v soucasné dob¢ vzni-
kaji hypotézy dalsi, které se snazi ptedchozi teorie
doplnit.

Dalsi teorie, androgenova/progesteronova, pied-
poklada zapojeni téchto hormonti do procesu vzniku
karcinomu vaje¢nikil. Androgeny jsou produkovany
tekalnimi bunikami, jsou pfitomny ve folikuldrni te-
kuting a jsou zékladnimi steroidy rostouciho foliku-
lu. V postmenopauze byla zaznamenana vyssi pro-
dukce androgenti a vyskyt androgennich receptort
v ovarialni tkani. Ulohu androgenti v ovarialni karci-
nogenezi podporuji i epidemiologickd data. Hormo-
nalni kontracepce snizuje produkci testosteronu
v ovariich 0 35-70 %. V prospektivni studii byly po-
zorovany vyssi hladiny sérového androstendionu
u pacientek s karcinomem ovaria ve srovnani s kon-
trolami. V jiné studii bylo ve skupiné pacientek sig-
nifikantné vy$s§i zastoupeni Zen s polycystickymi
ovarii, a tedy s vy$Simi hladinami androgent nez
v kontrolni skupin¢ zdravych Zen. V rozsahlé pro-
spektivni studii sledujici 31 000 pivodné zdravych
zen po dobu 7 let vzrustalo riziko ovarialniho karci-
nomu signifikantn€ se vzestupem poméru pas-boky
(waist-to-hip ratio), ktery je markerem centralni obe-
zity. Centralni obezita pozitivné koreluje s hladinou
androgent u Zen. Progesteron ma oproti tomu ziejmé
pfi vzniku ovarialniho karcinomu roli protektivniho
faktoru.

Ve snaze vysvétlit vztah mezi panevnim zanétem,
endometriézou a ovaridlnim karcinomem vznikla
tzv. teorie zanétu predpokladajici, Ze prave zanét hra-
je kauzalni roli pfi vzniku nadoru. Tubdlni ligace
a hysterektomie, které prerusi cestu mozné infekce
do abdominalni dutiny, vedou v nékterych pracich ke
sniZeni rizika ovarialniho karcinomu. UZivani neste-
roidnich antiflogistik také plisobi protektivné.
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Vsechny uvedené hypotézy jsou podpoieny daty
ziskanymi v experimentalnich a populacnich studi-
ich. Pfesto vSak zadnd nevysvétluje dokonale vSech-
na ziskana data. Odhaluji ale potencialni synergické
protektivni a rizikové mechanizmy podilejici se na
vzniku epitelidlniho ovarialniho karcinomu a upo-
zorfuji na jevy, které je nutno blize zkoumat. Uko-
lem studia molekularnich mechanizmi karcinogene-
ze je integrovat, vysvétlit a vyuZzit zdkladni bunééné
a subcelularni procesy vedouci v dusledku k maligni
transformaci buiky.

B Typ I a typ I ovaridlniho karcinomu

Sled molekuldrnich zmén vedoucich ke vzniku epite-
lidlniho ovaridlniho karcinomu neni v souc¢asné dobé
tak dobfe znam jako u jinych solidnich nadort. Je to
predevsim proto, ze jsme donedavna neznali piesné
stadia vyvoje ovarialniho tumoru od benigniho po
maligni. V poslednich nékolika letech bylo vynalo-
Zeno velké usili na studium vlastnosti neinvazivnich
a invazivnich ovarialnich tumord vsech histologic-
kych typl ve snaze poznat jejich patogenezi a pred-
povedét biologické chovani.

Epitelialni ovarialni nadory jsou tradi¢né déleny
do skupin podle histologickych charakteristik (ser6z-
ni, mucindzni, endometrialni, nador z jasnych bun¢k
a Brennerliv tumor) a kazdy typ se mlize vyskytovat
ve formé benigni, hrani¢ni (borderline) a maligni
(karcinom). Mucindzni a endometrialni borderline
nadory jsou ¢asto spojovany s rozvojem invazivnich
nadorti, zatimco ser6zni borderline nadory pouze
vzacné se vznikem serd6zniho invazivniho karcino-
mu. To také vedlo k nazoru, Ze se jedna o dve odlisné
entity a ne pouze dvé stadia vyvoje téhoz nadoru.

Cetné studie rozliuji podskupinu low-grade
serdznich nadord, kterou nazyvaji mikropapilarni
serdzni karcinom (micropapillary serous carcinoma
—MPSC). Kromée definované morfologie ma tato jed-
notka nizkou prolifera¢ni aktivitu a pfiznivé biolo-
gické chovani. Takové nadory ostfe kontrastuji
s konven¢nim typem ser6znich karcinomtl, které na-
opak predstavuji agresivni, malo diferencované na-
dory s vysokou proliferaéni aktivitou.

Termin MPSC popisuje neinvazivni nador nizké-
ho maligniho potencialu, ktery je vSak jiz odlisny od
castéjsiho typu, tzv. ,,atypicky proliferujiciho ser6z-
niho tumoru®, ktery spada do skupiny borderline na-
dord. MPSC je tak povazovan za prekurzor, in situ
stadium, low-grade serdznich karcinomu (je proto
Cast&ji nazyvan intraepitelidlnim low-grade ser6znim
karcinomem).

Vysledky molekularnégenetickych analyz umoz-
nily v soucasné dob&é podrobn&jsi charakterizaci

benignich, borderline i malignich ovarialnich epiteli-
alnich nadort a dovoluji odlisit dva zékladni typy
ovaridlnich epitelidlnich karcinomu, které maji do
jisté miry odli$ny vzorec genovych zmén a také od-
lisné biologické chovani. Spise nez vazbu k typické-
mu histotypu popisuje tato kategorizace odlisné mo-
lekularni cesty karcinogeneze (tab. 2.3).

Epitelialni ovarialni karcinom typu I

Nédory typu I jsou oznacovany jako ,,low-grade®.
Vyznacuji se postupnym vyvojem z benignich a bor-
derline nadort (sekvence cystadenom, eventualné
adenofibrom — borderline — karcinom). Patii sem tzv.
low-grade serdzni karcinomy (cca 25 % vsech ser6z-
nich karcinomtl), mucindzni karcinomy, endometri-
alni karcinomy, maligni Brennertiv tumor a clear cell
karcinomy. Serdzni a mucin6zni nadory vznikaji pti-
mo z povrchového epitelu ¢i z inkluznich cyst, nado-
ry endometridlni a svétlobunééné pak z lozisek endo-
metridzy.

U téchto nador nachazime velmi ¢asto mutace
onkogenll BRAF a K-ras. Produkty obou genii piisobi
jako pocatecni regulatory transdukéni bunécné cesty
RAS/RAF/MEK/ERK/MAP, ktera zprostredkovava
prenos rastovych signali do bunééného jadra. Onko-
genni mutace BRAF a K-ras vedou k trvalé, konstitu-
tivni aktivaci této cesty a podporuji tak procesy ve-
douci k nadorové transformaci buiiky. Tyto mutace
vznikaji velice ¢asné v procesu karcinogeneze, prav-
dépodobné piedchazeji vzniku borderline nadord.
Ani jeden z téchto genti neni mutovan u high-grade
karcinom (typ II).

U endometridlnich karcinomi nachdzime navic
i mutace tumor supresorového genu PTEN (nalezené
i v loziscich endometriézy obklopujici karcinom),
ztratu heterozygozity ¢i mikrosatelitarni instabilitu.
MSI je Casto pozorovana i u clear cell karcinomu. Je
pravdépodobné, ze endometrialni a clear cell karci-
nomy vznikaji ze stejnych prekurzorii (n¢kterymi au-
tory je clear cell karcinom povazovan za nediferen-
covanou formu endometrialniho karcinomu).

Low-grade tumory jsou charakterizovany pomalejsi
progresi a vyssim pétiletym prezitim (55 % v. 33 %
u typu II).

Epitelialni ovaridlni karcinom typu II

Néadory typu II jsou oznacovany jako ,,high-grade®.
U téchto karcinomi nezname vyvojova stadia, pred-
pokladame, ze vznikaji rychle, ptfimo z ovarialniho
epitelu nebo z inkluznich cyst na zakladé mutaci vy-
znamné ovliviiujicich mitotickou stabilitu burky
a jsou charakteristické vy$§im gradingem a horsi pro-
gnozou. Patii sem high-grade serdzni karcinomy (cca
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Tab. 2.3 Molekularni zmény u obou typu epitelialnich ovarialnich karcinomi

typ | (low-grade) prekurzor

molekularni zmény

low-grade ser6zni karcinom

serézni cystadenom/cystadenofibrom
serdzni borderline tumor

mutace BRAF, K-ras (~67 %)

mucindzni karcinom

mucindzni cystadenom
mucin6zni borderline tumor
intraepitelialni karcinom

mutace K-ras (>60 %)

endometrialni karcinom endometrioza

endometrialni adenofibrom
endometrialni borderline tumor
intraepitelialni karcinom

LOH, mutace PTEN (20 %)
mutace B-kateninu (16-54 %)
mutace K-ras (4-5 %)

MSI (13-50 %)

clear cell karcinom endometrioza

clear cell adenofibrom
clear cell borderline tumor
intraepitelialni karcinom

mutace K-ras (5—16 %)
MSI (~13 %)
mutace TGFB RIl (66 %)

maligni BrennerGv nador Brenner(v nador

borderline tumor typu Brennerova

zatim neznamé

nadoru
typ Il (high-grade) prekurzor molekularni zmény
high-grade serdézni karcinom neznamy mutace p53 (50—80 %)
amplifikace/overexprese HER2/neu
(10-20 %); mutace AKT2 (12-18 %)
nediferencovany karcinom neznamy zatim neznamé

maligni smiSeny mezodermalni nador | neznamy
(karcinosarkom)

mutace p53 (>90 %)

75 % vsech ser6znich karcinomi), nediferencované
karcinomy a maligni smiSeny mezodermalni nador
(karcinosarkom). N¢které nadory této skupiny jsou
oznacovany jako clear cell (jasnobunécéné, svétlebu-
nécné), nebot’ jejich builky — alespon nekteré — maji
svétlou (jasnou) cytoplazmu. Geneticky se vsak odli-
Suji od ,klasickych® clear cell karcinomt typu L
U tohoto typu nadorti nachazime v naprosté vétsi-
né pfipadii mutace tumor supresorového genu p53
(u karcinosarkomu stejné mutace v epitelialni i me-
zenchymalni komponentg, coz je jednim z dokladt
monoklonalniho ptvodu tohoto nddoru). V této sku-
piné je pozorovana také vysokd frekvence amplifika-
ce a overexprese HER2/neu (20-67 %), inaktivace
tumor supresoru p/6 (z¢asti v dusledku hypermetyla-
ce promotoru), amplifikace genu pro serin/treonino-
vou kinazu AKT2, amplifikace genu Rsf-1, jehoz
produkt se podili na remodelaci chromatinu. Tyto ge-
netické zmény jsou velmi vzacné u benignich, bor-
derline a low-grade nadora.

High-grade nadory se li§i i svym expresnim vzor-
cem. Predevs§im je nadmérné exprimovan apolipo-
protein E (apo-E) a lidsky leukocytarni antigen G
(HLA-G). Podobna korelace exprese HLA-G s hor-
$im biologickym chovanim nadoru byla pozorovéna
i u nemalobunééného karcinomu plic. Vysvétleni ta-

kové korelace je mozné najit v ochran¢ nadorovych
bunék pied lyzou buitkami imunitniho systému (pie-
devsim NK buiikami).

B Prognostické a prediktivni molekularni
markery u karcinomu ovaria

Ovarialni karcinom je onemocnéni se Sirokou varia-
bilitou klinické odpovédi. Proto jsou intenzivné stu-
dovany parametry, pfedev$im molekularni markery,
které by mohly presnéji nez klasické markery jako
grading nadoru nebo stadium onemocnéni urcit pro-
gndzu (a tim zafadit pacientku do skupiny s vEétSim
nebo mensim rizikem) nebo predikovat odpoveéd’ na
1écbu.

Regulace bunééného cyklu

Vznik zhoubného nddoru je charakterizovan chyb-
nou proliferaci, kterd je vysledkem poruch regulac-
nich mechanizmti bunééného cyklu. Uloha mnoha
onkogenl a tumor supresortt v molekularnich ces-
tach, regulujicich at’ jiz pozitivné, nebo negativné
bunéény cyklus, je znama. Konkrétni prognosticky
a prediktivni vyznam jednotlivych genovych pro-
duktt je vSak stale pfedmétem studia.
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Gen p53 » Kdoduje nuklearni fosfoprotein, ktery se
vaze na specifické sekvence DNA a funguje jako
transkrip¢ni faktor — ovliviiuje pozitivné, nebo nega-
tivné expresi dalSich gend regulujicich rist a déleni
bunky. Protein p53 se v buiice (v jejim jadie) ucastni
procest kontroly bunééného cyklu, odpovédi na po-
Skozeni DNA a udrzovani genomické stability, odpo-
védi na stres, bunééného starnuti a apoptozy.

Gen p353 je jednim z nejCastéji mutovanych genti
v liniich lidskych karcinomi, jeho somatické alterace
nachéazime u zhruba 50 % vSech epitelidlnich zhoub-
nych nadort. Vétsina missense mutaci méni konfor-
maci proteinu p53, coz vede ke ztraté jeho funkce,
zéroven vSak zvySuje jeho stabilitu, a tim zvySuje
ijeho bunécnou hladinu. Proto je pozorovana korela-
ce mezi zvySenou imunoreaktivitou p53 a mutaci to-
hoto genu.

Ve shod¢ s pozorovanim u fady jinych nadoru je
i u karcinomu vajec¢nikd detekovana mutace nebo
overexprese p53 u zhruba 50 % nadort bez zavislosti
na stadiu onemocnéni. Rada analyz udava moznou
prognostickou hodnotu téchto alteraci ve vztahu
k celkovému preziti. Multivariatni studie vSak nepo-
tvrzuji jejich nezavislou prognostickou hodnotu.
Nejasny je také vyznam prediktivni (predikce odpo-
vedi na 1écbu).

I kdyz neni vyznam samotné inaktivace genu p53
ve vztahu k prognéze ¢i predikci definitivné vyjas-
nén, mize p53 fungovat jako pomocny faktor v kom-
binaci s dalsimi molekularnimi charakteristikami
(napf. pozitivni prognosticky vyznam p2] pouze
u tumord bez alterace p53).

p21 (gen CDKN1A4)» Kdduje potentni inhibitor cyk-
lin dependentni kinazy. Protein p21 se vaze na kom-
plexy cyklin-CDK2 a cyklin-CDK4 a funguje tak ja-
ko regulator progrese bunécného cyklu ve fazi GI.
Exprese p21 je pod kontrolou tumor supresoru p53.
Protein p21 je tak medidtorem odpovédi p53 na bu-
nécny stres a zprosttedkovava p53 dependentni za-
stavu bunécného cyklu ve fazi G1.

Neékteré studie uvadéji v multivariantni analyze
horsi celkové preziti u pacientek s nadory s nizsi ex-
presi genu CDKNIA, ptedevsim u p53 negativnich
nadort (tj. nddorti s normalni, nezvySenou, expresi
genu p53). Jedna studie uvadi pozitivni korelaci ex-
prese p21 k odpovédi na chemoterapii na bazi pla-
tiny.

p27 (gen CDKNI1B) » Koduje dalsi inhibitor cyklin
dependentni kinazy. Stejné jako p21 inhibuje kom-
plexy cyklin-CDK2 a cyklin-CDK4. Niz§i exprese
CDKNIB je spojena s horsi progndzou.

p16 (gen CDKN2A) » Metylace promotoru a delece
genu CDKNZ2A4 je spojena s horsi prognézou a pro-
gresi onemocnéni. Studovéany byly i dalsi inhibitory
cyklin dependentnich kindz p14 a p57 (Kip2), avSak
bez jasného prognostického nebo prediktivniho vy-
znamu.

Cykliny » Cyklin D1 tvofi komplex s CDK4 a CDK6
a tvoii jejich regulac¢ni podjednotku. Aktivita tohoto
komplexu je nutna pro piechod bunééného cyklu
z faze G1 do faze S. Mnoho studii poukazuje na neza-
visly prognosticky vyznam cyklinu D1 — zvySena ex-
prese je spojena s horsi prognozou.

pRb » Produkt genu Rb je dilezity pro fizeni trans-
kripénich mechanizmti v ¢asné fazi G1 bunécného
cyklu. Protein pRb potlacuje expresi tranksripénich
faktort, predevsim E2F, duilezitych pro produkci dal-
Sich faktorti stimulujicich bunéény cyklus. Protein
pRb je fosforylovan komplexy cyklin D1-CDK4
a cyklin E-CDK2. Fosforylace vede k reverzibilni
inaktivaci proteinu, a buiika tak miZze postoupit do
dalsi faze bunééného cyklu. Hypofosforylace naopak
vede k zastave bunécného cyklu v ¢asné G1 fazi. N¢-
které studie uvadéji vztah exprese pRb k prognoze
onemocnéni.

Apoptoza

Apoptdza je dulezitym mechanizmem uplatiiujicim
se nejen v procesu karcinogeneze, ale také v odpove-
di na chemoterapii, nebot’ fada chemoterapeutik
(napf. taxany) pasobi v buiice zmény, které ve svém
dasledku vedou v ptipadé nepoSkozenych bunéc-
nych mechanizmi k apoptoze.

Rodina Bcl-2 » Cleny této rodiny jsou geny s pro-
apoptoticky (napt. Bax, Bcl-x) a antiapoptoticky
(napt. Bcl-2) pusobicimi funkénimi proteinovymi
produkty.

Proteinovy produkt protoonkogenu Bc/-2 plsobi
jako inhibitor apoptozy. Dalsi ¢lenové této rodiny,
Bax a Bcl-x, ptisobi proti této inhibici, moznym me-
chanizmem je i pfima heterodimerizace s Bcl-2.

Zvysena exprese Bcl-2 vede k ochrané naddoroveé
buiiky pred apoptdzou, tedy i pfed ucinkem cytosta-
tik. Pfedpoklada se, ze protein Bcel-2 je klicovym fak-
torem pii vzniku mnohocetné Iékové rezistence.
Nadbytek proapoptotickych proteinil této rodiny na-
opak zvySuje senzitivitu k cytostatické 16cbé.

Survivin » Survivin je inhibitor apoptdézy. Inhibuje
proteolytickou aktivitu kaspazy 3 a v dsledku svého
pusobeni vede k imortalizaci buiiky. Podobné jako
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u Bcl-2 je zvysena exprese tohoto genu spojena s hor-
§1 prognozou.

CA125/MUC16

Protilatka OC125 reagujici s ovarialnim karcinomo-
vym antigenem CA125 byla objevena jiz pred 20 le-
ty. CA125 je glykoprotein detekovany v supernatan-
tu z tkdnovych kultur ovaridlniho karcinomu
a detekovatelny i v séru. Jedna se o diferencia¢ni an-
tigen fetalniho i dospélého coelomového, ale i bron-
chialniho epitelu. Gen kédujici CA125 byl klonovan
v roce 2001, sekvencné je ptibuzny s genem pro mu-
cin, proto byl nazvan MUCI6.

U 99 % zdravych Zen je plazmatickd hladina
CA125 nizsi nez 35 kIU/1, zatimco u 82 % pacientek
s karcinomem ovaria je vyssi. V 90 % koresponduje
longitudindlné sledovana hladina CA125 s masou
nadoru. ZvySena hladina vSak muize byt pfitomna
i u nékterych benignich afekci — endometriozy, ja-
terni cirhozy, pfi pfitomnosti folikuldrnich cyst, pfi
menstruaci a v t€hotenstvi. Hodnoty vys§i nez v plaz-
m¢e jsou nalézany v plodové vode, matetském mléce
a v cervikalnim sekretu.

U pacientek se vstupni pozitivitou CA125 mize
byt tento marker pouzit k monitorovani nemoci.

c-ErbB2 (HER2/neu)

Gen pro tento lidsky homolog pivodniho mysiho on-
kogenu neu lezi na dlouhém raménku 17. chromozo-
mu (17q21-22). Kéduje 185kDa transmembranovy
glykoprotein s tyrozinkinazovou aktivitou. HER2/neu
je Clenem rodiny receptorti ristovych faktort. Patii
sem i EGF-R (ErbB1), Her3 (ErbB3) a Her4 (ErbB4).

HER2/neu se sklada z extracelularni domény
vazajici ligand a intracelularni domény s tyrozinki-
nazovou aktivitou. Muze vytvaret heterodimery
s dal$imi ¢leny EGF-R rodiny. Fosforyla¢ni kaskada
spusténa onkoproteinem HER2/neu vede prostied-
nictvim aktivace signalnich proteinti (fosfolipaza Cg,
fosfatidylinositol-3-kinaza, nebo ras-GTP kaskada)
ke stimulaci bunééné proliferace a diferenciace.

Nemutovany HER2/neu je zvySené exprimovan
nebo amplifikovan s vysokou frekvenci u fady ma-
lignich solidnich tumord. Zatim nebyly uvefejnény
préce popisujici alteraci kodujici sekvence tohoto ge-
nu. Zvysena exprese HER2/neu vede ke zvySené ak-
tivaci genu fidicich bunécny rtst a déleni.

Ve zdravé ovarialni tkani je exprese HER2/neu
nizka. Zvysené se tento onkogen exprimuje asi u tie-
tiny epitelialnich ovaridlnich karcinom (rdzné prace
uvadéji vyskyt overexprese u 19-59 % nadort).
Prognosticky vyznam amplifikace nebo overexprese
HER2/neu zistava u ovarialniho karcinomu nejasny.

Pouze jedna prace uvadi nezavislou korelaci mezi
zvySenou expresi HER2/neu a krat§im celkovym pte-
zitim. Dosud nebyl pozorovan vztah mezi expresi
HER2/neu a stadiem podle FIGO, gradingem nadoru
ani histologickym typem nadoru.

Intenzivné se také studuje otazka chemorezis-
tence nadorovych bunék se zvySenou expresi
HER2/neu. Felip et al. (1995) pozorovali, Ze mezi na-
dory nereagujicimi na chemoterapii zalozené na pla-
tinovych derivatech bylo 75 % nédora s overexpresi
HER2/neu, ve srovnani s 18,6 % ve skupin€ na 1écbu
reagujici.

c-myc
c-myc je Elenem rodiny myc gentl, ktera zahrnuje ge-
ny B-myc, L-myc, N-myc a s-myc. Lezi na dlouhém
raménku osmého chromozomu (8q24) a jeho koduji-
ci sekvence je tvofena pouze ttemi exony. V disled-
jsou na templatu mRNA tohoto genu syntetizovany
dva proteiny (p64 a p67) lisici se v délce o 15 amino-
kyselin. Produkt genu c-myc je DNA vazajici pro-
tein. Na N-konci obsahuje transaktiva¢ni transkripéni
doménu, jeho karboxylovy konec pak tvofi dimeri-
zaéni doménu struktury leucinového zipu. Ucastni se
regulace bunécné proliferace, potlacuje nebo stimu-
luje expresi mnoha gend, véetn€ cyklinih A, D a E
a genu p53. Deregulovanou expresi genu c-myc na-
chazime u mnoha zhoubnych nadord. Z gynekologic-
kych malignit kromé& ovarialniho karcinomu také
u karcinomu prsu a karcinomu déloZzniho hrdla. Akti-
vace tohoto onkogenu je nejcastéji zptisobena chro-
mozomalni translokaci nebo amplifikaci.
Amplifikaci a/nebo zvySenou expresi nachdzime
u 26-37 % vsech ovarialnich karcinomd. Podil akti-
vace tohoto protoonkogenu je u ser6znich adenokar-
cinomu az 63 %. Nékolik studii nepotvrdilo vztah
mezi overexpresi genu c-myc a celkovym prezitim.
Jen jedna studie popisuje signifikantni korelaci, pou-
ze vsak je-li overexprese c-myc spojena s aktivaci
onkogentt HER2/neu a K-ras. Aktivace c-myc je ¢as-
tym nalezem u pokrocilych stadii ovarialnich karci-
nomt, coz mize byt znamkou toho, Ze c-myc hraje
dulezitou roli pii progresi onemocnéni. Vztah aktiva-
ce c-myc k odpovédi na chemoterapii nebyl jesté do-
statecné prozkouman.

K-ras

Clenové rodiny genti ras, c-H-ras (Harvey), c-K-ras
(Kirsten) a c-N-ras (neuroblastoma), jsou onkogeny
nejCastéji spojovanymi se vznikem lidskych malig-
nich nadort (pankreas, kolorektum, plice). c-K-ras
byl lokalizovan jiz v roce 1985 na kratkém raménku
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Tab. 2.4 Klinické, patologické a molekularni charakteristiky obou typ( karcinomu endometria

typ | typ Il
histotyp endometroidni non-endometroidni (serézni papilarni)
vék nizsi (pre-, perimenopauzalni) vy$Si (postmenopauzalni)
predchazejici hyperplazie ano ne
estrogenni dependence ano ne
grade nizky VysoKky
myometrialni invaze minimalni hluboka
biologické chovani pomalu progredujici rychle progreduijici
MSI ano ne
LOH ne ano
genové alterace PTEN, B-katenin p53

12. chromozomu (12p12.1). Ackoli se tii rizné ras
geny lisi svou sekvenci, vSechny koduji 21 kDa
protein, oznacovany také p21™. Ras proteiny jsou
soucasti bunééné membrany a maji GTPazovou akti-
vitu. Ucastni se spousténi riistu a déleni bun&k pro-
stfednictvim aktivace kaskady serinovych a treoni-
novych proteinkinaz, jako RAF-1 nebo MAP kinazy
(mitogen activated protein kinases). Ras proteiny
mohou byt aktivovany Sirokou fadou podnétt. Patii
mezi né predevsim rlstové a diferenciacni faktory.
Mutovany K-ras protein ztraci schopnost spontanni
inaktivace a jako trvale aktivni stimuluje autonomné
rust a diferenciaci buiiky.

Alterace onkogenu K-ras jsou pozorovany u kar-
cinomu ovaria pomérné Casto. Jsou to predevsim bo-
dové mutace v kodonech 12, 13 a 61 (stejné jako
u viech ostatnich malignit). Rada studii nachazi ko-
relaci mezi alteracemi K-ras a histologickym typem
nadoru; jsou Castéj$i u mucindznich nadord, benig-
nich, borderline i malignich (11-75 % oproti 5-36 %
unemucinéznich nadorti). Tyto nalezy podporuji hy-
potézu, ze mutacni aktivace onkogenu K-ras je Cas-
nou udalosti v procesu vzniku ovarialniho mucinéz-
niho karcinomu. Pouze né€kolik studii se zabyvalo
vztahem alterace K-ras k progndze onemocnéni. Za-
véry jsou kontroverzni, nékteré studie vSak uvadeéji
prognosticky nepfiznivy efekt téchto alteraci. Stejné
jakou onkogenu c-myc i u K-ras neni vyznam aktiva-
ce genu pro odpoveéd na chemoterapii dosud jasné
dokumentovan. Pouze jedna studie se zabyvala od-
povédi na terapii platinovymi derivaty a nenalezla
zadny signifikantni vztah.

Kalikreiny

Kalikreiny tvofi skupinu proteind s alterovanou ex-
presi v mnoha lidskych malignitdch. Mnohé z nich
byly u karcinomu ovaria popsany jako nezavislé
prognostické nebo prediktivni faktory. Zajimava je

pfedevsim asociace exprese #K4 s rezistenci k taxa-
niim.

2.2.2 Molekularni genetika

karcinomu endometria

Na zakladé¢ histologickych, biologickych a moleku-
larnégenetickych charakteristik mtizeme odlisit dva
typy endometrialniho karcinomu. Tyto dva typy ne-
lze chapat zcela dogmaticky, napf. nckteré non-
-endometroidni karcinomy ziejmé vznikaji na pod-
kladé preexistujiciho endometroidniho karcinomu
(tab. 2.4).

B Typ I karcinomu endometria

Typ I pfedstavuje cca 80 % vSech zhoubnych nddora
délozni sliznice. Vznikd na ziklad€ atypické hy-
perplazie endometria a je podminén estrogenni
stimulaci. Maximum vyskytu je u Zen v pre- a peri-
menopauze. Je doprovazen obezitou, hyperlipidemi,
anovulac¢ni sterilitou a pozdnim nastupem menopau-
zy. Typicky je takovy nador omezen na délohu a ma
pfiznivou prognézu.

V bunikéch téchto nadorii ¢asto nachdzime mikro-
satelitarni instabilitu (MSI, 25-30 %) s pfedpokladem
puvodni inaktivace (v¢etné hypermetylace promoto-
ri) genti mismatch repair systému (MLHI, MSH?2,
MSH3, PMS2, MSH6). Déle jsou Casté predevsim tfi
alterace: intragenové mutace gentt PTEN (37-61 %),
K-ras (10-30 %) a S-kateninu (25-38 %).V mensi
mife jsou nachdzeny i mutace genti pro TGFp, Bax
a IGF-RIL

Gen PTEN je lokalizovan na 10. chromozomu
(10g23.3). Tento region podléha ztraté heterozygozi-
ty u 20-30 % karcinomd, intragenové mutace jsou
pfitomny u 30-80 % nadord. Mutace genu PTEN
jsou navic nachdzeny az u 20 % hyperplazii s atypie-



60 Onkogynekologie
typ |
estrogenni vliv
I I I I I
simplexni komplexni komplexni Ca G1 Ca G2 CaG3
hyperplazie hyperplazie hyperplazie
bez atypil s atypiemi
PTEN PTEN PTEN PTEN PTEN PTEN
MSI MSI MSI MSI
K-ras K-ras K-ras K-ras
p53
typ Il
bez estrogenniho vlivu
I I I
endometroidni serézni serdzni
intraepitelialni papildrni papilarni
karcinom karcinom karcinom —
glandularni
forma
p53 p53 p53

Obr. 2.5 Schéma genovych alteraci v procesu karcinogeneze jednotlivych typl karcinomu endometria

mi i bez nich, lze tedy pfedpokladat, ze se jedna
o ¢asnou udalost v procesu karcinogeneze (obr. 2.5).
To kontrastuje se zjisténimi u jinych nadord, kde jsou
alterace PTEN casté (karcinom prostaty, maligni me-
lanom, gliomy) a vznikaji v procesu karcinogeneze
velmi pozdné.

Protein PTEN ma fosfatazovou aktivitu na lipido-
vych substratech, predevs§im fosfatidylinositolu. Ten
je velmi dualezitou molekulou, druhym poslem (se-
cond messenger) v signalni transdukci a reguluje
fosforylaci proteinkinazy B. Cilem plsobeni fosfory-
lované proteinkinazy B jsou produkty tumor supre-
sorovych gentl pfimo ovliviiujici bunéény cyklus
(p21, p27) aapoptéozu (BAD, MDM?2, FKHR). Ztrata
funkce PTEN tak vede k proliferaci buiiky a Uniku
z kontrolnich mechanizmi vedoucich k apoptoze.

Spektrum mutaci nachazenych v genu PTEN je
Siroké a zahrnuje vSechny tradi¢ni bodové alterace
(missense, nonsense, frameshift). Mutace jsou nej-
Castéji detekovany v exonech 3-5, 7 a 8, ovlivilyji ve
svém dusledku nejen samotnou pfitomnost fosfata-
zové aktivity, ale také jeji miru, stabilitu proteinu
a jeho subcelularni lokalizaci.

I u 1020 % endometridlniho karcinomu typu
I byly pozorovany alterace genu p53, vétSina u nado-
ri méné diferencovanych. Az polovina nadorti G3
ma mutace genu p33, vzacné jsou nachazeny u nado-
i G2 a nebyly popsany u dobife diferencovanych
(G1) nadord ani u hyperplazie. ZvySena exprese
a mutace p53 jsou spojeny s horsi prognozou. Nekte-

rymi autory jsou dokonce nediferencované (G3) en-
dometrialni karcinomy fazeny pod typ II.

B Typ II karcinomu endometria

Typ II ptedstavuje cca 10 % endometridlnich malig-
nit. Histologicky jde zpravidla o papilarni ser6zni
karcinomy vyvijejici se z endometrialnich polypt
nebo prekancerdz v atrofickém endometriu. Nevzni-
ka na podklad€ hyperplazie a neni zavisly na estro-
genni stimulaci. Prognoza je horsi, Castéji pozoru-
jeme hlubokou myometrialni a lymfovaskuldrni
invazi. Molekularné je typicky mutacemi genu p53
a ¢etnymi ztratami heterozygozity (LOH).

Serozni papilarni karcinomy endometria byly stu-
dovany méné intenzivné nez karcinomy endometri-
alni, coz odrazi predevsim jejich nizsi vyskyt. Acko-
liv byl vyzkum zaméfen na mnoho potencidlnich
kauzalnich genovych zmén, pouze alterace genu p53
byly detekovany ve vétsiné nadort. Nékteré prace
uvadéji, ze gen p53 je alterovan az u 90 % téchto kar-
cinomt. Typ Il karcinomu endometria ma tak pomeér-
né vysadni postaveni mezi solidnimi lidskymi malig-
nitami, nebot’ jen zfidka je to pouze jeden gen s tak
zasadnim vyznamem pro karcinogenezi. Zaroven se
zda, Ze je to pravé chybéjici funkce tumor supresoru
p53, ktera dava témto nadorim vysoky maligni po-
tencial. U endometridlnich intraepitelidlnich karci-
nomt, prekurzorii endometridlniho karcinomu typu
I, nachazime alterace genu p53 v 75 %. Zda se tedy,
ze k inaktivaci dochazi ¢asné€ v procesu karcinogene-
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ze. Tim se nadory typu II také odlisuji od typu I, kde
nachazime vypadky funkce genu p53 az v pozdnich
fazich, pfedevsim u nediferencovanych nadora.

Na rozdil od typu I jsou u typu II velmi vzacné
mutace genit PTEN nebo K-ras. Mikrosatelitarni in-
stabilita nebyla dosud u nadora typu II popsana. Zda
se, ze cetnéjSi jsou u typu II alterace genit c-myc
a HER2/neu, dosud vsak neni jasny vyznam jejich
porusené funkce.

B Méné casté typy karcinomu endometria —
nador z jasnych bunék
Clear cell karcinom je pomérné vzacnou variantou
karcinomu endometria. V klinicko-patologickém
hodnoceni nachazime urcité kontroverze ohledné
biologického chovani tohoto nadoru, pétileté preziti
se pohybuje v Sirokém rozmezi 21-75 %. Karcinom
z jasnych bunék se mize vyskytovat ve své Cisté po-
dobé, jasnobunééna diferenciace vsak mize byt pfi-
tomna i v nadorech s endometrialni, nebo naopak se-
rézni komponentou. I kdyz je jasnobunéény
karcinom fazen do typu II, urcita diskrepance v posu-
zovani jeho biologického chovani, molekuldrni cha-
rakteristiky a pfitomnost zaroven s endometrialni ne-
bo serdzni slozkou naznacuji, Ze tento typ nadoru
zcela nezapada do tradi¢niho dualistického schématu
a muze tvorit samostatnou svébytnou jednotku.
Imunohistochemicky, pfi zaméfeni na p53, Ki67,
estrogenove a progesteronové receptory, jsou jasno-
bunééné nadory ve své Cisté formé odlisné od typu
I i typu II. VétSina jich nenese alterace genit PTEN
ani p53, typické pro jeden z klasickych typt. Naopak
nadory, které vykazuji pouze v casti jasnobunéec-
nou diferenciaci a jejichz zakladni komponentou je
endometrialni nebo serdézni karcinom, maji vzorec
genovych alteraci typicky pro typ I, nebo II. To pod-
poruje, podobné jako u karcinomu vaje¢nikli, mono-
klonalni ptivod obou komponent téchto nadort a pii-
slusnost takového karcinomu k jednomu z obou
klasickych typt.
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karcinomu délozniho hrdla

Nejvétsi pozornost je u tohoto nadoru vénovana in-
terakci lidského papilomaviru s epitelidlni buiikou.
HPV je relativné maly neobaleny DNA virus veli-
kosti cca 55 nm v priméru. Jeho genom se sklada
z jedné cirkularni dvouvlaknové molekuly DNA ob-
sahujici pfiblizné 7900 part bazi.

Kédujici je pouze jedno vldkno. Funkéné se ge-
nom dé€li do tii ¢asti: prvnich 400-1000 parti bazi

zaujima nekodujici sekvence (long control region —
LCR). LCR obsahuje tzv. p97 promotor s enhance-
rem a silencerem, tedy sekvencemi, které ovliviiuji
uroven exprese. Tento komplex fidi replikaci DNA
a reguluje transkripci virového genomu. Tato oblast
je podobna tzv. glukocorticoid responsive element —
sekvenci DNA, na kterou se vaze komplex
receptor-steroidni hormon (i progesteron) a indukuje
expresi. V nékterych pracich se timto efektem vy-
svétluje zvysSeni rizika cervikdlniho karcinomu
u dlouhodobych uzivatelek kombinované oralni kon-
tracepce.

Druhou ¢ast tvoti sekvence casnych genti E1, E2,
E4, E5, E6 a E7, které se castni virové replikace
a zasahuji do tumorogeneze. Tieti ¢ast je tvofena
pozdnimi geny kodujicimi kapsidové strukturalni
proteiny L1 a L2.

K infekci HPV jsou citlivé pfedevsim bunky
bazalni vrstvy skvamocelularniho epitelu. Je pravdé-
podobné, zZe k infekci je nutné mikrotrauma epitelu.
Pokusy o pasazovani HPV v prostych tkanovych kul-
turach selhaly, nebot’ pro replikaci viru je nutné, aby
probéhl proces diferenciace epitelidlnich bungk.
Mnozeni HPV se tak dafi pouze v biologickych mo-
delech (xenografty) nebo v pevnych kulturach (raft
culture systems) umoznujicich stratifikaci bun¢k.

Genom HPV koduje pouze 8-10 proteind. Ty
vSak dokdzi zménit a ,,ochocit” replikacni aparat
buiiky ve prospéch viru. Pro tumorogenezi jsou kli-
¢ové dva produkty virovych genti— E6 a E7, které in-
teraguji s bunénymi tumor supresory, cykliny a cyk-
lin dependentnimi kindzami, tedy klicovymi faktory
regulace bunééného cyklu.

B Virovy onkoprotein E6
Vazba proteinu E6 high-risk typu HPV na protein
p53 spousti modifikaci tohoto komplexu bunéénymi
ubikvitin-ligdzami a jeho néslednou degradaci. Za-
sadné je poté alterovana regulacni funkce p53 v G1
fazi, spusténi apoptdzy a oprav DNA. Inaktivace pro-
teinu p53 vede k nadmérné tvorbé cyklinu B, ktery
ovliviiuje pfechod z G2 do M faze mitdézy. E6 muze
navic aktivovat telomerdzu nezavisle na pfitomnosti
p53.

Protein E6 low-risk typu HPV nevéaze p53 na de-
tekovatelné Urovni a ani v in vitro studiich neovliv-
nuje stabilitu proteinu p53.

B Virovy onkoprotein E7

Protein E7 high-risk typu HPV se vaZe na hypofos-
forylovanou formu proteint z rodiny produkti Rb
gentll. Vazba vede k rozpojeni komplexti pRb a trans-
kripcniho faktoru E2F-1. Uvolnény E2F-1 spousti
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transkripci gend nutnych pro prechod z G1 faze mito-
zy do S faze. Navic miZe protein E7 interagovat
s dal§imi promitotickymi faktory, napf. cyklinem E.
Dusledkem je stimulace syntézy bunétné DNA
a proliferace bunky. E7 nezavisle na pRb indukuje
abnormalni centrozomalni duplikaci.

Protein E7 low-risk typi HPV vaze protein pRb

vy

B Integrace virového genomu do genomu
hostitelské bunky

V low-grade intraepitelialnich 1ézich se virova DNA
nachazi jako extrachromozomalni element, zatimco
v high-grade 1ézich se virova DNA integruje do ge-
nomu hostitelské buiiky. To vede nejcastéji k naruse-
ni sekvence genu pro virovy protein E2, ktery potla-
¢uje transkripci gentt £6 a E7. Disledkem je zvySena
exprese téchto dvou gent.

Integrace virového genomu do genomu hostitel-
ské bunky je pfimym disledkem papilomavirem in-
dukované chromozomalni instability a je dilezitym
faktorem v progresi pfednaddorovych 1ézi. Integrace
do hostitelského genomu vede k naruSeni nebo dys-
regulaci mnoha dilezitych bunéénych genti v disled-
ku inzer¢ni mutageneze.

2.3
pro klinickou praxi

2.3.1 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova fetézova reakce (PCR — polymerase
chain reaction) byla vyvinuta v 80. letech minulého
stoleti a je Siroce pouzivanou metodou, ktera slouzi
predevsim k ziskéni dostate¢ného mnozstvi materia-
lu k naslednym analyzdm nebo vytvaii dostate¢né
mnozstvi cilové sekvence k ptimé nebo neptimé de-
tekei.

V izolované DNA je cilova sekvence, tedy misto
v DNA, které chceme zkoumat, v poméru k ostatnim
sekvencim zastoupena ve velmi malém mnozstvi, jez
nam vétSinou neumoziiuje detekovat napt. zmény
v zékladni struktufe (sekvenci) zkoumaného tiseku.
PCR nam umoznuje cilené si tento a pouze tento tsek
namnozit — amplifikovat tak, aby ve vysledném roz-
toku predstavoval naprostou vétSinu genetického
materidlu. Ten Ize pak pouzit k dal§im experimen-
tim (napf. restrikci nebo sekvenovani) nebo piimo
detekovat (napf. elektroforézou, denaturacni kapali-

B Predispozi¢ni polymorfizmus genu p53

V roce 1998 byl popsan mozny vliv polymorfizmu
v kodonu 72 genu p53 na riziko HPV indukované
karcinogeneze v cervikdlnim epitelu. Predpoklad
zvySeni rizika byl zaloZzen na pozorovani, Ze protein
p53 je efektivnéji inaktivovan virovym proteinem
E6, pokud ma v pozici 72 aminokyselinu arginin — ve
srovnéni s formou, kdy je na pozici 72 prolin. V brit-
ské populaci je pro homozygoty arginin/arginin po-
pséno 7x vyssi riziko HPV asociovaného karcinomu
délozniho hrdla ve srovnani s heterozygoty argi-
nin/prolin. V ¢eské populaci jedina prace toto zvyse-
ni rizika neprokazuje a ani v jinych populacich neni
dosud vyznam tohoto polymorfizmu zcela jasny.

B Molekularni cile v procesu vzniku
karcinomu déloZniho hrdla

I kdyz je vice nez 99 % karcinomti délozniho hrdla
spojeno s HPV infekci, ne v§echny HPV pozitivni
Zeny karcinomem onemocni. Vyvoj zhoubného na-
doru délozniho hrdla je tedy mnohostupfiovym pro-
hu. Velka pozornost je vénovana identifikaci dalSich
subcelularnich pochodt, jejichz defekty vznikaji
v pribéhu karcinogeneze. Mezi tyto cile patifi geny
pl6, Ki67, EGFR, COX-2 a geny pro keratiny a ma-
trixmetaloproteinazy.

Metody molekularni genetiky s vyznamem

novou chromatografii/denature high performance li-
quid chromatography — DHPLC, fragmentacni
analyzou apod.).

Samotna reakce probiha v mikrozkumavce, ktera
je umisténa v termostatu schopném meénit velmi
rychle a precizné teplotu (cykler). V reakéni smési je
obsazeno:

— templatova DNA (zakladni material, jehoz urcity
usek chceme namnozit, amplifikovat),

— primery — kratké (obvykle 20-30bazové) tseky
jednovlaknové DNA; primery jsou dva (oznaco-
vané jako forward a revers), kazdy komplemen-
tarni k jinému vlaknu DNA a ohranicuji ampli-
fikovanou oblast; jejich 3" konce slouzi jako
,,0¢ko™ (misto, od néhoz Ize zalit syntézu) pro
DNA polymerazu,

— DNA polymeraza — enzym, ktery napojuje kom-
plementarné deoxynukleosidtrifosfaty (zékladni
stavebni kameny DNA) podle templatu stavajici-
ho vlakna DNA na 3’OH skupinu pfedchoziho



