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Struktura signadlni drdhy:
klasifikace protoonkogent

 Ristové faktory

* Receptory
rustovych faktoru
a Ras-proteiny

* Cytoplazmatické
prenasece

* Transkrip¢ni
faktory




Remodelace

chromatinu




DNA je usporadana do chromatinu

1. Ochrana DNA
2. Snizenad dostupnost pro DNA vazebné proteiny:
- Transkripce
- replikace
- opravy DNA
- rekombinace
+ Chromatin ma velmi stabilni a odolnou strukturu.
» Chromatin musi byt reverzibilné flexibilni.

» Zdkladnimi jednotkami jsou nukleosomy.




Struktura nukleosomu

« DNA: 146 pb

e oktamer histonu:
tetramer (H3/H4), a
dva dimery H2A/H2B

e Useky DNA mezi
nukleosomy (linker
DNA) ruzné dlouhé,
interaguji s histonem
H1 a podileji se na
vytvareni vyssich
struktur chromatinu




Usporadani histonu v nukleosomu

o C-koncové ¢asti histonu tvori jadro nukleosomu.

e N-¢dsti vybihaji do stran, tvori tzv. N-tails a jsou
volnéji pristupné riznym modifikacim.
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Mechanismy prestavby chromatinu

+ ATP-dependentni chromatin remodelujici komplexy

- Kovalentni modifikace histonu:
- acetylace
- metylace
- fosforylace
- ubikvitinace




Kovalentni modifikace histonu

- Acetylace, metylace, ubikvitinace zbytku
lysinu (K)

+ Fosforylace zbytku serinu (S) a threoninu

(T)

+ Metylace zbytku argininu (R)




Acetylace histonu

- Acetylace zbytki lysinu: celkem 26 riznych moZnosti
na 1 nukleosom.

- Rovnovdha histon acetyl transferaz (HATSs: 6cn5,
CBP/p300, PCAF, SRC-1, ACTR, ESA1, MOZ, Tip60,
TAF,5,,..) a histon deacetylaz (HDACs - HDAC1 az 3
- homologni s RPD3, HDAC4 az 8 - homologni s
HDA1).

+ Regulace: genové exprese
sestavovdni nukleosomi
rozliseni heterochromatinu a euchromatinu




Acetylace histonu: sestavovdni
nukleosomu

— heterodimerizace H3/H4 — vznik tetrameru
(H3/H4), — vazba na DNA — heterodimerizace
H2A/H2B — pripojeni k terameru (H3/H4),

1. Replikujici se DNA : (H3/H4), - CAF1 (..chromatin
assembly factor 1%): m‘rer'akce (H3/H4), s CAF1
podmmena acetylaci histonu H4 na lys 5 5 8 nebo 12
(ne 16!) nebo jejich kombinaci

2. Vytvoreni komplexu H2A/H2B - NAP1
(.nhucleosome assembly protein 1)

. cy‘roplasma’ncke HATs (typu B) Hat1, Hat2 -

acetyluji (lys 5, 12) volny H4 neUSporadany do
nukleosomu




Acetylace histonu: rozliseni
heterochromatinu a euchromatinu

— Heterochromatin acetylovan vylu¢né na lys 12 H4
— vazba komplext RAP1 (,.repressor/activator
protein 1") a SIR (..silencing information regulator
2,3,4") (RAP1 se vaze na telomerickou DNA)

? sestavovadni nukleosomu: acetylace H4 lys 5 a 12
heterochromatin: acetylace lys 12 ?

1. Pouze acetylace lys 12 H4 a znemoznéna dalsi
acetylace heterochromatinu

2. Acetylace lys 5 i 12 a duplikace heterochromatinu
spojena s deacetylaci lys 5 (pravdépodobné za
uc¢asti HP1 (,heterochromatin protein 1*), CAFl a
prislusné HDAC




Acetylace histonu: requlace
transkripce

- Acetylace histonu je spojena se vznikem tzv.
otevrené struktury chromatinu a s aktivaci
transkripce.

- Deacetylce histonl spojena s uzavirdnim struktury
chromatinu a s represi transkripce.

+ HATs a HDACs jsou privadény k cilovym sekvencim
prostrednictvim sekvencné specifickych
transkripénich faktort (.wandering" X
.targeted").

- Acetylace histonu brdni usporadani chromatinu do
vyssich struktur; udrzuje prepisovanou DNA
rozvolnénou.




Histon acetyl transferazy

Gcnb (y) - H3 lys 14, H4 lys 8 a 16
- soucdsti multiproteinovych komplext SAGA a
Ada - potencuji aktivitu, ovliviuji specifitu,
soucdasti SAGA nékteré TAFs (TFIID < SAGA?)

CBP/p300 - koaktivdtory: CREB, E1A, jaderné
receptory, c-Myb/v-Myb, c-Fos, c-Jun/v-Jun,
Stat-1, Stat-2, GATA-1, p53, NF-kB,.. -
integratory

PCAF - .p300/CBP associated factor", homologni s
Gcnb, je soucasti multiproteinového komplexu

SRC-1, ACTR, ESA1, MOZ, Tip60, TAF 5,




Acetylace nehistonovych proteina

+ Proteiny ¢asto acetylovany na N-konci = N-acetyl
transferdzy (NATs), faktor acetyl transferazy (FATS)

- nékteré HATSs acetyluji i nehistonové proteiny - napr.
CBP/p300: p53, E2F1, GATA-1, TFIIF, Myb,...

HMG - vazZi se na nukleosomy a stabilizuji jejich
strukturu
» CBP (nikoli PCAF) acetyluje HMG-1

+ PCAF acetyluje HMG-17 na lys 2 — oslabeni vazby
HMG-17 na nukleosom: vazba HMG-17 na nukleosom
snizuje schopnost PCAF acetylovat H3

+ p300 acetyluje HMG-14 a HMG-17 — modifikace
jejich interakce s jadrem nukleosomu




Histon deacetylazy

- HDAC 1,2 a 3 - homologni s y RPD3 (poprvé popsan
vztah deacetylace histoni = represe transkripce)

- HDAC 4,5, 6, 7 a8 - homologni s y HDA1

+ HDACs obvykle tvori multiproteinové komplexy: Sin3,
Mi-2/NuRD (ma deacetylaéni a také ATP-dependentni
remodelacni aktivitu).

Sin3: obvykle 8 proteint, Sin 3 tvori ledeni pro sestaveni
celého komplexu (RbAp46/48 - vdze histony,..)

Mad/Max, jaderné receptory, Ski,... - Casto interakce
prostrednictvim korepresort (N-CoR, SMRT,..), jen
vzacné primad vazba na sekvencné specifické TF




Histon deacetylazy

Mi-2/NuRD - neobsahuje protein Sin3, obsahuje
proteiny Mi-2p a MTA-2

Mi-2B ma ATP-dependentni chromatin remodelujici
aktivitu

Sin3 - spiSe genove specifickd represe
Mi-2/NuRD - represe rozsdhlejsich oblasti (vyvojove

specifickd represe)

+ nékteré HDACs interaguji primo s TF: Rb, YY1




Metylace DNA a deacetylace
histonu

- 5-metylcytosin (.patd baze") - mize byt enzymaticky
tvoren a udrzovan na dinukleotidu CpG.

- Cp6 ostruvky (.CpG islands") - jsou oblasti v genomu s
vysokym obsahem téchto sekvenci.

+ CpG metylace DNA souvisi s represi transkripce - s
udrZovanim stabilnéjstho stavu chromatinu.

Metylované oblasti DNA jsou rozpozndvany proteinem
MeCP2 (jeho doménou MBD - ,methyl-DNA binding
domain") a ddle specificky interaguji (doménou TRD -
“transcriptional repressor domain”) s korepresorem
Sin3, ktery privadi k metylovanym oblastem HDACs.




HDACs a represe transkripce

A. prechodnd represe B. stabilni represe




Kooperace represivnich komplexu-
struktura represosomu

Model represe genu karbonické anhydrasy IT - CAII
- podle Rietvelda et al. 2001)

» Transkripce genu CAII je regulovdna z promotoru
a zesilovace.

- Navrzeny tri modely této regulace.

a) vazba dvou podobnych korepresorovych komplex
b) vazba dvou odli$nych korepresorovych komplexu
c) tvorba vyssi struktury - represosomu




a) vazba dvou podobnych korepresorovych komplexu:
komplexu MeCP2/Sin3/HDAC na metylované CpG
oblasti promotoru a komplexu v-
ErbA/NCoR/Sin3/HDAC na zeslabovaé (.silencer")

a)

PROMOTER ENHANCER




b) vazba dvou odliSnych korepresorovych komplexu:
MeCP2/Sin3/HDAC a komplexu v-
ErbA/NCoR/HDAC3/ TBL-1

b)

PROMOTER ENHANCER




c) tvorba vyssi struktury - represosomu: fyzickou
interakci mezi podjednotkami korepresorovych
komplexu navdazanych na metylované oblasti
promotoru a na zeslabovac

ENHANCER

PROMOTER




Fosforylace histonu

+ Fosforylovany mohou byt serinové zbytky.

» Mitogenni signdly spoustéji kaskadu MAP kindz:
Rsk-2 fosforyluje H3 na serinu 10 - tato
fosforylace ..otevird" strukturu chromatinu a
umozfiuje aktivaci (transkripci) gent spojenych s
bunéénym délenim.

Podle typu stimulace dalsi histon kindza - MSK1.
- Fosforylace histont je funkéné provazand s

acetylaci: nékteré HATs jsou aktivnéjsi na
fosforylovaném H3 nez na nefosforylovaném.




Model kooperace acetylace a
fosforylace histonu

(Berger 2001)

A. Acetylace

transkripéniho aktivatoru.

FAT (.factor factor @
acetylation Ac

acetyltransferase")
acetyluje transkripcni Y
aktivdtor, tim je posilena
jeho schopnost vazby na
DNA.

B. Fosforylace histonu. - 3
Ace‘rylovazy transkripéni ZS78%, @’7/ N SEUSYD
aktivdtor interaguje s HK

(Lhistone kinase") a histon

je fosforylovan

histone
phosphorylation




Model kooperace acetylace a
fosforylace histonu

C. Acetylace histond.
Acetylovany transkripcni
aktivator interaguje za
dcasti fosforylovaného
histonu s HAT.

D. Aktivace transkripce.
Dvoji modifikace histond
(fosforylace a acetylace)
v promotorové oblasti
umoznuje interakci s
bazdlnim transkripcnim
apardtem a aktivaci

transkripce

(Berger 2001)

histone e \ . |
acetylation V4 Acpi
DD NDBIESD L

transcriptional
activation




Fosforylace histonu

* Fosforylace H3 na serinech 10 a 28 spojena s
kondenzaci chromozomu béhem mitdzy.

+ Tato fosforylace nema lokdlni omezeni.

- Nesouvisi s aktivitou RSK-2.

+ Také H1 (neni souédsti nukleosomi) miZe byt
fosforylovdn v souvislosti s reqgulaci transkripce
(Tetrahymena)




Metylace histonu

* Metylovany mohou byt lysiny H2B, H3 (lys 4, 9, 27,
36) H4 (lys 20) a argininy.

- Jaderné receptory aktivuji transkripci za Ucasti
koaktivatorl z rodiny proteind p160: s nimi
interaguje také metyltransferdza CARM1

(.coactivator-associated arginine
methyltransferase 1")/PRMT4 - metyluje zbytky
argininu na H3 a potencuje transaktivaci jadernymi
receptory.

V’




Metylace nehistonovych proteinu

+ Pribuzné metyltransferazy PRMT1, 2, 3,
Carm1/PRMT4 a PRMT5/JBP1 metyluji také

nehistonové proteiny.

- Metylace zbytku argininu pravdépodobné moduluje
meziproteinové interakce. Uplatiuji se v requlaci
transkripce (metylace histonu), signalizaci,
sortovdni proteind.




Metylace nehistonovych proteinu

Model regulace specificity CBP/p300 by CARM1
(Xu et al. 2001)

CBP funguje jako integrator signdlnich drah: neni prilis specificky,
funguje jako aktivdtor mnoha riznych TF. Je v burice pritomen v
nizké hladiné a faktory o néj soutézi (= ..haploinsufficiency").

CARM! interaguje s koaktivatory p160 a metyluje CBP/p300.

Metylace CBP/p300 méni jeho specifitu: ztrdci afinitu k casti TF
(napr. CREB, Myb), pro které funguje jako koaktivator = zvysuje
se jeho afinita k ostatnim TF (napf. jadernym receptorium)

Regulace transkripce aktivované jadernymi receptory komplexem
obsahujicim CARM1 a CBP/p300:

1. Acetylace histond
2. Metylace histonu
3. Metylace CBP/p300 a dalsi potence acetylace histoni




Metylace histonu
»+ Suv39H1 metyluje lysin 9 histonu H3.

+ U&astni se genové specifické represe: v komplexu
s HDACs (napr. Rb).

. UE&astni se represe pericentrického
heterochromatinu - za i¢asti proteinu HP1
(.heterochromatin-associated protein-1").
Metylace lysinu 9 histonu H3 interferuje s
fosforylaci serinu 10: metylace lysinu 9 histonu H3
+ hypoacetylace H4 = znak heterochromatinu.




Metylace histonu - inaktivace ch. X

U nediferencovanych bunék je kazdy chromozom X aktivni:
Xist i antisense Tsix jsou slabé exprimovdny
V upstream oblasti od genu xist je oblast s metylovanym lys 9

H3 s navdzanymi ,.chromodomain” proteiny (napr. HP1-like
factor)

Diferenciacni signdly — diferenciace, inaktivace chromozomu
X:

1. Upregulace xist a ndsledny Xist RNA coating - netranslatovand
RNA genu xist pokryje povrch inaktivovaného chromozomu X -
to je nejrannéjsi zachycend uddlost celého procesu.

2. Metylace H3 lys 9 + hypoacetylace H3 lys 9 + hypometylace H3
lys 4

3. Metylace CpG islands; H4 hypoacetylace; macroH2A enrichment




Inaktivace chromozomu X

Chromodomain protein
\‘ Xist

______ e

H3 metnyl Lys-9 hotspot 7

“nucleation center B Develapmen‘tal cue

Xist RiNA-dependent recruitment
of a histone H3 deacetylase/

methyltransferase complex \RHDAC ff‘ Xist up-regulation
B )
I E i B

e
X-linked gene

Spread of Xist RNA coating
and H3 Lys-9 methylation

Repression

Ay xist ANA

L MNuctegsomas conlaming H3methyt Lys-9

i Chromodomain protein




Ubikvitinace histonu

+ Na C-konci histoni: lysin 119 histonu H2A a lysin
120 histonu H2B.

+ Spojeno s transkripéné aktivnim chromatinem -
zavislé na probihajici transkripci.

+ Ubikvitinace H2B dilezitd pro prichod bunéénym
cyklem.

TAF 5, ma 3 enzymatické aktivity:
- acetyltransferdza (— histony)

- kinaza (— TF2A)

- ubikvitinaza (— H1)




Schopnost TAF,5, modifikovat
histony

+ Drosofili TAF,5, obsahuje:

- bromodoménu

- protein kindzovou aktivitu (— TF2A)

- histon acetyl transferazovou aktivitu

- ubikvitinacni aktivitu

+ Drosofili TAF,5, se vaze na acetylované N-tails
histont (svou bromodoménou), to umoZfiuje
prinejmensim ubikvitinovat (fosforylovat?) H1

linker a udrZovat tak transkripéné aktivni stav v
dané oblasti.

Podil na acetylaci, fosforylaci daldich histont??




Schopnost TAF,5, modifikovat
iIstony

1 ubc 2068

Bromodomains
Acetyl lysine

DNA
Linker DNA

Core
histone
tail




Mechanismus ucéinku kovalentnich
modifikaci histonu

1. Modifikace = redukce pozitivniho ndboje histonl
— oslabeni interakci mezi histony a DNA

2. Modifikace — inhibice kondenzace chromatinu
vyssiho stupné

? Fosforylace histonu spojena s kondenzaci
chromozomd, ale také s aktivaci transkripce;
metylace muZe byt aktivujici i reprimujici

? specifita modifikaci

3. Hypotéza histonového kodu




Hypotéza ,histonového kodu"

» Konkrétni kovalentni modifikace nebo jejich
kombinace (jejich konfigurace) predstavuji
specifické znacky pro specifické proteinové
komplexy s odliSnymi funkcemi.




Hypotéza ,histonového kodu"
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Hypotéza ,histonového kodu"




,Formatovani genetického textu"

+ Psany text . formatujeme". Napr. podtrhavame,
piSeme prolozené, tlusté a podobné - tim
upresnujeme smysl, posunujeme vyznam...

- Modifikace histond funguje jako formdtovani pri
¢ teni/vyuzivani genetické informace.




ATP-dependentni chromatin remodelujici
komplexy

+ Multiproteinové komplexy, které méni konformaci
histonl a DNA / pozici nukleosomi, vyuZivaji k
tomu energii z hydrolyzy ATP.

» Substratem neni mononukleosom, spise retézec
nukleosomu.

- SWI/SNF, RSC, NURF, CHRAC, ACF, FACT.
+ Klasifikace podle ATPAazové podjednotky:
SWI2/SNF2
ISWI
Mi-2 (+ deacetyldzovad podjednotka)




ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy

Aktivita ATP- dependen’rmch chromatin
remodelujicich komplexu e obecné nutnd vsude
tam, kde se promeénuje u5poradan| nukleosomd, pro
udrzovani chromatinové plasticity.

» Zda participuje na aktivaci nebo represi, zdlezi
vice na rovnovdze ostatnich ko-aktivujicich nebo
ko-reprimujicich aktivit.

= Jejich soucinnost nutnd pro aktivdtory i
represory.




Soucinnost jednotlivych typu
prestavby chromatinu

* komplexy Mi-2

- sestavovani nukleosomu: acetylace H4 (lys 5 a 12),
uéast remodelujicich komplexu

- rozlideni heterochromatinu a euchromatinu,

inaktivace chromozomu X

» zvldsté komplexni je regulace genové exprese




Jaderné receptory

- priklad: RAR/RXR

- Bez ligandu: aktivni represe za (¢asti korepresort N-
CoR (..nuclear receptor co-repressor") nebo SMRT
(.silencing mediator of retinoid and thyroid
receptors"), které interaguji s proteinem Sin3 a tedy
s HDACI.

+ S ligandem: konformacni zména RAR/RXR — disociace
komplexu N-CoR/Sin3/HDAC! a vytvoreni aktivujiciho
komplexu - jeho soucadsti je p300/CBP, PCAF,
koaktivdtory z rodiny p160 (napr. p/CIP - ,p300/CBP
cointegrator-associated protein®, NCoA-1 - ,nuclear
coactivator-1", SRC-1, NCoA-2 = TIF-2).




Jaderné receptory

@‘m deacetylace histond
“N-CoR

jaderné receptory

> S <

acetylace histonu




Jaderné receptory

+ CARMI1 (.coactivator-associated arginine
methyltransferase 1) - interaguje s C-koncem
koaktivatort p160 a metyluje H3 - potencuje aktivaci

* RNA koaktivator SRA (..steroid receptor
coactivator”) - funguje jako RNA transkript a je
soucdsti komplexu SRC-1 (popsdno pro steroidni
hormony)

* moznad soucinnost glukokortokoidniho receptoru, RAR,

estrogenového receptoru s remodelujicimi komplexy
SWI2/SNF

- aktivujici komplex (asi 15 proteint) DRIP/TRAP, jehoz
spojeni s receptory (thyroidni, vit D) zavislé na
ligandu




Nadorovy supresor Rb

Soucdsti komplexu Rb-E2F je HDACLI.

Alespon jeden z faktort E2F (E2F1) je pozitivné
regulovan primou acetylaci histon acetyl
transferazami CBP/p300 a PCAF. HDAC! deacetyluje

a tim reprimuje E2F1.

Soucdsti represivniho komplexu Rb-E2F/HDACI je
hSWI/SNF+*: fosforylace Rb vede k uvolnéni HDACI,
v dalsi fazi se uvoliuje také hSWI/SNF.

Rb neni schopen suprimovat rust v nepritomnosti BRG1 (souédst
SWI/SNF), coz naznaéuje, ze BR61 samotny muze byt
nddorovym supresorem. Inaktivujici mutace BRG1 byly skutecné
detekovdny v nékterych nddorovych bunécnych liniich, ve
kterych byl zdroven prokdzan funkcni (Lwild-type") Rb.




Nadorovy supresor Rb

» Rb funguje v soucinnosti s histon H3
metyltransferazou (pravdépodobné Suv39H1).

» Rb funguje v soucinnosti s DNA metyltransferdzou
DNMT1 - geny Rb inaktivovany hypermetylaci CpG v
promotorové oblasti.

= Model regulace cilovych gend E2F:

- proliferujici bunky: regulace cyklickymi interakcemi s
HATs a HDACs, ale zustavaji sou¢dsti euchromatinu

- diferencujici bunky: cilové geny E2F metylovadny jak
na histonu H3 tak na drovni DNA - ,premisténi* gend
do heterochromatinu




Model r'egulace cil

ovych genu

EZF

.‘i\ &




Nadorovy supresor p53

» CBP, p300 jsou koaktivatory p53.

- Jako odpovéd’ na stres muze byt p53 acetylovdn
p300/CBP, PCAF.

Acetylovany protein p53 mize byt deacetylovan
HDAC1, 2 a 3 - tim aktivita sniZzena.

» Funkéné nezbytnou soucdsti komplexu MDM2-p53 je
p300.

» Koordinace mezi p53 a NF-«B (navozuje rezistenci k
apoptoze) zajist'uji p300 a CBP: p53 a NF-«B o né
souteézi.

» Koordinace mezi p53 a E2F (nutné pro prechod z 61 do
S faze) zajisténa p300.




Nadorové supresory BRCA1 a
BRCA2

BRCA1

- Exprese BRCA1 muze byt u nékterych
sporadickych nddorl reprimovdna aberantni
metylaci promotoru - a souvisejici deacetylaci
histond.

+ Aktivita BRCA1 modulovdna interakci s CBP a p300
a chromatin remodelujicim komplexem SWI/SNF.

BRCA2
* @ histon acetyltransferazovou aktivitu.
+ Interaquje s PCAF.




Prestavba chromatinu a vyvojova
onemochéni

Rubinstein- Taybiho syndr'om

+ Vrozené vyvojove onemocnéni spojené s mentdlni a
rdstovou retardaci, typickymi oblicejovymi
malformacemi, sur'okyml palci u nohou a rukou.

» Pri¢inou je zdrodecnd mutace jedné alely genu pro
histon acetyl transferdzu CBP (chromozom 16
p13.3) a ndslednd snizend davka genu
(..haploinsufficiency").

* Onemocnéni spojeno se zvySenym rizikem vzniku
nadord (predevsim nddory nervové soustavy a hlavy
- ne leukémit).

+ Gen je lokalizovdn na chromozomu 16 (p13.3).




Prestavba chromatinu a vyvojova
onemochéni

Coffindv-Lowriho syndrom

* Vrozené vyvojové onemocnéni spojené s tézkymi
psychomotorickymi poruchami, obli¢ejovymi a
progresivnimi skeletdlnimi deformacemi.

+ Pri¢inou je zdrodecna mutace genu pro Rsk-2
(protein fosforyluje mj. H3 jako odpovéd' na
nekteré mitogenni signdly).

+ Gen je lokalizovan na chromozomu X (p22.2).




Prestavba chromatinu a vyvojova
onemochéni

Rettiv syndrom

» Progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které
je jednou z nejcastéjsich pricin mentdlni
retardace Zen: pacientky se vyvijeji normadlné az
asi do 6. az 18. mésice Zivota; ndsleduje zdstava
psychického vyvoje, postupnd ztrata reci a dalsich
mentalnich schopnosti, rozvoj autistickych
projevd.

» Pric¢inou onemocnéni je mutace v genu pro protein
MeCP2, ktery rozpoznava metylované CpG
sekvence.

+ Gen je lokalizovan na chromozomu X (q28).




Prestavba chromatinu a vyvojova
onemochéni

Williamstv_syndrom

+ Vzdcné vrozené onemocnéni charakterizované
typickymi obli¢ejovymi malformacemi, mentdlni
retardaci, snizenymi rozpoznavacimi a jazykovymi
schophostmi.

»+ Onemocnéni je spojovdno s delecemi na
chromozomu 7 v oblasti q11.23: v této oblasti se
nachdzi nékolik gend, mezi nimi také WCRF180 a
WBSCR9 - proteiny kddované témito geny obsahuji
struktury typické pro proteiny, které jsou
souCdsti ATP-dependentnich chromatin
remodelujicich komplexd.




Struktura chromatinu a
starnuti??

- Stdarnuti - souvislost se ztratou chromatin

silencing
+ Stdrnuti - nddory??




Epigeneticke
faktory
a hadory




Chromatin a solidni nadory

+ Gen hSNF5/INI1 kéduje jednu podjednotku ATP-
dependentniho chromatin remodelujiciho komplexu
SWI/SNF. Mutace tohoto genu spojovany s velmi
agresivnimi malighimi rhabdoidnimi nadory u détt,
nddory, které se tvori v ledvinach, v mozku a mékkych
tkanich.

+ BRG1 je soucdst ATP-dependentniho chromatin
remodelujiciho komplexu SWI/SNF, ktery funguje
mimo jiné v soucinnosti s Rb. Bez funkéniho BRG1 neni
Rb schopen suprimovat rust. Inaktivujici mutace BRG1
byly detekovany v nékterych nadorovych bunécnych
liniich, které mély zaroven funkéni Rb.




Rubinstein-Taybiho syndrom

» Onemochéni spojeno se zvySenym rizikem vzniku
nadord (predevéim nddory nervové soustavy a hlavy -
ne leukémil).

+ Gen CBP se nachdzi ve dvou translokacich spojenych s
vyvojem leukémii: +(8:16) - MOZ/CBP a +(11;16) —
MLL/CBP.




Chromatin a leukémie

- Diferenciace pluripotentni hematopoietické burky
regulovdna koordinovanou expresi celych skupin
gend.

» Kli¢ovou roli hraji sekvencné specifické TF.

+ Pro Uspésny prubéh jsou nezbytné faktory
remodelujici chromatin: celd Fada z nich mize byt
béhem leukemogeneze poskozenad.




Akutni promyelocytarni leukémie -
APL

- Jediny typ leukémie, ktery odpovida na
diferenciacni terapii, a fo ATRA.

» VSichni pacienti s APL maji translokaci v genu RARa:
1(15:17) —  PML-RAR

1(11:17) —  PLZF-RAR

1(5:17) =  NPM-RAR

1(11:17) =  NuMA-RAR

+ VSechny chiméry maji zachovanou tu ¢ast molekuly
RARa, kterd zajist'uje vazbu na DNA, vazbu ligandu,
korepresoru, koaktivdtoru < vazba na chiméru ji
neaktivujell




APL

Represivni komplex heterodimeru RXR/RARo
aktivovany nizkymi davkami RA.




APL

Represivni komplex RXR/PML-RARa aktivovany
farmakologickymi davkami RA.




APL

Represivni komplex heterodimeru RXR/PLZF-RARw
nelze aktivovat ani farmakologickymi davkami RA; |ze
jej aktivovat kombinaci vysoké hladiny RA a inhibitord
histon deacetylaz.




APL: ,gene lock-up"

(Di Croce et al. 2002)

¢asna prechodna represe pozdni stabilni represe

Dnmt
} P“ ! -' A e !
=58 HDAC
: =
RARE

hypoacetylovany a
hypermetylovany
chromatin

hypoacetylovany
chromatin




AML-ETO

» Nasledek translokace t(8:21), vyskytuje se u 10 %
pacientl s AML.

+ AML1 je sekvencné specificky TF nutny pro
myeloidni zrdni; interaguje s koaktivatorovym
komplexem p300/PCAF.

+ ETO reprimuje transkripci interakci s komplexem
N-CoR-Sin3-HDACI.

= AML/ETO se vdze na cilové sekvence AMLI, ale
misto aktivujiciho komplexu vaze komplex
represivni.




AML-ETO

AML/ETO se vdze na cilové sekvence AML1, ale misto
aktivujiciho komplexu vdze komplex represivni.




MLL-CBP (p300, MOZ, TIF2)

+ MLL muZe byt postizen mnoha riznymi
translokacemi - tvori reciproké translokace az se
40 partnerskymi geny (mezi nimi CBP a p300).

+ MLL reguluje expresi geni HOX (homeobox geny),
mimo jiné v soucinnosti s ATP-dependentnimi
chromatin remodelujicimi komplexy.

+ Translokace vedou ke vzniku chimér, které ztratily
schopnost spravné soucinnosti s faktory, které
meéni strukturu chromatinu = deregulace genové
exprese béhem krvetvorby = maligni
transformace.




MLL-CBP

Chiméra nema schopnost sprdavné soucinnosti s
faktory, které meéni strukturu chromatinu =
deregulace genové exprese béehem krvetvorby.




Inhibitory histon deacetylaz - HDACIs -
potencidlni nadorova (,chromatinova™)
terapie?

TSA - trichostatin A

SPB - sodium phenylbutyrat

SAHA - suberanilohydroxamic acid
depsipeptidy

a dalsi - trapoxin, oxamflatin,..




Inhibitory histon deacetylaz

. U¢&inek HDACTs je obecny, tj. globdIng inhibuji
represivni aktivitu TF, které vyuzivaji jako
korepresory HDACs k remodelaci chromatinu = jejich
biologicky efekt bude tkdnové specificky.

x HDACIs inhibuji rust, indukuji apoptdzu a diferenciaci
u rdznych nddorovych linii bez souvislosti s
histologickym typemll??

— Zretelny a vyrazny protinddorovy efekt a zdroven
nepatrnd toxicita u netransformovanych bunék (v
koncentracich, které vedou k akumulaci acetylovanych
histona).

x Obecné ale neplati, Ze poddvani HDACT zvrati maligni
fenotypll




Inhibitory histon deacetylaz

- U nékterych leukémii a solidnich nddord funguji v
kombinaci s diferenciaénimi €inidly:

— SAHA je Ulinny pri supresi rustu bunék nadoru
prostaty (/n vitroi in vivo)
— kombinace HDACIs a ATRA pri terapii APL

— SAHA v kombinaci s ATRA (cCinny pri supresi
rdstu neuroblastovych bunék

— HDACISs zcitlivuji AML blasty s translokaci AML1-
ETO k uCinku ATRA




Inhibitory histon deacetylaz

? prevence ?

Nizké davky SAHA v dieté sniZovaly incidenci a
velikost nddori u krys, u kterych byla indukovdna
tvorba nadord mlééné Zlazy N-metyl-nitroso-
ureou.

Vysoky obsah vldkniny v potravé predstavuje
snizené riziko vyvoje kolorektdlniho karcinomu <
pri trdaveni vldkniny strevni mikroflorou vznika ve
vysokych koncentracich sodium butyrat.




Inhibitory histon deacetylaz

- Pocet gend ovlivnénych témito inhibitory je
koneény a nékteré z ,up-requlovanych" genu kéduji
rdstové (nddorové) supresory.

» Pokud je inhibice transkripce zprostredkovana
HDACs spojena s metylaci DNA, pak samotné
pouziti HDACIs nefunquje, ale mize byt uspésné v
kombinaci s 5-aza-2" -deoxycytidinem (inhibitor
DNA metyltransferdz).




Metylace DNA a nadory

- Plvodni funkci metylace DNA byla ochrana genomu:
metylace méla zabranit $ifeni parazitickych elementd
(transpozonil); tento obranny systém se zacal aZ
pozdéji vyuzivat i jako metoda regulace genové
exprese.

Distribuce (.pattern*) metylace genomu se ustavuje
béhem embryogeneze.

Metylovany predevsim parazitické (napr. LTR) a
repetitivni sekvence, konstitutivni heterochromatin v
pericentrickych oblastech nékterych chromozomu.




Metylace DNA a nadory

Distribuce metylace je v genomu nddorovych bunék
casto pozménéna:

+ rozsdhlé hypometylované oblasti

+ hypermetylace ve specifickych oblastech




Hypometylace DNA u nadord

Metylace transkripéné inaktivuje, zabranuje
transpozicim a homologni rekombinaci, a tak prispiva
genomové stabilité.

V nddorovych bunkdch dochdzi k rozsdhlym
demetylacim repetitivnich sekvenci a stupen
hypometylace koreluje s progresi onemocnéni.

Hypometylace repetitivnich sekvenci miZe byt éasnou
udalosti kancerogeneze a muze predisponovat buriku k
prestavbdm genomu mechanismem rekombinace.




Hypermetylace DNA u nadoru

- Cp6 ostrivky jsou obvykle v promotorovych oblastech
na 5 -konci gen.

»+ Odhaduje se, ze v lidském genomu je asi 45.000 CpG
oblasti.

» Metylace CpG oblasti je v normdlnich burkach
pomeérné vzdcnd, hraje roli pri inaktivaci chromozomu
X a pFi imprintingu - vtiskovani (vyvojové specificka
inaktivace genu), vzristd s vékem a ve tkanovych
kulturdch.

* V nddorovych bunkach hypermetylace v
promotorech genu pro nadorové supresory, genu
dcastnicich se mezibunéénych adhezi, oprav DNA,




Geny inaktivované béhem
kancerogeneze metylaci DNA

+ Geny Ucastnici se requlace bunééného cyklu:

Rb, p16INK44A p15 p14ARF p73

+ Geny UCastnici se oprav DNA:

MLH1, O°MGMT, 6STr, BRCA1

+ Inhibice apoptozy:

DAP-kindza, prokaspdza-8, TMS1

- Invaze nadoru a angiogeneze:

E-cadherin, VHL, APC, LKB1, TIMP3, thrombospondin 1
+ Cleny signdlinich drah:

- ER, RARB, Androgen receptor, Endothelin B receptor,
RASSF1A




Hypermetylace DNA u nadoru

* Na rozdil od genetickych zmén, které se déji po
skocich, epigenetické zmény mohou byt postupné:
DNA metylace a acetylace histonu funguji jako tzv.
.transkripcni reostat”

Transcriptionally Transcriptionally Transcriptionally
Incompetent Inducible Competent
Heterochromatin Chromatin Euchromatin

l

Histone Acetylation
DNA Methylation

Inactive X-chromosome Environmentally ActiveGenes
Silenced Imprinted Genes Responsive Genes

Alu, LINEs, SINEs

Pericentromeric Repeats Developmentally

Responsive Genes




Hypermetylace DNA u nadoru

- Na rozdil od mutaci, hypermetylace promotord je
potencidlné reverzibilni: takova epigeneticka plasticita
muZe odrdZet dynamiku nékterych procest béhem
kancerogeneze, napt. béhem tvorby metastaz:

» Napr. ztrata E-cadherinu se uplatiiuje v polateéni fazi
tvorby metastdz pri uvolfiovdni bunék z primarniho
nddoru X schopnost invadujicich bunék tvorit
metastaticka ohniska muze byt podminéna re-expresi
E-cadherinu.

Mutace E-cadherinu, které zcela vyrazuji funkci tohoto proteinu,
jsou vzdcné, s vyjimkou pacientu s familidlnim nddorem Zaludku s
vrozenou mutaci E-cadherinu a pacientu s pomérné vzdcnym
lobuldrnim karcinomem prsu; tyto nddory jsou silné invazivni, ale
vysledné metastdzy se tvori spise podél bazdlnich membran,
neprorustaji do orgdnu.
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