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10. Epigenetika nadoru



Epigenetika

Kauzalni interakce mezi geny a jejich produkty, které
ovliviuji fenotyp.

+ Studuje dédicné zmény v genové expresi, ke kterym
dochdzi nezavisle na primarni sekvenci DNA. Vétsina
téchto dédi¢nych zmén se ustavuje béhem diferenciace
a je stabilne udrZovana po nekolik generaci bunécného
déleni, coz umozniuje burkam mit odlisné vlastnosti, i
kdyZ nesou identickou genetickou informaci.

- Soubor mechanismi, které dédi¢né ovliviiuji genovou
expresi beze zmeny primdrni genetické informace,
tedy sekvence nukleotidu v DNA.




Epigenetické mechanismy

metylace DNA
posttranslacni kovalentni modifikace histont

nekovalentni mechanismy: remodelace
nukleozom a inkorporace histonovych variant

nekodujici RNA (miRNAs)

Reguluji fungovdni genomu zménou lokdlni
struktury chromatinu - primdrné regulaci
dostupnosti a kompaktnosti.
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Kovalentni modifikace cytozinu v pozici 5° v dinukleotidu CpG

Metylace cytosinu se déje prenosem metylové skupiny z donoru:
S-adenosylmethioninu za G¢asti DNA metyltransferaz

DNMT1 - ,maintenance" - 10x vyssi afinita k semimetylované
DNA, mnohem aktivnéjsi nez DNMT3a a 3b

DNMT3a a DNMT3b - de novo - metyluji nemetylovanou DNA
Delece DNMT u mysi je embryondlné letdlni!

Vzorec metylace DNA je u dospélych bunék relativné stabilni,
vyznamné zmény jsou popisovany v souvislosti se starnutim.



Ostrivky 5° -CpG-3°

CpG se vyskytujici relativné vzacné v genomu (oproti prosté
pravdépodobnosti)

Jako ,ostrivky CpG" (CGIs) definovdny oblasti genomu dlouhé
asi 500-1000 pb, ve kterych je obsah GC alespofi 55% a pomér
frekvence pozorovanych vs. oéekdvanych CpG dinukleotidl
alespon 0.65

CGIs se nachdzeji v promotorech asi 50% gentv genomu

V normdlné diferencovanych burikdch jsou C6Is roztrousené v
genomu vysoce metylované, zatimco vétsina promotort je
nemetylovanych

V savéim genomu je metylovdno asi 70% dinukleotidd Cp6



2. Posttranslacéni
kovalentni modifikace
histonu

DNA je uspordddana do chromatinu. Zdkladnimi jednotkami jsou
nukleozomy.

Chroma’ringe velmi stabilni a odolnd struktura. (1) Ochrana
DNA, ale (2) snizend dostupnost pro DNA vazebné proteiny
(transkripce, replikace, opravy DNA, rekombinace)

DNA: 146 pb
oktamer histoni: tetramer (H2A/H2B)2 a dva dimery H3/H4

lseky DNA mezi nukleozomy (linker DNA) riizné dlouhé,
interaguji s histonem H1 a podileji se na vytvdreni vyssich
struktur chromatinu



Usporadani histonu v nukleozomu

e C-koncové ¢dsti histonl tvori jadro nukleozomu.

« N-¢dsti vybihaji do stran, tvori tzv. N-tails a jsou volnéji
pristupné riznym modifikacim.




Mechanismy prestavby chromatinu

Kovalentni modifikace histona:
- acetylace (- metylace DNA)
- metylace
- fosforylace
- ubikvitinace
- sumoylace
- ADP ribozylace

ATP-dependentni chromatin remodelujici komplexy
Inkorporace histonovych variant



Acetylace histonu

Acetylace zbytkl lysinu: celkem 26 riznych moznosti na 1
hukleozom.

Rovnovdha histon acetyl transferdz (HATs) a histon deacetyldz
(HDAC:S).

Acetylace/deacetylace histont i nehistonovych proteind, v jadre
i cytoplazme

HATs: (1) GNAT (Gcnb-related N-acetyltransferazy); (2) MYST
(MOZ, Tip60, Ybf2/Sas3,..); (3) CBP/p300

HDACs: HDAC1 az 3 - homologni s RPD3, HDAC4 az 8 -
homologni s HDAL; celkem 18 hHDACs



Acetylace histonu a regulace
transkripce

Acetylace histonl je spojena se
vzhikem tzv. otevrené struktury
chromatinu a s aktivaci
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Metylace DNA a deacetylace
histonu

CpG metylace DNA souvisi s represi transkripce - s udrzovdnim
stabilnéjsiho stavu chromatinu.

Metylované oblasti DNA jsou rozpozndvdny 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.

deacetylace histonu B. deacetylace histon(

A. prechodnd represe B. stabilni represe



Fosforylace histonu

Fosforylovdany mohou byt serinové zbytky.

Mitogenni signdly spoustéji kaskddu MAP kinaz:

Rsk-2 fosforyluje H3 na serinu 10 - tato fosforylace ,.otevird"
strukturu chromatinu a umoZzniuje aktivaci gent spojenych s
bunéénym délenim.

Podle typu stimulace dalsi histon kindza - MSK1.

Fosforylace histont je funkéné provdzand s acetylaci.



Metylace histonu

Metylovany mohou byt lysiny a argininy; H2B, H3 (lys 4, 9, 27, 36)
a HI(Iys g’O). YRRy I Y

Metylace lysinu miiZe souviset s aktivaci nebo represi transkripce
- v zavislosti na pozici metylovaného lyzinu a na stupni metylace:
napr. trimetylace lysinu 4 na histonu H3 (H3,K4me35) je navysena
na transkripcneé aktivnich promotorech zatimco trimetylace
H3K9me3 a H3K27me3 je na transkripcné reprimovanych
promotorech.

Suv39H1 metyluje lysin 9 histonu H3 - spojeno s represi.

Jaderné receptory aktivuji transkripci za GEasti koaktivatord z
rodirll‘x proteinu p160: s nimi interaguje take me’rrl‘rr'ansfer'aza
CARMI1 (.coactivator-associated arginine methyltransferase 1%) -
metyluje zbytky argininu na H3 a potencuje transaktivaci
jadernymi receptory.

Pribuznd metyltransferdza PRMT1 metyluje H4.




Ubikvitinace histon

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

Spojeno s transkripéné aktivnim chromatinem - zdvislé na
probihajici transkripci.

Ubikvitinace H2B dilezita pro priuchod bunéénym cyklem.



Hypotéza ,histonového kodu"

Acetyl
Ubiguityl
Wethyl
Phosphoryl




3. Remodelace nukleozomu a
inkorporace histonovych variant




ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy

Multiproteinové komplexl, které méni konformaci histoni a
DNA S\f promotorovych oblastech), vyuzivaji k fomu energii z
hydrolyzy ATP.

Substrdtem neni mononukleozom, spise retézec nukleozomda -

mbélni pozici nukleozoml na DNA a tvori .nucleosome-free"
oblasti.

SWI/SNF, RSC, NURF, CHRAC, ACF, FACT.

Klasifikace podle ATPdzové podjednotky:
SWI2/SNF2
ISWI

Mi-2 (+ deacetyldzovd podjednotka) (CHD komplexy)

Jejich soucinnost nutnd pro aktivatory i represory.



Inkorporace histonovych variant

Inkorporace histonovych variant (napr. H3.3 a H2A.Z)
ovliviiuje stav nukleozomt a tim transkripcni aktivitu v
oblasti, kde se takto modifikované nukleozomy nachdzeji.

Jejich syntéza a inkorporace do chromatinu spojena s
pribéhem bunééného cyklu (ne s replikaci jako vétsinové
histony).

H3.3 a H2A.Z jsou preferencné v promotorech aktivnich
gend.



4. Nekodujici RNA (miRNAs)

miRNAs: malé (~22 nt), nekddujici RNA, které reguluji genovou
expresi posttranskripénim uml¢ovanim cilovych genl vazbou do
3" netranslatované oblasti cilovych mRNAs,

syntetizovdny jako dlouhé, nekodujici RNA, stépeny enzymem
DROSHA, transportovdny do cytoplazmy a ddle stépeny
enzymem DICER do findIni konfigurace dvouretézcovych
miRNAs; jsou zaclenény do RNA-induced silencing komplext a
transportovany zpét do jddra

miRNAs jsou exprimovdny tkanové specificky
jedna miRNA mize mit stovky cilovych mRNAs (1)
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Epigenetické zmény u nadord

Rozsdhld proména epigenomu u nddorovych bunék:

» globalni hypometylace DNA, hypermetylace
specifickych promotort

+ zménéné expresni profily chromatin modifikujicich
enzym

» globdlni snizeni exprese miRNA

- Zvysend exprese nékterych faktort epigenetické
masinerie (EZH?2)




Na nddorové transformaci se podileji jak
genetické, tak epigenetické aberace
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1. Metylace DNA a nadory

Plvodni funkci metylace DNA byla ochrana genomu: metylace
méla zabrdnit $ifeni parazitickych elementl (transpozonu):;
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 (hapr. LTR) a repetitivni
sekvence, konstitutivni heterochromatin v pericentrickych
oblastech nékterych chromozom.




Metylace DNA a nddory

Distribuce metylace je v genomu nddorovych bunék
casto pozménéna:

* rozsahlé hypometylované oblasti

- hypermetylace ve specifickych oblastech



Hypometylace DNA u nadord

Metylace DNA transkripcné ingktivuje, zabranuje transpozicim a
homologni rekombinaci, a tak prispiva ke genomové stabilite.

Hypometylace genomu byla prvni epigenetickou alteraci
zaznhamenanou u nadord.

i)og/ﬁzn)'/ch nddorl je obsah 5° -metylcytozinu snizen v priméru o

V nddorovych bufikdch dochdzi k rozsahlym demetylacim )
repetitivnich sekvenci a stupen hypometylace koreluje s progresi
onemocnéni.

Hypometylace repefitivnich sekvenci miize byt ¢asnou uddlosti
kancerogeneze a muze predisponovat bunku k prestavbam
genomu mechanismem rekombinace.



Hypometylace DNA u nadord

Dopad i na specifickou genovou expresi, vedouci k aktivaci gent,
které stimuluji proliferaci: R-ras a MAPSIN (nddory zaludku),
MAGE (.melanoma-associated antigen"; melanomy), I

(Wilmsovy nadory).

Mechanismus i neprimy - umléenim inhibitord.

Reaktivace normdiné umlcenych gent (rist stimulujicich,
apoptotickych).

Hypometylace promotort mize vést k reaktivaci miRNAs
ukotvenych v kédujicich oblastech nekterych genu...



Hypermetylace DNA u nadord

CpG ostrivky jsou obvykle v promotorovych oblastech na 5° -
konci gendl.

Odhaduje se, Zze v lidském genomu je asi 45.000 CpG oblasti.

Metylace CpG oblasti hraje roli pri inaktivaci chromozomu X a
pFi imprintingu - vtiskovdni (vyvojové specifickad inaktivace gent),
vzristd s vékem a v tkanovych kulturdch.

V nddorovych burikdch hypermetylace v promotorech gent pro
nddorové supresory, genu Ucastnicich se mezibunéénych

adhezi, oprav DNA, ..



Geny inaktivované béhem
kancerogeneze metylaci DNA

Geny Ucastnici se regulace bunééného cyklu:

RB, p16INK4A p15, p144RF p73

Geny Ucastnici se oprav DNA:

MLH1, OSMGMT, GSTn, BRCA1

Inhibice apoptozy:

DAP-kindza, prokaspdza-8, TMS1

Invaze nddord a angiogeneze:

E-kadherin, VHL, APC, LKB1, TIMP3, thrombospondin 1

Cleny signdinich drah:

ER, RARf, Androgen receptor, Endothelin B receptor, RASSF1A



Geny
inaktivovane
béehem
kancerogeneze
metylaci DNA

Nssy
[ ]

ue uoiseay; g

\%ﬁm&m ;
3

e growth promoting factors




Hypermetylace DNA u nddoru

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

Transcriptionally Transcriptionally Transcriptionally
Incompetent Inducible Competent
Heterochromatin Chromatin Euchromatin

I
DNA Methylation

Histone Acetylation

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 promotort je potencidlné
reverzibilni: takovd epigeneticka plasticita mize odrdzet
dynamiku nékterych procest béhem kancerogeneze, napr. béhem
tvorby metastdz:

Napr. ztrdata E-kadherinu se uplatiuje v pocatecni fdzi tvorby
metastdz pri uvolfiovani bunék z primdrniho nddoru X schopnost
invadujicich bunék tvorit metastatickd ohniska mize byt
podminéna re-expresi E-kadherinu.

Mutace CDH1, které zcela vyrazuji funkci E-kadherinu, jsou
vzdcné, s vyjimkou pacientl s familidlnim nddorem Zaludku s
vrozenou mutaci COH! a pacientll s pomérné vzdcnym lobuldrnim
karcinomem prsu; tyto ndadory jsou silné invazivni, ale vysledné
metastdzy se tvori spise podél bazdlnich membran, neproristaji
do orgdna.




LOI - ztrdta imprintingu

Imprinting: proces, kterym jsou geny selektivné exprimovdny
homologné s materndlni nebo paternadlni linii

Imprinting: komplexnost variability v dis‘rr'ibucvi,me’rylovan?'/ch
cyfosinu (%su,50 milionu dinukleotidu Cp& v savéim genomul) je
.diagnostickym snem, ale analytickou no¢ni murou®

LOI (.loss of imprinting") je typickym projevem nddort
Je LOI pri¢inou nebo ndsledkem pri vyvoji nadoru?
U nékterych nddort LOT pravdépodobné predchdzi a mozna

.Zplsobuje" vznik nddord (Wilmstv tfumor, embryondlni nddory u
Beckwith-Wiedemannova syndromu).

Experimentdlni data na mysich modelech:

Kombinace mutace APC a navozené LOT (inaktivace DNMT1)

vedla k asi 2 az 2.5 navyseni rizika vyvoje CRC oproti samotné
mutaci APC.

Ovlivnény byly predevsim kmenové bunky

V fomto usporadani se projevila vice hypometylace nez
hypermetylace (aktivace onkogenu?)

Indukce iniciace kancerogeneze, ale retardace pozdnich stddii




2. Posttranslacéni kovalentni
modifikace histonu

globdlni ztrdta acetylace lyzinu 16 histonu H4 (H4K16ac) a
Trlme’rxlace lyzinu 20 histonu H4 (H4K20me3), pravdepodobne
zprostredkovdna HDACs a vede k ’rr'anskrlpc ni represi

exprese HDACs ¢asto u nddord zvysena

specifickd ztrata acetylace lyzihu 9 a dimetylace nebo
trimetylace lyzinu 4 histonu H3 a navyseni dimetylace nebo
trimetylace lyzinu 9 a trimetylace lyzinu 27 histonu H3 jsou
halezdny v promotorech nékterych genu a mohou stimulovat
kancerogenezi uml¢ovanim kritickych nadorovych supresort




E

Kovalentni modifikace histonu

ZH2

histon metyltransferdaza odpovédnad za trimetylaci lyzinu 27
histonu H3 (H3K27met3)

jeho zvysend exprese stimuluje kancerogenezi in vitro i in
vivo a byla detekovdna u melanomt, lymfomd, nddort prostaty
a prsu

potencidlni marker odlidujici agresivni nadort prsu a prostaty
od indolentnéjsich

aberantni metylace H3K27 muze byt také dusledkem
inaktivace UTX, specifické H3K27 demetyldzy: somaticky
mutovdna napr. u mnohocetného myelomu, u
dlazdicobunéénych karcinomi jicnu a dalsich.



Rubinstein-Taybiho syndrom

Vrozené vyvojové onemocnéni spojené s mentdlni a rustovou
retardaci, typickymi obli¢ejovymi malformacemi, Sirokymi
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 ddvka (haploinsuficience) genu.

Onemocnéni spojeno se zvySenym rizikem vzniku nadord
(predevsim nddory nervové soustavy a hlavy - ne leukémi).
Gen CBP se nachdzi ve dvou translokacich spojenych s
vyvojem leukémii: +(8:16) -~ MOZ/CBP a t(11:16) -
MLL/CBP.




Chromatin a leukémie

Diferenciace pluripotentni hematopoietické bunky regulovdna
koordinovanou expresi celych skupin gend.

Klicovou roli hraji sekvenéné specifické TF.

Pro Uspésny pribéh jsou nezbytné faktory remodelujici
chromatin: celd fada z nich miZe byt béhem leukemogeneze
poskozenad.




Akutni promyelocytarni leukémie -
APL

Jediny typ leukémie, ktery odpovidd na diferenciacni terapii, a
o ATRA.

VSichni pacienti s APL maji translokaci v genu RARa:
1(15;17) = PML-RAR
t(11;17) = PLZF-RAR
t(5:17) =  NPM-RAR
t(11;17) = NuMA-RAR

VSechny chiméry maji zachovanou tu ¢ast molekuly RARa,
kterd zajist'uje vazbu na DNA, vazbu ligandu, korepresoru,
koaktivatoru = vazba RARa na chiméru ji neaktivuje!l



APL: normalni funkce RAR/RXR

Represivni komplex heterodimeru RXR/RARa
aktivovany nizkymi davkami RA.



APL

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



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



AML-ETO

Ndsledek translokace t(8;21), vyskytuje se u 10% pacientt s
AML.

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

ETO reprimuje transkripci interakci s komplexem N-CoR-
Sin3-HDACL.

— AML/ETO se vdze na cilové sekvence AMLI, ale misto
aktivujictho komplexu vdaze komplex represivni.



AML-ETO

AML/ETO se vaze na cilové sekvence AMLI1, ale misto
aktivujictho komplexu vaze komplex represivni.



MLL-CBP (p300, MOZ, TIF2
1(11.16)

MLL mize byt postizen mnoha riznymi translokacemi - tvori

reciproké translokace aZ se 40 partnerskymi geny (mezi
himi CBP a p300).

MLL reguluje expresi gentt HOX (homeobox geny), mimo jine
v souéinnosti s ATP-dependentnimi chromatin remodelujicimi
komplexy.

Translokace vedou ke vzniku chimer, které ztratily
schopnost spravné soucinnosti s fak’rory které meni
strukturu chromatinu = deregulace genové exprese béhem
krvetvorby = maligni transformace.



MLL

lokalizovdn na 1123

TF a H3K4 histon metyltransferaza

H3K4 frimetylace je znakem aktivné transkribovaného
chromatinu; H3K4 trimetylace zprostredkovand MLL je nutnd
pro epigenetické udrzovani aktivace gent HOX

translokace MLL (V chimére N-konec MLL a C-konec
partnerského proteinu) typické pro mnoho forem agresivnich
de novo a sekundarnich TR leukémii déti i dospélych)



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



Inhibitory histon deacetyldz - HDACIs -
potencialni nadorova (,.chromatinova™)
terapie?

TSA - trichostatin A

SPB - sodium phenylbutyrat

SAHA - suberanilohydroxamic acid
depsipeptidy

a dalsi - trapoxin, oxamflatin,..




Inhibitory histon deacetyldz

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

x HDACIs inhibuji rdst, indukuji apoptdzu a diferenciaci u
rdznych nddorovych linii bez souvislosti s histologickym
typemll?2?

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

x obecné ale neplati, Zze poddvani HDACT zvrdti maligni
fenotyp!!




Inhibitory histon deacetyldz

Polet gent ovlivnénych témito inhibitory je konecny a
nékteré z ,up-regulovanych" gent kéduji rustové (nddorové)
supresory.

Pokud je inhibice transkripce zprostredkovanda HDACs
spojena s metylaci DNA, pak samotné pouziti HDACIs
nefunguje, ale mize byt Uspésné v kombinaci s 5-aza-2° -
deoxycytidinem (inhibitor DNA metyltransferdz).



Dva hlavni typy epigenetické terapie:
inhibitory DNA metyltransferdz a histon deacetyldz




Inhibitory histon deacetyldz

U nékterych leukémii a solidnich nddort funguji v kombinaci s
diferenciacnimi Cinidly:

— SAHA je G¢inny pri supresi rastu bunék nadoru prostaty (/n
vitroi in vivo)
- kombinace HDACTIs a ATRA pri terapii APL

— SAHA v kombinaci s ATRA G¢inny pri supresi ristu
neuroblastovych bunék

- HDACTSs zcitlivuji AML blasty s translokaci AML1-ETO k
d¢inku ATRA



Inhibitory histon deacetyldz

? prevence ?

Nizké ddvky SAHA v dieté snizovaly incidenci a velikost
nddort u krys, u kterych byla indukovdna tvorba nddord
mlécné Zzlazy N-metyl-nitroso-ureou.

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



Chromatinova/epigeneticka
terapie

2004: US Food and Drug Administration (FDA) potvrdila 5-
azacytidine jako IéCbu pro MDS:
prvni terapeutikum pro MDS
prvni hypometylacni terapeutikum
prvni .epigenetické" terapeutikum

Druhym epigenetickym terapeutikem: decitabine (5aza-2" -
deoxycytidine)
potencidlné Ié¢ba MDS, AML, CML



3. Remodelace nukleozomu a
inkorporace histonovych variant




Maligni rhabdoidni nddory MRT

Gen hSNF5 (INI1 nebo BAF47) kéduje jednu z pod fedno‘rek
ATP-dependentniho chromatin remodelujiciho komplexu
SWI/SNF.

Mutace tohoto genu spojovany s velmi agresivnimi malignimi
rhabdoidnimi nadory (MRT) u déti

Zdrodecné mutace hSNF5/INI1 predisponuji k MRT ledvin a
mozku

Somatické mutace hSNF5 se vyskytuji u rendlnich rhabdoidnich
nadord, centrdlnich primitivnich neuroektodermdlnich nadord,
meduloblastomd a leukémif .

Mutace jsou bialelicke, jejich vysledkem je kompletni delece
genu, zkrdceny pro’rem nebo posun ¢teciho rdmce.

hSNF5 je nddorovy supresor




Funkce hSNF5

- E2F inactive
hSNF5 cell growth arrest

Rb chromosomal

Rb E2F active
cell proliferation

aneuploidy

and
polyploidy

Ztrata hSNF5 vede k redukci
pl6INK44 g tim ke zvyseni miry
fosforylace RB a tedy ke zvyseni
funkce E2F

Snf5 null mysi: umiraji
béhem Casné
embryogeneze

Snfb5 haploinsuficientni
mysi: normdlni vyvoj, ale u
5-35% se vyvine rhabdoidni
nebo jiny nador (obvykle
velmi agresivni a silné
metastaticky)

Ztrata funkce hSNF5:
— indukce proliferace

— navySeni chromozomadlni
nestability



ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy a nadory

BRG1 je soucdst ATP-dependentniho chromatin
remodelujiciho komplexu SWI/SNF*, ktery funguje mimo
jiné v soucinnosti s RB. Bez funkc niho BRGI heni RB schopen
suprimovat rast. Inaktivuji jici mutace BRG1 byly detekovdny v

neékterych nadorovych bunécnych liniich, ktere mely zdrovern
funkcni RB.

BRG1 a BRM (ka’raly’rlcke podjednotky SWI/SNF) jsou
umlceny asi u 15 az 20% nemalobunécnych karcinomdu plic

Komplex SWI/SNF obsahuje asi 10 podjednotek: napr.
SNF5, BRM (Brahma), BRG1 (..Brahma related gene 1%)



Histonové varianty a nadory

exprese histonové varianty H2A.Z zvysena u nékterych typl
ndadorl a je spojovdna se stimulaci bunééného cyklu

na druhé strané, také ztrata H2A.Z u nddort je spojovdna s
progresi nddord



4. Nekodujici RNA (miRNAs)

Nékteré miRNAs v normdlnich burikdch negativné reguluji
expresi rady onkogenu. Proto by jejich deregulace mohla byt
dulezitym mechanismem, ktery se uplatiiuje pri kancerogenezi.

Expresni profily miRNA jsou specificky deregulovdny u Sirokého
spektra lidskych patologii, véetné nadord.

Jednotlivé typy nddort mohou vykazovat specificky .miR podpis",
ktery miZe byt zachycen metodami zaloZenymi na PCR.

Na rozdil od jinych markert jsou miRs v cirkulaci (a podobné
také ve formol-parafinovych blocich) zna¢né stabilni, proto jsou
robustni a spolehlivé.



miR-34: nddorovy supresor
fungujici ,, downstream of p53"
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miRNAs a nadory

Dva typy zmén v expresi miRNA u nddord

Globadlni mira exprese miRNA v nddorech je bud’ snizena
(nejcastéji) nebo zvysena.

Mezi suprimované miRNAs patti: let-7, k jejimz cilim patpi
ras, c-myc, CDK6, a miR-24, ktery cili na c-myca E2F2.
Zvysend exprese detekovdna napr. u miR-21, kterd inhibuje
bcl2, PTEN, EGFR, a miR-196a, miR-373 a miR-125b, které
inhibuji annexin A1, p53 a dalsi.

Vytipovdn soubor miRs, jejichz exprese zménéna béhem
kancerogeneze, ale zatim jesté mnoho nejasnosti....



miRNAs a nadory

Nékteré transkripty ovlivnény vice miRs: napr. exprese c-myc
ovlivnéna miR-22, -24, -145, -17-19b a let-7; exprese ras
regulovdna let-y, miR-372 a -373; exprese BRCAI regulovdna
miR-24 a -545.

Nékteré onkoproteiny - transkripéni faktory - reguluji expresi
mnoha miRs: napr. p53 aktivuje expresi miR-34aq, ale za jinych
okolnosti - napr. pri poskozeni DNA - aktivuje expresi miR-143,
-145 a -16-1; Myc aktivuje expresi miRs v clusteru miR-17-92,
ale reprimuje expresi nejméné 12 jinych miRs.

— slozitd, komplexni, zamotand sit’ vztahli mezi miRs a nékterymi
onkoproteiny, plnd zpétnovazebnych kli¢ek...

Napr. Myc indukuje expresi miRs v clusteru miR-17-92, ale
nejméné dvé miRs z tohoto polycistronu (17-5b a 20a) suprimuji
expresi myc. Zaroven c-Myc zvysuje svou vlastni expresi represi
miR-34a a let-7



Komplikovana fukéni sit’ vztahu mezi
miRNAs a nékterymi onkoproteiny
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Napr. Myc indukuje
expresi miRs v clusteru
miR-17-92, ale nejméné
dvé miRs z tohoto
polycistronu (17-5b a
20a) suprimuji expresi
myc. Zdaroven c-Myc
zvysuje svou vlastni
expresi represi miR-34a
a let-7. Aviak simultanni
represi miR125b c-Myc
upreguluje p53, ktera
ndsledné zvysuje expresi
inhibitort c-myc Mir-34a
a -145.




Potencialni praktické vyuziti
miRNAs

- v diagnhostice (detekce sérovych markert?
korelace s progresi? markery metastatického
potencidlu?)

+ prognostické markery?
+ cil terapie
+ terapeutikum




