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Ziskane vlastnosti maligniho w; y
nadoru WA=,

(1) Produkce vlastnich proliferacnich signalu
(2) Necitlivost k signalum zastavujicim bunécny cyklus

(3) Odolnost k programované bunécne smrti
(4) Neomezeny replikacni potencial
(5) Indukce angiogenese
(6) Aktivace invazivity a metastazovani
(7) Geneticka nestabilita a mutace
Pritomnost zanétu podporujici nador
(9) Preprogramovani energetického metabolismu
(10) Schopnost vyhnout se destrukci imunitnim systémem
(11) Zmeny mikroprostredi nadoru

Hanahan D. and Weinberg R.A., Cell 144 (2011) 646-674




Je rakovina nemoc bunécn
cyklu?

« ztrata regulace bunééného cyklu je kriticka soucast bunécné transformace

« ztrata regulace buneécného cyklu neni jedinou soucasti kancerogeneze,
vétSinou sama o sobé neni pIné transformuijici

Prubéh bunééného cyklu

M-G1-S-G2
M - kopie DNA jsou separovany; kondenzované
chromozomy
G1 - obsah DNA: 2N
S - replikace DNA,; inkorporace znacenych nukleotidu
G2 - obsah DNA: 4N

©®

\rstmitotické
faze

© GO

GO - starnouci nebo dlouhodobé se nedélici bunky
postmitoticky stav - bez moznosti navratu do cyklu, spojen s terminalni diferenciaci



Ridici centrum bunééného
cyklu

Nazev ,cell cycle clock”
naznacuje, ze v jadre
bunky funguje néjake
molekularni zarizeni,
které integruje vsSechny
mozne signaly
prichazejici zevnitr i z
okoli bunky a rozhoduje o
vstupu bunky do
aktivniho bunécneho
cyklu nebo naopak
ustoupeni do
neproliferacniho stavu.
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Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Klicové molekuly rizeni

bunecného cyklu & /1

» cyklin dependentni kinazy (Cdk, Cdc; human - 13/2009)

» fosforyluji své substraty

* maji katalytickou a regulacni podjednotku, aktivita vzdy zavisla na
vazbe cyklinu

» cykliny (human - 29/2009)

* jejich hladina kolisa v zavislosti na fazi bunéc¢ného cyklu

« uplatnuji se v pfislusné fazi cyklu tim, ze aktivuji prislusnou CDK a
smeéruiji ji k jejim substratum, pak jsou rychle odbourany

» nékteré necykluji, i dalSi funkce,...

» inhibitory (CKIs)

* Ink4 rodina CKIls (p16, p15, p18, p19) — cili pfedevSim na Cdk4 a
Cdk6

» Cip/Kip rodina (p21, p27, p57) — promiskuitngjsi, Casto interferuji s
vazbou cyklinu




Klicove molekuly Fizeni
bunecného cyklu
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Bod restrikce

mitogenni stimulace navozuje bunecny cyklus
antimitogenni stimulace blokuje bunecny cyklus

Bunecny cyklus je zavisly na exogenni
mitogenni signalizaci pouze po urcitou dobu
faze G1 - tak byl objeven ,rozhodovaci®
moment cyklu - bod restrikce

bod restrikce: kliCovy
regulacni / rozhodovaci
bod bunecného cyklu

\ﬁ)stmitotické
faze

© GO




PRB - spinac¢ bunéc¢ného
cyklu

 pRB v malo fosforylovaném (nefosforylovaném,
hypofosforylovaném) stavu blokuje pruchod bodem restrikce:
interaguje s TF rodiny E2F (8 genu) a blokuje jejich schopnost
transaktivovat jejich cilové geny, jejichz produkty jsou nutné pro S
fazi

» fosforylaci ztraci pRB schopnost vazat E2F a pruchod bodem
restrikce je tak mozny

= requlace pruchodu bodem restrikce = requlace fosforylace pRB




Rodina faktoru E2F

« 8 genu + alternativni sestfih + nasobné transkripcni pocatky

» regulace: transkripCni, translacni, posttranslacni, degradace
proteinu, vazba kofaktoru, bunééna lokalizace
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Kent LN a Leone G. Nat Rev Cancer 19: 326-338, 2019




Klicové molekuly rizeni bunécného
cyklu

» cyklin dependentni kinazy (cdk, cdc; human - 13/2009)
» fosforyluji své substraty
* maji katalytickou a regulacni podjednotku, aktivita vzdy zavisla na vazbé cyklinu

» cykliny (human - 29/2009)

* jejich hladina kolisa v zavislosti na fazi bunééného cyklu

« uplatnuji se v prislusné fazi cyklu tim, ze aktivuji pfisluSnou CDK a sméruiji ji k
jejim substratiim, pak jsou rychle odbourany

» nékteré necykluji, i dalsi funkce,...

» inhibitory (CKls)
* Ink4 rodina CKils (pl16, p15, p18, pl19) — cili pfedevsim na Cdk4 a Cdk6

viwv s

» Cip/Kip rodina (p21, p27, p57) — promiskuitngjsi, Casto interferuji s vazbou
cyklinu

» pRB
» E2Fs



Uroven fosforylace pRB v
prubéhu bunééného cyklu

“ Stupen fosforylace pRB je
extent of pRb dephosphorylation uzce koordinovan s
phosphorylation prﬁbéhem bunécného Cyk|U:
pfi prechodu M/G1 jsou
vSechny fosfatové zbytky
odstranény; pri pfechodu
hypophosphorylation 00d€M R masivné narusta
D CDK4/6 fosforylace az k dosazeni
faze M.

(pRB je fosforylovan na
zbytcich serinu a threoninu)

hyperphosphorylation

CDK2

E

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Regulace bunec¢ného cyklu

mitogenni
Cdc2 signaly
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Lundberg AS F a Weinberg RA, Eur J Cancer 35: 1886-1894, 1999




Regulace fosforylace pRB

Fosforylace pRB

e pozitivhé ovlivhéna:
- komplexy cyklini D (D1, D2 a D3) a CDK4/CDK6
- komplexy cyklinu E a CDK2

* negativne ovlivnhéna:
- inhibitory komplexu cyklin:CDK p21WAFL g p27KIP1
- inhibitory CDK p15/NK4B g p16!NK4A

Mitogenni signalizace vede ke zvySené expresi cyklina D a sniZzeni
hladiny inhibitoru

Antimitogenni signalizace vede k navySeni hladiny nékterého
inhibitoru a snizZeni hladiny cyklind D



Co je poskozeno pfi
transformaci?

nadorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)
nadorovy supresor p16'NK4A (melanom, ..)
protoonkogeny cykliny D

— amplifikace nebo zvySena exprese cyklinu D1 u témér 50%
nadoru prsu, HNSCC

— chromozomalni translokace zahrnujici cyklin D1 u lymfomu z
bunék plastové zony — MCL - mantle cell lymphoma: t(11;14)

Jperiferni hraci® - souCasti mitogennich a
antimitogennich drah



Amplifikace genu pro cyklin D1
a nadory hlavy a krku

P¥iklad detekce amplifikace

genu CCNDY (11q13) v

dlazdicobunécéném karcinomu

hlavy a krku (HNSCC)
metodou FISH. Zde 3 az 5
kopii na bunku.

Asi 1/3 téchto nadori ma
amplifikaci CCND1 a tomu

odpovidajici zvySenou expresi

cvklinu D1 a tim rozvracenou

regulaci fosforylace pRB.

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Cyklin D1 a lymfom z bunek
plast'ové zény (MCL)

Typickym znakem je translokace t1(11;14)(q13;932). Jejim dusledkem
je fuze transkripCniho zesilovace genu IGH pro tézky imunoglobulinovy
fetézec g na chromozomu 14932 a genu CCND1 kodujiciho cyklin D1
na chromozomu 11913, a nasledné vysoka exprese cyklinu D1.

Chromosome 11 ‘
MTC
CCND1 gene
v, —— Bcl-1/PRADT B. J}

Chromosome 14+ > —( VH()%( o (% j"(H G ()%( C,( *
Chromosome 11-

IgH locus
L]
— V /‘v.\‘
BCl-1/PRADT 4 / H §— 3

CCND1/IgH translocation

'matological Cytology. Masaryk University, Faculty of Medicine / University Hospital Brno. Available from: http://www.leukemia-cell.org/atlas




Co je poskozeno pri
transformaci?

nadorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)
nadorovy supresor p16'NK4A (melanom, ..)
protoonkogeny cykliny D

— amplifikace nebo zvySena exprese cyklinu D1 u témér 50%
nadoru prsu, HNSCC

— chromozomalni translokace zahrnujici cyklin D1 u a lymfomu z
bunék plastové zony — MCL - mantle cell lymphoma: t(11;14)

Jperiferni hraci” - soucasti mitogennich a
antimitogennich drah



Klasifikace protoonkogenu |

|. Rustové faktory

Il. Receptory rustovych faktoru

Ill. Proteiny Ras

I\VV. Nereceptorové tyrozinoveé proteinkinazy
V. Transkrip¢ni faktory

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




Klasifikace protoonkogenu Il
(Mares, Sedlacek, Goetz 1996)

1. Rastové faktory
2. Receptory rustovych faktoru
3. G-proteiny

4. Nereceptoroveé tyrozinoveé proteinkinazy (plazmaticka
membrana)

5. Cytoplazmatické serinové/threoninové proteinkinazy
(cytoplazma)

6. Jaderné proteiny

7. Neklasifikované (napr. BCL-2)

? klasifikace protoonkogenu neni jednotna ?
? vztah protoonkogenu k regulaci bunééného déleni ?



Priklady signalnich drah

| | signalni molekuly >
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Rustové faktory a tyrozin-  7xal}
» [ Vi V' A\ )/
proteinkinazoveé (RTK) receptory

TGEfi
| TGF-} receptor

Signalizace prostfednictvim fosforylace zbytka tyrozint je
vyuzivana hlavné v mitogenni signalizaci. Ostatni signalizace
vyuzivaji vyluéné zbytky serint a threoninu.




Rustové faktory: polypeptidy, které jsou produkovany bufikami a

navozuji signalizaci k zahajeni nebo zastaveni proliferace,
diferenciace, pfezivani,... aktivaci svych specifickych receptoru na
povrchu bunek

« potvrzeni ucasti extracelularnich signalnich molekul v procesu
maligni transformace: faktory produkované nadorovymi bunfikami jsou
schopny indukovat transformaci bunék in vitro

Stimulace:

« autokrinni - rustovy faktor stimuluje produkujici buriku
« parakrinni - stimulace sousedni bunky

« endokrinni - stimulace vzdalenych bunék




Rustové faktory a RTK
receptory

RTK receptory:

« transmembranové glykoproteiny slozené z extracelularni,
transmembranove a cytoplazmatické domény

« extracelularni doména - cysteinove zbytky vytvareji dva typy
domeén: Ig-like domeény nebo cystein-rich domény - tvori ,kapsy”
pro vazbu rustového faktoru

transmembrane C-terminal
ectodomain dor?am cytoplasmic domain talnl
I | 1l 1l 1

EGF | 4
receptor \ ! ]
1 ° 1
ligand binding «  regionof
1  homology |
plasma i I

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Schéma prenosu signalu na
EGFR

growth factor Po vazbé svych et
specifickych ligandu
Q A receptory dimerizuiji

| (s vyjimkou IGF, ktery je s 857

! — Plasma e  kovalentné& vazanym g e o

kinase{ | wansphosphorylation  NOMOdimerem) a - Y
dochazi k — i ey
autofosforylaci.

EGF
receptor

Fosforylaci se zméni konformace - zpristupni se

katalyticka domena a vazebna doména pro substraty. N P
Substraty interaguji pfedevsim prostrednictvim svych e
SH2 a SH3 (,Src-homology”“) domen. N =

1173 YLRV SHP1

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Schéma prenosu signalu na
EGFR

woara 7 ()
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faktory a RTK receptory

produkce/nadprodukce (vlastnich) rustovych signalt (—

autokrinni stimulace)

amplifikace receptoru: (a) koncentrace receptorovych proteinu na

povrchu bunky tak vysoka, ze se molekuly nahodile setkavaji a
dimerizuji i bez vazby ligandu; (b) neadekvatné efektivni
,wychytavani® extracelularniho signalu: bunky s koncentrovanym
receptorem jsou pozitivné stimulovany k bunécnému cyklu, i kdyz
hladina extracelularniho signalu je nizka a za normalnich
okolnosti by mitogenni drahu neaktivovala

zmena struktury receptoru: jeho aktivace nezavisla na vazbe
ligandu (bodovymi mutacemi, kratkymi delecemi, zkracené formy,
v dusledku fuze s jinymi geny,...).




Zmeny postihujici RTK
receptory
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activation
of GF gene

normal cell

autocrine signaling

v-ErbB ma oproti EGFR
zkracenou extracelularni domeénu
= prfenasi mitogenni signal
konstitutivné bez vazby ligandu

(1984 — odhalena strukturni podobnost
EGFR a v-ErbB: ,real bombshell® - RAW)
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Fuze genu pro RTK receptory s
jinymi geny

Ros PDGF-R FGF-R Trk Met Ret

Konstitutivni dimerizace
| receptoru v dusledku fuze
i genu pro receptor s
genem pro protein,
% ktery pfirozené tvori
! l dimery nebo oligomery

(RTK receptory ve vzniklé
chimeére mivaji zkracenou

extracelularni domeénu).
Ros PDGF-Ra FGF-R1 TrkA Met Ret receptor

FIG  BCR FIM Tpm3  Tpr H4 proteins
FOP Tpr R1a
PDGF-RB CEP110 Tfg ELE1
Tel BCR Htif1 fusion
H4 TrkC Htifg partners
Hip1 FGF-R3  Tel KTN1
Cev4 IgH RFG9
Rab-5 Tel ELKS
PCM1

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Struktura a hlavni tfidy RTK
receptoru

immunoglobulin-

cysteine-l like domain
rich
domain —
I fibronectin type Ill-
like domain
ss s EXTRACELLULAR
S SPACE
_ plasma
: CYTOPLASM Membrane
: kinase
e
domain region
| P
EGF insulin  NGF FGF Eph
receptor receptor, receptor receptor receptor
IGF-1 PDGF VEGF
receptor receptor, receptor
M-CSF
receptor

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Rodina EGF

rodina receptoru EGFR: erbB-1
(EGFR); erbB-2 (HER-2/neu);
erbB-3 (HER-3); erbB-4 (HER-4)

rustové faktory, kter¢ se vazi
na receptory EGFR: EGF, TGF-
o, amphiregulin (AR), HB-EGF
(heparin-binding EGF-like
rustovy faktor), cripto,
betacellulin (BTC), epiregulin

HERVEGFR HER2
X

EGF/TGF-t

Cysteine
rich

Cysteine
rich

HER3

HER4

Heregulin  Heregulin

=

Tyrosine
Kinase

Carboxyl
Terminus

| -

59%

24%




Rodina EGF

EGF (,epidermal growth factor®)
- 53 aminokyselin

- prvni identifikovany a purifikovany rustovy faktor (Stanley Cohen -
Nobelova cena 1986)

- syntetizovan jako prekurzor (1217 AA)
- stimuluje proliferaci a diferenciaci ruznych bunéénych typu

TGF-a. (,transforming growth factor o.“)
- 50 AA, 40% homologie s EGF, také mitogen
- prvni identifikovany autokrinni RF

- syntetizovan jako na membranu vazany prekurzor, uvolnovan ve dvou
krocich proteolytickym Sstepenim

- exprimovan v mnoha nadorovych bunécnych liniich a také u mnoha
nadoru, které exprimuji EGFR



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.asbmb.org%2Fuploadedfiles%2FAboutUs%2FASBMB_History%2Fnobel_winners%2F70s80s%2F1986Cohen.html&ei=pGH0VPOeMsnSUcKEgtgF&bvm=bv.87269000,d.d24&psig=AFQjCNF7OowB731fdTmikuVne_Wsw80mIA&ust=1425388308860708

Rodina EGFR

EGFR (EGF receptor)

* je kddovan genem c-erbB-1 - homologni s v-erbB (pfenasen
retrovirem ,avian erythroblastosis virus®“: ma deleci extracelularni
domény)

« néekdy oznacCovany jako erb-B receptory nebo HER (,human EGF
receptor”)

 mohou fungovat jako homodimery a heterodimery

- zvySena exprese EGFRs byla detekovana u nadoru prsu, hrtanu,
jicnu, zaludku, vaje€niku, endometria a délozniho Cipku a dalSich; u
nadoru prsu, jicnu a vajec¢niku je spojena se Spatnou prognézou

- bodové mutace EGFRY u karcinomu plic: moznost cilené terapie
malymi inhibitory kinazoveé domeny




Rodina EGFR

HER2/neu kdédovan genem c-erbB2; receptor homologni s EGFR, ale
nevaze ani EGF ani TGF-a (a zfejme ani neu)

» Vvysoka exprese a/nebo amplifikace c-erbB2 detekovana u
adenokarcinomu prsu, slinnych zlaz, vajeCniku, stfeva a zaludku

> U karcinomu prsu a vajec¢niku amplifikace a zvySena exprese c-
erbB2 koreluje s horSi prognézou a rezistenci k terapii

» amplifikace HER2/neu je uznavanym prognostickym a prediktivnim
faktorem u nadoru prsu; pacientky s amplifikaci HER2/neu
podstupuji radikalnéjsi terapii a mohou byt [éCeny Herceptinem -
monoklonalni protilatkou vazajici se na protein HER2/neu




Amplifikace HER2/neu u
nadoru prsu

amplifikace HER2/neu poprveé nalezena u nadoru prsu v roce 1987

amplifikace alespon § kopii genu HER2/neu na bunku spojena s
horsi prognézou

disease-free survival

(proportion)

1.0

© © o o
N B O ®

=
o

HER2/Neu amplified (n=11) >5 copies

12

HER2/Neu not
amplified (n=52)

24 36 48 60 72 84
months after diagnosis

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Vsuvka: terapie cilena na cleny EGFR

Terapie nadort zamérena na receptory EGFR:

A. Monoklonalni protilatky

Herceptin (Trastuzumab) — anti ErbB2 (HER2): lécba

metastatickych nadoru prsu, které maji vysokou expresi (a
amplifikaci) HER2/neu

Cetuximab (Erbitux) — anti EGFR: l1é&ba pokrod&ilych CRC
spojenych s expresi EGFR

(Cetuximab vaze EGFR asi 50x silnéji nez EGF — mechanismus
ucinku je pravdépodobné prima kompetice s ligandem)

Nutné vysetreni K-ras! (ProC?)




Vsuvka: terapie cilena na ¢cleny EGFR

B. Malé molekuly — inhibitory TPK domeény

Gefitinib (Iressa), Erlotinib (Tarceva) — inhibuji ATP
vazebné misto EGFR: [éCba pokrocilych nemalobunécnych
nadoru plic; gefitinib je ucinny pouze u subpopulace pacientu
s urCitymi mutacemi TPK domény EGFR

Lapatinib (Tyverb®)

— 4-anulinochinazolin

- dualni inhibitor HER1 a HER2

- inhibuje intracelularni tyrozinkinazové domény HER1 a HER?2

- indikovan k léCbe pokrocilého nebo metastazujiciho ca prsu s
vysokou expresi HER2



Rodina PDGF

PDGEF (,platelet-derived growth factor®) - ua€inny mitogen — stimuluje
mezenchymalni bunky (fibroblasty, adipocyty, endotelialni buriky,
bunky hladkého svalstva) (X EGF stimuluje hlavné epitelialni bunky!)

- homodimer (AA, BB) nebo heterodimer (AB) dvou pfibuznych
fetézcl A a B: B je kédovan c-sis

- vroce 1983 nalezena podobnost B retézce s v-sis prenasenym
virem opicCiho sarkomu: pozménény B retézec je konstitutivne
exprimovan a konstitutivne stimuluje k proliferaci bunky s pfislusnym
receptorem

- exprese PDGF A nebo B nebo obou ¢asto detekovana u sarkomu,
gliomu, karcinomu plic, prsu, jicnu, Zaludku, stfeva



PDGF

VEGE (,vascular endothelial growth factor”)/VPG (,vascular
permeability factor®)

* ucCinny mitogen vaskularnich endotelialnich bunék; hraje
vyznamnou roli v angiogenezi

« VEGF/VPG maji 18% homologiis PDGF Aa B

flt kdduje receptor, ktery vaze VEGF/VPG s vysokou afinitou a
zprostfedkovava jeho biologickou funkci; popsany pribuzné
receptory: KDR a receptory kddované fit-3 a flt-4




Rodina FGF

- velka rodina polypeptidu - FGF1 az FGF18, ale spiSe se pouzivaji
puvodni nazvy (ne vSechny faktory jsou mitogeny fibroblastu!!)

- nékdy se nazyvaji ,heparin-binding growth factors® - HBGFs, protoze
se na né muze heparin vazat a stimulovat jejich aktivitu

bFGF (FGF2) a aFGF (FGF1) (,basic, acidic fibroblast growth factor®)

- asi 17.000 Da, maji 55% homologii, podobnou funkci, ale bFGF je
mnohem aktivngjsi; nazev odvozen od rozdilneho isoelektrického
bodu

- mitogeny bunék mezenchymalniho, neuroektodermalniho a
epidermalniho puvodu, uplatiuji se v angiogenezi

- autokrinni rustovy faktor gliomu a meningiomu

- zvySena exprese Casto detekovana u pokrocilych astrocytomu

- prispivaji k rustu melanomu, osteosarkomu, hepatomu




Rodina FGF

FGF receptory - 4 geny: FGFR1 (flg nebo fms-like gen), FGFR2,
FGFR3 a FGFR4 - geny ale mohou byt alternativhé
sestfihovany a tvofi tak velmi komplexni skupinu receptoru (az
100 kombinaci) s velmi rtznou afinitou k jednotlivym FGF
faktorim

K-sam - receptor z rodiny FGFR2
- je detekovan hlavné u malo diferencovanych adenokarcinomu

- zvySena exprese koreluje s invazivitou a Spatnou prognézou u
nadoru zaludku




Vsuvka: Achondroplazie

NejCastéjsi priCina lidskeho trpaslictvi;
autozomalné dominantni onemocnéni.
PriCinou specifické mutace v genu
FGFR3 (G1138A ~ 98%; G1138C ~ 1-
2%) v zarodecné linii.

Aktivace FGFR3 potlacuje v echondralni
kosti proliferaci chondrocytu v rustové
ploténce a pomaha tak koordinovat rust a
diferenciaci chondrocytu a diferenciaci
progenitorovych bunek kosti.

Mutace jsou aktivujici, vedou k nepatfricné
inhibici proliferace chondrocytu a
diferenciace progenitorovych bunék.




Rodina HGF

HGF (,hepatocyte growth factor®; hepatopoietin A)

- u¢inny mitogen hepatocytu, hraje roli pfi regeneraci jater, ale nejen
hepatocyta!!

- patfi mezi faktory scatter (SF), které se podileji na rozvolnéni

mezibunecnych interakci nékterych epitelialnich a vaskularnich
endotelialnich bunék

c-met (MET) kéduje receptor, ktery specificky vaze HGF
- amplifikace c-met (nadory zaludku, melanomy)
- mutantni onkogenni forma c-met - zkracena, konstitutivné aktivni

(bez vazby HGF) nebo bodové mutace v TPK doméné (nadory
ledvin)

» HGF produkovany stromalnimi bunkami (zvySena exprese) a c-met
exprimovany bunikami stromalnimi a nadorovymi mohou
kooperovat pfi rustu a morfogenezi nékterych nadoru
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Hereditarni papilarni
karcinom ledviny

autozomalne dominantni dedicnost; vysoce penetrantni

spojeno se zarodeCnymi mutacemi ¢c-met; gen lokalizovan v lokusu
7931

papilarni ca ledvin pfedstavuji asi 15 % vSech nadoru ledvin

predisponuje k nasobnym, bilateralni papilarnim nadorim ledvin,
nastesti nemaji tendenci brzy metastazovat

nebyva doprovazeno vyvojovymi vadami
vétSina germinalnich (i somatickych) mutaci bodovych, missense v
TPK doméné c-met

aktivace c-met blokuje terminalni diferenciaci renalnich tubularnich
bunek

protoonkogen c-met je mutovan asi u 15 % sporadickych
papilarnich nadoru ledvin




RET

- ,orphan” receptor
- nejvice pribuzny asi FGFR
- potencialni ligandy: GDNF (,glial cell line derived neutrotrophic

factor®), neurturin, persephin, artemin
exprimovan hlavné v neuralni, neuroendokrinni a nefrogenni tkani

popsany dva typy mutaci:

,l0ss-of-function” mutace (inaktivace receptoru RET) - spojeny s
vyvojovym onemocnénim Hirschprungova nemoc (kompletné
chybi nékteré nebo vSechny gangliové bunky myenterického a
submukozalniho plexu tlustého streva: strevni aganglioza naruSuje
peristaltiku)

,2gain-of-function” = onkogenni mutace — aktivace receptoru RET




Vsuvka: Hirschprungova

choroba

1886 — Harald Hirschprung popsal
pricinu umrti dvou nemluvnat

nedostateéna inervace zpusobuje
nedostateCnou peristaltiku a vede k
chronickeé zacpe

18,6 pfipadu na 100 000 narozenych
déti

pravdepodobnou pfiCinou je kombinace

dvou mutaci ve dvou genech: RET (CH
10) a EDNRB (CH 13)

RET koduje protein RET, ktery se
ucCastni vyvoje nékterych casti
nervoveho systému (pohyb neuroblastu
z neuralni trubice k travicimu traktu
béhem vyvoje embrya)

Enlarged~_( \]
colon y

Nerves< /

: J
" Nl No nerves
Collapsed
rectum ’

- protein EDNRB spojuje
tyto nervove bunky s
travicim traktem —
pravdépodobné vice
prispiva k vyvoji HCH nez
se puvodné soudilo



Vsuvka: Hirschprungova
choroba

asi 20% déti ma pridruzené vyvojove vady nebo syndrom;
HN nejCasteji asociovana s Downovym syndromem (7%
pacientu), hluchotou, medularnim karcinomem §stitné zlazy,
MENZ2, neurofibromatozou, neuroblastomem a vyvojovymi
vadami srdce, travici trubice, mozku a mocopohlavniho
ustroji

vétSina pripadu sporadickych, familiarni zatéz zvysuje riziko
az 200x

multigenni onemocnéni s vice nez 10 priCinnymi geny,
protoonkogen RET je nejprobadangjsi

mutace RET: u poloviny familiarnich a 7-35% sporadickych
forem

Jezova M et al. Cesk Patol 55 (1): 53-59, 2019




RET

,2aain-of-function” = onkogenni mutace

pfi onkogenni aktivaci RET se uplatiuje nékolik odliSnych typu
mutaci:

Vrozené missense mutace zpusobujici konstitutivni aktivaci RET
jsou spojeny s autozomalné dominantnimi vrozenymi nadorovymi
syndromy MEN typu 2A a 2B (,multiple endocrine neoplasia“ —
mnohocetné endokrinni neoplazie) a FMTC (,familial medullary
thyroid carcinoma“ — familialni medularni karcinom stitné zlazy).




Mnohocetna endokrinni
neoplazie typ2 (MEN2)

autozomalné dominantni onemocneéni; spojeno s mutacemi RET
gen lokalizovan v lokusu 10911.2

Typ A: vysoka incidence medularniho karcinomu stitneé zlazy
(nador produkuijici kalcitonin z parafolikularnich bunék stitné
Zlazy), €asto sdruzeno s feochromocytomy nebo benignimi
adenomy paratyreoidy nebo obojim

Typ B: navic ztlusténi nervu a vyvoj benignich neuralnich
tumoru — tzv. neurinomu, které se tvofi na sliznici ust a rtu.

typ A je CastejSi nez typ B
medularni karcinomy Sstitnice se vyvijeji v ruzném véku - od 1
roku, v 70 letech je penetrance asi 70 %



Mnohocetna endokrinni
neoplazie typ2 (MEN2)
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Vsuvka: feochromocytomy

nadory diené nadledvin (80%), asi 20% z tkani mimo nadledviny
(tzv. parangliomy)

90% benigni, asi 10% malignizuje (metastazuje)

hormonalné vysoce aktivni (noradrenalin, adrenalin), bez IéCby
zivot ohrozujici, fatalni onemocnéni (,maligni“?)

vétSina feochromocytomu sporadickych

asi 20% familialni vyskyt, pak jsou mnohocetné; vyskytuji se v
ramci MEN Il (A, B), FMTC, VHL, NF1



Familialni medularni karcinom
stitne zlazy - FMTC

« toto onemocnéni je méne Casté nez MEN, objevuje se u
postizenych pozdegji a je obecné méne agresivni

» souvisi se specifickymi mutacemi RET

 mutace RET spojené s MEN2 a FMTC jsou pomérné presné
vymezeneé, existuje korelace mezi fenotypem a genotypem:
mechanismus této korelace neni znam, ale mozné souvislosti:

- ruzné mutace riznou mérou ovliviuji silu aktivace receptoru
- ruzné mutace maji rozdilny dopad na down-regulované drahy



Mutace RET vyskytujici se u
MEN2 a FMTC

1. Mutace se vyskytuji hlavné v extracelularni doméne v oblasti peti
cysteinu (,cystein rich domain®) C609, 611, 618, 620, 634 (u MEN
2A a FMTC), kde zpusobuiji trvalou dimerizaci (tvorbou
disulfidickych mustkt nesparovanych cysteint) a aktivaci receptoru
bez vazby ligandu.

2. U nékolika FMTC rodin detekovany mutace v katalytické - kinazové
doméné (kodony 768, 804). Vzacnéjsi syndrom MEN 2B je spojen s
mutacemi kodonu 910 ve druhé Casti kinazove domeny.



Mutace RET vyskytujici se u
MEN2 a FMTC

Common
mutations
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RET

,gain-of-function®

Missense mutace

Translokace vedou k deregulaci vysledného chimerického proteinu.

Tato translokace detekovana pfi studiu lymfomu: pfi transfekci DNA z
postizenych do experimentalnich bunék (RET — ,REarranged during
Transfection®).

Translokace 3°- Casti RET spolu s 5°- Casti jiného genu se vyskytuje
u thyroidnich papilarnich karcinomu. Vysledny fuzni gen obsahuje
tyrozin kinazovou doménu RET a €ast genu, ktery umoznuje
konstitutivni dimerizaci, a tim konstitutivni aktivaci.




RET
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Translokace 3°- Casti RET spolu s 5°- ¢asti jiného genu se vyskytuje
u thyroidnich papilarnich karcinomu. Vysledny fuzni gen obsahuje

tyrozin kinazovou domenu RET a Cast genu, ktery umoznuje
konstitutivni dimerizaci, a tim konstitutivni aktivaci.

Radiation-induced human papillary thyroid cancer (PTC) is
associated with chromosomal inversions that involve the genetic loci
H4 and RET on chromosome 10.



RTK receptor Kit

puvodné popsan jako
onkoprotein kddovany
retrovirem kocCiCiho sarkomu

jeho ligandem je SCF ,stem
cell factor®, dfive MGF ,mast
cell growth factor®; stimuluje
nektere krevni, ale také
nehematopoieticke bunky,
napr. melanocyty

mutantni formy Kit signalizuji
konstitutivne, bez vazby
ligandu; typické mutace se
nachazeji v juxtamembranoveé
cytoplazmatické domene

exon 8,9: GIST, AML —

exon 11:GIST —

exon 13:GIST —»

exon 17 mastocytosis, —»
leukemias, seminomas

1 | ligand (SCF)
binding

receptor
| dimerization
domain

juxtamembrane
(regulatory)

kinase domain

kinase insert

kinase domain

COOH

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Mechanismus aktivace receptoru Kit

* juxtamembranova (JM) domena hraje inhibicni roli v regulaci Kit

« vazba ligandu na Kit vede nejdrive k transfosforylaci tyrozinovych
zbytku na JMD; tim se uvolni vazba JM domény a N-terminalni

domeény, dojde k fosforylaci aktivaCni domény a nasledné aktivaci
celého receptoru

« proto mutace v JM doméné odstranuijici jeji funkci maji za nasledek
casteCnou konstitutivni aktivaci receptoru Kit

catalytic
cleft
juxtamembrane
/ domain (PP (P &
dimerization
\activation | :
loop . initial v secondary fully
c' transphosphorylation - transphosphorylation @ active
kinase




Mutace genu c-kit

* GISTs se vyvijeji z mezenchymalnich bunék spodniho
gastrointestinalniho traktu: zajistuji peristaltické kontrakce
hladkého svalstva; inaktivujici mutace kit v téchto bunkach ma
skute€né za nasledek jejich uplnou nefunkci (mysi modely)

« aktivujici mutace c-kit nalezeny témeér ve vsech
gastrointestinalnich stromalnich nadorech, vyskytuji se také u
leukémii; Casto se jedna o bodové mutace JM domeny, nékdy o
delece celé JM domeény; GISTs s bodovymi mutacemi maji lepsi
prognozu nez nadory s deleci celé JM domeény




Familialni gastrointestinaini
stromalni nadory (GISTs)

« familialni GISTs spojeny s mutacemi c-kit v zarodecné linii
« spektrum zarodeCnych mutaci c-kit je stejné jako u somatickych
mutaci souvisejicich se sporadickymi GISTs

* gen lokalizovan v lokusu 4q11-12

 priklad japonské rodiny s
mutaci kit v zarodecné linii

. delece 1 AAv JM doméné i

r%

[F
O & @O
& mol &

« fenotypicka exprese této
mutace se objevovala
pomerne v pozdnim veku,
proto se také mohla udrzet po
4 generace




Signalni drahy aktivované RTK
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Signalni drahy aktivované RTK
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Proteiny Ras

ras/Ras - prvni

identifikovany
onkogen/onkoprotein




Proteiny Ras

ras/Ras - prvni
identifikovany
onkogen/onkoprotein

PuUvodni predstava o funkci
Ras: zprostredkovava vazbu
Raf-1 k cytoplazmaticke
membrané a spoluaktivuje
Raf-1

— —
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Proteiny Ras

Dnesni znalosti ukazuji:

« Aktivace Raf-1 je komplexni mnohostupnovy proces. | pfimeé
Interakce mezi Ras a Raf-1 zahrnuji nékolik vazebnych mist na
molekule Ras a nejméné dvé vazebna mista na Raf-1.

« Raf-1 neni jedinym substratem (,downstream” efektorem)
proteinl Ras. Ras aktivuje fadu riznych efektoru, které
pfrenaseji signal riznymi drahami.

* Nadrodina Ras ma nejméné 35/65 ruznych élent (RAW/2000).
VSechny proteiny maji homologii s Ras, ale lisi se signalnimi
vlastnostmi.



Prenos signalu z RTK receptoru
na Ras

* | samotny prenos signalu z RTK receptoru na protein Ras je
komplikovanéjsi nez se puvodné soudilo.
« Fosforylované zbytky RTK jsou vazebnym mistem pro proteiny s

SH2-doménami (GRB2). Tyto proteiny jsou fosforylovany a signal
potom prenaseji dale prostfednictvim proteinu Ras.

N SH3

plasma plasma
membrane membrane 5 ¢
\
Grb2 7 ‘f“ P GTP, TK Grb2
> s ' DD (S
,‘ as C ,SHz > \Ras/ RaS

Sos

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Proteiny rodiny Ras

Nadrodina Ras ma
nejméné 35 / 65 Clendu:

Rodiny: Ras, Rho, Rab,
Ran, Rad, Arf

Rodina Ras ma podrodiny:
Rap, Ral, R-Ras, Rheb,
H-Ras, Ras

» spoleCne se nazyvaji
malé G proteiny
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Proteiny Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B maji 188/189
aminokyselin (p21Ras). Jsou lokalizovany na vnitfni strané
cytoplazmatické membrany, kde funguji jako prepinace pfi
prenosu extracelularnich signalu do cytoplazmy.

Proteiny Ras maji GTPazovou aktivitu: jsou inaktivni, vaze-li se na
né GDP, a aktivni, vaze-li se na né GTP. Vlastni schopnost
proteind Ras vyménovat GTP/GDP a hydrolyzovat GTP je
nizka, proto ucast dvou typu proteinu:

« GEFs: faktory vyménuijici guaninovy nukleotid, které posiluji
tvorbu aktivnhiho GTP vazajiciho proteinu Ras (napfr. SOS1/2,
RasGRF/mCDC25,...)

« GAPs: proteiny aktivujici GTPazu, které posiluji tvorbu
inaktivniho stavu (p120 GAP, NF1/neurofibromin,...)



GTPazovy cyklus proteinu Ras

Growth Factors and Other Signals
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GTPase activating protein
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GEFs posiluji tvorbu
aktivnino Ras, ktery vaze
GTP

GAPs aktivuji GTPazu,
posiluji tvorbu inaktivniho
stavu Ras, ktery vaze GDP



Proteiny Ras

Posttranslaéni modifikace:
Interakce s vnitfni stranou cytoplazmatické membrany (bez této
vazby je Ras neaktivni) je zajiSténa posttranslacnimi
modifikacemi CAAX motivu na C-konci:

« Cys186 motivu CAAX je farnezylovan




Vsuvka: Prenylace

* Prenylace — kovalentni modifikace proteinu
Izoprenoidy — intermediaty biosyntezy cholesterolu —
na thio skupinu zbytku cysteinu na C konci proteinu v
motivu CAAX (FT a GGTI) nebo CXC (GGTII)

» |zopren - nenasyceny uhlovodik s 5 atomy uhliku a
jednim metylovym rozvetvenim

O
/4
@

isopren prenylovy zbytek



Vsuvka: Prenylace

farnezylace - pfipojeni farnezylu (15 C)
geranylgeranylace - pripojeni geranylgeranylu (20 C)

« Katalyzovano 3 prenyltransferazami: farnezyltransferazou (FT),
geranylgeranyltransferazou | a Il (GGTIl a GGTII).

* V lidském proteomu je odhadem 300 proteina s cysteinem na C
konci, ale kolik je jich skuteCne prenylovano, se zatim nevi.

« Potvrzeno - farnezylovany: H-, K- a N-Ras, jaderna lamina,
CENPE (kinetochory); geranylgeranylovany: Rho A a C, Racl,
cde-42; RhoB — farnezylovan i geranylgeranylovan; K-Ras —
geranylgeranylovan, pokud je FT inhibovana




Proteiny Ras

Posttranslacni modifikace:

Interakce s vnitfni stranou cytoplazmatické membrany (bez této
vazby je Ras neaktivni) je zajiSténa posttranslacnimi
modifikacemi CAAX motivu na C-konci:

« Cys186 motivu CAAX je farnezylovan
» proteolyticky je odstranena sekvence AAX
« terminalni Cys186 je karboxymetylovan

- takto vznika protein s hydrofobn&jSim charakterem, s vétsi
afinitou k cytoplazmatické membranég; stabilni vazbu k
membrane zajistuje:

« vazba palmitoyloveé skupiny na Cys v hypervariabilni oblasti na
C-konci

Pro onkogenni viastnosti Ras je kliCova farnezylace!




Struktura proteinu Ras
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Heterogenni doména: proteiny Ras jsou vysoce homologni v prvnich
164 AA, 25 AA na C-konci je variabilnich

Efektorova doména (AA 32-40) zajiStuje vazbu k efektorovym
molekulam

Switch 1 (30-38) je hlavnim vazebnym mistem pro GAPs
Switch Il (60-76) zajistuje vazbu na GEFs




Onkogenni aktivace Ras

Pritomnost onkogenni mutace Ras detekovana témér u 35% nadoru.

mutace H-ras hlavné u nadoru kuze a dlazdicobunéénych nadoru
hlavy a krku

mutace K-ras hlavné u adenokarcinomu, kolorektalnich nadoru a
nadoru pankreatu

mutace N-ras jsou Casté u hematopoietickych malignit, hlavne u AML
a MDS

Onkogenni mutace posiluji aktivitu Ras:

v kodonech: 12, 13, 59, 61, 63 - vzniklé proteiny maji poSkozenou
GTPazovou aktivitu a jsou rezistentni k ptisobeni GAP proteinu

v kodonech 16, 19, 116, 117, 119, 144, 146 - vzniklé proteiny maji
usnadnénou vyménu GDP/GTP

u nékterych nadoru je zvySena exprese Ras




Onkogenni aktivace Ras

1982: identifikovana mutace ras v kodonu 12 (simultanné ve 3
laboratorich!). Byla to prvni nalezena bodova mutace kauzalni v
neoplastickem vyvoji.

CCCGGG CCGCAGGCCC TTGAGGAGCG

g1y~ Proto-oncogene

met thr glu tyr lys leu val val val gly ala GGC gly val gly lys ser ala leu thr
ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GTC GGT GTG GGC AAG AGT GCG CTG ACC

val~ oncogene splice

}

ile gln leu ile gln asn his phe val asp glu tyr asp pro thr ile glu
ATC CAG CTG ATC CAG AAC CAT TTT GTG GAC GAA TAC GAC CCC ACT ATA GAG GTGAGCCTGC

GCCGCCGTCC AGGTGCCAGC AGCTGCTGCG GGCGAGCCCA GGACACAGCC AGGATAGGGC TGGCTGCAGC
CCCTGGTCCC CTGCATGGTG CTGTGGCCCT GTCTCCTGCT TCCTCTAGAG GAGGGGAGTC CCTCGTCTCA

GCACCCCAGG AGAGGAGGGG GCATGAGGGG CATGAGAGGT ACC

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Onkogenni aktivace Ras

Glycin v poloze 12 a
glutamin v poloze 61 jsou
kliCové pro spravnou
interakci proteinu Ras s
GTP.

To vysvétluje procC prave
kodony koduijici tyto
aminokyseliny jsou
nejCastéji u nadoru
mutovany.

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Inhibice proteinu Ras

Pro onkogenni vliastnosti Ras je klicova farnezylace!

Inhibitory farnezyl transferazy (FTIs): (napf. peptidy typu
CAAX - dobfe pronikaji do bunék, jsou specifické a ucinné, malo
cytotoxicke)

Inhibuji farnezylaci Ras a blokuji tak jeho posttransiacni modifikace a
jeho aktivitu.

Jsou tak potencialnimi protinadorovymi Cinidly.

Nevyhodou je, ze proteiny Ras maji v bunce mnohocetné funkce a
FTls blokuji vSechny tyto funkce (mala specifita u€inku). Dale, Ras

mohou byt vedle farnezylace také geranylgeranylovany (a FTIs
neblokuji geranylgeranyltransferazy).

Proteiny Ras nejsou jediné cile FTIs (Rho).



Inhibitory FT (FTIs)

V klinickych testech testovano alespon Sest inhibitoru:

1. BMS-214662 (Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ)
2. L 778123 (Merck and Co., Inc., Whitehouse Station, NJ)

3. lonafarnib (experimentalni nazev SCH66336; Sarasar™,;
Schering-Plough Corporation, Kenilworth, NJ)

4. FTI1-277 (Calbiochem, EMD Bio-Sciences, San Diego)
5. L744832 (Biomol International L.P., Plymouth Meeting, PA)

6. tipifarnib (experimentalni nazev R115777; Zarnestra®; Ortho
Biotech Products, L.P., Bridgewater, NJ); nejpokrocilejSi
testovani



Lonafarnib: inhibitor FT

» synteticky tricyklicky derivat karboxamidu s protinadorovymi
vlastnostmi

« primarné urceno pro lécbu nadoru (klinické studie)
« jako soucast koktejlu lonafarnibu a dalSich dvou |Iéku prokazal
pozitivni u€inek u pacientu s progerii

Br
\ N O
4 N—«
N NH»
O
Br
Cl



Tipifarnib: inhibitor FT

klinické studie: podani Tipifarnibu pacientim s AML nad 65 let —
nepovoleno FDA, neosvédcilo se (2005)

dale testovano u pacientek s karcinomem prsu, u pacientl s
neurofibromatézou




Inhibitory FT (FTIs)

zatim se jako protinadorova lecCba priliS neosvedcily
vedlejsi ucinky
zpochybnéno, zda jejich efekt je primarné pres inhibici Ras



Proteiny Ras maji mnoho
efektoru
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Ras aktivuje tri klicove
efektorove drahy

Draha Raf-1 (aktivace genu stimulujicich rust, rast nezavisly
na prichyceni, ztrata kontaktni inhibice)

Draha PI3K (antiapoptoticky efekt)

Draha Ral (potencuijici invazivitu a metastaticky potencial
bunék)



1. Ras = Raf-1

Ras
! | v
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Raf-1

Raf-1: je volné v cytosolu, ale silné pfitahovan aktivhim Ras — tak je
privadén kK membrane a aktivovan.

Aktivovany Raf-1 stimuluje MEK (,MAP-kinase extracellular signal-
regulated kinase®) fosforylaci na serinu.

Aktivovana MEK je dualni kinaza: fosforyluje na tyrozinu i
serinu/threoninu sve cilove molekuly. Mezi nimi MAP kinazy p44
ERK1 a p42 ERK2 (,extracellular signal-regulated kinases").

ERKs maji mnoho substratu mezi cytoplazmatickymi (Rsk, SOS,
MEK,...) a po translokaci do jadra také mezi jadernymi (Ets, Elk-1,
SAP-1,...) proteiny, véetné proteint ovliviujicich strukturu
chromatinu. Mezi cilové TFs této drahy patri také Jun a Fos.

asi 60-70% melanomu ma ,nhamisto” mutace ras mutaci
B-raf




BRAF

gen BRAF je lokalizovany na chromozomu 7 v oblasti 7934
sklada se z 18 exonu, délka prepisované mRNA je 2478 bp

mutace genu BRAF asociovany s fadou nadoru: kolorektalni
karcinom, maligni melanom, nehodgkinské lymfomy, thyroidni
papilarni karcinom, nemalobunécny karcinom plic a adenokarcinom

plic

80% mutaci je zpusobeno transverzi T1799A, L
ktera vede k aminokyselinové zaméné V600E ]f
Mutace V600E propujcuje burikam
transformacni aktivitu, protoze simuluje
fosforylaci na T599 a/nebo S602 v aktivacni
doméneé proteinu BRAF. Diky tomu zustava
protein BRAF permanentne v aktivnim stavu,
bez ohledu na signalizaci RAS.

Krajsova I. Dabrafenib v IéCbé metastazujiciho melanomu. Remedia 24 (3): 215-219, 2013




RASopatie

RAS/MAPK Syndromes

skupina neuro-kardio-facio-kutannich syndromu (NCFC)
specificka skupina vyvojovych vad vyvolanych zarode¢nymi
mutacemi genu, které koduji proteiny participujici v signalni
kaskadé RAS/MAPK

podobné priznaky - napr. kozni priznaky, vady obliCeje, opozdény
rust, mentalni retardace, srdec¢ni vady, zvySené riziko nadorového
onemocneéni

syndrom Noonanove, neurofibromatéza typu 1, Legiuv syndrom,
Costello syndrom a dalsi

prestoze kazdeé z techto onemocnéni ma své typické klinické
priznaky, existuje zde cela rada fenotypové se prekryvajicich
priznaku, které znacné komplikuji moznost spravné diagnostiky a
tim i uCinné lecby

jako celek tvori RASopatie jednu z nejvétSich skupin
malformacnich syndromu postihujicich pfiblizné 1 z 1000 jedincu




RASopatie

somatické mutace v RAS/MAPK draze Casto vedou ke vzniku
nadorovych onemocneéni, proto se predpokladalo, ze i RASopatie
budou spojeny s vétsim vyskytem malignit: riziko jen asi 3,5x vetsSi
nez u bézné populace; nejCastéji se jedna o hematologické
malignity

prestoze nékteré aktivacni somatické mutace jsou shodné s
mutacemi zarode¢nymi, mutace zpusobujici RASopatie obvykle
nebyvaji tolik aktivujici: napriklad velmi Casta onkogenni mutace v
genu BRAF (V600E) se u kardio-facio-kutanniho syndromu, pro
ktery jsou mutace v BRAF typické, nenachazi

predpoklada se, ze silné aktivacni onkogenni mutace nejsou v
zarodec¢ném stavu slucitelné se zivotem

Svobodova E. Molekularni diagnostika syndromu Noonanové a pfidruzenych RASopatii pomoci NGS. DP PiF, 2018




RASopatie: piehled syndromu /#&.

A

Syndrom Cislo OMIM Asociované geny

PTPN11, SOS1, KRAS,
NRAS, RAF1, BRAF, RRAS,

N

Syndrom Noonanoveé # 163950 cri i L Ee
RASAZ2, KATEB
Neurofibromatéza typu 1 # 162200 NF1
Legitv syndrom # 611431 SPRED1

LEOPARD syndrom

(Noonan syndrom with multiple lentigines)

N

# 151100 BRAF, PTPN11, RAF1

Costelltiv syndrom #218040 HRAS <
_ _ BRAF, KRAS, MA2K1,
Kardio-facio-kutanni (CFC) syndrom  # 115150
MAP2K2
Noonan-like syndrom with loose
_ #607721 SHOC2
anagen hair
Hereditarni gingivalni fibromatoza # 135300 SOS1, GINGF2, REST
Kapilarni malformace -
# 608354 RASA1
arteriovenozni malformace
CBL syndrom # 613563 CBL
Neurofibromatoza-Noonan syndrom #601321 NF1, MAP2K2

Svobodova E. Molekularni diagnostika syndromu Noonanové a pfidruzenych RASopatii pomoci NGS. DP PiF, 2018




Mutace protoonkogenu v
zarodecne linii ?!

Proc tolerovano??
» exprese omezena na uzce vymezeneé typy tkani (RET, c-Kkit)

> exprese danych protoonkogenu se béhem organogeneze objevuje
natolik pozdé, ze umoznuje normalni vyvoj embrya (c-met)

» jen mirné" aktivujici mutace (rasopatie, c-Kkit)

specifickeé typy mutaci (cdk 4)

A\



2. Ras = PI3K
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PISK

Fosfatidy! inozitol 3 — kinaza - lipid kinaza
» slozena ze dvou podjednotek: requlacni p85 a katalytickeé p110

» katalyzuje fosforylaci fosfatidyl-inozitolu v pozici D-3, a tak produkuje
fosfolipidovy sekundarni ,,messenger‘(PIP, —> PIP;) nutny k aktivaci
naslednych (,downstream®) efektort

hydrophobic diacyl
tails glycerol (DAG)
‘ PLASMA MEMBRANE
oj io 0=$ Lo Oj Lo CYTOPLASM
O O (o Jo} (o o]
—— glycerol |_\
inositol ¢ P OH
OH ———— HO Q P °f + HO Q P
£ Pl \ - Jg-
kinases W u pl?o:spehg- s @ G
phosphatidyl- phosphatidyl- ?ch) HO Q P phosphatidyl-
inositol (PI) inositol-(4,5) inositol (3,4,5)
diphosphate (PIP3) HO P triphosphate
L. (PIP3)
inositol
(11415)'

triphosphate (IP3)
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. Inaktivace PTEN

PI3K a PIP,

Hladina PIP, je prisné requlovana. PIP, vznika ucCinkem PI3K a je zpét
konvertovan na PIP, ucCinkem fosfataz: PTEN SHIP1, SHIP2

PTEN = PIP, lipid fosfataza nadorovy supresor (v nadorech prsu a
glloblastomech Cowdenlv syndrom)

PI3K muze byt aktivovana prostfednictvim napf. PDGF, NGF, IGF-1,
Interleukinu-3, pres integriny...

PI3K vytvori PIP; a na PIP,
se vaze kinaza Akt

tim je Akt vazana na
membranu, fosforylovana a
tim aktivovana

Dva mechanismy vedouci
k hyperaktivité Akt:

aktivace PI3K

Z77 11V VN



AKT/PKB

» Popsan virovy onkogen v-akt, konstitutivné aktivovana forma.

« Jedna z nejCastéji aktivovanych proteinkinaz u nadora.

» Hyperaktivace Akt je spojena s (1) rezistenci k apoptéze, (2) zvySenou
bunécnou proliferaci a (3) rustem bunék, (4) se stimulaci pohybu bunék.

« Serin/threoninové kinazy z rodiny protein kinazy B (savCi bunky exprimuji 3
vysoce homologni (80%) izoformy Akt kodované 3 odlisnymi geny - AKT1,
AKT2 a AKT3, nékdy PKBa, PKBf a PKBY).

ARHPKE Biological effect Substrate of Akt/PKB Functional consequence
Anti-apoptotic
) Bad (pro-apoptotic)? inhibition
Py caspase-9 (pro-apoptotic)® inhibition
ATP | IkB kinase (anti-apoptotic)¢ activation
FOXO1 TF (pro-apoptotic)? inhibition
J_ l Mdm2 (anti-apoptotic)® activation
[Py Proliferative
@ ” GSK-3B (anti-proliferative)f inhibition
GSK-3B iy FOX(_)4 (anti-proliferative)? inhibition
p21¢P? (anti-proliferative)® inhibition
l Growth
proliferation angiogenesis Tsc2 (anti-growth)! inhibition



AKT po aktivaci

Muze fosforylovat vice nez 9000 proteind.

Indukuje antiapoptotické signaly, zabranuje uvolnéni cytochromu C z
mitochondrii, inaktivuje faktory (TF forkhead) indukujici napf. FasL,
inaktivuje pro-apoptoticky faktor Bad a prokaspazu-9

Aktivuje bunécny cyklus: reguluje stabilizaci cyklinu D, blokuje
transport p21WAF! do jadra a transport p27¥'P! do jadra.

Stimuluje aktivitu telomerazy aktivaci TERT.
Indukuje translokaci MDM2 do jadra (a tim k degradaci p53).
Inaktivuje GSK3, coz vede ke zvysSeni hladiny volného B-kateninu.

Inaktivuje TSC2 (,tuberous sclerosis complex 2“), ktery jinak inhibuje
MTOR. mMTOR je spojen s navySenym bunéénym rustem.

AKT Casto zasadnim zpusobem méni jejich subcelularni lokalizaci
— reguluje kompartmentalizaci svych substratovych molekul.




AKT po aktivaci




AKT reguluje kompartmentalizaci
svych substratu




AKT v kancerogenezi

amplifikace a zvySena exprese AKT2 u 10-20% nadort vajeéniku a
pankreatl, zvySena aktivita AKT2 u 40% nadoru vajecniku

amplifikace AKT1 popsana u nadoru zaludku

zvySena aktivita AKT1 u nadort prostaty, nadord prsu - spojeno s
horSi progndzou (zvySeni aktivity AKT muaze byt u nadort prsu v
dusledku amplifikace HER2/neu)

inaktivujici mutace nebo delece PTEN (karcinomy prostaty a
endometria, glioblastomy, melanomy)

amplifikace nebo zvySena exprese katalytické podjednotky p110
PI3K

aktivujici mutace ras (asi 1/3 vSech epitelialnich nadort)

zvySena aktivita TPK receptoru, hlavneé ErbB2/ErbB3 (na ErbB3 je
,2docking“ misto pro PI3K).




Zmény drahy PI3K u lidskych nadoru

Cancer type Type of alteration

Glioblastoma (25-50%) PTEN mutation
Ovarian carcinoma PTEN mutation; AKT2 amplification;

PI3K amplification; PI3K p85a mutation
Breast carcinoma increased Akt1 activity; AKT2 amplification;

PTEN mutation
Endometrial carcinoma (35%)  PTEN mutation; PTEN methylation?

Hepatocellular carcinoma PTEN mutation

Melanoma PTEN mutation; PTEN methylation?
Lung carcinoma PTEN mutation

Renal cell carcinoma PTEN mutation

Thyroid carcinoma PTEN mutation; Akt/PKB overexpression
Lymphoid PTEN mutation

Prostate carcinoma (40-50%) PTEN mutation
Colon carcinoma (>30%) Akt/PKB overexpression; PI3K mutation
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3. Ras = Ral

Treti ze tfi hlavnich efektorovych drah Ras zahrnuje Ral A a Ral B.
Patfi do rodiny Ras a maji 58% homologii s Ras.

Komunikace Ral a Ras je pres GEF proteinu Ral: tento Ral-GEF ma
vazebné misto pro aktivovany Ras. V dusledku vazby aktivovaného Ras na
Ral-GEF dojde:

a) k lokalizaci Ral-GEF k vnitfni strané cytoplazmatické membrany

b) ke konformacni zméne Ral-GEF — k aktivaci GEF aktivity — k aktivaci
Ral-A a Ral-B

Aktivované Ral-A a Ral-B pak aktivuji své substratové molekuly.

Zatim ne zcela jasnym mechanismem je v dusledku aktivace této
drahy stimulovana invazivita a metastaticky potencial bunék.




Efektorove drahy Ras

Popsano alespon 8 dalsich
efektorovych drah kromé tfi
( translation pOdrObnéji Zml'nén)'ICh.
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