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D Molekularni podstata nadorového

bujeni «ic « porozumeni procesii v zékiadech lidské rakoviny)

Nador vznika ze spolecné bunky, ve které byl - vétsinou desitky let
pred vznikem viditelného nadoru - zahajen program neregulovaného
déleni.

Maligni transformace bunky probiha pres akumulaci mutaci
ve specifickych tridach gend.

Existuji dve tridy gen(, které dohromady tvori jen malou ¢ast celé
genetické vybavy, ale hraji hlavni Ulohu v zahajeni procesu tvorby

nadoru.
Ve své normalni konfiguraci ridi Zivotni cyklus burky, tj. sled de&jd,
pri kterych se bunka zvétsuje a déli.




Protoonkogeny
jsou normalni bunécné geny maijici zakladni vyznam ve fyziologii bunky.
Hraji Ulohu predevsim v regulaci Zivotniho cyklu bunék:

« Bunécného cyklu

« Bunécné proliferace

» Diferenciace

« Apoptozy
V pribéhu evoluce dobre konzervovany a jejich pritomnost v normalnich
bunkach vsech vyssich organism{ predpoklada, ze maji zakladni vyznam
v bunécné fyziologii.

Kdduji proteiny, které hraji klicovou na rliznych Grovnich integrace mitogennich
signalt nesenych ristovymi faktory a hormony. Jsou-li modifikovany, at’

na strukturalni nebo kontrolni Urovni, zacnou se chovat jako onkogeny a
podporuji vyvoj nadoru.

Onkogeny
mutované nebo aktivované protoonkogeny

Proces karcinogeneze zahrnuje zménéné exprese nebo funkce protoonkogend
na rliznych stupnich transdukce signald.

Nadorove supresorové geny (antionkogeny)
zabranuji abnormalni bunécné proliferaci



Human Cytomegalovirus (HCMV; Human Herpesvirus 5)

V poslednich 30 letech byla objevena

fada genl odpovédnych za vyvoj nadord.
Na porozuméni maligni transformaci ma
mentrare zasluhu zejména Siroka Skala drivéjsSich
4w praci s onkogennimi virusy.

glycoprotein complex ITI
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Prvni tzv. Onkogen s r c (sarcoma) byl izolovan v roce 1970 z viru Rousova
sarkomu u kurat. Virus Rousova sarkomu ma dvé rozdilné casti: Cast kodujici
proteiny odpovedne za replikaci viru a cast kodujici s r € gen umonujici vznik
nadort /n vivo u kurat. Normalni kureci genom obsahuje pfibuzny gen c-src.

Pozdéji se ukazalo, Ze rada retrovir(l je onkogennich. Bylo téz prokazano, Ze src
neni jednoznacné retrovirovy gen, ale spiSe témér presna kopie genu nalezeného
ve vsech kurecich bunkach.

Tento normalni gen, tzv. proto-onkogen je v retroviru modifikovan (aktivovan)
tak, ze plsobi po preneseni do bunék nador.

Objev s onkogeny pribuznych sekvenci v eukaryotickém genomu stimuloval Usili
transformovat normalni bunky DNA stejnym zplsobem jaky uzivaji retrovirusy.



Mnoho protoonkogent kdduje proteiny majici vztah k rlistové stimulacnim
signal@im prechazejicich z vnéjsiho prostredi do nitra buriky

Rdst bunky je deregulovany, jestlize mutace v protoonkogenu zpdsobici
trvalou aktivaci rlstové stimulacni drahy.

Toto souvisi se signaly, které si navzajem predavaji buriky v tkanich. Jedny
bunky uvolniuji rlstové faktory, (glyko) proteiny, které se pohybuji mezi
burikami a po vazbé na vhodny receptor na povrchu jinych bunék vyvolavaji
kaskadu déjl, které prenasi tento signal pres cytoplasmu az do jadra.

V jadre pak proteiny nazyvané transkripcni faktory odpovidaji tim, ze aktivuiji
fadu gend, které pomahaji burice prochazet bunécnym cyklem.

Podobné funguje i prenos ristové inhibicniho signalu.

V normalni burice je rovnovaha stimulacnich a inhibicnich signal( peclivé
regulovana, protoze to souvisi s regulaci bunecneho cyklu, ktery je rozhodujici
pro bunécnou proliferaci a diferenciaci.

V nadorové bunce je v disledku zmén v signalnich drahach organizace
bunécného cyklu narusena.



Bunka je vybavena také zpéetnovazebnymi
mechanismy, které mohou pdsobit proti
neobvyklym zmé&nam v procesu bun. déleni.

Apoptoza - schopnost buriky spachat za
urcitych podminek ,sebevrazdu®, tj. jestlize

jeji zakladni komponenty jsou poruseny nebo
jestlize je jeji kontrolni systém deregulovan.

Tak plsobi napf. poskozeni chromozomalni DNA.

V tomto procesu se Ucastni také specificke geny
napr. p53 nebo bcl-2. Mutace téchto gend

pak zpUsobuiji poruchy apoptozy. Bylo zjisténo,
ze neschopnost apoptdzy prispiva ke vzniku
nadord a k jejich rezistenci k terapii.



Druhym obrannym mechanismem proti neustalé proliferaci je vestaveny
bunécny mechanismus, ktery scita a limituje celkovy pocet déleni bunky,
burika starne a hyne.

Molekularnim nastrojem tohoto scitani jsou segmenty DNA na koncich
chromosom{ tzv. telomery. Ty se pfi kazdém déleni zkracuji a kdyz
dosahnou kritické délky dochazi k starnuti a krizi. Jestlize tento scitaci
systém funguje v nadorové bunce radné€, jeji nadmérna proliferace je
prerusena predtim, nez je nador pfilis velky.

Aktivaci genu, ktery kdduje enzym telomerazu,

e ktery neni v normalnich burikach, ale byl nalezen
v nadorovych bunkach, vsak dochazi
k obnové telomerickych segmentt a to
————GGGTTAGGGTTAG umoznuje bunce se nekonecné
: mnozit, tj. stat se nesmrtelnou.

GGGTTAGGGTTAG
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Protoonkogeny Ize délit podle :
- lokalizace jejich produktu na ty, které koduji
1) sekrecni proteiny
2) proteiny bunécného povrchu
3) cytoplasmatické proteiny
4) jaderné proteiny
« funkce jejich produktd na
1) rQstové faktory (napft. sis, hst),
2) receptory pro rlst. faktory (napf. fms, kit, erb B),
3) cytoplasmatické proteiny - protein kinazy (napfr. raf) a G-proteiny
(napft. ras),
4) jaderné proteiny (napr. myc, myb, fos, jun)

Jaderné protoonkogeny jako jsou c-myc, c-fos, c-jun, c-myb - tzv. geny
rané odpovedi (immediate early genes) a jejich produkty jsou proteiny vazici
se na DNA a fungujici jako tzv. transkripcni faktory, které reguluji transkripci
pozdnich gen0.
Jsou vétSinou aktivovany overexpresi, kterd mlze byt indukovana rliznymi
zpUsoby:

« translokaci (Burkitt lymphoma)

« inserci retroviru (spise v experimentalnich systémech)

« amplifikace gen( - to je obecny mechanismus aktivace jader

protoonkogen( a byla pozorovana u fady nadorg.
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Onkogeny a nadorove supresorove geny
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Hlavni funkéni skupiny onkogennich proteint a jejich pravdépodobna
vnitrobunécna lokalizace. Nadorove supresorové geny jsou oznaceny
cervene.



Mutace protoonkogenu vedouci k transformaci mizeme funkcné
rozdelit do dvou trid:

- ziskani funkce (gain-of-function)
aktivita protoonkogenu vzrlistd a ma za nasledek abnormalni nebo
nadmeérmou rlstovou stimulaci

- ztrata funkce (/oss-of-function)

vede k inaktivaci represorové slozky, ktera normalné negativné
ovlivhuje bunécnou proliferaci (nadoroveé supresorové geny - p53, RB,
geny pro antiproliferacni molekuly -TGF B, TNFa,, interferon v)

V obou pripadech je vysledkem nadmérna stimulace rlstu.



Geny kritické pro vyvoj nadort spadaji do dvou jasné
rozlisitelnych kategorii: dominantni a recesivni
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Figure 23-24. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition. a



Autokrinni signal

S—

Signal pouze z jedné buriky — Ve skupine stejne signalujicich bunek
bufika obdrzi slaby autokrinni dostava kazda bunka silny autokrinni
signal signal
Figure 15-6. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Pri bunécné transformaci a karcinogenezi se uplatnuji autokrinni mechanismy
(vznik autokrinni smycky) - neplanovana produkce riistovych faktord
bunkami nesoucimi odpovidajici receptory nebo aberantni exprese receptord.



TFi zplsoby aktivace a zmény protoonkogenu

v onkogen

proto-oncogene

e
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Figure 23-27. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



D Sest zplisobi ztraty zbyvajici dobré kopie
nadorove supresorového genu

HEALTHY CELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

mutation at normal Rb gene
Rb locus in paternal chromosome
in maternal
chromosome

POSSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE

nond|Sjunct|on nondlswnction mitotic gene  deletion point

(chromosome and recombination conversion mutation
loss) duplication

Figure 23-29. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Spektrum ucinkt p53 v modulaci prezivani a
frekvence zmén genu p53 u lidskych nadort

Fig. 1 The spectrum of surviv- p21: promotes growth arrest CD95 (?) p21: promotes growth arrest
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Poznatky o molekularné genetické podstaté nadorového
onemocnéni Ize shrnout takto:

e primarni pro vznik nadoru jsou zmény vyvolané jak genetickymi
(mutace v DNA) tak negenetickymi pricinami (ovlivnéni exprese gent)

« karcinogeneze je nekolikastupnovy proces zalozeny na poruse
genetické homeostazy a pouze dilci zména v kterémkoliv Clanku ke
vzniku nadoru nevede

» ke vzniku nadoru mdze vést jen kombinace poruchy nékolika rliznych
mechanizmd, pricemz cesty, kterymi se tak déje mohou byt velmi
rozdilné

« byly nalezeny velké individualni a mezidruhovée rozdily i tkanova a
organova specifita ve spojitosti se vznikem nadord

- na vzniku nadoru se mohou vyznamné podilet latky z vnéjsiho
prostredi




Imortalizace bunék

Imortalizace zahrnuje inaktivaci specifickych nadorove supresorovych
gent jako jsou RB a p53, které se Ucastni regulace prechodu G1-S faze
bunécného cyklu a indukce apoptdzy i dalSich gent spojenych

s bunécnym cyklem a apoptoézou.

Kromé toho existuje v burikach mechanizmus - bunécné hodiny.
Ty odpocitavaji pocet déleni a reguluji starnuti bunky.

Normalni somaticka burika ma omezeny pocet deleni, tj. limitovanou
schopnost proliferovat a nastava ireverzibilni zastava ristu,
tzv. replikativni starnuti (senescence)



Telomery

vysoce konzervované nukleoproteinové komplexy pritomné na koncich
chromozomUl a obsahuji tandemové opakujici se sekvence DNA bohaté
na guanin (TTAGGG) obalené specifickymi na DNA se vazajicimi proteiny.
Telomery tvori protektivni cepicku kolem genomove DNA a zabranuji
chromozomalnim ztratam a aberantnim fuzim béhem mitotického cyklu.
Telomery se zkracuji s dalSimi bunécnymi délenimi, coz méze zpdsobit
genovou nestabilitu a zménénou genovou expresi.

Bunky prochazeji krizovym stadiem (Hayflickv limit) nebo umiraj.
Zkracovani telomer vybudi proliferativni starnuti pres aktivaci kontrolnich
bod pRB a p53, coz vede u divokych typl p53 k zastavé proliferace.
Dochazi k bariére v proliferaci charakterizované dysfunkci telomer, extréemni
genomovou nestabilitou a rozsahlou smrti bunék mechanismy zavislymi i
nezavislymi na p53.

Délka telomer koreluje s bunécnym starnutim, ale neexistuji zadné dlkazy
pro jasnou korelaci na organizmalni Grovni a korelace s délkou zivota Clovéka
¢i jinych druhg.




Heterogenita primérné délky telomer odrazi genetické rozdily a
komplexni rovnhovahu mezi procesy, které vedou k degradaci a témi,
které prodluzuji telomery.

Napr. bunky se sebeobnovnou kapacitou maji delsi telomery nez
diferencované nebo telomery lab. mysi jsou delSi nez u Clovéka.

Telomery jsou kratsi u lidskych somatickych tkani ze starSich lidi nez
u mladsich jedincl nebo u zarodecnych bunék.

Déti s genetickymi nemocemi projevujicimi se rychlym starnutim tzv.
progerickym syndromem (Down, Werner, At. telangiectasia) umiraji
v raném véeku s télem 90ti letych a jejich telomery jsou drasticky
zkraceny.



Telomeraza

Imortalizované bunky vznikajici z krizového stadia (inaktivaci p53 a
PRB, overexpresi cMyc a Ras a v disledku vazné genové nestability)
obnovuji funkci telomer aktivaci telomerazy, alternativnim telomery
udrzujicim mechanizmem (ALT) nebo jinym adaptivnim mechanizmem.

Ve skutecCnosti maji nadorove bunky kratsi telomery nez jejich
odpovidajici normalni bunecnée typy. Tyto telomery se dale zkracuji
béhem progrese nadoru a u mysich exp. modeld, jsou zkracené
telomery spojeny se zvySenou genetickou nestabilitou a zvysenou nebo
redukovanou spontanni malignitou v zavislosti na genetickém kontextu.

Mnoho faktord (genetickych, nutricnich, hormonalnich,
environmentalnich, farmakologickych) mtize modulovat udrzovani
telomer a potencial bunécného zivota.



Telomery nejsou udrzovany normalnim replikacnim procesem.

U kmenovych, nadorovych a imortalizovanych bunék, je zkracovani
telomer zastaveno aktivaci

telomerazy - reverzni transkriptazy, ktera rozsSiruje telomerické TTAGGG
opakované sekvence.

3 hlavni slozky:

« s telomerazou spojeny protein TLP1

- telomerazovou RNA -hTR

- telomerazovou katalytickou jednotku TP2 - lidska telomerazova
reverzni transkriptaza.

Telomeraza pouziva svou RNA k navazani na telomery, zatimco
katalyticka proteinova jednotka syntetizuje DNA primo na koncich
chromozom{ reverzni transkripci templatu RNA.



RozsSirovani na guanin (G) bohatych
telomerovych viaken telomerazou

= GGGTTAG

GGGTTAGGGTTAG

§

=——GGGTTAGGGTTAG
Holoenzym telomeraza obsahuje proteinové subjednotky véetné

katalytické subjednotky s aktivitou reverzni transkriptazy a molekulu
RNA, ktera slouzi jako templat pro pridani opakujicich se motivi TTAGGG




Stadium terminalni proliferacni zastavy (TPA)
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Normalni bunky absolvuji urcity poCet déleni nez navzdy opusti bunécny cyklus

a z0stanou ve viabilnim neproliferujicim stavu — senescence. PFi inaktivaci p53

se tyto bunky jesté néjakou dobu déli a pak zastavuji bunécny cyklus (p53-minus
TPA). Pfi naruseni jak p53 tak pRb/p16 (napt. pritomnosti virovych onkoproteind),
burika obejde stav senescence a nasledné je zastavena ve stavu krize. Vyjimecné
(1 bunka z 107 ) mdze prekonat krizi a stat se nesmrtelnou. Transdukce nékolika
normalnich bunék s expresnim konstruktem hTERT m{ze vyustit v expresi
telomerazy a obejit stav senescence.



Telomeraza je vysoce exprimovana ve vétsiné nadord a kmenovych bunék,
stredné v hyperplastickych a metaplastickych bunkach a velmi nizka nebo
zada v normalnich diferencovanych tkanich a postupné se snizuje s vékem.

Jeji exprese je spojena s vysokym proliferacnim indexem a obnovnym
tkanovym potencialem, agresivitou nadorl, vysokym histopatologickym
gradem a s proliferaci cévniho endotelu.

Telomerazova aktivace a overexprese je Casto nezbytnym a ranym déjem

v mnohastuprové karcinogenezi: vzrlsta rychle pfi chemické karcinogenezi a
po zkraceni telomer. Telomeraza neni ani onkogen ani nadorové supresorovy
gen, ale je regulovana nahoru nebo dold mnoha faktory a stava se ddlezitym
predisponujicim déjem u karcinogeneze nebo cilené nadorové terapie.

Homeostaza systému telomery — telomeraza je komplexni a je svazana
s genetickymi a environmentalnimi faktory.

Rada faktor( snizuje (diferenciacni ¢inidla, epigallocatechin gallate (z ¢aje),
antineoplastické latky - cisplatina, doxorubicin, protein fosfataza 2, MAPK,
tamoxifen, androgeny, volné radikaly, inhibitory reverz. transkriptazy)

a rada zvysuje (chemické karcinogeny, mutace telomerickych sekvenci,
gamma zareni, PKC, EGF, estrogeny) telomerazovou aktivitu,



Vztahy mezi telomerazovou aktivitou a nadorovym onemocnénim jsou slozité
a jen Castecné objasnéné. Telomeraza mize paradoxné bud’ podporovat nebo
inhibovat tvorbu nadord v zavislosti na genetickém kontextu.

U nadorovych bunék jsou telomery kratSi a telomerazova aktivita obvykle
nasleduje po zkracovani telomer.

Ztrata funkce telomer pfi raném déleni zahajuje genetickou nestability,
zatimco v pozdéjsim bodé progrese nadoru absence telomerazy inhibuje
rUst. Tak zatimco inhibice telomerazy u ustanovenych nadord mize byt
cennym terapeutickym pristupem, na véku zavislé zkracovani telomer mize
byt rizikovym faktorem pro nadory tim, ze umoznuje obejit kontrolni bod
mortality.

Systém telomery-telomeraza predstavuje komplexni skupinu molekul
interagujicih navzajem a modulujicich vék bunék, genetickou stabilitu
a nadorovou transformaci.

Vnéjsi zasahy mohou modulovat ziti zvySovanim nebo snizovanim délky
Zivota, ale s timto pristupem jsou spojeny také odpovidajici problémy.



Udrzovani telomer by mohlo byt dllezité pro prodlouzeni Zivota, ale
vzhledem ke slozitosti fyziologickych mechanism{ na bunécné a zejména
organizmalni Urovni, nelze tento problém zjednodusSovat.

7 onkologického hlediska, mtze nadmérna rexprese telomerazy zvysovat
riziko vzniku nadord. Ackoliv normalni bunky s delSi dobou zivota a
udrzovanymi telomerami se nejevi jako neoplastické, zpozdéni fyziologické
smrti mlze zvySovat pravdépodobnost kontaktu s karcinogeny. Telomeraza
sama také zvysuje onkogenni potencial predisponovanych bunék a je cilem
protinadorovych terapii.

Zatim se pozornost soustred’uje na zvySeni doby zivota nékolika cilovych
bunék nebo snizeni proliferujicich nadorovych bunék. Malo pozornosti je
vénovano organizmalni Urovni, mikro- a makroprostredi, ve kterém tyto buriky
rostou jako normalni nebo imortalizované nadorové bunky: tj. angiogenezi,
ristovym a diferenciacnim faktorim, cytokinéim, hormonim, imunitnimu
systému a environmentalnim faktorim.

Zbyva odpovédét na otazky:
? - Je bezpecné prodluzovat lidsky zivot pouzitim terapeutickych latek?
? - Je lepsi prodluzovat lidsky Zivot nebo zlepSovat kvalitu zivota?



Zkracovani telomer muze vest
k chromozomalni nestabilité a vzniku nadoru

POPULATION BY REPEATED CELL

SELF-RENEWAL OF EPITHELIAL CELL
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Imortalizace je nutna, ale ne dostacujici pro
maligni transformaci
A

FJ:FE-
M . . Mo
Normal cells - " ~ transformation
ras
SVaOdtransduced S R R No
mortal cells - - transformation
ras
Sv40-mmortalized __ . . Malignant
calls transformation
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ras F‘:_I'H
Mormal cells S » MEK 4>_. Premature
senescence
pi6
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A) U fady modell /n vitro se ukazalo, Zze onkogeny (napf. aktivovany ras) mohou zpdsobit maligni transformaci
imortalizovanych, ale ne normalnich bunék. Aktivovany ras zplsobuje maligni transformaci SV40-imortalizovanych
fibroblaststi, ne vSak normalnich fibroblastd nebo SV40-transdukovanych fibroblastd, které nebyly imortalizovany.
(B) Mysi fibroblasty transdukované aktivovanym proteinem ras ziskavaji konstitutivné aktivni signalni drahu MEK. U
imortalizovanych bunék to mdze vyustit v maligni transformaci, kdezto u normalnich bunék dochazi k upregulaci p53
a p16!Nk4a 3 predéasnému starnuti (premature senescence).



Adenovirova terapie vyuzivajici promotoru pro
telomerazu selektivne usmrcuje nadorové bunky
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Inhibitory telomerazy a konvencni terapie
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Nadorova epigenetika

Epigenetika — deédicné zmény v genové expresi beze zmén v sekvenci DNA
Epigenetické zmény hraji vyznamnou Ulohu v karcinogenezi.

Savci buriky maji schopnost epigeneticky modifikovat sviij genom prostrednictvim
zmén metylace DNA a acetylace histongl.

Metylace DNA

llllll

dinukleotidu s Ucasti enzymu metyltranferazy.

Priblizné 70% CpG zbytk{ v savéim genomu je metylovano, ale vétSina genomu
je chuda na CpG (2-5%). Distribuce je nerovhomérna — nahromadény bud’

v rozsahlych repetitivnich sekvencich (satelity, centromerické repetice) nebo

v kratkych Usecich bohatych na CG, tzv ,CpG islands" (predevsim

v promotorovych Usecich gend, blizko mista startu transkripce).

Jsou normalné nemetylované a tak je umoznéna transkripce gend za pfitomnosti
prislusného transkripcniho faktoru.




Metylace cytosinovych zbytk{ je spojena s

« navazanim specifickych proteinl (methyl-binding domain proteins)
« aktivaci histon deacetylaz (HDAC) a histon metyltransferaz

« modifikaci histonl

« kondenzaci chromatinu

« transkrip¢ni inaktivaci prislusného genu.

Souhra metylace CpG ostrtivkl pomoci metylacnich a demetylacnich
enzymU je jednou z ¢asti epigenetické kontroly zarodecné a tkanoveé
specifické genové exprese.

Repetitivni genomickée sekvence roztrousené mezi zbytkem genomu jsou
naopak silné metylovany a hraji asi roli ve vyvoji nekoduijicich oblasti DNA
a v utlumeni endoparazitickych a retrovirovych transpozénd.

Metylace DNA tedy hraje zasadni Ulohu v normalnim vyvoji, v inaktivaci
chromozomu X a supresi tzv. parazitickych sekvenci DNA.

Umoznuje ,zapinat a vypinat" geny na spravném misté a ve spravné
dobe.



O

Uloha v karcinogenezi

Hypo- nebo hypermetylace DNA (obsah 5-metylcytosinu) patfi mezi
epigenetické (negenotoxické) mechanismy karcinogeneze.

Metylacni struktura v nadorovych bunkach se lisi od normalnich bunék.
Globalni hypometylace genomu je doprovazena mistné specifickou
hypermetylaci.

e Hypermetylace promotord pro nadorové supresorové geny
v CpG ,islands" je doprovazena jejich utlumenim a rlistovou vyhodou
pro tyto bunky.
e Hypometylace DNA je naopak spojena se zvySenou genovou expresi.
e Metylace DNA m{ize usnadnovat mutagenezi
(5MeC mize spontanné deaminovat na tymin - hypermutabilita).



Inaktivace nadorove supresorovych
genti

Klicovym mechanismem je aberantni metylace DNA v promotorovée
oblasti. Mze zpUsobit zvySeni mutaci a dédi¢né tlumi geny, jejichz
promotory jsou asociovany s CpG ,islands" a které kontroluji bunécnou
proliferaci.

Zatim neznamé mechanizmy zabranuji de novo metylaci téchto
promotor{ u normalnich bunék.

Metody vyuzivané pro analyzu metylace
Dlkazy spojitosti mezi metylaci DNA a genovou expresi s vyuzitim
inhibitoru metylace - 5-azacytidinu (5-AZA) - mnoho gend mize byt
reaktivovano — napr. metylacné specificka PCR. Primery rozlisuji
metylovanou a nemetylovanou DNA v nadorovych biopsiich nebo
tekutiné.

DalSi metodou je v soucasnosti imunoprecipitace purifikované
metylované DNA, umoznujici detekovat metylacni profil DNA celého
genomu — DNA methylom).



Typické CpG ostriivky nadoroveé supresorového

genu v normalni a nadorové bunce
Unmethylated CpG Island
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Figure 1 The typical CpG sland ol a tumor suppressor gene 18 represented in a normal and a tumor cell. The presence of a dense
hypermethylation changes completely its molecular environment. White dots, unmethylated CpGs; Black dots, methylated CpGs



Procento hypermetylace CpG 11 nadorové supresorovych
genil u riznych typti lidskych nadori (A) a u 10 riiznych
nadoroveé supresorovych genti (B)

A B
Percentage of CpG Island Hypermethylation in 1.Lymphoma Percentage of CpG Island Hypermethylation in Human
Human Cancer According to the Tumor Type 2.Esophagus Cancers According to the Tumor Suppressor Gene
3.Stomach
% 1. pl6iNKe
30 2. p1§iNKe
" 7 g 3. DAPK
26188 4.hMLH1
20 (| 5. MGMT
15 6. APC
7. GSTP1
10 8.p73
9. pl14ARF
5 10. BRCA1
0
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Figure 3 (a and b) are alternative ways to present our CpG island hypermethylation profile of human cancer (Esteller ef al.. 2001a).
(a) an average value of the frequency of hypermethylation of 11 tumor suppressor genes (pl6'™NK32 p14ARE o] sINKdb MG,
hMLHI, BRCAL, GSTPI, DAPK. CDHI1, p73 and APC) 1s shown according to the most common types of human tumors. (b)
the other side of the coin: the ['requencx of CpG island hypermethylation of ten particular tumor suppressor genes in the mmor
types described in a. In the cases of p15 P and hMLH]1 an overestimation exists due to the high number of leukemias and micro-
satellite unstable tumors included, respectively



Vlastnosti nadori a rizné typy genili umicenych
aberantni metylaci DNA

Table 1 Hallmarks of cancer and dillerent types of genes silenced by aberrant DNA methylation

Gene silenced by Gene function References

DN A methylation

Hallmarke { acquired capability)

[nsensitivity to antigrowth signals pl6CDKN2A Cycln-kinase ihibitor Herman et al. (1993)
induce dilferentiation cell
cycle arrest
RARf Cote et al. (1998)
Sigma 14-3-3 Umbricht et al. (2001)
Self-sufficiency in growth signals RASSFIA Regulation Ras pathway Dammann et al. (2000)
Evading apoptosis Capase-8 [nitiate apoptosis Teitz et al. (2000)
TMSI Proapoptosis Stimson and Vertino (2002)
DAP-kinase Proapoptosis Kissil et al. (1997)
pl4ARF Proapoptosis Robertson and Jones (1998)
Limutless replicative potential Rb Tumor suppressor gene Ohtan-Fupita er al. (1993)

Sustained angiogenesis

Thrombospondin-1

Angiogenesis mhibitor
stimulate angiogenesis

Liet al. (1999)

VHL Herman et al. (1994)
[ncreased invasion And metastass E-cadherin Suppress metastasis Grall er al. (1995)

TIMP3 [nhibit metastasis Bachman et al. (1999)
(enome instability hMLH]I DNA mussmatch repair Esteller (2000)
(enabling characteristic)

MGMT Repair alkylated guanine Quan and Brent (1997)

BRCAI Repair DNA damage Bianco et al. (2000)

DAP-kinase, death-associated protein kinase; MGMT, Og-methylguanine DNA methyltransferase; RARf, retinoic acid receptor-fi2; Rb,
retinoblastoma; TIMP3, tissue inhubitor of metalloproteinase-3; VHL, von Hippel-Lindau tumor suppressor gene. The table 1s illustrative, but not
comprehensive. For a list of many cancer-related genes silenced by aberrant methylation, see Tsou et al., 2002. *anahan and Weinberg (2000).



D Rovnovaha metylace DNA
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D Interakce genetickych a
epigenetickych faktoru

Genoveé produkty katalyzuiji a

Metylace reguluje expresi Epigenetické
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senowyanp A faktory A UL mety
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Aberantni epigenetickeé a genetické déje mohou vést
prostrednictvim nespravné genové exprese k tvorbe
nadorl
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Acetylace histont

Genova exprese je regulovana i strukturou chromatinu.

Histony jsou povazovany za dilezité ,prekladatele" mezi genotypem a
fenotypem — maji dynamickou funkci v regulaci struktury chromatinu a genové
aktivity. Mohou byt modifikovany acetylaci, metylaci, fosforylaci, ubiquitinaci.
Specificka modifikace koncl histonl je pfimo spojena s aktivni nebo utlumenou
transkripci — enzymy histon transferazy.

Chromatin obsahujici hypoacetylovane lysiny v histonech ma kompaktni strukturu
represivni pro transkripci.

Inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC) mohou vytvaret otevrené struktury
chromatinu a aktivovat urcité geny inhibujici nadorovy rist vyuziti v terapii
(butyrat, trichostatin).

Histony se podileji na tvorbé a udrzovani ,epigeneticke pameti*.

Existuje vyznamny ,crosstalk" mezi metylaci DNA a acetylaci histon{ pfi aktivaci

i tlumeni (silencing) genové exprese.

5AZA a HDAC inhibitory v kombinaci zpUGsobuiji reaktivaci nadorové supresorovych
gend



Nékteré znamé zmény DNA a chromatinu
v nadorovych bunkach

? Unmethylated CpG

HAT — histon acetyltransferazy

SWI/SNF — ,,switch/sucrose nonfermentable
? Methylated CpG

nucleosome remodelling complex®
" Active histone modifications

MeCP2 — ,methyl CpG-binding protein 2"
HDAC — histon deacetylaza

g Repressive histone modifications

Active transcription Repressed transcription
0999 : Hermal 2790 |: Normalni buriky
* Normally expressed « Viral transposons p/‘OmOt.Ofy. ,a /,(tll/ne
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J. Lopez et al. Br J Cancer 100:571, 2009



Utlumeni genové exprese aberantni
metylaci DNA a modifikaci histon(i

DNA methylation DNA demethylation

histone deacetylation histone acetlylation

H-3 Lys-9 methylation H-3 Lys-4 methylation
CH3 ac  Ac CH3 Ac Ac CH3z Ac Ac

Nukleozomy v promotorove oblasti. Proteiny vazici se k 5MeC (MeCP2) se vazi

k metylovanym CpG mistdim a zpUsobuji tlumeni genové exprese histon
deacetylazou (HDAC). Pritomnost tohoto komplexu, deacetylace lysinu v histonech
a metylace histon-3 lysin-9 histon metyltransferazou premeénuje nukleozom

v kompaktni konfiguraci, ktera zabranuje vazbé transkripcnich faktord.
Demetylace a deacetylace zplsobuje pak zase uvolnéni inhibicniho proteinového
komplexu a tvorbu oteviené struktury nukleozému, ktera umoznuije transkripci.



mikro RNAs

Dllezitou soucasti epigenetické regulace jsou tzv. malé regulacni RNA —
mikroRNA (miRNA).

Jsou to vysoce konzervované malé molekuly RNA (19-30 nukleotid() nekdduijici
proteiny, ale regulujici genovou expresi na translacni urovni. Tvori asi 1%
lidského genomu!!!

Hraji Ulohu ve vyvoji, bunécné proliferaci i apoptoze.

Genovou expresi reguluji rovnéz siRNA (short interfering RNA).

V tzv. RISC komplexu se miRNA vazou na castecné komplementarni cilova
mista gend a mohou Fidit bud’ translacni inhibici nebo degradaci mRNA.

Tato represe prostrednictvim miRNA je dalsi cestou jak mdze byt modulovana
genova exprese.

miRNAs jsou deregulovany u rady nadorovych typ& a mohou fungovat jako
onkogeny nebo nadorové supresory.

Hypermetylace CpG islands spojenych se specifickymi miRNAs m{ze byt jednim
z mechanismd, kterym mdze byt miRNA selektivné snizovana. V pfipadé, ze je
miRNA situovana v kddujici oblasti genu, metylace miize zaroven tlumit expresi
jak genu kdduijiciho protein tak prislusné miRNA.



Biosyntéza microRNA

TERR S mMiRNA:miRNA*
D duplex
l miRNA* strand
Activated RISC e St Degradatio
To target mRNA \

Fig. 1. Biosynthesis of microRNA. RNA polymerase 11 (Pol 1T) primarily facilitates transcription of the miRNA gene in the nucleus.
The resulting primary transcript (pri-miRNA), is then cleaved by Drosha and DGCRS, producing a precursor molecule (pre-
miRNA). The pre-miRNA is transported to the cytoplasm by Exportin-5 and Ran-GTP. Here, the pre-miRNA undergoes its final
processing step, which mvolves cleavage by Dicer and TRBP below the stem-loop. This produces a duplex molecule, which contains
the single-stranded mature miRNA molecule and a miRNA* fragment. The miRNAmiRNA* complex is then incorporated into
the RNA-induced silencing complex (RISC), which is activated upon unwinding of the miRNA:miRNA* duplex. The miRNA*
fragment is degraded, whilst the mature miRNA molecule guides the RISC to the target mRNA.

Biological Reviews 84 (2009) 55-71 © 2008 The Authors Journal compilation © 2008 Cambridge Philosophical Society

Lynam-Lennon N. et al, Biol Rev 2009, 84:55




D Regulace cilovych genti microRNA

RISC
RNA Repression of

interference translation
Near-perfect

complementarity

Imperfect
complementarity

Target Target
mRNA mRNA
3"ITR Translation
Cleavage of

Gene silencing

Fig. 2. microRNA regulation of target genes. The degree of complementarity between the 3°- untranslated region (UTR) of the
target mRNA and the seed region of the miRNA determines the mechanism of regulation. If there is suflicient (near perfect)
complementarity regulation is carried out by RNA interference. The RNA-induced silencing complex (RISC) is directed to cleave
the target mRINA, and does so between the nucleotides pairing to residues 10 and 11 of the miRNA. If' there is msullicient
complementarity, regulation is carried out by repression of translation. This occurs pre-initiation and/or post-initiation of
translation. Target mRNA can also be stored in P-bodies, and can re-enter polysomes for translation. ORL open reading frame.

Biological Reviewos 84 (2009) 55-71 © 2008 The Authors Journal compilation © 2008 Cambridge Philosophical Society
. Lynam-Lennon N. et al, Biol Rev 2009, 84:55 a
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