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3. Individuadlni dispozice

k nadorum I



Hereditdrni papilarni karcinom ledviny
(c-meft)

Mnohocetna endokrinni neoplazie typ2
(MEN2) (RET)

Familialni medularni karcinom stitné
Zlazy - FMTC (RET)

Familidlni gastrointestinalni stromalni
nadory (GISTS) (c-4/7)




Komplexni proces kancerogeneze

Nddor vznika akumulaci genetickych zmén.
Neékteré mohou byt vrozené, jiné mohou vznikat
Jako vysledek expozice kancerogenum nebo
onkogennim virum.

+ Casta expozice kancerogenlim nemusi okamzité
vest k vyvoji nadoru.

Modulatory kancerogeneze zahrnuji hormony,
dietu, a dalsi faktory hostitele. Dopad expozice
kancerogenum stejné jako vliv modulatoru
(geneticky) .filtrovany" individudlnimi variantami
genu, ktere eliminuji, redukuji nebo posiluji dopad
prispevatelu tohoto procesu.

Presné pochopeni téchto okolnosti vyvoje nadoru
bude vyzadovat podrobnéjsi pochopeni interakci
genu a prostredi.



Komplexni proces kancerogeneze

Modulators of Carcinogenesis:
Hormones
Diet
Host Factors

“Filters" of an
individual's genes
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Individudlni dispozice k nddorum

1. Rozdily v metabolismu kancerogent

(napr. cytochrom P-450, CYP2D6, CYP1A1, N-
acetyltransferdza - NAT, glutathion-S-
transferaza M1 - GSTMI,..)

Normalni energeticky metabolismus bunék uvolfiuje jako vedlejsi
produkty znac¢né mnoZstvi reaktivnich molekul véetné
mutagent / kancerogent - ty jsou okamzité neutralizovany a
detoxikovdny plsobenim detoxikacnich enzymu:

kurdci s hizkou hladinou NAT maji 2,5x vy3si riziko nadoru
nez kuraci s vysokou hladinou NAT

nizka hladina 6STM1 3x zvysuje riziko nddoru plic



Individudlni dispozice k nddorum

2.-3. Rozdily v procesech oprav DNA

Mutace nadorovych supresoru (a onkogent)
- p53, RB, WT1, BRCAl a BRCA?Z,...
- RET, c-met, ..

Penetrance: podil Jedmcu urcitého genotypu, u hichz
se dany specificky genotyp fenotypicky projevi
(pravdépodobnost vyskytu daneho nadoru v
urcitém veku).




Dédiéné formy nddora

Priklady: Li-Fraumeniho syndrom, retinoblastom,
medularni nddor stitné Zlazy, Wilmsuv tumor,
dédi¢nd forma nddoru prsu a vajecnikd, ...

- 5-10% nddort tohoto typu vétsinou predstavuje
dédicnou formu (vrozena mutace jedné alely +
ztrdta heterozygotnosti - LOH), ostatni jsou
sporadicke

- dédicné formy nddori se objevuji spise v mladsim
véku nez sporadické, Casto oboustranne nebo jako
vicecetna loziska

- sporadické nddory spise ve vyssim véku a
lednostranné




Indikace ke genetickému vysetreni

1. Vyskyt nddoru v neobvykle ¢asném véku.

2. Multifokalni vyvoj nddoru v jednom orgdnu nebo
bilaterdlni vyskyt u pdrovych organd.

3. Vice primadrnich nddort u jednoho jedince.

4. Pozitivni rodinna anamnéza stejného nddoru u
blizkych pribuznych.

5. Vysokd incidence nadord v rodiné.

6. Vyskyt nddorového onemocnéni u jedince z rodiny s
kongenitdalnimi anomdliemi.



Genetické poradenstvi

. Co nejpresnesi rodinnd anamnéza (alespon tri
generace, kompletni rodokmen véetne zdravych,
ovéreni diagndz).

. Hleddni postizeneho genu (mutace) u probanda
(pacienta s nadorem) (mfor'movany souhlas).

. Geneticka analyza rodiny, véetne zdravych
pribuznych - od 18 let, s informovanym souhlasem.

. Pozitivni vysledek: Iekarsky dohled, zména
zivotniho stylu, preventivni sledovdn, preventivni
zasahy (profylaktické zdkroky, chemopr'evence ).

* Psychologicke a etickeé aspekty genetického
vysetreni.



.gatekeepers” a ,caretakers”

.Gatekeepers" - geny, ktere primo reguluji (limituji)
rist nddord bud’ inhibici jejich r'us’ru nebo indukci
jejich smrti. Jsou recesivni.

.Caretakers” - jejich inaktivace navozuje genetickou
hestabilitu a ta pouze neprimo indukuje rast
nadort zvySovanim mutacni rychlosti. Proto
somatické mutace téchto geni jsou jen vzdcné
inicidtory kancerogeneze.

APC, p53 - jsou zdroven .gatekeepers"” i ,caretakers”



.gatekeepers” a ,caretakers” u
familialnich nadord

,Caretakers"

NER, xeroderma
pigmentosa, cockayne
syndrom,
trichothiodystrofie

ataxia telangiectasia
Bloomtv syndrom
Fanconiho anemie
Dédi¢ny nepolypozni
kolorektalni nador
Werneriv syndrom
Li-Fraumeniho syndrom
nddory prsu

~&atekeepers"
retinoblastom
Li-Fraumeniho syndrom
Wilmsim tumor

neurofibromatéza typu 1 a
2

rendlni karcinom
MEN typula?2
maligni melanom
Cowdenlv syndrom
Gorlintv syndrom
nddor prsu
kolorektalni nddor



Retinoblastom

Je vzacne, ale velmi dobre znamé nadorové onemocnéni déti.
Incidence - 1 na 13.500 - 25.000 narozen)’/ch déeti.

Je prototypickym prikladem vrozené dispozice k nadorim: Na
zdklade studia epidemiologie retinoblastomu byla vytvorena
Knudsonova hypotéza — Knudsonlv model.

RB byl prvnim prikladem nddorového supresoru a prvni naklonovany
gen pro nadorovy supresor.

Mutace RB jsou recesivni (na drovni buriky) a zdroveri dominantni
(na drovni celého organismu)l!l

Vrozena mutace RB(13q14) predisponuje nhositele k vyvoji
retinoblastomu (mallgm tumor, ktery vznika ve vyvijejici se
reting) v nizkém véku a prinasi 500x zvysené riziko vyvoje
osteosarkomu béhem adolescence.



Retinoblastom

thickening of optic nerve
due to extension of tumor

non-retinal tumors of retinoblastoma patients

q 40
< 36.0%
@
§ 30 bilateral
S
v
£ 20
@
=
ey
‘_; 10
displaced retinoblastoma £ unilateral _r 5.69%
normal = 0
retina 0 10 20 30 40 50

time after retinoblastoma diagnosis (years)

Pravdépodobnost vyvoje dalsiho
nddoru u ¢lovéka v détstvi
postiZzeného retinoblastomem:

* U unilaterdlniho onemocnéni je zvyseny vyskyt
dalich nddord dlsledkem Ié¢by zdrenim

» u bilaterdlniho onemocnéni vrozena dispozice




Knudsonuv model dvou zdsahu

40% pmpadu
prumérny vék pri diagnéze - 14 mésicl
bilaterdlné v obou oéich - v priméru 3 nezavislé nadory

v pripadé ¢asného odstranéni retinoblastomu vysoky vyskyt
osteosarkomt mezi 20. a 30. rokem Zivota

¢asto rodinnd anamnéza
60% pripadu:
bez rodinné anamnézy
primérny vék pri diagnéze - 30 mésicl
unilaterdlni vyskyt
Knudson (1971):

1. skupina: 1 mutovand alela genu RA je zdédéna (v zdarodecné
linii), druha mutace somaticka

2. skupina: nezbytnost dvou nezdvislych mutaci obou alel RB
— jedna hypotéza vysvétlila dva epidemiologicky odlisné typy
onemocnéni



Knudsonuv model dvou zdsahu

NORMALNI, ZDRAVY JEDINEC DEDICNY RETINOBLASTOM

||

NEDEDICNY

RETINOBLASTOM

édéna
“alela genu
RB1

V jedné burice nahodné
mutuje jedna ze dvou
standardnich alel
genu RB1.

V jedné burnice mutuje
druha alela genu RB1.

Druhéa alela mutuje jen velmi zridka
v téZe burice.

Netvori se nador.

—* Nadmérna proliferace~— |
bunék vedouci
k retinoblastomu.

v \ 4
Pouze asi v 1 ze 30 000 jedinct U vétsiny jedincu
se vytvori nador. se vytvori nador.



Ztrata heterozygotnosti

Ztrata heterozygotnosti = LOH
(.loss of heterozygosity") B0

mutace X v alele
genu RB1 =y

matefského chromozomu H

standardni alela
genu RB1
v otcovském chromozomu

Bunky, které nesou jednu mutovanou
alelu nddorového supresoru, ztrdceji
velkou ¢dst (delecefchromozomu,
ktery nese funkZni alelu.
Predpokldda se, Zze v oblastech s

ztrata heterozygotnosti

vysaokou frﬁkvencf LOH leZi geny @ 88 8C
nhadorovych supresord. e %
Y P ¢ o 9
v P . nondisjunkce nOndis_junkce mitoticka
Buriky, které nesou jednu mutovanou it aduplkace. rekombinace

alelu nadorového supresoru (jsou
pro tento gen heterozygotni),
ztraceji jednim z vice mozZnych
zpusobu #unké ni alelu (ztracei

heterozygotnost). omarze " tace




Retinoblastom

60% - jednostranné nedédicné

10% - jednostranné dédi¢né (s anamnézou nebo bez)
5% - oboustranné s anamnézou

25% - oboustranné - nové .germ-line"

60% - jednostranné nedédicné
15% - jednostranné deédi¢né
25% - oboustranné a dédi¢né

Podle matematického modelu se asi u 5% nositelt s vrozenou
mutaci RA nevyvine retinoblastom (rezistence hostitele?)

Témér UpInd penetrance * (95%).
Mnoho - moznd vétsina - lidi md v retiné ,one-hit" klony.



pR

RB: gen a protein

%adern)'/ (85%) protein p110RE (velikost 112 aZz 114 v proliferujicich
urikach)

V nedélicich se burikach je pRB v komplexu s TF E2F. E2F
transaktivuje sadu gend, které jsou nutné k S fdzi bunééného
cyklu. pRB blokuje E2F a tim blokuje bunécny cyklus (.brzda
bunécného cyklu™)

Hladina proteinu pRB se v burikdch neméni béhem b.c., ale méni se
stupen fosforylace pRB. Na molekule pRB I]e asi 10 az 12 ruznych
fosfor}Z/laE nich mist (Thr, Ser). Hyposforylovany RB je aktivni a
vdze EZ2F, fosforylovany pRB je neaktivni.

B jako integrdtor signdld

pozitivni signdly - podporujici fosforylaci pRB: vSechny mitogeny
negativni signdly - plsobici proti fosforylaci pRB: TGFB, cAMP, kontaktni
inhibice (zrejmé prostrednictvim Cdks), zdreni a jiné formy poskozeni
DNA (prostrednictvim p53 a p21)




Zpusoby inaktivace (drdahy) pRB v
nadorech

Samotny gen RB mize byt mutovdn, deletovdn, mize byt metylovdn
jeho promotor (retinoblastom, malobunecny karcinom plic, sarkomy,
karcinomy mocového méchyre).

Vazbou virovych proteint E1A, LT SV40, E7 (karcinom délozniho
¢ipku).

Amplifikaci cyklinu D1 (hadory jicnu, prsu, dlazdicobunecne
karcinomy) nebo zvysenou expresi cyklinu D1 diky chromozomadlni

Translokacn (MCL). Potencidlné onkogenni virus Herpesvirus saimiri
kéduje svij vlastni cyklin D.

Amplifikaci Cdk4 (glioblastomy, gliomy).

Deleci p15, p16 nebo obou (dlaZdicobunécné karcinomy jicnu,
glioblastomy, karcinomy plic, mo¢ového méchyre a pankreatu).

Ektopicka exprese ,wild-type" RB neni inhibujici pro proliferaci,
protoZe pRB je fosforylovdn a inaktivovdn endogenni aktivitou
komplexu cyklin/cdk.



Uloha pRB v diferenciaci

Proces diferenciace neprimo koreluje s proliferaci.

Uloha proteinu pRB je tradi¢né spojovdna pouze s regulaci/inhibici
proteint rodiny E2F, ale podle novéjsich poznatki: pRB je klicovym
hrdéem prepnuti proliferace - diferenciace:

V osteoblastech pRB vdze ,bone master® TF Cbfal/Runx2 a
funguje jako koaktivdtor nezbytny pro termindini diferenciaci
(2001).

Diferenciaci dokdze vyvolat i pRB s mutaci (A663), ktera
znemoznuje jeho vazbu na E2F (1998).



Uloha pRB v diferenciaci

Protein RBP2 vdZe pRB. Je vSeobecné exprimovdn. V
osteoblastech jeho odstranéni blokuje proliferaci a navodi
expresi diferenciacnich markert. Protein pRB vdaze RBP2 a
tim blokuje jim zplsobenou represi diferenciace a navic
takto uvolnény komplex RBP2 funguje jako koaktivator gend,
které indukuji stabilni termindlni diferenciaci (2005).

pRB podobné ,vyvoldvé" diferenciaci i v myoblastech a
adipocytech (2002, 2005).

Proteiny rodiny Id blokuji diferenciaci a potencuji
proliferaci. Proteiny pRB se vdzZi na protein Id2 a blokuji
jeho antidiferenciacni funkci (2001).



Uloha pRB v diferenciaci

Vysokad exprese EID-1 (,E1A-like
inhibitor of differentiation®) ve
svalech inhibuje diferenciaci. pRB
vaze EID-1 a tvorba komplexu
pRB/EID-1 je nezbytnd k
transkripcni aktivaci
diferenciaénich markert (2005).

Dokonce i proteiny rodiny E2F maji
vedle regulace proliferace i primou
roli v regulaci diferenciace. To
prokadzaly ,knockout" pokusy, ale i
primé prikazy v adipocytech a
keratinocytech, kdy represe E2F
byla nezbytnad pro diferenciaci
(2002, 2005).




Li-Fraumeniho syndrom

Vzdcné autozomalné dominantni dédicné
onemocnéni (opét: dominantni na drovni celého
organismu, recesivni na drovni buriky).

Rodinny syndrom charakteristicky ¢astym a
casnym vyskytem malignii ruzného typu véetné
sarkomu, nadoru prsu, nadoru mozku, leukemii,
adrenokortikalniho nadoru (kura nadledvin).

Nadory u LFS n)a\'Li tendenci se objevovat u déti a
mjgdych dospélych, ¢asto jako ndsobné primdrni
ndadory.

Syndrom spojen s mutaci genu pro nddorovy
salpr'esor' pE? (17p13). JEEP Y




Li-Fraumeniho syndrom

+ Proband se sarkomem do 45. roku Zivota, pribuzny
1. stupné s nadorem do 45. roku zivota, pribuzny 1.
nebo 2. stupné s jakymkoliv nddorem do 45. roku
Zivota nebo se sarkomem v kterémkoliv véku.

- AZ 80% pripadu spojeno s vrozenou mutaci p53.



Spektrum nadord v rodiné s
mutaci p53 v zarodecné linii

male O female

TN

i f

nadory prsu  nddor plic sarkom leukémie
karcinom pankreatu  Wilmstv tumor




Li-Fraumeniho-like syndrom

* Proband s jakymkoliv nadorem v détstvi nebo
sarkomem, nadorem mozku nebo adrenokortikdlnim
nddorem do 45. roku Yivota, pribuzny 1. nebo 2.
stupné s kterymkoliv ’ryplckym LFS nddorem v
jakeémkoliv véku, dalsi pribuzny 1. nebo 2. stupne s
jakymkoliv nddorem do 60. roku Zivota.

- Asi 50% pripadu spojeno s vrozenou mutaci p53. (U
nékterych LFS / LFLS rodin popsany zdrodecné

mutace genu c/14Z, ale dloha genu chekZv etiologii
LFS nejasnd.)



Historie LFS

1969: Li a Fraumeni retrospektivné porovnavali data a anamnézy
détskych pacientt, kteri zemreli na sarkom. Nasli nékolik
rodin, kde onemocnénim byli postiZeni sourozenci nebo
bratranci/sestrenice a v jejich anamnéze zjistili, Zze v jedné
rodi¢ovské linii je vysoky vyskyt nadori Sirokého spektra,
predevsim sarkomu a nadord prsu v mladém véku, a dalSich.

SBLA syndrom: Sarcoma, Breast and Brain cancer, Leukemiga,
Lung and Laryngeal cancer, Adrenocortical carcinoma (1978).

1988: prvni verze definice LFS
1995: vedle ,klasického" LFS volnéji definovan LFLS (LFS-L)



Epidemiologie LFS

+ Frekvence vyskytu 1 : 50.000.

- Penetrance 50% ve 30 letech, 90% v 60 letech.

Penetrance trochu vyssi u Zen - zfejmé spojeno s
vyskytem nadoru prsu.

* Mutace v genu p53 patfi k nejéastéjsim )
genetickym (gsoma’ruckym) zmendm detekovanym v
ls,(F):hSdmCh nadorech X extrémné vzacny syndrom

+ Anticipace - stdle Casnéjsi a zavaznéjsi vyskyt
onemocnéni (? v dusledku navysovani genetickych
Zmen?)



Cilové orgdny maligni
transformace u pacientu s LFS

Nddory prsu: 25.2 %

Nddory mozku: 14 %

Sarkomy kosti: 10.9 %
Sarkomy mékkych tkani: 10.7 %
GIT:70%

Ndadory plic: 5.2 %
Gynekologické nddory: 5.2 %
Hematologické malignity: 4.3 %
Adrenokortikadlni nddory: 3.1 %
Ostatni: 14.4%



Nadorovy supresor p53

neni hezbytny pro normadlni rist a vyvoj

ve vétsiné bunek je pritomen v nedetekovatelném
mnozstvi

X

vyraznd nddorova suprese
ztrdta funkce p53 témér u poloviny nddord
extrémni inhibitor buné¢ného ristu
(blok bunécného cyklu nebo apoptdza)




Gen a protein p53

Gen leZi na chromozomu 17 (17p13) a ma 11 exont (z
nichZ prvni se neexprimuje).

Protein je jaderny fosfoprotein, 393 AA, 53 kDa.
- poprvé popsan jako protein interagujici s LT SV40
- funguje jako transkripcni faktor
- funguje jako tetramer
- konsensus sekvence: 5" - Pu-C(A/T)(A/T)G-Py - 3°

Struktura proteinu: DNA vazebnd doména,
transaktivacni doména, oligomeriza¢ni doména, NLS,
C-koncova regulacni doména




Struktura proteinu p53

N-konec centradlni doména C-konec
1 - N 393
transaktivaéni  SH3 doména DNA-vazebna doména tetramerizacni  regulacni
doména (63-97) (102-292) doména doména
(1-50) (323-356) (363-393)
175 248 273 282

distribution of mutations

- il

245 —’ "249

1.7% 95.1% 3.2%

 J

transactivation sequence-specific DNA binding
B nuclear export signals [l nuclear localization signals

proline rich oligomerization




Funkce p53

p53 funguje jako_transkripcni faktor.

Cilové geny: mdmZ - zpétnovazebni inhibi¢ni klicka
p2 ICTPI/WAFL _ plok 61

bax - apoptoza
GADD45 - oprava DNA




hypoxie
ubytek ribonukleotidu
zkraceni telomer
a dalsi

Signalni () ()
sit’ p53 \\ s

posttransla¢ni modifikace p53 a MDM2

aktivace a stabilizace p53 s ubikvitinace
< ) a degradace p53

N S

inhibice

poskozeni DNA

kontrolni body

bunééného cyklu apoptéza oprava DNA angiogeneze

p21"VA" @ PUMA “ Gadd45 Q Tsp1 m
14-3-36 NOXA p48 Bal1
Gadd45 Bax p53R2 Maspin
Reprimo Scotin GD-AIF

KILLER/DRS

pS3AIP1

Fas/Apo1/CD95

FasL

IGF-BP3

PIGs

PIDD



Funkéni sit’ p53

lack of uv ionizing oncogene xia blockage of
nucleotides radlatlon radiation signaling transcription

L )

(

cellcycle DNA block of
arrest  repair angiogenesis

lon\
return to
proliferation

apoptosis

senescence



p53 - ochrance genomu

A)
DNA damage Increase of p53 protein level,
transactivation of cell-cycle control genea :
\\ cell-cycle arrest in G1 DNA repalr before cell
AI A " division (low levels of
io damage)
[{rﬁ‘g: Apoptosis (irreparable
damage)
B)
Division of damaged cells
(mutations, aneuploidy)

no cell-cycle arrest In G1 » MALIGNANT

Sq g D T

Mitosis not complatad,
cell death




* regu
* regu
* regu
* regu

Regulace p53

ace transkripce a translace
ace hladiny/stability proteinu
ace bunécné lokalizace

ace aktivity



Regulace stability p53

L4

V normdlné proliferujicich bufikdch je hladina proteinu p53
udrzovana velmi nizka rychlym odbourdvanim.

Klicovou roli v r'egulaci stability p53 hraje protein MDM2 (knock-
out mysi mamz -/-).
MDM2 funquje pro p53 jako ubikvitin ligdza E3: po interakci s
p53 zprostredkovava ubikvitinaci p53 a jeho odbourani
proteazomem.
mamZ je cilovym genem p53
Po‘ssdna modulace exprese MDM2 SNP 309 (.single nucleotide
polymorphism®) v promotorové oblasti, kterd zvysuje expresi

MDM2 a tim potencuje Ucinek vrozené mutace p53 (vyvo
nadort v mladsim véku) (2004).

Popsan protein MDMX, ktery je také reguldtorem p53:
nezprostredkovava jeho degradaci, ale inhibuje jeho schopnost
aktivovat transkripci cilovych gen.



Uloha proteinu MDM2 v regulaci p53:
v normdlni a poSkozené bunce

_ (a) Nomﬁal_ceils m l
D, >’
- "ﬂ -qa v

Ubiquitin-mediated >
p53-Mdm2 complex degradation p53 degradation

(b) Damaged cells

No p53-Mdm2 complex

p53 accumulation

V poskozené burice je znemoZznéna vazba MDM2 k p53 a p53 je
stabilizovan.



Regulace vazby p53 - MDM2

p53 interaguje s MDM2 malou doménou na N-konci.
Interakce muze byt znemoznéna fosforylaci p53 v této oblasti.

p53 je fosforylovadn jako odpovéd’ na bunécny stres (poskozeni
DNA, hypoxie, ...) kindzami: Chk1l, Chk2, ATM a ATR, JNK,
Polo-like kinase,...

Buniky s mutacemi v ATM a Chk2 maji poskozenou schopnost
stabilizovat p53!

Vrozend heterozygotni mutace v genu chk2 (.62 checkpoint
kinase") byla detekovana u LFS!!

(Mutace chk2 v zarodecné linii se vyskytuji asiul,1az 1,4%
zdpadni populace a az u 5% pacientek s nadorem prsu (1.
vrozend mutace cAA2 je spojena s vyssim rizikem vyvoje tohoto
hadoru).

Rlzné stresy vedou k rtznym spektrium fosforylaci na p53.




Kdo napr. prispiva ke stabilizaci p53?

c-Abl: podili se na stabilizaci - vdze se na p53 a
znemoznuje ubikvitinaci

HIF1o (.hypoxia-inducible factor 1a”): stabilizuje a
aktivuje p53 - souvislost s vyvojem nadord!

ARF (p144%F) - inhibuje MDM2 - stabilizuje p53 -
JClkO odpoved’ na deregulovanou aktivitu rady
onkogenu

(hapf. vysoka hladina volného B-kateninu vede ke stabilizaci
p53 pres ARF: v pocdatecnich stadiich vyvoje kolorektalnich
karcinomi byva jesté funkcni p53, ale hypermetylovany
promotor genu pro ARF;

dvojity vztah p53- B-katenin: volny B-katenin stabilizuje p53
- p53 TransakTNUJe Siah-1, ktery odbour'ava B-katenin)




Uloha proteinu MDM2 v regulaci p53:
funkcni a nefunkcni p53

(a) Wild-type p53

Transcription p53-Mdm2 complex p53

(b) Mutant/inactive p53

Mo Mdm2

DNA——' Mdm2 I

Mo binding

p53 accumulation




Regulace bunécné lokalizace p53

p53 md na C-konci nékolik signdlt jaderné lokalizace -
NLS, je po syntéze transportovan do jadra.

p53 ma dve sekvence pro export z_jadra - NES: v
oligomerizacni domené (ve funkCnim tetrameru
odstinéno) a na N- kona v MDM2 vazebné doméné.
Export z jadra je vyrazne potencovan vazbou MDM2 (i
kdyZ vazba MDM2 neni podminkou) a také ovlivnén
fosforylaci v dané oblasti: fosforylace vyvoland
stresem inhibuje transport z jadra (vedle toho, Ze
zZnemoznuje vazbu MDM2)

Popsdna kindza Parc, kterd zadrzuje p53 v cytoplasmé.



Regulace aktivity p53

Regulace schopnosti p53 vdzat se na DNA a interagovat s dalsimi
komponentami transkripéniho aparatu - regulovano
posttranslacnimi modifikacemi.

Predevsim ruzné kovalentni a nekovalentni modifikace (fosforylace,
Sumoylace, glykosylace, acetylace, ubigurtinace, neddylace) C-
konce p53 ovliviiuji schopnost p53 vdzat se na DNA: p53 je
napr. aktivovana fosforylaci ser392 (indukovano UV), Sumoylaci
Lys386, acetylaci C-konce...

N-konec? Stresem indukovand fosforylace N-konce potencuje
interakce s acetyltransferdazami, které acetyluji C-konec (a
také acetyluji histony v nukleozomech v cilovych promotorech)



Posttranslacni modifikace p53

$6-CK1 p38, PKR, CK2- S392
$9-CK1 PIAS1,UBC9, MDM2- L386
(-)SIR2, p300/CBP, MDM2- L382
T18-CK1 PKC-S378
$20-Chk2, JNK, MAPKAPK2 PKC, GSK-3B-5S376
$33-p38 p300/CBP, MDM2, NEDD8-L373
$37-ATR, DNA-PK SET9, p300/CBP, MDM2, NEDDS- L372
$46-p38, HIPK2 $149-CSN-K MDM2, NEDDS- L370
T55-TAF1, ERK2 T150-CSN-K L320-PCAF
T81-JNK T155-CSN-K $315-CDK2,CDC2, GSK-3
% L305-p300 |
50 100 150 200 250 300 350 393
p Y b [
? phosphate | acetyl T ubiquityl ? sumoyl 1 neddyl T methyl (alternative modifications)

Posttranslacni modifikace souviseji s regulaci aktivity a také stability
pb3.



Inaktivace p53 v nddorech

- Mutace

+ Jadernd exkluze (37% zanétlivych karcinomt prsu,
vice nez 90% nediferencovanych neuroblastom)

+ Interakce s virovymi onkoproteiny (LT SV40, E1B,
E6)

+ Amplifikace mdmZ (neuroblastomy), pripadné
mdmX (gliomy)
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Frekvence mutaci p53 v nadorech



Typy mutaci p53

+ predevsim bodové missense mutace
»  kratké delece a inzerce (vice v okrajovych cdstech genu)

p53 (n=15,122) APC (n=15,451) ATM (n=617) BRCA1 (n=3,703)

in frame

frameshift [ | missense [l deletions/ [ nonsense [ silent [ | splicesite

insertions



Distribuce mutaci v molekule p53

Distribuce neni pravidelnd:

- predevsim centrdlni DNA vazebna
doména - ,hot spots”

- oligomerizaéni doména

- introny (v mistech sestrihu)

NH2 [ 1 ; 1]
100 200
175 248 273 282
245—| "249

distribution of mutations

1.7% i 95.1% 3.2%

transactivation sequence-specific DNA binding
I nuclear export signals [l nuclear localization signals

proline rich oligomerization

‘ All Tumors
COQOH

300

Nejcastéji mutované kodény p53: 175, 245, 248, 249, 273, 282.



Mutace p53 v nadorech

typické spektrum mutaci u urcitych ndadort
typickd spektra pro uréité kancerogeny (.fingerprints®)

nekteré mutace typické pro urcity geneticky background (BRCAI,
BRCA2)

rdzné mutace mohou mit rizny dopad ha vlastnosti nddoru
(Cdstelnad inaktivace, konformaéni mutace, korelace genotypu a
fenotypu)

lisi se mutacni spektra somatickych a vrozenych mutaci



Dusledek Spatnych oprav DSBs pro
genetickou stabilitu

Ll

i ‘ ] e
NHEJ (error-prone)
SSA (error-prone) HR (error-free)

NHEJ - nonhomologous end joining
SSA - single-strand annealing

HR - homologni rekombinace




Sit’ proteinu, které opravuji dvouretézcové
zlomy DNA homologni rekombinaci

Double-stranded breaks

modré Sipky:
fosforylace

I

§ LrnFraumem syndmme I' y / Fami!}eﬂ breast and )
\ ovarian cancer
= 3 5 o
W o e
p _ I;.:'*.».-._..._;.1__-».,-»\-. 2. ...;"'_F‘.;F‘_-;gez- ﬁ"ﬁa o .?_-__ﬂ‘. o
. Numegﬁn breakage synﬂmme ,
T \
Ii‘l

Ata:ua telang iectasia- like dlsorder .
y ia

i —

Cell-cycle checkpoints DMA repair ‘

Tyto proteiny udrzuji integritu genomu, jejich mutace
predisponuji k vyvoji nadord.




Fyziologicky vyskyt DSBs

- meioticka rekombinace

+ prestavba gent pro imunoglobuliny a receptory T
bunék a B bunek (V(D)J)



Ataxia - Telangiectasia (A-T)

Autozomadlni recesivni onemochéni, frekvence vyskytu asi 1:40.000
narozenych lidi (USA); frekvence nositell asi 1%.

progresivni neuromotorické dysfunkce souvisejici s postupnou
degeneraci (ataxii) nékterych oblasti mozku (cerebellum)

endokrinni dysfunkce

dysfunkce imunitniho systému

sterilita, pred¢asné stdrnuti

citlivost k ionizujicimu zdfeni, inhibitorim topoizomerdz,...
zvysené riziko vyvoje nddoru




Ataxia telangiectasia

zvysené riziko vyvoje nddoru:
u 38% pacientli s AT se vyvine béhem (zkrdceného) Zivota
nador - predevsim (85%) T-lymfomy a CLL - chronicka
lymfocytarni leukémie, ale také zvyseny vyskyt nddort
Zaludku, meduloblastomi, gliomu, nddort mocovodu
heterozygoti (nositelé) ATM maji asi 2-3x zvysené riziko
nddoru prsu a CLL

heterozygoti maji ¢dstecné zvysenou citlivost k ionizujicimu
zdreni (— haploinsuficience)

(USA - 1995: nositelé mutaci ATM predstavuji asi 1%
populace a maji asi 5% v3ech nddori)




Ataxia telangiectasia: gen

lokalizovdn na chromozomu 11 (11922,3), 66 exond
exprimovdn ve vsech tkanich

popsdno vice nez 250 riznych mutaci A7M, nékteré jsou
frekventnéjsi, Casté je zkrdceni proteinu

zdd se, Ze existuje vztah genotyp - fenotyp

)
2%2% 9% 7% |
5% 48 '

75% 40/ ' 204

p53(n=15,122) APC (n=15,451) ATM (n =617) BRCAT1 (n=3,703)

in frame

frameshift [ ] missense [l deletions/ [ nonsense [ silent [ splice site

insertions



Ataxia telangiectasia: protein

3506 AA, 370 kDa, prevdzné jaderny fosfoprotein

serin/threonin protein kindza, C-konec vyrazné homologni s
kindzou PI3K (PIKK rodina .PI3K-like protein kinases": PIRK, ATM,
ATR, DNA-PKs, TRRAP,..)

Je aktivovan dvouretézcovymi zlomy DNA (DSBs) vyvolan)'/mi napr.
ionizujicim zdrenim (ne UV!), inhibitory topoisomeraz.

Aktivace ATM predstavuje bezprostredni a primdrni reakci na
DSBs, ne jedinou. Pozdéji jsou aktivovany dalsi ATM-nezavislé
signalni drdhy.

V neposkozenych burikdch jsou v neaktivni formé - tvori neaktivni
dimery.

Signdlem aktivace ATM zrejmé neni primo dvouretézcovy zlom, ale
zménénad struktura chromatinu v misté zlomu.

Aktivace: vzdjemnd (auto)fosforylace (ser198) a uvolnéni z
dimeru; silna adherence v poskozeném misté - zrejmé platforma
pro prisedani dalsich enzymd.




Cilové proteiny ATM

ATM po aktivaci DSBs:
* inferaguje s p53

+ fosforyluje p53 na serl5 (— stabilizace a aktivace
p53, indukce interakce s CBP/p300 a nasledné
acetylace p53 na Lys-382)

+ defosforyluje ser376 na p53 (— aktivace p53:
indukce interakce s proteinem 14-3-3 a tim
posileni DNA vazebné schopnosti p53)

+ fosforyluje MDM2 alespofi na dvou mistech (—
uvolnéni komplexu MDM2-p53)

- Fosforylace a aktivace dalich substrat: hapr.
Chk2, c-Abl, BRCA1, NBS1, FANCD?Z2 a dalsich.



Cilové signdlni drahy ATM

DSBs

l
e ATM

cAbl hk1 Non-Homologous
P | GA{ End Joining
INK Chk2
p33
NF-xB Homologous
Recombination
I AP-1 p21 RPA Repair
1 . :

|STRESS RESPONSES Cde25A  Cde25C DSB REPAIR
jies o
CyclE/Cdk2 CyclA/Cdk2 CyclB/Cdc2
Gl »g— G2 >M

CELL CYCLE REGULATION




Uloha proteinu ATM

Jako odpovéd’ na dvouretézcové zlomy DNA:
+zastavit bunécny cyklus

» indukovat reparaci DBS: mimo jiné primou

interakci s proteinem RAD51 (RAD51 interaguje také s
BRCA1 a BRCA2)

Této funkci odpovidaji klinické symptomy typické pro
A-T: pohlavni bunky, ktere prochazeji meiozou a
meiotickou rekombinaci, a zrajici lymfocyty, ve
kterych dochazi k V(D)J rekombinaci, jsou
citlivéjsi k nepritomnosti funkce ATM i:> sterilita,
imunodeficience,..)



.Nijmegen breakage syndrome™ - NBS

Velice podobné symptomy jako pacienti s A-T, i kdyZ klinicky
rozlisitelné onemocnéni: mikrocefalie, mentdini retardace (tyto
dva znaky specifické pro NBS), rustovd retardace, endokrinni
dysfunkce, imunodeficience, citlivost k zdfeni, zvysené riziko
vyvoje hddord, predevséim B-lymfomu (asi u 40% pacientl se
vyvine lymfom do 20 let).

Také na drovni bunek silné podobnosti: zvysend ,lamavost”
chromozom - souvisi s neschopnosti opravovat dvouretézcové
zlomy (DSB).

Spojeno s mutaci genu NBSZ (8q21).
Autozomadlné recesivni dédi¢nost




.Nijmegen breakage syndrome”™ - NBS

* Protein NBS1 (nibrin: ,bratranec ATM") je
soucasti trimeru (MREll a RAD50), k’rery
interaguje s misty dvouretézcovych zlomt DNA a
pripravuje je na jejich opravu. NBS1 v komplexu
funguje jako .senzor" - bez jeho pritomnosti
MRE11-RAD50 neni lokalizovdn v mistech DSB - i
jako efektor - podili se i na samotné opravé.

(MRE11 je mutovan ve vzacném onemochéni ATLD
(.AT-like-disorder"). MRE11 ma nukleazovou
aktivitu, v mistech DSB odstépuje nukleotidy a
tvori jednoretézce DNA.




-.Nijmegen breakage syndrome™ - NBS

+ DSB stimuluji ATM a ATM fosforyluje (vedle
dalsich proteint) NBS1 (a MRE11).

+ Tato fosforylace je nutnd pro sprdavnou bunécnou
odpovéd’ na DSB. Je nutnd pro zastaveni syntézy
DNA v pripade, Zze se ha DNA vyskytuji DSB.

— ATM nejenom zastavuje bunécné déleni v pripadé
poskozeni DNA, ale také (prostrednictvim NBS1 -
funguje i jako transduktor) startuje opravy DNA.

» Souvislost funkce ATM a NBS1 vysveétluje
podobnost syndromt AT a NBS.




Dédicna forma nddoru prsu

Pri¢inou dominantné dédi¢né formy nddoru prsu jsou vrozené
mutace v genech BRCAI a BRCAZ.

BRCAI(17q21). 85 (80)% ravdepodobnos’r vyvo je nddoru prsu do
70 let veku a 63 (59)% pravdepodobnos’r vyvoje nadoru
vaJecmku 3-4x zvysené riziko vyvoje nddoru zaludku, ledvin,
streva a prostaty.

BRCAZ (13q12-13): je spojena s 80% pravdépodobnosti vyvoje
~ nddoru prsu_jako u BRCAI a 25-27'% pravdépodobnosti vyvoje
hadoru vajec mku (Nadory se objevuji v prumer'u V 0 héco
vyssim véku nez u BRCAL) Zvysené riziko dalsich typl nadord:
nagory streva, pankreatu, prostaty, leukémii a thyroidniho
nadoru

Somatické mutace gent BRCA jsou vzdcné u sporadickych nddord!




BRCAI1, BRCAZ

Nemaji homology u kvasinek nebo drozofily - jsou to
pomérné ,mladé” geny.

Oba geny kdduji velké proteiny, které ~lsou )
exprimovany v Fadeé tkani a jsou lokalizovany hlavne
v jadre.

Oba proteiny hraji vyznamnou roli pfi ochrané
struktury chromozomu, jejich funkce ale neni
totozna. un?ug)l r]ako .caretakers”, udrzuji
genetickou stabilitu



Funkce BRCAZ2

Interaguje primo s RAD51 a reguluje jeho
dostupnost a aktivitu. RAD51 (homolog
bakteridlniho proteinu RecA) je naprosto nezbytny
pro opravu DSB, a to mechanismem rekombinace
mezi homolognimi sekvencemi DNA (HR).

MoZny mechanismus: Poskozeni DNA aktivuje ATM
nebo ATR (.DNA damage-signaling kinases"), které
fosforyluji a tim aktivuji komplex BRCA2-RADbSI1.
Aktivovany RAD51 naseda na poskozené
jednoretézcové Useky DNA a aktivuje homologni
rekombinaci. Uvolnéni z opravenych ¢dsti DNA je
spojeno s defosforylaci komplexu.




Hypoteticky model funkce BRCAZ2
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Funkce BRCA1

BRCA1 je také nutny pro efektivni HR, ale jeho
presna funkce je mnohem méné zndmd. (Urcité ne
primou regulaci RAD51.) Zrejmé se uplatiuje vice
mechanismy a také jak pri detekci DSB (sensor)
tak jako efektor pri bunécné odpovédi na DSB.

BRCA1 hraje roli pri detekci DSB, objevuje se v
mistech DSB velmi rychle. Je fosforylovdn
kindzami ATM, ATR, ChK2 a fosforylace ovliviuje
jeho funkci.

Zrejmé rlzné kindzy zplsobuji ruznou konfiguraci
fosforylaci BRCA1: to mlze odrdzet rizné
okolnosti poskozenych mist a indukovat odlisné
odpovédi - konfigurace opravnych mechanismi.




Funkce BRCA1

* V oblastech DSB je rychle modifikovdn chromatin
(fosforylace, acetylace histoni, prestavba
chromatinu - pristup pro reparacni mechanismy),
BRCA1 interaguje se SWI/SNF, HDAC/HATS,...

+ BRCALl interaguje s komplexem
MRE11/RAD50/NBS1, inhibuje nukleazu MRE11 a
tak reguluje délku jednoretézcd.

+ BRCAIl interaguje s DNA helikazou, BLM (mutovany
u Bloomova syndromu; homolog RecQ),..

+ Za normdlnich okolnosti se BRCA1 podili na
transkripéni represi GADD45 (mimo jiné cilovy gen
p53). Po fosforylaci BRCA1 uvolnéni represe.




Funkce BRCA1

+ BRCAL1 se podili na .transcription-coupled repair":

+ BRCAl interaguje s proteiny MSH2 a MSH6, které
se podileji na opravé chybného pdrovdni.

» Pri signalizovani poskozeni DNA je zastaven
procesing mRNA, mimo jiné plisobenim proteinu
BARD1. Komplex BARD1-BRCA1 ma ubikvitin
ligdzovou aktivitu - moznd degraduje enzymy nutné
k procesingu RNA (mutace BARD1 detekovany u
nadord - postrddaji tuto funkcil).

* Protein kodovany genem FANCDZ (mutovany u
Fanconiho anémie) je kolokalizovdan s BRCA1 do
oblasti poskozeni DNA.

—Hypotetické: Nemd BRCA1 funkci leseni?




Hypoteticky model funkce BRCA1

Sensing/signaling DNA damage

MSH2
MSHE
BLM
s BARD1
MRE11 6
RADS50
Nbs1
DSB resection Ubiquitin ligation
3 | SWI/SNF
BACH1
HDAC Transcriptional regulation MSH2
P300/CBP of GADD45 MSH6E
RNA pol. 1l
_TITT 5 P300/CBP

Altering DNA topology Transcription, transcription-coupled repair
at damage sites



Souvislost mutaci BRCA1 s mutacemi dalSich gent

Mutace obou alel BRCAI nebo BRCAZ je pro buriku letdlni a
preziti je zrejmé spojeno s mutacemi v nékterych kontrolnich
bodech bunééného cyklu, napr. p53 (.Uzké okno preziti®).
Chronologicky: vrozend mutace BRCA — inaktivace p53 —
mutace druhé alely BRCA (mutace druhé alely BRCA se skuteéné
béhem kancerogeneze objevuje pomérné pozde).

Frekvence mutaci p53 vyssi u nddort s mutacemi BRCA nez u
sporadickych nadord (plus jiné spektrum mutaci).

Podobnou roli jako mutace p53 mohou hrdt mutace gend
spojenych s kontrolnim bodem sestaveni mitotického vreténka:
Bubl, BubR1.

Jiné vysvétleni: mutace BRCAI a 2 prezivaji pouze buriky prsu a
vajecnikd, a to diky anti-apoptotickému plsobeni estrogend.



Gen BRCAI1

22 kddujicich exond

Vice nez 2000 unikdtnich mutaci, vyznam nékterych zatim
nejasny (tzv. UCVs - ,unclassified variants").

U neékterych populaci specifickd mutaéni spektra.

Histopatologické znaky nadort prsu spojenych s mutacemi v
BRCAL Casto meduldrni typ, infiltrace lymfocyty; Casto
negativni na hormondlni receptory, HER2/neu negativni, malo
diferencované.

Casto odlidnd chemocitlivost oproti sporadickym nddor{im
(odpovidaji dobre na platinové derivdty).




Gen BRCAZ

26 kodujicich exond

Vice nez 1000 patogenich mutaci a jesté vice UCVs nez u
BRCAL



RecQ helikazy

* Rodina RecQ helikdz se podili na udrzovadni
stability genomu: separuji komplementarni retézce
DNA s pouzitim energie z hydrolyzy ATP.

* Do rodiny RecQ helikdz patri:

BLM (Bloomuv syndrom)

WRN (Werneruv syndrom)

RECQL4 (Rothmund-Thompsoniv syndrom - RTS)
- vSechny syndromy jsou spojeny s vyssim rizikem
vyvoje nhadordl




Bloomuv syndrom - BS

Nesmirné vzdcné autozomadlné recesivni
ohemochéni.

- maly rist (proporcni) (zvysend apoptéza v
dusledku vysoké mutability?)

- vyrazna predispozice k vyvoji nadord

+ typicky (ptaci) oblicej, typicky vysoky hlas

+ precitlivélost ke slune¢nimu zdreni

+ Casty Diabetes mellitus

- sterilita muzt (ztrdta spermatogeneze),
snizenad fertilita Zzen (predcasny ndstup
menopauzy)

- imunodeficience




Bloomuv syndrom

+ Pricinou klinického fenotypu je ziskani mutovane
alely genu BLM od obou rodicu.

* Heterozygoti jsou zcela zdravi.
* Gen BIM je lokalizovdn na chromozomu 15q26.1.

* Mutace B/M je obecné v populaci velmi nizkd
(2003: od roku 1975 nahlaseno po celém svété asi
220 prlpadu) pouze u Ashkenazi zidu je vyssi
frekvence vyskytu (nositelem je 1 ze 110 lidi, a to
mutace blmAsh: 6-pb delece a 7-pb inzerce v exonu
10; v jinych populacich nebyly detekovany
specifické mutace).

- Mutace BLM viech typl: missense, frameshift,
nonsense, splice-site




Nddory u BS pacient

+ vysokd frekvence (benignich i malignich)

- Siroké spektrum nddort (akutni leukémie, lymfomy,
nadory JGZYkG hrtanu, plic, jicnu, strev, kize, prsu,
délozniho Cipku,...)

- velice nizky vék (primérny vék diagnézy 24.7 roku)
- vysoka frekvence mnohocéetnych primdarnich nadort
nddorové onemocnéni je nejCastéjsi pricinou Umrti

Na bunééné drovni onemocnéni spojeno s extrémné
vysokou mutabilitou — ..somatic mutational
disorder’. Lze pozorovat velmi komplexni prestavby
na chromozomech viech bunék pacient.




Werneruv _syndrom - WS

Vzdcné autozomdlné recesivni onemocnéni, frekvence
vyskytu je asi 1:22.000 - 1.000.000.

* AZ do dospélosti normdlni fenotyp. Pred¢asné
stdrnuti: ztrdta elasticity kize, $edivéni vlasu,
ridnuti vlast, ztrdta podkozniho tuku (postizeni
vypadaji asi o0 20 az 30 let starsi). Primérny vék
47 let.

+ Zvysené riziko vyvoje nadoru (asi 30x): oproti
normalni populaci (10:1) predevsim zvysené riziko
vyvoje neepitelidlnich nadort (1:1). Predevsim
sarkomy mékkych tkani, osteosarkomy, melanomy,
thyroidni nadory...




Werneruv
syndrom

WS patient age 15 yrs | WS patient age 48 yrs

Onemocnéni zplisobeno mutaci genu WRN, ktery je na chromozomu
8pl2.

Protein WRN mad 1432 AA, je to DNA helikdza z rodiny RecQ helikdz,
blizce pribuznd BLM.

Mutace WRN prevdzné non-sense a frameshift = zkrdceny protein.

Mnoho postiZzenych je mezi Japonci.



Rothmund-Thompsonuv syndrom -
RTS

» Popsdn puvodné jako onemocnéni spo jenés
abnormalitami pigmentace kuZe a ztratou vlasd,
postizeni skeletu.

* Onemocneni spojeno se zvysenym rizikem vyvo je
nadord, Casto detekovanych pred 25. rokem Zivota.
Spek’rr'um nadort $irsi, ale hlavné osteogenni sarkomy.

* U nekterych postizenych je mutovan gen RECQ4
(pribuzny BLM a I/I/RN) ktery se nachazi v lokusu
8q24 3. Zatim se nevi, zda za RTS odpovédnd mutace i
jiného genu nebo zda eplgene’rncke zmeny RECQ4.

- BLM, WS, RTS maji spole¢né: zvysend genetickd
nestabilita.

- Autozomadlné recesivni dédié¢nost.




Rothmund-Thompsoniv syndrom

Left: 14-years-old RTS child: bone abnormalities-
thumb hypoplasia and genu valgus- ,
poikiloderma and growth delay
with proportionate stature can be seen;

Right: 14-years-old RTS child:
poikiloderma of the face is clearly visible.




Fanconiho anémie - FA

Autozomadlné recesivni onemocnénti, velmi vzacné: ¢asto mensi
vzrist, zmény pigmentace, mikrocefalie,.. (heterogenni
ohemocheénti).

Spojeno se selhdnim kostni drené, coz vede k riznym
vrozenym hematologickym abnormalitdm (pravdépodobnost
hematologickych abnormalit 81% ve véku 40 let).
Predispozice k vyvoji nddort, predevsim: leukémie (AML),
hepatoceluldrni karcinom, dlazdicobunééné karcinomy.

FA je vzdcnad, somatické mutace drahy FA byly popsany u
nékterych sporadickych nadord.




Fanconiho
/. Na bunééné drovni pro FA
anemie bunky charakteristicka

citlivost na ¢inidla zplsobujici
crosslink DNA (pouzivad se i pri

jou : diagnostice).
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Predpoklada se, Ze je vice (11 - FANCA az FANCL) genl zpusobujicich
FA (komplementaéni skupiny). Vsechny kéduji komponenty jediné
nddorové supresorové drdhy a tvori jaderny komplex FA.



