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2. Mitogenni signalizace I

(protoonkogeny - onkogeny,
signdlni drahy, regulace
bunécného cyklu)



Sedm ziskanych vlastnosti maligniho
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ziskana schopnost priklad
Sobéstaénost v produkci ristovych signal aktivace H-ras
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrdta RB
Poskozeni apoptdzy produkce IGF
Neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerdzy
Posileni angiogeneze produkce VEGF
Tvorba metastdz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace viech nutnych zmén



Je rakovina nemoc bunécného cyklu?

Ztrata regulace bunééného cyklu je kritickd sou¢dst bunécné
transformace.

Ztrdta regulace bunééného cyklu neni jedinou soucdsti
kancerogeneze, vétsinou sama o sobé neni plné transformujici.

Prubéh bunééného cyklu
M-61-5-¢62
M - kopie DNA jsou separovdny; kondenzované
chromozomy

G1 - obsah DNA: 2N \,m
S - replikace DNA; inkorporace znacenych

nukleotidl o0
G2 - obsah DNA: 4N
GO - stdarnouci nebo dlouhodobé se nedélici buriky

postmitoticky stav - bez moznosti ndvratu do cyklu, spojen s termindlni
diferenciaci
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Ridici centrum bunécného cyklu

Ndzev ..cell cycle clock®
naznacuje, ze v jddre
buriky funguje néjaké
molekularni zarizenti,
které integruje vsechny
mozné signdly
prichdzejici zevnitr i
vhé jsku buriky a
rozhoduje o vstupu buriky
do aktivniho bunééného
cyklu nebo naopak
ustoupeni do
neproliferacniho stavu.
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Klicové molekuly bunécného cyklu

Kazdd fdze cyklu je katalyzovana specifickymi komplexy
cyklin dependentni kindzy a cyklinu.

cyklin dependentni kindzy (CDK, CDC) (human: 13 -
2009)
fosforyluji své substraty

maji katalytickou a regulac¢ni podjednotku, aktivita vzdy zdvisla na
vazbé cyklinu

cykliny (human: 29 - 2009)

jejich hladina kolisd v zdvislosti na fazi bunééného cyklu

uplatniuji se v prislusné fazi cyklu tim, Ze aktivuji prislusnou CDK a
sméruji ji k jejim substrdtim, pak jsou rychle odbourdny



Bod restrikce

Mitogenni stimulace navozuje bunécny cyklus
Antimitogenni stimulace blokuje bunécny

cyklus

Bunécny cyklus je zdvisly na exogenni
mitogenni signalizaci pouze po urcitou dobu
faze 61 - tak byl objeven ,rozhodovaci”
moment cyklu - bod restrikce

bod restrikce: klicovy
regulacni / rozhodovaci
bod bunécného cyklu

\ﬁostmitotické
faze
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pRB - spina¢ bunécného cyklu

PRB v mdlo fosforylovaném/ nefosforylovaném
(hypofosforylovaném) stavu blokuje prichod bodem restrikce:
interaguje s TF rodiny E2F a blokuje jejich schopnost
transaktivovat jejich cilové geny, jejichz produkty jsou nutné
pro S fazi

fosforylaci ztrdci pRB schopnost vdzat E2F a priichod bodem
restrikce je tak mozny

= regulace prichodu bodem restrikce = regulace fosforylace
pRB




Uroveri fosforylace pRB v
prubéhu bunécného cyklu

B CDC2

4

extent of pRb dephosphorylation
phosphorylation

Stupen fosforylace pRB je
Uzce koordinovan s
pribéhem bunééného cyklu:
pri prechodu M/6G1 jsou
vSechny fosfatové zbytky
) _odstranény; pri prechodu
ypophosphorylation . v o ,
D CDK4/6 bodem R masivhé narusta

fosforylace az k dosazeni

faze M.

(pRB je fosforylovdn na
yprexpshsphaigiation zbytcich serint a

i SRR q threonind.)

E CDK2




Regulace fosforylace pRB

Fosforylace pRB
pozitivné ovlivnéna:
komplexy cyklini D (D1, D2 a D3) a CDK4/CDK6
komplexy cyklinu E a CDK2
hegativné ovlivnéna:
inhibitory komplext cyklin:CDK p21WAFL g p27KIP1
inhibitory CDK p15INK48 q p16INK4A

Mitogenni signalizace vede ke zvysené expresi cyklinl D a sniZeni
hladiny inhibitort

Antimitogenni signalizace vede ke sniZeni hladiny cyklint D, k
navyseni hladiny nékterého inhibitoru
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Regulace bunécného cyklu:
(1) komplexy CDK:cyklin; (2) bod restrikce: (3)
fosforylace pRB
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Co je poskozeno pri transformaci?

nddorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)

nddorovy supresor p16™NK44 (melanom, ..)

protoonkogeny cykliny D

- Amplifikace nebo zvysend exprese cyklinu D1 u témér 50%
nadort prsu (cyklin D1 v této tkani ma i funkci nesouvisejici s
CDK: vdze se na estrogenovy receptor a zplsobuje jeho
aktivaci nezavisle na hormonu)

- Chromozomadlni translokace zahrnujici cyklin D1 u
parathyroidnich adenomt a lymfomu /MCL: 1(11;14)/

.periferni hraci" - sou¢dsti mitogennich a
antimitogennich drah



Mitogenni

signalizace



Klasifikace protoonkogenu I

I. Rustové faktory

IT. Receptory rustovych faktord

IITI. Proteiny Ras

IV. Nereceptorové tyrozinové proteinkinazy
V. Transkripcni faktory

Toto rozdéleni souvisi se strukturou signdlni drdhy:
1. Vazba ristového faktoru na receptor

2. Aktivace receptorové proteinkindzy

3. Prenos signdlu do jddra kaskddou proteinkindz

4. Aktivace transkripéniho faktoru




Klasifikace protoonkogenu II
(Mares, Sedlacek, Goetz 1996)

1. Ristové faktory
2. Receptory rustovych faktord
3. G-proteiny

4. Nereceptorove tyrozinove proteinkinazy (plazmaticka
membrana)

5. Cytoplazmatické serinové/threoninové proteinkinazy
(cytoplazma)

6. Jaderné proteiny

7. Neklasifikované (napr. BCL-2)

? klasifikace protoonkogenu neni jednotna ?
? vztah protoonkogenu k regulaci bunééného déleni ?



Priklady signdlnich drah
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Rustové faktory a tyrozin-
proteinkinazové (RTK) receptory

TGE{i
| TGF-B receptor

Signalizace prostrednictvim fosforylace zbytku tyrozini je
vyuzivdna hlavné v mitogenni signalizaci. Ostatni signalizace
vyuzivaji vyluéné zbytky serinl a threonind.




Rustové faktory a tyrozin-
proteinkindzové receptory (RTK)

Rustové faktory: Polypeptidy, které jsou produkovany
burikami a havozuji signalizaci k zahdjeni nebo
zastaveni proliferace, diferenciace, prezivani,...
aktivaci svych specifickych receptort na povrchu

bunek

Potvrzeni Ucasti extraceluldrnich signdlnich molekul v procesu
maligni transformace: faktory produkované nadorovymi burikami
jsou schopny indukovat transformaci bunék /n vitro.

Stimulace:

- autokrinni - ristovy faktor stimuluje produkujici buriku
»parakrinni - stimulace sousedni bunky

+ endokrinni - stimulace vzddlenych bunék




Rustové faktory a RTK receptory

RTK receptory:

transmembranové glykoproteiny sloZzené z extracelularni,
transmembranové a cytoplazmatické domény

extraceluldarni doména - cysteinové zbytky vytvdreji dva typy
domén: Ig-like domény nebo cystein-rich domény - tvori
.kapsy" pro vazbu ristového faktoru

transmembrane C-terminal
ectodomain don|1a|n cytoplasmic domain talul
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Schéma prenosu signalu na EGFR
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receptory
dimerizuji (s
vyjimkou IGF, ktery
je kovalentné vdzanym
homodimerem) a
dochdzi k

autofosforylaci.

Autofosforylaci se zméni konformace - zpristupni se
katalytickd doména a vazebnd doména pro substrdty.
Substraty interaguji predevsim prostrednictvim
svych SH2 a SH3 (..Src-homology") domén.
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Schéma prenosu signalu na EGFR
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Typy mutaci postihujici rustové
faktory a RTK receptory

Produkce/nadprodukce (vlastnich) rustovych signdld (-
autokrinni stimulace).

Amplifikace receptoru: neadekvatné efektivni ,vychytdvani*
extraceluldrniho signdlu: (1) buriky s koncentrovanym
receptorem jsou pozitivné stimulovany k bunécnému cyklu, i
kdyZ hladina extraceluldrniho signdlu je nizka a za normadlnich
okolnosti by mitogenni drdhu neaktivovala; (2) koncentrace
receptorovych proteinl na povrchu buriky tak vysokd, Ze se
molekuly nahodile setkdvaji a dimerizuji i bez vazby ligandu.

Zména struktury receptoru: jeho aktivace nezdvisla na vazbé
ligandu (bodovymi mutacemi, kratkymi delecemi, zkrdcené
formy, v dusledku flze s jinymi geny,...).




Zmeény postihujici RTK receptory
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Fuaze genu pro RTK receptory s
jinymi geny

e ToeTR TR mle e R Konstitutivni dimerizace

receptoru v dusledku

ssg flize genu pro receptor

S genem pro protein,

ktery prirozené tvori
dimery nebo oligomery

I (RTK receptory ve
vzniklé chimére mivaji
| zkrdacenou
Ros PDGF-Ra FGF-R1 TrkA Met Ret recep‘!:or QXTr'aCQIUIG’r'ni doméHU).
FIG  BCR FIM Tpm3  Tpr H4 prateing
FOP Tpr R1a
PDGF-RB CEP110 Tfg ELE1
Tel BCR Htif1 fusion
H4 TrkC Htifg partners
Hip1 FGF-R3 Tel KTN1
Cev4 igH RFG9
Rab-5 Tel ELKS
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Struktura a hlavni tridy RTK
receptord
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Rodina EGF

rodina receptori EGFR: erbB-1
(EGFR); erbB-2 (HER-2/neu);
erbB-3 (HER-3); erbB-4 (HER-
4)

ristové faktory, které se vazi na
receptory EGFR: EGF, TGF-q,
amphiregulin (AR), HB-EGF
(heparin-binding EGF-like
ristovy faktor), cripto,
betacellulin (BTC), epiregulin

HERI/EGFR HER2

HER3

HER4

EGF/TGF-o. X Heregulin  Heregulin
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Rodina EGF

EGF (.epidermal growth factor")
- 53 aminokyselin

- prvni identifikovany a purifikovany ristovy faktor (Stanley Cohen
- Nobelova cena)

- syntetizovdn jako prekurzor (1217 AA)
- stimuluje proliferaci a diferenciaci riznych bunéénych typi

T6F-a (.transforming growth factor a")
- 50 AA, 40% homologie s EGF, také mitogen
- prvni identifikovany autokrinni RF

- syntetizovdn jako na membrdnu vazany prekurzor, uvoliovdn ve
dvou krocich proteolytickym stépenim

- exprimovdn v mnoha nddorovych bunécnych liniich a také u mnoha
nadort, které exprimuji EGFR




Rodina EGFR

EGFR (EGF receptor)

je kadovan genem c- erbB-1 - homologni S V- erbB (prendsen
retrovirem ,avian erythroblastosis virus": ma deleci
extraceluldrni domény)

nekdy oznalovdny jako erb-B receptory nebo HER (,human EGF
receptor")

mohou fungovat jako homodimery a heterodimery
- exprese TGFa a EGF receptoru byla detekovdna u mnoha nddort a
tyto faktory zrejmé autokrinné stimuluji nddorové buriky:

- zvydend exprese EGF receptoru byla detekovdna u nddord prsu,
hrtanu, jicnu, Zaludku, vajeénikid, endometria a délozniho ¢ipku a
daldich; u nddoru prsu, jicnu a vajecnikl je spojena se $patnou
progndzou

- simultdnni exprese EGF/TGFa a EGFR je spojena s progresi a
$patnou prognézou nadort Zaludku




Rodina EGFR

HER2/neu kédovan genem c- erbB2

- receptor homologni s EGFR, ale nevdze ani EGF ani TGF-a (a
Zrejme ani neu)

- asi u 33% primdrnich nddord prsu a vajecnikl detekovdna mutace v
transmembrdnové doméné V664E davajici vznik varianté
p185erbB2, kterd je konstitutivné dimerizovand / aktivni a
konstitutivné stimuluje MAPK

- amplifikace c-erbB2 detekovdna u adenokarcinomi slinnych zldaz,
prsu, vajecnikl, stfeva a Zaludku; u karcinomu prsu a vajeénika
amplifikace a zvysend exprese c-erbB2 koreluje s horsi prognézou
a rezistenci k terapii [

amplifikace c-erbB2 detekovana Castéji ve vzddlenych
metastatickych mistech nez u primdrnich nadort

[0 Amplifikace HER2/neu je uzndvanym prognostickym a prediktivnim
faktorem u nddoru prsu; pacientky s amplifikaci HER2/neu
podstupuji radikdlnéjsi terapii a mohou byt 1é¢eny Herceptinem -
monoklondlni protildtkou rozpozndvajici protein HER2/neu




Rodina PDGF

PDGF (.platelet-derived growth factor®) - d¢inny mitogen -
stimuluje mezenchymadlni bunky (fibroblasty, adipocyty,
endotelidlni buriky, buriky hladkého svalstva) (X EGF
stimuluje hlavné epitelidlni buriky!)

- homodimer (AA, BB) nebo heterodimer (AB) dvou pribuznych
retézcl A a B: B je kédovdn c-sis

- vroce 1983 nalezena podobnost B retézce s v-sis
prendsenym virem opucuho sarkomu: pozménény B retézec je
konstitutivné exprimovdn a konstantné stimuluje k
proliferaci buriky s prisluSnym receptorem

- mnoho akutné transformujicich retrovird je schopno
transformovat Siroké spektrum bunécnych typt X SSV pouze
fibroblasty - zde vysvétleni - dano expresi PDGFR!




PDGF

- exprese PDGF A nebo B nebo obou ¢asto detekovdna u sarkomd,
gliomt, karcinomi plic, prsu, jicnu, Zaludku, stfeva

PDGF receptory a a f3:

-jsou vyrazné exprimovdny u gliomd, karcinom $titné zldzy, jicnu,
zaludku a streva

VEGF (..vascular endothelial growth factor")/VPG (.vascular
permeability factor")
dcinny mitogen vaskularnich endotelidlnich bunék; hraje
vyznamnou roli v angiogenezi

VEGF/VPG maji 18% homologii s PDGF A a B
flt kéduje receptor, ktery vdze VEGF/VPG s vysokou afinitou a

zprostredkovava jeho biologickou funkci; popsany pribuzné
receptory: KDR a receptory kédované f/#-3 a f/t-4




Rodina FGF

- velkd rodina polypeptidi (popsdno 18 gent) - FGF1 az FGF18, ale
spiSe se pouzivaji ptvodni ndzvy (ne viechny faktory jsou
mitogeny fibroblastal!)

- nékdy se nazyvaji ..heparin-binding growth factors" - HBGFs,
protoZe se na né muze heparin vdzat a stimulovat jejich aktivitu

bFGF (FGF2) a aFGF (FGF1) (..basic, acidic fibroblast growth
factor")

- veliké asi 17.000 Da, maji 55% homologii, podobnou funkci, ale
bFGF je mnohem aktivnéjsi; ndzev odvozen od rozdilného
isoelektrického bodu

- jsou to mitogeny bunék mezenchymdlniho, neuroektodermadlniho a
epidermdlniho plvodu, uplatiiuji se v angiogenezi

- autokrinni rustovy faktor gliomi a meningiomi

- zvydend exprese Casto detekovdna u pokrocilych astrocytomi

- prispivaji k ristu melanomt, osteosarkomt, hepatoma




Vsuvka: Achondropldzie

* Nejcastéjsi pricina lidského trpaslictvi;
autozomdlné dominantni onemocnéni.

» Pricinou specifické mutace v genu FGFR3 (G1138A
~ 98%; G1138C ~ 1-2%).

+ Aktivace FGFR3 potlacuje v echondrdlni kosti
proliferaci chondrocytl v rustové ploténce a
pomdhd tak koordinovat rist a diferenciaci

chondrocyti a diferenciaci progenitorovych bunék
kosti.

*  Mutace jsou aktivujici, vedou k nepatric¢né inhibici
proliferace chondrocyti a diferenciace
progenitorovych bunék.




Rodina HGF

HGF (.hepatocyte growth factor®; hematopoietin A; hematotropin)
- G¢inny mitogen hepatocyti, hraje roli pri regeneraci jater, ale
nejen hepatocytul!

- patfi mezi faktory scatter (SF), které se podileji na rozvolnéni
mezibunéénych interakci nékterych epitelidlnich a vaskuldrnich
endotelidlnich bunék

- produkovdn jako profaktor

c-met kéduje receptor, ktery specificky vaze HGF
- byla detekovdna mutantni onkogenni forma c-meft - zkraceng,

konstitutivné aktivni (bez vazby HGF) nebo bodové mutace v
TPK doméné

- HGF podukovany stromdlnimi bufikami (overexprese) a c-met
exprimovany bunkami stromalnimi a nadorovymi mohou
kooperovat pri rustu a morfogenezi nekterych nadoru




Hereditarni papilarni karcinom ledviny

Autozomdlné dominantni dédi¢nost; vysoce penetrantni.

Spojeno se zdrodecnymi mutacemi c-met. Gen lokalizovan v
lokusu 7q31.

Predstavuji asi 15% vdech nadori ledvin.

Predisponuje k ndsobnym, bilaterdlni papilarnim ndadortm ledvin,
nastésti nemaji tendenci br'zy metastdzovat.

Nebyva doprovdzeno vyvojovymi vadami.

Vétsina germindlnich i somatickych mutaci bodovych, missense v
TPK doméné MET.

Aktivace MET blokuje termindlni diferenciaci rendlnich
tubuldrnich bunék.

Protoonkogen c-met je mutovdn asi u 15 % sporadickych
papildrnich nddord ledvin.




RET

- nejvice pribuzny asi FGFR
- potencidlni ligandy: GDNF (.glial cell line derived neutrotrophic
factor"), neurturin, persephin, artemin

- exprimovan hlavné v neurdlni, neuroendokrinni a nefrogenni tkani
- popsdny dva typy mutaci:

.Joss-of -function” mutace (inaktivace receptoru RET) - spojeny

s vyvojovym onemochenim Hirschprungova nemoc (kompletné
chybi nékteré nebo vSechny gangliové buriky myenterického a
submukozdlniho plexu tlusteho streva: strevni agangliéza
narusuje peristaltiku)

.gain-of -function" = onkogenni mutace - aktivace receptoru RET




RET

.gain-of -function" = onkogenni mutace

RET je prototypem protoonkogenu RTK, protoze pri onkogenni
aktivaci RET se uplatiuje nékolik odlisnych typu mutaci:

Missense mutace zpiisobuji konstitutivni aktivaci RET. Ta je
spojena s autozomalné dominantnimi vrozenymi nddorovymi
syndromy MEN typu 2A a 2B (,,mul’ruEIe endocrine neoplasia” -
mnohocetné endokrinni neoplazie) a FMTC (.familial medullary
thyroid carcinoma” - familialni meduldrni karcinom stitné zlazy).

1. Mutace se v ské‘ruéji hlavné v extraceluldrni doméné v oblasti
péti cysteinu €609, 611, 618, 620, 634 (u MEN 2A a FMTC), kde
zpusobuji trvalou dimerizaci (tvorbou disulfidickych mustku
nesparovanych cysteinu) a aktivaci receptoru bez vazby ligandu.

2. U nékolika FMTC rodin detekovany mutace v katalytické -
kindzové doméné (kodony 768, 804). Vzdcnéjsi syndrom MEN 2B
\c]je spojen s mutacemi kodonu 910 ve druhé Casti kindzové

omény.



Mutace RET vyskytujici se u MEN2 a
FMTC

RET protein
Inserted Inthe
cell membrane

extracellular CODONS 609,611,618, 620, 634; MEN 24,
(Ilgand binding martations of cysteines resulting in FMTC
RET molecules and activation

cell
mearmnmbrane

F l‘ CODONS 768, 790,791,804 and others FMTC,

-1 mustations which may alter the shapa of - MEN
tyrasine kinase(TK) the TK comain and lexd to activation (rarely 2A)

{signalling} domaln

MEN 2B only

3 ¢ CODONS 883, 918;
il l\ mutations which both activate the TK
1 domain and (probably) alter the patiways

of downstream signalling




RET

.gain-of -function”
Missense mutace

Translokace vedou k deregulaci vysledného chimerického
proteinu. Tato translokace detekovdna pri studiu lymfoma: pri
transfekci DNA z postizenych do experimentdlnich bunék (RET -
.REarranged during Transfection"). Translokace 3”- ¢asti RET
spolu s 5" - ¢dsti jiného genu se vyskytuje u thyroidnich
papilarnich karcinomi. Vysledny hybridni gen obsahuje tyrozin
kindzovou doménu RET a Cast genu, ktery umozhiuje konstitutivni
dimerizaci, a tim konstitutivni aktivaci.




Mnohocetna endokrinni neoplazie
typ2 (MENZ2)

Autozomadlné dominantni onemocnéni; spojeno s mutacemi
RET.

Typ A: vysokd incidence meduldrniho karcinomu stitné zlazy
(nddor produkujici kalcitonin z parafolikularnich bunék 5.2.),
¢asto sdruzeno s feochromocytomy nebo benignimi adenomy
paratyreoidy nebo obojim.

Typ B: navic ztlusténi nervl a vyvoj benignich neurdlnich
tumord - tzv. neurinomd, které se tvori na sliznici Ust a rtt
Typ A je Castéjsi nez typ B.

Meduldrni karcinomy Stitnice se vyvijeji v rizném véku - od 1
roku, v 70 letech je penetrance asi 70 %.




Vsuvka: feochromocytomy

» nddory drené nadledvin (80%), asi 20% z tkani
mimo nadledviny (tzv. parangliomy)

*+ 90% benigni, asi 10% malignizuje (metastazuje)
* hormonalné vysoce aktivni (noradrenalin,
adrenalin), bez 1é¢by Zivot ohrozujici, fatdlni
onemocnéni (..maligni*?)

- vétsina feochromocytomu sporadickych

+ asi 20% familidlni vyskyt, pak jsou mnohocetné;
vyskytuji se v rdmci MEN II (A, B, FMTC), VHL,
NF1



Familialni medularni karcinom
stitne zlazy - FMTC
+ Toto onemocnéni je méné Casté nez MEN objevuje

se u postizenych pozdéji a je obecné méné agresivni.
Souvisi se specifickymi mutacemi RET

* Mutace RET spojené s MEN2 a FMTC jsou pomérné
presné vymezene, existuje korelace mezi fenotypem
a genotypem: mechanismus této korelace neni znam,
ale mozné souvislosti:

- rizné mutace rtznou mérou ovliviuji silu aktivace
receptoru
- rgzr)ﬁ' mutace maji rozdilny dopad na down-regulované
rahy



RTK receptor Kit

- Plvodné popsdn jako
onkoprotein kodovany retrovirem
koci¢tho sarkomu (.feline
sarcoma retrovirus")

» Jeho ligandem je MGF (.mast
cell growth factor"). MGF
stimuluje nékteré krevni bunky,
ale také nehematopoietické
bunky, napr. melanocyty.

* Mutantni formy Kit signalizuji
konstitutivné, bez vazby ligandu.
Typické mutace se nachdzeji v
juxtamembranové
cytoplazmatické doméneé.

NH,

ligand (SCF)
binding

=, receptor

exon 8,9:GIST, AML— g J dimerization
domain

juxtamembrane

exon 11:GIST —
/' (regulatory)

exon 13: GIST — kinase domain

kinase insert

exon 17 mastocytosis, — kinase domain

leukemias, seminomas

COOH



Mechanismus aktivace receptoru Kit

* Juxtamembrdnova (JM) doména hraje inhibicni roli v regulaci Kit.

* Vazba ligandu na Kit vede nejdrive k transfosforylaci tyrozinovych
zbytkl na JM. Tim se uvolni vazba JM domény a N-termindlni
domény, dojde k fosforylaci aktivacni domény a ndsledné aktivaci
celého receptoru.

* Proto mutace v JM doméné odstranujici jeji funkci maji za ndsledek
castecnou konstitutivni aktivaci receptoru Kit.

catalytic
cleft

juxtamembrane
/ domain (PP (P
'y '
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'ﬂ‘?ﬁ = A—
- - - -
initial \ secondary

transphosphorylation : transphosphorylation P
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Mutace genu c-A/t

GISTs se vyvijeji z mezenchymdlnich ,pacemaker” bunék
spodniho gastrointestindlniho traktu: zajist'uji peristaltické
kontrakce hladkého svalstva. Inaktivacni mutace Aitv
téchto burikdch ma skutecné za ndsledek jejich dplnou
nefunkci (mysi modely).

Aktivujici mutace c-4/1 nalezeny témér ve viech
gastrointestindlnich stromdlnich nddorech, vyskytuji se také
u leukémii. Casto se jednd o bodové mutace TM domény,
nekdy o delece celé JM domény. GISTs s bodovymi mutacemi
maji lepsi prognézu nez nddory s deleci celé JM domény.




Familialni gastrointestinalni
stromadlni nadory (GISTs)

Familidlni GISTs spojeny s mutacemi c-A/tv zdarodeéné linii.
Spektrum zdrodeénych mutaci A/t je stejné jako u
somatickych mutaci souvisejicich se sporadickymi GISTs.

Ligandem je MGF (.mast cell growth factor”).

* Priklad japonské rodiny s '@/
mutaci A/t v zarodecéné linii.

* Delece 1 AA v JM doméné. i ,@

Yo

O
» Fenotypickd exprese této * é)

mutace se objevovala

pomérné v pozdnim véku,
proto se také mohla udrzet
po 4 generace.



Mutace protoonkogent (RTK) v
zarodecné linii ?!

Pro¢ tolerovano??
Exprese omezena na Uzce vymezené typy tkani (ret, k).
Exprese danych protonkogent se béhem organogeneze objevuje
natolik pozdé, Ze umoznuje normdlni vyvoj embrya.
Specifické typy mutaci (cdk 4).

X Costello syndrom

* Mentdlni retardace, vysokad porodni vdha, kardiomyopatie, fendence
k vyvoji nddord.
Spojeno s vrozenou aktivujici mutaci H-ras.
PostiZzeni jedinci nepreziji do dospélosti (zatim popsano 12
jedinct); mutace je vzdy de novo.
Vétsina orgdnl kupodivu vyvinuta normdlné.




Signalni drahy aktivované RTK

Receptor Tyrosine Kinases

Autocrine

Cadherin

B-catenin [ p h @ P|3-K \‘

g-catenin - p / —

MAPK

Cytoskeletal
Changes

-catenin

Proliferation
Differentiation .
Cell Scattering Gene Cell

Transcription Motility

Anti-apoptotic
Signals



Proteiny Ras

ras/Ras - prvni
identifikovany
onkogen/onkoprotein
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Proteiny Ras

Plvodni predstava o funkci
Ras: zprostredkovava
vazbu Raf-1 k
cytoplazmatické
membrané, kde jsou
pritomny dalsi faktory
U¢astnici se aktivace Raf-
1, a spoluaktivuje Raf-1

(Fosforylované zbytky RTK jsou
vazebnym mistem pro proteiny s
SH2-doménami (6RB2). Tyto
proteiny jsou fosforylovany a
signdl potom prendseji ddle
prostrednictvim proteint Ras.)
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Proteiny Ras

Dnesni znalosti ukazuji:

+ Aktivace Raf-1 je komplexni mnohostupnovy
proces. I primé interakce mezi Ras a Raf-1
zahrnuji nékolik vazebnych mist na molekule Ras a
nejméné dvé vazebnd mista na Raf-1.

» Raf-1 neni jedinym substrdtem (.downstream”
efektorem) proteint Ras. Ras aktivuje radu
ruznych efektord, které prendseji signdl raznymi
drahami.

» Nadrodina Ras mad nejméné 35/65 ruznych Elenu
(RAW/2000). Vsechny proteiny maji homologii s
Ras, ale lisi se signdlnimi vlastnostmi.




Proteiny
rodiny Ras

Nadrodina Ras ma

nejméné 35 / 65 Clent:

Rodiny: Ras, Rho, Rab,
Ran, Rad, Arf

Rodina Ras ma
podrodiny: Rap, Ral, R-
Ras, Rheb, H-Ras, Ras

Spoleéné se nazyvaji
malé G proteiny.

0.074
Rheb =l

Rit

Rin
M-Ras
a TC21
R-Ras
[ K-Ras
—N-Ras
—H-Ras
Ral-1B
Ral-1A
—  Rap-2B
—Rap-2A

[Hap-'lB

Rap-1A



Proteiny Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B (189 AA) maji
188 aminokyselin (p21Ras). Jsou lokalizovany na vnitrni strané
cy’roplazma‘rlcke membrdny, kde funguji jako prepinace pri
pr'enosu extraceluldrnich signdlt do cy’roplazmy U&astni se
rizeni bunécného cyklu, diferenciace a apoptdzy.

Proteiny Ras maji 6TP4dzovou aktivitu: jsou inaktivni, vaze-li se
na né GDP, a aktivni, vdze-li se na né GTP. Vlastni schopnost
proteinl Ras vyméfiovat GTP/GDP a hydrolyzovat GTP je
hizkd, proto Gi¢ast dvou typl proteind:

GEFs: faktory vyménujici guaninovy nukleotid, které posiluji
tvorbu aktivniho GTP vdzajiciho proteinu Ras (napr. SOS1/2,
RasGRF/mCDC25,...)

GAPs: proteiny aktivujici GTPazu, které posiluji tvorbu
inaktivniho stavu (p120 GAP, NF1/neurofibromin,...)



GTPazovy cyklus proteinu Ras

Growth Factors and Other Signals

|

CGuanine nucleotide exchange fac‘torj GEF

D

Ras GDP

Off

On

N

GTPase activating protein

GAP

GEFs posiluji tvorbu
aktivniho Ras, ktery vdze
GTP

GAPs aktivuji GTPG4zu,
posiluji Tvorbu inaktivniho
stavu Ras, ktery vaze GDP



Proteiny Ras

Posttranslaéni modifikace:

Interakce s vnitrni stranou cytoplazmatické membrany (bez
této vazby je Ras neaktivni) je zajisténa posttranslaénimi
modifikacemi CAAX motivu na C-konci:

Cys186 motivu CAAX je farnezylovdn
proteolyticky je odstranéna sekvence AAX
termindini Cys186 je karboxymetylovdn

- takto vznikd protein s hydrofobnéjsim charakterem, s
vetsi afinitou k cytoplazmatické membrdné; stabilni vazbu k
membrdné zajist'uje:

vazba palmitoylové skupiny na Cys v hypervariabilni oblasti na
C-konci

Pro onkogenni vlastnosti Ras je klicovad farnezylace!



Vsuvka: Prenylace

+ Prenylace - kovalentni modifikace proteint
izoprenoidy - intermediaty biosyntézy
cholesterolu - na thio skupinu zbytku cysteinu na
C koncigr'o’reinu v motivu CAAX (FT a GGTI) nebo
CXC (66TIT)

+ Izopren - nenasyceny uhlovodik s 5 atomy uhliku a
jednim metylovym rozvétvenim

HaCy CHs HiC

C C
| 1

Aa LN

H® “CH, H™ CHy—

CH,

isopren prenylovy zbytek



Vsuvka: Prenylace

Farnezylace - pripojeni farnezylu (15 C)
Geranylgeranylace - pripojeni geranylgeranylu (20 C)

Katalyzovano 3 prenyltransferdzami: farnezyltransferdzou
(FT), geranylgeranyltransferazou I a IT (66TI a GGTIT).

V lidském proteomu je odhadem 300 pr'o’remu s cysteinem na
C konci, ale kolik je jich skutecné prenylovano, se zatim nevi.

Potvrzeno - farnezylovdny: H-, K- a N-Ras, jadernd lamina,

CENPE (kinetochory); qer'anquer'anylovany Rho A a C, Racl,
cdc-42; RhoB - far'nezylovan | ger'anylgeranylovan K-Ras -

geranylgeranylovan, pokud je FT inhibovdna




Struktura proteinu Ras

30 32 38 40 60 76 165 186
: ; ! i
7 Q\\ = v e
as 3738 40 CAAX
S GEC
R
Ral R-G Raf Piak

n Effector domain

% Switch |
&“\Q Switch I

i Heterogeneous raglon

« Heterogenni doména: proteiny Ras jsou vysoce homologni v
prvnich 164 AA, 25 AA na C-konci je variabilnich

» Efektorovd doména (AA 32-40) zajist'uje vazbu k efektorovym
molekulam

» Switch T (30-38) je hlavnim vazebnym mistem pro GAPs
- Switch IT (60-76) zajist'uje vazbu na GEFs




Onkogenni aktivace Ras

Pritomnost onkogenni mutace Ras detekovana témér u 35%
nadord.
Mutace H-ras hlavné u nadort kuze a dlazdicobunéénych
nadord hlavy a krku.

Mutace K-ras hlavné u adenokarcinomi, karcinoma
chrupavek, kolorektdlnich nddort a nddort pankreatu.

Mutace N-ras jsou bézné u hematopoietickych malignit,
hlavhé u AML a MDS.

Onkogenni mutace posiluji aktivitu Ras:

V kodonech: 12, 13,59, 61, 63 - vzniklé proteiny maji
poskozenou GTPdzovou aktivitu a jsou rezistentni k plusobeni
GAP proteint

V kodonech 16, 19, 116,117,119, 144, 146 - vzniklé
proteiny maji usnadnénou vyménu GDP/GTP

U nékterych nadorl je zvySena exprese Ras




Onkogenni aktivace Ras

1982: identifikovana mutace ras v kodonu 12 (simultanné ve 3
laboratorich!). Byla to prvni nalezend bodova mutace kauzdlni v
neoplastickém vyvoji.

CCCGGGE CCGCAGGCCC TTGAGGAGCG

gly ~ proto-oncogene

met thr glu tyr lys leu val val val gly ala GGC gly val gly lys ser ala leu thr
ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GTC GGT GTG GGC AAG AGT GCG CTG ACC

val <« .
oncogene spllce

}

ile gln leu ile gln asn his phe val asp glu tyr asp pro thr ile glu
ATC CAG CTG ATC CAG AAC CAT TTT GTG GAC GAA TAC GAC CCC ACT ATA GAG GTGAGCCTGC

GCCGCCGTCC AGGTGCCAGC AGCTGCTGCG GGCGAGCCCA GGACACAGCC AGGATAGGGC TGGCTGCAGC
CCCTGGTCCC CTGCATGGTG CTGTGGCCCT GTCTCCTGCT TCCTCTAGAG GAGGGGAGTC CCTCGTCTCA

GCACCCCAGG AGAGGAGGGG GCATGAGGGG CATGAGAGGT ACC



Onkogenni aktivace Ras

Glycin v poloze 12 a
glutamin v poloze 61 jsou
kli¢ové pro sprdvnou
interakci proteinu Ras s
GTP.

To vysvétluje pro¢ prave
kodony kédujici tyto
aminokyseliny jsou
nejcastéji u hadort
mutovdny.




Inhibice proteinu Ras

Pro onkogenni vlastnosti Ras je kli¢ovd farnezylace!

Inhibitory farnezyl transferdzy (FTIs): (napt.
peptidy typu CAAX - dobre pronikaji do bunék, jsou
specifické a Uc¢inné, madlo cytotoxické)

* Inhibuji farnezylaci Ras a blokuji tak jeho
posttranslacni modifikace a jeho aktivitu.

+ Jsou tak potencidlnimi protinddorovymi Cinidly.

* Nevyhodou je, Ze proteiny Ras maji v bufice
mnohocetné funkce a FTIs blokuji vSechny tyto
funkce (mald specifita uc¢inku). Ddle, Ras mohou

byt vedle farnezylace také geranylgeranylovany (a
FTIs neblokuji geranylgeranyltransferazy).

* Proteiny Ras nejsou jediné cile FTIs (Rho).




Proteiny Ras maji mnoho efektort
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Ras aktivuje tri klicové efektorové
drahy

Drdha Raf-1 (aktivace genu stimulujicich rist, rist
nezdvisly na prichyceni, ztrdta kontaktni inhibice)

Drdha PI3K (antiapoptoticky efekt)

Drdha Ral (potencujici invazivitu a metastaticky potencidl
bunék)



1. Ras = Raf-1
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I
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Raf-1

Raf-1: je volné v cytosolu, ale silné pritahovdn aktivnim Ras - tak
je privadén k membrdné a aktivovdn.

Aktivovany Raf-1 stimuluje MEK (,MAP-kinase extracellular
signal-regulated kinase") fosforylaci na serinu.

Aktivovana MEK je dudlni kindza: fosforyluje na tyrozinu i
serinu/threoninu své cilové molekuly. Mezi nimi MAP kinazy p44
ERK1 a p42 ERK2 (.extracellular signal-regulated kinases").

ERKs maji mnhoho substratt mezi cytoplazmatickymi (Rsk, SOS,
MEK....) a po translokaci do jadra také mezi jadernymi (Ets, Elk-
1, SAP-1, ) proteiny, véetné proteinl ovliviiujicich strukturu
chromatinu. Mezi cilové TFs této drdhy patri také Jun a Fos.

(Asi 60-70% melanomt md ,namisto" mutace ras, mutaci B-raf)




2.

Ras = PI3K

v
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PI3K

Fosfatidyl inozitol 3 - kindza: lipid kindza, kterd katalyzuje
fosforylaci fosfoinozitolu v pozici D-3, a tak produkuje
fosfolipidovy sekundarni ,messenger"(PIP, - PIP.) nutny k
aktivaci ,downstream" efektord.

Je sloZena ze dvou podjednotek: regulaéni p85 a katalytické p110.
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Dva modely aktivace PI3K

1. Pres Ras: aktivovany Ras se vdze na podjednotku p110 a aktivuje ji

2. Prima aktivace aktivovanym RTK: vazba komplexu p85-p110 na
RTK prostrednictvim SH2 domény podjednotky p85 (za Ucasti
IRS1 a IRS2 - .insulin receptor substrate") = konformacni zména

komplexu p85-p110 - jeho aktivace
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PI3K a PIP,

Hladina PIP; je prisné regulovand. PIP; vznikd d¢inkem PI3K a je
zpét konvertovdn na PIP, U¢inkem fosfatdz: PTEN, SHIP1, SHIP2

PTEN = PIP; lipid fosfatdza; nadorovy supresor (v nadorech prsu a
glioblastomech; Cowdenuv syndrom)

PI3K muze byt aktivovdna prostfednictvim napr. PDGF, NGF, IGF-
1, intreleukinu-3, pres integriny...

» PI3K vytvori PIP; a na
PIP, se vaze kindaza Akt
svou PH doménou. j $=
* Tim je Akt vazana na -
membranu, fosforylovana a
tim aktivovana.

o

PDK1, PDK2

- Dva mechanismy vedouci

o atd
k hyperakftivité Akt: —_
1. Aktivace PI3K Akt/PKB
2. Inaktivace PTEN ’ )

77 TN




AKT/PKB

» Popsdn virovy onkogen v-akt, konstitutivné aktivovand forma.
- Jedna z nejéastéji aktivovanych proteinkindz u nadord.

*  Hyperaktivace Akt je spojena s (1) rezistenci k apoptoze, (2)
zvysenou bunéénou proliferaci a (3) rustem bunék, (4) se stimulaci
pohybu bunék.

+  Serin/threoninové kindzy z rodiny protein kindzy B (sav¢i bunky
exprimuji 3 vysoce homologni (80%) izoformy Akt kédované 3
odlisnymi geny - AKT1, AKT2 a AKT3, nékdy PKBa, PKBpB a PKBY).

Akt/PKB Biological effect Substrate of Akt/PKB Functional consequence
Anti-apoptotic
@ Bad (pro-apoptotic)? inhibition
,Q caspase-9 (pro-apoptotic)® inhibition
ATP | ARP IkB kinase (anti-apoptotic) activation
FOXO1 TF (pro-apoptotic)d inhibition
J. 1 J. Mdm2 (anti-apoptotic)® activation
@ e Proliferative
_ GSK-3B (anti-proliferative) inhibition
GSK-3B HIF-1a Bad FOXO4 (anti-proliferative)? inhibition
l J_ p21%P1 (anti-proliferative)” inhibition
proliferation angiogenesis  apoptosis Growth

Tsc2 (anti-growth)’ inhibition



AKT po aktivaci:

MUZe fosforylovat vice heZ 9000 proteind.

Indukuje antiapoptotické signdly, zabranuje uvolnéni cytochromu C
z mitochondrii, inaktivuje faktory (TF forkhead) indukujici napr.
FasL, inaktivuje pro-apoptoticky faktor Bad a prokaspazu-9
Aktivuje bunécny cyklus: reguluje stabilizaci cyklinu D, blokuje
transport p21WAF! do jadra a transport p27%! do jddra.

Stimuluje aktivitu telomerdzy aktivaci TERT.

Indukuje translokaci MDM2 do jadra (a tim k degradaci p53).
Inaktivuje 6SK3, coz vede ke zvyseni hladiny volného B-kateninu.

Inaktivuje TSC2 (., tuberous sclerosis complex 2"), ktery jinak
inhibuje mTOR. mTOR je spojen s navysenym bunécnym ristem.

AKT Casto zdsadnim zplsobem méni jejich subcelularni lokalizaci
- reguluje kompartmentalizaci svych substrdtovych molekul.



AKT po aktivaci:
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AKT v kancerogenezi

amplifikace a zvySend exprese AKT2 u 10-20% nddord vajeénika
a pankreatd, zvySend aktivita AKT2 u 40% nddort vajecniki

amplifikace AKT1 popsdna u nddord Zaludku

zvysend aktivity AKT1 u nddorl prostaty, nddort prsu - spojeno s
horsi progndzou (zvyseni aktivity AKT mize byt u nddort prsu v
dusledku amplifikace HER2/neu)

inaktivujici mutace nebo delece PTEN (karcinomy prostaty a
endometria, glioblastomy, melanomy)

amplifikace nebo overexprese katalytické podjednotky p110
PI3K

aktivujici mutace ras (asi 1/3 viech epitelidlnich nddor)

zvysend aktivita TPK receptoru, hlavné ErbB2/ErbB3 (na ErbB3
je .docking" misto pro PI3K).




3. Ras = Ral
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3. Ras = Ral

Treti ze tri hlavnich efektorovych drah Ras zahrnuje Ral A a Ral
B. Patri do rodiny Ras a maji 58% homologii s Ras.

Komunikace Ral a Ras je pres GEF proteinu Ral: tento Ral-GEF
mad vazebné misto pro aktivovany Ras. V disledku vazby
aktivovaného Ras na Ral-GEF dojde:

a) k lokalizaci Ral-GEF k vnitrni strané cytoplazmatické
membrany

b) ke konformacni zméné Ral-GEF - k aktivaci GEF aktivity — k
aktivaci Ral-A a Ral-B

Aktivované Ral-A a Ral-B pak aktivuji své substrdtové molekuly.

Zatim ne zcela jasnym mechanismem je v dusledku aktivace této
drahy stimulovdna invazivita a metastaticky potencidl bunék.




Efektorové drahy Ras

Popsdno alesponi 8 dalsich
efektorovych drah kromé tri
podrobnéji zminénych.

( translation
cytoskel?t-on Y o . ) . )
cellmeorlic woptosis | Celkové je signalizace (nejenom)
i POKT 1 kolem Ras mnohem komplexnéjsi
rasse1 (Signdlni sité spise nez drdhy).

— PI3K NORE1

Rho <« Rac = TIAM \
p190 AF6 ——  cell-cell junctions
\GAP //v j

S-GTP — RIN1 ———  endocytosis

[Spred ISUR3| \PLC-&‘.—- nuclear transport

h (:E D Ca2+ signaling
cell-cycle Ra PK‘C-Z_; Ral-GEF

progression MEKK
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DalsSi typy receptoru

Tyrozin-proteinkindzové receptory

Receptory pracujici s Janusovymi kindzami
TGF-p receptory

.Serpentinové" receptory

- GPCRs

- Frizzled (Wnt-1/p-katenin)

- Patched

Notch

Integriny



Janusovy kinazy

Skupina receptort vyznamnd hlavné v hematopoietickém
systému.

Také vyuZzivaji tyrozinové kindzy, tzv. Janusovy kindzy (JK),
kterd je ale separovand, s cytoplazmatickou doménou receptoru
je spojena nekovalentné.

Receptor pro erythropoietin (EPO) - requluje vyvoj erytrocyti.
Receptor pro thrombopoietin (TPO) - reguluje vyvoj prekurzord
krevnich desti¢ek, tzv. megakaryocyti.

Receptory interferond.

(1) RCCZPTOPY PO VGZbé a-interferon receptors a-interferon
ligandu dimerizuji - (2) Y VY
asociované JK se
vzdjemné fosfor'ylu ji - i) Jak
(3) fosforyluji C-konec ><
receptoru a tim jej O § —\Ub

. w4
akti vujli. transphosphorylation




Draha Jak-STAT
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STAT1 1 STAT2
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Cilové geny STAT:

» proproliferaéni: myc, geny pro
cykliny D2 a D3

» antiapoptoticky gen Bcl-X,

translocate as
transcription
factor to nucleus

Jaks maji vedle STATs dalsi
substrdty, véetné drdhy Ras-
MAPK.

Na fosfotyroziny
receptoru se vdazou SH2
domény TFs STAT
(.signal transducers and
activators of
transcription®) - STAT
jsou fosforylovany
kindzami Jak a tim jejich
SH?2 doména ziskdvd
afinitu k fosfotyrozinu na
molekule STAT =
vznikaji dimery STAT-
STAT - migruji do jadra
— funguji jak TFs



Drdaha Jak-STAT a nddory

Konstitutivni aktivace Stat3 u mnoha melanomu (vétsinou
zaroveh s konstitutivni aktivaci Src (~ 4 .bratranci® Src
mohou fosforylovat/aktivovat Stat3) = STAT mohou byt
fosforylovany i jinak nez Jak.

(U melanomt inhibice Src deaktivuje Stat3 a indukuje
apoptozu.)

U nadort prsu je konstitutivné aktivovdan Stat3 (by Src a
Jaks)

U nadord hlavy a krku je konstitutivné aktivovdn Stat3 (by
EGF-R).



Rodina TGF-[3

TGF-B (.transforming growth factor") - alespon 30 rlznych
faktort TGFB u ¢lovéka

- na vétsinu bunék plsobi inhibiéné: inhibuje rust normdlnich
epitelidlnich, endotelidlnich, neurondlnich, lymfoidnich a
hematopoietickych bunék

- spiSe potencuje invazivni vlastnosti jiz transformovanych,
nddorovych bunék odvozenych z téchto tkdni

- indukuje apoptdozu u nékterych nddorovych bunék

- predstavuje antimitogenni signalizaci, ma charakter
nddorového supresorul

- inaktivovdn somatickymi mutacemi nebo delecemi genu,
predevsim u kolorektdlnich nadort a nddort Zaludku




TGF -3 receptory

TGF-PR (typu I a IT) funguji jako heterodimery.
Jejich kindzova doména fosforyluje serin a threonin.

* Po vazbé ligandu je

podjednotka TGF-PRII o TP

(s konstitutivné aktivni ( ‘ .
i |

Ser/Thr kindzou) S |

privedena do blizkosti
podjednotky TGF-pRI, /é

I

kterd je fosforylovdna, serine/

. ) , threonine
1j. aktivovana. Ta kinase

’ v . domain < U
nasledné fosforyluje type-I type-|
cytosolické proteiny, TGF-B TGF-B

’ . .r .y receptor receptor
které migruji do jadra.

| .
i




Signalni draha TGF-f3

TGF-B

plasma
membrane

/I

Vazba TGF-B k prislusnému receptoru vede
k fosforylaci SMAD2 a/nebo SMAD3, ty
potom tvori komplex se SMAD4 a tento
komplex migruje do jddra, kde ve
spolupraci s dalsimi TF spousti transkripci
TGF-B-cilovych gentt (napr. p21¢tPt,
p15INK4E "q dalsi).

DNA YRR/



Draha TGF - a nadory

Vyrazeni drdhy TGF-p je pro nddorové bunky velmi vyznamné.
Svym zplsobem tuto drdhu .vyrazuje" jakdkoliv inaktivace
RB, protoze pak vylsténi drdhy TGF-p, tj. ptsobeni
inhibitort p21 a p15 neefektivni.

U karcinomi streva jsou ¢asté mutace smad?2.

Asi u 50% karcinomi slinivky a 25% karcinomt stfeva je
inaktivni Smad4.

Vétsina karcinomi streva s mikrosatelitovou nestabilitou mad
mutaci inaktivujici TGF-pII receptor.




Serpentinové receptory

Maji typickou strukturu se sedmi hydrofdbnimi
membrdnovymi doménami: prostupuji 7x cytoplazmatickou
membrdnu.

Patri k nim:
receptory sprazené s G-proteiny
Patched
Frizzled




Receptory sprazené s G-proteiny
(GPCRs)

- GPCRs tvori vibec nejvétsi skupinu povrchovych receptort (vice
nez 1000 v sav¢im genomu - predstavuji témér 5% genl v lidském
genomu!).

- Jsou aktivovdny vazbou ligandu.

- Jako ligandy funguji pro GPCRs nejriznéjsi extrabunééné
molekuly: ristové faktory, hormony (serotonin, epinefrin, glukagon,
tyrotropin,...), fosfolipidy, neurotransmitery, a dalsi.

serpentine

receptor protein Irliactlve G protein

a B v

Qe

IR S

: V1

l
plasma

membrane




G-proteiny

* G-proteiny: .guanine nucleotide-binding proteins”

* Heterotrimery sloZené z podjednotek alfa, beta a
gama.

+ Celkem bylo popsdno 17 ruznych alfa podjednotek,
5 beta podjednotek a 12 gama podjednotek
(teoreticky existuje 800 odlidnych komplex).

- Klasifikace G proteint je podle alfa podjednotek,
které tvori 4 ruzné tridy (s, i, q, 12).




Aktivace GPCRs

(1) Po aktivaci - vazbé ligandu -
receptor interaguje s G-
proteinem a ka’ral_‘\:zuje
vyménu GDP za GTP na
podjednotce alfa.

(2) Po aktivaci G-proteinu
(vazbé GTP) je uvolnén z
komplexu receptor a G-
protein se rozpadne na
podjednotku alfa-GTP a
dimer beta/gama.

(3A) Disociovand podjednotka
alfa zprostredkovavd prenos
signdlu na efektorové
molekuly.

(3 Bg Podjednotka alfa uvolni
TP a reasociuje s
podjednotkami beta a gama.

ligand

[

7y \"
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activated G-protein subunits

o > |
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Aktivace GPCRs

Disociovand podjednotka a-GTP
aktivuje radu
cytoplazmatickych enzymd:

adenyldtcykldzu (ATP -
cAMP)

fosfolipazu C-p (Stipe PIP,)
Src

Komplexy podjednotek p+y
zrejmé stimuluji PL3K, Src.

— GPCRs mohou signalizovat
mitogenné; mohou se podilet
na vyvoji hdadord.




Signadlni drahy GPCR

Pres G proteiny
je signdl prenadsen
na drdhy, které
ridi proliferaci,
diferenciaci a
apoptozu.




GPCRs a nadory

Nékteré malobunééné karcinomy plic (¢asté u kurdka)
uvoliiuji faktory - ligandy (napr. bombesin, bradykinin,
gastrin, neurotensin,..), které stimuluji jejich vlastni

odpovidajici GPCRs (1. autokrinni stimulaéni smycka).

Thyroidni adenomy a thyroidni karcinomy maji bodové
mutace v genu kédujicim receptor thyroid-stimulujiciho
hormonu zplsobujici jeho konstitutivni aktivaci.

Nebo jsou bodové mutace na podjednotce a, které
inaktivuji GTPazovou aktivitu (tj. velmi podobnd mutace Ras).

 Alespori 10 ze 17 lidskych gent kédujicich a podjednotky G
proteinl bylo nalezeno jako aktivni onkogeny v lidskych
nddorech.




GPCRs a nadory

Asi k nejbizarnési deregulaci GPCRs dochdzi béhem infekce
herpesvird, napr. HHV-8 (tj. KSHV - Kaposi sarkoma
herpesvirus). Tento virus primo kéduje vlastni GPCR, ktery
je jiz aktivovany, konstitutivné aktivni bez vazby ligandu.
Mezi jinymi dusledky HHV-8 infikované endotelidlni buriky
sekretuji trvale VEGF.




Signalni drdhy:
Wnt/B-katenin
Sonic hedgehog/6Gli
NOTCH

* hraji dlohu v rozhodovdni o osudu bunék, pri
ustaveni tkdnové specifickych kmenovych bunék a
jejich regulaci v dospélych tkanich

- jsou dulezité i v kontextu lidskych nadord



Signadlni_ drdha Wnt/(3-katenin

Pro vétsinu bunék je kaskdda RTK — Ras dominantni pri
zprostredkovadni odpovédi na mitogenni signdly. Ale neni jedind.

B-kateniny hraji v burikach dvé
odlisné role a obé tyto role se
mohou podilet na kancerogenezi;
nachdzi se ve trech riznych
stavech:

. Molekuly B-kateninu jsou
strukturni soucdsti cytoskeletonu
a adhezivnich komplexu
(zprostredkovdvaji vztah mezi
kadher'my a aktinovymi slozkami
cytoskeletonu). Ztrata/zmena
bunééné adheze se uplatiiuje pri
metastdzovadni nadoru.

cadherin dimer

plasma “u'"'
membrane | EXTRACELLULAR

\ , {’l \> x‘/ SPACE

CYTOPLASM
p120

B-catenin

a-catenin

actin
filament



Signalni draha Wnt/p-katenin

2A. Volny B-katenin se nachazi v
cytoplazmé (.lifetime" asi 20
minut), funguje jako signdlni
molekula drdhy Wnt/B-katenin.

MiZe byt transportovdn do jadra
(2B.), kde je soucadsti
transkripcniho faktoru, (¢astnici
se regulace transkripce.

Transkripce gent zprostredkovana
B-kateniny mlZe zapnout geny
nutné k bunééné proliferaci nebo
geny s antiapoptotickou funkci.

Wnt
Frizzled

\
CYTOPLASM 7 \% plasma

t membrane

« . Dishevelled
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. nuclear
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Regulace B-katenint

Hladina volného B-kateninu je udrzovdana pomoci tzv. destrukcniho
komplexu. Ten je tvoren proteiny: 6SK-3, Axin, APC a 3-
TrCP/Slimb.

Aktivace drdahy Wnt - tj. vazba glykoproteinu Wnt* na prislusny
receptor Frizzled (ale napF. i aktivace EGFR a dal3ich) vede k
aktivaci proteinu Dsh (disheveled), ktery interaguje s
destrukcnim komplexem a blokuje aktivitu GSK-3p. Tim je
znemoznena fosforylace B-kateninu, jeho lifetime” vzroste na 1-
2 hodiny a prislusné se zvysi hladina volného B-kateninu.

Ten je ’rr'anspor'Tovan do jddra a spolu s proteiny Tcf (T cell
factor”) a Lef (.lymphoid enhancer factor®) vytvori
multiproteinovy TF a aktivuji transkripci svych cilovych gen.

* Ligandy Wnt jsou v extrabunécném prostoru, ale jsou pomoci lipidové
slozky pevné vdzané k bunééné membrané. Nemohou volné difundovat.



Regulace -katenint

K cilovym gentim B-kateninu/Tcf/Lef patfi napf. c-myc a gen pro
cyklin D1, coz vede ke zvyseni bunécné proliferace.

Signdlni drdha Wnt/B-katenin se uplatriuje béhem vyvoje, mozna pri
rizeni bunécného cyklu (fluktuace B-kateninu béhem cyklu).

Destrukéni komplex

Axin a APC funguji jako"leseni" destrukéniho komplexu a podminiuji
jeho fungovdni. Axin obsahuje vazebnd mista pro vdechny jeho
soucdsti.

GSK-3 serin/threoninova kindza, ktera fosforyluje B-katenin (533,
S37, T47 a 545). Tato fosforylace funguje jako signdl k
ndsledné ubikvitinaci a degradaci 3-kateninu.



Signalni drdha Wnt/[3-katenin

Frizzled

|;‘u:|h';rem
junclicn

T e L,
K Trarsoripton

Prebytek volného (-kateninu je degradovdn, coz
je zprostredkovano destrukénim komplexem.




Signalni draha Wnt/p-katenin
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Signalni drdha Wnt/[3-katenin

Mezi substraty 6GSK-3p patri také cyklin D1. GSK-3p
fosforyluje cyklin D1 a urcuje ho k degradaci.

= Drdha Wnt/p-katenin ovliviuje hladinu cyklinu D1 na dvou
drovnich: transkripcné (pres p-katenin) a posttranslacné
(pres GSK-3D).

« Whnt neni pouze morfogenem, ale také mitogenem.

« Zdd se, Zze dva pooly p-kateninu (1. ve vazbé s E-kadherinem,
2. volny cytoplazmaticky) jsou regulovany separované. Napr-.
ztrata E-kadherinu nema v burice za ndsledek navyseni
volného p-kateninu.



Signdlni draha Wnt/B-katenin a
nadory

Zvysend exprese Wnt-1 se podili na vzniku nadort prsu.

Mutace APC znemoZznujici vazbu APC na B-katenin nebo vazbu
APC na axin zplsobuji konstitutivni aktivaci B-kateninu.
Mutace APC patri k nejéasnéjsim genetickym zméndm pri
vyvoji kolorektdlniho karcinomu (plus vrozené mutace), davaji
burikdm ristovou vyhodu.

Mutace axinu, které znemoznuji vazbu axinu na B-katenin,
byly nalezeny u nékterych hepatoceluldrnich nador.

Mutace -kateninu bud’ odstranuji serin nebo méni serin na
jinou aminokyselinu, coz znemoznuje fosforylaci GSK-3p a
odbourdvdni B-kateninu. Napr. v nddorech prostaty, jater
streva, délohy, vajecnikil, melanomu.

Mutace (-kateninu se vyskytuji i u kolorektdlniho nddoru,
nikdy ne zdroven s mutacemi APC (princip exkluzivity).




Regulace B-katenint Siah-1

Recentné popsan dalsi nezavisly mechanismus

gdbﬁuriavanl B-kateninu: zprostredkovany proteinem
iah-1.

» Tato drdha je zavisla na funkénim APC.

- Tato draha muze odbourdvat i onkogenni formy 3-
kateninu, které nejsou odbourdvany Wnt signalizaci.
Il Vétsina mutaci APC {)sou delece té ¢asti molekuly,
ktera odpovida za vazbu axinu a Siah-1 |
+ Tato drdha funkéné spojuje p53 a B-katenin:
aktivace p53 zvysuje expresi Siah-1 (overexprese
E53 zpusobuje downregulaci B-kateninu).
ysregulace B-kateninu neni ale kli¢ovy dusledek
inaktivace p53.




Signadlni draha
Hedgehog/Patched/Gli

Hedgehog proteiny jsou
sekretované glykoproteiny,
které ovliviuji membrdnové
receptorové komplexy, které
prendseji signdl na
transkripcni faktory Gli.
SHH (Sonic hedgehog) ®
inhibuje receptor Patched
(Ptc - nddorovy supresor), l
ktery normdlne inhibuje }i,
g
I

Smoothened

receptorovy komplex
Smoothened (Smo - onkogen).

Inhibice Ptc tedy aktivuje L inducer |
2{(\0, coZ vede kék’rivacu’lTF s Smf
.

Po vétsinu asu je drdaha SHH/Gli neaktivni, pouze ve specifickém Case
na specifickém misté je drdha aktivovdna.
U savcil 3 typy Hedgehog proteinl: Sonic (SHH), Desert, Indian.



Signalni draha Patched

Hedgehog
Patched Smoothened
-
7 plasma

Aktivni, z vazby na Patched uvolnény 6 | membrane

ivhi, Z vz Y na rarcnead uvo neny Gli
Smoothened chrani Gli pred f
proteolytickym $tépenim. Kompletni :
Gli je transportovdn do jadra, kde nucleus
néSIané fUﬂgUJe JGkO Tr'GnSkr'ipE ni co-activator

aktivator.

Gli poprvé objeveny jako proteiny
vysoce exprimované u glioblastomu.
Ve vysokych hladindch funguji jako
onkoproteiny.



Transkripcni faktory 6li

Gli jsou velké (asi 1000 AA) multifunkéni TF.
Lokalizovdny v jadre i cytoplazmé.

V nepritomnosti SHH jsou Gli Stépeny proteazomem a C-
karboxylovd zkrdcend forma je translokovdna do jadra, kde
funguje jako transkripcni dominantni represor.

V pritomnosti SHH signdlu, tedy aktivniho Smoothened, je
tvorba represoru inhibovdna a protein o plné délce funguje jako
aktivator.

6lil, 2 a 3 - lisi se svym chovdnim; jsou ¢astecné redundantni,
¢dstecné funguji specificky a zrejmé funguji kombinatorialné a v
zavislosti na kontextu.



Hedgehog/Patched/Gli a nadory

Ztrdta funkce (inaktivace) SHH-Gli vede k vyvojovym defektiim
véetné holoprozencefalie.

Nefyziologicka aktivace drdhy mize vést k vyvoji nddord, a to
sporadickych a také familidlnich.

40% sporadickych basoceluldrnich karcinomu (vétsinou benigni
nddory) md mutace PTCH nebo SMO. Mutace PTCH také u
meduloblastomt, meningiomd, karcinomu prsu a jicnu.

U nddord jicnu, Zaludku, Zluéovodu, pankreatu je ¢astd vysoka
hladina receptoru Patched a ligandu (Sonic Hedgehog, Indian
Hedgehog). Dusledkem jsou vysoké hladiny Gli v jadrech bunék.

(Anti-hedgehog protilatky tlumily u téchto nddort proliferaci a
stimulovaly apoptozu.)




Vsuvka: Holoprozencefalie

SHH funguje béhem vyvoje jako vyvojovy morfogen:
parakrinni signdly s krdtkym dosahem plsobeni, které Fidi
vypindni a zapindni gent a vyvoldvaji ¢etné odpovédi v
zavislosti na hladiné podél koncentraéniho gradientu
Difdze proteinu SHH vytvdri gradient, ve kterém rizné
koncentrace proteinu priméji okolni buriky prijmout rizné
predestinace.

Mutace inaktivujici SHH vedou k vyvoji holoprozencefalie
(dominantni dédi¢nost - staci 50% sniZeni exprese genu) -
porucha vyvoje stredni ¢dsti obliceje a predniho mozku,
vedouci az k rozstépu patra, hypotelorismu a absenci
struktur predniho mozku.

Velmi variabilni expresivita: od velmi lehkych projevi (jediny
centrdlni rezak) - pravdépodobné modifikdtorové geny.



Signdlni drdha Notch

Hraje klicovou roli ve vyvoji embryondlni vaskulatury a v
angiogenezi.
1919 - popsadny .notches" - vroubky/zdrezy na kridlech Drosophily.

AZ mnohem pozdéji bylo objeveno, Ze notch kéduje
transmembrdnovy protein - receptor Notch. V sav¢ich burikdch
existuji 4 rlzné varianty kédované 4 riznymi geny.

Jako ligand funguji Notch L, Delta, Jagged1, Jagged?2.

Signdl zadind interakci proteint Notch L a Notch sousednich
bunék (endotelidlni b. - nddorova b. - stromdlni b.: nddor je
komplexni tkan).




Signalni draha Notch

Delta or
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Notch ligands
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Po vazbé ligandu (Notch L, Delta,
Jagged) dojde ke dvéma
proteolytickym Stépenim receptoru
Notch: 1x v extracelularni doméne,
1x v transmembranové doméne. *

Tim je uvolnén cytoplazmaticky
fragment z ukotveni v membrané a
migruje do jadra, kde spolu s
partnerskymi proteiny funguje
jako transkripéni faktor.

K cilovym genlim patFi geny Hes a
Hey.



Receptory Notch

* Receptory Notch funguji zcela jinak nez napr. RTK:

VZdy po vazbé ligandu dojde k ireverzibilni preméné
receptoru (proteolytickym stépénim) = kazda receptorova
molekula signalizuje pouze 1x

Receptory Notch nemohou amplifikovat signal jako napr.
RTK.



Signalni draha NOTCH
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Signalni drdha Notch a nadory

U vétsiny karcinomt ¢ipku a mensiho podnlu karcinoml streva
a dlazdicobunéénych karcinomil plic je zvySend exprese
proteinu Notch. Ta spojena s jadernou lokalizaci tohoto
proteinu.

Zvysena exprese ligandu (Notch L, Jagged a Delta)
detekovdna u karcinomt ¢ipku a prostaty.

10% ALL ma konstitutivné aktivni Notch, a to v dusledku
delece té Casti genu NOTCH-1, ktery kdéduje extracelularni
doménu receptoru.




Integrinové receptory

matrix binding

Integriny jsou povrchové receptory, kterée ' '
zpr'os’rr'edkovava ji (1) bunécnou adhezi k
extraceluldrni matrix a k ostatnim
burikam.

Zpr'os’rr'edkovava Ji ale také (2) signalizaci e
’rxka ICI se bunééné proliferace a cation
prezivdni. o

Jsou fo heterodimery nekovalentné b
asociovanych podjednotek alfa a beta.
Popsano 18 podjednotek alfaa 8
podjednotek beta, tvori 24 rdznych
heterodimert s riznou specifitou.

Tvoreny velkou extraceluldrni doménou . I . membrane
(vazba | |gandu) kratkou
transmembrdnovou doménou a rizné

dlouhou cytoplazmatickou C-koncovou valis i il
doménou. a-actinin binding |

B subunit

cysteine-
rich domains

HOOC COOH ]

cytosol




Co umi integriny

Burika neustdle monitoruje své Uspésné prichyceni na slozky ECM
(anoikis). Ndsledné jsou do cytoplazmy uvolfiovany signdly preziti,
coz snizuje pravdépodobnost indukce apoptdzy.

actin
cytoskeleton

extracellular matrix

fyzicky interagovat s
ECM

ovliviovat usporadani
cytoskeletonu
signalizovat dovnitr
bunky

signalizovat zevnitr
buriky ven: o prichyceni
na jiné slozky ECM
umoznuji pohyb buriky
postupnou tvorbou a
rusenim vazeb na ECM



Integrinové receptory

» Klicova pro funkci

Integrins in‘l'egr'infl je JeJICh
bt schopnost aktivovat
—ﬁ—cﬂ_ FAK - .focal adhesion
CENIp “B‘G“ kinase".
\EShc o)

* Integriny mohou
tvorit klastry a tvorit
thz msns tzv. fokdIni adheze. Ty

Regulation of akﬂvujf FAK.

Has —.PI- BI(-——-F Hac focal adhesions

Haf P?K . fAK se uplg’rnu je
l F'KBmkt ME+KK pr‘edev5|m pri
MEK M . . . o/ 7
l MKK4 sugnallz,acu souvisejici s
o > - ' regulaci bunécné
—""“l_ urvival JNK
™ s adheze, s pohybem

| Cell proliferation | bunék a jejich migraci.



Signalizace integriny

ECM-binding domains
1 ] L}

FAK (nereceptorova tyrozinkindza) je
asociovdna s p podjednotkou integrinu.
FAK je aktivovdna fosforylaci (po vzniku
fokdlnich adhezi) a stava se vazebnym
mistem pro Src. Src ddle fosforyluje
FAK a ndsledné jsou aktivovdny dalsi
substrdty véetné Ras (Erk) a PI3K.




ECM - integriny -~ Sos - Ras - Erk

Pochopeni funkéniho propojeni téchto signalnich drah pomohlo
vysvetlit vyznamny bunécné biologicky efekt onkoproteinu
Ras: jeho schopnost umoznit buiice preziti a rist bez jejiho
ukotveni. Normadlné preziti buriky zdvisi na signalizaci
integrinl smérem k Ras. Bez této signalizace burika véri, ze
se ji nepodarilo ukotveni k ECM, coz blokuje proliferaci nebo
dokonce indukuje apoptézu (anoikis).

Onkogenni aktivace Ras tak mimikuje stav, kdy bunka dostdva
informace o Uspésném ukotveni na ECM - i bez tohoto
ukotveni.

Zdd se, ze pravé schopnost vyhnout se anoikis stoji na po¢atku
vyvoje nékterych ndadort, napr. nddord prsu.



Spoluprdace receptoru

Pri regulaci bunééného déleni je funkce receptort
nezastupitelnd a naprosto kli¢ova:

Receptory musi zaznamenat, zda je adekvdtni drovefi
mitogent (RTK) a zda je také adekvdtni prostredi (integriny).




Signalni draha NF-kB

Prvni signdl svédcici o vyznamu drdahy NF-kB pro kancerogenezi:
objeveni onkogenu v-re/ u akutné transformujicich virt krity
zplsobujicich retikuloendoteliozu (lymfom B-bunék).

Rel patti do rodiny faktortd NF-kB, které tvori homodimery a
heterodimery v cytoplazmé. Nejcastéjsi je dimer p65-p50.
Dimery jsou v cytoplazmé udrZovdny proteinem IkB. Tim je celd
drdha udrzovdna ve stavu klidu.

Jako odpovéd’ na rizné signdly je IkB fosforylovdn a ndsledné
degradovan (~ p-katenin) a NF-kB uvolnén a translokovdn do
jadra. Tam aktivuje expresi asi 150 cilovych gen.

Kinaza fosforylujici IkB (IKK) je stimulovdana napr. TNF-a,

interleukinem-1p, lipopolysacharidy, reaktivnim kyslikem (ROS),
protinddorovymi terapeutiky,...



receptors Signalni draha NF-kB
\

plasma
membrane

Cilové geny NF-kB:

Antiapoptotické: napr. bel-2,
IAP-1, IAP-2 a dalsi.

Pro-proliferaéni: napr. myc,
cyklin D1 a dalsi.




Draha NF-kB a nddory

U nddorl jsou mutace jednotlivych slozek drahy NF-kB velmi
vzacné, ale Casta je konstitutivni aktivace drahy - napr. u
nddord prsu.

Nejvétsi vyznam mad tato drdha u nddort lymfocyti:
Asi u 7+ DLBCL amplifikovan gen REL, coz vede asi ke 4x az
35x navysené hladiné proteinu Rel.
Translokace zahrnujici gen NFKB2 je Castau B-a T-
bunéénych lymfomi a myelomt (nddory bunék produkujicich
protilatky).



Sité onkoproteinu I

Cadherin Delta / Jagged Wnt/ Wingless Hedgeh 05] / Sonle hedgehog
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