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KISPLY X

(Lenvatinib) Tvrdé tobolky

Zamereno na f s

prvni linii pokrocileho renalniho karcinomu

Lenvatinib je v kombinaci s pembrolizumabem hrazen v prvni linii u dospélych pacientt s pokrocilym, inoperabilnim
nebo metastatickym svétlobunéénym renalnim karcinomem se stfedni nebo $patnou progndézou.

Celé znéni indikaéniho omezeni najdete na: www.sukl.cz

Zkracena informace pro preskripci:

Kisplyx 4 mg tvrdé tobolky, Kisplyx 10 mg tvrdé tobolky

Slozeni: lenvatinibum (ve formé lenvatinibi mesilas). Charakteristika: Lenvatinib je inhibitor receptorové tyrosinkinazy (RTK), ktery selektivné inhibuje kinazovou aktivitu receptort pro
vaskuléarni endotelidlni rastovy faktor VEGFR1 (FLT1), VEGFR2 (KDR) a VEGFR3 (FLT4), kromé jinych RTK souvisejicich s proangiogenni a onkogenni drahou, véetné receptord pro ristovy
faktor pro fibroblasty FGFR1, 2, 3 a 4, receptoru pro rustovy faktor pro krevni desticky PDGFRp, KIT a RET. Indikace: Pfipravek Kisplyx je indikovan k Ié¢bé dospélych pamentu s pokrocilym
karcinomem ledvin v kombinaci s pembrolizumabem v prvni linii 1é&by. V kombinaci s everolimem po jedné predchazejici IéEbé cilené na vaskularni endotelidlni ristovy faktor.
Kontraindikace: Hypersenzitivita na lé¢ivou latku nebo na kteroukoli pomocnou latku. Kojeni. Davkovani: Kisplyx v kombinaci s pembrolizumabem v prvni linii Ié¢by Doporuéena davka
lenvatinibu je 20 mg (dvé 10mg tobolky) peroralné jednou denné v kombinaci s pembrolizumabem bud 200 mg kazdé 3 tydny nebo 400 mg kazdych 6 tydnt podavaném ve formé
intravenozni infuze po dobu 30 minut. Denni davka lenvatinibu ma byt upravena dle potieby podle planu fizeni davky/toxicity. Lé¢ba lenvatinibem ma pokracovat do progrese onemocnéni
nebo neprijatelné toxicity. LéCba pembrolizumabem ma pokracovat do progrese onemocneni, nepfijatelné toxicity nebo po maximalni délku 1écby, jak je uvedeno pro pembrolizumab.
Kisplyx v kombinaci s everolimem jako druh4 linie Iécby. Doporucena denni davka lenvatinibu je 18 mg (jedna 10mg tobolka a dvé 4mg tobolky) peroralné jednou denné v kombinaci s 5 mg
everolimu jednou denné. Denni davky lenvatinibu a, pokud je to nezbytné, everolimu maji byt upraveny dle potieby podle planu fizeni davky/toxicity. Podrobné udaje k davkovani, Gprave
¢i odlozeni davky viz Souhrn idaju o pfipravku. Interakce: Sou¢asné podani lenvatinibu, karboplatiny a paklitaxelu nemélo zadny vyznamny vliv na farmakokinetiku jakékoliv z téchto 3 latek.
U pacient s RCC nebyla navic farmakokinetika lenvatinibu vyznamné ovlivnéna sou¢asnym podavanim everolimu. Klinicka studie lékovych interakci u pacientil s rakovinou ukazala, ze
plazmatické koncentrace midazolamu (citlivy substrat CYP3A a Pgp) se v pfitomnosti lenvatinibu nezménily. U pacient s RCC nebyla navic farmakokinetika everolimu vyznamné ovlivnéna.
Nezadouci G¢inky: Nejéastéji hladené nezadouci Ucinky (které se vyskytly u 230 % pacientt) byly prijem (61,8 %), hypertenze (51,5 %), unava (47,1 %), hypotyreéza (45,1 %), snizena chut
k jidlu (42,1 %), nauzea (39,6 %), stomatitida (36,6 %), proteinurie (33,0 %), dysfonie (32,8 %) a artralgie (32,4 %).

Upozornéni: Pfed zahajenim Ié¢by lenvatinibem je nutné zajistit adekvatni kontrolu krevniho tlaku a, pokud je znamo, ze pacient ma hypertenzi, ma byt takovy pacient Ié¢en stabilni davkou
antihypertenziv po dobu alespon 1 tydne pfed IéEbou lenvatinibem. Byly hlaseny zavazné komplikace nedostate¢né kontrolované hypertenze, véetné aortalni disekce. Je dilezité véasné
zjisténi a uéinna léba hypertenze, aby byla minimalizovana potfeba prerusit |é¢bu a snizit davku lenvatinibu. U pacientd Iéenych lenvatinibem byla zaznamenana proteinurie. Je tfeba
pravidelné sledovat mnozstvi bilkovin v moci. Bude-li testovaci prouzek indikovat proteinurii = 2+, mGze byt nutné prerusit Iécbu, upravit davkovani nebo Iébu zcela ukon¢it. U pacient
s tézkou poruchou funkce ledvin je nutné pocatecni davku lenvatinibu upravit. Lenvatinib narusuje exogenni supresi $titné zlazy. Je tfeba pravidelné kontrolovat hladiny tyreostimulaéniho
hormonu (thyroid stimulating hormone, TSH) a upravit podavani tyreoidalnich hormond, aby se dosahlo pfiméfené hladiny TSH podle Ié€ebného cile pacienta. Zeny ve fertilnim véku se
musn béhem Ié¢by lenvatinibem a jesté minimalné jeden mésic po ukonceni teraple vyvarovat otéhotnéni a musi pouzivat vysoce Gcinnou antikoncepci. V souc¢asné dobé neni znamo, zda
muze lenvatinib snizit G¢innost hormonalni antikoncepce, a proto maji zeny uZivajici peroralni hormonalni antikoncepci pouzivat jesté bariérovou ochranu. Udaje o podavani lenvatinibu
téhotnym Zenam nejsou k dispozici. Lenvatinib byl embryotoxicky a teratogenni pfi podani potkantim a kralikim. Neniznamo, zda se lenvatinib vylucuje do lidského matefského mléka.
Lenvatinib a jeho metabolity se vylucuji do matefského mléka potkanu Riziko pro kojené novorozence nebo déti nelze vyloudit, a proto je podavani lenvatinibu v obdobi kojeni
kontraindikovano. Lenvatinib ma kvali nezadoumm Gucinkam, jako jsou Ginava a zavraté, maly vliv na schopnost fidit nebo obsluhovat stroje Pacienti, u kterych se vyskytnou tyto pFiznaky,
maiji pfi fizeni nebo obsluze stroji dbat zvySené opatrnosti. Podrobné tdaje viz Souhrn udaja o pfipravku. Podminky uchovavani: Neuchovavejle pfi teploté nad 25 °C. Uchovavejte
v plvodnim blistru, aby byl pfipravek chranen pred vlhkosti. Vydej prlpravku je vazan na lékarsky predpis. Datum posledni revize SPC: 03/2024. Registracni cislo: EU/1/16/1128/002

udajd o prlpravku nebo jsou k dispozici na adrese Eisai GesmbH organizaéni slozka Holuslcka 2253/1, 148 00 Praha 4 Chodov tel +420 242 485 839, kontakt_praha@eisai.net. F'rlpravekje
hrazen ze zdravotniho pojisténi s omezenim. Pfed predepsanim se seznamte s aktua’lnim znénim indikaénich omezeni.
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KEYTRUDA

(pembrolizumab)

VICE ZiTRKU pro pacienty
s renalnim karcinomem’

Zkracena informace o lécivém piipravku

Nazev pripravku: KEYTRUDA® 25 mg/ml koncentrat pro infuzniroztok. Kvalitativni a kvantitativni sloZeni: Injekéni lahvicka se 4 mi koncentrétu obsahuje 100 mg pembrolizumabu. Pomoané dtky: Sachardza, histidin, polysorbét 80, monohydrét
histidin-hydrochloridu, voda pro injekci. Indikace: Pripravek KEYTRUDA je indikovén: 1.v monoterapii u dospélyich a dospivajicich ve véku 12 let a starsich s pokrocilym (neresekovatelnym nebo metastazujicim) melanomem; 2.v monoterapii k adjuvantn
1écbé dospélych a dospivajicich ve véku 12 let a starsich s melanomem stadia 1B, IIC nebo IIl, ktef{ podstoupili kompletnf resekei; 3. v kombinaci s chemoterapif obsahujic platinu v neoadjuvantni 1écbé a ndsledné v monoterapii v adjuvantnf Iécbé u
resekovatelného nemalobunécného karcinomu plic (NSCLC) s vysokym rizikem recidivy u dospélych; 4. v monoterapii k adjuvantnf 1éché dospélych s NSCLC, kteff majf vysoké riziko recidivy po kompletn resekci a léché chemoterapif na bdzi platiny; 5. v
monoterapii v prvni linii u metastazujictho NSCLC u dospélych, jejichz nadory exprimujf PD-L1 se skére nédorového podilu (TPS) = 50 % bez pozitivnich nédorovyich mutact EGFR nebo ALK; 6. v kombinaci s chemoterapif pemetrexedem a platinou v prvni
linii u metastazujicto neskvamdzniho NSCLC u dospglyich, jejichZ nddory nevykazuji pozitivni mutace EGFR nebo ALK; 7. v kombinaci s karboplatinou a (nab)paklitaxelem v prvnf linii u metastazujictho skvamézniho NSCLC u dospélyich; 8. v monoterapii u
lokélné pokrocilého nebo metastazujicho NSCLC u dospélych, jejichZ nadory exprimuji PD-L1s TPS > 1%, a ktef{ jiz byli 1éceni nejméné jednim chemoterapeutickym rezimem. Pacienti s pozitivnimi nadorovymi mutacemi EGFR nebo ALK musf byt také
predtim, neZ dostanou pripravek KEYTRUDA, éceni cflenou terapif; 9. v monoterapii u dospélych a pediatrickyich pacientti od 3 let s relabujicim nebo refrakternim klasickym Hodgkinovym lymfomem, u nichZ selhala autologni transplantace kmenovyich bunék
(ASCT), nebo byli léceni alespori dvéma predchozimi terapiemi, pricemz ASCT nenf moznost Ié¢by; 10. v monoterapii u lokdln pokrocilého nebo metastazujiciho urotelidIniho karcinomu u dospélyich, ktef{jiz byli Iéceni chemoterapif obsahujici platinu; 11.v
monoterapii u lokdIné pokrocilého nebo metastazujiciho urotelidIniho karcinomu u dospélyich, ukteryich nenf chemoterapie obsahujici cisplatinu vhodnd a u kterych nadory vykazujf expresi PD-L1 s kombinovanym pozitivnim skdre (CPS) = 10; 12. vkombinaci
s enfortumabem vedotinem v prvniliniiu neresekovatelného nebo metastazujiciho urotelidiniho karcinomu u dospélych; 13.v monoterapii nebo v kombinacis chemoterapil platinou a fluoruracilem (5-FU) v prvniliniiu metastazujicho nebo neresekovatelného
recidivujictho skvamézniho karcinomu hlavy a krku (HNSCC) u dospélyich, jejichZ nddory exprimugji PD-L1s CPS = 1; 14. vmonoterapii u recidivujictho nebo metastazujictho HNSCC u dospéljich, jejichz nédory exprimuji PD-L1 s TPS = 50 % a kteff progredujf
pfi chemoterapii obsahujici platinu nebo po ni; 15. v kombinaci s axitinibem v prvni linii u pokrocilého rendlniho karcinomu (RCC) u dospélych; 16. vkombinacis lenvatinibem v prvn linii u pokrocilého RCC u dospélych; 17. v monoterapii k adjuvantnf Iécbé
dospélych s RCC se zvySenym rizikem rekurence po nefrektomii nebo po nefrektomii a resekci metastatickyich Iézf; 18. Nadory MSI-H/dMMR. Kolorektdini karcinom (CRC), v monoterapii pro dospélé s MSI-H nebo dMMR CRC: - v prvnilinii metastazujictho CRC,
- po predchozi kombinované Iéché zalozené na fluorpyrimidinu u neresekovatelného nebo metastazujictho CRC; Neddory kromé (G, v monoterapii u ndsledujicich MSI-H nebo dMMR nddord u dospélych s: - pokrocilym nebo recidivujicim endometridinim
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Predmluva

Vazeni ¢tenari,

pravé drzite v rukou knihu Onkologie v klinické praxi
s podtitulem Standardni ptistupy v diagnostice a 1é¢bé
vybranych zhoubnych néddort. Jedna se o jiz ¢tvrté, vy-
znamné prepracované a doplnéné vydani.

Duvodi k aktualizaci této monografie bylo oprav-
du mnoho. Tim nejzdsadnéj$im byl obrovsky pokrok
v terapii prakticky véech nadord. Dal$im dtivodem byla
snaha poskytnout kliniktim ¢esky psany zdroj odbor-
nych informaci. Takova kniha na trhu dosud chybéla,
a tak jsme zacali usilovné pracovat na zohlednéni nej-
novéjsich trendu a postupt v textu knihy.

Dalsi podobné zamérené knihy na trhu cili spise na
internisty, chirurgy apod., zatimco nase kniha cili pfi-
mo do ordinaci klinickych a radia¢nich onkologt, ktefi
budou mit po ruce podklady pro slozita rozhodovani
u konkrétnich pacientt. Predpokladame, Ze kniha bude
i vhodnym textem pro piipravu na atestaci.

K prednostem této monografie patii systematicky
a do hloubky, av§ak zaroven srozumitelné popsané déje,
které jsou na molekularni drovni zodpovédné za vznik
a rozvoj malignich nemoci - buné¢né déleni, rust, di-
ferenciace a apoptdza, reparace DNA a kancerogeneze.
To vse excelentné pripravili prof. MUDr. Zdenék Kleibl,
Ph.D., a doc. MUDr. Ondfej Havranek, Ph.D. Nazorn4
barevna schémata doplnujici jednotlivé kapitoly umoz-
nuji vizualizovat si a pochopit slozité déje, které ve fyzio-
logickych burikach nastavaji a vedou k malignitdm. Dalsi
je skute¢nost, ze autoti dtisledneé cti genetickou nomen-

klaturu: geny jsou popsané kurzivou, jejich proteinové
produkty béznym pismem, geny nepredchazi zbyte¢né
»C“ pred jejich symbolem, zkratka ¢tenaf neztraci nit
a vzdy vi, zda se pohybujeme v buné¢ném jadre nebo jiz
jde o prepsané geny do jednotlivych produkta.

V obecné ¢asti pribyla informace o novych zptisobech
testovani 1éka a novych designech klinickych zkousek
a klini¢t{ onkologové jisté oceni seznameni se zdsadami
radia¢ni onkologie. Do této sekce pribyla také ucelena
kapitola o pozitronové emisni tomografii.

Druhd ¢ast obsahuje informace o $ir§im spektru
diagnéz, nez tomu bylo dfive. Pribyla kapitola o mezo-
teliomu, nové jsme se vénovali i melanomu okuldrnimu
a slizni¢nimu.

A pokud jde o treti ¢ast popisujici podpiirnou lé¢bu
v onkologii, zde kromé aktualizovanych informacich
o dfive diskutovanych tématech nové zarazujeme kapi-
tolu o terapii maligniho ascitu.

Na zavér bych rad podékoval za cely autorsky kolektiv
véem sponzorim, ktef{ umoznili vydani této knihy, a to
predev$im Klubu mladych onkologt, ktery je hlavnim
sponzorem knihy.

A ¢tenartim bychom radi poprali, aby se kniha cetla
lehce a aby usnadnila vasi praci ¢i ptipravu na odbornou
zkousku.

Listopad, 2024,

doc. MUDr. Jan Novotny, Ph.D., prim. MUDr. Pavel
Vitek, Ph.D., a prof. MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D.

Xin






Dékujeme Klubu mladych onkologt, z.s.,
za podporu vydani knihy.

KLUB MLAQ\'(CH
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1 Preklinicka cast

1.1 Zakladni charakteristiky
nadorovych onemocnéni

Zdenék Kleibl

vevrs

jejich nekontrolovatelny rust nerespektujici vystavbovy
plan organismu. Tento vystavbovy plan za¢ina u jednot-
livych bunék sdruzujicich se do funkénich uskupeni, ze
kterych se sklddaji tkané tvorici organy usporadané do
organovych soustav synchronizované pracujicich v ramci
organismu. Hierarchizované struktute vystavbového plé-
nu organismu odpovidd i jeho fizeni. Zatimco regulaci
organt a jejich soustav ovladaji distan¢né ptisobici neu-
rohumoralni systémy, regulace jednotlivych bunék je re-
alizovana predev$im pomocilokalnich signalt. Spravnou
funkci bunéénych komponent naptic¢ celym vystavbovym
planem organismu trvale dozoruje imunitni systém.
Jednotlivé bunky naseho organismu podléhaji cyk-
lické obnové, kterd zahrnuje nahrazeni poskozenych
¢i starych (senescentnich) bunék bunkami novymi.

Tab. 1.1 Signaly ovliviujici mitogenni signalizaci v bufice

Burnky obnovujicich se kompartmentt solidnich tkéni
vznikaji v naprosté vét$iné délenim (mitézou) okolnich
plné maturovanych bunék. Podnétem tohoto déleni je
promitoticka stimulace zahrnujici integraci lokalnich,
distan¢nich a intraceluldrnich signal vyhodnocujicich
ptipravenost délici se matetské bunky k zahajeni bunéc-
ného cyklu (tab. 1.1).

Pocet bunéénych déleni (replika¢ni potencial) je
u normalnich maturovanych bunék tkani omezen na
nékolik desitek mitdz (tzv. Hayflickiv limit). Hlavnim
omezenim poctu mitéz je zkracovani koncovych ¢asti
chromozomil - telomer, ke kterému dojde pti kazdém
bunééném déleni v dtisledku nemoznosti syntetizovat
termindlni dseky opozdujiciho se vlakna dvousroubo-
vice DNA pfi semikonzervativnim procesu replikace.
Telomery jsou tvofeny opakujici se oligonukleotidovou
sekvenci (TTAGGG),, na kterou se vaze komplex pro-
teint ochranujici konce chromozomt (tzv. shelterinovy
komplex)." Pti dosazeni kriticky nizké hodnoty délky
telomer v bunice dochazi k ireverzibilni zastavé bunéc-
ného déleni (replika¢ni senescence), ktera nakonec
vede ke smrti starnouci bunky procesem apoptozy (viz
kap. 1.4 Zmény v nddorovém mikroprosttedi).

délka telomer

Lokalni signaly rlistové faktory

cytokiny

adhezivni molekuly
Distan¢ni signaly hormony
Intracelularni signalizace integrita genomové DNA

neporusenost mitochondrii
energeticky (ATP) a substrétovy (dNTPs) dostatek

ATP - adenosintrifosfat; ANTPs — 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty
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K obnové bunéénych populaci predevsim u rychle
se délicich a relativné kratkodobé prezivajicich bunék
nékterych tkdni (naptriklad epitelii gastrointestinal-
niho traktu ¢i krevnich bunék) slouZi progenitorové
bunky vznikajici z bunék kmenovych. Kmenové bun-
ky jsou fenotypové nezralé, nediferencované bunéc¢-
né elementy majici charakter embryonalnich bunék.
Jejich charakteristickou vlastnosti je aktivni exprese
genu TERT kédujiciho telomerazu (RNA-dependentni
DNA-polymerazu, reverzni transkriptazu, umoziuji-
ci prodluzovani koncovych oblasti telomer), ke které
v diferencovanych burnkach tkani prakticky nedochazi.
Smyslem kmenovych bunék je doplnovani progenito-
rovych bunék, které vznikaji asymetrickym délenim
bunék kmenovych. Pfi ném jedna z dcetinych bunék
setrvavd ve stavu kmenové bunky, zatimco druha dce-
find burika zahajuje pfeménu do podoby progenitoru.
Progenitorové bunky se vyznacuji vysokou mitotickou
aktivitou. Jejich tkolem je nahrazovani bunék tkani,
které se vlivem dosazeni Hayflickova limitu prestaly
délit. Vysledkem hierarchického usporddani (kmenové
bunky > progenitorové bunky > zralé bunky tkanf) je
udrzovani tkanové homeostazy — dynamické rovno-
vahy zodpovédné za obnovu (zahrnujici predevsim
mitogenezi, senescenci a apoptézu) a spravnou funk-
ci (maturaci a odpovéd na regula¢ni podnéty) bunék
prislusné tkané v dlouhém ¢asovém horizontu Zivota
¢lovéka.

Vznik maligniho nadorového onemocnéni je spe-
cifickou poruchou tkanové homeostazy pocinajici na
urovni bunék maligné transformované tkané, které jsou
v dusledku zmény svych fenotypovych vlastnosti, inva-
zivniho rtstu a selhdni kontrolnich imunitnich mecha-
nismt schopny diseminovat cestou distan¢né se $ificich
metastaz. Naprosta vét$ina zhoubnych nadorovych one-
mocnéni bez 1é¢by progreduje do systémového onemoc-
néni vedouciho ke smrti.

Nejrozsitenéjsi a v soucasnosti obecné pfijimanou
predstavou pric¢iny vzniku a rozvoje nadorovych one-
mocnéni je teorie akumulace somatickych mutaci zpi-
sobujicich pfeménu normalnich bunék tkdni na bunky
nadorové. Podle této koncepce vznikd nadorovd trans-

formace na zakladé postupné akumulace aberaci posti-
hujicich genomovou DNA (viz kap. 1.2.1 Typy a pticiny
poskozeni genomové DNA) v nadorovych kmenovych
bunkach, které diky bunéénému déleni propaguji so-
matické (vzniklé v prabéhu Zivota) genetické zmény
do svych dcetinych bunék. Bunky s novymi aberacemi
jsou zakladem odvozenych nadorovych subpopulaci
s expanzivnim riistem (klonalni expanze). Trebaze za-
kladem primarniho nadorového (a nasledné i metasta-
tického) loziska je populace maligné transformovanych
bunék tkani (s naprostou prevahou bunék epitelovych
tkani, ze kterych vznikaji karcinomy), vyvoj nadorové-
ho loziska zahrnuje komplexni interakce mezi burika-
mi nddorovymi, imunokompetentnimi, stromalnimi
¢i vaskuldrnimi.

Bez ohledu na to, zda se jedna o poskozeni rozsahlé
¢asti genomu, ¢i mutace na Grovni jediného deoxyribo-
nukleotidu genomové DNA, pro maligni transformaci
a dal$i vyvoj nddorového onemocnéni je rozhodujici
kvalitativni a kvantitativni poskozeni dvou skupin gend.
Prvni skupinou jsou protoonkogeny, kodujici bilkoviny
pozitivné ovliviiujici riist, prezivani ¢i migraci nadoro-
vych bunék, a jejich protipdlem jsou tumor supreso-
rové geny.*

Pro zménu protoonkogentl (nemutovanych, pfiro-
zené se vyskytujicich genti pro onkogeny) na onkogeny
sta¢i aktivacni (gain-of-function) mutace pouze jedné
alely, proto o nich hovofime jako o dominantnich ge-
nech. Vrozené patogenni mutace v protoonkogenech
zpusobujici dédi¢na nadorova onemocnéni se prak-
ticky nevyskytuji, protoze aktivovany onkogen by byl
v takovych pripadech pritomen ve vSech butikach od
pocatku zivota nosi¢e mutace (hereditarni mutace gent
pro receptorové tyrosinkinazy RET, MET nebo KIT jsou
specifické vyjimky z pravidla). Oproti tomu, pro inakti-
vaci tumor supresorovych gentl je nezbytné inaktivovat
obé alely (tzv. two-hit neboli Knudsonova hypotéza)
a mutace tumor supresorovych genii tak oznacujeme
jako recesivni inaktivace. K inaktivaci tumor supre-
sorovych gentl v nadorovych bunkach dochazi fadou
rtiznych mechanisma zptisobujicich ztratu funkee jejich
genovych produktt (loss-of-function) mutace?. Alterace

Termin onkogen lze v obecném kontextu pouzit pro libovolny gen, jehoZ mutovany ¢i zvy$ené exprimovany proteinovy

produkt (ale i miRNA) se pozitivné podili na vzniku nebo rozvoji naddoru (v¢etné metastazovani, angiogeneze apod.).
Analogicky, oznaceni tumor supresor se uziva pro jakékoliv geny, jejichz ztrata ¢i funkéni inaktivace zptisobuje poruchy
prispivajici ke vzniku ¢i rozvoji nddorového onemocnéni. Formalné spravné by termin onkogen mél byt vyhrazen pro mu-
tovanou formu genu, zatimco termin protoonkogen pro ,,divokou® (wild type, WT) formu genu bez mutace. V souc¢asném
pisemnictvi se vSak terminem onkogen oznacuji promiskuitné obé formy s doplnénim, o které formé mluvime v podobé

adjektiva — wild type (WT) nebo mutovana forma genu.
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gentll pro tumor supresory zahrnuji nejen bodové ¢i

malé posunové mutace, ale také typicky vypadky alel

(ztraty genovych oblasti - lokust - ve kterych se tumor

supresorové geny vyskytuji), které lze pti analyze DNA

izolované ze vzorki nadort zachytit v podobé tzv. LOH

(loss of heterozygosity; obr. 1.4A).%

Funk¢ni inaktivaci tumor supresorovych genii dale
zptisobuji i epigenetické zmény, jakymi jsou napt. hyper-
metylace jejich promotorti (viz kap. 1.2.3 Epigenetické
zmény), nebo funkéni inaktivace proteinovych produkta
tumor supresorovych gent, jako je naptiklad jejich cile-
né degradace pomoci ubikvitinylace (oznaceni cilového
proteinu navazanim polypeptidu ubikvitinu) a nasledna
degradace v proteazomu (multiproteinovém komplexu
slouzicim pro hydrolytické $tépeni nepottebnych nebo
chybné sestavenych intracelularnich bilkovin). Funkéni
inaktivace je ¢astym mechanismem poruchy funkce tu-
mor supresorovych gentl zptisobenym onkogennimi viry
(viz kap. 1.2.2, tab. 1.4).

Vyvoj nadorového onemocnéni mize byt vyznam-
né urychlen existenci dédi¢nych mutaci v nadorovych
predispozi¢nich genech, které jsou prendseny v posti-
zenych rodinach z generace na generaci zdrode¢nymi
bunkami, nebo vzacnéji v germindlnich bunkach vzni-
kaji de novo. Dédi¢né patogenni mutace v nadorovych
predispozi¢nich genech davaji vzniknout dédi¢nym
nadorovym syndromam.? Inaktivace obou alel tumor
supresorovych genti je nezbytnou podminkou pro vznik
nadorového onemocnéni a vysvétluje:

e Pro¢ je naprosta vétSina dédi¢nych nadorovych syn-
dromil zptisobena zdrode¢nymi mutacemi pravé v tu-
mor supresorovych genech?

- Protoze samotné nosi¢stvi jedné patogenni alely
neni spojeno s zdidnym fenotypovym projevem
anadorové onemocnéni se vyvine teprve po zis-
kani somatické ¢i funkeni inaktivace druhé alely
genu v prubéhu Zzivota nosice patogenni zéro-
de¢né mutace.

e Proc nosi¢stvi (pfitomnost vrozené patogenni mu-
tace jedné alely) v nadorovém predispozi¢nim genu
zvy$uje riziko onemocnéni?

- Protoze inaktivace druhé alely pfislusného tumor
supresorového genu u nosi¢ti mutaci je pravdé-
podobnéjsi udalost nez mutace obou nezavislych
alel u osoby bez vrozené mutace.

Do skupiny tumor supresorovych genti jednozna¢éné
patfi i DNA reparacni geny zodpovédné za syntézu
bilkovin podilejicich se na procesech oprav DNA (viz
kap. 1.2.2). Poruchy DNA repara¢nich mechanismi
umoznuji postizené burice tolerovat vznik mutaci, které
by za normalnich okolnosti vedly k zastavé buné¢ného
cyklu, indukci apoptézy ¢i aktivaci senescence (aplné
ztraty schopnosti se délit). Tolerované mutace DNA
zpusobuji maligni transformaci a dale se podileji na
vzniku heterogennich nadorovych klont.

Nadorové loZisko neni pouhym konvolutem divoce
rostoucich nadorovych bunék, ktery se nachazi v jinak
fyziologickém mikroprostiedi postizené tkané. Ukazuje
se, ze vlivem nadorové transformace se mikroprostiedi
dynamicky méni a aktivnim zptisobem se podili na roz-
voji nddorového onemocnéni, ve kterém jsou nadorova
loziska tvorena komplexnim ekosystémem nadorového
mikroprosttedi slozeného jak z bunék nadorovych, tak
z doprovodnych bunék stromatu, endotelu, imunitnich
bunék a dalsich bunéénych populaci.”)

Poznatky, které jsme zejména v poslednim ¢tvrtsto-
leti ziskali o charakteru, molekularni podstaté, mecha-
nismu vzniku a dynamice rtistu nddorovych onemocné-
ni, umoznily Hanahanovi a Weinbergovi (re)definovat
zakladni molekularni ,,charakteristiky® (,hallmarks)
nadorovych onemocnéni (tab. 1.2).9

Identifikace nddorovych ,charakteristik“ se stala
zékladem koncep¢né nového pristupu k terapii nado-
rového onemocnéni v podobé cilené 1é¢by. Na rozdil od
konven¢ni 1é¢by, ktera zohlednuje predevs§im obecné
znaky nddorti (napt. jejich vysokou pottebu syntézy
DNA), je pro tspésnou aplikaci cilené 1é¢by nezbytné
charakterizovat nejen ptitomnost jejiho molekularniho
cile u konkrétniho onkologického pacienta, ale rovnéz
funkéni stav cilené struktury v ristu konkrétniho né-
doru v daném misté a ¢ase. Pro dosazeni optimalniho

Detekce LOH se provadi na zakladé vy$etteni obvykle délkového polymorfismu mikrosatelitovych markert (obr. 1.4A), které

jsou v chromozomu lokalizovany v oblasti pfiléhajici k vy$etfovanému tumor supresorovému genu (pripadné lezi uvnitf
genu, napt. v nekodujicich oblastech - intronech). Pokud je mikrosatelitovy marker u vy$etfovaného pacienta informativni,
obsahuje pfi vysSetfeni nenddorové DNA dvé alely o rtiznych délkach repetic. V ptipadé LOH zachytime vy$etfenim DNA
v nadorovych bunkéch alelu pouze jednu, protoze druha alela byla odstranéna deleci. Nadorové buriky ,,ztratily heterozy-
gozitu® a staly se somatickymi ,,mutantnimi homozygoty“ V porovnani s obrazkem 1.4A nastava tedy opa¢na situace nez
u mikrosatelitové instability. P¥i LOH se pocet vrcholil snizuje (v obrdzku 1.4 by ndm tak v porovnani s normadlni tkani
»zmizel jeden z vrcholii n, nebo n,), protoze dochazi ke ztraté jedné z alel (loss of heterozygosity).




Onkologie

Charakteristické projevy nddorovych onemocnéni oznacované jako ,hallmarks of cancer”

Charakteristické znamky — ,hallmarks” — nadorovych onemocnéni, priklady poruch Specificka protinadorova lécha
(vefazilall)
Poruchy genomové integrity a vznik mutaci souvisi s poruchami genii kédujicich DNA reparacni inhibitory PARP1, poruchy HDAC

proteiny, které zahrnuji senzory rozpoznavajici poskozeni DNA (PARP1), proteiny katalyzujici opravy (inhibitory CHK1/ATR, DNMT)
DNA a proteiny inaktivujici nebo eliminujici mutagenni latky. K tumorogenezi pfispivaji i epigenetické
faktory, jako jsou metylace promotor{i tumor supresord nebo chromatinové modifikace.

Mitoticka hyperstimulace miZe postihovat vSechny etdZe mitogenni signalizace od vlastnich inhibitory RTK, BRAF, MEK, JAK
signlnich molekul — receptorovych tyrosinkinaz (RTK), jejich receptordi (napf. genu £RBB2),
signdlnich prenasecti (napf. KRAS) i transdukcnich kinaz (napf. BRAF).

Poruchy regulace bunééného déleni zahrnuji predevsim aberantné zvy3enou aktivitu (DK4/6 inhibitory
komplexd cyklindi s cyklin-dependentnimi kindzami (CDKs) a inhibici jejich negativnich requldtord

(napf. P2TWAF1/CIP1) aktivovanych v pfipadé defekti bunééného cyklu. Velmi casto postihuiji genetické

alterace i geny kddujici regulacni proteiny klicovych kontrolnich bod{i bunéného cyklu (napf. P53, RB).

Imortalizace a poruchy senescence zpisobuji prodlouzeni generacniho ¢asu nadorovych bunék inhibitory TERT
arlist nddorového loZiska. Jsou provdzeny zvysenou aktivitou telomerdzy a poruchami dal3ich
regulacnich cest zabranujicich déleni pestarlych bunék.

Poruchy apoptdzy zplisobuiji rezistenci na jeji aktivaci a zahrnuji fadu jejich funkénich drovni BH3-mimetika, SMAC mimetika /
a aktivacnich drah (napf. poruchy gend pro aktivacni membranové receptory, zvySenou expresi IAP inhibitory, MDM2 inhibitory
antiapoptotickych requldtor permeability zevni mitochondridlni membrany [BCL2]). K poruchdm

apoptézy pfispivaji i mutace P53 genu, které plsobi sniZzeni exprese proapoptoticky plisobicich gendi

(napf. BAX, PUMA, NOXA) indukovanych transkripcnim faktorem P53.

Aktivace migrace a metastatického potencialu se u karcinomi projevuje jako aberantni aktivace | inhibitory HGF/MET (inhibitory HSP90)
komplexniho vyvojového programu nazyvaného epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), které se

Gcastni poruchy gend kddujicich adhezivni proteiny a jejich requlatory (napf. mutace COH7 kédujici

E-kadherin nebo zvy3end exprese jeho transkripcnich represorli ZEB1/2 nebo KLF8).

Zvy3ena angiogeneze umoZiiuje akcelerovany riist nédorového loZiska vyzadujiciho excesivni piiisun | inhibitory VEGFR
Zivin a kysliku, ktery miize zajistit pouze dostatecné prokrveni zajisténé cévnim fecistém. Novotvorba

cév je stimulovana piedevsim rlistovym faktorem VEGF zvysené produkovanym v nadorovych

i stromdlnich burkdch a negativni regulaci inhibitord angiogeneze (napf. TSP — trombospondin).

Rezistence na imunitni regulaci a pronddorové znétliva reakce je dlileZitou soucésti tumorogeneze | anti-CTLA-4 a anti-PD-1 protilatky
zabranujici efektivni eliminaci nddorovych bunék imunitnimi bufikami, na které se podileji i buriky (COX1/2 inhibitory)

nddorového mikroprostiedi. Zahruje zmény architektury nové tvofenych cév znemoziujicich

efektivni prinik vykonnym imunokompetentnim burikam (NK buriky) nebo produki signélnich

nekrotizujici nddorové tkané Casto spiSe katalyzuje invazivitu nddorového procesu.

Poruchy energetického metabolismu néddorovych bunék se zvy3enou utilizaci glukdzy cestou inhibitory aerobni glykolyzy
anaerobni glykolyzy jsou jednou z nejdéle znamych molekularnich charakteristik malignich nadord.

Priciny presunu produkce ATP v nddorovych buiikach smérem k anaerobni fosforylaci zahrnuji zmény

signdlnich drah, ve kterych dcinkuje fada proteinG (PI3K, HIF1, P53, MYCa AMPK1/STK11). Vycerpani

energetickych zdrojti organismu je jednou ze zasadnich pficin vzniku nddorové kachexie a v konecném

dlsledku dmrti na nddorova onemocnéni.

terapeutického vysledku tedy nevysta¢ime pouze sin-  poskozena aktivaéni mutaci zptsobujici, Ze jeji inhi-
formaci, zda je cilend molekula (napf. membranovd  bice protilatkou cilenou proti extracelularni doméné
receptorova kindza, napt. EGFR) exprimovana nddo-  je zbyte¢na podobné jako v pritomnosti aktiva¢nich
rovymi bunkami u pacienta lé¢eného cetuximabem, mutacinaslednych prenasecii signalu (RAS) ¢i intrace-
ale potfebujeme védét, zda tato molekula neni funkéné  lularnich kindz (BRAF) prendsejicich mitoticky signdl
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do buné¢ného jadra. Nadto, tato informace ma smysl
pro vysettovany nador, ale jeji smérodatnost pti reku-
renci onemocnéni, byt u stejného pacienta, je sporna.
Vysledky cilené 1é¢by omezuje vyznamnd heterogenita
nadorovych onemocnéni a jejich dynamické zmény,
které mohou zpisobit ztratu funkce cilené struktury
(v dusledku zvy$ené frekvence vzniku somatickych
mutaci DNA vyplyvajici z poruch DNA repara¢nich
mechanismt v maligné transformovanych bunkach),
neni dokonalym vselékem, jedna se o nadéjny koncept,
ktery v podobé agnostického pristupu proménuje lécbu
nadorovych onemocnéni.”

Smyslem preklinické ¢asti je popsat klicové moleku-
larni charakteristiky nadorového onemocnéni v kontex-
tu jeho vzniku, rozvoje a interakce s nadorovym mikro-
prostfedim. Tyto informace povazujeme za dulezity
zaklad racionalni aplikace cilené 1é¢by. Duiraz klademe
predevsim na ty charakteristiky, které je mozné vyuzit
jako prognostické ¢i prediktivni faktory.

Na pocatku uvedeme charakteristiku genetickych de-
fektti podilejicich se na vzniku nddorovych onemocnéni
a stru¢né predstavime pristupy k jejich analyze pomoci
sekvenovani nové generace, které sehrava dutlezitou roli
pro definovani cilii kauzalni 1é¢by. Dale se budeme za-
byvat dal$imi molekuldrnimi charakteristikami bunék
nadort (poruchy promitotické signalizace a fizeni bu-
né¢ného cyklu, defekty apoptdzy, zmény v nddorovém
metabolismu) a zménami v interakci mezi nadorovymi
bunkami a nadorovym mikroprostfedim (angiogeneze,
metastazovani a interakce s imunitnim systémem).

1.2 Poruchy genomu zpiisobujici
nadorova onemocnéni

Zdenék Kleibl

Pti¢inou vzniku nadorovych onemocnéni je poskozeni
genomové DNA. K porucham DNA dochazi z fady en-
dogennich i exogennich pri¢in. Hlavnim zdrojem endo-
gennich genotoxickych poskozeni jsou volné kyslikové
radikaly, spontanni poruchy struktury DNA a poruchy
replika¢nich komplext pfi buné¢ném déleni. Poskozeni
DNA vsak vznika i ptisobenim rady exogennich fyzi-
kalnich, chemickych ¢i biologickych faktort. Na druhé
strané, cilené poskozeni genomové DNA v mitoticky vy-

soce aktivnich nadorovych bunkach je hlavnim terapeu-
tickym tc¢inkem raznych modalit protinddorové 1é¢by.

1.2.1 Typy a priciny poskozeni
genomové DNA

I bez exogennich genotoxickych vlivii v§ak vznika v kaz-
dé bunice denné priblizné 50 000 poskozeni DNA, tj. pti-
blizné 1 alterace na 60 kilobazi (~ 17 alteraci na 1 Mbp)
genomové DNA.® Pogkozeni DNA mohou postihnout
strukturu jednotlivych dusikatych bazi, jejich kovalentni
spojeni s molekulou deoxyribézafosfatu v nukleotidu
nebo fosfodiesterové vazby spojujici nukleotidy do poly-
nukleotidového fetézce DNA (obr. 1.1).

Nejcastéjsimi poruchami DNA jsou defekty zptisobe-
né odstépenim dusikaté baze. Stépenim N-glykosidové
vazby pripojujici dusikatou bazi k molekule deoxyribéza-
fosfatu vznikaji abazicka mista, ktera jsou nejcetnéj$im
poskozenim struktury DNA.

Castd jsou rovnéz preruseni jednoho z fetézcii pen-
tozafosfatové kostry DNA (jednofetézcové zlomy; stov-
ky denné) vznikajici ptisobenim volnych kyslikovych
radikalt, pti defektech v nékterych DNA repara¢nich
pochodech nebo pii poruse funkce DNA topoizome-
razy I (TOP1). Z hlediska zavaznosti patfi mezi nejvy-
znamnéjsi poskozeni DNA s vyznamnym kancerogen-
nim potencidlem Uplné preruseni obou vlaken DNA
(dvouretézcové zlomy; jednotky denné) v mitoticky
aktivnich bunikach. Neopravené dvoutetézcové zlomy
DNA mohou pti bunééném déleni zptisobit vyznamné
numerické zmény velkych usekt chromozomt za vzni-
ku jejich duplikaci ¢i deleci nebo mohou byt pri¢inou
chromozomalnich prestaveb (translokaci, inverzi), které
se vyznamné podileji na genomové nestabilité. Dvoute-
tézcové zlomy vznikaji pisobenim ionizujiciho zéfeni,
ale mohou se vyvinout i v dsledku poruch replika¢ni
vidlicky (komplexni dynamické struktury obsahujici
rozvolnénou strukturu vldken DNA, ktera slouZi jako
templat DNA polymerdze pti replikaci DNA v mitotic-
ky aktivnich bunkach) ¢i pti nedokonalych opravach
dalsich typt poskozeni DNA.

Dominantnimi fyzikalnimi faktory s genotoxickymi
ucinky jsou rtizné druhy ionizujiciho zafeni, jehoz ener-
gie je dostate¢na k uvolnéni elektronti z atomu a molekul
ozatené DNA. Vznikajici vysoce reaktivni ionty interagu-
ji s okolnimi molekulami a zménou jejich kovalentnich
vazeb je poskozuji. Lidsky organismus je trvale vystaven
chronické expozici ionizujiciho zafeni pfirodniho ptivo-
du (napf. radon) ¢i radioaktivniho zafeni vznikajiciho
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Struktura DNA:

T Parovani bazi (match)

®~. " Poskozeni struktury DNA:
Jednoretézcovy zlom

Modifikace baze
Chybné parovani (mismatch)

Ztrata baze (abazické misto)

Dvouietézcovy zlom

Pyrimidinovy dimer

Kovalentni spojeni fetézct (ICL)

m Porucha
; /g o replikaéni
L e vidlicky

v dtisledku lidské ¢innosti (nuklearni zbrané, havarie
jadernych elektraren) ¢i kosmického zareni. Bunky or-
Nejvice senzitivni jsou délici se buriky mitoticky vysoce
aktivnich populaci, zatimco bunky terminalné diferen-
covanych tkani vykazuji obecné k Gc¢inkim ionizujici-
ho zafeni vy$si odolnost. Tento poznatek logicky vedl
k vyuziti ionizujiciho zafeni v podobé radioterapie (viz
kap. 1.8 Uvod k radioterapii). Piisobeni zafen{ na cilové
struktury nddoru pti radioterapii je komplexni. Pfimé
genotoxické ucinky zpusobuji poskozeni molekuly DNA
za vzniku jedno- ¢i dvoufetézcovych zlomi. Sekundar-
ni (neptimé) ptsobeni ionizujiciho zafeni vznika v da-
sledku tvorby volnych kyslikovych radikalii (ROS). Jejich
pusobeni na molekuly DNA mize zpusobit preruseni
fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy za vzniku jed-
nofetézcovych zlomu. Preruseni N-glykosidové vazby
vede k odstépeni dusikaté baze a vzniku abazického mis-
ta. ROS v8ak mohou atakovat i samotné baze za vzniku
jejich modifikovanych analog (obr. 1.2) ¢i DNA aduktt
(slou¢enin vznikajicich kovalentnim ptipojenim mole-
kuly na strukturu baze v deoxynukleotidu). Napf. nava-
zanim malondialdehydu (M), reaktivniho elektrofilniho

Obr. 1.1 Poruchy struktury genomové DNA. Dvousroubovici DNA
(za pfirozenych podminek pravotociva dvousroubovice s vjraznym velkym
a malym Zlabkem) tvoii dva fetézce polynukleotidd slozenych z deoxy-
nukleotidd spojenych fosfodiesterovou (—0—P—0-) kovalentni vazbou.
Zatimco kostru dvousroubovice tvoii kovalentné spojené molekuly deoxy-
ribézafosfatu, dusikaté baze [cytosin (C), guanin (G), tymin (T) aadenin (A)]
spojuji oba antiparalelni fetézce vodikovymi mistky, které se utvafeji na
zdkladé Watsonova—Crickova pravidla o parovani bazi (A-T; G—C).
Jednoietézcové zZlomy vznikaji preruenim kovalentnich vazeb jednoho
z fetézcli DNA.

Modifikace bazi zplisobuji poruchy v parovani podobné jako zafazeni
chybné baze pii replikaci DNA (mismatch).

Nejcastéjsi poruchou je vznik abazickych mist. Ztrdtou purinovych bézi
(Anebo G) vznikaji apurinova mista, ztratou pyrimidinovych bazi (CneboT)
dochdzi ke vzniku apyrimidinovych mist.

Dvouretézcové zlomy jsou zdvaznymi poruchami struktury DNA s pre-
rusenim deoxyribdzafosfatové kostry obou fetézcli.

Pfi vzniku kovalentni vazby mezi sousednimi bdzemi jednoho fetézce DNA
(napf. mezi sousednimi T za vzniku dimeru tyminti) dochdzi k posko-
zeni struktury DNA dvousroubovice.

Kovalentni spojeni obou Fetézcii (ICL, interstrand crosslink) zplsobuje
vyznamné zmény struktury DNA.

Zavainé disledky mai porucha replikacni vidlicky, ke které mize dojit
zfady pficin pfi replikaci DNA, kdy napfiklad replikacni aparat narazi na
misto vy3e uvedenych poruch DNA.

¢inidla vznikajiciho v disledku lipoperoxidace polyne-
nasycenych mastnych kyselin, na deoxyguanosin vznika
N1-metyl-deoxyguanosin (M,dG), adukt s vyrazné mu-
tagennimi a kancerogennimi t¢inky. Kromé poskozeni
DNA analogicky ptisobi ionizujici zafeni i na intracelu-
larni proteiny. Vznikajici ROS vykazuji vysokou afini-
tu k nenasycenym mastnym kyselinim obsazenym ve
fosfolipidech membranovych struktur buriky. Nésledna
lipoperoxidace prispiva k poskozeni bunék cilové tkané
vedoucimu az k jejich rozpadu, coz je cil cytotoxického
pusobeni radioterapie.

Po néstupu inhibitort imunitnich checkpointi se do
popredi zajmu dostavaji i disledky ptisobeni radiotera-
pie a jeji $ir$i vliv na modulaci protinddorové imunitni
odpovédi. Rozpad nadorovych bunék v ozafovaném
lozisku nadorové tkané zpisobuje odhaleni intracelu-
larnich neoantigent, které jsou vhodnym cilem protina-
dorové bunééné imunity a zmény v lokdlni i systémové
imunitni odpovédi. Zna¢né renesance se v posledni dobé
dostalo vyzkumu tzv. abskopalniho (mimoloziskového)
ucinku radioterapie, kdy ozareni jednoho loziska nadoru
zpusobi prostiednictvim protinddorové imunitni reakce
regresi ostatnich lozisek nddoru. Z vysledku fady praci
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véak vyplyvd, ze podobny efekt je spiSe vyjimkou nez
pravidlem, avsak teprve vysledky probihajicich studii
s cilenym ozarenim vice ¢i véech loZisek (u oligometa-
statického postizeni) umozni vyhodnotit jeho mozny
ptinos.”

Nezanedbatelnym zdrojem poskozeni struktury
DNA je UV zaieni. Nepronika do hlubsich tkanovych
struktur, a proto poskozeni DNA postihuje predevsim
bunky epidermis. UV zifeni zptsobuje fotochemic-
kou reakci, v jejimz dtisledku vznikaji kovalentni vazby
mezi pyrimidinovymi jadry tymind sousedicich v jed-
nom fetézci. Vznikly cyklobutanovy tyminovy dimer
deformuje strukturu DNA (obr. 1.1) a md vyznamnou
kancerogenni aktivitu a vyrazny podil na vzniku koz-
nich nadort.

Z dalsich fyzikalnich faktort je tfeba pfipomenout
silné kancerogenni uc¢inky vldknitych silikatt (azbestu).
Prestoze expozice azbestu prokazatelné zvysuje riziko
vzniku nadort (predev$im mezoteliomu pleury), me-
chanismus vzniku onemocnéni neni jasné znam.

Chemicka kancerogeneze je jednou z nejdéle zna-
mych pricin vzniku nddort. Za prvni védecky podlozeny
popis kancerogenniho ptisobeni chemickych latek je po-
vazovana prace britského chirurga Percivala Potta, ktery
v roce 1775 publikoval hypotézu o pri¢iné vzniku kar-
cinomu $ourku u kominik spocivajici v dlouhodobém
pusobeni sazi v koznich zdhybech skrota. Do dnes$ni
doby bylo popsano tisice chemickych latek ptirozené-
ho i umélého ptivodu s prokdzanym ¢i predpokladanym
kancerogennim tc¢inkem (ucelenym zdrojem informaci
o environmentdlnich kancerogenech je stranka Inter-
national Agency for Research on Cancer, IARC - IARC
monographs: https://monographs.iarc.who.int/). IARC
klasifikuje kancerogeny, véetné chemickych latek, do
¢tyt skupin. Skupina 1 zahrnuje latky s prokdzanym
kancerogennim putisobenim, skupina 2 latky s pravdé-
podobnym (2A) nebo moznym (2B) kancerogennim
uc¢inkem, skupina 3 zahrnuje latky bez prokdzaného
kancerogenniho tG¢inku u ¢lovéka.

Chemické kancerogeny se rovnéz rozdéluji na zékla-
dé primého kancerogenniho t¢inku. Primarni kance-
rogeny vykazuji kancerogenni ¢inky samy o sobé. Do
této skupiny patti napt. alkyla¢ni ¢inidla nebo derivéty
sulfonylmocoviny. Sekundarni kancerogeny (téZ pro-

kancerogeny) ziskavaji kancerogenni u¢inky po bio-
transformaci v organismu. Hlavnim biotransforma¢nim
systémem aktivace prokancerogent jsou enzymy z rodi-
ny cytochromt P450. Mezi silné prokancerogeny patti
nitrosaminy, aromatické aminy, polycyklické aromatické
uhlovodiky, z ptirodnich latek naptiklad aflatoxin B,.
Jako kokancerogeny se oznacuji latky zvysujici kance-
rogenni ti¢inek kancerogenti nepfimo, naptiklad indukci
biotransformac¢nich enzymt ¢i zvy$enim jejich absorpce.
Do této skupiny zahrnujeme etanol, nékteré steroidni
hormony a jejich derivaty (napf. tamoxifen zvysujici rizi-
ko vzniku karcinomu endometria). Neptimy t¢inek maji
rovnéz tzv. promotory, které se podileji na kancerogen-
nim a¢inku stimulaci proliferace ¢i chronického zanétu
(estery forbolu v krotonovém oleji). Vétsina chemickych
kancerogenti se nevyskytuje osamocengé, ale je soucasti
chemickych , koktejlit®, ve kterych se vyskytuji soucasné
zastupci rtiznych skupin kancerogent (napt. v cigareto-
vém koufi).*

Chemicka kancerogeneze zahrnuje nékolikastupnovy
proces shodny s obecnou predstavou maligni transfor-
mace i v dasledku jinych pric¢in. Pfi reverzibiln{ iniciaci
dochazi ke vzniku mutaci DNA, které jsou opravitelné
DNA reparaénimi pochody. Mutace zptsobuji chemické
kancerogeny, které kovalentné modifikuji DNA pfimo
(napt. za vzniku adukti, jako je tomu u platinovych deri-
vati), nebo méni prostorové usporadani DNA dvousrou-
bovice (interkala¢ni ¢inidla, napt. doxorubicin). Pti selha-
ni mechanismu oprav poskozeni DNA dochazi k riistové
stimulaci (promoci) latentnich nadorovych bunék, které
po ziskani dal$ich mutaci za¢nou progredovat a tvorit
primarni lozisko.

Z vyse uvedeného textu je zfejmé, Ze podobné jako
v ptipadé ionizujiciho zafenii u chemickych kanceroge-
nt vyuzivame jejich antineoplasticky terapeuticky uci-
nek diky vyssi citlivosti rychle se délicich bunéénych po-
pulaci na poskozeni DNA. Obé protinadorové modality
se vyznacuji uzkym terapeutickym oknem, které vysvét-
luje bohuzel ¢asty vyskyt zavaznych nezddoucich uéin-
ki, které vyplyvaji z obtizné predikovatelné individual-
ni senzitivity k u¢inkéim radioterapie a chemoterapie.
Znacné riziko kancerogenniho ptisobeni radioterapie
a chemoterapie, ohrozujici predev§im mladsi uspésné
lé¢ené pacienty s nadorovym onemocnénim vznikem

Logickou souédsti prehledu by mély byt i latky s opa¢nymi, tedy antikancerogennimi a¢inky. PrestoZze mnoho potencialnich

kandidatu (Eistych substanci, napt. resveratrol, ¢i smési latek, jako jsou rizné druhy ovoce ¢i 1é¢ivych ¢ajir) bylo asociovano
se snizenym vyskytem nddorti, Z4dn4 z téchto substanci nema prokazatelny pfimy protinddorovy ucinek. Za nejlepsi anti-
kancerogenni strategii 1ze v§ak jednozna¢né povazovat omezeni expozice prokazatelnym kancerogentim, jako je napt. koufeni,

nadmérnd konzumace alkoholu apod.
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Prehled lidskych onkogennich virli se strucnou charakteristikou mechanismu kancerogenniho plisobeni virovych proteind a prehledem
nadorovych onemocnéni asociovanych s chronickou infekci

Virus
Celed
(skupina)

EBV
herpesviry
(dsDNA)

HBV
hepadnaviry
(dsDNA)

HCY
flaviviry
(4ssRNA)

HPV
papilomaviry
(dsDNA)

HTLV1
retroviry
(sSRNA)

KSHV (HHV8)
herpesviry
(dsDNA)

Mcv
polyomaviry
(dsDNA)

Ca - karcinom

Znamé klicové mechanismy onkogenniho ucinku

Translokace t(8:14) nebo (8:22) zplisobuje translokaci c-MYC do oblasti
silné exprimovanych genil Ig fetézcd.

EBNA1 (EBV nuclear antigen) inhibice USP7 deubikvitinylujiciho

P53 => sniZeni stability P53. Indukuje EMT u nazofaryngedlniho ca.
Podili se na genomové nestabilité.

EBNA3A — snizuje expresi BIM (inhibice apoptozy) a p16™

(ztrdta negativni regulace bunééného cyklu).

LMP1 aktivuje NFkB.

Integrace HBV do blizkosti ATERT genu.

HBx inaktivuje P53, zvy3uje expresi TERT a ovliviiuje expresi fady
proonkogennich signélnich drah. Zvy3enim exprese Hif Ta, VEGF
a angiopoetinu (ANG2) zvy3uje angiogenezi.

NS5A (non-structural protein 5A) aktivuje B-katenin a PI3K signalizadi,
inhibuje apoptézu.

NS3 indukuje produkci NO a ROS => po3kozeni DNA a rozvoj fibrézy.
NS3/4 interaguje s ATM => inhibice DNA reparace.

E6 (early ORF 6; v-onkogen) destabilizuje P53 (ovlivnénim jeho
ubikvitinylace).

E7 (v-onkogen) inhibuje RB1 (ovlivnénim jeho ubikvitinylace).

ES5 vytvaii mnohocetné protein—proteinové interakce ovliviiujici expresi
povrchovyich protein (MHC 1), mitogenni signalizaci (EGFR) a apoptdzu
(porucha aktivace DISC).

Integrace do genomu (CD4 lymfocyty).

Tax je transaktivacni protein, aktivuje CREB a NFkB a je diilezity
pro iniciaci onkogenni transformace.

HBZ aktivuje WNT signalizaci podporujici proliferaci T lymfocyt.

LANA (latency-associated nuclear antigen) zpiisobuje inhibici P53
aRB1.

VIRF1 inhibuje vazbu P53 na DNA.

VIRF3 inhibuje tetramerizaci P53.

LT (Large T) antigen MCV integrovaného do genomu obsahuje
(C-koncovou doménu aktivujici odpovéd na pfitomnost poskozeni DNA

a P53, coz zpocatku omezuje maligni transformaci infikovanych bunék.
Nésledné dochdzi ke vzniku posunovych mutaci v LT genu, které zpiisobi
ztrétu C-koncové domény. Vznikajici LTT (tumor-derived large T) protein
obsahuje CR1, DnaJ a RB-vazebny motiv, které se podileji na poruseni
bunécného cyklu infikovanych bunék.

sT (small T) inaktivuje 4E-BP1 a inhibuje SCF™Y7, ¢imZ zamezuje
ubikvitinylaci ¢-MYCa cyklinu E.

Asociovana nadorova onemocnéni

B bunécny (Burkittdiv) lymfom (endemicka forma
100 % pozitivni)

non-Hodgkindv lymfom (DLBCL; 5 % pozitivni v EU)
Hodgkindv lymfom

nazofaryngedini ca

ca Zaludku asociovany s EBV

hepatoceluldrni ca (50 % pozitivni)

hepatoceluldrni ca
non-Hodgkindv lymfom

ca délozniho hrdla (> 90 % pozitivni; HPV16/18/45)
orofaryngedlni ca (10 % pozitivni; HPV16)

caanu (97 % pozitivni; HPV16/18)

ca penisu (45 % pozitivni; HPV16/18/6/11)

ca vulvy (40 % pozitivni; HPV16/18)

cavaginy (70 % pozitivni; HPV16/18)

ca kiiZe u epidermodysplasia verruciformis (HPV5/8)

T-bunéénd leukemie u dospélych (vyviji se u 2-5%
infikovanych osob 3050 let po pocdtecni expozici)

Kaposiho sarkom
primary effusion lymphoma (PEL)
(astlemanova lymfadenopatie

ca klize z Merkelovych bunék
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sekundarnich malignit, je jednim z vyznamnych im-
pulsit pro hleddni méné genotoxickych moznosti pro-
tinadorové terapie v podobé cilené 1é¢by. Pres veskeré
limitace je vSak uloha chemo- a radioterapie v souc¢asné
onkologii nezastupitelna.

Biologické faktory se celosvétové podileji na vzni-
ku az 20 % nadorovych onemocnéni. Mezi vyvolavaji-
ci agens patfi hlavné onkogenni viry. Odhaduje se, ze
virus Epsteina-Barrové (EBV), viry hepatitidy B a C
(HBV/HBC), lidské papilomaviry (HPV 16 a 18), lidsky
T-lymfotropni virus 1 (HTLV-1), herpes virus asociova-
ny s Kaposiho sarkomem (KSHV, synonymum HHV-8)
a lidsky polyomavirus izolovany z karcinomu Merke-
lovych bunék (MCV) se az z 90 % podileji na vzniku
nadorovych onemocnéni zptsobenych infekénimi agens.
Uvedené viry zptisobuji vznik pestré skupiny nadorovych
onemocnéni riiznymi mechanismy (tab. 1.3). Jednoti-
cim prvkem virové kancerogeneze je integrace virovych
genomu obsahujicich silné promotory do oblasti lidské-
ho genomu, kde se nachazeji protoonkogeny, aktivace
onkogent (virovych v-onc ¢i intraceluldrnich protoon-
kogenti c-onc) a inaktivace tumor supresorovych gent
nebo jejich proteinovych produktt. Castym cilem jsou
predevsim proteiny P53 a RB1 (viz kap. 1.3.3 Protein P53:
spolecné fizeni apoptozy, bunécného cyklu a senescence).”
Dulezitym patognomickym faktorem maligni transfor-
mace zptisobené onkogennimi viry je indukce chronic-
kého zanétu, ktery modifikuje buiiky mikroprostiedi
a imunitni odpovéd v okoli infikovanych bunék a pii-
spiva k rozvoji nadoru (tab. 1.3).

Vyskyt onkogennich virii neni az na vyjimky (HPV)
pandemicky a zvy$end prevalence je vdzana na nékte-
ré regiony. S tim je spojen i vznik specifickych a u nas
velmi vzacnych onemocnéni (napt. endemicka forma
Burkittova lymfomu spojena s EBV infekci se vyskytuje
v pasu 15° kolem rovniku v Africe, na Papui Nové Gui-
neji a v severni Brazilii).

Jedinou bakterii, kterd je dle IARC klasifikace zara-
zena do kancerogent skupiny 1, je Helicobacter pylori.
Tato gramnegativni, mikroaerofilni bakterie se podili
na vzniku vice nez 75 % vsech karcinomt zaludku. Kan-
cerogenni u¢inky H. pylori na bunky zalude¢ni mukdzy
jsou komplexni a zahrnuji indukeci dvoufetézcovych
zlomti DNA, inhibici DNA repara¢nich mechanismt
(sniZenou expresi mismatch repair gent), zvySenou
expresi cytidindeaminazy (activation-induced cytidin
deaminase, AID) i aberantni metylaci DNA.” Klesa-
jici incidence karcinomu zaludku je pravdépodobné
spojena s postupnym snizovanim vyskytu H. pylori
v populaci.

Na vzniku malignich nddort se mohou podilet i pa-
razité. Motolice zlu¢ova (Clonorchis sinenesis) a m. thaj-
ska (Opisthorchis viverrini) pusobi karcinomy Zlu¢ovych
cest, helminti krevni¢ka mocova (Schistosoma haema-
tobium) a k. jaterni (S. japonicum) karcinom mocového
méchyte a jaterni cirhézu progredujici do tumoru jater.
Vyskyt téchto parazitt je u nas nepravdépodobny.

Podil fyzikalnich, chemickych a biologickych pri¢in
nadorovych onemocnéni je rozdilny v raznych regio-
nech svéta, ovlivnén spolecenskymi zvyklostmi i be-
haviordlnimi charakteristikami, genetickym pozadim
a zdravotnim stavem jedinctl. AZ na vyjimky je pravdé-
podobné, ze skute¢né pri¢iny nadorovych onemocné-
ni maji multifaktorialni charakter, ve kterém doposud
mame pouze nejasné povédomi o skute¢ném podilu
jednotlivych pri¢innych komponent.

1.2.2 DNA reparacni pochody

Molekula DNA je nositelkou genetické informace, cha-
rakterizujici a unifikujici jaderné bunky jedince po cely
jeho zivot. Pro reparaci poskozeni genomové DNA se vy-
vinula fada mechanismd, které zprostfedkovavaji speci-
fické opravy konkrétnich typti poskozeni DNA (obr. 1.2).
Poruchy konkrétnich DNA reparac¢nich pochodt se pro-
jevuji specifickymi typy alteraci DNA, které miizeme po-
psat jako mutacni podpisy, ,,mmutation signatures“. DNA
repara¢ni pochody slouzi nejen k obnoveni struktury
DNA, ale umoziuji propojeni opravy DNA s dal$imi
intracelularnimi signalnimi déji — zastava bunééného
cyklu umoznuje dokonceni opravy DNA pred jeho dalsi
progresi, indukce senescence ¢i apoptézy eliminuje buri-
ky, které reparaci DNA nejsou schopny uspésné dokon-
¢it. Selhani DNA reparaénich mechanismu zptsobuje
akumulaci poskozeni DNA, a je tedy pfimo zodpovédné
za proces kancerogeneze. Na druhé strané, pritomnost
poruch DNA repara¢nich mechanismii v nékterych na-
dorovych burikach je ¢ini senzitivnéj$imi k u¢inkam ge-
notoxickych inzultii a tohoto stavu je mozné terapeuticky
vyuzit.'”

Ziskané poruchy (somatické mutace - genetické
zmény nebo hypermetylace promotort - epigenetické
zmény) v DNA repara¢nich genech jsou vyznamnymi
prognostickymi, a predevsim prediktivnimi fakto-
ry. Vrozené mutace fady DNA repara¢nich gent jsou
podstatou vzniku dédi¢nych nadorovych syndromii.
Nosic¢i téchto mutaci maji zvy$ené, ¢asto velmi vysoké
riziko vzniku nadorového onemocnéni. Podil dédi¢-
nych forem na vzniku jednotlivych nadorovych diagnéz
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Terapeutické prostredky poskozujici DNA

Obr. 1.2 Poruchy genomové DNA vznikaji za normalnich okolnosti v diisledku piisobeni fady endogennich ¢ environmentalnich
pochodii (zelené), aktivni indukce poskozeni DNA je terapeutickym prostiedkem protinadorové Iécby (Cervené). Jednotlivé noxy vyvolavaji charakte-
ristické poruchy DNA (Zluté), které jsou opravovany pomoci specifickych DNA reparacnich drah (modfe).

BER — base-excission repair (bazova excizni reparace); dsDNA — dvouretézcova DNA; HR — homologni rekombinace; ICL — interstrand crosslink; IR — ionizujici zéfeni; MGMT — 0°-metylguano-
sinmetyltransferaza; MMR — mismatch repair; N*-meA — N>-metyladenosin; N®-meG — N®-metylguanosin; NER — nucleotide excision repair (nukleotidovd excizni reparace); NHEJ — non-
-homologous end joining (nehomologni spojovani volnych koncii DNA); 0°-meG — 0°-metylguanosin; 0%-0x0G — 0°-oxoguanosin; PARPi — PARP1 inhibitory; Pt derivaty — platinové
derivaty; ROS — reactive oxygen species (volné kyslikové radikaly); SAM — S-adenosylmetionin; SSBR — single strand break repair (opravy jednofetézcovych zlomd); ssDNA — jednofetézcova

DNA; TOP1/2 — topoizomerdza 1/2; TOPi — inhibitory topoizomerazy; UV — ultrafialové zafeni

se lisi. Zatimco u karcinomu ovaria pfesahuje ptiblizné

25 % vech ptipadi (proto jsou véechny pacientky s kar-

cinomem ovaria indikovany ke genetickému testovani),

u karcinomu plic podil dédi¢nych forem nepresahuje

3 %. Zvysenou pravdépodobnost dédi¢ného nadorové-

ho onemocnéni naznacuje fada charakteristik:

e Casny vyskyt onemocnéni v netypickém véku (napt.
CRC pred 40. rokem véku),

e vyskyt nddorovych multiplicit (napf. karcinom prsu
a ovaria),

e (Casty vyskyt nddorovych onemocnéni u primych
ptibuznych.

Pfi podezieni na nosi¢stvi patogenni mutace v na-
dorovych predispozi¢nich genech by mél byt pacient
vzdy doporucen k onkogenetické konzultaci genetikem
(vkazdém KOC), ktery rozhoduje o indikaci genetického
testovani.

Identifikace pri¢innych mutaci v DNA repara¢nich
nadorovych predispozi¢nich genech u onkologickych
pacientt ma zna¢ny klinicky potencial, ktery umoz-
nuje volbu terapeutického rezimu na zakladé defektu
konkrétnich repara¢nich drah. V nasledujicim textu
predstavime ve zkratce jednotlivé DNA repara¢ni me-
chanismy s prihlédnutim k jejich prognostickému nebo
prediktivnimu vyznamu.

Pfima oprava bazi DNA je v organismu vykonava-
na pomoci O°-metylguanosinmetyltransferazy MGMT
(obr. 1.3), kterd odstépuje metylovy zbytek z O°-metyl-
guanosinu (O°-meG) vznikajiciho ptisobenim rady alky-
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la¢nich latek, véetné latek pouzivanych jako protinado-
rova chemoterapeutika. O°-meG se vyznacuje vysokou
chemickou stabilitou, a tim i vyraznym kancerogennim
potencialem. Bez opravy zpisobuje chybné parovani
bazi DNA (GC > AT tranzice) a v pfipadé defektni repa-
race vznik dvoutetézcovych zlomd. Pti eliminaci metylo-
vého zbytku z O°-meG dochazi k ireverzibilni inaktivaci
MGMT, takze jedna molekula MGMT dokaze odstranit
pouze jeden metyl. Schopnost eliminace O°-meG tak za-
lezi na mife genové exprese MGMT v burice. MGMT je
véeobecné exprimovanym proteinem. Exprese MGMT je
zvy$end v nékterych nadorech, coz zvysuje jejich schop-
nost reparovat poskozeni DNA zptisobena alkyla¢nimi
chemoterapeutiky, a tim navozovat rezistenci na jejich
pusobeni. Naopak, nizkd exprese MGMT (nejcastéji
zapric¢inéna hypermetylaci promotoru MGMT genu;
obr. 1.7) mtiZe u¢innost alkyla¢nich latek zvySovat.

V ptipadé nadort CNS (tab. 1.4) ma hypermetylace
promotoru MGMT genu vyznamny prognosticky dopad
u pacientt s anaplastickym gliomem a glioblastomem.'”
Snizeni aktivity MGMT v nadorové tkani miize byt dle-
Zitym nastrojem pro zvyseni citlivosti nadorti na u¢inky
alkyla¢ni chemoterapie.'?

Vyznam dal$ich enzymd, které slouzi pro pfimou
opravu kovalentné modifikovanych bazi (ALKBHI1-8,
které reparuji napt. 1-metyladenosin nebo 3-metylcy-
tosin), je v patogenezi nadorovych onemocnéni nejasny.

Mismatch repair (MMR) systém slouZi pro opravy
chybné zatazenych nukleotidti (mismatch) ¢i kratkych
inzerci/deleci pti replikaci DNA (obr. 1.3). Pfestoze
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Tab. 1.4 Frekvence hypermetylace (HM) promotoru genu MGMT u nemocnych s gliomy

Typ pilocyticky | pleomorfni | difuzni oligodendro- | anaplasticky | anaplasticky oligo- | glioblastom
astrocytom | xanto- astrocytom | gliom/oligo- | astrocytom | dendrogliom/
astrocytom astrocytom oligoastrocytom
MGMTHM | <10% 10-20 % 40-50 % 60-80 % 50% 70 % 35%
06- meG Mlsmatch Inzerce/delece OX|dacn|/aIkyIacn| poskozeni bazu Tyminové d|mery DNA adukty
© oprava chybného pdrovdni © oprava inzerci/deleci  krdtkd dréha o dlouhd drdha © spojend s transkripci (TC-NER)  globdlni genomovd (GG-NER)
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0br.1.3 Ptehled DNA reparacnich drah pro opravu modifikaci DNA bazi a nukleotidii. Piima oprava slouZi pro regeneraci alkylaci postizenych
guanosinovych bazi v DNA pomoci sebevrazedného enzymu MGMT. MMR slouZi pro reparaci chybné zafazenych ¢i nadbytecnyich nukleotidi v rdmci
replikace DNA. Aktivity BER a NER odstrariuji kovalentni modifikace bézi v DNA, v cem se Castecné pitekryvaji, ale zplisob priibéhu reparace je u obou
drah odliSny. BER reparuje poskozeni bazi nezpiisobujici vjznamné zmény tvaru dvousroubovice a charakterizuje jej odstépeni modifikované dusikaté
béze za vzniku apurinového/apyrimidinového mista. NER je schopna odstranit poskozeni bdzi zplisobujici vyznamné zmény struktury DNA (tyminové
dimery, DNA adukty), k ¢emuZ vyuZivd enzymového aparétu, ktery dokaze tyto alterace odstranit s casti postizeného fetézce DNA. Intermedidtem obou
drah (dominantné BER) je vznik jednoretézcového zlomu DNA, ktery se tak reparuje identicky.

V rdmdi pfimé opravy je 0°-meG rozpoznavan MGMT, ktery prendsi metylovy (M) zbytek z 0° guanosinu na akceptorovy zbytek Cys145 (MGMT
je transferdzou a zaroveri akceptorem M skupiny), ¢imz dochazi k ireverzibilni inhibici MGMT, ktery je ndsledné ubikvitinylovan (Ub) a degradovan
v proteazomu.

Opravy chybného pérovani bazi a kratkych inzerci/deleci pfi replikaci DNA pomoci mismatch repair (MMR) systému se odliSuji v Gvodni Casti
reparace. Poruchy pdrovani jsou rozpozndvany MutSa (sloZenym z proteindi MSH2 a MSH6), opravu inzerci/deleci zahajuje heterodimer MutSp
(z MSH2 a MSH3). MutS komplexy asociuji s heterodimerem MutLa (tvofeny proteiny MLH1 a PMS2). PMS2 endonukledza prerusi fetézec DNA
na nové syntetizovaném vlaknu. (MMR je stranové specificky — k opravé dochdzi na nové vznikajicim vidkné DNA na zakladé vyhodnoceni metylace
templatového vidkna DNA.) Prerudeni jednoho fetézce DNA (,nick”) je rozpozndno exonukledzou EXO1 odstrafiujici cast fetézce DNA s mutaci. Vysledny
jednofetézcovy tsek docasné chranény RPA proteiny je dosyntetizovan podle templatového vidkna DNA polymerazou (4 nebo €). Poslednim krokem
je zaceleni fetézce DNA pomoci DNA ligazy (LIGT).

V prvnim kroku bazové excizni reparace (BER) je poskozend baze v DNA vystépena glykosyldzami za vzniku abazického (apurinového/apyri-
midinového, AP) mista. Jednotlivé glykosyldzy (0GG1, NEIL, MUTYH, NTHL1 a dal3i) rozpoznévaji urcité typy poskozeni bazi DNA. V abazickém
misté je fetézec DNA otevien AP endonukledzou (APE1). Pfi reparaci kratkou drahou (short patch) je 5'-deoxyribéza-5-fosfat AP mista odstranén
Gcinkem DNA-polymerdzy (POLP), kterd zdroveri ndsledné navaze komplementarni nukleotid na uvolnéné misto. Findlnim krokem je ligace fetézce
DNA pomoci DNA ligdzy (LIG3). Kratkou dréhu stimuluje pfitomnost proteinu XRCC1, ktery sice nema vlastni enzymovou aktivitu, ale vytvafi strukturni
oporu komplexu reparacnich protein BER. Dlouha draha (long patch) je alternativnim pochodem BER, ktery zahrnuje Gpravu prerusenych koncii

1




Onkologie

DNA pomoci PNKP. Do mista preruSeni naseda DNA polymerdza s procesivni podjednotkou PCNA, jejiz pitomnost stimuluje dlouhou drdhu BER.
DNA polymerdza (POL&/€ — POLD/POLE) ndsledné syntetizuje komplementarni fetézec o délce 2—13 bézi. Odstavajici pdvodni vidkno DNA (,flap“)
s AP mistem je odstépeno endonukledzou FEN1T a nové syntetizovany fetézec je s plvodnim vidknem spojen DNA ligazou (LIGT). S jednofetézcovym
preruSenim DNA (,nick”), které vznika rovnéZ jako jednoretézcovy zlom DNA, asociuje PARP1, ktery pomoci poly-ADP-ribozylace atrahuje proteiny
reparacni dréhy véetné XRCC1. Reparace jednofetézcovych zlomii (SSBR) DNA tak probihd identicky jako reparace DNA vlékna v ramci BER.
Priibéh nukleotidové excizni reparace (NER) se lisi na zakladé transkripcni aktivity mista s poskozenim DNA. PYi TC-NER (transcription-coupled) je
aktivacnim signdlem reparace zastaveni postupu RNA polymerazy Il pii transkripci DNA. Zastaveni zplsobuje aktivaci dimeru CSA (ERCC8) / CSB (ERCC6),
ktery odsunutim RNA polymerézy z vldkna DNA umoZiiuje jeho néslednou opravu. GG-NER drdha probihd bez ohledu na funkéni stav chromatinu
diky permanentni aktivité senzorového proteinu XPC, aktivovaného pii vyskytu poruch struktury DNA dvousroubovice. Interakci XPC s nékterymi typy
postiZeni (napf. cyklobutanové adukty vznikajici icinkem UV zafeni) zvy3uji pomocné proteiny (DDB1, XPE a RAD23B, ktery po navazani XPC disociuje).
Po rozpoznani defektu je do mista reparace navazan komplex TFIIH, jehoZ soucdsti jsou helikazy XPD (ERCC3) a XPB (ERCC2) rozvolfiujici strukturu
dvousroubovice DNA. Misto alterace na jednoretézcovém (ssDNA) vidknu DNA je rozpoznévano proteinem XPA (za soucasného uvolnéni XPC), ktery
mé centralni regulacni dlohu v NER. Nésledné dochdzi k dvojitému preruseni ssDNA vldkna endonukledzami XPF (s navdzanym kofaktorem ERCC1)
a XPG (ERCC5). Po excizi ssDNA (24—32 b) obsahujici alterované baze je vznikly defekt zaplnén DNA polymerdzou (POLS/¢ s procesivni podjednotkou
PCNA) a reparace je dokoncena pomoci DNA ligdzy (LIGT).

APE1 — apurinic exonuclease 1; CSA — Cockayne syndrome A (ERCC8); CSB — Cockayne syndrome B (ERCC6); DDB1 — DNA damage-binding protein 1; DNA pol — DNA polymerase;
ERCC1 — excision repair, complementing defective, in Chinese hamster, 1; EX01 — exonuclease 1; FENT — flap structure-specific endonuclease 1; LIG1 — ligase 1; M — metylovy zbytek
(H,C-); MGMT — 0®-metylguanosinmetyltransferéza; MLH — MutL homolog; MMR — mismatch repair; MSH — MutS homolog; MUTYH — MutY homolog (E. coli) glycosylase; NEILT — Nei-like
DNA glycosylase 1; 05-meG — 0°-metylguanosin; 0GG1 — 0%-oxoguanosin glycosylase; PARP1 — Poly [ADP-ribose] polymerase 1; PCNA — proliferating cell nuclear antigen; PNKP — poly-
nucleotid kinase 3-prime phosphatase (enzym, ktery odstépi fosfdtovy zbytek z 3"-konce, aby zde vznikla 3™-OH skupina, kterd je zapotfebi pro polymeraci DNA polymerdzou, nebo naopak
fosforyluje 5-konec DNA, aby DNA ligdza mohla zacelit findIni,,nick“); RAD23B — UV excision repair protein RAD23 homolog B; RPA — replikacni protein A; XPA—G — xeroderma pigmentosum
gene A—G; XRCC1 — X-ray repair complementing defective in Chinese hamster, 1

presnost DNA polymerazy je diky jeji korekéni (proof-
-reading) aktivité velmi vysoka a pravdépodobnost za-
fazeni chybné baze se pohybuje v rozmezi 10°-107%,
vznikaji v rdmci replikace genomu pti bunééném déle-
ni stovky zdmén nukleotidd (mismatch) nebo kratkych
inzerci ¢i deleci. Chybné zafazené nukleotidy v DNA
musi byt nejprve rozpoznany senzorovymi proteiny, na-
sledné vystépeny exonukledzou a vznikly defekt je za-
celen DNA polymerazou. Vrozené poruchy MMR genti
jsou podstatou hereditarniho nepolypézniho CRC
(HNPCC, Lynchtv syndrom), s vysokym celozZivotnim
rizikem vzniku CRC (50-80 %), karcinomu endometria
(40-60 %) a dalsich nadortd (souhrnné do 10 %).
Vyznam mutaci MMR sytému je dokumentovan
burikami s poruchou této repara¢ni drahy, které na-
byvaji tzv. mutdtorovy fenotyp s fddovym zvySenim
(12-40 mutaci/Mbp) poctu zamén bazi a kratkych in-
zerci a deleci.” Typickym projevem poruchy MMR
systému je mikrosatelitova instabilita (MSI), ktera
vznika v dasledku inzerci a deleci v oblastech mikro-
satelitovych sekvenci ( ). Na vzniku MSI se ne-
podileji defekty véech MMR gent identicky. Vyznamné
zvy$eni MSI provazi poruchy MLHI, MSH2 a PMS2,
zatimco poskozeni MSH6 muze byt pravdépodobné
kompenzovano aktivitou ostatnich MMR genti a vy-
znamnou MSI nezptisobuje. Nadory s mutacemi v exo-
nukledzové doméné genti pro polymerazu ¢ (POLE)
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a polymerazu § (POLDI) jsou obvykle MSS, ale vy-
znaduji se extrémni pritomnosti zamén nukleotidi
(s etnosti > 100 mutaci / 1 Mbp).'¥

Defekty gentt MMR vedouci k MSI jsou nejcasté-
ji zptsobeny hypermetylaci promotoru MLHI genu
u sporadickych nadort nebo mutacemi druhé alely
u nosi¢t vrozenych mutaci gentt MSH2 a MLHI u pa-
cientti s Lynchovym syndromem. Celkem lze MSI dete-
kovat priblizné u 15 % CRC. Hodnoceni MSI ( )
u vzorkd nadorové tkané se provadi vy$etfenim nékoli-
ka genetickych markert (tzv. Bethesda panel obsahuje
pét mikrosatelitnich lokust, v nékterych pripadech se
pouziva lokusi vice). Dle stanovené miry MSI lze na-
dory hodnotit jako:

MSI-H: nadory s vysokou (high) MSI; > 2 z 5 nebo

> 30 % lokust s MSI;

MSI-L: nadory s nizkou (low) MSL; < 2 z 5 nebo

10-30 % lokusti s MSI;

MSS: nadory mikrosatelitné stabilni — bez MSI; 0z 5

nebo < 10 % lokust s MSL

Alternativnim stanovenim MSI je imunohistoche-
micka analyza exprese MMR genti (MLHI, PMS2, MSH2
a MSH6) ve vzorcich nadorové tkdné nebo stale castéji
NGS analyza.' Vyskyt somatickych mutaci v exonuklea-
zové doméné gentt POLE a POLDI se analyzuje pomoci
NGS.
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Pritomnost MSI-H je univerzalnim prediktorem
odpovédi na lé¢bu pomoci PD-1 protilatek. U sporadic-
kych CRC je MSI-H pfitomna u nddort nizsiho stadia
(15-20 % stadium II a III vs. 5 % mCRC), u starsich
pacienttl a u zZen. Identifikace MSI-H je pozitivni pro-
gnostickou znamkou (OS i DFS) onemocnéni, a naopak
negativnim prediktorem 1é¢by 5-FU.'9 Vyskyt mutaci
v exonukledzové doméné gentt POLE a POLDI zptso-
buje vznik hypermutantniho fenotypu u cca 10 % kar-
cinomi endometria a 1 % CRC."*

Dominantni tloha bazové excisni reparace (BER)
spociva v opravach kovalentnich modifikaci dusikatych
bazi (alkylace, oxidace, deaminace), které nevedou k vy-
znamnym strukturnim zménam dvousroubovice DNA.

A. Ztrata hetorozygozity (LOH)
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Protoze intermedidtem BER je vznik jednotetézcového
zlomu DNA, je tato draha do zna¢né miry zodpovédna
i za reparaci jednofetézcovych zlomi DNA. Prvotnim
krokem BER je odstranéni strukturné poskozené baze
z fetézce DNA za vzniku abazického (AP) mista po-
moci DNA glykosylaz (obr. 1.3). Jeho nésledna oprava,
bez ohledu na to, zda je AP misto intermedidtem BER,
nebo vzniklo spontdnnim odstépenim dusikaté baze
z nukleotidu, mitize probihat kritkou drahou (vyména
jediného nukleotidu), nebo dlouhou drahou (vymeéna
polynukleotidového useku obvykle v délce 2-13 bézi).'¥
V obou ptipadech dochazi k doplnéni defektu komple-
mentarniho vldkna DNA polymerazou a vysledny poly-
nukleotidovy fetézec je spojen DNA ligdzami. Pomoci

B. Mikrosatelitova (ne)stabilita (MSI/MSS)
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0br.1.4 Zmény v oblastech mikrosatelitovych repetic. Repetitivni sekvence, ve kterych se opakuji 1-6 bdzové repetice (zde napf. CAG nebo CA),
mohou slouZit jako markery ztraty heterozygozity (LOH, loss of heterozygosity) nebo mikrosatelitové instability (MSI). Pocet repetic je Casto v obou
aleléch odlidny (n, = n,). Detekce zmén repetitivnich sekvenci spocivé v amplifikaci lokusu obsahujiciho repetitivni sekvenci z nddorové a pfilehlé
nenddorové tkdné pomoci PCR [s primery FW a RV lokalizovanymi pired (xx), resp. za (yy) oblasti repetice (nnnCAGnnn, resp. nnnCAnnn)]. A. Ztrata
heterozygozity (LOH) oznacuje stav, kdy dojde k vypadku (fyzickému chybéni) jedné z alel genu v diisledku delece ¢asti chromozomu. Projevi se jako
ztrdta signalu jedné z alel pri PCR amplifikaci a nasledné kapilarni elektroforéze PCR fragmentli (fragmentacni analyze). V praxi obvykle nachazime
pfi LOH sniZzeni signélu, protoZe ve vzorku nddoru jsou piitomny i nenddorové buriky stromatu, které maji obé alely zachovany. Jednd se o typicky
déj inaktivace tumor supresorovych gendi (viz kap. 1.7). B. Mikrosatelitova instabilita (MSI) vznikd v disledku chybné reparace mikrosatelitd pfi
defektech MMR systému. V takovém pripadé Ize v nadorové tkani identifikovat oblasti obsahuijici repetice o riiznych délkach vznikajici v dlsledku
kumulace neopravenych replikacnich chyb, které jsou v repetitivnich sekvencich vice pravdépodobné. Pii MSI ukazuje vysledna fragmentacni analyza

polymorfismus délky PCR amplikon{ v burikdch néddorové tkané.

*

VySetfenim Cetnosti mutaci ve vzorku nadorové tkané Ize ziskat informaci o mutaéni nalozi (TMB, tumor mutation burden).

Mezi MSI-H a high-TMB (obvykle > 10 mutaci /1 Mb) je vysoka, i kdyz ne zcela absolutni korelace.'”
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BER probiha i reparace jednoretézcovych zloma DNA
(SSBR, single-strand break repair), které jsou rozpozna-
vany proteinem PARPI. Inhibice PARPI je dulezitou
protinddorovou strategii (viz ddle).

Hereditarni mutace gent kédujicich repara¢ni pro-
teiny BER drahy (v genech pro glykosylazy MUTYH,
NTHLI nebo DNA polymerazy POLE, POLDI) jsou
spojeny se vznikem hereditarnich CRC.

Nukleotidova excizni reparace (NER) slouzi pro
odstranéni alteraci, které vyznamné poskozuji struktu-
ru (tvar) fetézce DNA (spiSe nez konkrétni modifikaci
struktury DNA rozpoznavd NER zménu ,,tvaru® DNA).
Reparace se odliSuje u alteraci transkripéné aktivnich
gentl (kdy alterace DNA interferuje s procesem transkrip-
ce; transcription-coupled TC-NER) a oprav transkripéné
neaktivniho genomu (global-genome GG-NER). NER
zahrnuje rozpoznani mista defektu specifickymi senzo-
rovymi proteiny (obr. 1.3). Nasledné je ¢ast vldkna DNA
obsahujici postiZzené misto vystépena a vznikly defekt je
doplnén DNA polymerazou podle antiparalelniho vldkna
DNA a zcelen DNA ligdzou."

Aktivace NER je vyrazné spjata s u¢inky UV zareni,
které zptisobuje vznik dimer tymini a dalsich fotopro-
duktti. Nékteré proteiny ucastnici se NER maji vSak alohu
iv dalsich DNA repara¢nich pochodech, z ¢ehoz vyplyva
zna¢na heterogenita onemocnéni, ktera jsou zptsobe-
na vrozenymi mutacemi gent kédujicich faktory NER.
Bialelické mutace genti kodujicich faktory GG-NER zpu-
sobuji onemocnéni xeroderma pigmentosum (XPA-G),
které se vyznacuje extrémni fotosenzitivitou a vysokym
rizikem vzniku koznich malignit. Alterace genti drahy
TC-NER vedou k porucham transkrip¢nich komplexd,
které poskozuji funkce bunék, coz vede k jejich predcas-
nému starnuti a indukci apoptézy. Nosici bialelickych,
vrozenych mutaci v genech kodujicich TC-NER jsou
postizeni poruchami riistu a vyvoje s progresivni neuro-
degeneraci a progerii, jako tomu je napt. u Cockaynova
syndromu A (mutace genu CSA/ERCC8) nebo B (mutace
genu CSB/ERCC6).

Dvouietézcové zZlomy DNA v délicich se bunikdch
predstavuji zdvazna poskozeni genomu s vyraznym
onkogennim potencidlem. Vznikaji v dtisledku pu-

sobeni fady genotoxickych inzultti endogenni (volné
kyslikové radikaly, porucha replika¢ni vidlicky) i exo-
genni (ionizujici zafeni, genotoxické chemikalie) po-
vahy. Dvoufetézcové zlomy DNA mohou byt také di-
sledkem nedspésného prubéhu reparace DNA pomoci
NER ¢i progrese poskozeni jednofetézcovych zloma
DNA. Vznik dvoufetézcovych zlomt v nadorovych
burikach s nestabilnim genomem je Zadoucim cytoto-
xickym procesem vyvolanym fadou protinadorovych
chemoterapeutik a G¢inky radioterapie. Hlavnimi sen-
zory pritomnosti dvoufetézcovych zlomtt DNA jsou
proteiny KU70/KU80 a v S/G2 fazi bunécného cyklu
MRN komplex, slozeny z proteint MRE11, RAD50
a NBN.2® Reparace dvoutetézcovych zlomt nasledné
probihd dvéma zakladnimi procesy: rychlou cestou
nehomologniho spojovani volnych koncitt DNA nebo
komplikovanym, av$ak vysoce presnym procesem ho-
mologni rekombinace (HR).*

Nehomologni spojovani volnych konci DNA
(NHE]J; obr. 1.5A) je hlavni draha oprav dvouftetéz-
covych zlomt v lidskych bunkach. Umoznuje rychlé,
av8ak nikoliv zcela bezchybné spojeni pferusené DNA.
NHE] postupné zahrnuje rozpoznani a stabilizaci kon-
ct prerusené DNA, jejich pripadnou tpravu a ligaci
zacelujici fetézec DNA. Chyby indukované procesem
NHE] vyplyvaji z Gprav koncti pferusenych retézct
pred jejich spojenim ligaci, ktera nemtize probéhnout,
jestlize konce preru$eni nejsou symetrické ¢i kompa-
tibilni. V pripadé asymetrického preruseni jsou pre-
sahujici konce odstranény, ¢imz muze dojit k malym,
ale v nékterych pripadech funkéné vyznamnym ztra-
tam useki DNA. NHE] reparace probihd v nékolika
modifikacich, které se tykaji predev$im Gpravy konct
preru$ené DNA. Tzv. kanonicka cesta NHE] (c(NHE],
znazornénd na obrazku 1.5A) je zprosttedkovana akti-
vitou DNA-PK a zpiisobuje pouze malé upravy koncti
preruseného vlakna DNA. Pfi vyrazné asymetrickém
poskozeni probiha reparace pomoci alternativn{ NHE]
drahy (aNHE], viz pozndmka), kterd miize indukovat
vyraznéjsi defekty DNA. Aktivace a reparace aNHE]
drahy se Gcastni jiné mediatory (napt. PARP1) a repa-
ra¢ni proteiny (MRN komplex, LIG1, LIG3).

Alternativni reparace dvoufetézcovych zlomti probihd pomoci dalsich procest, které jsou nej¢astéji aktivovany pti selhani hlav-

nich repara¢nich drah (naptiklad v diisledku mutaci ¢i inaktivaci klicovych reparanich proteini). Alternativni draha NHE],
oznac¢ovana jako aNHE] (na rozdil od kanonické drdhy - cNHE]), se popisuje také jako MME] (microhomology-mediated
end joining), protoZe v ramci reparace jsou pierusena vlakna DNA spojena nejprve kratkym tisekem homolognich sekvenci
na antiparalelnich fetézcich prerusenych konctt DNA. JelikoZ tento proces stimuluje polymerédza ®, je draha nové ozna¢ovana
téz jako TME] (theta-mediated end joining). Podobnou nédhradni repara¢ni drahou je single-strand annealing (SSA), kterou
od TME] odlisuje vétsi rozsah homolognich tsekd, jenz je potieba ke spojeni prerusenych konctt DNA (25-500 bp).2!
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A. Nehomologni spojovani B. Homologni rekombinace (HR) C. Oprava kovalentniho
volnych koncti (NHEJ) spojeni fetézci (ICL)
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Obr. 1.5 Hlavni drahy oprav dvouietézcovych zlomii DNA. A. Aktivace kanonické NHEJ dréhy je zahdjena aktivaci DNA-PK. Jeji podjednotky
(KU70 a KU80) obkruZuji misto zlomu a ochranuji jej pfed extenzivni resekci. Aktivaci dimeru KU70/KU80 dochazi k navazani a aktivaci DNA-PKcs
kindzy, kterd pfemostuje konce prerusené DNA a fosforyluje histon H2AX. Fosforylace H2AX — vznik yH2AX — je charakteristickou zndmkou reparace
dvouretézcovych zlomd. Nasledné DNA-PKcs uvoliiuje misto exonukledze DCLRE1C (Artemis) upravujici konce prerusené DNA, na cemz se podileji
i dal3i proteiny (napf. PNKP). KU70/KU80 ndsledné slouzi pro navazani komplexu XRCC4-L1G4, ve kterém pomocnou tilohu sehréva XLF. LIG4 zodpovida
za spojeni pirerusenych koncti DNA. B. HR iniciuje trimerni senzorovy MRN komplex, sloZeny z exonukleazy MRE11, proteinu RAD50 spojujiciho
prerusené konce DNA a nibrinu, NBN, proteinu s fadou protein—proteinovych interakci (véetné ATM, CTIP, yH2AX). MRN komplex je aktivovan pro-
teinem CTIP, ktery je v priibéhu G2/S féze bunécného cyklu fosforylovan CDK2. Aktivitou MRN komplexu s CTIP je zahéjena resekce jednoho vldkna
DNA za vzniku dlouhych jednofetézcovych (ss) tseki DNA, které jsou nezbytné k vyhledani homologni sekvence na sesterské chromatidé. Kromé toho
se MRN komplex podili na aktivaci ATM kindzy, fosforylujici nékteré proteiny HR (napf. BRCA1) a proteiny integrujici HR do dalSich signalnich drah
v burice (zastava bunécného cyklu a v pfipadé nedspésné reparace DNA indukce apoptdzy; CHK2, P53).V ramci HR vznikd rozsahly komplex protein(
(reparacni ohnisko), ve kterém diileZitou Glohu sehravd BRCA1, platformni protein umoziujici dynamickou interakci proteini v reparacnim ohnisku
(v¢etné helikazy BRIP1 a CTIP). BRCA1 se svym vazebnym partnerem BARD1 vykazuje ubikvitinligdzovou (Ub) aktivitu. Monoubikvitinylace reparacnich
proteinli neslouzik jejich degradaci, ale mé regulacni funkci. Prevenci vzniku sekunddrnich struktur a ochranu resekované ssDNA zajistuji RPA proteiny
nasledné nahrazené rekombindzou RAD51. Jejim hlavnim tkolem je pfemisténi opravovaného ssDNA tseku do homologni oblasti sesterské chro-
matidy. Pfed tim se na konec opravované dsDNA s pokracujicim resekovanym tsekem ssDNA vaze protein BRCA2, ktery polymeraci RAD51 stimuluje.
Aktivace RAD51 se ticastni BCD2 komplex (slozeny z RAD51B/RAD51C/RAD51D/XRCC2). Stabilitu filamentdrni struktury RAD51 ovliviiuje komplex
RAD51C/XRCC3. Po hybridizaci ke komplementarnimu dseku DNA na sesterské chromatidé je chybéjici ¢ast DNA dosyntetizovana DNA polymerédzou
aintegrita dsDNA je obnovena DNA ligézou. C. Pomoci HR probihd oprava kovalentnich spojeni mezi fetézci DNA (ICL, interstrand crosslinks),
které bréni replikaci DNA v S fazi bunécného cyklu. Na této reparacni drdze se podileji proteiny skupiny Fanconiho anemie (FA). Oblast ICL je rozpo-
zndvana FANCM za asistence FAAP24, ktery katalyzuje vznik tzv. core komplexu (FANCA,-B,-C,-E,-F-G, FAAP100), ktery obsahuje ubikvitinligazu
FANCL monoubikvitinylujici FANCI/FANCD2 (tzv. ID2) komplex. ID2 komplex aktivuje FA nukledzy — SLX4 (FANCP) a XPF (FANCQ) — a dal3i reparacni
proteiny — BRIP1 (FANCJ), PALB2 (FANCN), BRCA2 (FANCD1), BRCAT (FANCS), RAD51C (FANCO).

53BP1—TP53-binding protein 1; ATM — ataxia-telangiectasia mutated; ATR — ataxia-telangiectasia mutated and Rad3-related; BRCAT — breast cancer gene 1 (FANCS); BRCA2 — breast
cancer gene 2 (FANCD1); BRIP1 — BRCA-interacting protein (BACH1 — BRCAT-associated C-terminal helicase-1, FANCJ); CTIP — CTBP-interacting protein (RBBP8 — retinoblastoma binding
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protein 8); DCLRE1C — DNA cross-link repair 1C (Artemis); DNA-PKcs — DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) catalytic subunit; FAAP — FA-associated protein; FANCA-S — Fanconi
anemia protein A—S; H2AX — histon H2AX; yH2AX - fosforylovana forma histonu H2AX; HR — homologous recombination; CHK1 — checkpoint kinase 1 (CHEK1); CHK2 — checkpoint
kinase 2 (CHEK2); KU70 — Ku 70 protein (XRCC6); KU80 — Ku 80 protein (XRCC5); LIG4 — DNA ligase 4; MRE11 — meiotic recombination 11 homolog A; MRN — MRE11-RAD50-NBN complex;
NBN - nibrin (NBS1); PNKP — polynucleotide kinase 3'-phosphatase; RAD50 — RAD50 homolog; RAD51B — RAD51 homolog B (RAD51L1); RAD51C — RAD51 homolog C (FANCO);
RAD51D — RAD51 homolog D (RAD51L3); RIF1 — RAP1 interacting factor homolog; RPA — replication protein A; Ub — ubiquitin; XLF — XRCC4-like factor (NHEJ1); XRCC3 — X-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cells 3; XRCC4 — X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4

Prostfednictvim homologni rekombinace (HR;
obr. 5B) jsou s vysokou presnosti reparovany dvou-
fetézcové zlomy v pritbéhu bunééného cyklu v S a G2
tazi (viz kap. 1.3 Poruchy proliferace nddorovych bu-
nék), kdy je pritomna sesterska chromatida poskytujici
predlohu (templét) pro rekonstrukci chybéjiciho useku
DNA. Proces HR zahajuje MRN komplex, jehoz tko-
lem je iniciace repara¢niho procesu, pocate¢ni upra-
va mista zlomu (s pfipadnym odstépenim kovalent-
né navazanych proteint na DNA, tzv. proteinovych
aduktt) a aktivace ATM kinazy, ktera zajistuje sladéni
DNA reparace s dal$imi intracelularnimi signalnimi
pochody. Nasledné exonukledzy odstrani jeden z fe-
tézcl preruseného vldkna DNA za vzniku dlouhych
jednotetézcovych (ssDNA) presahil na obou koncich
zlomu. Jednotetézcové presahy jsou pomoci RAD51
rekombindzy pfemistény do oblasti sesterské chroma-
tidy, ktera slouzi jako templat pro doplnéni chybéjici
genetické informace. HR je komplexni déj, kterého se
ucastni desitky proteind vytvarejicich rozsdhlé multi-
proteinové komplexy. Vyznam HR v tumorogenezi
dokumentuje vyrazny sklon ke vzniku dédi¢nych
nddorovych onemocnéni u heterozygotnich nosic¢a
zarode¢nych mutaci v fadé genti kédujicich proteiny
HR. Nejcastéji se tyto mutace vyskytuji v hlavnich
predispozi¢nich genech pro vznik karcinomu prsu
a ovaria - BRCA1 a BRCA2.

Procesem tzce souvisejicim s HR je reparace kova-
lentnich mezifetézcovych vazeb (obr. 1.5C). Kovalentni
spojeni mezi fetézci DNA (DNA interstrand crosslink -
ICL, zesitovani DNA) je zdvazné postiZeni, které brani
procesu replikace a transkripce. Pocate¢ni fazi reparace
ICL zajistuje skupina proteinti kddovanych geny Fan-
coniho anemie (FA), které vytvareji rozsahly aktivac-
ni komplex. Koneény proces opravy DNA je totozny
s homologni rekombinaci. Vrozené bialelické mutace
(u pacientt je mutace pritomna v obou alelach, mater-
nalnii paterndlni) v nékterém z vice nez 20 FA genti zpti-
sobuji FA, vzdcnd autozomdlné recesivni onemocnéni
charakterizovana poruchami krvetvorby, riistovymi de-
fekty a extrémné zvy$enym rizikem vzniku nadorovych
onemocnéni, pfedev$im AML. Nosi¢i monoalelickych
mutaci v nékterych FA genech jsou ohrozeni vznikem
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dédi¢nych nadorovych onemocnéni (obr. 1.5C). Nosicky
mutaci v genech BRCAI (FANCS) a BRCA2 (FANCD1I)
jsou ohrozeny vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu
a ovarii (celozivotni riziko az 80 % a 60 % pro karci-
nom prsu a az 60 % a 30 % pro karcinom ovaria), ale
i dalsich nadoru (pfedevsim karcinomu pankreatu; viz
www.onkogenetika.cz). U muzt je pak problematika
vyjadfena zvySenym rizikem onemocnéni karcinomy
pankreatu, prostaty a prsu. Zvy$ené riziko vzniku nado-
rovych onemocnéni je v§ak dokumentovano i pro nosice
mutaci v dal$ich FA genech, jako je PALB2 (FANCN;
karcinom prsu a pankreatu) nebo RAD51C (FANCO;
karcinom prsu a ovaria).

Pro zachovani neporusenosti genomu a prevenci
nadorové transformace je nezbytné, aby byly v bunce
kompetentni obé repara¢ni drahy - HR i NHE]. Opravy
pomoci NHE] probihaji v priibéhu celého buné¢ného
cyklu, v S a G2 fazi obé cesty kompetuji. Trebaze NHE]
reparace umoziuje zavedeni chyb do genomu, je pre-
devs$im rychlost této reparace DNA patrné diivodem
pro upfednostnéni NHE] jako hlavni repara¢ni drahy
oprav dvoutetézcovych zlomt v lidskych bunkach. Roz-
hodnuti o volbé konkrétni repara¢ni drahy zavisi na fazi
buné¢éného cyklu, charakteru konct prerusené DNA,
jejich rozpoznani konkrétnimi senzorovymi proteiny,
jejich enzymatické dpravé nebo aktivité rady regulac-
nich proteind. Preference reparace DNA s ohledem na
fazi bunééného cyklu nespociva pouze v dostupnosti
sesterské chromatidy pro HR, ktera je ptitomna az pfi
replikaci DNA v S fazi, ale také na dostupnosti kon-
krétnich reparaénich proteinti (napt. exprese RAD5I
rekombindzy pro HR se vyznamné zvy$uje az v pribé-
hu S féze). Rada aspektt vybéru repara¢niho procesu
neni presné popsana. Regula¢ni proteiny (napt. CTIP,
53BP1) ovliviuji, s ohledem na fazi bunééného cyklu,
DNA repara¢ni pochody aktivaci ¢i inhibici proteint
a proteinovych komplext zahajovaci ¢asti HR a NHE],
¢imz sméruji opravny mechanismus k rychlé NHE]J re-
paraci nebo presné HR.??

V kapitole 1.1 jsme uvedli, Zze poruchy genomové
integrity jsou jednou z urcujicich charakteristik nado-
rovych bunék (tab. 1.2). S ohledem na reparaci dvoure-
tézcovych zlomt DNA se poruchy repara¢nich procest
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v nadorovych bunkach tykaji témérf vylu¢né repara¢ni
drahy HR, kterd je v ¢asti nddort nefunkéni v dtisledku
inaktivaci gent, které se na procesu HR podileji. U ta-
kovychto nadort hovorime o defektu HR (HRD, homo-
logous recombination deficiency). Identifikace pacientti
se somatickymi nebo dédi¢nymi mutacemi v genech
kédujicich proteiny HR md znaény prognosticky, ale
predevsim prediktivni vyznam s ohledem na zvy$enou
odpovéd pacientt s dédi¢nymi mutacemi na chemote-
rapeutika ptisobici vznik dvouretézcovych zlomt a ICL

(derivaty cisplatiny) a pro lé¢bu indukujici syntetickou

letalitu nddorovych bunék (viz ddle). Stanoveni HRD

neni zatim rutinni diagnostickou metodou.” HRD lze
detekovat riznymi piistupy:

e nazakladé pritomnosti somatickych/dédi¢nych mu-
taci v genech pro HR (BRCA1, BRCA2, PALB2 a dal-
$ich; obr. 1.5) pomoci NGS (viz kap. 1.2.4 Analyza
alteraci DNA),

e funk¢nimi testy, které identifikuji vznik repara¢nich
komplexii obsahujicich RAD51 rekombindzu (re-
spektive jejich chybéni v pripadé HRD),

o identifikaci tzv. genetickych jizev (genomic scars) -
patologickych projevti ptitomnosti HRD, které za-
hrnuji detekci kombinaci LOH a intrachromozomo-
vych a intragenovych prestaveb.

V soucasnosti pouzivané (obvykle komer¢ni) testy
HRD kombinuji vyse uvedené ptistupy v podobé agre-
govanych skére. 2

Poly-(ADP-ribdza)-polymeraza 1 (PARP1)

a jeji inhibice

DNA repara¢ni pochody maji zasadni vyznam pro udr-
zeni genomové integrity. Kromé sdileni proteinti angazo-
vanych v riiznych repara¢nich drahach (napr. exonuklea-
za EXO1 nebo DNA polymerazy) ma fada reparacnich
systémt spole¢né regula¢ni nebo exekutivni mechanismy
integrujici signalizaci po poskozeni DNA s dal$imi intra-
celuldrnimi signalnimi déji, jako je regulace buné¢ného
cyklu & apoptozy (viz kap. 1.3 Poruchy proliferace nddo-
rovych bunék).

Dulezitymi regula¢nimi proteiny oprav genomové
DNA jsou proteiny z rodiny poly-(ADP-ribéza)-poly-
meraz (PARP) katalyzujici prenos zbytktt ADP-ribdzy
(poly-ADP-ribozylace, nazyvana téz PARylace) na $i-
rokou $kalu cilovych proteinti. Kovalentni pfipojeni fe-
tézcti slozenych z ADP-ribézy je molekuldrnim znakem
poskozeni DNA a signalem pro asociaci proteint zpro-
sttedkovavajicich jeji opravy. Z fady zastupcti PARP
rodiny je nejvice studovanym proteinem PARP1, ktery

se hlavni mérou podili na regulaci DNA repara¢nich

déji (obr. 1.6).

Inhibice PARP1 je nastrojem pro indukci syntetické
letality - farmakologicky navozené inhibice DNA repa-
ra¢nich pochodi ovlivnénych PARylaci u pacientt s po-
ruchou DNA reparace, jakou je pfitomnost vrozenych
mutaci v genech kédujicich proteiny HR nebo ziskanych
mutaci u pacientt s HRD.

Synteticka letalita v dtsledku inhibice PARPi vede
u pacientt s HRD ke katastrofickému rozpadu geno-
mu, coz se odrazi v dobré lé¢ebné odpovédi na PARPi
a relativné malé toxicité 1é¢by. Bohuzel, 1é¢ba PARPi je
provazena vznikem rezistence u vétsiny lé¢enych pa-
cientd, na které se podili fada faktor:?

e oprava defektu HR v disledku sekundarnich soma-
tickych mutaci nahrazujicich aplné, nebo alespon
¢aste¢né funkei defektnich HR gent,

e zvy$end exprese kanalti a transportért exportujicich
1é¢ivo z buriky,

e poruchy cilové molekuly PARP1 negativné ovliviujici
inhibici PARPi a obnoveni PARyla¢niho potencidlu,

e stabilizace replika¢ni vidlicky.

Je pravdépodobné, ze koncept syntetické letality bude
pouzitelny i v Fizené inhibici dal$ich DNA repara¢nich
drah. V soucasné dobé je ve stadiu klinického hodnoce-
ni fada inhibitort proteind podilejicich se na reparaci
dvoufetézcovych zlomt a inhibitort proteint intracelu-
larni odpovédi poskozeni DNA - ATM a ATR a jejich
substratd CHK1 a CHK2.29

1.2.3 Epigenetické zmény

Vyvoj malignich nadord neni podminén pouze gene-
tickymi alteracemi vedoucimi ke zménam v sekvenci
DNA, ale podileji se na ném i epigenetické zmény.
Tento druh modifikaci struktury genomu se mtize do-
tykat samotné DNA, jako je tomu v pripadé metylace
cytosinii v CpG ostrovech promotorovych oblasti gentt
(obr. 1.7), ktera je zodpovédna za nasledné umléeni
genové exprese. Dlouho jsou znamy inhibitory DNMT
(azacytidin byl syntetizovan v roce 1964 na UOCHB
AV CR), avak jejich ptinos pro lé¢bu solidnich nddorti
je pfedmétem vyzkumu.?”

Vyznamnou zménou je rovnéz ovlivnéni vyssi or-
ganiza¢ni struktury nukleoproteinového komplexu
chromatinu, sloZeného z DNA navinuté na histonové
oktamery (nukleozomy). Kovalentni modifikace histo-
nt, jako jsou acetylace zprostfedkované histonacetyl-

17




Onkologie

PARPi

a 7 Homologni
Jednoretézcové olaparib, rukaparib rekombinace: Y
zlomy a ssDNA: niraparib, talazoparib (HR)
: o[9 @ST7 NN X
o2 | L
NS N NS N \ 4;0% \
~ = . L/ - %,
. AN ¥ \ ¢
(" PARP1: . AN U\ .
g r
ADP-ribéza @

&

\ ~—
e X SN NXSEN
PAR
reparacni proteiny

0Obr. 1.6 PARP1 a piisobeni PARP1 inhibitori (PARPi). PARP1 obsahuje nékolik funkénich domén (vlevo dole). DNA vézajici doména interaguje
se ssDNA, automodifikacni doména je schopna autokatalytické PARylace, kterou zajistuje katalyticka doména. V pitomnosti poruch DNA, jako jsou
preruseni jednoho nebo obou fetézcli dvousroubovice (viz obr. 1.3), je PARP1 aktivovan a katalyzuje prenos ADP-ribdzy z NAD* (nikotinamidového
kofaktoru slouziciho v burikach k pienosu redukénich ekvivalenti) na cilové proteiny véetné sebe sama. PARylace funk¢né ovliviuje cilové proteiny.
PARylované molekuly PARP1 pritahuji do mista poskozeni DNA reparacni proteiny (napf. XRCC1 v priibéhu BER) obnovujici integritu DNA fetézce. Pfi
inhibici PARP1 pomoci PARPi dochazi k zachyceni nemodifikovaného proteinu PARP1 na DNA, coZ v intenzivné délicich se buiikach koliduje s replikacnim
aparatem, zplisobuje rozpad replikacni vidlicky a vznik dvoufetézcovych zlomd. V buiikdch s normdini HR se dvoufetézcové zlomy opravi pomoci této
reparacni drahy, coZ u pacientd s HRD neni mozné.

Prvnimi pacienty lécenymi pomoci inhibitorti PARP1 (PARPi) byli nemocni se zarode¢nymi patogennimi mutacemi v genech BRCAT nebo BRCA2.
U téchto nemocnych Ize predpokladat, Ze rozvoj nddorového onemocnéni souvisi s inaktivaci druhé, zdravé alely v nddorovych burikach (v ddsledku
hypermetylace promotoru BRCAT & BRCA2 nebo ztrétou alel pfi somatickych chromozomalnich prestavbéach genovych lokust BRCAT/BRCA2 genil
v nddorovych buiikdch). Z diivodd poskozeni HR, ve které proteiny BRCA1 a BRCA2 sehrdvaji kritickou Glohu, mohou nddorové buriky u nosicti BRCAT
nebo BRCA2 mutaci reparovat vznik dvoufetézcovych zlomi pouze pomoci NHEJ reparace. Jestlize v téchto nddorovyich burikéch zvysime pocet dvou-
fetézcovych zlom( (plsobenim cisplatiny nebo inhibici PARP, ktera poskodi BER, a jednofetézcové zlomy budou progredovat do vzniku dvouietézcovych
zlom{ DNA), dojde v nadorovych burikach ke kritickému poskozeni genomu, které povede k jejich zaniku. Nadto PARP1 indukuje aktivaci alternativni
NHEJ drdhy s vyrazné vyssi tendenci ke vzniku mutaci v DNA. V nenddorovych burikdch u nosicli zarodecnych mutaci lécenych PARPi kritické selhdni
reparace dvouretézcovych zlomi nenastane, protoZe maji zachovanu funkci BRCAT a BRCA2 (diky expresi proteinu z nemutované alely) zajistujici
reparaci pomoci HR.

transferazami (HAT; obr. 1.7), uvoliuji DNA, a tim ji
zpiistupnuji pro genovou expresi, usnadiiujice navaza-
ni transkrip¢nich faktor a RNA polymerazy. Opaény
ucinek vykonavaji histondeacetylazy (HDAC), které
kondenzaci chromatinu zvysuji. Epigenetické mo-
difikace naptiklad vyznamnym zptisobem ovliviiuji
genovou expresi tumor supresorovych gent, kterd je
v mnohych nadorovych buikach potlacena.

Klinicky vyznamna je napiiklad jiz dtive zminova-
na hypermetylace promotoru MGMT genu u pacientti
s gliomy.

Aberantni acetylace také ovliviiuje vyvoj nadorovych
onemocnéni. Zvy$ena exprese HDAC v nékterych nado-
rech se muize podilet na inaktivaci tumor supresorovych
gentl. Proto je logické, Ze jsou vyvijeny a testovany inhibi-
tory HDAC. Prvni z této lékové skupiny - panobinostat —
jiz byl schvalen FDA k terapii mnohocetného myelomu.

18

1.2.4 Analyza alteraci DNA

Identifikace patogenni mutace (mutaci) a epigenetic-
kych zmén v nddorové tkani je dileZitym parametrem
urcujicim prognézu onemocnéni a prediktivnim fakto-
rem determinujicim cilenou lé¢bu. V rdmci analyzy so-
matickych mutaci je nezbytné spravné charakterizovat
patogenni alterace v komplexnim vzorku nadoru, kde
samotné maligni bunky (obsahujici rizné somatické
mutace DNA, které vznikly v pribéhu Zzivota a které
jsou zodpovédné za nadorovou transformaci, a dalsi
alterace genomu, jako jsou epigenetické zmény) tvori
¢asto jen malou celuldrni komponentu loziska tumo-
ru. Analyza nemusi zahrnovat pouze vy$etfeni nado-
rové tkané. Stanoveni hypermetylace DNA a i nékte-
rych mutaci Ize provést i analyzou volné cirkulujici
(cell-free) DNA (cfDNA), kterd se uvolnuje do cirkulace
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Obr. 1.7 Metylace (M) cytosinu (C) na 5-metylcytosin ("C) v (pG dinukleotidech lokalizovanych v promotorovych oblastech genii je
katalyzovana DNA-metyltransferazami (DNMT). Metylace negativné ovliviiuje miru genové exprese (transkripce gend), protoze ™C znemoz-
fiuje sekvencné specifickou vazbu transkripcnich faktordi do oblasti promotoru v mistech modifikovanych metylaci. Tim nemdize dojit k vytvofeni
transkripéniho komplexu, ktery obsahuje nejen transkripcni faktory, ale rovnéz jejich koaktivatory slouZici pro aktivaci komplexu DNA-dependentni
RNA polymerdzy Il a histonacetyltransferazy (HAT) rozvoliiujici vazbu DNA na nukleozomy acetylaci histond. Acetylace snizuje kladny naboj histond
a tim jejich nespecifickou vazbu se zdporné nabitou molekulou DNA, kterd je tak dostupnéjsi pro interakei s transkriptnim aparatem. Metylace DNA
i acetylace histonti jsou reverzibilni déje. Odstranéni metylové skupiny probiha obvykle pomoci DNA reparacniho systému BER nebo NER. Odstranéni

acetylové skupiny z histond vykonavaji histondeacetyldzy (HDAC).

rozpadem nadorovych bunék komunikujicich s cévnim
reciStém.

Vyznamnym milnikem, ktery umoznil zdsadni pro-
ménu v analyze somatickych i hereditarnich alteraci
DNA, je zptistupnéni sekvenovani nové generace (NGS)
pro klinickou praxi. To fadové zvysilo moznosti detekce
zarodec¢nych i somatickych genetickych alteraci u onko-
logickych pacientii (obr. 1.8). Pfestoze mtizeme jiz v sou-
¢asné dobé analyzovat cely genom jedince, z diivodu stale
pomérné vysokych nakladi, ale pfedevs$im extenzivnich
narokd na bioinformatické zpracovani, je celogenomové
sekvenovani (WGS, whole genome sequencing) spise do-
ménou vyzkumu. Cilené sekvenovani umoznuje analy-
zu predem cilené obohacenych, vybranych tsekit DNA
(tzv. amplikonové nebo panelové sekvenovani). Roz-
$ifenou moznosti panelového sekvenovani je sekveno-
vani exomtl - oblasti kddujicich strukturni geny (WES,
whole exome sequencing). Ohromny sekvenacni vykon
NGS umoznuje velkou variabilitu diagnostickych pfi-
stupt; templatem NGS analyz nemusi byt pouze geno-
mova DNA ze vzorku somatické tkané ¢i nddoru, ale také
cDNA (jako produkt reverzni transkripce z RNA, mRNA
¢imiRNA), cfDNA ¢i DNA po modifikaci bisulfitem (pro
analyzu metylaci).

Pro spravnou identifikaci molekularnich cilii cilené
1é¢by je nezbytné urcit genetické zmény, které skute¢né
zodpovidaji za nadorovou transformaci (tidi ji; tzv. driver

mutace). Jejich odliseni od alteraci DNA, které s nado-
rovou transformaci nesouviseji (tzv. passenger mutace)
a vznikaji jako prtivodni jev porusenych DNA reparac-
nich pochodt pti mnohaletém pribéhu kancerogeneze,
je klicovou tlohou molekularni patologie. Geneticky
svzorec“ nadorové tkané (primarniho nadoru nebo me-
tastdz) se muze v ¢ase ménit podle toho, jak v nadoro-
vém lozisku prevladaji razné bunééné klonalni populace
vznikajici v disledku genetické nestability nddorovych
bunék a klonalni selekce pod tlakem protinddorové 1é¢by.
Molekularnégenetické vysetfeni tvori zaklad pro fun-
govani molekuldrnich tumor boardii (tymu slozenych
z onkologt, patologt, molekularnich biologti, genetiki,
farmakologt a dalsich specialisttl), predstavujicich indi-
ka¢ni komise pro precizni molekuldrni onkologii.

Identifikace hereditarnich mutaci v nadorovych
predispozi¢nich genech, interpretace zdvaznosti nale-
zenych genetickych variant a odhad miry rizika vzniku
nadorového onemocnéni je predmétem onkogenetiky,
ktera vyzaduje mezioborovou spolupraci onkologt, ge-
netikd a dalsich specialisti s ohledem na zvysend ri-
zika konkrétnich nadorovych onemocnéni. Indikace
a predevsim interpretace genetického vysetfeni germi-
nédlnfho genomu vyzaduje specializovanou genetickou
konzultaci, protoze individudlni nalez je pro probanda
celozivotné neménny a dotyka se nejen jeho Zivotniho
osudu, ale ovliviiuje i Zivoty jeho ptibuznych.
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0Obr. 1.8 Sekvenovani nové generace (NGS) umoziiuje identifikaci germinalnich i somatickych variant v DNA. Pficinné mutace (driver
varianty) se nejcastéji vyskytuji v kédujicich oblastech (exony) a k nim piiléhajicich dsecich nekédujicich oblasti (intrond). Oblasti zajmu (napf. exony
vybranych tumor supresorovych gendi ¢i onkogen() je mozné selektivné ,vychytavat” pii panelovém sekvenovani. Pi celoexomovém sekvenovani
(WES) jsou vychytavény viechny kddujici oblasti lidského genomu. Celogenomové sekvenovani (WGS) nezahrnuje obohaceni a cilovou oblasti je cely
genom vysetiované osoby. Pfipravy sekvenacnich knihoven a vlastni proces sekvenovani se u jednotlivyich typli sekvenovani prilis nelisi. Odlisny je
v3ak vyzadovany sekvenacni vykon nezbytny k dobrému pokryti (pfecteni) cilovych oblastijednotlivymi,ready” (unikatnimi ctenimi z ndhodné nafrag-
mentovaného seku DNA), ktery je nejmensi u panelového sekvenovani (cilovd oblast je ~ 0,1-1,0 Mbp), vétsi u WES (3—60 Mbp) a extrémni u WGS
(> 3 Gbp). V rdmci analyz zérode¢ného genomu je uspokojivé pokryti pfiblizné 100 ¢teni jednotlivé baze v oblasti zjmu, protoze identifikujeme
predev3im variantni homozygoty a heterozygoty s 100% nebo 50% zastoupenim variantni alely v genomu.

Na obrdzku vpravo nahofe vidime alelickou frakci 47,9 % odpovidajici 46 ¢teni variantni alely Ga 49 ¢teniWT (referencni) alely T pfi celkovém pokryti
95%. Radové vy3i pokryti potfebujeme pfi analyzéch somatickych variant (500~1000x), pi kteryich se snazime identifikovat genetické varianty v he-
terogennich nadorovych burikach (reprezentujicich rizné klondlni populace) rozptylenych v buiikéch stromatu (s normélnim nemutovanym genomem).
Na obrazku vpravo dole vidime situaci, kdy byla zachycena 15 alela Ga 1232 alelaT, coZ by v pfipadé heterozygotni varianty znamenalo, Ze takovyto
klon nddorovyich bunék je ve vzorku zkoumané tkané zastoupen v piblizné 2,4 %. Uvedenym narokiim odpovida i vystup (pocet sekvenovanych bazi),
ktery u WES fadové prekondva panelové sekvenovani, o WGS nemluvé. Velikost sekvenacniho vystupu vyZaduje odpovidajici sekvenacni analyzétor,
jehoZ kapacita (i cena) je v Sirokém rozmezi umoziiujicim fedeni vySe uvedenych situaci. V soucasnosti je v klinické praxi rovnéZ podstatnou limitaci
bioinformatické zpracovéni sekvenacniho vystupu. Pro panelové NGS, WES i WGS je bioinformatickd analyza obdobnd, ale v uvedené posloupnosti
stoupd ndrocnost na vypocetni vykon, strojovy cas, migraci dat, datova dloZisté imérné velikosti cilové oblasti ndsobené pokrytim. Bioinformaticka
analyza zahrnuje piedevsim namapovani sekvenacnich ¢teni (10°—10™) na referencni sekvenci, identifikaci variant a jejich anotaci. V pfipadé pouziti
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WES a WGS se interpretuji obvykle pouze varianty v logické oblasti zjmu, kterou miizeme libovolné definovat, na rozdil od panelového sekvenovani,
kde je oblast z&jmu definovana fixné. Interpretace zahrnuje komplexni postup, kdy je nalezend varianta posuzovana s ohledem na dopad na kddujici
sekvendi (c; pfipadné na mRNA — r.) a vyslednou sekvenci proteinu (p.). Varianty jsou klasifikovény na zékladé mezinarodnich doporuceni. Klinicka
interpretace se lisi v zavislosti na skutecnosti, zda se jednd o sekvenovani germindinich, nebo somatickych variant.

bp — pér bazi; Gbp — gigabaze (10° bp); Mbp — megabéze (10° bp)

1.3 Poruchy proliferace
nadorovych bunék

Zdenék Kleibl

Na zacdtku bylo uvedeno, ze zakladni charakteristikou
maligntho nddorového onemocnéni je jeho expanzivni
rist napti¢ vystavbovym pldnem organismu. Riist nado-
rovych bunék je stejné jako riist bunék fyziologickych
populaci regulovan na bunééné Grovni dvéma zaklad-
nimi pochody. Zatimco aktivaci bunééného cyklu do-
chazi ke zvySovani poc¢tu bunék v diisledku jejich délen,
aktivaci apoptozy bunky zanikaji. U vSech nadorovych
onemocnéni se pravdépodobné vidy jedna o kombino-
vanou poruchu obou déju zapricinujici, Ze se nadorové
bunky excesivné déli a méné pricinlivé zanikaji.

1.3.1 Bunécny cyklus a jeho poruchy

Hyperproliferace je charakteristickou znamkou nado-
rové transformace umoziujici riist malignich bunék
v primarnim nadoru i metastatickych loZiscich. Novo-
tvorba nadorovych bunék vyplyvé z porusené regulace
jejich buné¢ného cyklu, biochemického programu za-
jistujiciho vznik dvou dcetinych bunék z jedné bunky
matefské. Bunéény cyklus probiha témét identickym
zpusobem ve vSech somatickych délicich se burnikach
v organismu. Za normalnich okolnosti se vét$ina bunék
ve tkdnich nachazi v klidové, tzv. GO fazi, kdy i pres in-
tenzivné probihajici intraceluldarni metabolismus a za-
pojeni bunky v plnéni specializovanych tkola ptislu$né
tkané nedochdzi k pfipravé na buné¢né déleni. Tento
stav se projevuje tim, Ze buniky nachazejici se v klidové
tazi neexprimuji specifické proteiny regulujici bunécny
cyklus (napt. cykliny). Za fyziologického stavu je vstup
bunky do buné¢ného cyklu umoznén pti splnéni néko-
lika zékladnich podminek:
e Déleni bunky musi byt pozitivné stimulovano sou-
stavnou mitogenni signalizaci (napf. riistovymi fak-

tory, cytokiny) prevysujici antiprolifera¢ni signaliza-
ci (napt. TGFp, E-kadherin).

o Kdéleni mize dojit pouze v burice s intaktnim geno-
mem, nebot poskozeni DNA (pfedev$im pritomnost
dvouretézcovych zlomi) zptsobuje aktivaci DNA
repara¢nich pochodu a kontrolnich mechanismt
(ATM/CHK2/P53 nebo ATR/CHK1) inhibujicich
bunéény cyklus.

o Pro déleni musi mit matet'ska burika dostatek staveb-
nich substratii (predevsim deoxynukleotidtrifosfatii
pro syntézu DNA) a energie (ve formé ATP).

V ramci vlastniho bunééného cyklu dochdzi v soma-
tickych bunkach ke kopirovani genomové DNA proce-
sem replikace a riistu buné¢nych komponent. Na konci
bunééného cyklu jsou zdvojeny genom, bunééné orga-
nely a struktury (napt. membrdany) symetricky rozdéleny
z matefské burnky do dvou dcefinych bunék. Samotny
bunéény cyklus probiha ve ¢tyfech navazujicich fazich
(obr. 1.9), v jejichZ priibéhu jsou feseny specifické uko-
ny nezbytné pro vznik dvou dcetinych bunék z bunky
matetské. Jednotlivé faze bunééného cyklu se podileji
rliznou mérou na maligni transformaci:

e Gl faze: Vstup do bunécného cyklu, ktery je inte-
graci promitotické a antimitotické signalizace. Pfi
prevaze promitotické situace dojde k prekondani
hlavniho kontrolniho bodu bunééného cyklu v G1
fazi a burika iniciuje pfipravu pro replikaci DNA.
Gl faze a jeji regulace m4 zcela rozhodujici vliv na
mitogenezi. Proto se na jeji ovlivnéni soustredi vét-
$§ina proonkogennich udélosti a také farmakotera-
peutickych zasaht.

o S faze: Probiha replikace DNA a syntéza intracelu-
larnich organel a komponent pro rozdéleni buniky
na dvé dcefiné. S faze musi probihat i v nddorovych
bunkéch. Jeji vyrazné poruchy ucini i nddorovou
bunku nezivotaschopnou.

e G2 faze: Probihd postreplika¢ni kontrola kvality
a integrity DNA s vysokou aktivitou DNA reparace.
Probiha priprava na rozdéleni burky v mitdze, ke
které délici se burika smétuje po prekonani kontrol-
niho bodu v G2 fazi. Porucha regulace restrikéniho
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bodu v G2 fazi ma vyznamny proonkogenni poten-
cial se vznikem hypermutantniho fenotypu.

e M faze: Mitdza je nejkratsi, ale velmi dynamickou
¢asti bunééného cyklu, v jejimz pribéhu nastava
symetrické rozdéleni genetického materidlu a bu-
néénych komponent do dcetinych bunék. Jejich od-
délenim (cytokineze) bunéény cyklus v bunkach
fyziologickych tkani konéi.

Poruchy buné¢ného cyklu v nadorovych bunkach
se vyskytuji nendhodné. Pro zachovani integrity bunék,
vcetné nadorovych, je nezbytné, aby bunéény cyklus
mechanicky probihal patfiénym zpasobem, jinak by
vedl k fatalnimu selhani bunééné reprodukce. Poruchy
bunééného cyklu v rdmci tumorogeneze se tak tykaji
predevs$im snizeni prahu pro vstup do buné¢ného cyklu,
tolerance pritomnosti poskozeni DNA a poruch signala
pro ,ukonceni® bunééného cyklu, coz se ve vysledku
projevi hyperproliferaci.?®

Prabéh bunééného cyklu je fyziologicky ovlivnén ex-
tracelularni i intraceluldrni signalizaci. Integrace téchto
signalnich déjii probihd v tzv. kontrolnich (restrikénich)
bodech. Hlavnim kontrolnim bodem bunééného cyklu
je restrik¢ni bod v G1 fazi (ovladany RB1 proteinem),
regulovany promitotickou a antimitotickou signalizaci,
po jehoz prekondni neni zastava buné¢ného cyklu za
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fyziologickych okolnosti mozna a buné¢ny cyklus dale
probihd bez vyznamného ovlivnéni extracelularnimi sig-
nalnimi vlivy. Restrikéni bod v G1 fazi je tedy jakymsi
bindrnim prepina¢em, ktery mnohovrstevné a kosaté
nadfazené signalizace pfeménuje na signal o zahajeni
nebo naopak zastaveni bunééného déleni. Kontrolni bod
v G2 fazi spociva predevsim v integraci intracelularnich
podnétt a dominantni dlohu sehravd integrita DNA.
Za fyziologickych okolnosti umoznuje rozdéleni buriky,
ktera tspé$né a tplné replikovala DNA v S fazi.

V ramci tumorogeneze je aberantné zvysena aktivi-
ta faktort stimulujicich buné¢ny cyklus (kédovanych
onkogeny), a naopak, patologické defekty nachazime
u mechanismt, které prabéh bunééného cyklu inhibu-
ji (kédovanych tumor supresorovymi geny). Prakticky
u véech nadorovych bunék se setkdvame s funkéni po-
ruchou regulace buné¢ného cyklu v jeho kontrolnich
bodech. Protoze regulace vstupu do bunééného cyklu
je tizce spojena i s diferenciaci bunék (aktivace diferen-
cia¢nich déji mitotickou aktivitu bunék solidnich tka-
ni inhibuje), dochdzi v rdmci tumorogeneze i k mnoha
zménam v diferencia¢nich signalnich drahach.

Cykliny a cyklin-dependentni kinazy (CDK)
Zéakladnimi molekulami regulujicimi bunéény cyklus
jsou cyklin-dependentni kinazy (CDK). Katalyticka

Obr. 1.9 Prtehled priibéhu bunécného cyklu a jeho regulace.
Postupny prdbéh bunécného cyklu je stimulovan komplexy cyklindi
a cyklin-dependentnich kindz (CDK), jejichZ aktivitu negativné ovliv-
fuji jejich inhibitory pdsobici na viechny komplexy cyklind CDK (P21,
P27, a P57) nebo jen na komplex cyklinu D—CDK4/6 (P16, P15, P18,
P19). Aktivita a exprese inhibitord je ovlivnéna fadou faktord. Zahajeni
bunécného cyklu vyzaduje inaktivaci RB1 proteinu, ktery je fosforylovan
cyklinem E—CDK2 a nsledné i dal3imi komplexy cyklind—CDK (cervend
Carkovana ¢ara). Vstup z G2 faze do mitézy je kontrolovén restrikénim
bodem v G2 fazi. Zatimco prvni polovinu mitdzy kontroluje aktivita cy-
klinu B—CDK1, jeji druha faze je requlovana pomoci APC/C komplexu
(anaphase promoting complex/cyclosome) fidiciho segregaci chromatid
do tvoficich se dcefinych bunék a rozdéleni matefské buriky (cytokinezi).
Po dokonceni bunécného cyklu se rozdélené buriky dostavaji do GO faze
ajejich dalsi osud spociva v aktivité mitotickych i diferenciacnich fakto-
rli. Buiiky termindiné diferencovanych tkéni'si zachovdvaji dlouhodobou
viabilitu, ale ztraci schopnost aktivovat bunécny cyklus. Tuto schopnost
nemaji ani burky aktivujici senescenci, které viak rychle spéji k zaniku
aktivaci apoptézy.
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(serin/threonin kinazova) aktivita (pfenos termindalni
fosfatové skupiny z ATP na serinovy nebo threoninovy
zbytek cilovych proteinti) zavisi na pfitomnosti jejich
regula¢nich podjednotek, které se nazyvaji cykliny, se
kterymi tvoii heteromerni komplexy cyklini-CDK.
CDK tvoii skupinu vice nez 20 kinaz. Pouze ¢tyfi
(CDK1, CDK2, CDK4 a CDK®6) slouzi primarné pro
regulaci bunééného cyklu (tab. 1.5). Cyklin H-CDK7
vytvari komplex cyklin aktiva¢ni kinazy (CAK), ak-
tivujici vzniklé komplexy cyklinti-CDK v ramci bu-
nécného cyklu.

V prbéhu bunééného cyklu dochdzi k vyznamnym
zménam pritomnosti cyklind jako regula¢nich podjed-
notek CDK. Exprese gentl pro cykliny je v priibéhu bu-
né¢ného cyklu presné fizena, podobné jako degradace

jejich proteinovych produktii cestou ubikvitinylace a na-
sledné proteazomalni degradace. Po navazani cyklinu
na CDK vyzaduji komplexy cyklini—CDK dalsi aktivaci
pro nabyti plné kinazové aktivity. Aktivace spociva ve
fosforylaci katalytické podjednotky CDK pomoci cyklin
aktiva¢ni kinazy (CAK; cyklin H-CDK?), ktera ovliviiuje
konformaci kinazové domény CDK v oblasti tzv. T-klicky.
Ovlivnéni aktivity komplexi cyklinti a CDK fosforylaci/
defosforylaci zprostiedkovanou kindzami/fosfatdzami
ma zasadni vliv na regulaci buné¢ného cyklu (fosforyla-
ce threoninu v oblasti tzv. T-klicky katalytického centra
CDK1, zprostredkovana CAK, zvysuje jeji kinazovou
aktivitu, zatimco fosforylace threoninu 14 a tyrosinu 15
CDK1, katalyzovana kinazou WEEI [obr. 1.12], ma uci-
nek inhibi¢ni, ktery je az nasledné eliminovan fosfatazou

Tab. 1.5 Pfehled komplexi cyklinii a cyklin-dependentnich kindz (CDK) s charakterizovanou funkci. Hlavni komplexy dominantné fidici postup

bunétnym cyklem jsou uvedeny tucné.

Komplex cyklinu-CDK Zakladni funkce

Katalyticka | Regulacni

podjednotka | podjednotka

(DK1 cyklinA regulace G2 faze

(DK1 cyklin B vstup do mitézy, regulace proféze a metaféze

(DK2 cyklin E prechod G1-S

(DK2 cyklin A regulace S faze

(DK3 cyklin C prechod z GO do G1 faze v nékterych tkdnich (fibroblasty, hematopoetické progenitory)

(DK4 cyklin D regulace G1 — zahdjeni bunécného cyklu; cil protinddorové |échy (CDK4/6 inhibitory)

(DK5 P35 atypicka CDK, neni stimulovana cyklinem, ale proteinem P35 (nebo P39); alternativa CDK2 v nervovém
systému; fosforylace Tau proteinii

(DKé6 cyklinD regulace G1 — zahdjeni bunécného cyklu; cil protinddorové |échy (CDK4/6 inhibitory)

(DK7 cyklinH cyklin aktivacni kindza (CAK), regulace transkripce; cil protinddorové Iécby (samuraciklib)

(DK8 cyklin C requlace transkripce; potencidlni il protinddorové lécby

(DK9 cyklinT regulace transkripce; il protinddorové Iéchy (alvocidib)

(DK10 cyklin L/M kontrola pfechodu G2—M; exprese v pIné maturovanych bufikdch; tumor supresorova funkce?

(DK11 cyklin L/M requlace translace

(DK12 ayklinK regulace transkripce / requlace sestfihu pre-mRNA?; tumor supresorova funkce?

(DK13 cyklinK requlace transkripce / regulace sestfihu pre-mRNA?

(DK14 ayklinY regulace signalizace WNT drhy

Pozn.: Skupiny (DK14-20 jsou charakterizovany doposud mdlo a jejich vjznam v kancerogenezi neni piné objasnén (jednotlivé studie vSak naznacuji, ze se podileji na progresi riiznych
epitelovych nador). Patrné se tcastni fady fosforylaci ovliviiujicich signalni déje v burice (napf. requlace WNT dréhy komplexem CDK14—cyklin Y). Komplexy cyklind—CDK zajistujici re-
quladi transkripce fosforyluji C-koncovou doménu (CTD) DNA-dependentni RNA polymerézy Il, ¢imz aktivuji zahdjeni transkripce. CDK12 se specificky podili na regulaci transkripce pouze
nékolika mélo gend, které v3ak kdduji diilezité DNA reparacni proteiny, véetné BRCAT, ATM, ATR, FANCI a FANCD2. Mutace v (DK12 byly nadto identifikovany piiblizné u 3 % karcinomd
ovaria a pfitomnost mutace v (DK72 u pacientek lécenych PARPi vjznamné zvy3ovala celkové pfeZiti.
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CDC25). Cykliny se podileji na rozpoznavani cilovych
substrati fosforylovanych komplexy cyklini—CDK. Sub-
straty téchto komplext jsou stovky proteint podilejicich
se na fizeni buné¢ného cyklu, replikaci a reparaci geno-
mové DNA a rastu buniky v prabéhu bunééného cyklu.
Rizend exprese cyklinfi uruje aktivitu jejich komplext
s CDK v presné vymezenych fazich bunééného cyklu
a zajistuje jednosmérny posun biochemickych udalosti
smérem k rozdéleni bunky.

Negativni regulatory komplext cyklini-CDK

Negativni regulaci buné¢ného cyklu na drovni inhibi-
ce komplexti cyklinti-CDK zajistuji CDK inhibitory.
Tyto dulezité tumor supresorové proteiny patti do dvou
funk¢nich skupin. Prvni skupina zahrnuje P16™44/
CDKN2A, P15™%8/CDKN2B*, P18™¢/CDKN2C
a P19™XP/CDKN2D, které jsou oznacovany jako
tzv. INK4 (inhibitory CDK4). VSechny INK4 kompe-

tuji o vazbu s cykliny skupiny D na katalytické pod-
jednotky CDK4 nebo CDK6. Vznik komplexu cyklinu
D-CDK4/6 je pfitom podminkou prekonani restrikéni-
ho bodu v G1 fazi. INK4 proteiny tedy zastavuji bunéc-
ny cyklus jesté pred prekonanim hlavniho restrikéniho
bodu (obr. 1.9 a 1.10).

Druhd skupina CKI (rodina CIP/KIP, CDK-in-
teracting protein / kinase inhibitory protein) obsahu-
je P21WARUCIPL/CDKNI1A, P27%P!/CDKNI1B, P57%P2/
CDKNI1GC, které mohou asociovat se viemi jiz zformo-
vanymi komplexy cyklini—-CDK. Vykonné inhibuji pre-
dev$im komplexy cyklintt E-CDK2, cyklint A-CDK2,
cyklintt A-CDKI1 a cyklint B-CDKI. Slouzi tedy prede-
v8im k zéstavé bunééného cyklu po prekondni restriké-
niho bodu v G1 fazi. V nedélicich se burikéch je klidova
koncentrace P27X™! relativné vysokd s tendenci se sni-
Zovat pfi zahdjeni bunécného cyklu v pribéhu GI faze.
Opacny trend Ize pozorovat u intraceluldrni koncentrace

RTKs

TGFBR
P16
SMAD P
P15 33
P18
P19 ¥

CDK4/6

a1 1

RB1

»
»

S M

Obr.1.10 Aktivita inhibitord komplexi cyklini—CDK. Skupina INK4 (P16, P15, P18, P19) se vaZe na (DK4/6, ¢imz interferuje s vazbou cyklinu D.
Bréni tak aktivaci CDK4/6 nutné pro prekondni hlavniho restrikéniho bodu, a tim inhibuje bunéény cyklus po prlichodu restrikénim bodem v G1 fazi (RB).
Proteiny P21, P27 (a P57) jsou schopny inhibovat jiz vytvoiené komplexy cyklinG—CDK. Exprese proteinti INK4 je aktivovana transkripcnimi faktory
SMAD fosforylovanymi aktivovanym receptorem TGFp, zatimco expresi P21 indukuje transkripcni faktor P53 po poskozeni genomové DNA, ¢imz se podili
na regulaci kontrolniho bodu G2 féze. Exprese P21 je tcinky aktivovaného TGFBR ovlivnéna pouze slabé, coz vysvétluje, pro¢ TGFB nemiize vyrazné
ovlivnit bunécny cyklus po prekondni restrikéniho bodu v G1 fazi. P21 stimuluje v priibéhu G1 faze sestavovani komplexu cyklinu D—CDK4/6. Aktivace
PKB/AKT fosforyluje P21a P27, které se ve fosforylované podobé nemohou translokovat do bunécného jédra a podilet se na requlaci bunééného cyklu.

AKT — AKT kinase (téZ PKB); CDK — cyclin-dependent kinase; P16/P15/P18/P19 — protein P16(INK4A)/P15(INK4B)/P18(INK4C)/P19(INK4D); P53 — protein P53; RB1 — retinoblasto-
movy gen; RTKs — receptor tyrosin kinases; SMAD — SMA (C. elegans) and mothers against decapentaplegic (drosophila) homolog; TGFBR — receptor pro TGFB; WEET — WEET kinase

*  Geny CDKN2A a CDKN2B se nachazeji ve spole¢ném genovém lokusu (9P21; INK4/ARF lokus) a koduji tfi (!) proteinové
produkty. Kromé zminénych CKI P16™**4/CDKN2A a P15™**¥/CDKN2B vznikd pouzitim alternativniho transkripéniho
pocatku CDKN2A protein P14**F (alternative reading frame), ktery inhibuje MDM2 pro aktivaci P53 (viz kap. 1.3.3).
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P21WAFRVCIPL yzrtistajici v G1 fazi vlivem mitotické sti-
mulace. Na regulaci exprese CKI se podili fada faktort.
Exprese P15™%4B g P16™K44 je ovlivnéna aktivitou TGFPR
aregulace exprese P21WAF/CIL je po poskozeni DNA sti-
mulovéna uéinkem P53 (obr. 1.10).

Prubéh bunécného cyklu a prekonani

G1 restrik¢niho bodu

V tvodni ¢asti G1 faze bunécéného cyklu dochazi vli-
vem zvy$ené mitogenni stimulace k zahdjeni syntézy
cyklin D. Skupinu téchto cyklini tvofi tfi homologni
proteiny (D1, D2 a D3), které se se srovnatelnou afinitou
mohou vazat na CDK4 nebo CDK6. Vsechny cykliny D
maji rovnéz stejnou substratovou specifi¢nost v komple-
xus CDK4/6. Odli$na je viak regulace genti pro jednot-
livé cykliny D (CCNDI1, CCND2 a CCND3), které ob-
sahuji rtizné usporadané promotory obsahujici vazebna
mista rozpoznavana riiznymi transkripénimi faktory.
To umoznuje, aby exprese cyklini D byla vysledkem
aktivace rtiznych cest mitotické stimulace aktivované
odli$né v rtiznych tkanich (tab. 1.6).

V ramci bunééného cyklu se exprimuje fada velmi
specifickych gent (naptiklad cykliny) a rozsahlé sady
gend je nezbytné exprimovat za riiznych kvalitativnich
i kvantitativnich podminek. Tyto tkoly vyZzaduji ptitom-
nost specifickych transkrip¢nich faktor, které ptsobi
jako transkrip¢ni aktivatory (zvySuji transaktivaci pri-

slusného promotoru, a tim zvysuji miru genové expre-
se, tedy transkripce ptislusného genu), nebo represory
(vazbou na promotor brani jeho aktivaci). Dilezitymi
transkripénimi faktory pro regulaci exprese proteint
podilejicich se na fizeni a priabéhu bunééného cyklu
jsou transkrip¢ni faktory z rodiny E2F, ve které se vy-
skytuji jak aktivatory (E2F1, E2F2, E2F3a), tak represory
(E2F3b, E2F4, E2F5) genové exprese.*” Aktivatory z E2F
rodiny transaktivuji geny pro cykliny E a dalsi geny ko-
dujici proteiny t¢astnici se replikace DNA a riistu bunky
v S fazi.

V ¢asné G1 fazi se v bunice nachazi zna¢na koncent-
race inhibitorti P21 a P27, které zde napomahaji asociaci
cyklintt D s CDK4/6 (obr. 1.11). Dulezitym substratem
kinazové aktivity komplext cyklind D-CDK4/6 je pro-
dukt tumor supresorového genu - RB1 protein (retino-
blastomovy protein), ktery je molekuldrni podstatou
hlavniho kontrolniho bodu bunééného cyklu - restrike-
niho bodu v G1 fazi. RB1 protein je mocny negativni
reguldtor buné¢ného cyklu, jehoz kanonicka funkce
spociva ve vyvazovani a tim inhibici fady intracelular-
nich bilkovin, pfedevs$im transkrip¢nich faktora z ro-
diny E2E* RB1 protein je schopen vytvaret komplexy
s volnymi proteiny E2F, ale i asociovat s E2F navazanymi
na promotorech v DNA. (V tomto ptipadé RB1 protein
interaguje i s histondeacetyldzami [HDAC], které de-
acetylaci histonti v misté promotort dale snizuji aktivaci

Tab.1.6 Exprese jednotlivych zastupcli cyklind skupiny D je zajiSténa réiznymi transkripcnimi faktory aktivovanymi v zévislosti na riznych signélnich

drahach?39
Gen pro cyklin D Transkripcni faktor Receptor zdrojového signalu
(CND1 AP-1 (JUN/FOS) receptorové tyrosinkindzy HER2/Neu
SP1 HER2/Neu
E2F HER2/Neu
STAT cytokinové receptory
GLI hedgehog
NF-kB RANKL
TCF/LEF WNT/B-katenin
(CND2 cAMP FSH
MYC riizné mitogeny
STAT receptory pro IL-4, IL-7
(CND3 STAT3/5 receptory pro IL-5
E2A receptor pro IL-7

FSH — folikulostimula¢ni hormon; RANKL — receptor activator of NF-kB ligand
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Mitoticka
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0br.1.11 Ptekonani restrikéniho bodu v G1 fazi bunééného cyklu. Vysvétleni schématu je uvedeno v textu.
(DK - cyclin-dependent kinase; E2F — transcription factor E2F1 (alias RBP3 — retinoblastoma-binding protein 3); P21 — protein P21 ((DKN1A/WAF1); P27 — protein P27 (CDKN1B/KIP1)

transkripce; viz kap. 1.2 Poruchy genomu zpiisobujici
nddorovd onemocnéni.) Dokud neni RB1 protein inak-
tivovan fosforylaci, vaze transkrip¢ni faktory E2F, ¢imz
znemoziuje jejich uplatnéni v regulaci genové exprese.
Pokracujici mitotickd stimulace ve stfedni ¢asti G1 faze
zpusobi kumulaci E2F a rovnéz komplexii cyklinu D
s CDK4/6, které jsou schopny vyvazovat volné inhibi-
tory P21 a P27. Jakmile se komplex cyklinu D-CDK4/6
objevi v burice v aktivni podobé, zahdji fosforylaci RB1.
Fosforylovana forma RB1 proteinu ztraci schopnost vé-
zat E2F1, které se uvolni a iniciuji expresi cyklinu E.
Cyklin E-CDK2 komplex dale hyperfosforyluje RB1.
Masivni uvolnéni transkrip¢nich faktord E2F v duisled-
ku inhibice RB1 proteinu tak umozni expresi proteinit
S faze (viz obr. 1.11).

Vstup do S faze ridi komplex cyklinu E-CDK2, je-
hoz aktivitu nasledné prebira cyklin A-CDK1. Smyslem
S faze je replikace (syntéza) genomové DNA a kromé
ni i rtist bunéénych struktur (napt. duplikace centriolil
jako kotvicich bodd mitotického vieténka) a organel,
aby obé dcefiné bunky byly po rozdéleni zivotaschop-
né. V ramci replikace podléha DNA dvousroubovice
dynamickym zménam geometrického usporadani (to-
pologie), které jsou umoznény diky enzymové aktivité
topoizomeraz (povolujicich ¢i pritahujicich vinuti DNA
ve dvousroubovici)* a helikaz (separujicich dsDNA na
dvé ssDNA vldkna). Topoizomerazy, resp. jejich akti-

vita je ovliviiovana inhibitory topoizomeraz (TOP1
inhibitory: kamptotecinovéd analoga - irinotekan a to-
potekan — a TOP2 inhibitory: doxorubicin a etoposid).
Prevazna cast S faze je spojena se vznikem a regulaci
replika¢nich komplext, syntézou DNA a regulaci DNA
repara¢nich déjii. Zatimco S faze kon¢i kompletni re-
plikaci genomové DNA, repara¢ni pochody pokracuji
i v nasledujici G2 fazi.

V prubéhu G2 faze probiha kontrola integrity geno-
mové DNA. Pii pfitomnosti poruch DNA, predevsim
dvouretézcovych zlomi nebo perzistujicich jednore-
tézcovych usektt DNA znacicich nedokonalou replikaci
genetického materidlu, dochazi k aktivaci repara¢nich
enzymu a zastavé bunééného cyklu v G2 restrikénim
bodu. Jeho dilezitou soucasti je kinaza WEEL, jejiz ak-
tivita zastavuje bunéény cyklus v G2 fazi. Rozpoznani
poruch v DNA je umoznéno diky proteinu ATM (akti-
vovaném v pritomnosti dvoufetézcovych zlomtt DNA;
viz kap. 1.2, obr. 1.5) a jeho homologu ATR (A-T and
Rad3-related, aktivovaném v pfitomnosti perzistujicich
jednofetézcovych usekid DNA; viz obr. 1.12). ATM/ATR
kindzy pfimo nebo prostfednictvim aktivace kinaz
CHKI1 a CHK?2 (checkpoint kinase 1 a 2, kddované geny
CHEKI a CHEK?) fosforyluji fadu proteind, které se
podileji na zastavé bunééného cyklu a reparaci DNA.
Spole¢nym substratovym cilem obou checkpoint kinaz
je fosforylace inaktivujici fosfatazu CDC25 (obr. 1.12).

Rozdéleni topoizomeraz: Topoizomerazy I (TOP1), resp. typ IB (v eukaryontnich burikach), $tépi jen jeden fetézec (vlakno)

DNA, ktery po protoceni okolo druhého vldkna opét spoji. Tuto aktivitu vykonavaji bez pfispéni ATP. Topoizomerazy II
(TOP2), resp. typ IIA (v eukaryontnich bunkach, kam patfi i DNA gyraza), méni vinuti DNA prerusenim, proto¢enim
a znovuspojenim obou vldken DNA za spotteby ATP. Inhibice TOP1 tak zptisobuje piredevsim ssDNA zlomy, zatimco

inhibice TOP2 dsDNA zlomy (viz kap. 1.2, obr. 1.3).
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Aktivita CDC25C je nezbytna pro aktivaci MPF (cyklin
B-CDK1), ktery znamena zahajeni mitdzy. Vysledkem
aktivace ATM a CHK2 je fosforylace tumor supresoro-
vého proteinu P53 (kap. 1.3.3 Protein P53: spolecné fizeni
apoptézy, bunééného cyklu a senescence).

Mitézu (M fazi) mtizeme rozdélit do ¢tyt stadii
(profazi, metafazi, anafazi a telofazi) charakterizovanych
dynamikou zmén a presuny genetického materidlu. Na
biochemické signalni urovni miizeme charakterizovat
dvé hlavni ¢asti mitdzy. Prvni zahrnuje fizeni profaze
a metafaze, druha je zodpovédna za regulaci anafize
s telofazi. Kritickym signalnim bodem je rozhrani mezi
metafézi a anafazi. Ridicimi jednotkami obou téchto
¢asti mitdzy jsou multiproteinové komplexy. Prvni ¢ast
(profaze a metaféze) je pod vlivem fosforyla¢ni aktivi-
ty tzv. MPF (mitosis promoting factor), coz je aktivni
podoba komplexu cyklin B-CDK1. Aktivita MPF je
inhibovana na pfechodu mezi metafzi a anafazi pro-
teolytickou degradaci cyklinu B v proteazomu, kterd je
zprosttedkovana aktivitou APC/C (anaphase promoting
complex), nazyvaného téz cyklozom (obr. 1.12).*

Pocatek M faze je charakterizovan presunem kom-
plexu cyklinu B-CDKI1 z cytoplazmy do bunééného
jadra. Do té doby je komplex cyklinu B-CDK1 zadrzo-
van v cytoplazmé diky inhibi¢ni fosforylaci komplexu
kinazou WEEL. K translokaci cyklinu B-CDK1 do bu-
né¢ného jadra dochdzi v disledku defosforylace zpro-
stfedkované uc¢inkem CDC25C fosfatazy. Aktivni MPF

Dvouretézcové
zlomy DNA:

< D
& G
L CDC25
D

ATR WEE1 inhibitory
ATRIP; adavosertib

Perzistujici jedno-
retézcova DNA:

—_—
S Restrikéni bod G2 fdze

v pribéhu proféze a metaféze fosforyluje fadu substrata,
mezi které patfi naptiklad komponenty mikrotubuldr-
niho aparatu zodpovédné za tvorbu déliciho vieténka
nebo molekuly laminu tvotici jadernou laminu (sitovi-
tou kostru jaderného obalu), po jejichz fosforylaci do-
chézi k rozpadu jaderného obalu a uvolnéni konden-
zovanych chromozomu v podobé pentlicovych utvart
do cytoplazmy. Prvni polovina mit6zy konéi ukotvenim
mikrotubult déliciho vieténka do oblasti centromer se-
sterskych chromatid vSech chromozomt usporadanych
v rovnikové roviné burky. Dynamika mikrotubult a je-
jich zésadni dilezitost pro spravny priibéh mitdzy je
cilem antimitotickych chemoterapeutik (napt. vinca
alkaloidy, taxany). Pro ukotveni mikrotubult do ob-
lasti centromery je dilezitd fosforylace centromernich
proteintt (CENP) aurora kindzami AURKA (STK15)
a AURKB (STK12), jejichz aberantni exprese je deteko-
vatelnd u fady nadorovych onemocnéni.

Zahdjeni druhé poloviny mitdzy je podminéno ak-
tivaci zcela odli$ného proteinového komplexu APC
(anaphase promoting complex) s E3-ubikvitinligazovou
aktivitou. Jeho hlavni funkci je degradace inhibitort
anafaze, mezi které patti MPF, pomoci ubikvitinem
zprostfedkované proteazomalni degradace (obr. 1.12).

Rozpadem komplext kohezint, proteint spojujicich
sesterské chromatidy, dochazi k jejich separaci a na-
slednd depolymerace vldken délicich vietének piisobi
tazeni chromatid k péltim buriky. Teprve po segregaci

$

= cyklozom
= MPF Q PP1)
o
&8
M

0br.1.12 Restrikcni bod v G2 fazi bunééného cyklu a prechod do M faze. Vysvétleni schématu je detailné uvedeno v textu.

ATM — ataxia-telangiectasia mutated; APC/C — anaphase-promoting complex/cyclosome; ATR — ATM and RAD3-related; ATRIP — ATR-interacting protein; CDK — cyclin-dependent kinase;
(DC25 — cell division cycle 25 phosphatase; CHK1 — checkpoint kinase 1; CHK2 — checkpoint kinase 2; MRN — MRE11-RAD50-NBN complex; P21 — protein P21; P53 — protein P53;
PP1 — protein phosphatase; RPA — replication protein A; Ub — ubiquitin; WEET — WEET kinase

*

APC (anaphase promoting complex) je zcela odlisny od APC genu (adenomatous polyposis coli), ktery kéduje regulator
B-kateninu (viz WNT/f-kateninovd signalizace v kap. 1.3.4).
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sesterskych chromatid a jejich transportu k bunéé¢nym
polim muize byt aktivovana zavére¢na faze mitdzy — cyto-
kineze. K vlastnimu rozdéleni buriky dochazi za situace,
kdy se geneticky materidl nachdzi v polarnich oblastech
délici se buriky jiz obalen jadernym obalem a zpétné se
regeneruje endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat.
V rémci koneénych fazi mitézy dochdzi rovnéz k aktivaci
specifickych fosfataz (napt. PP1, protein phosphatase 1),
jejichz u¢inkem je defosforylovan protein RB1. Defosfo-
rylovana (aktivni) forma RB1 proteinu rychle asociuje se
zbyvajicimi transkripénimi faktory E2F, ¢imz se podili na
inhibici okamzitého vstupu do dalsiho buné¢ného cyklu
v nové vzniklych dcetinych bunkach.

Poruchy bunééného cyklu v tumorogenezi

Pro nadorovou transformaci ma klicovy vyznam vstup
do buné¢ného cyklu, zvyseni mitotické aktivity s de-
regulaci G1 faze a predev$im deregulace hlavniho
restrikéniho bodu G1 fizeného RBI proteinem. Nej-
Castéji exprimovanym cyklinem skupiny D u somatic-
kych (pfedevsim epitelovych) bunék solidnich tkani je
cyklin D1 a jeho pravdépodobné nejsilnéjsim induk-
torem je promitoticka stimulace aktivovana receptory
pro rustové faktory (receptorovymi tyrosinkindzami,
RTK; viz kap. 1.3.4). Proto se u vétsiny tumorti setkava-
me s defekty mitogeneze v ose: ristové faktory > RTK
> RAS > cyklin D1 a E / inaktivace CKI - inaktivace
RBI1 - aktivace E2F > S faze.

Poruchy mitogenni signalizace signalné transduk¢-
nich drah budou shrnuty v dalsich kapitolach (zde si
dovolime pouze poznamenat, Ze v§echny proteinové
komponenty facilitujici pfenos signalu v uvedené sig-
nalni ose jsou produkty onkogent, zatimco negativni
regulatory této drahy jsou kédovany tumor supreso-
rovymi geny). Pro kancerogenezi je rovnéz dulezita
schopnost deregulace restrik¢niho bodu v G2 fazi, ktery
je soucasti protinadorové bariéry.

Poruchy exprese cyklinti i CDK ¢i poruchy CKI se
vyskytuji u mnoha nadort. Kromé funkéni hyperakti-
vace komplext cyklini-CDK c¢asté u karcinomi byla
vysoka exprese CDK4/6 z diivodu amplifikace genu
(zmnozeni jeho kopii v genomu) nebo hyperexprese
dokumentovana u fady nadort, u CDK6 véetné lymfo-
mu, leukemii a nddortt CNS, u CDK4 u melanomu, kar-
cinomu prsu, sarkomt a nddortt CNS. Hyperaktivace
cyklinu D1 mize byt zptisobena jeho overexpresi, am-
plifikaci genu, polymorfismy, translokaci i aberantnim
sestfihem pre-mRNA (v pripadé varianty c.723G>A;
p.Pro241=; oznacované jako G870A). Zvysena exprese
cyklinu D1 byla zaznamenana az u 60 % karcinom
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prsu, 40 % kolorektalnich karcinomi, 40 % skvamoz-
nich nddort hlavy a krku a 20 % karcinomd prostaty.>
Podobné Ize dokumentovat zvySenou expresi i ostatnich
cyklint a CDK. Vysoky vyskyt hyperaktivace komplext
cyklintt D-CDK4/6 pro regulaci vstupu do buné¢éného
cyklu vedl k aplikaci jejich inhibitorti (palbociklib, ribo-
ciklib, abemaciklib) v protinddorové 1é¢bé (obr. 1.11).
Logickym predpokladem jejich G¢innosti je zachovani
exprese RB1 proteinu v nddorovych burikéch. Rada dal-
$ich kandidatnich latek (napf. dinaciklib) je pfedmétem
intenzivniho vyzkumu.

Ze skupiny CKI se nejbéznéji vyskytuji somatické
inaktivace P16™%** (nejcastéj$i u karcinomu pankreatu).*¥
Byvaji zptisobeny riznymi mechanismy (bodovymi mu-
tacemi, vypadky alel i hypermetylacemi promotoru). Na
druhé strané, vysoka exprese P16™%#4 je spojena s vysky-
tem high-grade prekancer6z a karcinomi délozniho hrdla,
karcinom orofaryngu a perianalni oblasti podminénych
vysoce rizikovymi genotypy papilomavirti (HPV16/18).
Molekularni podstata vysoké exprese u bunék infikova-
nych HPV viry neni spolehlivé vysvétlena. Predpoklada
se, Ze exprese virového E7 proteinu inaktivujictho RB1
vyzaduje z ne zcela jasnych dtvodu inaktivaci CDK4/6,
kterou zajistuje P16™%*A. V tomto konceptu se zcela ob-
raci tloha obou proteinti a CDK4 vystupuje jako tumor
supresor, zatimco P16™%** jako onkogen.*

Inaktivace RB1 proteinu somatickymi mutacemi
jsou méné Casté (25 % sarkomu a urotelidlnich karcino-
mi moc¢ového méchyre), nez je jeho funkeni inaktivace.
Ta mtize byt spojena s aktivitou virovych onkoproteint,
jako je E7 protein HPV-16, které svou E3-ubikvitinliga-
zovou aktivitou ubikvitinyluji RB1 protein pro jeho na-
slednou degradaci v proteazomu (viz kap. 1.2, tab. 1.3).

Vrozené mutace proteint fidicich bunéény cyklus
jsou pri¢inou dédi¢nych nadorovych syndromu:

e RBI - familidrni retinoblastom,

e CDK4 - familidrni melanom (extrémné vzicné!ll),

e P16™4/CDKN2A - familidrni melanom a familiar-
ni karcinom pankreatu,

e P27¥P//CDKNI1B - mnohocetna endokrinni neo-

plazie (MEN) typ 4,

e P5752/CDKNIC - Beckwithtiv-Wiedemanniv syn-
drom (Wilmstv tumor, hepatoblastom, karcinom
nadledviny, gonadoblastom).

Regulace obou restrikénich bodii bunééného cyklu
je ovliviiovana tumor supresorovym proteinem P53,
jehoz poruchy se tak promitaji i do deregulace buné¢né-
ho cyklu (viz nize kap. 1.3.3 Protein P53: spolecné fizeni
apoptozy, bunécného cyklu a senescence).
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Rist bunék nadort s poruchou regulace restrik¢-
niho bodu v G1 fazi je v mnoha ptipadech zavisly na
kompetenci restrikéniho bodu G2 faze a kontrolova-
ném pribéhu mitdzy. Jejich poruchy mohou zpisobit
katastrofdlni genomovou nestabilitu, nakupeni gene-
tickych aberaci a intra-/interchromozomovych presta-
veb (chromothripsis) zptsobujici zanik bunék. Priibéh
mitézy ovliviiuji chemoterapeutika cilici na dynamiku
mikrotubultl déliciho vreténka (vieténkové jedy). Za-
timco vinca alkaloidy (napt. vinkristin a vinblastin)
inhibuji polymeraci tubulinu, taxany (napt. paklitaxel
a docetaxel) hyperstabilizuji formované mikrotubuly
a inhibuji jejich depolymeraci. Cilena manipulace regu-
latortt G2 faze je pfedmétem intenzivniho farmaceutic-
kého vyzkumu (napriklad adavosertib a dalsi kandidatni
inhibitory WEEI kindzy*® nebo AURKA inhibitory*”).

1.3.2 Apoptoza a jeji poruchy

Apoptéza (programovana bunééna smrt) je aktivni for-
ma zaniku jednotlivych bunék nebo bunéénych popula-
ci. Spole¢né s mitézou se apoptdza podili na remodelaci
a obnové tkani a je nezbytnym fyziologickym déjem pro
udrzeni tkanové homeostazy. Snizend schopnost indukce
apoptozy je charakteristickou znamkou vsech nadoro-
vych onemocnéni a spole¢né s hyperproliferaci se podili
na zmnozovani nadorovych bunék. Vzhledem k tomu, Ze
ucinek vétsiny protinadorovych terapii je zprosttedkovan
aktivaci apoptézy v nadorovych burkach, odrazi schop-
nost jeji aktivace do zna¢né miry i senzitivitu nadorovych
populaci k protinddorové 1é¢bé.

Prubéh apoptozy

Prabéh apoptdzy charakterizuje jednotny morfologicky
obraz, pfi némz na mikroskopické Grovni postupné do-
chézi ke ztraté mezibunéénych kontakttl, zménam bu-
né¢ného jadra a méchyrkovitému ,,puceni” cytoplazma-
tické membrany vyustujicimu v kone¢ny rozpad bunky
za vzniku apoptotickych télisek.*

Apoptoéza vyzaduje piitomnost fady specializova-
nych vykonnych a regula¢nich molekul zu¢astnénych na
trech Grovnich priibéhu apoptdzy: v inicia¢ni, kontrolni
a efektorové fazi. Nejvice heterogenni je inicia¢ni faze

apoptozy, v jejimz prubéhu vznikaji inicia¢ni apoptotic-
ké signalni komplexy. V kontrolni fazi dochazi k integra-
ci proapoptotickych a protiapoptotickych signald, které
jsou ovliviiovany i dal$imi intraceluldrnimi signdlnimi
cestami. V piipadé prevahy proapoptotické signalizace
vstupuje apoptdza do ireverzibilni efektorové faze kon-
¢ici rozpadem buriky.

Biochemickou podstatou apoptdzy je série regulova-
nych proteolytickych $tépeni intracelularnich protein,
zprostifedkovana vykonnymi apoptotickymi proteolytic-
kymi enzymy - kaspazami.

Prestoze apoptdzu vyvolavaji riizné podnéty, aktivaéni
déje probihaji dvéma hlavnimi drahami (obr. 1.13):

1. Extrinzickou drahou je zprostfedkovana likvi-
dace bunék tkani zprostfedkovana cytotoxickymi
imunitnimi bunkami, pfedev$§im cytotoxickymi
T lymfocyty. Extrinzicka draha je zahdjena vytvore-
nim apoptotického aktivaéniho komplexu z recep-
tort na cytoplazmatické membrané cilové bunky
(tzv. death receptorit) stimulovanych specifickymi
ligandy (death ligands) ukotvenymi v membrané
interagujicich imunitnich bunék. Extrinzicka cesta
apoptdzy je dominantnim zptisobem iniciace bu-
nééné smrti u nadorové transformovanych nebo
viry napadenych bunék.

Alternativni cesta extrinzické drahy je aktivovana

protedzou granzym B, kterou produkuji cytotoxické

T lymfocyty (CTL) nebo NK buriky.*®
2. Intrinzickou drahu aktivuje ireparabilni poskozeni

genomové DNA, vyznamné alterace v regulaci bu-
né¢ného cyklu nebo insuficientni energeticky a sub-
stratovy metabolismus burniky. V aktivaci intrinzické
drahy sehrava dominantni roli vznik apoptotickych
aktiva¢nich komplext utvarenych na povrchu zevni
membrany mitochondrii. Rozhodujici vliv na induk-
ci téchto apoptotickych aktiva¢nich komplexti maji
proteiny rodiny BCL2.

Extrinzickd a intrinzickd cesta aktivace apoptozy
vyustuje ve spole¢nou efektorovou (exekutivni) fazi
probihajici za mohutné aktivace kaspaz. Kaspazy jsou
proteolytické enzymy, které jsou v buiice trvale exprimo-
vany v podobé neaktivnich zymogent - prokaspaz. Ini-
cia¢ni kaspazy aktivované proapoptotickymi komplexy

Na rozdil od nekrozy, pti které dochazi k edematéznimu zdufeni buriky se vznikem defektd v cytoplazmatické membrané,

kterymi se do intersticidlniho prostoru dostava cytoplazmaticky obsah bunky indukujici zanétlivou odpovéd, pii prosté
apoptdze jsou apoptoticka téliska (fragmenty zaniknuvsi bunky obalené cytoplazmatickou membranou) endocytovana
okolnimi bunkami tkdné a nezptisobuji rozvoj imunitni reakce. P¥i rozsdhlé apoptoze (napf. vlivem ionizujiciho zareni)
véak miiZze dojit k prekroceni fagocytarni kapacity, apoptoticka téliska se rozpadaji in situ a indukuji zanét.
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v uvodni ¢asti apoptdzy (kaspdza 8, 9) nasledné aktivuji
exekutivni kaspazy (napt. kaspaza 3, 6, 7) hydrolyticky
$tépici strukturni a regula¢ni bunééné proteiny. Na kon-
ci apoptdzy je genomova DNA §tépena endonukledzou
CAD (caspase-activated DNase).

Extrinzicka cesta aktivace apoptozy
Extrinzicka cesta aktivace apoptdzy slouZi pro iniciaci
buné¢éné sebedestrukce zprosttedkované efektorovymi
bunkami imunitniho systému. Tyto bunky (CTL nebo
NK buriky) exprimuji na svém povrchu membréno-
vé vazané death ligandy. Zatimco death ligandy jsou
molekuly exprimované pouze efektorovymi buitkami
imunitntho systému, jejich receptory (death receptory)
jsou trvale exprimovany v cytoplazmatické membrané
bunék viech tkdni (v¢etné bunék imunitniho systému).
Death receptory patti do skupiny receptort pro tumor
nekrotizujici faktor (TNFR). Spolu s nim je FAS (CD95
nebo téZ APO1) hlavnim proapoptotickym zastupcem
rodiny death receptori (tab. 1.7).

Po stimulaci death ligandy asociuji death receptory
na cytoplazmatické membrané cilovych bunék za vzni-
ku trimernich komplexd. Trimerizace death recepto-

Tab. 1.7 Vybrané death receptory a jejich ligandy s alternativnimi ndzvy

rit indukuje zménu konformace trimerniho komplexu
v jeho intraceluldrni ¢asti obsahujici tzv. death domény
(DD) slouzici pro interakeci s dal$imi proteiny v signali-
zaci (obr. 1.13). Ta miize byt pomérné pestrd a zavisi na
ptitomnosti raznych adaptorovych molekul asociujicich
s aktivovanymi receptory.*

Navazanim inicia¢ni prokaspazy 8 vznika plné funke-
ni apoptoticky aktiva¢ni komplex DISC (death inducing
signaling complex). Lokalizace prokaspazy 8 v DISC kom-
plexu umoznuje jeji autokatalytickou aktivaci za vzniku
aktivni, volné kaspazy 8, jejimz hlavnim substratem je
prokaspaza 3 v efektorové ¢asti apoptdzy. Efektorova ¢ast
je spole¢nou exekutivni fazi apoptézy, do které usti in-
trinzicka i extrinzicka draha.

Intrinzicka cesta aktivace apoptozy

Aktivaci intrinzické cesty apoptdzy zanikaji buniky po-
$kozené, staré nebo nepotiebné, u kterych se funkéni
porucha projevi porusenim transmembranového poten-
cidlu mitochondrii umoznujiciho tvorbou ATP. V bun-
kach s vyraznou alteraci genomové DNA (v dtsledku
jejiho poskozeni fyzikalnimi a chemickymi vlivy, véetné
chemoterapie nebo radioterapie) nebo pti ireverzibilnim

Death receptor (alternativni nazvy)

Jeho ligand (alternativni nazvy)

FAS (TNFRSF6, (D95, APO1, DR2)

FASLG (FASL, CD95L, TNFSF6, CD178)

TNFRSF1A (TNFRT, DR1) TNF (TNFA, TNF-a)
TNFRSF25 (DR3, TNFR25, APO3, TNFRSF12, LARD, TRAMP) TNFSF12 (APO3L, TWEAK)
TNFRSF10A (DR4, APO2, TRAILR1) TNFSF10 (TRAIL, APO2L)
TNFRSF10B (DRS5, TRAILR2, KILLER, TRICK2) TNFSF10 (TRAIL, APO2L)

Decoy receptory postradajici DD (alternativni nazvy)

TNFRSF10C (DCR1, TRID, TRAILR3)

TNFSF10 (TRAIL, APO2L)

TNFRSF10D (DCR2, TRAILR4, TRUNDD)

TNFSF10 (TRAIL, APO2L)

TNFRSF6B (DCR3, TR6)

TNFSF12 (APO3L, TWEAK)

DalSi receptory z rodiny TNF

TNFSF11 (RANK)

RANKL (TRANCE, OPGL)

Pozn.: Tzv. decoy receptory postradaji DD a pii expresi slouzi pro kompetitivni inhibici death receptord, se kterymi soutézi o death ligandy pfi aktivaci extrinzické drahy apopt6zy.

DCR — decoy receptor; DD — death domain; DR — death receptor; LARD — lymphocyte-associated receptor of death; OPGL — osteoprotegerin ligand; RANK — receptor activator of NF-kB;
RANKL - RANK ligand; TNFSF — tumor necrosis factor ligand superfamily member; TNFRSF — tumor necrosis factor receptor superfamily member; TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing
ligand; TRAMP — TNF-receptor-related apoptosis-mediated protein; TRANCE — TNF-related activation-induced cytokine; TRICK — TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) receptor
inducer of cell killing 2; TRID — TRAIL receptor without an intracellular domain; TRUNDD — TRAIL receptor with a truncated death domain; TWEAK — TNF-related weak inducer of apoptosis

*

Adaptorové molekuly (adaptory) receptorovych komplext slouZi jako vazebnd mista zprostfedkovavajici interakci riznych

intracelularnich proteinti s aktivovanymi receptory. K tomuto ti¢elu jsou vybaveny riiznymi protein—proteinovymi interakénimi
moduly - v ptipadé death receptort jsou témito interak¢énimi moduly DD motivy.
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0Obr. 1.13 Schematické znazornéni aktivace apoptozy. Na pocatku aktivace apoptdzy vznikaji proapoptotické signalni komplexy. Aktivace
extrinzické drahy vyZaduje trimerizaci death receptord (FAS) stimulovanou pritomnosti jejich ligandd (FASL) na membréné CTL. Na trimerizovany
receptorovy komplex se pomoci DD vazi adaptorové molekuly FADD, se kterymi prostfednictvi DED asociuji molekuly iniciacnich kaspaz ve formé
prokaspaz (prokaspaza 8 nebo prokaspaza 10). Vstupem prokaspaz je dokonceno vytvoreni DISC komplexu. Prokaspdzy se autokatalyticky intra-
molekuldmé $tépi, ¢imz dochazi k jejich disociaci z DISC (pfi Stépeni prokaspaz dochdzi k oddéleni tzv. prodomén, obsahujicich DED interagujicich
s DED v adaptorové molekule FADD). Zbyly polypeptidovy fetézec prokaspdzy je rozStépen na velkou a malou podjednotku, které dohromady tvofi
polovinu pIné proteolyticky aktivni kaspazy. Volnd kaspaza 8 Stépi exekutivni prokaspazy 3 v ireverzibilni ¢asti apoptézy za vzniku proteolyticky
aktivni kaspdzy 3. Decoy receptory (DcR) postrdajici aktivacni cytoplazmatickou oblast s DD slouZi pro negativni requlaci aktivace death recep-
tor. Granzym B (protedza produkovand CTL/NK burikami) umoZiiuje aktivaci apoptézy bez Ucasti death receptordi. Granzym B proniké do cilové
buriky po destabilizaci cytoplazmatické membrany péry tvofenymi perforinem (produkovanymi rovnéz CTL/NK buiikami) a proteolyticky aktivuje
exekutivni kaspazy. Stépenim proteinu BID (kaspazou 8 nebo granzymem B) dochézi k aktivaci intrinzické dréhy, co? zesiluje apoptoticky signal
zprosttedkovany imunitnimi buiikami. Intrinzicka draha je dominantné zavisla na aktivité proteini BCL2 rodiny. PFi prevaze proapoptotickych
BCL2 proteindi (napr. BAX, BAK) dojde k destabilizaci zevni mitochondridlni membrany, kterd se stane prostupnou pro cytochrom c. Destabi-
liza¢ni dcinek BAX/BAK na mitochondridlni membranu antagonizuji antiapoptotické proteiny BCL2/BCL-X,. Antagonisté proapoptotickych BCL2
zéstupcti jsou proteiny z rodiny BH3-only (napt. BID, BAD). Uvolnény cytochrom c je rozpoznavan APAF1, jenz interaguje pomoci CARD domén
s prokaspazou 9 za vzniku apoptosomu. V tomto proteinovém komplexu se prokaspaza 9 autokatalyticky aktivuje za vzniku aktivni kaspazy 9
(za odStépeni prodomény obsahujici CARD a rozdélenim polypeptidu na velkou a malou podjednotku, podobné jako vznika kaspdza 8 v extrinzické
drdze). Kaspaza 9 opousti apoptozom a aktivuje exekutivni kaspazu 3. Substraty exekutivnich kaspaz v ireverzibilni ¢asti apoptdzy jsou strukturni
aregulacni intraceluldrni proteiny, jejichZ degradace vede k zaniku bunék a jejich rozpadu na apoptoticka téliska. Regulace apoptézy probihd na
fadé drovni. V extrinzické cesté apoptozy je aktivace prokaspazy 9 inhibovéna jeji kompetici s CFLAR ve vazbé do DISC. Spojeni mezi extrinzickou
a intrinzickou cestou apoptdzy zprostfedkovava BID. Aktivni kaspézy jsou inhibovany IAP proteiny, jejichZ inhibici ¢ini protein SMAC/DIABLO
uvolfiovany spolecné s cytochromem ¢ z mitochondrie. Na requlaci apoptézy se podili i antiapoptoticka signalizace PKB/AKT, kterd fosforylaci
inaktivuje kaspazu 9 (ale také BAD nebo IkB).

Aktivace TNFR1 (vlevo) svym ligandem (TNF, nazyvanym téz TNFa) mlze stimulovat nejen apoptézu, ale i dalsi signlni dréhy, jako je naznacend
aktivace transkripcniho faktoru NF-kB po navdzani alternativnich adaptorovych molekul (TRAF2 a RIP). Navdzani TRAF2 a RIP zplisobuje aktivaci IKK
fosforylujici 1kB, inhibitor transkrip¢niho faktoru NF-kB. Nefosforylovany IkB zadrzuje NF-kB v cytoplazmé. Fosforylace IkB zplisobuje jeho rychlou
ubikvitinylaci a degradaci v proteazomu. Uvolnény NF-kB se translokuje do bunécného jadra, kde transaktivuje transkripci gend, jejichz proteinové
produkty maji asto antiapoptoticky ucinek, jako je napr. CFLAR (FLIP) kompetujici s navazanim prokaspazy 8 do aktivacniho komplexu DISC. Aberantné
zvySend aktivita TNFa se podili na rozvoji fady autoimunitnich onemocnéni (revmatoidni artritida, psoriaza, Crohnova choroba, ulcerézni kolitida)
Iécenych TNF protilatkami (etanercept). Aktivace transkripéniho faktoru NF-kB je dominantni signdlni Gloha pro nékteré zastupce rodiny TNFR, jako
je napiiklad RANK receptor, stimulujici aktivitu osteoklastli v kostnich metastazach. Specificka protilatka (denosumab) proti RANKL inhibuje jeho
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interakci s RANK, ¢imZ inhibuje osteolyzu. Inhibice proteolytické aktivity proteazomu se podili na sniZeni aberantni aktivace NF-kB, kterd byvé pfitomna

predevsim u rliznych hematopoetickych nadord (mnohocetny myelom).

APAF1 - apoptotic protease activating factor 1; BAD — BCL2 antagonist of cell death; BID — BH3-interacting domain death agonist; CARD — caspase recruitment domain; CFLAR — CASP8-and
FADD-like apoptosis regulator (téZ FLIP, CASPER, FLAME, CSH, MRIT); CTL — cytotoxicky T lymfocyt; DD — death domain; DED — death effector domain; DIABLO — direct IAP binding protein
of low pl (té SMAC); DISC — death-inducing signaling complex; FADD — FAS-associated via death domain; IAP — inhibitors of apoptosis; ICAD — inhibitor of caspase-activated DNase;
1B — inhibitor of NFkB; IKK — IkB kinase; NFkB — nuclear factor kB; NK — natural killer; PKB/AKT — proteinkinaza B/AKT; PUMA — P53-upregulated modulator of apoptosis (nazyvany téz
BBC3); RANK — receptor activator of NF-kB; RANKL — RANK ligand; RIP — receptor-interacting protein (téz RIPK1); SMAC— second mitochondria-derived activator of caspase; TNF — tumor
necrosis factor; TNFRT — tumor necrosis factor receptor 1; TRADD — TNFR1-associated death domain protein; TRAF2 — TNFR1-associated factor 2

selhani replikace genomové DNA je aktivace intrinzic-
ké cesty apoptdzy indukovana aktivni permeabilizaci
zevni mitochondridlni membrany. Vznikajicimi otvory
v zevni mitochondridlni membrané dochdzi k uvolné-
ni cytochromu ¢ (malého hem obsahujiciho proteinu
pfitomného na vnitfni mitochondrialni membrané, kde
slouzi k pfenosu elektronil v dychacim fetézci). Po uvol-
néni do cytoplazmy (kde se za normalnich okolnosti
nevyskytuje) se cytochrom c stava silnym aktivitorem
apoptoézy. Hlavnim regulatorem uvolfiovani cytochro-
mu ¢ z mitochondrie je skupina bilkovin pattici do roz-
sahlé (> 20 zastupct) rodiny proteinu BCL2.*” Jednot-
livi zastupci BCL2 proteint patti bud mezi inhibitory
(BCL2, BCL-X,, BCL-W, MCL1, Al), nebo aktivatory
(BAX, BAK, BOK) apoptdzy. Vyznamnou podskupinu
aktivatord pak tvori proteiny ze skupiny tzv. BH3-only
(BAD, BIM, BID, PUMA, NOXA, BMF). Charakteris-
tickou vlastnosti véech ¢lenti BCL2 rodiny je schopnost
vytvéret vzajemné homodimery i heterodimery, které
asociuji se zevni mitochondridlni membranou.*
Asociace proapoptotickych zastupcti (BAX, BAD)
zptisobuje tvorbu poér v zevni mitochondridlni mem-
brané, jimiz cytochrom c unikd z mitochondrie do
cytoplazmy. Tvorba péri proteini je inhibovana anti-
apoptotickymi BCL2 proteiny heterodimerizujicimi
s BAX a BAD. Inhibi¢ni heterodimerizaci antagonizuji
BH3-only proapoptotické BCL2 proteiny (obr. 1.13).
Pii prevaze proapoptotickych zastupct BCL2 rodiny
dochazi k uvolnéni cytochromu ¢, ktery je v cytoplazmé
rychle rozpoznavan molekulami APAF1 (apoptotic pro-
tease-activating factor 1). Cytochrom c indukuje zménu
konformace APAF1 umoziiujici navazani prokaspazy 9
za vzniku komplexu nazyvaného apoptozom. Apopto-
zom umoznuje autokatalytickou aktivaci prokaspazy 9
za vzniku aktivni, volné kaspdazy 9, jejimz hlavnim sub-

stratem je prokaspaza 3 v efektorové ¢asti apoptozy
(ptipadné dalsi exekutivni kaspazy).

Spolecna exekutivni ¢ast apoptozy

Postupna aktivace prokaspdz aktivnimi kaspazami indu-
kovanymi v vodni ¢asti apoptézy amplifikuje apoptotic-
ky signal. Aktivni inicia¢ni kaspazy 8 (a 10) v extrinzické
a 9 v intrinzické draze maji prekryvajici se substratové
cile (obr. 1.13) — exekutivni prokaspazu 3 (a také 6 a 7).
Substraty exekutivnich kaspaz jsou strukturni a funkéni
intraceluldrni proteiny nezbytné pro normalni existenci
bunky. Mezi tyto proteiny patii napfiklad aktin (soucast
cytoskeletu), lamin (soucast nukledrniho skeletu), pro-
teiny regulujici sesttih mRNA (tim dochdzi k zastaveni
genové exprese) nebo reparacni proteiny (napt. PARP1).
Na vrcholu exekutivni faze apoptdzy zacina degrada-
ce genomové DNA aktivaci endonukleazy CAD, ktera
hydrolyticky $tépi genomovou DNA.

Jakmile dojde k aktivaci kaspaz v exekutivni ¢asti,
stava se apoptoza nevratnym déjem. Kaspazami §té-
pené strukturni proteiny zpusobi kolaps cytoskeletar-
niho a nukleoskeletdrniho aparatu, ktery spole¢né se
$tépenim genomové DNA vede k fragmentaci buné¢-
ného jadra a nasledné i k rozpadu bunky na apoptotic-
ka téliska. Charakteristické projevy apoptdzy jsou tak
morfologickym korelatem jiz pokrocilé a ireverzibilni
faze exekutivni ¢asti apoptozy.

Regulacni proteiny apoptozy

Kontrolni faze apoptdzy se ucastni fada proteint ovliv-
nujicich nejen ptimo apoptotickou kaskadu, ale slouzi-
cich také pro integraci dal$i intraceluldrni signalizace do
regulace apoptdzy (obr. 1.13). Mezi inhibitory aktivace
prokaspdz patfi napt. protein CFLAR, ktery soutézi
s prokaspazou 8 o vstup do DISC. Navazanim proteinu

Na strukturni trovni charakterizuje pfislusnost k BCL2 rodiné ptitomnost alespori jedné BCL2 homologni domény

(BH1-4) v molekule proteinu. BH domény umoziiuji fadu funkci BCL2 proteind, jako je napf. jejich vzdjemnd dimerizace
(pomoci BH3 domén). Proteiny rodiny BCL2 asociuji s vnéj$i membranou mitochondrii, i kdyz nékteti zastupci (ze sku-
piny tzv. BH3-only, majici pouze tuto ze vSech BH domén) se vyskytuji i volné v cytoplazmé. BCL2 proteiny z podskupiny
BH3-only jsou apoptézu indukujici faktory aktivované na zdkladé fady cest intracelularni signalizace.
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CFLAR se prokaspaza nemtize navazat, a tudiz ani ak-
tivovat v DISC.

Pfimymi inhibitory jiz aktivovanych kaspaz jsou
proteiny ze skupiny proteinid IAP, které slouzi jako
antiproteazy ochranujici buniku pfed nahodnou aktivaci
kaspaz (kromé toho se t¢astni fady dalsich pochod).
Jednim z IAP proteint ¢asto zvy$ené exprimovanych
utady nadort je BIRC5 (baculovirus IAP repeat-contai-
regulatorem IAP je mitochondridlni protein SMAC/
DIABLO, uvolnovany z mitochondrie pfi porusent jeji
zevni membrany soucasné s cytochromem c.

Vzajemné signalni propojeni mezi extrinzickou dra-
hou apoptdzy, zprosttedkovanou imunokompetentnimi
bunkami, a intrinzickou drahou umoziiuje protein BID.
Propojeni obou drah je v fadé bunék nutnou podminkou
pro plné rozvinuti apoptézy. Protein BAD je aktivovan
v dtsledku nedostatku rastovych faktorti a nasledné
zpusobuje inaktivaci BCL-X;; naopak fosforylace BAD
kindzou AKT ma na apoptdzu inhibi¢ni G¢inek. Exprese
antiapoptotickych (BH3-only) proteini PUMA a NOXA
je kontrolovana transkripénim faktorem P53 (viz ddle).

Cilena 1écba defektii apoptdézy v nadorovych bunkach
Poskozeni aktivace apoptotické signalizace je jednou
z hlavnich charakteristik nadorovych bunék. Z podsta-
ty tumorogeneze vznikaji defekty apoptézy inaktivaci
proapoptoticky piisobicich faktort a hyperaktivaci an-
tagonisticky pusobicich inhibitorti apoptézy. Aktivaéni
mutace nebo hyperexprese antiapoptotickych onkoge-
nd stejné jako inaktiva¢ni mutace tumor supresorovych
gent kddujicich proapoptotické proteiny jsou kandidat-
nimi prognostickymi (a teranostickymi) faktory u rady
hematopoetickych i solidnich nadort. Na tyto faktory
také cili rozrustajici se skupina (stale spiSe experimen-
talnich ¢i v ¢asnych stadiich klinického hodnocent) pro-
tinadorovych terapeutik cilicich na jednotlivé moleku-
ly apoptotickych drah (obr. 1.13). Pti poruse aktivace
intrinzické drdhy apoptédzy (napt. pri hyperstimulaci
exprese proonkogenné pusobicich antiapoptotickych re-
guldtor, jako je BCL2, nebo pfi snizené expresi proapo-
ptotickych proteinti, napt. BAX predevsim pti vyrazeni
tumor supresorového proteinu P53) lze uvazovat o po-
uziti tzv. BH3-mimetik stimulujicich aktivitu BH3-only
proapoptoticky ptisobicich proteinti inhibujicich antia-
poptotické zastupce BCL2 rodiny.*” ZvySenim aktivity
proapoptotickych proteintt BCL2 rodiny se BH3-mi-
metika podileji na aktivaci intrinzické drahy apoptozy,
destabilizaci zevni mitochondrialni membrany, uvolnéni
cytochromu c z mitochondrie a aktivaci apoptozomu.

Atraktivita BH3-mimetik spociva v nékolika skute¢nos-
tech. BH3-only proteiny jsou malé molekuly s defino-
vanou (specializovanou) interakéni doménou slouzici
pro inhibici jednotlivych antiapoptotickych molekul
z rodiny BCL2, coz umoziuje pfipraveni i nizkomole-
kulérnich inhibitort na bazi BH3-only proteint.. Exprese
vyznamnych zastupcti BH3-only proteint (napt. PUMA,
NOXA) je vyznamné regulovana pomoci tumor supre-
sorového proteinu P53 (viz niZe), ktery je mutovan ¢i
jinak inaktivovan témért v poloviné pripadu vSech solid-
nich nadort. Dalsi slibnou koncepci je inhibice proteint
ze skupiny IAP pomoci SMAC-mimetik.* Aberantné
zvy$end exprese IAP proteinti (napf. survivinu) byla
nalezena u mnoha solidnich nddorovych onemocnéni
a lymfomt. Ukazuje se, Ze IAPs maji, kromé zminované
inhibice kaspaz, fadu dalsich funkci, kterymi se podileji
na tumorogenezi (aktivace NF-«B, regulace nddorové
specifické zanétlivé odpovédi, podil na metastatickém
potencidlu).*? SMAC-mimetika, zaloZend na struktufe
domény SMAC proteinu inhibujictho IAP proteiny, tak
maji 1é¢ebny potencidl nejen cestou aktivace apoptozy,
ale i potla¢enim metastatického potencialu a ovlivnénim
imunitni reakce.

1.3.3 Protein P53: spolecné fizeni apoptozy,
bunécného cyklu a senescence

V pfedchozim textu jsme zminili, Ze apoptdza a buné¢-
ny cyklus jsou de facto dva protipoly tkanové plastici-
ty. Za normalnich fyziologickych okolnosti je nezbyt-
né, aby bunky v tkanich byly trvale schopné prijimat
signaly regulujici jak bunéény cyklus, tak apoptozu.
Kromé toho, ze jsou oba déje logicky sprazené, k jejich
tésnému spojeni dochdzi na urovni jejich fizeni. Po
prekonani restrik¢éniho bodu v G1 fazi existuji za nor-
malnich okolnosti pouze dvé cesty: bud bunka buné¢-
ny cyklus aspésné dokondi a rozdéli se na dvé bunky
dcetiné, nebo dojde k neodstranitelné poruse DNA pti
jeji replikaci a v takovémto pripadé je v délici se bun-
ce aktivovan apoptoticky program vedouci k buné¢né
smrti. Regulace obou déji se protina v podobé tumor
supresorového proteinu P53.

Tento jaderny fosfoprotein je primarné transkripéni
faktor aktivujici genovou expresi negativnich reguldto-
rit bunééného cyklu a aktivatort apoptézy. Prestoze je
znam jiz témér 40 let, kazdym rokem jsou nachazeny
nové funkce tohoto podivuhodného proteinu. Pro-
tein P53 (393 aminokyselin) md typické usporadani
spole¢né véem transkripénim faktortim. N-koncova
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0br.1.14 Regulace aktivity P53. BazaIni koncentrace P53 je zajiSténa pomocijeho trvalé exprese a fizené degradace zprostfedkované jeho ubikvi-
tinligazou MDM2. Protoze gen MDM?2 je transaktivovan P53, snizeni koncentrace P53 snizi i expresi MDM2, a naopak. Tento fyziologicky reostat miize
byt prerusen za riiznych stresovyich stavli (napi. onkogenni hyperstimulaci ¢i poskozenim DNA, kdy dochdzi k modifikaci [napf. fosforylaci] P53, ktery
v hyperfosforylovaném stavu neni degradovan MDM2 a méiZe transaktivovat geny negativné requlujici bunéény cyklus ¢ aktivujici apoptézu). Aktivace
onkogenni hyperstimulaci (zplisobenou hyperaktivitou onkogendi E1A, MYC, RAS) je zprostiedkovana proteinem P14%¥ (alternativni transkripcni produkt
genu P16™"), ktery se vaze na MDM2 a znemoZiiuje jeho interakci s P53. Pri poskozeni DNA je aktivovana kindza ATM (a CHK2), které fosforyluji P53
a MDM2, znemoZiuji jejich vzajemnou interakdi a stabilizuji P53 pro transaktivaci jim fizenych gend.

ATM - ataxia-telangiectasia mutated; CHK2 — checkpoint 2 protein; E2F1 — transcription factor E2F1; MDM2 — mouse double minute homologue 2 E3 ubiquitin ligase; NOXA — noxa
protein; P14/ARF — protein P14/ alternate reading frame protein product of CDKN2A gene; PUMA — P53-upregulated modulator of apoptosis (nazyvany téZ BBC3); Ub — ubiquitin

transaktiva¢ni doména (TAD) slouzi ke komunika-
ci s transkripénim aparatem, DNA-vazajici doména
(DBD) umoziiuje jeho vazbu na specifické promotory
obsahujici P53 responzivni element* a C-terminaln{
tetrameriza¢ni (TET) a regula¢ni doména zprostred-
kovava vznik transkrip¢né aktivniho homotetrameru.
Protein P53 je v burice trvale exprimovan. Jeho krat-
ky biologicky polocas a nizka intraceluldrni koncentrace
jsou fyziologicky udrzovany degradaci P53 fizenou po-
moci ubikvitinligizy MDM2. Exprese MDM2 proteinu
je regulovana transaktivaci MDM2 genu transkripénim
faktorem P53, ¢im? je udrzovana stald, ale nizkd intra-
celularni koncentrace P53 (obr. 1.14). Protein P53 je
inaktivovan rovnéz proteinem MDMZX, ktery je pfibuz-
ny MDM2, ale postrada ubikvitinligdzovou aktivitu.

V dusledku fady stresovych podnétd dochazi ke
stabilizaci proteinu P53 provézené rychlym zvysenim
jeho intranukledrni koncentrace. Ke stabilizaci pro-
teinu P53 prispiva inhibice jeho degradace (inhibice
MDM2), ale i jeho kovalentni modifikace (fosforyla-
ce). Zakladnim stabiliza¢nim signalem je fosforylace
P53 zprostfedkovana nékolika kindzami v zavislosti
na ruzném charakteru stresoru (ATM, ATR, CHK2,
DNA-PK, JNK, HYPK2, AMPK), ale i dal$i kovalentni
modifikace (acetylace, metylace, PARylace, monou-
bikvitinylace, SUMOylace, NEDDylace, glykosylace)
katalyzované rozsahlym seznamem rdznych enzymt,
které se pravdépodobné vyznamnym zpiisobem podileji
na naslednych transkripéné aktivaénich ¢i transkripéné
represorovych funkcich P53.4

Responzivni element je kratka oblast DNA v promotoru gent umoznujicich sekven¢né specifickou vazbu konkrétniho

transkrip¢niho faktoru regulujiciho genovou expresi. Pro vazbu P53 jej tvofi nukleotidova sekvence DNA obsahujici
dvé invertované repetice 5-RRRC(A/T)|(A/T)GYYY-3} kde R zna¢i libovolny purin (A nebo G) a Y libovolny pyrimidin

(C nebo T).

34



Preklinicka ¢ast

Do soucasné doby bylo popséano vice nez 100 gend,
jejichZ genova exprese je Fizena nebo vyznamné ovliv-
novana transkripénim faktorem P53. Mezi nejdulezitéjsi
geny transkrip¢éné regulované P53 (kromé MDM?2) patti
geny kodujici proteiny regulujici:

e apoptdézu (viz kap. 1.3.2): BCL2-rodina (proapop-
toticky BAX), BH3-only proteiny (PUMA, NOXA),
¢ bunéény cyklus (viz kap. 1.3.1): CKI (P21WAFVCIPL),

GADD45 (growth arrest and DNA damage inducible

gene, inaktivuje PCNA), 14-3-30 (inaktivuje fosfa-

tazu CDC25C nezbytnou pro aktivaci komplexu

CDKI1-cyklin B),

e reparaci DNA (viz kap. 1.2.2): NER dréha (XPE,

XPC, XPG),

o energeticky metabolismus (TIGAR - TP53-induced
glycolysis and apoptosis regulator),

e senescenci (P21WAFV/CIPL)

e anti-angiogenezi (TSP1 - trombospodin),

o autofagii (DRAM - damage-regulated autophagy
modulator).

Z uvedeného, byt zjednoduseného vyctu vyplyva,
ze se P53 podili na regulaci mnoha signalnich drah
v burice a jeho inaktivace muze mit dalekosahlé funk¢-

A. Cetnost somatickych mutaci P53 u nadort
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C. Typy somatickych mutaci P53
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ni konsekvence s ohledem na nddorovou transformaci.
Mutace v genu P53 jsou jednou z nejc¢astéjsich poruch,
ktera se vyskytuje pfiblizné u poloviny nadorovych
onemocnéni (obr. 1.15). Na rozdil od mnoha nadoro-
vych onemocnéni jsou dominantnimi typy somatickych
patogennich mutaci zmény kodujici sekvence vedouci
k zdméné aminokyselin (missense mutace), které se pre-
feren¢né nachdzeji v exonech kédujicich DNA vazebnou
doménu (DBD) a predilek¢né postihuji aminokyseliny
majici zdsadni vyznam pro interakci P53 proteinu s P53
responzivnim elementem v promotoru (obr. 1.15D).
Kromé¢ ztraty fyziologickych funkci P53 maji nékteré
mutace P53 genu charakter gain-of-function alteraci pri-
spivajicich ke zvy$eni maligniho potencidlu postizenych
bunék.*? S ohledem na Cetnost somatickych mutaci
a obecné neptiznivou progndzu pacientll s mutacemi
P53 je regenerace funkce P53 mimoradné atraktivni.
Zatim v pilotnich podminkach probiha pouziti MDM2
inhibitort (obr. 1.14) nebo reaktivatortt mutovaného
P53 (eprenetapopt).®

Rada patogennich mutaci v genu P53 vykazuje do-
minantné negativni fenotyp, coz znamena, ze zptisobuji
funkéni poruchu P53 proteinu i v heterozygotni podobé
a nevyzaduji inaktivaci druhé alely. Tato odchylka od

B. Prognosticky vyznam somatickych mutaci P53 u nador
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D. Rozlozeni somatickych mutaci v proteinu P53 (393 aminokyselin)
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0Obr. 1.15 Vyskyt mutaci v genu P53 u riiznych nadorovych onemocnéni. Cetnost dle lokalizace (A), prognosticky vjznam mutaci u nadorii
v rlizné lokalizaci (B), typy somatickych mutaci identifikovanych ve vzorcich nadorti (C) a Cetnost somatickych mutaci postihujicich jednotlivé amino-

kyseliny kédujici sekvence (pIna ¢ara se Sipkami, D).
(zpracovano podle dat IARC P53 databaze k 1. 3. 2016 [http//p53.iarc.fr/])
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Knudsonovy hypotézy (viz kap. 1.1 Zékladni charakteris-
tiky nddorovych onemocnéni) je zpisobena tim, Ze tran-
skripéné aktivaéni funkce P53 zavisi na jeho tetramerni
podobé a pii vzniku tetrameru slozeného z wt a mut
forem proteinu miize nabyvat cely komplex mutantni
podobu.*

Kromé somatickych mutaci se u nadorovych one-
mocnéni setkdvame i s funkéni inaktivaci proteinu P53
virovymi onkoproteiny (napt. E6 proteinem HPV u kar-
cinomut délozniho hrdla; viz kap. 1.2.1, tab. 1.3). Virové
onkoproteiny katalyzuji eliminaci P53 proteinu zvy$enim
jeho ubikvitinylace a ndslednou degradaci v proteazomu.

Podobné zastoupeni patogennich mutaci s pfevahou
missense variant maji i zdrode¢né mutace v genu P53
zpusobujici Litv—-Fraumeniho syndrom, ktery se vy-
znacuje extrémnim rizikem (u Zen dosahuje penetrance
onemocnéni 93 %, u muzi 68 %) vzniku fady nadort.
Nejcastéj$im nadorovym onemocnénim je karcinom
prsu u zen (naprosta vétsina vznika u nosicek do 40 let
véku), dale sarkomy, nddory CNS, akutni leukemie,
adrenokortikalni karcinom a dalsi.

Ptitomnost somatickych mutaci v genu P53 je u vét-
$iny onemocnéni spojena se zhorSenou prognoézou. Vy-
znam P53 a ¢etnost vyskytu jeho mutaci vedla k logické
snaze vyvinout lék cilici pfimo na mutantni P53 proteiny,
reindukujici aktivitu wt formy P53.*) Pfes vyznamnou
snahu fady védeckych skupin i farmaceutickych spolec-
nosti se masivni klinickd implementace P53-cilené 1é¢by
miji G¢inkem.

1.3.4 Poruchy mitogenni signalizace

Z predchazejiciho textu shrnujiciho vyznam poruch
buné¢ného cyklu a apoptdzy vyplyva, ze signalni drahy
modulujici mitogenezi, diferenciaci a citlivost k apopto-
ze sehravaji vyznamny vliv na proliferaci nddorovych
bunék. Tato signalizace zahrnuje desitky membranové
vazanych receptort pro hydrofilni signalni molekuly
(napt. peptidové hormony, lokalni mediatory, antigenni
struktury extracelularni matrix), intracelularni recepto-
ry pro lipofilni latky (napt. steroidni hormony) a stovky
intracelularnich proteint, které se podileji na ptreno-
su signalu, jeho smérovani a ovlivnéni jeho intenzity.
Cilem promitogenni signalizace je buné¢né jadro, kde
ovlivnéni genové exprese aktivuje syntézu regulatorii

*

bunécného cyklu. Cely systém zahrnuje nékolik logic-

kych a kompartmentovych urovni:

o Signalni ligandy aktivuji specifické membranové
nebo intracelularni receptory:

rustové faktory (EGE FGE IGE VEGEF),

cytokiny (interleukiny, interferony, TNF),

ligandy ostatnich receptor,

steroidni hormony a dalsi lipofilni latky.

e Membranové receptory prenaseji specificky signal
hydrofilnich molekul ptes cytoplazmatickou mem-
branu:

- receptory pro ristové faktory (napf. EGFR,
ERBB2; receptorové tyrosinkindzy),

- receptory pro cytokiny (napi. TNFR1; IL6R),

- membranové receptory dalsich signalnich
drah - signalizace TGFP (TGFBR), Sonic hed-
gehog (PTCH), WNT/f-katenin.

e Adaptorové proteiny umoznuji smérovani signalu
v perimembranovém prostoru uvnitf bunky z cyto-
plazmatické ¢asti aktivovanych receptorovych kom-
plextl na signalni proteiny $ifici signal cytoplazma-
tickym kompartmentem (napt. GRB2). Adaptorové
proteiny postradaji enzymovou aktivitu, ale umoz-
nuji regulované smérovani signalu.

e Signalni transducery (prenasece signalu, napt. KRAS,
HRAS, NRAS) zachycuji signal z aktivovanych recep-
torovych komplexti ukotvenych v cytoplazmatické
membrané s navazanymi adaptory na volné signalni
molekuly cytoplazmy.

o Cytoplazmatické kinazy (napt. RAF, MAPK, JAK,
SRC) fosforyluji riizné proteiny v cytoplazmé. Zpro-
stredkovavaji distribuci signalu, jeho amplifikaci pti
priichodu cytoplazmou a smérovani do bunééného
jadra. Integruji mitogenni signaly do dalsich bioche-
mickych stavil v burice.

o Jaderné receptory (napf. estrogenni receptor, an-
drogenni receptor, RXR receptor) a transkripéni
faktory (napt. MYC, STAT, NF-«xB) ovliviuji ge-
novou expresi na zakladé distribuovanych signalt
a vramci regulace mitogeneze ridi aktivaci genti pro
regulatory bunééného cyklu.

Poruchy ptisobici stimulaci onkogeneze se vysky-
tuji na v8ech drovnich signalné transdukénich drah.
S ohledem na amplifika¢ni charakter signalni transduk-
ce a vétveni/propojeni jednotlivych signalnich systémi

Vysledky fady studii ukazuji, Ze dominantné negativni mutantni P53 proteiny mohou transaktivovat jinou sadu gent, nez

jsou geny regulované wtP53. Pfitom exprese nékterych genti regulovanych mutP53 proteiny ma pronddorové ucinky.
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maji obvykle poruchy proximadlni ¢asti signalizace (re-
ceptorova a blizka post-receptorova troven) zasadné;jsi
dopad (vy$si onkogenni potencidl) nez ¢asti signalnich
cest stimulovanych pfi pfenosu signalu cytoplazmou.
Na druhou stranu, fizena inhibice hlubsich signalnich
struktur miize ovlivnit nékolik signalnich drah, které
pocinaji rozliénymi spoustéci signalu. Pro onkogenezi
jsou v8ak rovnéz zasadni poruchy specifickych tran-
skrip¢nich faktord, které pozitivnim (jako onkogeny -
estrogenni receptor; NFkB) ¢i negativnim (napt. P53)
zptsobem reguluji mitogenezi.

Percepce, prenos a distribuce mitotickych a antimi-
totickych signalt vyuziva fadu strategii. V nasledujicim
textu shrneme jejich zdkladni mechanismy, poruchy
vznikajici v pribéhu nadorové transformace a identi-
fikujeme mista umoznujici cilenou regulaci aberantni
signalizace, ktera je zakladem cilené 1é¢by onkologic-
kych onemocnéni (tab. 1.8).

Signalizace receptori pro ristové faktory
(receptorové tyrosinkinazy)
Receptory pro riistové faktory jsou dominantnimi za-
stupci receptorovych tyrosinkindz (tab. 1.9) s mitogenni-
mi ucinky. Tvofi rozsdhlou skupinu signalnich proteint
produkovanych lokalné bunkami fady tkani, na které
zpétnovazebné pusobi. Jedna se (na rozdil od hormo-
ni) o signalizaci s kratkym dosahem tcinku (autokrinni,
parakrinni, juxtakrinni apod). Rtistové faktory ovliviiuji
intraceluldrni signalizaci fadou zptisobil. Kromé mitotic-
ké aktivace mohou v nékterych pripadech ptisobit i anti-
mitoticky a jejich i¢inkem dochazii ke zméné v diferen-
ciaci bunék. Ristové faktory ptisobi jako monomerni
(napt. EGF) nebo dimerni (napt. VEGF) molekuly.
Ristové faktory ptisobi prostiednictvim svych speci-
fickych receptort (receptory pro ristové faktory) ukot-
venych v cytoplazmatické membrané cilovych bunék. Do

extracelularniho prostoru vy¢niva ligand vazajici doména
(ektodoména) receptoru interagujici specificky s jednim
nebo nékolika pribuznymi rstovymi faktory. Receptory
pro ristové faktory se vyznacuji ptitomnosti tyrosin-
kinazové domény, kterd je integralni souddsti polypep-
tidového fetézce receptoru zasahujiciho do cytoplazma-
tického prostoru. Stimulace receptort pro ristové faktory
ligandem indukuje dimerizaci receptorovych molekul
a zménu jejich strukturniho uspofddani (konformace),
kterd se v cytoplazmatické ¢asti receptoru projevi aktiva-
ci jeho tyrosinkindzové domény.* Pomoci aktivovanych
kinazovych domén se receptorové dimery recipro¢né fos-
foryluji (transfosforylace) na radé tyrosinovych zbytkda.
Fosforylace OH skupin tyrosinti obsazenych v cytoplaz-
matické doméné zptisobuje jeji vyznamnéjsi konformac-
ni zmény rozpoznavané riznymi efektorovymi proteiny,
které se na aktivované receptory vazi pomoci specific-
kych vazebnych domén (napt. SH2, PTB) a v fadé pripadt
spolu o vazbu soutézi. Efektorové proteiny aktivovaného
receptorového komplexu mohou byt molekuly rtiznych
typti s enzymovou aktivitou nebo bez ni:
e P85 podjednotka PI3K,
e PLCy,
e SRC kinaza,
e RASALI (enzym aktivujici GTPazovou aktivitu RAS),
e adaptorové proteiny RAS signalizace (GRB2, SHC)
nebo IRS1,
o fosfataza SHP2.

Tento (neuplny) vycet si klade za cil ilustrovat, jak
rozsahlé signalni moznosti skyta jiz jen proximadlni ¢ast
intraceluldrni kaskady receptorovych tyrosinkinaz. Po-
chopitelné, Ze aktivace konkrétnich receptort nezptiso-
buje chaotické vifeni efektorovych proteint, ale umoz-
fuje navazani v dané chvili exprimovanych efektorovych
proteint na aktivované receptorové molekuly.

K aktivaci tyrosinkindzovych receptortt mize u nadorovych bunék dojit i vlivem aberantni hyperexprese receptoru (pti
amplifikaci receptorového genu), kdy receptorové molekuly nabohacené v membrané koliduji, a tim aktivuji své tyrosinki-
nazové domény (napt. HER2). Castou poruchu reprezentuji fize receptorovych gent s jinymi proteiny (napt. BCR-ABL,
ELK-RET, ETV6-NTRK3, EML4-ALK). Aktivovana tyrosinkinazova doména katalyzuje pfenos fosfatu z ATP na OH skupinu
tyrosinového zbytku polypeptidového fetézce v molekule receptoru nebo v proteinu nachazejicim se v bezprostfednim
okoli. Strukturni podobnost tyrosinkindzovych domén v receptorech pro rustové faktory, ale i v dal$ich nereceptorovych
tyrosinkindzach, je divodem obtizné ptipravy vysoce specifickych nizkomolekularnich inhibitort, které se nejéastéji
vazi do katalytického centra tyrosinkinazy. Proto fada nizkomolekuldrnich inhibitort inhibuje hned nékolik tyrosin-
kindz (napf. imatinib — derivat 2-fenylaminopyrimidinu) - inhibuje fuzni protein BCR-ABL [kindzu vznikajici v dasledku
translokace t(9;22) - filadelfského chromozomu - u CML], PDGFR a KIT [receptorové tyrosinkindzy zvy$ené exprimované
u GIST]. Mutace cilovych tyrosinkinaz v oblasti vazebného mista inhibitoru zptsobuji vznik rezistence (napf. u pacientt
s GIST mutace PDGFRa p.D842V postihujici oblast vazebné domény pro ATP vede k rozvoji rezistence na imatinib, ktery
se vaze do tohoto mista; v homologni sekvenci receptoru KIT takto ptisobi mutace p.D816V).
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Tab. 1.8 Priklady nizkomolekuldmich inhibitor a protilatek cilenyich na inhibici signalnich kindz. Receptorové tyrosinkindzy jsou oznaceny Cervené,
jejich ligandy zelené, nereceptorové kindzy modfe.

CDK4/CDKé
FLT3 (CD135)

CSF1R
EGFR (HER)

ALK

AXL
BCR-ABL
BTK
DDR1/2
FGFR

JAK

KIT

LCK

MEK

MER

MET
mTOR
PGDFR
PIK3CA
PKC

RAF (BRAF)
RET

ROS1

SRC

TIE2 (TEK)
TRK (NTRK)
TYK2
TYRO3
VEGFR
VEGF

Nizk lekuldrni inhibitor

abemaciklib

afatinib

akalabrutinib x
alektinib x X

alpelisib X

asciminib x

avapritinib x X

axitinib X
binimetinib X

bosutinib X X X X

brigatinib X X X

ceritinib X X

dabrafenib x

dakomitinib X

dasatinib X X X X

deukravacitinib x
duvelisib X

enkorafenib x

entrektinib X X X

erlotinib x

everolimus x

gefitinib x

qgilteritinib X

ibrutinib X

idelalisib X

imatinib X X X X X

kabozantinib X X X X X X X X X X X
kapmatinib X

kobimetinib X

krizotinib X x X

lapatinib x

larotrektinib X

lenvatinib X x X X X
lorlatinib x x

midostaurin x X x x x
neratinib X

nilotinib X

nintedanib X X X X X X
osimertinib X

palbociklib X

pazopanib X X X
pemiqatinib X

ponatinib X X X X X

pralsetinib

regorafenib X x X X X
ribociklib X

ripretinib X X X X X
ruxolitinib X

selperkatinib x

selumetinib X

sorafenib X X X X X
sunitinib X X X X X X
temsirolimus X

tepotinib X

tivozanib X
trametinib X

tukatinib x

vandetanib x x X
vemurafenib X

Monoklondilni protildtka

aflibercept x
amivantamab
bevacizumab x
cetuximab
necitumumab
panitumumab
pertuzumab
ramucirumab x
trastuzumab

x
x

X X X

X X X X x
x

x
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