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»nadory byly tradicneé vnimany jako
geneticka nemoc, ale je jasne, ze
soucasti procesu jejich vyvoje jsou |
zmeny epigenetickeé

» epigenetika studuje dedicné zmeny v
genove expresi, ke kterym dochazi
nezavisle na primarni sekvenci DNA



Profesor Andrew Feinberg

(feditel Centra pro epigenetiku v |ékaiském
ustavu Johna Hopkinse)

.Ke genetickym mutacim u rakovinou zvrhlych
bunék samozrejmeé dochazi, ale epigenetické zmeny
Je predchazeji.”

Tri faze vyvoje nadoru:

1. epigenetickeé rozvraceni bunek

2. nastartovani mutaci uvnitr této populace bunék
3. geneticka a epigeneticka nestabilita




Epigenetické mechanismy

metylace DNA
posttranslacni kovalentni modifikace histonu

nekovalentni mechanismy: remodelace nukleozomu a
inkorporace histonovych variant

nekodujici RNA (miRNAS)

reguluji fungovani genomu zmeénou lokalni struktury
chromatinu — primarne regulaci dostupnosti a kompaktnosti



1. Metylace DNA

kovalentni modifikace cytosinu v pozici 5°v dinukleotidu CpG

metylace cytosinu se déje pfenosem metylové skupiny z donoru:
S-adenosylmethioninu za uCasti DNA metyltransferaz

DNMT1 — ,maintenance” — 10x vyssi afinita k semimetylované
DNA, mnohem aktivnejsi nez DNMT3a a 3b

DNMT3a a DNMT3b — de novo — metyluji nemetylovanou DNA
delece DNMT u mysSi je embryonalné letalni

vzorec metylace DNA je u dospelych bunek relativné stabilni,
vyznamné zmeény jsou popisovany v souvislosti se starnutim
NH, NH,

CH3
B B
N/&O NAO
H H

methyltransferase
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2. Posttranslacni kovalentni
modifikace histonu

DNA je usporadana do chromatinu; zakladnimi jednotkami jsou
nukleozomy

chromatin je velmi stabilni a odolna struktura; (1) ochrana DNA,
ale (2) snizena dostupnost pro DNA vazebné proteiny (transkripce,
replikace, opravy DNA, rekombinace)

DNA: 146 pb

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

useky DNA mezi nukleozomy (linker DNA)
ruzné dlouhé, interaguiji s histonem H1 a
podileji se na vytvareni vyssich struktur
chromatinu




Usporadani histonu v
nhukleozomu

» C-koncové ¢asti histonu tvofi jadro nukleozomu

» N-Casti vybihaji do stran, tvofi tzv. N-tails a jsou volnégji pfistupné

ruznym modifikacim

Hayes JJ, Hansen JC., PNAS 99 (2002) 1752-1754




Mechanismy prestavby
chromatinu

» kovalentni modifikace histonu:
- acetylace («> metylace DNA)
- metylace
- fosforylace
- ubikvitinace
- sumoylace
- ADP ribozylace

» ATP-dependentni chromatin remodelujici komplexy
» inkorporace histonovych variant



Acetylace histonu

acetylace zbytku lysinu: celkem 26 ruznych moznosti na 1
nukleozom

rovnovaha histon acetyl transferaz (HATS) a histon deacetylaz
(HDACS)

acetylace/deacetylace histonu i nehistonovych proteinu, v jadfe i
cytoplazmé

HATSs: (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 HDA1; celkem 18 hHDACs



Onkogenni (nadorove) viry

retroviry (RNA viry): obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné
transformuijici viry) nebo aktivuji protoonkogen, vedle kterého se
iIntegrovaly (inserCni mutageneze; pomalu transformuijici)

DNA nadoroveé viry pouzivaji jinou strategii transformace: koduji
proteiny (virové onkoproteiny), které interaguji s nadorovymi
supresory (RB, p53,hostitelské bunky a tak hostitelskou
bunku tlaCi do S faze:

SV40: velky T antigen raiznymi doménami interaguje s p53, RB,
p300/CBP

adenoviry: E1A interaguje s RB a p300/CBP; E1B interaguje s p53
papilomaviry HPV-16, HPV-18: EG6 interaguje s p53, p300/CBP; E7
interaguje s RB



Acetylace histonu a regulace
transkripce

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

@‘w deacetylace histont
deacetylce histonu spojena s

uzaviranim struktury chromatinu a s jaderné receptory

represi transkripce |
HATs a HDACs jsou privadeny k

cilovym sekvencim prostfednictvim
sekvencéné specifickych T

transkripénich faktoru

>ep Q<

acetylace histonu



Metylace DNA a deacetylace
histonu

» CpG metylace DNA souvisi s represi transkripce - s udrzovanim
stabilngjsiho stavu chromatinu

» metylované oblasti DNA jsou rozpoznavany proteinem MeCP2 (jeho
doménou MBD - ,methyl-DNA binding domain®) a dale specificky
interaguji (doménou TRD -“transcriptional repressor domain®) s
korepresorem Sin3, ktery privadi k metylovanym oblastem HDACs

deacetylace histonu B. deacetylace histond

A. pfechodna represe B. stabilni represe



Fosforylace histonu

« fosforylovany mohou byt serinové zbytky

* mitogenni signaly spoustéji kaskadu MAP kinaz:
Rsk-2 fosforyluje H3 na serinu 10 - tato fosforylace ,otevira"
strukturu chromatinu a umoznuje aktivaci gent spojenych s
bunécnym délenim
podle typu stimulace dalsi histon kinaza - MSK1

« fosforylace histonu je funkéné provazana s acetylaci



Metylace histonu

« metylovany mohou byt lysiny a argininy; H2B, H3 (lys 4, 9, 27, 36) a
H4 (lys 20)

> jaderné receptory aktivuji transkripci za uc€asti koaktivatort z rodiny
proteint p160: s nimi interaguje také metyltransferaza CARM1
(,coactivator-associated arginine methyltransferase 1) - metyluje
zbytky argininu na H3 a potencuje transaktivaci jadernymi receptory

* pribuzna metyltransferaza PRMT1 metyluje H4

» metylace lysinu mize souviset s aktivaci nebo represi transkripce —
v zavislosti na pozici metylovaného lysinu a na stupni metylace: napr.
trimetylace lysinu 4 na histonu H3 (H3K4met3) je navySena na
transkripcné aktivnich promotorech, zatimco trimetylace H3K9met3 a
H3K27met3 je na transkripCné reprimovanych promotorech

*  Suv39H1 metyluje lysin 9 histonu H3 — spojeno s represi



Metylace histonu: EZH2

EZHZ2 (enhancer of zeste homolog 2)

» histon—-lysin—N-metyltransferaza
» UCastni se metylace DNA a represe transkripce
» katalyzuje metylaci lysinu (met3) v pozici K27 histonu H3

> je funkéni, enzymatickou soucasti komplexu PRC2 (polycomb
repressive complex 2), ktery je odpovédny za zdravy embryonalni
vyVvoj, tim, ze epigeneticky ovliviiuje geny odpovedné za regulaci
vyvoje a diferenciace

EZH2 overexpression

Transcription

»>a%e OFF

K27 E




Metylace histonu: EZH2

EZH2 je integralni soucasti PRC2 (polycombe repressive complex
2)
PRC2 prostrednictvim EZH2 katalyzuje H3K27met3

PRC1 rozpoznava H3K27met3 a zprostredkuje ubikvitinaci
H2AK119Ub, ktera pravdépodobné privadi do oblasti DNMTs a
vede k metylaci DNA a transkripcnimu umlceni

Stahl M. et al., PLOS Genetics DOI:10.1371/journal.pgen.1006193; 2016




Ubikvitinace histonu

monoubikvitinace, a to na C-konci histonu: lysin 119 histonu
H2A a lysin 123 histonu H2B

spojeno s transkripéné aktivnim nebo naopak reprimovanym
(H2A K119) stavem chromatinu

polyubikvitinace histonu je také integralni soucasti oprav DNA



Hypotéza ,,histonového kodu“

Acetyl
Ubiguity!
Methyl
Phosphoryl



3. Remodelace nukleozomu a | /z&/%
inkorporace histonovych variant (4 7




ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy

« multiproteinové komplexy, které méni konformaci histont a DNA
(v promotorovych oblastech), vyuzivaji k tomu energii z
hydrolyzy ATP

« substratem neni mononukleozom, spiSe fetézec nukleozomu —
meéni pozici nukleozomu na DNA a tvofi ,nucleosome-free”
oblasti

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

« Kklasifikace podle ATPazove podjednotky:
SWI2/SNF2
ISWI
Mi-2 (+ deacetylazova podjednotka) (CHD komplexy)

* jejich soucinnost nutna pro aktivatory i represory



Inkorporace histonovych
variant

* inkorporace histonovych variant (napr. H3.3 a H2A.Z; H2A.1,
H2A.2, H2A.X,...) ovliviiuje stav nukleozomu a tim transkripCni
aktivitu (a dalSi aktivity) v oblasti, kde se takto modifikovaneé
nukleozomy nachazeji

« napriklad H3.3 a H2A.Z jsou preferencné v promotorech
aktivnich a reprimovanych genu



4. Nekédujici RNA (miRNAS)

MiRNAs: malé (~22 nt; 18-25 nt), nekodujici RNA, které reguluji
genovou expresi posttranskripénim umléovanim cilovych genu
vazbou do 3'netranslatované oblasti cilovych mRNAs

MIRNAS jsou exprimovany tkanove specificky

jedna miRNA muze mit stovky cilovych mRNAs



Epigenetické zmény u nadoru

rozsahla proména epigenomu u nadorovych bunek:

» globalni hypometylace DNA, hypermetylace specifickych
promotoru

zmeénéné expresni profily chromatin modifikujicich faktoru

mutace v genech, které koduji chromatin modifikujici faktory, a v
genech kodujicich histonové varianty

» globalni snizeni exprese miRNA

Y V

Y

.. atd.

Y



jak geneticke, tak epigeneticke
aberace

Normal I

¥ 4
- fU

Cancer l

*Global hypomethylation
sPromoter-specific
hypermethylation

ﬂ

*Point mutation
*Deletion
*Translocation
Amplification

*Copy number changes

Taby R, Issa J-PJ., Ca Cancer J Clin 60 (2010) 376-392




1. Metylace DNA a nadory

puvodni funkce metylace DNA - ochrana genomu: metylace
zabranuje Sifeni parazitickych elementud (transpozonu)

tento obranny systém se zacal az pozdeji 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 nadorovych bunek
casto pozmenena:

« rozsahlé hypometylované oblasti

* hypermetylace ve specifickych oblastech



Hypometylace DNA u nadoru

metylace DNA transkripCné inaktivuje, zabranuje transpozicim a
homologni rekombinaci, a tak prispiva ke genomove stabilité

hypometylace genomu byla prvni epigenetickou aberaci
zaznamenanou u nadoru

u riznych nadorl je obsah 5 -metylcytosinu snizen v priméru o
10%

v nadorovych bunkach dochazi k rozsahlym demetylacim
repetitivnich sekvenci; stupen hypometylace koreluje s progresi
onemocneni

hypometylace repetitivnich sekvenci muze byt ¢asnou udalosti
kancerogeneze a muze predisponovat bunku k pfestavbam genomu
mechanismem rekombinace




Hypometylace DNA u nadoru

» dopad i na specifickou genovou expresi, vedouci k aktivaci genu,
které stimuluji proliferaci: R-ras a MASPIN (nadory zaludku), MAGE
(,melanoma-associated antigen®; melanomy), IGF2 (Wilmsovy

nadory)

« reaktivace normalné umlCenych genu (rust stimulujicich,
regulujicich apoptozu,...)

« reaktivace miRNAs ukotvenych v kddujicich oblastech nékterych
gend...



Hypometylace DNA u nadoru

» napriklad az u 20% pacientt s AML ma heterozygotni bodové
mutace v genu DNMT3A (menici AA R882), které snizuji
metyltransferazovou aktivitu a zpusobuiji lokalni hypometylace

mutace R882 spojeny s horsi prognézou pacientt s AML

» U asi 25% AML nalézany somatické mutace demetylaz, naprikald
TET2 (metylcytozin dioxygenaza 2)

spojeno s horsi prognézou

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Hypermetylace DNA u nadoru

CpG ostruvky jsou obvykle
v promotorovych oblastech
na 5°- konci gena...

v nadorovych bunkach
hypermetylace v
promotorech genu pro
nadorove supresory,
genu ucastnicich se
mezibunecnych
adhezi, oprav DNA, ...

® growth promoting factors

Widschwendter M, Jones PA., Oncogene 21 (2002) 5462-5482




Geny inaktivované béhem
kancerogeneze metylaci DNA

» geny ucastnici se regulace bunécného cyklu:
RB, p16'NK4A p15, p14ARF p73

» geny ucastnici se oprav DNA:
MLH1, O°MGMT, GSTx, BRCA1

» geny ucastnici se apoptozy:
DAP-kinaza, prokaspaza-8, TMS1

» invaze nadoru a angiogeneze:
E-kadherin, VHL, APC, LKB1, TIMP3, thrombospondin 1

» Clenoveé signalnich drah:
ER, RARp, androgen receptor, endothelin B receptor, RASSF1A



Hypermetylace DNA u nadoru

» na rozdil od genetickych zmen, které se deji po skocich,
epigenetické zmény mohou byt postupné: DNA metylace a
acetylace histonu funguiji jako tzv. ,transkripéni reostat"

Transcriptionally Transcriptionally Transcriptionally
Incompetent Inducible Competent
Heterochromatin Chromatin Euchromatin

Histone Acetylation
DNA Methylation

Inactive X-chromosome Environmentally ActiveGenes
Silenced Imprinted Genes Responsive Genes

Alu, LINEs, SINEs

Pericentromeric Repeats Devepmentaly

Responsive Genes

» souvislost s principem ,tak akorat®...



Hypermetylace DNA u nadoru

na rozdil od mutaci, hypermetylace promotoru je potencialné
reverzibilni: takova epigeneticka plasticita muze odrazet dynamiku
nékterych procest béhem kancerogeneze, napf. béhem tvorby
metastaz:

napr. ztrata E-kadherinu se uplatriuje v poCateCni fazi tvorby
metastaz pfi uvoliovani bunék z primarniho nadoru X schopnost
invadujicich bunék tvofit metastaticka ohniska muze byt podminéna
re-expresi E-kadherinu

mutace CDH1, které zcela vyrazuji funkci E-kadherinu, jsou vzacne,
s vyjimkou pacientu s dédiénym nadorem zaludku s vrozenou mutaci
CDH1 a pacientl s pomérné vzacnym lobularnim karcinomem prsu;
tyto nadory jsou silné invazivni, ale vysledné metastazy se tvori
spiSe podél bazalnich membran, neprorustaji do organu




LOI — ztrata imprintingu

Imprinting: proces, kterym jsou geny selektivhé exprimovany
homologné s maternalni nebo paternalni linii

Imprinting: komplexnost variability v distribuci metylovanych
cytosinu (asi 50 milionu dinukleotidu CpG v savéim genomul!) je
,2diagnostickym snem, ale analytickou no¢ni murou®

LOI (,loss of imprinting®) je typickym projevem nadoru

je LOI pfi€inou nebo nasledkem pfi vyvoji nadoru?

u nékterych nadoru LOI pravdépodobné prfedchazi a mozna
,Zpusobuje“ vznik nadoru (Wilmsuv tumor, embryonalni nadory u
Beckwith-Wiedemannova syndromu)

experimentalni data na mysSich modelech:

kombinace mutace APC a navozene LOI (inaktivace DNMT1) vedla
k asi 2 az 2.5 navySeni rizika vyvoje CRC oproti samotné mutaci
APC

ovlivhény byly predevsim kmenovée bunky

v tomto usporadani se projevila vice hypometylace nez
hypermetylace (aktivace onkogenu?)

iIndukce iniciace kancerogeneze, ale retardace pozdnich stadii




2. Posttranslacni kovalentni
modifikace histonu

« globalni ztrata acetylace lyzinu 16 histonu H4 (H4K16ac) a
trimetylace lyzinu 20 histonu H4 (H4K20me3), pravdepodobne
zprostredkovana HDACs a vede k transkripCni represi

« exprese HDACs Casto u nadoru zvysSena

« specificka ztrata acetylace lyzinu 9 a dimetylace nebo trimetylace
lyzinu 4 histonu H3 a navyseni dimetylace nebo trimetylace lyzinu 9
a trimetylace lyzinu 27 histonu H3 jsou nalézany v promotorech
nékterych genu a mohou stimulovat kancerogenezi umléovanim
kritickych nadorovych supresoru

» obecne jsou mutace v genech kodujicich chromatin
regulujici faktory docela Casteé, ale mutace v kazdéem
jednom konkrétnim genu spise vzacné




Kovalentni modifikace
histonu

IDH1 - izocitrat dehydrogenaza 1

« u mnoha rtznych nadoru, predevsim glioblastomu a gliomu
(v€Cetné mutaci IDH2) mutace pozmenuijici aktivni katalytické
misto IDH1:

» vedou ke zméné v produkci metabolitl: pfednostné vznika 2-
hydroxyglutarat namisto a-ketoglutaratu

» to nasledne blokuje a-ketoglutarat—dependentni demetylazu a
zvySuje metylaci H3K9 a H3K27 (a také DNA metylaci) a blokuje
bunécnou diferenciaci nadorovych bunek

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Kovalentni modifikace
histonu

EZH2

histon metyliransferaza odpovédna za trimetylaci lyzinu 27
histonu H3 (H3K27met3)

zvySena exprese stimuluje kancerogenezi in vitro i in vivo:
detekovana u melanomu, lymfomu, nadoru prostaty a prsu

potencialni marker odliSujici agresivni nadory prsu a prostaty od
indolentnich variant

aberantni metylace H3K27 muze byt také dusledkem inaktivace
UTX, specifické H3K27 demetylazy: somaticky mutovana napfr.
u mnohocetného myelomu (spojeno s horsi prognézou), u
dlazdicobunéénych karcinomu jicnu a dalSich

u AML mutace EZH2 spojeny s vysSSim rizikem progrese a
recidivy



Kovalentni modifikace
histonu

EZH2

» obecné funkce EZH2 (a funkCni dopad a typ mutaci EZH2)
charakter protoonkogenu nebo nadorového supresoru: zalezi na
nadorove-bunecnem kontextu

» EZH2 zvazovana jako terapeuticky cil

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Rubinstein-Taybiho syndrom

* vrozené vyvojové onemocnéni spojené s mentalni a ristovou
retardaci, typickymi obliCejovymi malformacemi, Sirokymi palci u
nohou a rukou

* priCinou je zarodecna mutace jedneé alely genu pro histon acetyl
transferazu CBP (chromozom 16 p13.3) a nasledna snizena
davka (haploinsuficience) genu

* onemocnéni spojeno se zvysenym rizikem vzniku nadoru
(pfedevsim nadory nervoveé soustavy a hlavy - ne leukémii)

.+ Gen CBP se nachazi ve dvou translokacich spojenych s
vyvojem leukémii: t(8;16) (AML)—> MOZ/CBP a t(11;16) »>
MLL/CBP.




Chromatin a leukémie

diferenciace pluripotentni hematopoietické bunky regulovana
koordinovanou expresi celych skupin genu

kliCcovou roli hraji sekvenéné specifické TF

pro uspésny prubéh jsou nezbytné faktory remodelujici
chromatin: cela rada z nich muze byt béhem leukemogeneze
poSkozena

paradigma PU.1-GATA1 (myeloidni vs. erytroidni)




Akutni promyelocytarni
leukémie - APL

jediny typ leukémie, ktery odpovida na diferencia¢ni
terapii, a to ATRA

vsichni pacienti s APL maji translokaci v genu RARa.:

t(15,17) = PML'RAR %@ deacetylace histon(i
t(11;17) = PLZF-RAR Q'O\_
t(5;17) = NPM-RAR e m
t(11;17) = NuMA-RAR

acetylace histon(

vsechny chiméry maji zachovanou tu cast molekuly RARa, ktera
zajiStuje vazbu na DNA, vazbu ligandu, korepresoru, koaktivatoru
< vazba RA na chiméru ji neaktivuje!!



APL: normalni funkce
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» represivni komplex heterodimeru RXR/RAR o
aktivovany nizkymi davkami RA

Romana Kralova, 2016
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nelze aktivovat ani farmakologickymi davkami RA

Romana Kralova, 2016
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» represivni komplex heterodimeru RXR/ - 1(12;17) -
nelze aktivovat ani farmakologickymi davkami RA; Ize jej aktivovat
kombinaci vysoké hladiny RA a inhibitoru histon deacetylaz

Romana Kralova, 2016




AML-ETO

nasledek translokace t(8;21), vyskytuje se u 10% pacientu 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-
HDAC1

= AML/ETO se vaze na cilové sekvence AML1, ale misto aktivujiciho
komplexu vaze komplex represivni




MLL-CBP (p300, MOZ, TIFZ2,...)
t(11;16)

* MLL muze byt postizen mnoha raznymi translokacemi - tvofri
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 chimer, ktere ztratily schopnost
spravné soucinnosti s faktory, které meni strukturu chromatinu
— deregulace genové exprese behem krvetvorby = maligni
transformace

 MLL: Myeloid/Lymphoid Or Mixed-Lineage Leukemia
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MLL

lokalizovan na 11923

TF a H3K4 histon metyltransferaza

H3K4 trimetylace je znakem aktivne transkribovaného
chromatinu; H3K4 trimetylace zprostredkovana MLL je nutna
pro epigenetické udrzovani aktivace genu HOX

mutace se vyskytuji u 70% ALL a 35% AML kojencu

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

prognoza zavisi na typu partnerskeho genu v translokaci

mutace MLL2 (12913.12) a MLL3 (7936.1) se vyskytuji u
détskych meduloblastomu



Inhibitory histon deacetylaz -
HDACIs - potencialni nadorova
(,,chromatinova“) terapie?

TSA - trichostatin A

SPB - sodium phenylbutyrat
SAHA - suberanilohydroxamic acid
depsipeptidy

a dalsi - trapoxin, oxamflatin,...




Inhibitory histon deacetylaz

» uCinek HDACIs je obecny, tj. globalné inhibuji represivni aktivitu
TF, které vyuzivaji jako korepresory HDACs k remodelaci
chromatinu (= mimo jiné bude jejich biologicky efekt tkanové
specificky)

x HDACIs inhibuiji rust, indukuji apoptézu a diferenciaci u rtznych
nadorovych linii bez souvislosti s histologickym typem

— experimentalné: zretelny a vyrazny protinadorovy efekt a zaroven
relativné nizka toxicita u netransformovanych bunék (v
koncentracich, které vedou k akumulaci acetylovanych histonu)

x obecné ale neplati, ze podavani HDACI zvrati maligni fenotyp!




Inhibitory histon deacetylaz

« pokud je inhibice transkripce zprostfredkovana HDACs spojena s
metylaci DNA, pak samotné pouziti HDACIs nefunguje, ale
muze byt uspésné v kombinaci s 5-aza-2’-deoxycytidinem
(inhibitor DNA metyltransferaz)



Dva hlavni typy epigeneticke

terapie: inhibitory DNA metyltransferaz a
Inhibitory histon deacetylaz

g Neoplastic cell
* Apoptotic cell

<> Differentiated cell

HDAC inhibitors Differentiation

Taby R,Issa J-PJ., Ca Cancer J Clin 60 (2010) 376-392




Inhibitory histon deacetylaz

> U nekterych leukémii a solidnich nadoru funguji v
kombinaci s diferenciacnimi Cinidly:

— SAHA je ucinny pfi inhibici rastu bunék nadoru prostaty (in vitro
| IN vivo)

— kombinace HDACIs a ATRA pri terapii APL

— SAHA v kombinaci s ATRA ucinny pfi inhibici rastu
neuroblastomovych bunék

— HDACIs zcitlivuji AML bunky s translokaci AML1-ETO k ucinku
ATRA

— a dalsi...



Inhibitory histon deacetylaz

rizika a komplikace

dopad na mnoho dalSich proteint v bunice

velmi zavislé na davce

ve vysokych davkach silné toxické (pfi nizkych davkach v

monoterapii mala ucinnost)

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Chromatinoval/epigeneticka
terapie

2004: US Food and Drug Administration (FDA) potvrdila 5-
azacytidine jako lIé¢bu pro MDS:

e prvni terapeutikum pro MDS
* prvni hypometylacni terapeutikum
* prvni epigenetické” terapeutikum

druhym epigenetickym terapeutikem: decitabine (5-aza-2’-
deoxycytidine)
« potencialne lé€ba MDS, AML, CML



3. Remodelace nukleozomu a
inkorporace histonovych variant




ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy

> neéktery ze Clent komplexu SWI/SNF je mutovan u vice nez 30%

lidskych nadoru

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Maligni rhabdoidni nadory -
MRT

« gen hSNF5 (IN1X nebo BAF47) (22911.2) koduje jednu z
podjednotek ATP-dependentniho chromatin remodelujiciho
komplexu SWI/SNF

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

« zarodecné mutace hSNF5/INI1 predisponuji k MRT ledvin a mozku

« somaticke mutace hSNF5 se vyskytuji u renalnich rhabdoidnich
nadoru, centralnich primitivhich neuroektodermalnich nadord,
meduloblastomu a leukémii

« mutace jsou bialelické, jejich vysledkem je kompletni delece genu,
zkraceny protein nebo posun Cteciho ramce

« hSNF5 je nadorovy supresor




Funkce hSNF5

. E2F inactive
hSNF5 cell growth arrest

Rb chromosomal
/ SWUSNF?\ stability

Rb E2F active
cell proliferation

aneuploidy

and
polyploidy

ztrata hSNF5 vede k redukci p16'NK4A
a tim ke zvysSeni miry fosforylace RB
a tedy ke zvySeni funkce E2F

Snf5 null mysi: umiraji
béhem Casné
embryogeneze

Snf5 haploinsuficientni mysi:
normaini vyvoj, ale u 5-35%
se vyvine rhabdoidni nebo
jiny nador (obvykle velmi
agresivni a silne
metastaticky)

ztrata funkce hSNF5:
— indukce proliferace

— navyseni chromozomalni
nestability



Funkce hSNF5 II

» ztrata funkce SNF5 vede ke zvySené expresi EZH2 a tedy k
naslednému zvyseni H3K27me3 a naslednée ke zvysené bunécné
proliferaci

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy a nadory

* BRGI1 je soucCast ATP-dependentniho chromatin remodelujiciho
komplexu SWI/SNF*, ktery funguje mimo jiné v soucinnosti s
PRB; bez funkéniho BRG1 neni pRB schopen inhibovat rast;
Inaktivujici mutace BRG1 byly detekovany v nekterych
nadorovych bunécnych liniich, které mély zaroven funk¢ni pRB

« BRG1 a BRM (katalytické podjednotky SWI/SNF) jsou umiCeny
asi u 15 az 20% nemalobunéénych karcinomu plic

* komplex SWI/SNF obsahuje asi 10 podjednotek: napi. SNF5,
BRM (Brahma), BRG1 (,Brahma related gene 1%) a dalSi



ATP-dependentni chromatin
remodelujici komplexy a nadory

ATRX koduje SWI/SNF-like protein

e odpovedny za depozici histonove varianty H3.3 do
pericentrickych a telomerickych oblasti heterochromatinu

 loss-of-function mutace detekovany u neuroendokrinnich tumoru
pankreatu (PanNETs), détskych glioblastomu, dospélych low-
grade gliomu a u dalSich nadoru

 mutace ATRX vysoce koreluji s aktivaci ALT mechanismu
prodluzovani délky telomer a u gliomu se navzajem vylucuji s
aktivni telomerazou

* Spojeny i s navysenou genomickou nestabilitou

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




Histonove varianty a nadory

 exprese histonové varianty H2A.Z zvy$ena u nékterych typl
nadoru a je spojovana se stimulaci bunééného cyklu

« nadruhé strané, také ztrata H2A.Z u nadort je spojovana s
progresi nadoru
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Histonové varianty a nadory #%;
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HISTTH3A (H3.1) a H3F3A (H3.3)

* bodové mutace v genech pro tyto histonove varianty se
vyskytuji u détskych glioblastomu, chondroblastomu a
nediferencovanych sarkomu

» vedou k naslednym epigenetickym aberacim, které stimuluji rast
nadoru

Koschmann C. et al. Cancer Res 77 (2): 227-266, 2017




4. Nekédujici RNA (miRNAS)

nékteré mIRNAs v normalnich bunikach negativné reguluji expresi
fady onkogenu a nadorovych supresorup; proto je jejich deregulace
dulezitym mechanismem, ktery se uplatriuje pfi kancerogenezi

expresni profily miRNA jsou specificky derequlovany u Sirokého
spektra lidskych patologii, véetné nadoru

jednotlivé typy nadord mohou vykazovat specificky ,miR podpis*

na rozdil od jinych markeru jsou miRs v cévnim systému (a
podobné také ve formol-parafinovych blocich) znacné stabilni, proto
jsou robustni a spolehlive pri analyze



MmIiRNAs a nadory

dva typy zmén v expresi miRNA u nadoru:

1. globalni mira exprese miRNA v nadorech je bud snizena
(nejCasteji) nebo zvySena

2. specificka:

* mezi suprimované miRNAs patfi: let-7, k jejimZ cilam patfi ras,
c-myc, CDK®6, a miR-24, ktera cili na c-myc a E2F2

« zvySena exprese detekovana napf. u miR-21, ktera inhibuje

bcl2, PTEN, EGFR, a miR-196a, miR-373 a miR-125b, které
inhibuji annexin A1, p53 a dalsi



MmIRNAs a nadory

* nekteré transkripty ovlivnény vice miRs: napr. exprese c-myc
ovlivnena miR-22, -24, -145, -17-19b a let-7; exprese ras
regulovana let-7, miR-372 a -373; exprese BRCAZ regulovana miR-
24 a -545

« neékteré onkoproteiny — transkrip€ni faktory - reguluji expresi mnoha
miRs: napr. p53 aktivuje expresi miR-34a, ale za jinych okolnosti —
napr. prfi poskozeni DNA — aktivuje expresi miR-143, -145 a -16-1;
Myc aktivuje expresi miRs v clusteru miR-17-92, ale reprimuje
expresi nejmene 12 jinych miRs

= sloZitd, komplexni, zamotana sit vztahd mezi miRs a nékterymi
onkoproteiny, plna zpétnovazebnych klicek...

* napf. 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...




miR-34: nadorovy supresor
fungujici ,downstream of p53“

S -

pri-miR-34a/b/c

4 5
‘ miR-34-a/b/c |

é | RNA Interference I

‘ Bel2, Notch, HMGA2, E2F3, CDK4, CDKG6, Cyclin E2 etc

é % g H

| Micro-Processinﬂ

Zimmerman AL, Wu S., Cancer Lett 300 (2011) 10-19




Integralni soucasti funkcni site p53

jsou miIRNAs

> p53 reguluje expresi (transkripci) a zrani mnoha miRNAsS
> exprese pd3 je inhibovana radou miRNAS

Mdm2

miR-192
miR-194
miR-215
miR-605

let-7

miR-107

miR-199a-3p

1iR-125b
miR-25
miR-504
\ Maturation of miR-15a,
\ miR-16-1, miR-143, miR-145,

miR-200c-141

miR-214
miR-30d

p53%“

miR-380

miR-199a-3p, miR-122
— miR-17-92

\ cluster

\'\\‘k miR-1246

miR-200b-200a-429
miR-205 miR-224

miR-34 family

miR-1204 cluster

Deng G, Sui G, Int J Mol Sci 14 (2013) 18319-18349




Komplikovana funkéni sit’ vztahu mezi
MIRNAs a nekterymi onkoproteiny

Y 48 N
§ [miR-125a)
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Global reduction
in miR yielding

napf. 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,;
avsak simultanni represi
miR125b c-Myc
upreguluje p53, ktera
nasledne zvysSuje expresi
inhibitord c-myc Mir-34a a
-145



MIRNAsS a leukémie

| Hematopoietic Stem Cells I

* jednotlivé kroky
normalni hematopoezy
jsou aktivovany

miR-128a®
nékterymi miRNAs a ‘“;i‘,éi%@\

l

Multlputent Progenitors

i n h i bOVé ny j i nym i . Myeloid Stem Cells I Lymphoid Stem Cells I
MiRNAs (oznaceno @) | e

Common Myeloid Progenitors Common Lymphoid Progenitors

« deregulace kterékoliv /;;;5;(;; %\ .
této miRNA muze e ‘

T Cells, B Cells

Granulocyte-Macrophage
Natural Killer Cells

Megakaryotic-Erythroid
Progemtors

Progenitors

pravdépodobné vest k

VyVvoji nadoru nit1739
y J miR-223 © miR-20a © miR-24 ©
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miR-150 @, miR-155 ©
miR-221 @, miR-222 @
miR-451, miR-16

| Platelets | | Red Blood Cells I

Zimmerman AL, Wu S., Cancer Lett 300 (2011) 10-19




Klasifikace protoonkogenu

* | rustové faktory

 |l. receptory rustovych faktort

 |ll. Ras-proteiny

* |V. nereceptorové tyrozin-proteinkinazy

e V. transkrip€ni faktory

* VI. remodelace chromatinu, miRNAS,... — epigenetika

toto rozdéleni souvisi se strukturou signalni drahy:

« 1. vazba rustového faktoru na receptor

2. aktivace receptoroveé proteinkinazy

3. prenos signalu do jadra kaskadou proteinkinaz
4. aktivace transkripcniho faktoru

5. spoluuc¢ast dalSich faktoru...
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Potencialni praktické vyuziti
MIiRNAS

« v diagnostice (detekce sérovych markeru? korelace s
progresi? markery metastatického potencialu?)

« prognostické markery?
« cil terapie
 terapeutikum




Stochasticky epigeneticky
model vyvoje nadoru

» na pocCatku vyvoje nadoru stoji epigenetické zmény, pfedevsim
zmeény imprintingu — metylace DNA spojené s kovalentnimi
modifikacemi histonu

» urcita mira spontanni stochastické heterogenity epigenomu je
prirozena a vlastni vSem, tedy i zdravym bunikam a je
pravdepodobné zdrojem adaptability a evoluce

> k vyraznému navyseni heterogenity epigenomu muze dochazet
v dusledku stresu, napfiklad opakovanymi cykly poranéni a hojeni,
tedy vlivem a pusobenim mikroprostiedi nebo i Sir§iho okoli nadoru

Timp W a Feinberg AP. Nat Rev Cancer 13, 2013, 497-510. Feinberg AP. J Int Med 276, 2014, 5-11.
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Model spoluprace epigenetickych
modifikaci a mutaci pfi vyvoji
typickych znaku nadoru

» epigenom funguje na
kfiZzovatce prostredi - (aroaion]  [fvasion] [Wetabotem]
genetickych mutaci — rustu \ [ / /« [Booviss]
nadoru = faktory prostredi o %0 ﬁ'em“{“

(karcinogeny, dieta, zranéni, —PE,
zanét,...) zpusobuji \ ncroa
epigenetické preprogramovani

pPIg preprog &/

pig=nstic Ganome
regulators (TETZ2, insiahility

MLL and ARIDTA)

YAY}W*YK

» dusledkem navySenych
epigenetickych zmén muze byt
variabilita genové exprese,
vCetné zmén v expresi genu,
jejichz produkty se podileji na
regulaci klicovych bunécnych
vlastnosti a funkci, kterée si
spojujeme s vyvojem nadordu...

Feinberg AP. J Int Med 276, 2014, 5-11.
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Epigenetic dysregulation as a
hallmark of cancer

= o IDH mutations =

‘Splicosome mutations (13.5% NS

in AML, up to 85% in MDS) “oncometabolite” 2-HG
alice site mutations / Genome Neteholic Input'
‘associated with epigenetic instability/ through acetyl-CoA
mutations: SF381 and splice site /' and SAM -> cofactors
DNTM3A, SRSF2 and TET2, mutations ~, | for methylation/
U2AF35 and ASXL1 /‘ | acetylation

Activated signaling: FLT3, Proliferation Immune
KIT, KRAS/NRAS (59%) S system/
Myeloid TF: RUNX1, v Inflammation |
CEBPa, EVI1 (22%) ' Epigenetic alterations
TF fusions: PML-RARA, silence antigen
MYH11-CBFB, RUNX1- processing and
RUNX1T1 (18%) presentation (TAA,
MHCI/II, CD40)
TF fusions aberrantly
recruit DNMTs and HDACs
- silencing of genes TP::;:I’:; ;::: g‘:;)% ) Tumor suppressor genes are
abnormally methylated =
silenced in AML

Stahl M. et al., PLOS Genetics DOI:10.1371/journal.pgen.1006193; 2016




