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Ziskane vlastnosti maligniho w; y
nadoru WA=,

(1) Produkce vilastnich proliferanich signalu

(2) Necitlivost k signalum zastavujicim bunécny cyklus
(3) Odolnost k programované bunécne smrti

(4) Neomezeny replikacni potencial

(5) Indukce angiogenese

(6) Aktivace invazivity a metastazovani

(7) Geneticka nestabilita a mutace

Pritomnost zanétu podporujici nador
(9) Preprogramovani energetického metabolismu
(10) Schopnost vyhnout se destrukci imunitnim systémem
(11) Zmeny mikroprostredi nadoru

Hanahan D. and Weinberg R.A., Cell 144 (2011) 646-674




Vicestupnova kancerogeneze
spojena s kroky klonalni expanze

initiating mutation
0000007000000 000000000
FIRST CLONAL EXPANSION
second mutation
OOOOGGGG@GG ---------- | ;---GGOOOOO
/ NCLONAL EXPANSION
OOOOGGG&G&G ------- e $SO0000O0
/ Wﬂoum EXPANSION
fourth mutation

OOOOGG/bGGGG ----- ;;;--;IWGGOOOOO
../ \WCLONAL EXPANSION

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Geneticka nestabilita nadoru

« Nadory vznikaji postupnou akumulaci genetickych (a epigenetickych) zmeén
genu, které fidi bunééné déleni, buné&nou smrt a dalSi dulezité procesy
v bunice. Z vypoctu, ktery vychazel ze znamé mutacni rychlosti v somatickych
bunikach (10 na gen na generaci bunék), se zdalo, ze k takové akumulaci
mutaci nemuze béhem lidského Zivota dojit. Jakym mechanismem dochazi
k této akumulaci?

« K akumulaci staCi normalni rychlost mutaci ve spojeni s vinami
klonalni expanze, které mohou byt zplsobeny pozitivni selekci bunék
“prenadorovych”.

« Akumulace vSech nutnych mutaci umoznéna genetickou nestabilitou
(tzv. ,mutator hypothesis®). Nestabilita je zalezitost rychlosti, s jakou
k mutacim ,dochazi”, existence mutaci sama o sobe neposkytuje
Zadnou informaci o tom, s jakou rychlosti se objevila.

» VétSina nadoru je geneticky nestabilnich.



Typy genetickych zmen
v nadorech

1. MensSi zmény v sekvenci DNA - missense mutace, mensi delece a
inzerce (napf. missense mutace K-ras se vyskytuje u 80% nadoru
pankreatu, prevazné missense mutace TP53 u témer poloviny vSech
nadord,..)

2. Zmény v poctu chromozomu - ztraty pfipadné zisky celych chromozom
(ztrata chromozomu 10 u glioblastomu spojena se ztratou nadorového
supresoru PTEN; ziskani chromozomu 7 u papilarnich renalnich karcinomu
spojeno s duplikaci mutantniho onkogenu c-met)

3. Chromozomalni translokace - fuze ¢asti odliSnych chromozomu nebo
normalneé nesouvisejicich ¢asti téhoz chromozomu (na molekularni drovni
muZze byt doprovazeno fuzemi mezi dvéma odliSnymi geny) (Philadelphsky
chromozom a dalSi translokace typické pro fadu leukémii a lymfomu)

4. Amplifikace genu (amplifikace genu N-myc u 30% neuroblastomu)

« Ke genetické nestabilité dochazi na vice urovnich.



Mira genetické nestability

Absence genetické nestability nedovoli dostateCnému mnozstvi
buneék prejit pres prvni selekcni bariéru na mnohostupnové ceste
k malignimu fenotypu.

Prilis velka mira nestability vede k rozsahlym poskozenim DNA a
nasledné aktivuje apoptozu.

Podobné zavery byly uCinény u bakteérii pri studiu fitness
(reprodukéni zpusobilosti): musi byt nastolena rovnovaha mezi
pozitivnim a negativnim dopadem genetické variability (zajiSténé
mutacemi): variabilita musi byt dostate¢na, aby bakterie byly schopny
prezit v selektivnim prostredi, ale nesmi ohrozovat zivotaschopnost
bunék.

Plati model ,,just-right instability*.

Rozsah genetické nestability se v prubéhu vyvoje nadoru zvysSuje.




1. Nestabilita v sekvenci DNA

« Tento typ nestability je u lidskych nadoru vzacnéjsi, ale kdyz se
vyskytne, ma dramatické nasledky. Zdrojem nepresnosti pri
replikaci DNA jsou chyby vzniklé pfi DNA polymeraci (tj. kvalita
DNA polymeraz a souvisejicich ,proofreadingovych® procesu) a
chyby v systémech oprav DNA. U nadoru nebyly prokazany
defekty v DNA polymerazach, ale byly prokazany defekty ve
dvou hlavnich systémech oprav DNA.

1. Nukleotidova excizni oprava (,nucleotide-excision repair” - NER)
- s ni spojena nestabilita (,NER-associated instability” - NIN)

2. Oprava chybného parovani (,mismatch repair® - MMR) - s ni
spojena mikrosatelitova nestabilita (MIN)



Nestabilita v sekvenci DNA

> Nukleotidova excizni oprava (,nucleotide-excision repair” -
NER) - s ni spojena nestabilita (,NER-associated instability” -
NIN)

Xeroderma pigmentosum

» Oprava chybného parovani (,mismatch repair” - MMR) - s ni
spojena mikrosatelitova nestabilita (MIN)

Dedicny nepolypozni kolorektalni
karcinom - HNPCC = Lynchuv syndrom




Nukleotidova excizni oprava — NER
Xeroderma pigmentosum

X

Oprava spatneho parovani - MMR
Lynchuv syndrom

Mutace MMR jsou recesivni (na urovni bunky!), tzn. jedna “funkcni’
alela je dostateCna k udrzeni normalni hladiny MMR, teprve po
inaktivaci druhé alely prislusného MMR genu se zacnhou kumulovat
mutace.

Nositelé jedné mutantni alely v zarodeCnych bunkach jsou
disponovani k vyvoji nadoru — Lynchuv syndrom je dominantni!

x heterozygoti v genech NER nenesou zvyseneé riziko vyvoje
nadoru!! (to souvisi s tim, ze ani mutace ve druhé alele genu NER
nemusi zpusobit zvySeni rychlosti akumulace mutaci, k tomu je
nezbytné jesté pusobeni vnéjSiho mutagenu, napf. UV)




Nestabilita v sekvenci DNA

» Oprava dvouretézcovych zlomu DNA homologni
rekombinaci

Double-stranded breaks

Cell-cycle checkpoints DNA repair




Nestabilita v sekvenci DNA

» Oprava dvouretézcovych zlomu DNA homologni
rekombinaci

Ataxia — Telangiectasia

Nijmegen breakage syndrome

AT-like disorder

Dedicna forma nadoru prsu a
vajecniku (BRCA1, BRCA2)




Nestabilita v sekvenci DNA

Bloomuv syndrom

Werneruv syndrom

Rothmund-Thomsonuv syndrom

Fanconiho anémie




Nestabilita v sekvenci DNA a

Li-Fraumeniho syndrom (TP53)

P53 zasahuje i do vSech hlavnich oprav DNA: NER, BER, MMR, HR
a NHEJ

model p53 jako bunécneho reostatu: zajisti adekvatni bunécnou
reakci:

. malé poskozeni: p53 pritomny v burice aktivuje prislusné opravy
. vétsi mira poSkozeni: dojde ke stabilizaci proteinu p53, ktery vedle
aktivace oprav DNA vyvola také zastavu bunécného déleni

. poskozeni DNA pretrvava nebo presahuje kapacity opravnych
mechanismu bunky: p53 indukuje apoptézu nebo senescenci

Sengupta S., Harris C.C. p53: Traffic cop at the crossroads of DNA
repair and recombination. Nat. Rev. Cancer 6: 44-55, 2005




2. Nestabilita v poctu
chromozomu - CIN

Ve srovnani s NIN a MIN jsou ztraty nebo zmnozeni celych

- - L AD &

nadoru — az 85% lidskych nadort (CRC) je vysoce aneuploidnich.

Bézna je ztrata chromozomu souvisejici s LOH, ¢asto je doprovazena
ziskanim opacneho chromozomu. = Ne vzdy zmeny karyotypu
souviseji s CIN!

U kolorektalnich a endometrialnich nadoru plati inverzni vztah mezi
MIN a CIN: nadory, které vykazuji defekty v MMR, jsou diploidni a
maji také normalni rychlost vyskytu rozsahlych chromozomalnich
zmen, zatimco nadory bez MMR jsou Casto aneuploidni a vykazuji
zvysSenou rychlost hromadeni techto zmen. = Alespon u
kolorektalnich nadord jsou MIN a CIN ekvivalentni mechanismy

z hlediska navozeni geneticke nestability.

Oba typy nestability se objevuji spiSe v ranych fazich vyvoje nadoru a
béhem dalsiho vyvoje nadoru se hromadi geneticke zmeny jako
nasledek této nestability.




Vztah mezi MIN a CIN

Fuzi bunék s CIN a MIN
vznikaji bunky vykazujici CIN:

Defekty MIN jsou zifejmé
komplementovany aparatem
,CIN bunék”

Fenotyp CIN je dominantni: to
naznacuje, ze k vyvoji
fenotypu CIN muze stacit
jediny mutacni zasah

Pathways to genetic instability
Step1 | Step2 | Step3

'NERV_g-BVI"le ; :
mutation 5

NIN

MIN

CIN

Lengauer C et al, Nature 396 (1998) 643-649




Molekularni podstata CIN

U kvasinek muze CIN zpusobit az 100 ruznych mutaci: geny

souvisejici s kondenzaci chromozomu, s kohezi sesterskych
chromatid, se strukturou kinetochoru, se strukturou a funkci
centrozomu a mikrotubuld, ...

Béhem bunécného cyklu se vyskytuje nékolik kontrolnich
bodu, které monitoruji spravny postup bunééného déleni a
zajistuji, aby pred vstupem bunecného cyklu do dalSi faze byly
predchozi faze zcela a bezchybné skoncCeny.



Nekteré kontrolni body mltozy
(bunécného cyklu)

DNA Chfr
damage ‘

Cytoplasm

Phase G2 @ Prophase @ Prometaphase Metaphase
l‘ 1‘, I"n'l I\
\

Nucleus ,
Y Microtubule-organizing centre (centrosome) =& Duplicated chromosome (condensed)
——— Microtubules L'Vl,w-\ Uncondensed chromosomes

A. Pozastaveni vstupu do mitdzy pri posSkozeni DNA
B. Pozastaveni kondenzace chromozomu pfi poSkozeni mikrotubult
C. Pozastaveni separace chromatid pfi nespravném pfipevnéni chromozomu

D. Pozastaveni vytvoreni dcefinych bunék pfi nespravné orientaci vieténka

Cortez D and Elledge SJ, Nature 406 (2000) 354-355




Bod restrikce vs. kontrolni body

bod restrikce: - proliferace
- klidovy stav, (quiscence, resting state)
- diferenciace
- starnuti, senescence

- bunécéna smrt

bod restrikce vs. kontrolni bod

- v bodé restrikce se da skutecne bunecny cyklus zastavit
- v kontrolnim bodé se bunécny cyklus pouze pozastavi



http://www.e-autoskola.cz/dopravni-znacky/zakazove-znacky/zakaz-zastaveni.gif
http://www.e-autoskola.cz/dopravni-znacky/zakazove-znacky/zakaz-stani.gif

Plna oprava vs. adaptace na
poskozeni DNA

Pldvodni dogma: plna oprava (full repair)
Novy model: naCasovani a adaptace (timing and adaptation)
(ubikvitinace vs. fosforylace)

Koncept prahu (treshold)

v v 4

Bunka ma jakysi mefic Casu (timer; PLK?); pokud se poskozeni
neopravi vcas, bunka se adaptuje a jede dal — mitoza:

— mitoticka katastrofa
— ...




Kontrola mitotického vreténka

« Tento kontrolni bod (,mitotic checkpoint” nebo ,spindle
checkpoint” nebo ,spindle assembly checkpoint®) zajistuje
presnou segregaci chromozomu: tim, ze zajistuje, aby se
sesterské chromatidy nerozchazely drive, nez jsou vSechny
chromozomy spravne usporadany kolem mitotického vreténka.

« Zajisténo usporadanim chromozomu/sesterskych chromatid na
bipolarnim mitotickém vreténku.

« Chromozomy jsou pfipojeny pomoci kinetochoru: proteinové
struktury, které se sestavuji a rozpadaji pri kazdé mitéze v miste
centromerické DNA.

« Nepripojené kinetochory vytvareji komplex, ktery produkuje
signal ,,pockat s anafazi!“ (,wait anaphase signal®), ktery
pozastavuje ireversibilni separaci chromatid, dokud nejsou
pripojeny vSechny kinetochory.



Kontrola mitotického vreténka

Prophase Metaphase

. Centroscme

Spindle
l Kinetochore axis

Microtubules

a. Profaze: zaCina se tvorit vieténko ve formeé mikrotubul
organizovanych centrozomy na polech bunky

b. Metafaze: vieténko je vytvoreno a chromozomy se zacCinaji
pripevnovat k vreténku v oblastech nazyvanych kinetochory

c. Anafaze: chromozomy se pohybuji se zkracujicimi se
mikrotubuly smérem k polum bunky, kinetochory napred.

Orr-Weaver TL and Weinberg RA, Nature 392 (1998) 223-224




Kinetochory

» Kinetochory jsou velké proteinové komplexy nachazejici se
zpravidla v oblasti centromery chromozomu béhem mitézy nebo
meidzy. Umoznuji napojeni chromozomu na mikrotubuly déliciho
vieténka a jsou takeé z velké Casti zodpovédné za pohyb
chromozomu k pélum vieténka béhem anafaze.

znazornéni kinetochor ve fluorescencnim
mikroskopu: kinetochory Cervene,
mikrotubuly zelené, chromozomy modre




Kontrola mitotického vreténka

Bub 1%,2, 3" o P oy e
Mad 1, 2%, g1 ©4c20 _’AP"_’%‘“‘“S g~

Mps 1

==~ OFF Active Active Anaphase

Bub 1%, 2, 3'4 Ccdc 20 —=APC—
Mad 1,2, 3

ON Inactive Inactive Metaphase arrest

Jak je monitorovano pripevnéni chromatid na vieténko? To zajistuji
proteiny typu Bub a Mad a pfi nedostateCném pripevnéni nedovoli
aktivaci APC (APCI/C).

Orr-Weaver TL and Weinberg RA, Nature 392 (1998) 223-224




Kontrola mitotického vreténka

Klicovou roli pfi aktivaci ,spindle check-point® hraje inhibice
ubikvitin-protein ligazového komplexu APC/C (“anaphase-promoting
complex/cyclosome”): veliky (20S) multiproteinovy komplex, ktery je
aktivni pfi pfechodu metafaze do anafaze.

Spousti degradaci proteinu sekurin, ktery je inhibitorem anafaze.

APC/C je inhibovan vazbou kontrolnich proteint Bub1 (,budding
uninhibited by benomyl®), BubR1, Bub3, Mad1 (,mitotic arrest
deficient”), Mad2 na kinetochory nepfipevnéné na mitotické
vieténko. Zde jsou konvertovany na inhibitory proteinu CDC20,
ktery se podili na aktivaci APC/C. Je nezbytny pro specifickou
vazbu na sekurin a cyklin B.

Po pfipojeni vSech kinetochoru je signal utlumen a APC/C
ubikvitinuje a degraduje sekurin...



Kontrola mitotického vreténka

MAD2 CDC20

EDGEa) —_— ARPC/C active
- I'UJb

attached; 'wait ‘3 *

anaphase" signal

extinguished Separin—gecurin ﬂ-.ﬂtl".l'e geparin
complex protease

All kinetochores

I
I
I
I
I
¥

GDh esin
phosphorylation

Anaphase

Metaphase
(aligned chromosonjes) Cohesin (separation of

cleavage sister chromatids)

Po pfipojeni posledniho kinetochoru k vieténku se APC/C — CDC20
stava aktivni, sekurin je degradovan a uvolnuje proteazu separin. Ta
rozStépi kohesin, ktery spojoval sesterské chromatidy a ty se mohou
zacCit pohybovat smérem k pélum.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




69 hinge

Vsuvka: Proteiny SMC
%} %:::head

fo =
P L%‘
= 4

SMC — Structural Maintenance of Chromosome
« chromozomalni ATPazy )
vysoce konzervovane od bakterii po Cloveka T@
podili se na vytvareni a dynamice organizace chromozomu
vyssiho radu

SMC1 a SMC3 tvori jadro komplexu kohesinu, jsou odpovédné
za kohezi sesterskych chromatid

SMC2 a SMC4 jsou soucasti komplexu kondensinu, podili se na
sestaveni chromozomu a na segregaci

SMC5 a SMCG6 se ucastni oprav DNA a podili se na reakci na
kontrolni body

= kliCove pro organizaci struktury genomu, pro jeho stabilitu a
evoluci

Losada A and Hirano T, Genes Dev 19 (2005) 1269-1287




Kontrola mitotického vreténka

Prometaphase
(chramosames
not yet aligned s . .
c:r:rrectlyr] wall anaphase’ CEMNPE ‘BUB1/BUBR

-|signal (ack of |- - - @ - - > |
'w; tension) | (“—) BUB3

. r;,m,h
CDC20 MADZ bound
/" —— ) APC/C nactive
@rcio)

- - MAD2

Béhem prometafaze nepripojené chromatidy vyvolavaji signal,
ktery zastavuje progresi do anafaze: tento signal je
zprostfedkovan proteiny CENPE a Mad/Bub a zpusobuje
inhibici komplexu APC/C — CDC20.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




Kontrola mitotického vreténka

Sekurin zabranuje separaci sesterskych chromatid, a to vazbou
na separin/separazu, coz je cysteinova proteaza, ktera
katalyzuje stépeni multiproteinového komplexu kohesin.
Kohesinové mustky se tvofi okamzité po replikaci chromatid

v S fazi, spojuji sesterské chromatidy a zUstavaji az do jejich
separace v anafazi. Sekurin funguje jako inhibitor separinové
proteazy.

Aktivace APC/C pri prechodu metafaze — anafaze spousti
degradaci sekurinu a uvolnéni separinu. Aktivni separin spousti
degradaci kohesinu a umozni tak separaci sesterskych
chromatid.



Kontrola mitotického vreténka 5/

Sekurin ma jesté dalsi roli: mutace sekurinu ma za nasledek, ze
vubec nedojde k separaci chromatid! Sekurin je nezbytny ke
spravne lokalizaci a/nebo aktivaci separinu = dvojité spojeni
vazby sekurin:separin — sekurin je nutny k aktivaci separinu a
zaroven funguje jako jeho inhibitor = dvojité zabezpecleni toho,
ze chromatidy nesegreguiji nespravne!!




Model interakce separin —
sekurin

Sekurin funguje pro separin jako chaperon - jen tak muze separin
dosahnout aktivni konformace.

Pro proteazovou aktivitu separinu je nezbytna interakce jejiho N-konce
S proteazovou doménou: sekurin interaguje s obéma doménami, a tak
zabranuje jejich vzajemné interakci. Zabranuje také interakci se
substratem (Scel je podjednotka kohesinu).

Metaphase

Hornig N et al, Curr Biol (2002)




Kontrola mitotického vieténka =

MAD? chC20

EDEE@ — APC/C active

]
All kinetochores Uk
attached; 'wait I) ¥ -
anaphase’ signal ]
extinguished Separin-securin  Active separin !
complex protease :
+
GDheﬁn
phosphorylation
Metaphase Anaphase
(aligned chromosomes) Cohesin (separation of
cleavage sister chromatids)

Po pripojeni posledniho kinetochoru k vieténku se APC/C — CDC20
stava aktivni, sekurin je degradovan a uvolfiuje proteazu separin. Ta
rozStépi kohesin, ktery spojoval sesterské chromatidy a ty se mohou

zacit pohybovat smérem k polam.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




Kontrola mitotického vieténka %5

Wild- typ-a cells
Ehrr:mn-csﬂrn&s
claa.u'en )
FAALE I"I"'IIEI1£ APC/C APCIC ;u:tr-.rg Equal segragation
Secunn not degraded Securn degraded of sister chromatids
Saparnin protaass nactve Sapann prolaass sl at anaphasa

V neposkozené bunce je normalni segregace sesterskych
chromatid zajisténa regulaci inhibice/aktivace komplexu APC/C.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




Kontrola mitotického vieténka {5

hMADZV- cells

S=-Q

APC/C active with reduced MAD2 Prermature anaphase
Securin degraded prematurely entry, resuling in
Sepann protease aclive chromosome kss

V burice s oslabenou funkci (heterozygot!!) proteinu Mad2 neni
dostatecna inhibice APC/C, a tak dochazi k pred€asné destrukci
sekurinu a predCasné separaci sesterskych chromatid.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




Kontrola mitotického vieténka =5

< Y
7
K
hSecurin~'- cells
(t — <1H> = d@
j Cleaved fulky K
MADZ nmt:ns APCAC APCIC active, Mondisjunction of
Securin absent but separin prctease sigter chromatids
Sepann protease Mot “pamed’ still largely inactve during prolonged

anaphase

Buriky, které nemaji sekurin, nemaji aktivovan separin. Nemuze u
nich proto dojit k dostateCné degradaci kohesinu a k uspesnée
segregaci sesterskych chromatid.

Jallepalli PV and Lengauer C, Nat Rev Cancer 1 (2001) 109-117




Kontrola mitotického vreténka

Snizena exprese hiMad2 byla pozorovana u nékterych nadoru
prsu. U mutace Mad2 se pravdépodobné uplatnuje
mechanismus haploinsuficience....

Mala frakce kolorektanich nadori ma somatické mutace bud
v genu hBubX nebo hBubR1. Mutace hBubl maji dominantni
charakter.

S proteinem hMad1 interaguje protein Tax, produkt T-cell
leukaemia viru typu 1: tato vazba ma za nasledek vyrazeni
,Spindle checkpoint® u indukovanych leukemii.

Gen kodujici sekurin byl poprvé popsan jako PTTG (“pituitary
tumour-transforming gene”) a je ziejmé silné exprimovan u
nékterych nadorl (nadbytek sekurinu pravdépodobné inhibuje
segregaci chromatid).




Cancer Cell cel

Jan M. van Deursen'?**
partment of Pediatric and Adolescent Medicine
epartment of Biochemistry and Molecular Biology

« | Geny koduijici klicové slozky kontrolniho

Q

bodu mitotického vieténka jsou u nadoru

vzacnéji mutovane, ale Casto je zmenéna

@ jejich exprese (T i V)
l + Hladina Mad2 musi byt pfesna, T i { vede k
navySeni nadoru. U mySi vy$Si hladina Mad2
@ %E} vede k SirSimu spektru nadoru a k
l v agresivnéjSim nadorim nez nizka hladina
Mad2y Mad2. Vysoké hladiny Mad2 kromé
% O samotnych pocetnich chromozomalnich
l H l zmén vedou i ke strukturnim zménam:
Accurate Aneuploidy Aneuploidy zlomy, end-to-end flze,...
pialose g Structura ; - Vysoké hladiny Mad2: (1) nedostateéna
zbnommaities destrukce cyklinu B a sekurinu vede k
v l nedostatecne aktivaci separinu, coz vede k
| Benign Tumors | rozestupu chromatid bez dostate¢ného
Eg,h?‘lg‘hﬁﬁ’”y 'gwg.wt;'"g”"”m rozvolnéni kohezinu = mechanické zlomy...
>Lioh acressiences >Low sxmessivoness (2) selhani cytokinéze a tedy tetraploidie

Van Deursen JM, Rb Loss causes cancer by driving mitosis Mad, Cancer Cell 11, pp. 1-2, 2007




Cancer Cell cel

Rb Loss Causes Cancer by Driving Mitosis Mad

M. van Deursen'?*
epartment of Pediatric and Adolescent Medicine
artment of Biochemistry and Molecular Biology
inic College of Medicine, 200 First Street SW, Rochester, Minnesota 55905, USA
ndence: vandeursen.jan@mayo.edu
DOI 10.1016/j.ccr.2006.12.006
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Vztah APC k CIN

» Vrozené mutace APC (,adenomatézni polyp6za coli) zplsobuji FAP
(,familial adenomatous polyposis®), somatické mutace patfi
k nejCastéjSim a nejranéjSim mutacim kolorektalnich karcinomu.

> APC ma dvé funkce:

1. WNT signalizace zprostfedkovana vazbou na B-katenin — mezi
cilové geny teto drahy patri geny pro Myc a cyklin D1, které zretelné
souviseji s tvorbou nadort (= zvySeni proliferace)

2. APC je lokalizovan prostfednictvim vazby svym C-koncem na EB1
- na kinetochorech metafazickych chromozomd, kde
zprostfedkovava vazbu mikrotubull vieténka ke kinetochoru; mutanti
APC (zkracené proteiny) tuto vazbu nemohou zprostredkovat, a tak
je vazba mezi vieténkem a kinetochory poskozena (= zvyseni CIN)
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voiji Uloha proteinu APC v bunce

A. Regulace hladiny volného f-
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B. Uloha APC pii tvorbé mitotického 745
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a. U bunék s funkénim APC se APC akumuluje na kinetochorech,
kde se uc€astni vazby mikrotubull vieténka ke kinetochoru
prostfednictvim vazby s proteinem EB1, ktery asociuje s mikrotubuly;
b. U bunék se zkracenym APC je vazba mezi kinetochorem a
mikrotubuly vieténka zniCena, coz navozuje CIN.

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




Vztah APC k CIN

Mutace APC tak dava nadorovym bunkam dvoji vyhodu: zvysenou
proliferaci a zvySenou genetickou nestabilitu.

Kolorektalni karcinomy bez mutace APC, ale s mutaci B-kateninu
neprogreduji zdaleka tak rychle jako nadory s mutaci APC — maji
vyhodu zvySené proliferace a s ni souvisejici klonalni expanze
(,gatekeeper®), ale pomalou progresi do dalSich stadii, protoze
postradaji genetickou variabilitu v dusledku snizené genetické
stability (,caretaker®).



Nasobné centrozomy

Pritomnost vice nez dvou centrozomu v bunce vede

k tvorbé defektniho mitotického vretéenka (vytvari se

vice polu), coz zpusobuje navyseni chyb v segregaci
chromozomu

—> to vede ke zvySeni genetické nestability CIN




Centrozomy

* Malé nemembranové organely
slozené ze dvou centriol (9
tripletu mikrotubul) a okolni
denzni matrix proteind,
nazyvané pericentriolarni
material (PCM).

Centrioles

PCM

* Funguji jako organizatory
mikrotubul, urcCuji polaritu a
orientaci mikrotubul béhem
interfaze, ridi sestaveni
mitotického vreténka.

Fukasawa K, Oncogene 21 (2002) 6140-6145




Cyklus duplikace centrozomu

Na konci mitézy kazda dcerina
bunka zdedi jeden centrozom,
béhem nasledujiciho cyklu se

musi centrozom duplikovat.

Duplikace zaCina v pozdni
G1/Casné S fazi (po prechodu
bodem restrikce!)

Dcefiné centrioly (procentrioly)
se tvori v blizkosti existujici
centrioly, dorustaji béhem S a
G2 faze.

Fukasawa K, Oncogene 21 (2002) 6140-6145




centrozomu

1. Deregulace kontrolnich bodu duplikace centrozomd
» kontrola iniciace duplikace centrozomu
« suprese re-duplikace centrozomu

2. Neprobéhnuti cytokineze

3. Nekontrolovana separace centriolového paru

4. ZvySena exprese nékteré slozky PCM a vytvoreni
acentriolarniho centrozomu

» Nasobné centrozomy jako priCina aneuploidie byly pozorovany
u nadoru prsu, plic, prostaty, stfeva, nadoru mozku a dalSich.




centrozomu

(A) Multiple duplication of centrosomes
within a single cell cycle

Entry into the next cell cycle
and centrosome duplication

|
— \ Ry
(C) Uncontrolled splitting of a centriole pair . t
'

(B) Cytokinesis failure —

(D) Overexpression of certain Formation of acentriolar
PCM components MTOCs

Fukasawa K, Oncogene 21 (2002) 6140-6145




Regulace duplikace
centrozomu

Pfi regulaci duplikace centrozomu je klicova role Cdk2/eyklinu E -
pres tento komplex je provazana regulace bunecného cyklu a
duplikace centrozomu.

Pri separaci centriol je substratem Cdk2/cyklin E nucleophosmin,
ktery je asociovan s neduplikovanymi centrozomy a disociuje po
fosforylaci Cdk2/cyklin E.

U nékterych nadoru prsu, hlavy a krku a prostaty koreluje vyskyt
mutace TP53 s vyskytem amplifikace centrozomu (mozné spojeni
pres p21Wat1 - inhibitor Cdk2/cyklinu E).

Lidsky homolog genu drozofily aurora2/STK-15 (BTAK/STK-15)
ovliviiuje sestaveni centrozomu a segregaci chromozomu a je vysoce
exprimovan, pripadné amplifikovan u nékterych nadoru.

V nékterych nadorech je také silné exprimovana kinaza PLK1 (Polo-
like kinase), jejiz funkce je spojena s centrozomy a ktera je podobna
proteinu aurora2/STK15.



3. Chromozomalni translokace
A. komplexni typ

» Vyskytuje se Casto u solidnich nadoru. Pozorované translokace
jsou individualni, témer nahodile, nepodobné mezi nadory tehoz
histologického subtypu. Velké ¢asti chromozomu byvaji deletovany,
|ze pozorovat “marker chromosomes” obsahuijici slozita preskupeni
mnoha ruznych chromozomd.

* Mohou Casto vést ke ztratam a ziskiim chromozomu podobné jako
pfi CIN, ale navic dochazi také ke vzniku novych genovych
produktu.

* Molekularni podstata neni znama, jedna z moznosti je, ze
translokace vznikaji jako nasledek vstupu bunky do mitdzy bez toho,
ze by byly odstranény dvouretezcové zlomy. Proto kandidatnimi
geny jsou: ATM, ATR, BRCA1, BRCA2, TP53.




B. Jednoduchy typ

Je charakterizovan jako specificka prestavba chromozomalniho
segmentu ve specifickem typu nadoru. Typicky se tento jednoduchy
typ translokace vyskytuje u leukémii a lymfomu, u nékterych
sarkomu a vzacnéji u dalSich typu nadoru. Vétsinou byva tento typ
translokace tak charakteristicky, ze ho Ize pouzit ke klasifikaci
onemocneni.

Specifickeé translokace také mohou vzniknout jako nasledek
ionizujiciho zareni. Napf. v nadorech stitné zlazy u déti z oblasti
kolem Cernobylu se &asto vyskytuje translokace na chromozomu 10,
ktera vede k tvorbé fuzniho genu zahrnujiciho RET.

Na molekularni urovni byva translokace zmapovana a urCena do
relativne malé oblasti na DNA.

Tyto specifické translokace ovSem nebyvaji spojeny s genetickou
nestabilitou, spiSe predstavuji aberaci normalniho procesu
rekombinace, ktery se podili na pfeskupovani subgenu pfi tvorbé
protilatek.




4. Amplifikace genu

* Objevuje se u nékterych typt nadora vyssSich stadiia v
nékterych pfipadech mize byt mechanismem navozeni
rezistence k chemoterapeutikum.

» NejCastéji amplifikované geny jsou N-mye, erbB a ras, vzacnégji
abl, myb, MET, GLI1, ets, hst.

« Obecné se amplifikace objevuji v pozdnich stadiich maligni
transformace, jsou spojeny s agresivné rostoucimi nadory a
signalizuji nepriznivy prognosticky vyvo.




Amplifikace genu

Zda se, ze amplifikace se objevuji snadnéji u bunék

S inaktivovanym p53. Podle jedné z moznosti neni rozdil ve
frekvenci vyskytu amplifikaci, ale spiSe ve schopnosti bunék
p53-- amplifikace genu prezit. V normalnich burikach je
pritomnost amplikonu signalem poskozeni DNA a navozeni p53
dependentni apoptozy. Pri poskozeni p53 by tak burika mohla
prezit a akumulovat dalSi typy amplifikaci béhem dalSi mitdzy.
Tento model definuje specifickou “amplifikacni nestabilitu”
odlisnou od CIN.

V této souvislosti predstavuji specifickou skupinu amplifikace
MDM2, které samy o sobé inaktivuji p53.



Uroven genetické nestability
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Mutatorova hypotéza a vrozené 7;

dispozice k vyvoji nadoru 4 Y

mutatorova hypotéza (tzv. ,mutator hypothesis*)

(rychla) akumulace mutaci umoznéna zvySenou genetickou
nestabilitou, ktera je dusledkem (vrozeného nebo somatického)

posSkozeni DNA opravnych mechanismu a kontrolnich bodu
bunécného cyklu

O vyznamu posSkozeni opravnych mechanismu a kontrolnich bodu
bunécneého cyklu v kancerogenezi svedci silna asociace mezi

vrozenym poskozenim téchto mechanismu a dispozici k vyvoji
nadoru.




behem vyvoje nadoru

mutatorova hypotéza (tzv. ,mutator hypothesis®)

* (rychla) akumulace mutaci umoznéna zvySenou genetickou
nestabilitou, ktera je dusledkem (vrozeného nebo somatického)
poskozeni DNA opravnych mechanismu a kontrolnich bodu
bunecneho cyklu

model DNA replikacniho stresu zpusobeného onkogeny
« onkogenni signalni drahy maji dvoji dopad:
1. stimuluji bunécné déleni a rast
2. indukuji genetickou nestabilitu, pfedevsim CIN, tim, Ze naruSuji

jemneé vyladéné procesy vedouci k presneé segregaci
chromozomu béhem mitozy

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164

Negrini S et al.: Nat Rev Mol Cell Biol 11 (2010) 220-228




Aktivované onkogeny
(deregulované bunécné deéleni)
vyvolavaji DNA replikacni stres

Orr B., Compton D.A.: Frontiers in Oncology 3 (2013) 164




Kriticky kratke telomery a
geneticka nestabilita,
chromotripse




