transformace
bunek.

Marie Kopecka,
Biologicky ustav LF MU Brno
2006



Nadorova
transformace
linie mysich

<
DA from hurman
tumor cells

Transfect mMmouse 3T3 cells

pomoci lidskél | -
nadorové DNA | — —
(=transfekce)

fibroblasti 31,3/f—w

DNA isolovand z lidskych nadorovych
bunek

nsfekce mysich fibroblasti
idskou nddorovou DNA

) misTa donesivaaiPo 2 tydnech vznika ohnisko

cells

Extract DA,

sarmiong untransforrmed

mysich transformovanych

bunek

l Extract genormic DMNO

G DNA isolovana z ohniska transformovanych
mysich fibroblastu

Surviwing

hrurman DA Introduce inNntoa

prhage wector
Phage library

Druhy cyklus transfekce

? '? ﬁ@-’?/? ? ? @E ? ?l ? ? < Z isolované DNA konstrukce

Flate phage
on E. coli

Replica on

filter paper

2

g;nomové knihovny ve
agovych vektorech

olonie bakterii obsahujici fagové vektory
(genomova knihovna transformovanych
mySich bunék)

“Identifikace lidského onkogenu
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Lodish a kol. (2004)
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> Podstata nadorové transformace je
geneticka.

» Mutace postihuji geny signdlnich drah,
kontrolnich bodu bunééného cyklu, bunécné
diferenciace, apoptosy, reparace DNA..

+ V/ prubéhu bunéénych déleni jedné kmenové
bunky nastava postupna akumulace nékolika
mutaci v uvedenych skupinach genu, které
resultuji v jeji nadorovou transformaci.



Nadorova transformace nastava postupnou akumulaci
nékolika mutaci v Zivotné dulezitych genech kmenové bunky
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* maji poruchu regulace bunéc¢ného cyklu,
* nereaguyji ha signadly z okoli bunék,
» vykazuji autonomni (..asocidlni*) chovani,

* nejevici odchylky od vychozi bunky a
» délici se v misté svého vzniku
» jsou bunky nadoru benigniho (men riziko),

+ odchylujici se od vychozi bufiky,

vyznac u JICI se invazivitou (, proriistdnim"” do okolf) a
+ vytvarejici vzdalene metastazy,

jsou bunky nddoru maligniho (vysokd dmrtnost).




Prubéh nadorového onemocnéni lze shrnout
do tri udobi:

- Iniciace: nevratnd mutace urcitého
kritického genu (napr. genu kontrolniho
bodu bunécného cyklu).

*Promoce: byva dlouha (i desetileti),
nendpadny vyvoj, mutované buriky

proliferaci. MiZe, ale nemusi vést k
vyrazné manifestaci choroby.

rd

stimulovany dalSimi faktory k vyraznéjsi

-Progrese: narust mutaci genu stimulace
rustu, gent kontrolnich bodi bunééného
cyklu, transkripénich faktord... Nador
se stava invazivni (prorusta do okoli),
metastazuje na vzddlena mista,
vaskularizuje - (prorustani cévami).

[BREAST CANCER|
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Normal In situ
Duct Cancer
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Invasive
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__Human breast cariéer - in situ NEJN 1991,524:1-8:




Nadorové transformovana burika maligniho nadoru:
1) Nekontrolovana proliferace (bez pritomnosti stimuli k délent)
2) Invaze 3) Kolonizace novych teritorii-metastazy.

(cancer cells)
A

Primarni nador v epitelu
se Siri pres bazdlni laminu
do pojivové tkane,

do krevnich i lymfatickych
cév. (Alberts a kol. 2004)

A\

s

1 Sekunddrni nddory = metastdzy

nadoru tlustého streva v jatrech




Nadory benigni a maligni

1: nddory benigni:
buriky proliferuji nadmeérné,
nador odstranitelny chirurgicky,
pr.: papilom (z epitelu), adenom (ze zladz.epitelu);

2: ndadory maligni:
buriky proliferuji nadmeérné,
invase bunek do okolni tkane,
do krevnich a lymfatickych cév,
kolonizace novych teritori,
vznik sekundarnich nadortu (metastdz)
pr.: karcinom (z epitelu), adenokarcinom
(ze Zlaz. epitelu), obtizné odstranitelny:




Priklady nadort

* Nddory benigni (nezhoubné):

Nddory maligni

z povrchového epitelu: papilom
ze zldzového epitelu:  adenom

Z pojiva: fibrom

z chrupavky: chondrom
z kosti: osteom
ze svalu: myom

(zhoubné):

karcinom
adenokarcinom
fibrosarkom
chondrosarkom
osteosarkom

myosarkom




I————
Stddia vyvoje nadoru v colon: normdlni sliznice — polyp —

adenom — kolorektalni adenokarcinom. Dédicna predisposice:
adenomatosni polyposa coli (mutace 1 alely genu APC).

i,f' -x

-'H . [ivi l-l ﬂ\ F'“b'lﬂ
- f1 in colon

¥ kolorektalni adenokarcinom

-I

5.0

| cocum 'adfﬁorr'\afos i
polyposa coli

(mutace genu APC)

This is what polyps look like inside the colon




Nddorova onemocnéni vznikaji kaskadou mutaci gend.
Geneze kolorektalniho karcinomu (vogelstein).

7 Mutations L.ead to Colorectal Carcimoma

_ Prvni mutace,druhd mutace
MNormal epithelium

. 1.2. APC - adenomatous polyopsis coli
hyperproliferative epithelium

carly adenoma

S 3. E-ras

intermediate adenoma

g 4 5. DCC - deleted in colon carcinoma
late adenoma
. 6.7, p33
¢arcinoma
~,  Other changes

See Fearon & Vogelstein metastasis




Pri vzniku kolorektdiniho nddoru prvni mutace je v APC v signdlni draze

Jwnt paThway“. A) vlevo draha vypnuta, B) vpravo draha ,zapnuta.

Mutace APC—vznik nadoru. Jak? Mutovany APC nedegraduje ve vypnuté
drdze p-catenin ktery stimuluje transkripci gend, tim proliferaci bunék—nador.
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vypnu-ra .......................................... > N
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Wnt-RESPONSIVE

GENES OFF nédor

Figure 21-50 The APC protein keeps the Wnt signaling pathway inactive when the cell is not exposed to Wnt protein. It
does this by promoting degradation of the signaling molecule B-catenin. In the presence of Wnt, or in the absence of active APC,
free B-catenin becomes plentiful and combines with the gene regulatory protein TCF to drive transcription of Wnt target genes.

transkripce

Alberts a kol. 2004



- Stupriovité hromadéni mutaci v prubéhu
nadorové transformace postihuje:

* proto-onkogeny (projekt HUGO - asi
100 protoonkogenu v lidské somatické
bunce);

* Tumor- supr'esor'ove geny (projekt
HUGO -asi 40 tumor-supresorovych genu
v lidské somatické bunce)

- a néekteré dalsi ...




Proto-onkogeny:
_"sou soucdsti genomu kazdé
idske bunky,

koduji cykliny a cyklin-
depe{\dgz'ﬂ'ni iinéz{l ridici
bunéény cyklus,

koduji rustové faktory a jejich
receptory,

koduji proteiny transdukujici
signaly (tzv.nereceptorove
proteinkindzy) a transkripcni
faktory,

koduji proteiny bunécneé
diferenciace,apoptosy...
Priklady proto-onkogeni:

Ras, Abl, Src, cyklin D1, CDK4,
Myc...

Proto-onkogeny a onkogeny.

Onkogeny:
vznikaji mutaci proto-onkogent,
maji fumorigenni charakter.

Mutace dominantni: k expresi
staci mutace 1 alely.

Mechanismy vzniku:

- genova mutace

genova amplifikace

- virova transdukce

- virova inzerce

- chromosomova prestavba
(Klener, 2002).

- Pri nadorové transformaci

nastdva transkripce onkogent—
onkoproteiny—nddor.



Priklad Ras proto-onkogenu a Ras onkogenu

Ras protein lezi na vnitfni strané plasmamembradny. Je soucdsti
signalni drdhy od receptoru plasmamembrany do jddra.

V normadlni burice se signdlni drdha ,zapina”, kdyZ se ristovy
faktor navdze na receptor PM— aktivace RAS (RAS-GTP)—
pienos signdlu na dalSi protein—inaktivace RAS (RAS-
GDP)—vypnuti signalni drahy.

* Mutace proto-onkogenu Ras — onkogen Ras:

Mutovany Ras-GTP neustdle vysila signal a aktivuje
MAPKinasovou drahu transkripce a proliferace i bez

(=) U4 (=) V4 °
rustovych faktoru = nekontrolovand proliferace
.Jako kdyZ se pokazi zvonek u dveri — zvonek neustdle zvoni,

aniz nekdo u dveri zvoni".




Poruchy signalizace u nadorové bunky
‘PF.: Ras, Abl, Src-koduji proteiny signalnich drah burky.

*Ackoliv je receptor inaktivni, mutovany signdlni protein navozuje déleni naddorové
buriky (vpravo) i v nepritomnosti ristového faktoru.
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Tumor-supresorové geny.

V nenddorové bunce koduji proteiny, které
brzdi bunécny cyklus (.molekuldrni brzdy"), a
proteiny reparujici DNA.

Jejich mutace vede k nekontrolované bunécné
proliferaci,a k hromadéni mutaci v genomu.

Maji recesivni charakter, k jejich expresi je
treba mutace obou alel.Mohou byt zdédény (5-10%).

Pi: Retinoblastomovy gen Rb6 - mutace retinoblastomového
genu ve zhoubném nadoru sitnice retinoblastomu, ale i v dalSich
lidskych ndadorech. Jeden z prvnich objevenych tumor-
supresorovych gent. Nemutovany gen pritomen v burikach a
zapojen do regulace bunécného cyklu v tzv. restrikénim bodu v 61

fazi. Jiné pFiklady: geny p53, APC, BRCA 1,2, NF..




Kontrola bodu R (,restrikéni bod") prechodu burky z 61 do S faze (R-
bod v 61 fazi) je zaloZena na regulaci vazebné aktivity proteinu

pl05 Rb (retinoblastomovy protein).

Gen Rb byl pozndn jako mutovany v nddoru sitnice oka - retinoblastomu.
Pozdéji zjiSténo, ze jeho nemutovana forma pritomna v normadlni lidské bunce,
kde protein pRb vaze transkripcni faktory E2F, které jsou nutné pro prechod
burky z 61 do S faze. Inaktivace pRb zavisi na fosforylaci pomoci CDK4,6+
cyklini D. Fosforylace proteinu pRb zméni jeho konformaci a tim se uvolni
transkripéni faktory E2F, které stimuluji transkripci genu pro cykliny E,A a

dalSi geny, nutné pro postup burnky do S-faze.

HOW ARE 5 PHASE PROTEINS ACTIVATED?

Q@ R
[ ]

<E2F, T ik

MFDFLHVFVFVIVIDE DNA
1. In normal cells, the Rb 2. If growth factors arrive and 3. E2F is released. 4. E2F stimulates the
protein binds to E2F and  activate the cyclin-CdK complex, production of S phase

shuts down the cell cycle. Rb becomes phosphorylated. proteins.




Jesté jednou 61 faze bunééného cyklu a prichod do S fdze: cyklin D-
CDK fosforyluji pRb, tim se uvolni transkrip&ni faktory E2F, které spusti expresi
cyklinl E a A, a enzyml replikace DNA: DHFR, TK, DNA pol-a, €DC2, E2F. Cyklin
E- CDK2 dokoncéi fosforylaci pRb — vystup z restrikéniho bodu 61—
autonomni pribéh, nezdvisly na mitogennich faktorech.

?
Replication
—_— machinery
(ORCs, MCMs, CDCB6)

?
e @ Replication

Tham
I_ J__"“ machinery

Sherr (1996)




Retinoblastomovéd drdha a drdha proteinu p53:

Sherr, 2000

Sedé Ctverce :>po1'encm|n| onkogeny (Ras,CyklinD,CDK4..),

bilé ctverce =tumorové supresory (INK4,Rb,p53..).

V lidskych nddorovych burnkdch jsou mutace v téchto genech, které
rusi molekularni ,brzdy" v bunééném cyklu a zpisobuji poruchy
kontroly bunécéného déleni.

Mitogenic 35 4
Signals §

R

tinoblasto ovadr'aha

Grov th Arrest §
& Apoptosis




Alfred 6. Knudson (1971) -autor

dvouzdsahové hypotézy vzniku nddortd,
vysvétlujici, pro€ vzdcny ocni nador
retiny se v dedicné postizenych
rodindch vyskytuje Castéji, nez nador
vznikly ndhodnou mutaci u jedinct z
dédi¢né nezatizenych rodin.

U rodin s dédi¢nou predisposici
Jedinci maji jednu alelu Rb genu
mutovanou ve vsech svych bunkdch
gsoulhe‘rerozygo‘ri Rb/rb), mutace

ruhé alely (vznik rb/rb) béhem
zivota u nich vyvola retinoblastom.

Naproti tomu u jedincl dédicné
nezatizenych (homozygotu R6/Rb)
mutace jedné alely chorobu nevyvola
(vznikne jen heterozygot Rb//‘b% a ke
vzniku nadoru musi nastat .druhy
zasah” pusobici mutaci i druhé alely
homologniho chromosomu (musi
vzniknout homozygot recesivni s
obéma nefunkcnimi alelami rb6/rb).

*The child above has advanced
retinoblastoma. The tumor is protruding
from the left orbit, after removal of
the eye approximately two months
earlier.



(A) overactivity mutation (gain of function)

single mutation event
In proto-oncogene

Proto-onkogen — onkogen:
dominantni mutace — hyperaktivni produkt

excessive

creates oncogene

normal cell

(B) underactivity mutation (loss of function)

mutation
event

mactwates
tumor
suppressor

normal cell gene

no effect of
mutation in one
gene copy

Alberts a kol.(2004)

second
mutation

lnactlvates
second gene

survival and
proliferation

activating mutation
enables oncogene to
stimulate cell survival

Tumor-supresorovy gen:
recesivni mutace — ztrata funkce

N\

excessive
survival and
—— proliferation

~
N\

EVEﬂt

copy

//|\

two inactivating mutations
functionally eliminate the
tumor suppressor gene,
stimulating cell survival
and proliferation
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Dalsi funkce p53:

PoSkozeni DNA detekuji
kinasy ATM/ATR (od nazvu
choroby Ataxia teleangiectasia
mutated)

Tyto kinasy aktivuji:

CHK2 kinasu kontrolnich drah
poskozeni DNA, ktera
fosforylaci stabilizuje
protein p53, ktery je
dulezitym faktorem pri
rozhodovani o dalsim osudu
buriky

a produkt genu BRCA1
(Breast Cancer 1), aby mutace
mohla byt reparovana.

Po zastavé cyklu a reparaci
burika pokracuje v bunécném
cyklu.

Nelze-li reparovat, je
navozena apoptosa.

Lodish a kol.
(2004)

D)
eﬁﬁ Q

(P) 0. 5

f

DNA damage

Cell-cycle arrest  Apoptosis DNA repair

‘Mnohostrannost p53 naznacuje, ze
jeho mutace je zdrojem r"ad?', )
poruch. Mutace p53 jsou nalézany
u poloviny vsech lidskych nadoru
(sarkomy, leukemie, karcinomy plic,
mlécné zlazy, tlustého streva).




Paralelni drahy monitorujici poskozeni DNA (,checkpoint
pathways™) u ¢clovéka a kvasinek v ¢asné 61 a pozdni 62
fazi bunécného cyklu vykazuji jisté homologie.

Parallel pathways in early and late S
phase checkpoint response

Humans 5. pombe 5. cerevisiae

ATM/R Rad3 Mecl

/ \ ,/ %

Y
Chk2 Chkl Cdsl Chkl Rad53 «hkl

/ 1 I o

p53 Cdc25 > Cdc2b ? Pdsl

/ | l
p2l CDK CDK anaphase

J_ i, pho=e) (4 phasze]

CDK

1S phase)




Geny udrzujici stabilitu genomu.

DNA damage

Produkty téchto genii se DT T M T AT ATC
uplatnuji v opravnych i L
mechanismech poskozené N

DNA. V pripadé poskozeni
DNA zasl’:ave.lji btfné?:n)'l cyklus o

a ddvaji burice moznost opravy
poruchy. (Cnk2) C:;. )

J ejicl?( mufact:)e samy o sobe \ -
neposkytuji bunce moznost O
neEonTZojdlvané proliferace, ale @@
- zvysuji frekvence O

mutovanych onkogenii a tumor- L
supresoru.

Patri sem napr. drive zminéné e e aa

geny kodul'ga roteinkinasy i Coaxt) X
ATM, ATR, CHK1, CHK2 Eyetin B)
(CHK=,Checkpoint pathways Kinase").

Mutace CHK nalezena v lidskych nddorech | Tliakis(2003)
(kolorektdlni karcionom) (Kastan a Birtek 2004). |- Molecular organization of the G2 checkpoint.

‘ Organizace kontrolniho bodu 62 faze.




Nadorové burky:
* Aneuploidni

* Neomezena délka Zivota
- Nekontrolovany rist

- Redukovana adhese k
substratu

. Z4dnd kontaktni inhibice
Desorganizovany rust,
vice vrstev

* Nediferencované bunky

* Abnormdlni jadra

* Neprodéldvaji apoptosu

Nddorove burky versus normdlni bunky

Normadlni buriky:

Diploidn

- Limitovana délka Zivota

Kontrolovany rust

- Adherence k substratu

Kontaktni inhibice rustu

* Vytvareji jednu

organizovanou vrstvu
(mononolayer)

Diferencované bunky

* Normadlni jadra
* Prodélavaji apoptosu




+ SniZend zavislost na signdlech pro rist, preziti a
déleni (mutace v genech signdlnich drah - napr. Ras).

* Neochota k sebevrazdé apoptosou (napr. mutace
p53, bel-2, mdmzZ..), ,nesmrtelne”™ bunky (reaktivace
telomeraz).

* Neomezena proliferace (jor'uchy molekuldrnich brzd
napr. - Rb, p53, p16-INK4, p21 ...

+ Ztrata kontaktni inhibice (napr. mutace p27).

* Geneticka nestabilita (aneuploidie, zvysend ¢etnost
genovych mutaci, snizend ucinnost reparact),

(poruchy ..checkpoint pathways" - napr. ATM, CHKZ).

+ Abnormadlni invazivita Spos’rr'édaji kadheriny, poruchy
aktinového cytoskeletu) ...

* Proliferace, invase a metastazy v cizi tkani
(produkce aktivatoru plasminogenu). ....




Nadorova transformace bunék nastdva pri
expresi mutovanych forem u téchto supin
proteini:

» 1) signalni molekuly;
+ 2) signalni receptory;

+ 3) intraceluldrni transducery (prenasede signdli);
* 4) transkripcni faktory:

- 5) apoptotické proteiny;

* 6) proteiny kontroly bunécného cyklu;

- 7) proteiny reparace DNA.




Dékuji za pozornost.

Pripominky na adresu
mkopecka@med.muni.cz




