Molekularni a bunécna

*]

biologie nadoru

Prof. RNDr. Jana Smardova, CSc.

Ustav experimentalni biologie
Pfirodoveédecka fakulta
MU Brno

Mgr. Jana Koptikova, Ph.D.

Institut biostatistiky a analyz
LF MU Brno

2020



Molekularni a bunécna

©

biologie nadoru

5. Individualni
dispozice k nadorim
1 Y ’”,.\
Bi9910 ¥

pondeli 16.00 — 18.00
All - ¢. 305

2020



Kolorektalni nadory - CRC

Sporadickeé:

Dédicné:

* Nepolypoézni
Lynchuv syndrom

* Polypoézni
Familialni adenomatozni polypoza coli FAP
Peutz-Jeghersuv syndrom
Familialni juvenilni polypoza
Hyperplasticka polypoza




Kolorektalni nadory

Pouze asi u 5-10 % pacientu s kolorektalnim nadorem je zfejma
vrozena geneticka pricina dispozice k tomuto nadoru, ale z
epidemiologickych dat se odhaduje, ze vrozené dispozice
odpovidaji mozna za 15 a vice % vSech kolorektalnich nadoru
(,clusterovani“ CRC nadoru v rodinach).

Zrejmy je vliv vnéjSich faktoru, predevsSim diety (zZivocisné tuky,
Ccervené maso, nedostatek vlakniny).

Historicky pfiklad: V Japonsku byvala nizka incidence nadoru
stfeva a vysoka incidence nadoru zaludku. Emigranti do USA
vykazovali vyrazné zvySovani incidence nadoru stfeva. V
soucCasnosti postupné zvySovani incidence nadoru stfeva s tim
jak postupuje ,westernizace” Japonska.




Phakomatosy

,phakos” (fec.) - materské znaménko

1932 - takto oznacena kategorie syndromu, které se vyznacuiji
velkym mnozstvim benignich lézi, které tak predstavuji
znameni, predzvest mozneho vyvoje nadoru

- puvodné zarazeny: neurofibromatéza, syndrom von Hippel-
Lindau

- dnes asi 10 onemocnéni: FAP, juvenilni polypéza, Peutz-
Jeghersulv syndrom, Gorlinuv syndrom, Cowdenuv
syndrom, syndrom dysplastickych névu,...




Familialni adenomatozni
polypéza - FAP

autozomalneé dominantni dedicné onemocnéni

U pacientu s FAP se vyvijeji stovky az tisice benignich kolorektalnich
nadoru, z nichz nékteré progreduji do karcinomu, nejCastéji beéhem
druhé a tfeti dekady zivota. Primérny vék detekce nadoru u FAP
pacientu je 40 let.

>

Polypy, které se objevuji u pacientd s FAP, jsou totozné s polypy
sporadickymi a také nemaiji véetsi riziko maligni progrese nez sporadicke
polypy. Ale jejich velky pocet ,zajiStuje”, ze nektere se s jistotou v maligni

vyvinou. Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Familialni adenomatozni
polypoza

» zvySeneé riziko vyvoje thyroidnich nadoru, nadoru tenkého streva,
zaludku a mozku

« Casto i mimostrevni projevy, vCetné poskozeni sitnice, osteomy,
desmoidy kuze,...

Mezi pacienty s FAP je pozorovana velka variabilita, byly popsany
varianty FAP:

« Gardneruv syndrom - charakteristické jsou nadory mékkych tkani,
osteomy, abnormality zubu, ...

» Neékteré formy FAP s niz§im pocétem strevnich polypu (10 az 100)

« Turcotuv syndrom - typicka je kombinace nadoru nervového
systému a nadoru stfeva (ne vSechny pfipady Turcotova syndromu
jsou ,FAP® - nesouvisi s mutacemi APC)




Tvorba adenomatoéznich
polypu u FAP

A. Normalni strevni epitel:

diferencované buriky klku
B. - C. vyvoj polypu:
adenomatozni tkan
D. - F. mikroadenomy

Bienz M and Clevers H, Cell 103 (2000) 311-320




Familialni adenomatozni
polypoéza

FAP je spojena s vrozenymi mutacemi genu APC.

Ten je lokalizovan v oblasti 5g21.

Béhem kancerogeneze musi byt inaktivovany obe kopie genu
APC (< Casty ,LOH" 5q).

Somatické mutace APC také hraji kliCovou ulohu pfi vyvoji
sporadickych kolorektalnich karcinomu, jsou detekovany alespon
u 80% vSech CRC.

Vysoky podil mutaci, které vedou ke zkracenym proteindm.
Relativni vztah mezi typem mutace a prubéhem onemocnéni.




Struktura proteinu APC

Mutation cluster region
B Oiigomerization B OLG/PTP-BL binging B B-catenin binding (15-aminc-acid repeat)
= Amadilo repeal E Nuclear export signal : B-catenin downregulaion (20-amino-acic repeat)
B Microtubue binding I Nuclear import signal = samp {axin/eonductn binding)
L EB1RP1 binding =  CDK consensus
site (p34°9<2 binding?)

Fodde R et al, Nat Rev Cancer 1 (2001) 55-66




Mutace APC

« VétSina mutaci APC vede ke zkracenym proteinum, které postradaji
rizny pocet sekvenci nutnych k regulaci p-kateninu.

* Vrozené mutace se nachazeji v 5'poloviné genu APC, somatické
mutace potom predevsim mezi kodony 1286 a 1513.
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Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




mutation frequency

Struktura APC a mutacni
spektrum

B-catenin binding
armadillo B-catenin and microtubule
oligomerization repeats binding down regulation binding
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Mutace APC

 Pozice a typ druhé mutace u FAP zavisi na miste prvni mutace!
Specifické genotypy jsou selektovany béhem Casné faze
kancerogeneze CRC tak, aby zbytkova hladina p-kateninu byla
,optimalni“, nikoli maximalni (apoptoza).
(princip ,tak akorat")

= Alespon jedna mutace zachovava ve vysledné molekule alespon
jednu (20 AA) sekvenci nutnou k regulaci 3-kateninu.




Zavislost vrozenych a
somatickych mutaci APC

Germ-line mutation

BT [ Xo—>-

or shorter

" — - R

= CECEEED EHHdE—F'

Second hit
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— Oligormerization — [i~catenin binding (15-aminc-acid repeat)
0 Amadilorepeat o] p-catenin downrequiation (20-amino-acid repeat)

Mature Reviews | Cancer

Fodde R et al, Nat Rev Cancer 1 (2001) 55-66




Dvoji uloha proteinu APC v bunce:
Dvoiji uloha APC pri vyvoji CRC

APC se zfejme uplatriuje jak pfi iniciaci vyvoje nadoru (v
dusledku selektivni vyhody ziskané aktivaci Wnt-1/B3-katenin
drahy), tak také v pozdéjSich fazich vyvoje nadoru tim, Ze je
pricinou chromozomalni nestability.

APC je ,caretaker“i,gatekeeper®.



Dalsi stadia vyvoje
kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinomy predstavuji vyborny model pro
studium kancerogeneze:

 relativné ,standardni“ prubéh od malych adenomu
(do 1 cm), pres stfedne pokrocilé (vice nez 1 cm bez
znamek transformace) a velké adenomy az po plne
rozvinuty maligni CRC

« souvislost mezi ,anatomii®, morfologii jednotlivych
stadii a molekularnimi zmenami, které se odehraly

« model kooperace onkogenu a nadorovych supresoru
béhem kancerogeneze



Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - aktivace K-ras

/

« Specifické bodové mutace
protoonkogenu K-ras nebo N-
ras jsou detekovany alespon u
50% kolorektalnich adenomu
vétSich neZz 1 cm a asi u 50%
karcinomu.

« Mutace ras jsou jen vzacne
(do 10%) detekovany u
adenomuU mensSich nez 1cm.
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—> mutace ras se typicky objevuji Adenomas Cancer
pfi progresi adenomu

Kinzler KW and Vogelstein B, Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - ,,LOH* 18q

« Delece oblasti 18qg
detekovany u 50% velkych
adenomu a 70%
karcinomu.

 Na chromosomu 18q
detekovan gen pro
SMAD4, nékdy
oznacovany jako DPC4
(,deleted in pancreatic g R (R
cancer”). | Adenomas Cancer

« SMAD4 je soucasti
signalni drahy TGF-f.
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Kinzler KW and Vogelstein B, Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - inaktivace p53 %
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« Ztrata 17p je detekovana u
75% kolorektalnich
karcinomu.

« Ztrata 17p je jen vzacné
detekovana u
kolorektalnich adenomd.
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karcinomu.
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Kinzler KW and Vogelstein B, Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Geneticky model
kancerogeneze CRC
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Vyvoj nadoru trva roky
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NORMAL INITIATED PRE-CANCER CANCER
colon 5-20 years adenoma 5-15 years
head and neck tobaccouse 4-10years dysplastic o.ral 6-8 years

leukoplakia

cervix CIN1 9-13 years CIN 3/CIS 10-20 years
lung (smokers) 20-40 pack-years

atypical =
breast hyperplasia DCIS 6-10 years
prostate 20 years PIN =10 years latent cancer 3-15years

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Alternativni genetické zmeny pfri
vyvoji CRC

® Colarectal cancer 1
® Colorectal cancer 2
Both

TRENDS in Genetics

Weinberg RA. The Biology of Cancer. GS 2007

Wood LD et al. Science 318: 1108-1113, 2007
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Geneticky model
kancerogeneze CRC

Aberrant crypt focus Carcinoma

Intestinal epithelial crypts

|

SMADZ/SMAD4 TP53
Crromosome Chromosome
18q LOH 17p LOH

Rostouci tolerance ke zvysuijici se hladiné R-
kateninu!

Fodde R et al, Nat Rev Cancer 1 (2001) 55-66




B-katenin a biologie strevnich
krypt

/

intestinal lumen

V pfipadé mutace APC jsou vysoké

wild-type crypt Apc’ crypt . . . . .
_dy it LA At | R hladiny B-kateninu i bez signalu Wnt,
&t s Breatenin ol Lot ) nediferencované proliferujici buriky putuji

remains ON Qo

na vrcholek strevni krypty a vytvareji
polyp.

®e
Q

cell cycle arrested,
differentiated cells

APC or B-catenin

proliferating,
undifferentiated
progenitors

B-catenin: Tcf/Lef
target genes
induced by Wnts

bottom of crypt

__ Mmutation: progenitor-
like phenotype; site of
future polyp formation

Proliferujici nediferencujici
progenitorove bunky putuji
vzhUru: snizuje se stimulace Wnt

signalem a zvysSuje se tak
degradace [(B-kateninu. Snizuje
se proliferace a postupuje
diferenciace. Diferencované
bufiky odumiraji apoptézou po 3

az 4 dnech.
T

stromal

Na ,dné" stfevnich krypt se nachazeji
replikujici se kmenové burnky, které obsahuji
vysoké hladiny B-kateninu, protoze dostavaji
Wnt signaly z okolnich stromalnich bunék.




Adenokarcinom zaludku a polypo6za
proximalni ¢asti zaludku (GAPPS)

» gastric adenocarcinome and proximal polyposis of the stomach

kliCovy znak GAPPS:
> kobercovité (vice nez 100) polypy z fundickych zlazek (FGPs) v
predni Casti zaludku, nekteré z nich jsou dysplasticke;

» vratnik, predni Cast streva, tenke i tlusté strevo jsou zcela bez
polypu, na rozdil od FAP

» zhruba u 12-84 % pacientu s FAP se objevi FGPs, z toho u asi
poloviny postizenych pacientu je téchto polypu vice nez 100, ale
nejsou dysplasticke

» sporadické FGPs jsou méné Cetné a jen vzacné dysplasticke

Li J. et al., Am.J.Hum.Genet. 98: 830-842, 2016




GAPPS

kliCovy znak GAPPS:

» kobercovité (vice nez 100) polypy z fundickych zlazek (FGPs) v
pfedni ¢asti Zaludku, nékteré z nich jsou dysplastické;

» vratnik, pfedni ¢ast stfeva, tenkeé i tlusté stfevo jsou zcela bez
polypu, na rozdil od FAP
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Li J. et al., Am.J.Hum.Genet. 98: 830-842, 2016
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GAPPS

autozomalné dominantni syndrom

pricinny gen lokalizovan 5922 vCetné LOH

celoexomové a celogenomove sekvenovani neodhalilo pricinné
mutace

Li et al. 2016: analyzou 6 rodin s GAPPS (27 postizenych zastupcu)
byly odhaleny 3 bodové mutace v promotoru 1B genu APC, které
kosegregovaly s vyskytem onemocnéni

mutace snizovaly vazbu transkripCniho faktoru YY1 a nasledné
expresi genu APC (nebo reportérského genu)

tyto mutace se nevyskytuji u FAP!

promotor 1A je metylovany u GAPPS a sporadickych FGPs a také v
normalni Zzalude¢ni mukéze = transkripty 1B jsou v ZaludeCni
mukoze vyznamnéjsi! stirevni bunky jsou ,chraneny” expresi
iIsoforem 1A

Li J. et al., Am.J.Hum.Genet. 98: 830-842, 2016




GAPPS

» APC haploinsuficience je zodpovédna za vyvoj polypu z fundickych
zlazek (FGPs), ztrata druhé alely APC vede k rozvoji dysplasie

» isoformy 1A a 1B jsou in frame, ale lisi se na N konci (1B ma navic
exon 1B a chybi mu exony 2 a 7)

» Specifické bodové mutace ve vazebném misté TF YY1 v
promotoru genu 1B genu APC jsou pricinou GAPPS,
nove a potencialne zavazné varianty FAP.

Li J. et al., Am.J.Hum.Genet. 98: 830-842, 2016




Juvenilni polypo6za coli

autozomalné dominantni syndrom
Nazev ,juvenilni‘ u JPS ani tak neodrazi vék postizenych, jako spis
histologii polypu, ktera se podoba juvenilnim polypum.

34x zvySena pravdépodobnost CRC; celozivotni riziko CRC asi 40%;
prumérny vék dg. CRC 44 let.

Nékteré pripady JPS (asi 20%) jsou spojeny s vrozenymi mutacemi
SMAD4 (DPC4) (18g21.1).

~ TGF-B )

DNA YRR/




Dedicny nepolypo6zni kolorektalni
karcinom - HNPCC = Lynchuv syndrom

HNPCC predstavuji asi 2-4% vSech kolorektalnich nadoru v
zapadnich zemich.

Prumérny vék detekce nadoru u HNPCC pacientu je 40 let.
Pacienti nemaji zvySeny pocCet prekurzorovych adenomu.
Celozivotni riziko vyvoje CRC je pro zeny 50%, pro muze 80% a
celozivotni riziko vyvoje nadoru délohy je 60%.

L A4 r o

a mocovych cest.

Vyvoj nadoru souvisi s mutacemi gent MMR, nadory jsou geneticky
nestabilni a progreduiji rychle, jsou ale méné agresivni nez FAP (jsou
diploidni).

Somatické mutace v genech MMR (nejcastéji metylace MLH1) se
nejCastéji vyskytuji u kolorektalnich nadoru, u nadort délohy, a u
nadoru Zaludku (asi 13-15%), u jinych typld nadoru jsou vzacné (asi
2%).




Dedicny nepolypdézni
kolorektalni karcinom

autozomalné dominantni syndrom

syndrom je spojen s vrozenymi mutacemi genu pro opravu chybného
parovani ( ,mismatch repair®):

MSH2 (prvni detekovany; 2p15-16, 106 kDa)
MLHT (3p21; 85 kDa)

- tyto dva odpovidaji za vice nez 90% HNPCC
PMS2 (7p22; 96 kDa)

MSHG (2p16) - odpovida za odlisSny fenotyp

- tyto dva odpovidaji jen za maly podil HNPCC
PMST (2931)

MSH3 (5g11-g12)

- jejich vyznam v MMR je stejné velky, ale jejich mutace jsou jen
vzacne predavany v zarodecné linii

MLH3 (14924.3)




Oprava chybného parovani

« MMR studovan v souvislosti s nadory po objeveni skupiny
sporadickych kolorektalnich nadord, u kterych byly v genomu
nalezeny rozsahlé zmeény v oblastech poly(A). Pozdéji byly
nalezeny obdobné zmény takeé v poly(CA) opakovanich a tento
jev dostal oznaceni mikrosatelitova nestabilita.

« Mikrosatelitova DNA se zda byt zvlasté nachylna k chybnému
parovani, protoze pri syntéze kratkych tandemovych repetic
DNA muze snadnégji dojit ke sklouznuti syntetizovaného
retézce vuci templatu:
napfr. A7 — A6 nebo A8



Dusledky defektu v opraveé
chybného parovani

,Onkogenni“ mutace vznikajici sekundarné v dusledku
nestability repetic (mikrosatelitu) se mohou objevit v kterémkoliv
genu. Popsano napf. u APC, genu pro receptor pro TGFRAII
(sekvence 10A kodujicich 3 lyziny), gen pro BAX (obsahuje
sekvenci 8G - kodony 38-41: u MMR* nadoru se v této sekvenci
vyskytuji Casté inzerce nebo delece jedné baze — to typicky
spojeno s nepfitomnosti mutace TP53).



Priklad dusledku chyb v MMR:
mutace TGF-BRII

wild-type TGF-B
type-Il — (@@
TGF-B

receptor

serine/
threonine
kinase
domain

truncated
—
receptor

degradation l

wild type
Glu Lys Lys Lys Pro Gly
GAA AAA AAA AAG CCT GGT

deletion

mutant

GAA AAA AAA GCC TGG TGA
Glu Lys Lys Ala Trp Stop

Tento gen Casto mutovan u
CRC s mikrosatelitovou
nestabilitou.

V genu se nachazi
mikrosatelit 10A. Casto
deletovan 1 nebo 2 A —
non-sense mutace —
predCasneé ukoncCena
translace — ztrata C-
terminalni signalni domény
= rezistence k signalizaci
TGFB.

(vysledny protein ma 129
nebo 161 namisto 565 AA)



Table 12.2 Genes and proteins that have been inactivated in human cancer cell genomes because of mismatch repair defects

Function of encoded protein  Wild-type coding  Colon Stomach Endometrium

ACTRII
AlM2
APAF1
AXIN-2
BAX
BCL-10
BLM
Caspase-5
CDX2
CHK1
FAS
GRB-14
hG4-1
IFRIIR
KIAA097
MLH3
MSH3
MSHé6
NADH-UO8
OGT
PTEN
RAD50
RHAMM
RIZ
SEC63

SLC23A1
TCF-4
TGF-BRII
WISP-3

GF receptor
interferon-inducible
pro-apoptotic factor
Wnt signaling
pro-apoptotic factor
pro-apoptotic factor
DNA damage response
pro-apoptotic factor
homeobox TF

DNA damage response
pro-apoptotic factor
signal transduction
cell cycle

decoy GF receptor
unknown

MMR

MMR

MMR

electron transport
glycosylation
pro-apoptotic

DNA damage response
cell motility
pro-apoptotic factor

protein translocation into
endoplasmic reticulum

transporter
transcription factor
TGF-B receptor
growth factor

sequence

Qo F
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o

= - A"AD>PIP=-O0>P>=>DO>P>DPIPO>PIDDPD
03‘000000\0@@0*10~13ca

0

> > > > >
& ¥
>
9

>3 >N

O = - O -t

© o =]
>
"]

From A.Duval and R. Hamelin, Cancer Res. 62:2447-2454, 2002.
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Peutz-Jeghersuv syndrom -

PJS

autozomalné dominantni dédicné onemocnéni (Peutz 1921;
Jeghers 1949)

Spojeno s vyskytem typickych pigmentovych lézi okolo rtu a na
sliznicich (nepodléhaji maligni transformaci) a s tvorbou
hamartomatéznich polypu, pfedevSim v tenkém stievu, ale i v
tlustém stfevu a Zaludku. Tyto polypy obvykle zustavaji benigni,
ale mohou malignizovat (pravdépodobné pres adenomy a dale
karcinomy; phakomatosa).

Zvysené riziko ruznych typu nadoru,
pfedevsSim nadoru pankreatu,
gastrointestinalniho traktu,
bilateralnich nadort prsu, vzacnéji
gynekologickych nadoru.
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Peutz-Jeghersuv syndrom

PJS spojen s mutacemi genu LKBY (STK11) na chromozomu
19p13.3.

LOH pozorovana u mensiho podilu hamartomatéznich polypt a u
70% malignich nadoru PJS pacientu — haploinsuficience LKB1
Iniciuje tvorbu hamartomu.

Mutace LKB1 jsou vzacné u sporadickych nadoru.

Zarodec¢né mutace LKB1 asi u 70% postizenych rodin, penetrance
témér uplna (93%). Primérny vék detekce maligniho nadoru je 43
let. Pfedpoklada se existence dalSiho genu zodpovédného za PJS.

Produktem genu je serine-threoninova protein kinaza vyskytujici se v
jadre i cytoplazme.

Vétsina mutaci vede k uplné ztraté proteinu LKB1, bodové mutace
inaktivuji kinazovou aktivitu.

Aktivita LKB1 je regulovana fosforylaci.




Exprese LKB v tenkém strevu
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Kmenové epitelialni buriky jsou v kryptach, diferencuji a béhem 3-5 dnd migruji
na vrchol kIkd; frakce bunék migruje do bazi krypt.

Na vrcholku klku i v bazi krypt buniky prodélavaji apoptézu.

Vysoka exprese LKB1 je na vrcholcich klkt a na bazi krypt — pfedevsim v

bunkach prochazejicich apoptézou.

Yoo LI et al, Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Funkce LKB1

 LKB1 je exprimovan v bunkach prochazejicich apoptoézou.
* Vysoka exprese LKB1 indukuje apoptozu.

« V apoptotickych bunikach je protein LKB1 translokovan do
mitochondrii.

— Protein LKB1 hraje pravdépodobné roli v requlaci apoptozy.

« Podle nékterych studii jsou v nadorech s mutacemi LKB1 vzacné
mutaceTP53 — to naznacuje funkéni souvislost LKB1 a p53
(apoptoza?).

 LKB1 pravdépodobne také indukuje blok bunécného cyklu,
pravdépodobné indukci p21WAFL/Cipl,




Dusledek Spatnych oprav DSBs
pro genetickou stabilitu

NHEJ (error-prone) '
SSA (error-prone) HR (error-free)

NHEJ - nonhomologous end joining
SSA - single-strand annealing

HR - homologni rekombinace

Venkitaraman AR, Cell 108: 171-182, 2002




Fyziologicky vyskyt DSBs

* meioticka rekombinace

« prestavba genu pro imunoglobuliny a receptory B
bunék a T bunék (V(D)J)



Sit’ proteinu, které opravuiji
dvouretézcove zilomy DNA
homologni rekombinaci

Double-stranded breaks

 tyto proteiny udrzuji
Integritu genomu
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Wang JYJ, Nature 405: 404-405, 2000




Ataxia — Telangiectasia (A-T)

 autozomalni recesivni onemocnéni

» frekvence vyskytu asi 1:40.000 narozenych lidi (USA); frekvence
nositelu (tj. heterozygotl) asi 1%

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

« endokrinni dysfunkce

» dysfunkce imunitniho systému

» sterilita, predCasné starnuti

 citlivost k ionizujicimu zafeni, inhibitorm topoizomeraz,...
« zvysené riziko vyvoje nadoru




Ataxia telangiectasia

zvysSene riziko vyvoje nadoru:

» asiu 38 (25) % pacientu s AT se vyvine béhem (zkraceného)
zivota nador - predevsim (85%) T-lymfomy a CLL - chronicka
lymfocytarni leukémie, ale také zvySeny vyskyt nadoru
zaludku, meduloblastomu, gliomu, nadori moéovodii

Approximate incidence
Tumor type in A-T syndrome
MNon-Hodgkin's lymphoma 13%
Leukemia 2%-8%
Hodgkin's lymphoma 4%
Breast cancer 2%-3%
Adenocarcinoma of stomach <1%
Dysgerminoma <1%
Gonadoblastoma <1%
Medulloblastoma <1%
Pancreatic carcinoma <1%
Thyroid carcinoma <1%
Total (All types) 25%

Choi M et al. 2016, DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-15-0945




Ataxia telangiectasia

» heterozyqgoti (nositelé) ATM maiji asi 2-3x zvySené riziko nadoru
prsua CLL
heterozygoti maji Castecne zvySenou citlivost k ionizujicimu
zareni (— haploinsuficience)

(USA - 1995: nositelé mutaci ATM predstavuiji asi 1% populace
a maji asi 5% vSech nadoru)




Ataxia telangiectasia: gen

lokalizovan na chromozomu 11 (11922.3), 66 exonu
exprimovan ve vSech tkanich

popsano vice nez 250 (167) rznych mutaci ATM, Casté je zkraceni
proteinu

zda se, Ze existuje vztah genotyp - fenotyp

14%

2% 9% 7%
% He 51% -

75% 2% Ty

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

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

Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Spektr

um mutaci ATM

Number of somatic
mutations in cancers
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Choi M et al. 2016, DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-15-0945
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Frekvence somatickych mutaci ATM
u ruznych typu nadoru



Ataxia telangiectasia: protein

3506 AA, 370 kDa

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

Je aktivovan dvouretézcovymi zlomy DNA (DSBs) vyvolanymi napf.
ionizujicim zarenim (ne UV!), inhibitory topoisomeraz.

Aktivace ATM predstavuje bezprostredni a primarni reakci na DSBs
(ne jedinou). Pozdéji jsou aktivovany dalSi ATM-nezavislé signalni
drahy.

Cilové proteiny

fosforyluje p53 na serl5 — stabilizace a aktivace

fosforyluje MDM2 alespon na dvou mistech — uvolnéni komplexu
MDM2-p53

fosforylace a aktivace dalSich substratu: napr. Chk2, c-Abl, BRCA1,
NBS1, FANCD2 a dalSich



Cilové signailni drahy ATM

DSBs
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CELL CYCLE REGULATION

Rotman G and Shiloh Y, Oncogene 18 (1999) 6135-6144




Funkce ATM pri oprave DSBs
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Choi M et al. 2016, DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-15-0945




Uloha proteinu ATM

Jako odpovéd na dvouretézcové zlomy DNA:
« zastavit bunecny cyklus

» indukovat reparaci DBS: mimo jiné pfimou interakci s proteinem
RAD51 (RADS1 interaguje také s BRCA1 a BRCA2)

Této funkci odpovidaiji 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
citlivejSi k nepritomnosti funkce ATM (= sterilita,
Imunodeficience,..)




Nijmegen breakage syndrome
- NBS

Velice podobné symptomy jako pacienti s A-T, i kdyz klinicky
rozlisitelné onemocneéni: mikrocefalie, mentalni retardace (tyto dva
znaky specifické pro NBS), rustova retardace, endokrinni
dysfunkce, imunodeficience, citlivost k zareni, zvySene riziko vyvoje
nadoru, predevsim B-lymfomu (asi u 40% pacientl se vyvine
lymfom do 20 let).

Také na urovni bunék silné podobnosti: zvySena ,lamavost”
chromozomu - souvisi s heschopnosti opravovat dvouretézcové
zlomy (DSB).

Spojeno s mutaci genu NBS1 (8921).
autozomalné recesivni dédi¢nost




Nijmegen breakage syndrome -
NBS

* Protein NBS1 (nibrin: ,bratranec ATM") je -
sougasti trimeru (MRE11 a RADS0), ktery = ~ ——
interaguje s misty dvoufetézcovych zlom(l 2 compier l‘ﬂ .
DNA a pfipravuje je na jejich opravu. :. -

« NBS1 v komplexu funguje jako ,senzor” —
bez jeho pritomnosti MRE11-RADS0 neni i
lokalizovan v mistech DSB — i jako efektor — L W Radsl: BRCA?

rsechion

l Strand invasion

podili se i na samotné oprave. | DNA synthesis
x X-; ------ = >< bTe
. MRE].]. je mUtOVén ve VZéCﬂém l Ligation, branch migration,
Holliday junction resolution

onemocnéni ATLD (,AT-like-disorder®).

« MRE11 ma nukleazovou aktivitu, v mistech
DSB odStépuje nukleotidy a tvori
jednoretézce DNA.




RADS1

RADS2

» polymerizuje, obtali se kolem > zprostfedkovava vazbu Rad51
ssDNA a vytvari pravotocCivée
vlakno, které umoznuje
udrzet ssDNA v natazeném

stavu.

na SSDNA; preferencné vaze
ssDNA, a tim podporuje
annealing komplementarnich
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»& Holliday junction resolution
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Dédi¢na forma nadoru prsu

» Asi 10% nadoru prsu je dédi¢nych, z nich asi 50% souvisi s
mutacemi BRCAl1 a BRCA2.

« Podil vrozeného zvySeného rizika nadoru prsu zpusobena jinymi
zarodeCnymi mutacemi: TP53, PTEN, LKB1 (5-10%) a zfejmé
jesté dalSich, neznamych genu (40%).

» Somatické mutace gent BRCA jsou u sporadickych nadort
vzacneéjsi!




YV VYV

BRCA1, BRCA2

nemaji homology u kvasinek nebo drozofily - jsou to pomérné
,mladé”“ geny (obratlovci)

BRCAL: objeven 1994; lokalizovan 17g21.31; 22 exonu
BRCAZ2: objeven 1994/1995; 13912.3; 27 exonu

koduji velké proteiny, které jsou exprimovany v rade tkani a jsou
lokalizovany hlavné v jadre

hraji vyznamnou roli pfi ochrané struktury chromozomd, jejich
funkce ale neni totozna, nejsou to homology!!

funguji jako ,caretakers®, udrzuji genetickou stabilitu



Model funkce BRCAZ2

Interaguje s RADS51 a
reguluje jeho dostupnost a
aktivitu.

» DSBs aktivuji ATM nebo ATR

» ATM/ATR fosforyluje a tim
aktivuje komplex BRCA2-
RAD51

» aktivovany RAD51 naseda na
poSkozené jednoretézcoveé
useky DNA a aktivuje
homologni rekombinaci;
uvolnéni z opravenych casti
DNA je spojeno s
defosforylaci komplexu
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Wang JYJ, Nature 405 (2000) 404-405




Funkce BRCA1

» popsat presnou funkci BRCA1 je mnohem
komplikovanejsi

« v oblastech DSB je rychle modifikovan chromatin: fosforylace,
acetylace histonu, prestavba chromatinu,...

« BRCA1 se objevuje v mistech DSB velmi rychle: je fosforylovan
kinazami ATM, ATR, ChK2,..., interaguje se SWI/SNF,
HDAC/HATS,...

» BRCAL interaguje s komplexem MRE11/RAD50/NBS1, inhibuje
nukleazu MRE11 a tak reguluje délku jednoretézcu

» BRCAL interaguje s DNA helikazou BLM



Funkce BRCA1

» BRCAL interaguje s proteiny MSH2 a MSH6, které se podileji na
oprave chybného parovani

» Pfi signalizovani poSkozeni DNA je zastaven procesing mRNA, mimo
jiné pusobenim proteinu BARD1; BRCA1 tvofi komplex BARD1-
BRCA1

» Vv oblastech poskozeni DNA je s BRCA1 kolokalizovan protein
kddovany genem FANCD2 (mutovany u Fanconiho anémie)

» odpovida za spravné sestaveni reparacnich komplexu,
které se seskupuji v mistech dvouretézcovych zlomu DNA
— ma funkci leseni



Model funkce BRCA1
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Wang JYJ, Nature 405 (2000) 404-405




Souvislost mutaci BRCAZI s
mutacemi dalsich genu

» Mutace obou alel BRCA1 nebo BRCAZ2 je pro bunku letalni a preziti
je zfejme spojeno s mutacemi v nékterych kontrolnich bodech
bunécneého cyklu, napr. p53 (,uzké okno preziti®).

Chronologicky: vrozena mutace BRCA — inaktivace p53 — mutace
druhé alely BRCA (mutace druhé alely BRCA se skutecné béhem
kancerogeneze objevuje pomerne pozde).

Frekvence mutaci p53 vySSi u nadoru s mutacemi BRCA nez u
sporadickych nadoru (plus jiné spektrum mutaci).

« Podobnou roli jako mutace p53 mohou hrat mutace genu spojenych
s kontrolnim bodem sestaveni mitotického vreténka: Bubl1, BubRA1.

» Mutace BRCAL a 2 prezivaji pouze bunky prsu a vajeCniku, a to diky
anti-apoptotickému plsobeni estrogenu.



Déediény syndrom nadoru prsu a
ovaria

frekvence mutaci BRCA1 a 2 v populaci v CR neni znama, ve
svété 1 : 300-800

polovina pacientek muze zdédit mutaci od svého otce
profylakticka mastektomie (odstranéni prsnich zlaz) snizuje
riziko nadoru prsu z celozivotnich 85% na 1-5% (zbyvajici riziko
muze souviset s problematikou odstranéni celé tkané mlééné
zlazy)

profylakticka adnexektomie (odstranéni vajecniku a vejcovodu)
snizuje riziko nadoru ovaria z predpokladanych 60% (u nosicek
mutace BRCA1) nebo 20% (BRCA2) na 1-5%

operace se doporucuje ve véku 35-40 let

odstranéni ovarii miuze sekundarné snizit riziko onemocnéni
nadorem prsu 0 50% diky estrogenni depleci

Foretova L.: Dédiény syndrom nadoru prsu a ovaria, Medical Tribune XI, 24.3.2015




Jak zlomit Damokluv me¢ BRCA

mutace

= T
B BB raBULKA 1

Celozivotni riziko
vzniku nadoru

Mutace BRCA1

| az 85 % pro nador prsu

I az 60 % pro nador vajecnikd.

I 4x zvySené pro nador kolorekta
I 3x vysSi pro nador prostaty

Mutace BRCA2

| 3% 85 % pro nador prsu

| az 20 % pro nador vajecnikd.

I 4x zvySené pro nador kolorekta
I 2,5x vy3si pro nador prostaty

|

5x vyssi pro nador Zlu€niku a Zlu-

covych cest
I 3,5x pro nador slinivky
I 2,5x pro nador Zaludku
I 2,5x pro maligni melanom
|

6% riziko pro nadoy psliEmsie

TARLI A2
BN TABULKA2

U koho indikovat vysetreni

Familiarni vyskyt:

| Tri pfibuzni s karcinomem prsu nebo vajeéniku v jakémkoliv véku
| Pfipadné dva pribuzni s karcinomu prsu nebo vajecniku, pokud alespor jeden
pod 50 let (u nadoru ovaria bez vékové limitace)

Sporadicky vyskyt:

I Unilateralni nador prsu pod 40 let

| Bilateralni nador prsu pod 50 let

| Nové doporucuje Spolecnost lékarské genetiky testovani viech pacientek
s epitelovymi karcinomy vajecniki bez vékové limitace (dle NCCN)

I VSichni muzi s nadorem prsu

| Duplicita nadoru prsu a ovaria v jakémkoli véku

| Medularni karcinom prsu nebo triple negativni karcinom do 50 let (nové
do 60 let)

V suplementu Klinické onkologie 2012 vysel prehled viech onkologickych praco-
vist, ktera poskytuji v CR preventivni péci o nosicky BRCAT/BRCAZ gendi i o dali
osoby s jinymi dédicnymi nadorovymi syndromy. Dale vy3el prehled viech praco-
vist plastické chirurgie, ktera poskytuji profylaktickeé operace prsou, véetné nabu-
zenych typti operaci a cekacich dob. 5 :

Ondfichova L. Jak zlomit Damokliv me¢ BRCA mutace. Medical Tribune XI (2) 2015




Hereditarni malignity si zaslouzi
vice pozornosti nez dosud

Mutace BRCA1 Ci BRCAZ2 se nachazeji u vice nez pétiny (22 %)
high grade serdznich ovarialnich karcinomu. Nejsou omezeny
jen na tento typ nadoru, vyskytuji se, i kdyz vzacneji, i u
endometriodnich karcinomu. U svétlobunécnych ¢i mucindéznich
karcinomu je vyskyt BRCA1/2 mutace ojedinély.

» BRCA mutace muze byt germinalni, to se tyka dvou tfetin
pacientek s BRCA pozitivnim ovarialnim karcinomem. DalSi
tretina nemocnych ma mutaci somatickou.

Hereditarni malignity si zaslouZzi vice pozornosti nez dosud. Medical Tribune XII (10) 24.5. 2016




Jak vyrovnat diuh vuci BRCA
pozitivhim zenam

Bylo popsano jiz vice nez 200 hereditarnich nadorovych
syndromu...

Diky NGS (testovano 60 pacientl, u nichZ nebyla detekovana
mutace ve vysoce rizikovych genech BRCA, TP53 a HNPCC)
byly odhaleny rizikové patogenni mutace napr. v genech BAP1,
ATM, ERCC2, PALB2, RAD51C, BRIP1, FANCA, FANCI, SDBH
Ci PMS2.

NejCasteji se vyskytovaly mutace v genu ATM, u mnoha
nemocnych byla poskozena také draha Fanconiho anémie.

Priklad: zena s nadorem prsu, s vyraznou rodinnou anamnézou
(matka, sestra), TP53 a BRCA negativni: pozitivni kombinace
mutaci ATM a FANC.

Jak vyrovnat dluh vici BRCA pozitivnim Zzenam. (XXXIX. BOD) AM Review 9, 2015, 10-15




Karcinom prsu u muzu

analyza 823 muzu s karcinomem prsu (a 2 795 kontrol)

(kazdorocne je ve Velké Britanii diagnostikovano asi 350
pfipadu ca prsu u muzu)

zmeny v RAD5YB (SNP 17924.1) zvysuiji riziko karcinomu prsu
u muzu o 50%
vyznamna asociace take s TOX3 (16g12.1)

asi 10% pacientl ma mutaci BRCA2, mutace BRCA1 se u
karcinomu prsu muzu pravdépodobné neuplatriuji

karcinom prsu muzu a zen je pravdépodobné velmi rozdilné
onemocneéni

Orr N. 2012, Nat Genet 44: 1182-1184




RecQ helikazy

« rodina RecQ helikaz (u ¢lovéka je jich 5) se podili na udrzovani
stability genomu: separuji komplementarni retézce DNA s pouzitim
energie z hydrolyzy ATP

« do rodiny RecQ helikaz patfi:
BLM (RECQ2) (Bloomuv
syndrom)

WRN (RECQ3) (Werneruv
syndrom)

RECQ4 (Rothmund-Thompsonuv
syndrom - RTS)

- vSechny syndromy jsou spojeny s
vyS§Sim rizikem vyvoje nadoru




Bloomuv syndrom - BS

nesmirné vzacné autozomalné recesivni
onemocneéni

maly rast (proporéni) (zvySena apoptdza v
dusledku vysoké mutability?)

vyrazna predispozice k vyvoji nadoru
typicky (ptaci) obliCej, typicky vysoky hlas
precitlivélost ke sluneCnimu zareni

Casty Diabetes mellitus

sterilita muzu (ztrata spermatogeneze),
snizena fertilita Zen (prfedCasny nastup
menopauzy)

Imunodeficience




Bloomuv syndrom

priCinou mutace genu BLM lokalizovaného na chromozomu
15926.1

heterozygoti jsou zcela zdravi

mutace BLM jsou obecné v populaci velmi vzacné (mezi lety
1975 a 2003 nahlaseno celosvétové asi 220 pfipadu), vyssi
frekvence vyskytu pouze u Ashkenazi zidu (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 vSech typl: missense, frameshift, nonsense,
splice-site



Nadory u BS pacientu

» vysoka frekvence (benignich i malignich)

« Siroké spektrum nadoru (akutni leukémie, lymfomy, nadory
jazyka, hrtanu, plic, jicnu, stfev, kuze, prsu, délozniho Cipku,...)

« velice nizky vék (prumérny vék diagndzy 24.7 roku)
« vysoka frekvence mnohoc€etnych primarnich nadoru

» nadorove onemocnéni je nejcastéjsi pricinou umrti



Werneruv syndrom - WS

vzacné autozomalné recesivni onemocnéni, frekvence
vyskytu je asi 1:220.000 - 1.000.000

az do dospélosti normalni fenotyp. Pak nastupuje
pred€éasné starnuti: ztrata elasticity kuze, Sedivéni
vlasu, fidnuti vlasu, ztrata podkozniho tuku (postizeni
vypadaji asi o 20 az 30 let starsi). Prumérny vék 47 let
zvysene riziko vyvoje nadoru (asi 30x): oproti TET———
normalni populaci (10:1), pfedevsim zvysené riziko

vyvoje neepitelialnich nadoru (1:1): sarkomy mékkych
tkani, osteosarkomy, melanomy, thyroidni nadory...

pricinou mutace genu WRN, ktery je lokalizovan na
chromozomu 8p12

mutace WRN prevazné non-sense a frameshift =
zkraceny protein

mnoho postizenych je mezi Japonci

WS patient age 48 yrs

Penisi E, Science 272 (1996) 193-194




Rothmund-Thompsonuv
syndrom - RTS

autozomalné recesivni dédiCnost

u nekterych postizenych je mutovan gen RECQ4,
lokalizovany na 8924.3

popsan puvodné jako onemocnéni spojené s
abnormalitami pigmentace kuze a ztratou vlasu,
postizenim skeletu

spojeno se zvySenym rizikem vyvoje nadoru, Casto
detekovanych pred 25. rokem zivota; spektrum nadoru
Sirsi, ale hlavné osteogenni sarkomy




Fanconiho anémie - FA

autozomalné recesivni onemocnéni, velmi vzacné:
Casto mensSi vzrust, zmény pigmentace,
mikrocefalie,.. (heterogenni onemocnéni)

spojeno se selhanim kostni dreng, coz vede k
ruznym vrozenym hematologickym abnormalitam
(pravdéepodobnost hematologickych abnormalit 81%
ve véku 40 let)

predispozice k vyvoji nadoru, predevsim: leukémie
(AML), hepatocelularni karcinom, dlazdicobunécné
karcinomy

FA je vzacna, somatické mutace drahy FA byly
popsany u nékterych sporadickych nadoru




Fanconiho anémie

popsano 11 (FANCA az FANCL) genu zpusobujicich FA
(komplementacni skupiny): nemaji sekvencni homologii, spojuje je
funkCni souvislost

koduji komponenty jediné nadorové supresorové drahy a tvori
jaderny komplex FA, ktery je nezbytny pro aktivaci kliCového
proteinu FANCD2

FANCD2 je monoubikvitinovan jako odpoved na poskozeni DNA,
spolecné s dalSimi proteiny (BRCA1 a BRCA2) je lokalizovan v

oblastech DBSs, podili se na homologni rekombinaci

na bunécné urovni je pro FA bunky
charakteristicka citlivost na Cinidla zpusobuijici
crosslink DNA (pouziva se i pri diagnostice).




Nadory kuze

Melanomy: vyvijeji se transformaci melanocytu -
bunék kuze, které produkuji melanin

Nemelanomové nadory:

- asi 80% predstavuji karcinomy bazalnich bunek

- vétSinu ze zbylych 20% karcinomy dlazdicovych
bunek

- nadory z koznich adnex (kozni ,privesky”, drobné
zlazky, vlasove folikuly,...)




Xeroderma pigmentosum - XP

 vzacné autozomalné recesivni onemocneéni

+ frekvence vyskytu asi 1:1.000.000 v USA a Evropé a asi
1:100.000 v Japonsku a severni Africe

» vysoka citlivost k UV: extenzivni |éze na kuzi exponované
slune€nimu zareni, asi 1000x zvySené riziko ,sunlight-induced”
nadoru kuze*, dale zvysené riziko leukémii a nadoru Zaludku,
mozku, plic

» U nékterych pacientu (18%) spojeno s neurologickymi
abnormalitami.

* XP je spojena se zvySenym vyskytem jak melanomu (5%) tak
nemelanomovych (odvozenych z dlazdicovych a bazalnich
bunék) nadoru kuze (95%)




Xeroderma pigmentosum

90% nadoru kuze se objevuje na obli¢eji, krku, a
hlave - mistech nejvice vystavenych slunci.
Prumérny vék vyskytu nadoru kuze je 8 let
(sporadicky prumérné v 60ti letech).

Spojeno se zarodeCnymi mutacemi v nekterém
genu ze sedmi komplementacnich skupin XP-A
az XP-G. Proteiny kodované témito geny se
podili na nukleotidové excizni opravé (NER) jako
soucast multiproteinoveho komplexu. XP-V koduje
(error-prone) DNA polymerazu pol-n (— celkem 8
komplementacnich skupin).




Model mechanismu NER

LV age
HRE23H |
HEZ3R)
Intact DNA {csalcsp Global Genomic

T Repair
Transcription-coupled
Repair TFIIH

Repair Synthesis
and Ligation

XPD XpB TFB3

XPD XpB TFES

NER je proces, kterym se UV-
svétlem (nebo dalSimi exogennimi
mutageny) poskozené baze
enzymaticky vystépuji z DNA a
nasledné se nahrazuji spravnymi
nukleotidy.

NER zajistena multiproteinovym
komplexem asi 0 24
podjednotkach.

Z toho sedm proteinu kddovano
geny, které tvori 7
komplementacnich skupin XPA —
XPG, vyskytujicich se u XP.

Osmou skupinu tvofi XPV kodujici
tzv. ,by-pass (error-prone)
polymerase” pol-n.



Sekundarni maligni neoplasie (SMN)
indukovane terapii

Tato problematika se rozviji s tim, jak pribyva predevsim
pediatrickych pacientu dlouhodobé prezivajicich po Ié€bé
cytotoxickymi terapeutiky.

NejCastejSimi nadory SMN jsou sarkomy kosti a mekkych tkani.
RAD (zareni) je nejCastejsSi pricinou SMNSs.

Existuje korelace s davkou RAD.

Mlady vék a nizka davka RAD zvySuje riziko thyroidnich nadoru.
U zen IéCenych RAD pro Hodgkinav lymfom s vékem kontinualné
pribyva nadoru prsu.

U pacientu IéCenych alkylacnimi €inidly a inhibitory
topoizomerazy Il se zvysuje riziko vyvoje sekundarnich leukemii.




Sekundarni maligni neoplasie (SMN)
indukovane terapii

Ukazuje se, ze zvlasté interakce terapie s genetickymi
predispozicemi je zasadni:

* RB (retinoblastom): sarkomy, melanomy

* NF1 (neurofibromy): neurofibrosarkomy, AML, JMML, gliomy
« GorlinGv syndrom: RAD

» precitlivélost k ionizujicicmu zareni: AT, NBS, BS, WS

» precitlivélost k UV zareni: XP, BS

« precitlivélost k alkylacnim Cinidlum: FA

= Terapie u pacientl s vrozenymi dispozicemi musi byt
peclivé zvazovana!!!




