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Zhoubna nadorova onemocnéni piedstavuji celospoletensky problém, v CR jsou druhou
nejcastejsi pric¢inou umrti. Nador je tvofen nadorovym parenchymem (nadorové buiiky) a
stromatem (nenadorové bunécné slozky a nebunécné soucasti). Nadorové buitky maji na rozdil
od zdravych ,,nenddorovych* bunck vétsi schopnost mnozit se a rist, vyssi odolnost a delsi
zivotaschopnost, ¢imz ziskavaji nad zdravymi buitkami pievahu. Téméi vSechny nenadorové
bunécné slozky (napf. fibroblasty, mezenchymové kmenové bunky, adipocyty, bunky
imunitniho systému) podporuji pfeziti, rist a Sifeni nddorového parenchymu diky vétsi ¢i mensi
deregulaci. Pfeména zdravé buniky na nadorovou (karcinogeneze) je n€kolikastupiiovy proces,
kdy dochazi k postupnému hromadéni mutaci genti, které¢ kontroluji bunéénou proliferaci,
diferenciaci a zanik buiky. Cilem této lekce je priblizit charakteristické rysy a prubéh
karcinogeneze, popsat fyzikalni, chemické a biologické faktory ucastnici se karcinogeneze,
popsat rlst a metastazovani nadorit a uvést prehled nejvyznamnéjsSich biomarkert naddorovych

vvroe

onemocnéni. Soucasti lekce jsou i bliz§i informace o programované bunécné smrti (apoptose).

Zakladni pojmy

Nédor (tumor, novotvar, neoplazma) lze definovat jako novou a abnormalni tkan
autonomni povahy v mnohobunééném organismu, ktera v tomto organismu nezastava Zadnou
fyziologickou funkci a roste neregulovanym zpisobem. Tato do jisté miry autoregulacni
schopnost kazdého nddoru se projevuje zejména v oblasti regulace bunécné proliferace a
bunécné smrti, kterymi se zajist'uje tzv. tkdnova homeostaza. Tkanova rovnovaha je naruSena i
za fyziologickych podminek, napt. tehdy, kdyZ jsou nastartovany procesy hojeni (reparace),
nahrady ztracenych tkani (regenerace), nebo obrany proti cizorodym agens (zanét, imunitni
reakce). V téchto piipadech je vSak zdravy organismus vybaven mechanismy, které dokazi po
skonceni pfi¢iny a Upravé stavu tento nerovnovazny stav omezit a nadbytecnou proliferaci
zastavit (tzv. regulace negativni zpétnou vazbou). Pfi defektech téchto autoregulacnich
mechanismu, pravdépodobné vzniklych na podkladé genetické chyby, nastava situace, ze které
se nador mize (ale nemusi) vyvinout. Nekteré z téchto pfednadorovych stavli se oznacuji jako
prekancerosy nebo dysplasie. Jedna se o zménu tkdné, ve které jesté nezacalo nddorové bujeni,

ale vznik nadorovych novotvari je statisticky vyznamné ¢astéjs$i nez ve zdravé tkani stejného



histogenetického ptivodu a stejné anatomické lokalizace. Jedna se o zmény ve tkani, na jejichz
podklad¢€ miize vzniknout maligni nador.

Podle schopnosti infiltrovat jinou tkan rozezndvame benigni a maligni nddory. Bunky
benignich (nezhoubnych) nadorii si zachovavaji alespon pfiblizn¢ vzhled i funkci normalnich
bun¢k a predevSim zlstdvaji v misté svého vzniku (nemigruji, neinvaduji do jinych tkani,
nezakladaji metastasy), okolni struktury jen odtlacuji (expanzivni rast) a rostou pomérné
pomalu. Bunky, které ztratily vétSinu vlastnosti bunék, ze kterych jsou odvozené (ztrata
morfologické i funkéni diferenciace) a maji snahu pronikat do okolnich tkdni (invazivita) i na
vzdalena mista (metastasy), jsou buiikky maligni. Tyto buiiky se vyznacuji zna¢nou agresivitou
a velkou Zivotnosti.

Podle histogeneze (tedy podle bunék/tkani, ze kterych nadory vznikaji) rozliSujeme
mezenchymové, epitelové, neuroektodermové, smiSené a germinalni nadory. Mezenchymové
nadory jsou odvozeny z bunék pojiva, svaloviny a cév (napi. benigni fibromy, myomy, lipomy,
chondromy, osteomy hemangiomy a maligni sarkomy) a z krevnich bun¢k (leukémie a
lymfomy — oboji maligni). Epitelové naddory vznikaji z povrchového (benigni papilom, maligni
adenokarcinom) nebo zldzového epitelu (benigni adenom, maligni karcinom).
Neuroektodermové nadory zahrnuji nadory CNS (napf. benigni gliom, maligni glioblastom),
nadory perifernich nervi (napf. benigni feochromocytom a maligni neuroblastom) a nadory
z melanocytt (benigni a maligni melanom). Germinalni naddory jsou odvozeny ze zarode¢nych
bunck a embryonalni tkané€ (napt. benigni mola hydatidosa, maligni choriokarcinom, embryom,
nadory trofoblastu). SmiSené nadory jsou tvofeny dvéma nebo vice typy tkani (napf. benigni

fibrolipom, fibroadenom, maligni adenosarkom).

Nadorova transformace (karcinogeneze)

Pfeména normalni bunky na bunku nadorovou (karcinogeneze), tedy schopnou
autonomniho rlstu a invaze do okolnich tkani, je slozity n€kolikastupiiovy proces. Dochazi pti
ném k abnormalni proliferaci bun¢k, kterd neni v koordinaci s riistem okolnich tkani a
rovnovahou organismu. Nadorové bunky se v disledku genetickych zmén vymkly kontrole a
jejich proliferace pokracuje 1 po odstranéni pfic¢iny vzniku genetickych zmén. V soucasnosti se
predpoklada, Ze vSechny bunky naddoru maji monoklonalni pivod, vznikaji tedy pivodné
zjedné transformované buniky. Rozdily mezi jednotlivymi naddorovymi buiikami vznikaji
v pribéhu vyvoje nadoru — jedna se tedy o subklony.

Béhem karcinogeneze se postupné hromadi klicoveé genetické a epigenetické mutace.
Genetické mutace méni primarni strukturu DNA konkrétnich gent (zejm. gent kontrolujicich
proliferaci, diferenciaci a zanik bun¢k) nebo mikroRNA (miRNA), coz obvykle zplsobi
strukturdlni a funkcni naruSeni ptislusnych proteinii (u mutaci genl) nebo zmény v expresi
cilovych proteini (u mutaci miRNA). Epigenetické mutace zplsobuji naruSeni sekundarni

(epigenetické) struktury DNA, ktera je dana posttransla¢ni Gipravou histontt a/nebo DNA (napf.



acetylace, methylace, citrulinace, ubikvitinylace). Vysledkem je zména prostorového
usporadani DNA a s ni spojena zména v expresi ptisluSnych genti a miRNA.

Nédorové onemocnéni pobiha v nékolika fazich. Uvodni etapu karcinogeneze miizeme
rozd¢lit na fazi iniciace a promoce. Iniciace pfedstavuje nevratny proces, pii kterém je vlivem
pusobeni karcinogenniho faktoru (imiciator) mutovan urcity kriticky gen. Takto iniciovana
(preneoplasticka) buiika, kterd ma potencial pfeménit se na buitku nddorovou, miize prezivat
v morfologicky zdravych tkanich 1éta. Stadium preneoplastické 1éze je typické klonalnim
délenim bunek, které maji selekéni vyhodu proti nenddorovym bunkam. Ve fazi promoce jsou
iniciované builkky vystaveny pusobeni faktort, které se oznacuji jako promotory (napf.
chemické karcinogeny, ionizujici zafeni, zanét). Ty nejsou schopny vyvolat maligni nadorovou
transformaci, jen ji podpofit. Intenzita promo¢nich mechanismii musi dosdhnout urcitého
stupné, aby byl iniciovany klon stimulovan, a naopak odstranéni podptirnych faktorG muze
proces karcinogeneze zpomalit nebo 1 zastavit. Diky stimulaci proliferace klonu nadorovych
bun¢k, potlaceni oprav DNA a apoptosy béhem faze promoce je usnadnén vznik dalSich
genetickych a epigenetickych zmén, které buniku nevratné sméruji do pln€ maligniho fenotypu.

Rozdily v ptisobeni inicidtoru a promotoru jsou uvedeny v Obr. 1.
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Obr. 1. Rozdil v pilisobeni inicidtoru (mutagen) a promotoru (neni mutagen) nadoru v ¢ase a
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mozné vysledky (upraveno z Alberts a kol. 2007).

V pozdéjsich fazich vyvoje nadoru (progrese) dochazi k hromadéni dalSich mutaci
(zejm. zmény poctu chromosomil a jejich pfestavby), nasledkem cehoz stoupd rychlost

proliferace nadorovych bungk a jejich invazivita, nadorova tkan ziskava schopnost tvofit nové



cévy (angiogeneze) a metastdzovat do okolnich tkani. Preneoplastickd populace se nevratné

méni na neoplastickou a benigni naddor prechdzi do maligniho stadia.

Bunécné a molekularni zaklady nadorového onemocnéni

Diky rtiznorodym genomickym a epigenomickym zménam ziskavaji nddorové bunky
béhem karcinogeneze jedinecné fenotypové vlastnosti. VSechny nddory se projevuji osmi
zékladnimi zménami v bunééné fyziologii, které jsou povazovany za typické znaky nadoru
(Obr. 2). Typické znaky nadorovych bunék zahrnuji: 1) sobéstacnost v produkei rastovych
signalii (aktivace onkogenil), 2) necitlivost k signaliim zastavujicim bunécny cyklus (inaktivace
tumor-supresorovych gentl), 3) schopnost pieprogramovat energeticky metabolismus buiky
(Warburgliv efekt — posileni aerobni glykolyzy a potlaceni mitochondridlniho metabolismu), 4)
schopnost obejit apoptosu, 5) nepfetrzitd tvorba novych kapilar (angiogeneze), 6) schopnost
invadovat a tvofit metastazy, 7) neomezeny replikacni potencial (nesmrtelnost) a 8) schopnost
uniknout pfed imunitni odpovédi hostitele. Ziskani genetickych a epigenetickych alteraci, které
tyto charakteristické rysy propijcuji, miZze byt urychleno nestabilitou genomu nadorovych
bunék a zénétem podporujicim nadorové bujeni. Ty jsou povazovany za umoznujici
charakteristiky, protoze podporuji buné¢nou transformaci a naslednou progresi nddoru. Ovsem
vlastni pribéh karcinogeneze je individudlni a pofadi i pocet ziskanych vlastnosti se u

jednotlivych nadort lisi, stejné tak se nadory lisi 1 konkrétnimi zasazenymi geny.
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Obr. 2. Charakteristické rysy nadorovych bunék (upraveno z Hanahan a Weinberg 2011)



Maligni nador vznikd na podkladé¢ kumulace somatickych alteraci urcitych gent
vyvolanych genotoxickym plisobenim fyzikalnich, chemickych nebo biologickych vlivii. Vznik
maligniho nadoru u postizeného jedince muze byt urychlen existenci hereditarnich mutaci. Na
jeho rozvoj maji vyznamny dopad i epigenetické faktory ovliviujici expresi genetické
informace. U solidnich nddorti dochazi v pritbéhu karcinogeneze k nahromadéni primérné Sesti
az osmi kritickych mutaci, tedy mutaci, které jsou piimym podkladem maligni transformace
nadorovych bunck. Mezi kritické mutace patii aktivace protoonkogent, inaktivace anti-
onkogenll (tumor-supresorovych gentl), zvysSeni exprese inhibitorti apoptosy a mutace genti
fidicich prubéh bunécného cyklu.

Protoonkogeny a jejich aktivace
Protoonkogeny jsou vysoce konzervované normalni geny pfitomné v genomu vsech

bun¢k. Jejich produkty se podileji na regulaci bunécné proliferace, diferenciace a apoptosy
normalnich bunék. Piisobi jako pozitivni regulatory bunécného déleni (stimulace déleni) a
negativni regulatory apoptosy (inhibice apoptosy). Protoonkogeny snadno podléhaji
genetickym zménam, které umozni jejich aktivaci. Pokud jsou aktivovany nebo modifikovany
na strukturni nebo kontrolni trovni, zaénou se chovat jako onkogeny a podporuji vyvoj nadoru.
V soucasnosti je znamo asi 100 onkogeni. Mutace, které vedou ke zméné protoonkogent na
onkogeny, jsou aktivujici a dominantni (sta¢i zména jedné alely).

Onkogeny byly objeveny diky retrovirim nesoucim virové analogy bunécnych
onkogenl. Tyto virové onkogeny byly objeveny pfi studiu genomu téchto viri diive nez
onkogeny bunétné, coz podporovalo pifedstavu o obecném virovém piavodu nadord.
Technikami hybridizace se vSak zjistilo, Ze normdlni buiiky maji identické nebo podobné
sekvence jako tyto virové onkogeny. Ty jsou tedy odvozeny od lidskych (obecné
eukaryontnich) ,,protoonkogeni®, které byly pietazeny z hostitelské bunky a zabudovany do
genomu retroviru v prubéhu jeho Zivotniho cyklu.

Nazvy jako onkogen a protoonkogen sugeruji pfedstavu, Ze funkci téchto genl je
navodit nadorovou transformaci builky. Teprve pozdéji se zjistilo, Ze protoonkogeny jsou
vyznamné geny, jejichz produkty piedstavuji molekuly, Gc¢astnici se fadnych bunéénych déja,
jakymi jsou diferenciace, regulace, signalizace nebo recepce signali.

Nomenklatura téchto genli je vétSinou odvozena od primarné zjist€éného ucinku
virového onkogenu, vzila se a pouziva se i nyni, kdy je uz zndma normalni buné¢né funkce
piislusné molekuly. Napt. ndzvy ras pro gen a ras pro ptisluSny protein jsou odvozeny od toho,
Ze tyto geny byly objeveny v retrovirech, zplisobujicich sarkom u potkanti: rat sarcoma = ras.
Podobné sis od simian sarcoma (opi¢i sarkom), fes od feline sarcoma (koci¢i sarkom) atp.
oznacujeme bunécny protoonkogen jako c-onc a jeho virovou formu jako v-onc (napt. v-ras a

c-ras).



Protoonkogeny reguluji replikaci DNA a pienosy signalu ptes své produkty - proteiny.
Protoonkogeny mizeme d¢lit podle funkce jejich produktu na ristové faktory, receptory pro
rastové faktory, cytoplasmatické proteiny (proteinkinasy a G-proteiny), jaderné proteiny.
Znamé produkty protoonkogenti a onkogend spadaji do nckolika funkénich skupin a jsou
oznacovany tfemi pismeny: rustové faktory (sis, Ast), receptory pro rustové faktory (erbB, fins,
kit) a tyrosinkinasy (src, fgr, fcs, trk), membranové-vazané analogy proteinti vazicich GTP (gsp,
gip, ras) cytoplasmatické serinové a threoninové kinasy (mil, mos, raf), jaderné proteiny
fungujici jako aktivatory transkripce (myb, myc, fos, jun). U fady lidskych nadorii byla
prokédzéana zvysena exprese Cleni jednotlivych tiid, ktera pak ptispiva k fad¢ vlastnosti nadort
(napf. bunécna proliferace, invazivita a tvorba metastaz).

Zpisoby aktivace a zmény protoonkogenu na onkogen jsou uvedeny v Obr. 3. Jejich
vysledkem je naruSeni struktury protoonkogenu, nebo zvyseni jejich exprese. Mechanismy
aktivace protoonkogeni zahrnuji mutace, genové amplifikace a chromosomdlni pfestavby.
Mala zména DNA (bodovéa mutace nebo delece) v kodujici oblasti genu mize zplsobit vznik
proteinu se zvySenou aktivitou, zatimco tato zména v regulatorni oblasti daného genu muze
vyvolat nadprodukci normalniho proteinu. Chyby v replikaci DNA mohou byt pfi¢inou zvyseni
poctu kopii genu (amplifikace), coz miize vést k redundantni replikaci DNA a nadbytecné
expresi (nadprodukci) normélniho proteinu. Chromosomalni pfestavba (translokace) v kodujici
sekvenci genu muze vyvolat fizi protoonkogenu s jinym genem, jejimz vysledkem bude vznik
fazniho (chimerniho) proteinu se zvySenou aktivitou (napf. Filadelfsky chromosom u chronické
myeloidni leukemie). Naproti tomu alterace v regulatorni oblasti genu, jako je pfemisténi genu
k vysoce aktivni promotorové sekvenci (napf. pobliz genii pro imunoglobuliny nebo T-
receptory), mohou zplsobit, ze gen bude piepisovan mnohem castéji nez za normalnich
podminek (napt. Burkittiv lymfom). Mutace v bunécném genomu vedouci k maligni

transformaci mohou byt zplisobeny také onkogennimi viry (nej€astéji retroviry, viz dale).
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Obr. 3. Zpiisoby aktivace a zmény protoonkogenu na onkogen (upraveno z Alberts a kol. 2007)



Jako ptiklady chromosomalnich aberaci, které jsou pfiinou aktivace protoonkogenu,
uvadime translokaci genu c-myc (Burkittiv lymfom) a vznik Filadelfského chromosomu
(chronickd myeloidni leukemie). U Burkittova lymfomu dochézi k chromosomové prestavbe
a to sice k translokaci mezi osmym a ¢trnactym chromosomem t(8;14), ktera je vyvolana virem
Epsteina a Barrové. Bunéény protoonkogen c-myc je premistén z 8. chromosomu na
chromosom 14, kde se dostavd do blizkosti aktivniho promotoru genu pro tézky
imunoglobulinovy fetézec. Nasledné dochazi k neregulované expresi genu c-myc, ktery koduje
transkripéni faktor C-MYC podilejici se na regulaci bunééného cyklu, apoptosy a bunécné
transformace (Obr. 4A). V ptipad¢ Filadelfského chromosomu, ktery je typicky pro myeloidni
leukemie, dochazi k translokaci protoonkogenu abl z 9. chromosomu na chromosom 22 t(9;22).
Protoonkogen abl se pii translokaci ptipoji uprostted genu bcr, ktery ma silny promotor. Vznika
fazni gen bcr-abl, ktery po piepisu poskytuje fuzni protein BCR-ABL. Produkt genu abl/ na
puvodni pozici fyziologicky stimuluje bunécnou proliferaci (ma tyrosinkinasovou aktivitu),

zatimco fizni protein BCR-ABL stimuluje buiiky k nekontrolovatelnému déleni (Obr. 4B).
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Obr. 4. Chromosomalni translokace u Burkittova lymfomu a chronické myeloidni leukemie
(upraveno z Kumar a kol. 2014)

Tumor-supresorové geny

Bunééné déleni je kromé pozitivni stimulace rustovymi faktory ¢i hormony fizeno
rovnéZz negativni regulaci. Tuto negativni regulaci zprostiedkovéavaji produkty tumor-
supresorovych genii (antionkogentl), které potlacuji proliferaci bunék, plisobi jako kontrolni
body bunééné proliferace nebo programované bunécné smrti. Tyto proteiny tedy funguji jako
negativni regulatory bunééného cyklu (antiproliferacni signdly, inhibice mitosy a bunééného
ristu) a pozitivni regulatory apoptosy (navozeni bunécné smrti). Odhaduje se, Ze v lidském
genomu je pritomno asi 30 tumor-supresorovych genti. Transkripce tumor-supresorovych geni
je aktivovana pii bunééném stresu nebo poskozeni, aby se zabranilo abnormalni proliferaci a
pienosu poskozené genetické informace. Mutace, delece nebo epigeneticka regulace (napf.
methylaci DNA) téchto genli umoziuje proliferaci postizené buiiky a vyrazné zvysuje riziko

vzniku naddoru. Mutace zasahujici tumor-supresorové geny jsou inaktivujici a recesivni (nutna



zména obou alel — teorie dvojiho zadsahu). Rozdily mezi onkogeny a tumor-supresorovymi geny

jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tab. 1. Nekteré rozdily mezi onkogeny a tumor-supresorovymi geny (upraveno z Rodwell a
kol. 2015)

Onkogeny Tumor-supresorové geny

Mutace v jedné ze dvou alel je dostatecnd pro | Mutace v obou alelich nebo v jedné
aktivitu, je dominantni vic¢i divokému s naslednou  ztratou nebo  redukci
typu homozygotnosti v druhé

»Ziskani funkce* u proteinu, ktery spousti | Ztrata funkce proteinu
bunécné déleni

Mutace vznikaji v somatickych tkanich, | Mutace jsou pfitomné v zarode¢né burtice

nejsou dédicné (mohou byt dédi¢né) nebo v somatické
burice
Preference n¢kterych tkani Silna tkanovéa preference (napi. vliv Rbl

genu v sitnici)

Mezi zndmé tumor-supresorové geny patii gen Rb, APC, p53 nebo BRCA 1/2.
Ptedpokladda se, ze v nékterych piipadech je to pravé ztrita funkce genii kodujicich tyto
proteiny, co zpisobuje vyvoj nddoru. Prvnim objevenym tumor-supresorovym genem byl
retinoblastomovy gen Rb, ktery je zapojen do regulace bunécného cyklu. Produkt tohoto genu
protein pRb vaze transkripcni faktory E2F, které jsou nutné pii ptfechodu bunky z G do S faze.
Cyklin-dependentni kinasy fosforyluji a tim inaktivuji pRB, po fosforylaci se totiz zméni
konformace pRb a dojde k uvolnéni faktoru E2F, ktery stimuluje transkripci gend nutnych pro
postup buiiky do S faze (napf. cykliny A a E a enzymy replikace DNA). V ptripadé mutace genu
Rb nebo piti sekvestraci pRb proteiny adenovirt ¢i papilomavirti dojde ke vzniku maligniho
nadoru sitnice — retinoblastomu.

Protein p53 (,strdZce genomu®) je transkripéni faktor, ktery je aktivovany pfii
poskozeni DNA, a brani ristu a rozvoji nadorti. Tento protein je klicovy pro udrzeni genetické
stability buniky, protoze omezuje poSkozeni genomu. V normdlnich buiikach je exprese p53
velmi nizkd a zvySuje se pfi oxida¢nim stresu a po ozafeni UV svétlem. Pii poskozeni DNA
navozuje protein p53 v jadie zvySeni transkripce genu pro protein p21, ktery inhibuje cyklin-
dependentni kinasy (CDK) a doCasn¢ tak zastavuje bunécny cyklu v G; fazi. Nasledné protein
p53 indukuje opravy DNA prostiednictvim stresovych proteini GADD45' a pokud je DNA
neopravitelné poskozena, pak indukuje apoptosu buiiky cestou reguldtoru apoptosy BAXZ.

Nefunkéni p53 zptsobi, Ze posSkozené/mutované bunky pokracuji v buné¢ném cyklu, umozni

' GADD45 = Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45
2 BAX = Bcl2-Associated Protein X (Bcl-2 = B-Cell Lymphoma-2)
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poskozenym bunkdm vyhnout se apoptose a umozni vznik genetické nestability s ndslednou
akumulaci mutaci (Obr. 5). Mnohostrannost p53 naznacuje, ze jeho mutace je zdrojem fady
poruch. Mutace p53 patii mezi nejCastéjsi genetické zmeny v lidskych nadorech a byly popsany
az u poloviny vSech lidskych nadorii. Pokud jedinec zdédi od rodict pouze jednu funkéni alelu
genu p53, je predisponovan k rozvoji nadorového onemocnéni a obvykle se u n¢j v détstvi ¢i
v Casné dospélosti vyvine n€kolik zhoubnych nadort v riznych tkénich (napft. osteosarkomy a
sarkomy mékkych tkédni, karcinom prsu, adenokarcinom dfené nadledvin, nadory CNS,

leukémie). Toto onemocnéni se oznacuje jako Li-Fraumeniho syndrom.

lonizujici zafeni
karcinogeny

/ mutageny\

&, N
Burka s mutaci & %%

nebo deleci p53 @
Ec:b S

Normalni burika
(p53 normalni)

Onkogenni stres

hypoxie Poskozeni DNA DNA damage
053 se hromadi a p53-dependentni geny
vdZe se na DNA nejsou akiivovény

Bun&&ny cyklus Neni opravena

Ucinky na cilové struktury neni zastaven| DN \A, neprobina
zavislé i nezavislé na transkripci
v + I + Mutované bufiky
p21 GADD45 BXpaive &
ST (inhibitor CDK) | | (oprava DNA) BAX galSimiace
zastaveni G1 (@en apoplosy)

L

Uspéana oprava Selhani opravy

Mormalni buriky Apoptosa Maligni nador

Obr. 5. Uloha p53 v zachovani integrity genomu (upraveno z Kumar a kol. 2014).

Poruchy reparac¢nich gent

Na vzniku nadort se podileji rovné€z poruchy reparacnich genil, které zabezpecuji
zachovani genetické stability, které je pro preZziti organismu nezbytné. Geneticka stabilita je
zajisténa velmi piesnou replikaci DNA a reparaci piipadnych mutaci. Opravné procesy
posSkozenych bazi, abazickych segmentli ¢i jednofetézcovych zlomii se vyznamné liSi od
opravnych procesti dvouretézcovych zlomli DNA. Integrita DNA je v pribéhu bunécného
cyklu pravideln¢ kontrolovana v kli¢ovych kontrolnich bodech (,,checkpoint) mezi fazemi G
a S, v prubéhu syntézy DNA, po dokonceni syntézy DNA mezi fazemi S a G2 a mezi fazemi
G2 a M. V piipadé poskozeni DNA zastavuji produkty reparacnich gent bunécny cyklus a

davaji buiice moznost opravy chyb. Mezi opravné geny patii geny kédujici riizné proteinkinasy,
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napft. ,,checkpoint® kinasy 1 a 2, jejichz aktivace zastavuje bunécny cyklus v bodech Gi-S a
G2-M, nebo kinasy ATM a ATR3, které se uplatiiuji v reparaci dvoufetézcovych zlomi DNA.
Mutace opravnych genli samy o sobé neposkytuji buiice moznost nekontrolované proliferace,

ale zvysuji frekvenci vyskytu mutovanych protoonkogenii a tumor-supresorovych geni.

Telomery a telomerasy - imortalizace bunék
Normalni somatické buiikky maji omezeny pocet déleni a tedy i délku Zivota. U lidskych

somatickych bunck je maximalni pocet d€leni (tzv. Hayflickiv limit) kolem 60-70, po jeho
prekroceni se jiz bunika nemtze délit, nastava ireverzibilni zéstava rastu a bunika vstoupi do
obdobi senescence, které miize vyustit v apoptdzu. Senescentni burika se sice nemuze délit, ale
zustava metabolicky aktivni. Podstatou Hayflickova limitu je zejm. postupné zkraceni telomer
pod kritickou délku, kterd jiz neumoziuje dalsi replikaci chromozomu.

Telomery jsou koncové Casti jadernych chromosomu eukaryot. Jedna se o vysoce
konzervované nukleoproteinové komplexy, které obsahuji tandemové se opakujici sekvence
DNA bohaté na guanin (TTAGGG) obalené specifickymi proteiny, které telomery chrani pred
degradaci. Telomery jsou klicovym stabilizaénim faktorem koncovych c¢asti chromosomu,
umoznuji rozpoznat ptirozené konce chromosomi od mist s dvoufetézcovymi zlomy, chrani
DNA pfed plisobenim degradac¢nich enzyml (napt. DNA-exonukleas) a uplatiuji se pii
replikaci DNA.

Replikace DNA vyzaduje pro tvorbu nového vldkna DNA-polymerasu,
deoxyribonukleotidy a primer, coz je oligonukleotidova sekvence RNA, ktera se na zaklade
komplementarity bazi pfipojuje k vldknu DNA a umoziuje zahdjit jeho replikaci. U vysSich
zivocichli nemiize DNA-polymerasa sama iniciovat syntézu nového vlakna DNA a iniciaci tedy
zajist'uje navazani na primer. Po ukonceni replikace je primer odstranén. Vzhledem k tomu, Ze
DNA-polymerasa umi pfidavat nové nukleotidy pouze na 3' konec nové vznikajiciho fetézce
DNA, nemiize DNA-polymerasa po odstranéni primeru na 5' konci dcefiného vladkna nahradit
odstranéné sekvence nukleotidii primeru, takze dcefiné vlakno DNA je na 5' konci po kazdé
replikaci kratsi. Proto jsou na koncich chromosomti pfidany repetitivni nekodujici sekvence —
telomery, na nichZ se odehrava zkracovani DNA po replikaci. Behem kazdé replikace dojde ke
zkraceni o 50 — 200 parti bazi. Kdyz dosahnou telomery kritické délky, je odkryty konec
chromosomu bunéénymi mechanismy vyhodnocen jako dvoutetézcovy zlom a dojde k aktivaci
kontrolnich bodi pRB a p53, které zastavi proliferaci (tzv. faze mitotické krize). Bunka
piechéazi do senescence a miize byt aktivovana apoptosa.

Tento mechanismus je u nadorovych bunék naruSen aktivaci genu kddujiciho enzym
telomerasu. Jednd se o reverzni transkriptasu, kterd rozSifuje telomerické TTAGGG
opakované sekvence na konci chromosomil, ¢imZz vznika templdt pro dosyntetizovani

opozd'ujiciho se fetézce. Telomerasa tak blokuje starnuti a umoziuje bunice neomezené se délit

3 ATM = Ataxia Teleangiectasia Mutated; ATR = Ataxia Teleangiectasia and Rad3-Related
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(imortalizace). VétSina lidskych bunék nemd aktivni telomerasu (gen je vSak pfitomny
v genomu vSech bunék), vyjimkou jsou zarodec¢né, embryonalni a hematopoetické buriky.
Nadorové bunky jsou schopné obnovit aktivitu telomerasy, coz jim umozni neomezen¢ se d¢lit.

Imortalizované bunky vznikaji ve stadiu mitotické krize. Pfi¢inou byva inaktivace p53
a pRB, zvysena exprese onkogenti c-Myc a Ras a vdzna poruchy genomové stability. Ve stadiu
krize dochazi k aktivaci drahy, ktera spoji odhalené konce dvou nehomolognich chromosomu
za vzniku fizniho dicentrického chromosomu, ktery je v dalsi anafazi rozstépen a tak vzniknou
dalsi dvoufetézcové zlomy DNA. Pii kazdém dalSim déleni se poskozeni genomu zvétsuje diky
cyklu zlom-fuze-piremosténi, bunka se tak ocita na prahu mitotické katastrofy a bunéné smrti.
Pokud je buiika schopna reaktivovat telomerasu, mize pak prodlouzit své telomery, obnovit
chromosomalni stabilitu a ptezit. Takové buiky vSak pravdépodobné utrpély posSkozeni
onkogenti a tumor-supresorovych genli a je u nich znacné riziko maligni transformace.
Prakticky u vSech typl nadorii jsou telomery zachovany a v 85-95 % piipadd je to diky
upregulaci telomerasy. Zbyvajici nddory pouzivaji k udrzeni délky telomer mechanismus ALT

(alternativni prodlouzeni telomer), ktery pravdépodobné zavisi na rekombinaci DNA.

Apoptosa

K akumulaci neoplastickych bun¢k mtze dochazet nejen diky aktivaci onkogeni nebo
inaktivaci tumor-supresorovych gent, ale i diky mutacim v genech regulujicich apoptosu.
Apoptosa je jednim z mechanisml programované bunééné smrti, dalSimi typy jsou napft.
autofagie, anoikis, nekroptosa ¢i kornifikace. Jednd se o fyziologicky proces, ktery slouzi
k odstranéni nepotfebnych nebo poskozenych bunék. Buiika umirajici apoptoticky vykazuje
charakteristické morfologické znaky (napf. kondenzace a fragmentace chromatinu, tvorba
vybeézki cytoplazmatické membrany, celkové zmensSeni buniky a nakonec rozpad buiiky na tzv.
apoptoticka téliska), které ji odliSuji od nekrotickych bunck. V apoptotické butice jsou
degradujici DNA. Kaspasy se d¢li na iniciatorové a efektorové. Inicidtorové kaspasy (CASP-8,
-9, -10) interaguji s proteiny spoustéjicimi apoptosu, aktivaci téchto kaspas dojde ke spusténi
efektorovych kaspas (CASP-3, -6, -7) a programované buné¢né smrti.

V bunice existuji dvé zékladni drahy (vnitini a vnéjsi), jejichZ spusténi vede k aktivaci
kaspas a apoptose. Vnitini (mitochondrialni) draha je aktivovana celou fadou
intracelularnich podnétl (napt. poskozeni DNA, oxidacni stres, pretizeni buiky Ca®',
nahromadéni chybné slozenych proteinti v ER, nedostatek signald pro pfeziti atd.). Do jeji
regulace se zapojuje cela fada proapoptotickych (p53 a BAX) i anti-apoptotickych proteint
(rodina Bcl-2). Pokud pfevazi proapoptotické signaly, dojde k permeabilizaci vné&jsi
mitochondridlni membrany (MOMP) a néslednému tniku cytochromu ¢ z mezimembranového
prostoru do cytoplasmy, ktery spolu s proteinem Apaf-1 aktivuje proCASP-9 na aktivni CASP-
9. Z mitochondrii jsou dale uvoliiovany proteiny Smac/Diablo, Arts ¢i proteasa Omi/HtrA2,

které vazou a inaktivuji anti-apoptotické proteiny IAP (,,inhibitors of apoptosis®) pfitomné
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v cytoplasmé. Vnéjsi (receptorova) draha je aktivovana vazbou extracelularnich ligandi smrti
(TRAIL, FasL, TNF*) na membranové receptory smrti (DR4/ DR5, Fas, TNFR? a dal§i), které
pres dalsi adaptorové proteiny aktivuji proCASP-8 a proCASP-10. Ob¢ drahy posléze
konverguji do spole¢né apoptotické drahy, kterd zacind aktivaci efektorovych kaspas.
Aktivované iniciatorové CASP-8, -9 a -10 aktivuji efektorové kaspasy (CASP-3, -6 a -7)
zajistujici inaktivaéni ¢i aktivacni Stépeni fady proteind, jako jsou regulatory apoptosy,
proteiny souvisejici s bunécnou adhezi, cytoskeletem, strukturou jadra, bunéénym cyklem,
opravou a syntézou DNA, coz nakonec vyusti v eliminaci buniky poSkozené nebo z jinych
davodi urcené k likvidaci (Obr. 6).

VNITRNI DRAHA VNEJSi DRAHA
Stres FasL —
Zareni

Chemikalie Fas (CD95)— | Y
|

Poskozeni DNA ' FADD

l

odpoved p53 prokaspasa

"Death-induced
signalling complex™:

BAX/BAK <—— BID ~— m kaspasa-8

BCL2 ¥/ mitochondrie
BCL -XL
MCL 1

Cytochrom ¢+ APAF-1 |

kasplésa-g
7 y
AP

kaspasa 3

APOPTOSA

Obr. 6. Vnitini a vnéj$i cesta apoptosy (upraveno z Kumar a kol. 2014)

V néadorovych bunikach je mutovana celé fada proteintl, jeZ pfimo ¢i nepiimo ovliviluji
rezistenci bun¢k k indukci apoptosy. Byly detekovany mutace proteind, které jsou piimou
soucasti jak vnéjsi drahy (vzacnéji), tak vnitini drahy od mitochondridlnich regulatort po
kaspasy. Mezi mechanismy, které nddorovym buitkdm umoziuji uniknout bunééné smrti, patii
mutace/ztrata p53, snizené vyplaveni cytochromu c diky upregulaci anti-apoptotickych faktora
(napt. Bcl-2), ztrata Apafl, upregulace inhibitorti apoptosy IAP, snizené mnoZstvi receptoru

smrti CD95 a inaktivace ,,death-induced signaling complex*. Dobfe popsana je tloha Bcl-2

4 TNF = Tumor Necrosis Factor; TRAIL = TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand; FasL = First Apoptosis
Signal Ligand
> DR = Death Receptor; Fas = First Apoptosis Signal; TNFR = TNF Receptor
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v protekci malignich lymfoidnich bun¢k pfed apoptosou. U vétSiny hematopoetickych a
solidnich tumorii je nadmérn¢ exprimovan alesponl jeden ¢len anti-apoptotickych proteina
rodiny Bcl-2 (diky translokaci genu do blizkosti silného promotoru imunoglobulinu), coz
naznacuje, ze unik pfed apoptosou ma velky vyznam v rozvoji a progresi nadorovych
onemocnéni. Nadmérna exprese ¢lent rodiny Bcl-2 je vyznamnym faktorem rezistence nadort
k terapii, protoze pti chemo- i radioterapii jsou nadorové buiikky usmrcovany prave diky indukci

apoptosy.

Angiogeneze

Angiogeneze (proces novotvorby krevnich kapilar) je komplexni proces, ktery ma
zéasadni vyznam pro rist nadoru, jeho invazivitu a metastdzovani. Angiogeneze je kontrolovana
rovnovahou mezi proangiogennimi faktory (napt. VEGF, bFGF, PDGF, TNFa, TGFp,
hormony — estrogeny, erythropoetin, NO, VCAM-1, E-selektin, cyklooxygenasa 2°) a
angiogennimi inhibitory (napf. thrombospondin-1, interferon o/p, prolaktin, angiostatin,
endostatin, vasostatin), u nadorii je tato rovnovaha posunuta ve prospéch promotort
angiogeneze. Nador (metastaza) potfebuje ke svému rustu pfisun zivin a kysliku a odsun
odpadnich latek. Kromé¢ toho jsou kapilary v nadoru cestou, kterou se nadorové bunky dostavaji
do ob&hu a mohou tak metastazovat. Pokud nddor neziskéd schopnost novotvofit cévy, nemize
po dosazeni velikosti zhruba 1-2 mm? dale réist (cca 100-200 um od cévy - piekroceni difuzniho
limitu pro kyslik). V pocatku vyvoje nema vétSina lidskych nadorti schopnost tvofit cévy a
pravdépodobné po 1éta zlstavaji malé nebo in situ, dokud neni toto stadium ukonceno tzv.
angiogennim pfepnutim a nezacnou se tvofit nové cévy. Jeho pfic¢inou je jednak zvySena tvorba
angiogennich faktori nebo ztrata inhibitorli angiogeneze vlastnimi nddorovymi buiikami,
buitkami zanétu nebo dal$imi bunkami nadorového stromatu, a tvorba proteas nadorovymi
buiitkami nebo buiikami stromatu. Relativni nedostatek kysliku diky hypoxii stabilizuje
transkrip¢ni faktor HIF 1o/, ktery po translokaci do jadra aktivuje transkripci proangiogennich
cytokini VEGF a bFGF. Tyto faktory vytvafeni angiogenni gradient, ktery stimuluje proliferaci
bun¢k endotelu a fidi rist novych cév k naddoru. Pti novotvorbé cév nejprve endotelialni buiky
stavajicich cév proteolyticky rozlozi bazdlni membranu pomoci plasminu a matrix
metalloproteinas (MMP, nékteré typy proteolyticky aktivovany plasminem) a zah4aji migraci do
stromatu sousednich tkéni, kde nasledné proliferuji.

Mutace zasahujici tumor-supresorové geny nebo onkogeny u nadord muize posunout
rovnovahu ve prospéch angiogeneze. Ve zdravych bunkach p53 stimuluje expresi
antiangiogennich faktorti (trombospondin-1) a brani expresi proangiogennich molekul (VEGF).
V nadorovych bunkach s mutovanym p53 tak dojde k posileni angiogeneze. Transkripce VEGF
je ovlivnéna téz signaly z RAS-MAP kinasové drahy, takze v ptipad¢ mutaci gent ras a myc je

% VEGF = vaskularni endotelialni riistovy faktor; bFGF = bazicky fibroblastovy riistovy faktor; PDGF = rlistovy
faktor desticek; TGFp = transformujici riistovy faktor f; VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule
7 HIF 1o = Hypoxia Inducible Factor 1a
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exprese VEGF upregulovana. U velkého mnozstvi pacientii s nddorovymi onemocnéni lze

detekovat zvysené hladiny VEGF a bFGF v séru a moci.

Invazivita a vznik metastaz
Invazivita a tvorba metastaz jsou vysledkem komplexnich interakci mezi nadorovymi

buitkami a normalnim stromatem a jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality nadorovych
onemocnéni. Metastazovanim nadoru rozumime jeho Sifeni do oblasti anatomicky vzdalenych
primarnimu lozisku. Tvorba metastaz velmi uzce souvisi se schopnosti tvofit nové cévy.
Faktory, které se uplatiiuji v angiogenezi se vice ¢i méné podileji i na tvorbé metastaz.
Metastazovani je slozity vicestupiiovy proces, ktery probiha ve ¢tyfech etapach oznaCovanych
jako metastaticka kaskada: invaze — transport — nidace — rist metastazy.

Prvni etapou metastatické kaskady je invaze nadoru do okoli, béhem niz dochazi
k priiniku nadorovych bun¢k extracelularni matrix (ECM) okolni tkané a dale ptes bazalni
membranu endotelu do lumina cévy. Invaze do okoli zacina uvolnénim nddorovych bunék diky
vyrazné/uplné ztraté adheze vlivem inaktivujici mutace nebo snizené exprese membranového
glykoproteinu E-kadherinu, ktery se vyznamné podili na udrzeni pevnych intercelularnich
adhezi. Mutace E-kadherinu se velmi asto vyskytuje u pacientl s riznymi typy epitelidlnich
nadoril (napt. karcinom prsu, tlustého stfeva, ovaria, Zaludku). Ztrata adhezivity a zvySeni
motility nddorovych bunck je jednim z charakteristickych rysti pfemény epitelidlnich
nadorovych bun€k na mezenchymovalni fenotyp. Druhym krokem invaze je pfekonani bazalni
membrany ECM. Rozklad ECM je zprostiedkovan proteolytickymi enzymy MMP, které
pusobi na bazalni membranu ECM 1 bazalni membranu endotelii a usnadiuji tak angiogenezi.
MMP secernuji bud’ samotné nadorové buiiky, nebo buiiky naddorového stromatu, které jsou
indukovany rastovymi faktory zachycenymi na ECM. RovnéZ rozkladné produkty kolagenu
maji chemotaktické, angiogenni a proriistové ucinky.

Druhou etapou metastatické kaskady je transport nadorovych bunék krevni nebo
lymfatickou cestou. Jedna se o pasivni transport. Samotny prinik do cirkulace neznamena
automaticky 1 tvorbu metastdz, protoze nadorové buiky jsou nachylné k destrukci a transport
z nich pieZzije jen asi 0,1 %. Nadorové bunky jsou eliminovany riznymi mechanismy, jedna se
o mechanické faktory (tfeni, turbulence krevniho proudu atd.), apoptosu indukovanou ztratou
adheze (tzv. anoikis) a imunitni mechanismy vrozené i adaptivni imunity a tzv. kyslikovy efekt.
Nadorové buniky maji v cirkulaci tendenci se shlukovat mezi sebou nebo s krevnimi buitkami,
zejm. trombocyty. Vznik shlukii nadorovych bunck s destiCkami muze zvySit preziti
nadorovych bunék a jejich implantabilitu.

Nidace nadorovych bunék a jejich prinik do tkané, ktery probihd predev§im
v kapilarach parenchymatoznich organt, je tieti etapou metastatické¢ kaskady. Adheze shluka
tumor-desti€¢ky k endotelu 1 vziajemné interakce bunék jsou zprosttedkovany pomoci

cytoadhezivnich molekul (CAMs, cell adhesion molecules), zejm. selektin E (interakce mezi
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burikami ve shluku) a molekuly ze skupiny imunoglobulinti ICAM-1/2% a VCAM-1 (aktivace
endotelu a adheze mikrotrombt k endotelu). Z téchto shlukti se uvoliiuje tromboxan A, ktery
vyvolé ireverzibilni agregaci a tedy i fixaci mikrotrombu s nadorovymi buiikami na sténu cévy.
Nasleduje prinik nadorovych bun¢k bazalni membranou zprostiedkovany MMP, angiogennimi
faktory a dalSimi tkanovymi ptlisobky. Proliferace bunék mikrometastdzy je vyvolana
pusobenim PDGF.

Metastaticka kaskada je zavrSena ristem metastaz v novém prostiedi. Ten ovSem
neprobiha uniformné. Bunky v metastaze zlstavaji obvykle dlouhou dobu v klidovém stavu,
aniz by vsak ztratily svlij proliferacni potencial, jen vyjimecné diferencuji. Proliferace bun¢k
v metastdze zavisi na pritomnosti rastovych faktorG a na jejich poméru s faktory, které
proliferaci brzdi. Na proliferaci metastaz se podileji PDGF a autokrinni humoralni faktory, dale
produkty onkogenil (c-myc, c-erb, c-sic), které maji aktivitu rastovych faktord (FGF, TGF-a,
EGF’). Proliferace je rovnéz podpofena inhibici apoptosy v nadorovych burikach. Zakladnim
ptedpokladem pro rlst metastaz je plynuly pfisun Zivin a kysliku, proto je pro riist metastaz

nezbytnd schopnost angiogeneze.

Faktory vyvolavajici nadorovou transformaci

Vznik mutaci, tedy nevratnych kvalitativnich nebo kvantitativnich zmén v genetické
informaci, mize byt indukovan fyzikalnimi, chemickymi nebo biologickymi faktory. Je tieba
si uvédomit, ze mutagenicita se automaticky nerovna karcinogenité. Ackoliv je vysoka
pravdépodobnost, ze mutageny jsou rovnéz karcinogenni (~ 84 %), mize dochazet k faleSnym
predikcim, protoZze i fada nekarcinogennich latek jsou mutageny a naopak celd tada
nemutagennich latek mize byt karcinogenni. Rada latek a faktort funguje jako kokarcinogeny

tim, ze zvysuji hladiny bunéénych enzymu aktivujicich karcinogeny.

Fyzikalni onkogenni faktory

Mezi fyzikalni faktory zptsobujici vznik nadora patii ionizujici zafeni (RTG, y-zafeni),
neionizujici zétfeni (UV A, UV B a UV C zafeni), chronické mechanické drazdéni a vysoka
teplota.

Ionizujici zareni (RTG, y-zéafeni) pisobi na DNA piimo a nepiimo. Pii pfimém
pusobeni dochazi ke zlomim fetézch DNA, v jejichz disledku vznikaji chromosomové
aberace, zkiizené vazby (,,cross-links*) ¢i lokalni denaturace (rozpojeni) DNA. Pii nepfimém
pusobeni reaguje ionizujici zafeni nejprve s molekulami vody za vzniku ROS, které néasledné
poskozuji biomolekuly véetnd& DNA. Uginek zavisi na divce zafeni a na dobé& pasobeni.

v

Nejohrozengjsi je lymfaticka tkan.

8 JICAM = Intercellular Adhesion Molecule
° EGF = epidermalni ristovy faktor
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Neionizujici UV zareni s delsi vinovou délkou (UV A) vyvolava tvorbu ROS, zatimco
UV zafeni s kratkou vinovou délkou (a tedy vyssi energii — UV B a UV C) reaguje pfimo
s molekulami DNA. UV B a UV C zafeni pusobi jako katalyzator v reakci dvou sousednich
thymind v dvousroubovici DNA za vzniku tzv. dimertl thyminu. Usek DNA, ktery obsahuje
takovyto dimer, piedstavuje piekazku pro DNA-polymerasu a nemize byt uspésné replikovan.

Chronicky ptsobici vysoka teplota a chronické mechanické drazdéni se uplatnuji
patrné jako promotory nddorovych onemocnéni diky chronické iritaci. Dlouhodobé piti horkého
¢aje (> 70°C) osminasobn¢ zvysuje riziko vzniku nadora jicnu proti usrkavani caje (< 65°C).
Vdechnuti azbestu (vldkna < 60 nm) zplsobuje mechanické poskozeni chromosomu

s naslednou fibrozou plic, bronchogennim karcinomem nebo malignim mezotheliomem.

Chemické onkogenni faktory
Podle epidemiologickych studii je 75-80 % malignit zplsobeno faktory Zivotniho

prostiedi, u 30-40 % obyvatelstva industrializovanych zemi se béhem Zivota objevi zhoubny
nador. Faktory zevniho prostiedi, které¢ se na rozvoji naddort podileji, jsou vyziva (30 %),
koufeni tabdku (30 %), nadmérna konzumace alkoholu (10 %), profesionalni expozice (5-10
%) a faktory lékové, primyslové exhalace a dalsi.

Chemické karcinogeny mtzeme klasifikovat na karcinogeny genotoxické, epigenetické
(negenotoxické) a kompletni (soucasné pusobi genotoxicky i epigeneticky). Genotoxické
karcinogeny jsou latky s afinitou k DNA, které vytvareji s nukleotidy kovalentni vazbu
(vneseni mutace). Tyto latky zahajuji maligni transformaci v somatickych bunkach a jejich
ucinek je obvykle ireverzibilni. Teoreticky sta¢i k vyvolani ti¢inku jedind expozice. Typicky je
elektrofilni charakter téchto latek, ktery mohou mit nckteré latky jiZz primarné (pfimé
karcinogeny), Cast&ji jsou vSak ptritomny v neaktivni formé (prokarcinogen) a je nutnd jejich
metabolickd aktivace na aktivni karcinogen s elektrofilnimi vlastnostmi (neptimé karcinogeny).
Epigenetické karcinogeny nereaguji pifimo s genetickym materidlem, ale usnadiiuji vznik
nadorového onemocnéni jinymi mechanismy (napf. imunosupresivnimi, hormondlnimi,
cytotoxickymi). Uplatiiuji se obvykle aZ v pozd¢jsSich stadiich karcinogeneze (vétSinou ve
stadiu promoce).

Mezi chemické karcinogeny patii latky ze skupin polycyklickych aromatickych
uhlovodikii, aromatickych aminli,, azo-barviv, nitrosaminli a nitrosamidl, hydrazo- a
azoxysloucenin, karbamatli, halogenovanych slou€enin, pfirodnich produkti, anorganickych
karcinogenti a ostatnich sloucenin (napt. alkyla¢ni Cinidla, aldehydy, fenolické slouceniny).
Vzhledem k mnozZstvi prokédzanych chemickych karcinogeni uvedeme déle jen piiklady
pusobeni nékterych vybranych latek.

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou latky obsahujici systém
kondenzovanych aromatickych kruhti, nejvyssi riziko ptedstavuji 17-PAH odvozené od
fenantrenu (napf. benzo[a]pyren, koronen, antracen, fluoren). Jsou to latky tézce rozpustné ve

vodé, maji lipofilni charakter a koncentruji se v sedimentech. Vznikaji zejména nedokonalym
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spalovanim tuhych paliv, v doprave, pti koufeni cigaret a pii tepelné aprave potravy (grilovani,
smazeni, opékani na ohni). PAHy nevykazuji akutni toxicitu, ale mohou poskodit celou fadu
organismil, zejm. diky navozeni karcinogeneze a mutace DNA, poruchdm reprodukce,
podrazdéni az popaleni pokozky. Jsou velmi odolné vii¢i pfirozenym rozkladnym procestim,
kumuluji se zejm. v rostlinach s velkou listovou plochou. Tyto slou¢eniny jsou prokarcinogeny,
které jsou v organismu biotransformovany na aktivni karcinogen piisobenim riiznych
monooxygenas, zejm. né€kterymi isoformami cytochromu P450 (CYP). Piikladem muize byt
biotransformace benzo[a]pyrenu (BAP, prokarcinogen), ktery je nejprve pomoci CYP1Al a
CYPIBI aktivovan na BAP-7,8-epoxid, epoxidhydrolasa pak katalyzuje trans-adici vody za
vzniku BAP-trans-7,8-dihydrodiolu. Tento dihydrodiol podstoupi dalSi biotransformaci
CYP1Al nebo CYPIB1 za vzniku BAP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu (BPDE), ktery je
ultimatnim karcinogenem schopnym vytvaret kovalentni vazbu s guaninovymi bazemi DNA
(Obr. 7)

O//
cYP epoxid- CYP
1A1 181 hydrolasa 1A1 1B1
HoW" o™
OH

benzo[alpyren benzo[a]pyren -7,8-epoxid

benzo[a]pyren -7,8-dihydrodiol benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
(BPDE)

konjugace a detoxikace o]

OR OH

OH BPDE-DNA addukt

Obr. 7. Metabolicka aktivace benzo[a]pyrenu a jeho vazba na DNA

Aromaticky amin e-naftylamin byl po mnoho desetileti pouZivan v barvifstvi a
barvifském primyslu. Jednd se vSak o silny karcinogen s latenci 15-20 let. Samotny
a-naftylamin karcinogenni neni, ale jeho biotransformaci jaternimi monooxygenasami vznikaji
toxické hydroxylované metabolity N-hydroxy-2-naftylamin a 1-hydroxy-2-naftylamin, které
jsou konjugovany s kyselinou glukuronovou na nekarcinogenni glykosidy. V mocovém
méchyii jsou hydrolyzou uvolnény aktivni karcinogeny, které vyvolavaji vznik karcinomu

mocového mechyie (Obr. 8).
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Obr. 8. Metabolicka aktivace a-naftylaminu.

Karcinogeny potravy se jednak vyskytuji pfirozené (napf. rostlinné alkaloidy, toxiny)
a lze se jim tedy snadno vyhnout, vznikaji pfi tepelné upravé potravy (PAHy, Maillardova
reakce, pyrolyza proteini a aminokyselin za vzniku heterocyklickych aromatickych amint),
jsou do potravy zamérné pridavany (napf. potravni aditiva, barviva) nebo je jimi potravy
kontaminovéna, a pak je velmi obtizné se jim vyhnout. Maillardova reakce je neenzymova
reakce mezi redukujicimi cukry (nebo jejich rozkladnymi produkty) a volnymi aminoskupinami
proteinl v potraveé. Tento proces je typicky pro potraviny upravované pe¢enim. Produktem jsou
senzoricky aktivni latky, které poskytuji potravé charakteristickou chut’, barvu (zlatohnédé
zbarveni) a chut, oznaované jako koncové produkty pokrocilé glykace (AGE). Jedna se o
komplexni smés stovek sloucenin, které nejsou jeSté zcela charakterizované. Pii vysokych
teplotach vSak vznikaji 1 karcinogenni latky, jako jsou akrylamid a 5-hydroxymethylfurfural.
Neenzymova glykace vSak probihd 1 v organismu (viz. diabetes mellitus).

U potravnich aditiv (ndhradni sladidla, uméla barviva, antioxidanty, dusi¢nany a
dusitany) je casto jen podezieni na karcinogenni ucCinky. Dusiénany jsou nejprve
nitroreduktasami v ustni dutiné¢ redukovany na dusitany. K redukci dusi¢nani dochazi 1
v zaludku pii zvySeném pH (nedostatek HCI) pisobenim reduktas z istni dutiny a reduktasami
stfevnich bakterii pfi jejich priniku do Zaludku. Dusitany pak reaguji se sekundarnimi aminy
potravy (syry, ryby atd.) za vzniku nitrosamini, které jsou mutagenni, karcinogenni a
teratogenni. Nitrosaminy zplisobuji methylaci DNA a tim vyvolavaji nadory jicnu a Zaludku.

Rovnéz nékteré prirodni slozky potravy jsou zdrojem karcinogenii a/nebo maji
mutagenni U¢inek. Obvykle vSak tyto efekty vykazuji az ve vysokych koncentracich. Mizeme
zde zminit né¢které rostlinné polyfenolické latky (flavonoidy, tfisloviny, lignany atd.). Tyto
latky maji schopnost bud’ pfimo interagovat s DNA, nebo zvysuji karcinogenni aktivaci jinych
latek (napf. flavonoid kvercetin a nadory mocového méchyie). Safrol, latka ze skupiny
fenylpropenii pfitomnd v rostlindch rodu Sassafras, je metabolizovan na 1-hydroxyderivat,
ktery je ve vysSich koncentracich hepatokarcinogenni. Pyrrolizidinové alkaloidy z podbélu,
brutnéku ¢i kostivalu maji hepatotoxické a hepatokarcinogenni ucinky. V nékterych houbach
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(napf. uchaC obecny, pecarky) jsou pfitomné mykotoxiny s hydrazinovou skupinou
(gyromytrin, agaritin), které¢ po hydrolyze na aktivni karcinogen (substituovany hydrazin)
vyvolavaji karcinomy plic nebo zaludku. Dal§imi mykotoxiny s karcinogennimi t¢inky jsou
produkty plisni rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium — aflatoxiny, ochratoxiny,
trichoteceny, zearalenony a fumonisiny. Clovék je jim vystaven pii konzumaci kontaminované
potravy (napi. ofechli napadenych plisni). Aflatoxin B1 je aktivovan CYP 1A2 a CYP3A4 na
toxicky epoxid, ktery se vaze na guaninové zbytky a vytvaii tak addukty s DNA (Obr. 9).
Karcinogenita tohoto metabolitu je zpisobena vnesenim bodové mutace do kodonu 249 genu
kodujiciho p53, kde dochazi ke zméné potradi bazi z AGT na AGG s naslednou inaktivitou

vznikajiciho proteinu p53 a vznikem hepatocelularniho karcinomu.

DNA
N"——-_./

DNA/

aflatoxin B1 aflatoxin B1-8,9-epoxid AFB1-DNA addukt O (o)

Obr. 9. Metabolicka aktivace aflatoxinu B1 a jeho vazba na DNA

Biologické onkogenni faktory

U zhruba 20 % lidskych nadort se ptedpoklada, Ze jsou infekéniho piivodu. Za 5-6 %
z nich jsou zodpovédni parazité a bakterie. Nékteti parazité, jako jsou napt. motolice z rodu
Schistosoma, se spolupodileji na vzniku karcinomu moc¢ového méchyte jeho chronickou iritaci.
Drazdénim se na vzniku karcinomu v oteviené kaverné podili rovnéz bakterie Mycobacterium
tuberculosis. Né€které nadory Zaludku vznikaji v disledku antigenni stimulace pii infekce
Helicobacterm pylori, kdy se v Zaludku vyvine lymfatickd tkan, ktera zde normalné neni
pritomna. Pokud antigenni stimulace pfetrvava, dojde k lymfoidni hyperplazii s naslednym
rozvojem maligniho lymfomu Zaludku z pozarode¢nych B-bunék, které jiz prodé¢laly antigenni
stimulaci a selekci (MALT!? lymfom).

Nejcastéjsim biologickym onkogennim faktorem jsou viry, u nichz se ptfedpoklada, ze
se podileji na vzniku zhruba 15 % lidskych malignich nadord. Virové onkogeny plisobi jako
iniciatory nebo promotory karcinogeneze. Podminkou onkogenity viru je integrace ¢asti nebo
celého virového genomu do genomu hostitelské buiky. Studium onkogennich vird pfispélo
k porozuméni principim maligni transformace. Byly popsany dvé tfidy onkogennich viri —
DNA viry a RNA viry (retroviry), které se lisi mechanismem replikace.

DNA viry neobsahuji ve svém genomu onkogeny. Onkogenni ucinek téchto viril je
zprostfedkovan jednak inaktivaci tumor-supresorovych geni hostitelské builky a také
inaktivaci regulatora bunécného cyklu virovymi proteiny (posouvaji hostitelskou bunku do
S-faze bunécného cyklu). Inaktivace p53 patii ke klicovym udalostem pii maligni transformaci

'O MALT - slizni¢ni lymfaticka tkaf (z ang. Mucosa Associated Lymphoid Tissue)
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bunky. Pfikladem onkogenniho DNA viru je virus SV 40 (Simian Virus), vyvolavajici lytickou
infekei u opic. Genom viru SV 40 mé dvé oblasti — ¢asnou a pozdni. Casné oblast se exprimuje
hned po infekci a je nezbytna pro syntézu virové DNA. Casna oblast koduje dva proteiny —
maly a velky T-antigen, které jsou kli¢ové pro replikaci viru a expresi hostitelského genomu
(bunécna DNA-polymerasa). Pozdni oblast se exprimuje az po zahajeni replikace virové DNA
a zahrnuje geny kodujici pro strukturni slozky virové Castice. V permisivnich bunikach se podle
lytického programu tvoti nové virové ¢astice, buiika naplnéna viriony nésledné lyzuje a zanika,
nemuze byt proto transformovana (plné uplatnéni ¢asnych i pozdnich virovych genil). V non-
permisivnich buiikach je reprodukce viru zastavena, virova DNA v hostitelské buiice perzistuje
volné nebo je integrovana do hostitelského genomu (malé pravdépodobnost). Hostitelska burnka
pak exprimuje specifické virové geny, které vyvolavaji transformaci buiiky na bunku
nadorovou.

Mezi nejvyznamnéj$i DNA-viry vyvolavajici nadorovou transformaci u ¢loveka patii
viry z rodin Papovaviridae, Herpesviridae a Hepadnaviridae. Papillomaviry, které patfi do
rodiny Papovaviridae, jsou pivodci cervikalniho karcinomu, dlazdicobunééného karcinomu
ustni sliznice a papilomatosy hrtanu. Lidské herpetické viry (rodina Herpesviridae) zahrnuji
lidsky herpesvirus 8, spojovany s Kaposiho sarkomem, a virus Epsteina a Barrové (EBV), ktery
se podili na vzniku Burkittova lymfomu, Hodgkinova a T-bunééného lymfomu a
nasofaryngeédlniho karcinomu. Virus hepatitidy B (HBV, Hepadnaviridae) je spojovan se
vznikem hepatocelularniho karcinomu, jeho plisobeni vSak bude pravdépodobné nepiimé a
multifaktoridlni.

Retroviry (RNA viry s reverzni transkriptasou) se mohou podilet na vzniku nadort vice
mechanismy. Pii replikaci retroviru v hostitelské buinice je nejprve virova RNA pfepsana
reverzni transkriptasou (RNA-dependentni DNA-polymerasa) do dvouvlaknové DNA, ktera je
nasledné inkorporovana do genomu hostitelské buniky jako tzv. provirus. Primerem pro reverzni
transkriptasu je tRNA z kapsidy retroviru. Nasledné transkripce jsou jizZ zajiStény enzymovym
aparatem hostitelské buiiky. Retrovirus je nejvyssi parazit, protoZze jeho genom je stabilné¢
spojen s genomem hostitelské bunky, vznikaji nové viry, ale hostitelskd bunka neumira. Na
zakladé biologické aktivity mohou byt retroviry rozdéleny do dvou skupin — pomalu a rychle
transformujici. Rychle transformujici retrovirus obsahuje proti ptvodnimu ,typickému*

(pomalu transformujicimu) retroviru onkogenni sekvenci navic (Obr. 10).

Genom retroviru

bez onkogenu R [us] gag [ el env [us] R |
Genom viru R [us| gag _ env | EETE [us] R

Rousova sarkomu
Obr. 10. Genom pomalu a rychle transformujiciho retroviru
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Pomalu transformujici retroviry obsahuji ve své RNA geny gag, pol a env, které
zajistuji replikaci virové Castice (gag koduje antigenni proteiny kapsidy, pol virovou reverzni
transkriptasu a env strukturni proteiny kapsidy a virového obalu). Proteinové produkty téchto
genll nemaji transformacni ucinek na hostitelskou bunku. Tyto viry neobsahuji ve své genetické
informaci onkogen, ale narusi inzerci své sekvence do genomu bunky sekvenci nékterého
z protoonkogent a tim jej aktivuji (inzerce vysoce aktivniho genového promotoru zpiisobi
zvyseni jeho transkripce). Maligni transformace buiiky po infekci témito viry je pomalejsi nez
u rychle transformujicich vir a projevuje se az po dlouhé dobé¢ latence (napt. leukemie). U
cloveéka byl transformujici ucinek prokdzan pouze u lidského T-lymfotropniho viru (HTVL-1 a
HTVL-2), ktery vyvolava T-bunécnou leukemii/lymfom dospé€lych.

Rychle transformujici retroviry obsahuji ve své RNA oblast zajist'ujici replikaci viru
(geny gag, pol a env) a navic jesté néktery z onkogentli (napt. src, abl, fos, jun, myc), ktery
vyvoléa nddorovou transformaci hostitelské buriky. Tento onkogen je homologni s hostitelskym
protoonkogenem a dostal se do kapsidy pii chybném vyStépeni vlozené virové sekvence
z bunécného genomu pii resyntéze virovych Castic v prubéhu infekce bunky. Inzerci této
genetické informace do dalSich infikovanych bunék dojde k amplifikaci sekvence urcitého
onkogenu v bufice a k rychlejSimu nastupu maligni transformace. Rychle transformujici
retroviry mély znacny vyznam pro objeveni bunéénych (proto)onkogent, ale vyskytuji se pouze
u zvitat. Piikladem je virus Rousova sarkomu zptisobujici maligni transformaci bunék u kura
domaciho, ktery obsahuje gen v-src homologni s bunéénym genem c-src. Priklady dalSich

retrovirovych onkogenil jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2. Piiklady onkogent retrovirti (upraveno z Rodwell a kol. 2015)

Onkogen Retrovirus Piavod Produkt onkogenu

abl Virus Abelsonovy mysi leukemie Mys Protein-tyrosinkinasa

erb-B Virus ptaci erythroblastosy Kute Zkraceny receptor pro EGF

fes Virus koc€ic¢iho sarkomu Kocka  Protein-tyrosinkinasa

fos Virus mysiho sarkomu Mys Transkripéni faktor (AP-1);
v komplexu s jun

jun Virus ptaciho sarkomu Kure Transkripéni faktor (AP-1);
v komplexu s fos

myc Virus myelocytu 29 Kute DNA-vazajici protein

Sis Virus opiciho sarkomu Opice  Zkraceny PDGF (B-fetézec)

src Virus Rousova sarkomu Kufe  Protein-tyrosinkinasa

Nadorové markery

Nadorové markery jsou skupinou latek, které mohou byt produkovany nadorovymi

buitkami nebo organismem jako odpovéd’ na nddorové bujeni. Od latek tvotfenych normalnimi
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bunikami se lisi bud’ kvalitativn€ (nejsou v nich pfitomny) nebo kvantitativné. Jejich vyznam
spo¢ivda vtom, Ze jsou laboratornim ukazatelem pfitomnosti a postupu nadorového
onemocnéni. Hladina markeru se stanovuje v krvi, moci (kvantitativni) nebo ptimo ve tkéani
nadoru (kvalitativni) metodami chemickymi, imunologickymi nebo molekularné-biologickymi
metodami. Pii vyuziti vhodného markeru pfindsi zjisténa koncentrace markeru v sledovaném
biologickém materialu informace o biologickych vlastnostech a chovani nadoru.

Idealni nddorovy marker by mél spliovat nékolik kritérii:

e vysoka specifi¢nost vzhledem k malignimu onemocnéni

e vysoka organova specifi¢nost

e vysoka citlivost

e korelace mezi hladinou markeru a velikosti nadoru

e korelace mezi hladinou markeru a stddiem onemocnéni, prognoézou a ucinkem
zvolené terapie

Nédorové markery 1ze klasifikovat podle riiznych hledisek. Podle mista produkce a
chemického slozeni je délime na latky tvofené nadorem (napf. antigeny, hormony, enzymy,
metabolity, onkogeny a antionkogeny) a markery s nadorem sdruzené (napf. receptory, sérové
proteiny), podle biologického chovani na markery, Gcastnici se proliferace, diferenciace a
rozpadu nadorovych bunék. Z biochemického hlediska rozeznavame markery humoralni (napf.
onkogenni antigeny, enzymy, hormony, plasmatické proteiny), bunécné a genetické.

Pro racionalni vyuziti nddorovych markert a interpretaci laboratornich vysledki je tfeba
si uvédomit nékolik skute¢nosti. Hlavnim tcelem vysetfovani markert je sledovani pribéhu
onemocnéni, neslouzi k primarni diagnostice ani screeningu. Ke stanoveni diagnézy je
rozhodujici histopatologické vySetieni nadorové tkdné doplnéné o priikaz nadorového markeru.
Schopnost produkce markeru je u kazdého nédoru jina, negativni vysledek vysSetfeni proto
neznamena, Ze nador neni pfitomen. Pfechodné zvysSené hladiny nddorového markeru se mohou
vyskytovat nejen u nadorovych ale 1 u nékterych nenadorovych onemocnéni (napt. benigni
nador, zanét, trauma, postizeni ledvin u marker vylucovanych ledvinami), v nekterych
piipadech miZe hladina markeru stoupat béhem tc¢inné 1écby diky rozpadu naddorovych bunék
(,,celularni reakce®). Kazdy marker je vhodny ke sledovani jiného typu nadoru. Prakticky zadny
marker neni zcela specificky pro urcity typ nddoru nebo jeho lokalizaci, proto je vhodné
sledovat min. 2 nddorové markery, které jsou pro danou oblast nejvhodnéjsi, a zvysit tak
pravdépodobnost zachytu.

Pro piiklad uvedeme nékteré ¢asto pouzivané nadorové markery. Karcinoembryonalni
antigen (CEA) je onkofetalni glykoprotein, ktery je za fyziologickych podminek tvoien ve
vyvijejicim se embryu. V dospélosti je omezené syntetizovan epitelidlnimi buiikami stfevni
sliznice, zaludku a bronchi. CEA se podili na procesu adheze a metastazovani bun¢k. Je tvofen
napf. karcinomy zazivaciho traktu, plic, mlé¢né Zlazy, karcinomy moc¢ového méchyte ¢i ledvin.
ZvySeni CEA v séru bylo popsano u benignich nebo premalignich 1ézi (napf. jaterni cirhdza,

Crohnova choroba, stfevni polypy, pankreatitida, benigni onemocnéni prsu) a u kufdki a
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alkoholikl. Alfa-1-fetoprotein (AFP) je onkofetalni glykoprotein s transportni llohou (napf.
steroidy, bilirubin, mastné kyseliny, retinoidy), produkovany v embryonalnim zloutkovém vaku
a ve fetalnich jatrech. V dospélém zdravém organismu je syntéza AFP omezena na minimum;
je dulezitym ukazatelem fyziologického vyvoje té€hotenstvi. Zakladnim vyuzitim AFP je
monitorovani pribéhu onemocnéni; pro hepatocelularni karcinom je AFP markerem prvni
volby. Lidsky choriogonadotropin (hCG) je glykoprotein tvofeny podjednotkami alfa a beta.
Stanoveni ma vyznam pro zhodnoceni stadia onemocnéni, pro potvrzeni histologické
charakterizace nadort varlat a choriokarcinomti a pro jejich monitorovani. Prostaticky
specificky antigen (PSA) je serinova proteasa, ktera umoznuje zkapalnéni seminalni tekutiny
a tim usnadnuje pohyb spermii. Stanoveni poméru volného a celkového PSA (Cast je vazana na
al-antichymotrypsin a a2-makroglobulin) se pouziva pro odliSeni benigni hyperplasie prostaty
od karcinomu. Monitorovani hladin PSA ma vyznam pii terapii, protoze jeho pokles obvykle

koreluje s délkou pieziti.
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