> Le basi molecolari della cancerogenesi
Le alterazioni genetiche : oncogeni e oncosoppressori




Geni1 implicati nel controllo del ciclo cellulare

In condizioni normali la regolazione del ciclo cellulare e della proliferazione dipende
dall’equilibrio tra 1 prodotti dei protooncogeni e degli oncosoppressori

cellula normale

GENI cellula tumorale

» Mutazioni
» Delezioni
» Amplificazione
genica
» Alterazione
trascrizionale
» Ipermetilazione




Geni1 implicati nel controllo del ciclo cellulare

PROTO-ONCOGENI: stimolano la proliferazione — 1 loro

prodotti possono essere: recettort di membrana, molecole
transduttrici del segnale, fattori d1 trascrizione nucleari

Nelle neoplasie 1 PROTO-ONCOGENI sono alterati 1n
ONCOGENI . E’ sufficiente che 1’oncogene sia presente in 1
solo dei 2 alleli perché si1 evidenzi 1l fenotipo alterato (= eccesso
di proliferazione cellulare).



Che tipo d1 mutazione trasforma
un proto-oncogene in un oncogene?

Le mutazioni oncogeniche sono mutazioni del tipo
‘acquisizione di funzione’ di varia natura € generalmente
sono dominanti:

»Mutazioni puntiformi che cambiano le proprieta della
proteina codificata

» Amplificazione genica (anche centinaia di copie)

» Traslocazioni di segmenti cromosomici che portano il
proto-oncogene 1n regioni trascrizionalmente attive

» Traslocazioni cromosomiche che creano geni chimerici
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Mutazioni che trasformano un proto-oncogene
In oncogene
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Traslocazione 9-22(q34;ql1) - cromosoma Philadelphia
(leucemia mieloide cronica)

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma Ruptura
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Traslocazione 9-22(q34;q11) => cromosoma Philadelphia
(leucemia mieloide cronica)

Traslocazione cromosomica —s fusione tra sequenze
codificanti in locus genici diversi.

»La traslocazione t (9;22) ricolloca il gene c-abl presente
sul cromosoma 9 nel locus bcr del cromosoma 22.

» 11 gene ibrido c-abl-bcr che ne risulta codifica per una
proteina chimerica ad attivita tirosin-chinasica.



I proto-oncogeni quali funzioni svolgono normalmente?

Classe eterogenea di geni che codificano per segnali
STIMOLATORI del ciclo cellulare, comprendono:

» Fattori di crescita

»Recettor: di membrana per fattori di crescita
»Proteine coinvolte nella trasduzione del segnale
»Fattori d1 trascrizione in grado di legarsi al DNA
»Cicline, chinasi ciclino-dipendenti e loro inibitori
(regolator del ciclo cellulare)



Oncogeni cellulari (classificazione funzionale)

» fattori di crescita
(PDGF, FGF, IGF-I,
HGF)

Functions of cellular proto-oncogenes

1. Secreted Growth Factors
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Geni1 implicati nel controllo del ciclo cellulare

ONCOSOPPRESSORI: frenano la proliferazione — 1 loro prodotti
possono essere: proteine che bloccano 1 fattori di trascrizione (es. Rb),
proteine che inibiscono 1’attivita de1 sistemi ciclina+CDK (es. pl16),
proteine (es. p53) che inibiscono la progressione del ciclo cellulare 1n
modo indiretto (es. tramite induzione di 1mbitori delle CDK

[p21/WAF]).

» L’assenza del controllo negativo sulla proliferazione si manifesta
fenotipicamente solo quando 1’oncosoppressore ¢ deleto o mutato in
entrambi gli alleli (= eccesso di proliferazione cellulare per mancanza
dell’azione frenante dell’oncosoppressore).




Gen1 soppressori de1 tumori (classificazione funzionale)

1. Geni che controllano (negativamente) la proliferazione

1.1 Molecole di superficie: TGFB-R: (gene per recettore di TGFp, che determina un
aumento dell’espressione di pl6 con conseguente inibizione di D/cdk). Caderine:
Glicoproteine di adesione intercellulare (cellule epiteliali).

1.2 Trasduzione del segnale: APC (poliposi adenomatosa del colon; la proteina
codificata da APC ¢ coinvolta nella trasduzione del segnale inibendo beta catenina;
APC 1 livelli di beta catenina aumentano, la proteina trasloca nel nucleo e ¢’¢ un
aumento della proliferazione). NF1 (neurofibromatosi tipo 1); ¢ una GTPase
activating protein che converte ras da attivo in inattivo.

1.3 Molecole di regolazione del ciclo e della trascrizione: Rb, p16

2. Riparazione del DNA: mutazioni ereditarie che diminuiscono la capacita di
riparazione del DNA sono associate a rischio oncogeno: XP (Xeroderma pigmentosum e
NER); HNPCC (Hereditary nonpolyposis colorectal cancer, riparo mismatch); BRCAT e
BRCAZ2 (difetti multipli della riparazione, NHEJ ricombinazione omologa).

3. Molecole di regolazione dell’apoptosi: p53



Riassumiamo....

Proto-oncogeni ¢ onco-soppressori

PROTO-ONCOGENI

ONCO-SOPPRESSORI

Funzione » Progressione ciclo cellulare | » Blocco ciclo cellulare

» Proliferazione cellulare » Apoptosi

» Riparo del danno al DNA

Attivita » Proneoplastica » Antitumorale
Mutazione » Dominante » Recessiva
Meccanismo di » Acquisto di funzione » Perdita di funzione
attivazione
Alterazione » Amplificazione genica » Delezione

» Alterazione regolazione » Mutazioni inattivanti

trascrizionale » Ipermetilazione




ONCOGENES Proto-oncogene
GROWTH FACTORS
PDGF-B chain SIS (official name PBGFB)

Fibroblast growth factors HST1
INT2 (official name FGF3)

TGF-a TGFA

HGF HGF

GROWTH FACTOR RECEPTORS

EGF-receptor family ERBBITSGFR), ERRB2
FMS-like tyrosine kinase 3 FLT3

Receptor for neurotrophic factors RET

PDGF receptor PDGFRB

Receptor for stem cell (steel) factor KIT

PROTEINS INVOLVED IN SIGNAL TRANSDUCTION
GTP-binding

Nonreceptor tyrosine kinase AB
RAS signal transduction BRAF
WNT signal transduction B-catenin

NUCLEAR-REGULATORY PROTEINS
Transcriptional activators C-mYC
N-mMYC

L-myYcC

CELL CYCLE REGULATORS
Cyclins

Cyclin-dependent kinase DK/

Mode of Activation

Overexpression
Overexpression
Amplification

Overexpression
Overexpression
Overexpression

Amplification
Point mutation

Point mutation

Overexpression, translocation

Point mutation

Point mutation

Point mutation
Point mutation

Translocation

Point mutation
Point mutation
Overexpression

Translocation
Amplification

Amplification
Translocation

Amplification
Overexpression

Amplification or point mutation

Associated Human Tumor

Astrocytoma
Osteosarcoma

Stomach cancer

Bladder cancer

Breast cancer

Melanoma

Astrocytomas
Hepatocellular carcinomas
Thyroid cancer

Squamous cell carcinoma of lung,
gliomas

Breast and ovarian cancers
Leukemia

Multiple endocrine neoplasia 2A and B,
familial medullary thyroid carcinomas

Gliomas, leukemias
Gastrointestinal stromal tumors,
seminomas, leukemias

Colon, lung, and pancreatic tumors

Bladder and kidney tumors
Melanomas, hematologic malignancies

Chronic myeloid leukemia

Acute lymphoblastic leukemia
Melanomas

Hepatoblastomas, hepatocellular
carcinoma

Burkitt lymphoma

Neuroblastoma, small-cell carcinoma of
lung

Small-cell carcinoma of lung

Mantle cell lymphoma

Breast and esophageal cancers
Breast cancer

Glioblastoma, melanoma, sarcoma



TUMOR SUPPRESSOR GENES

Subcellular Locations Gene

Cell surface TGF-B receptg
E-cadherin

Inner aspect of plasma NF1

membrane

Cytoskeleton NF2

Cytosol APC/B-catenin
SMAD2 and SMAD4

Nucleus
wr1
P16/INK4a

BRCA1 and BRCA2

Tumors Associated with
Somatic Mutations
Carcinomas of colon

Function
Growth inhibition

Cell adhesion Carcinoma of stomach

Inhibition of RAS signal
transduction and of p21 cell
cycle inhibitor

Neuroblastomas

Schwannomas and
meningiomas

Cytoskeletal stability

Inhibition of signal
transduction

Carcinomas of stomach,

P13 kinase signal transduction Endometrial and prostate
cancers

TGF-B signal transduction Colon, pancreas tumors

Regulation of cell cycle Retinoblastoma;

osteosarcoma carcinomas of

breast, colon, lung

Cell cycle arrest and apoptosis Most human cancers
in response to DNA damage

Nuclear transcription Wilms' tumor

Regulation of cell cycle by Pancreatic, breast, and
inhibition of cyclindependent esophageal cancers
kinases

DNA repair Unknown

colon, pancreas; melanoma

Tumors Assocated with
Inherited Mutations
Unknown

Familial gastric cancer

Neurofibromatosis type 1 and
sarcomas

Neurofibromastosis type 2,
acoustic schwannomas, and
meningiomas

Familial adenomatous
polyposis coli/colon cancer

Cowden syndrome

Unknown

Retinoblastomas,
osteosarcoma

Li-Fraumeni syndrome;
multiple carcinomas and
sarcomas

Wilms' tumor

Malignant melanoma

Carcinomas of female breast
and ovary; carcinomas of
male breast
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Oncogeni: trasduzione del segnale

Regolazione dell’attivita di RAS
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Attivazione di RAS
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Fosforilazione del PATHWAY MAP-kinase attivato da RAS

Activated Ras
protein

Protein activity Gene expression
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Ruolo funzionale della proteina RAS

RAS

v
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Figure 6-14 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

Cyclin D1, Fos, Jun, p21
(stimolo per le cellule quiescenti a proliferare)
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Oncosoppressort: meccanismi di inattivazione

Affinche il tumore si manifesti sono necessarie DUE successive mutazioni in un gene oncosoppressore.

Inattivazione di un allele Inattivazione del secondo allele
Meccanismi di inattivazione del secondo allele

» Non disgiunzione mitotica

» Non disgiunzione ¢ duplicazione

» Ricombinazione mitotica

normale pre-tumorale

» Conversione genica

» Mutazione puntiforme

» Delezione

» Silenziamento (meccanismi epigenetici)

SISISISISIS]w

Cellula tumorale



Geni1 oncosoppressori: proteine della superficie cellulare
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Geni1 oncosoppressori: proteine della superficie cellulare
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Meccanismi mutazionali responsabili del ‘secondo colpo’

A 4  Constitutional
Rb -=wt genotype
B b

Somatic mutational
events - the second “hit”
a A
Rb Rb
B B

A a A A A

Rb Rb Rb Rb Rb

B b B B B
Local Somatic Chromosome Chromosome
mutational recombination loss loss and
events duplication

Il secondo colpo puo essere anche rappresentato da ipermetilazione del promotore o di
altre regioni di controllo dell’espressione genica




Gen1 oncosoppressori: proteine nucleari

Rb = proteina del retinoblastoma
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Gen1 regolati dal fattore di trascrizione E2F

Cdic2 Richiesti per la
E2F/DP ‘ ciclina E replicazione del DNA
ciclina A

Altr1 geni

» Geni della replicazione (DNA polimerasi o)
» Geni della biosintesi dei nucleotidi (timidina chinasi)

» Geni del riparo del DNA (RADS51)
» Fattori dell’origine di replicazione




Il guardiano del genoma: timeline della proteina p33

Timeline | p53: the first 30 years

{1984-1968) p43 found to
be inactheated in tumour
calls™

Oneagenic
activities of
cloned p53
described™

* Determination
thatp53isa
turnour
suppressar™

+ TP53 shown to
be mutated or
last inhuman
tumowurs®

= CORNIA [which

encodes p2 1) described
a5 aph3 target gane”

* pS3-MDM2 loop
deseribed ™

P53 found to induce
apoptosis

= MOM2 diseonvered to drive
P53 wblguitylation and
degradation™*

= P73 and ph3 doscribad!

= ARF-pA3 connection
made™”

* p53 first in'lp‘k‘icamd in

SHHESOENCE

+ ph3 gene theragry approved
inChina™

* MDM? polymaorphism shown
to accelerate cances !

+ Mutlins shown ta
activate p53 ([REF 117)

| p53 implicated in ageing™*

* p43 fownd to be required for
embryo Implantation™

* pS3-induced senescance
shown ta prevent cancer ™Y

* pa3 shewn to reguulate milNA
expressiont =1t

# p53 shown toinhibit the
IGF1-mTOR pathway ™

1997 1908 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2007

'i_j;';_.'_': 1“4 1088 1080 1000 1991 1992 1993 1004

* Multiple p53 isaforms
described™

+ p53 discoverad to have
antioxidant function'™

* ph3 discoverad to
requilate

metabolism! 15

ATM fownd to
phosphondate p53
(REFS | 46.147)

p53 found to
acton
mitochondria
to induce
ammﬂuu

* TP33 gerrnline
mitations
found in
Li-Framameni

* MDOME shonwn to negatively regulate p53

[REF. 82)
+ Trp53-knockout mice shown to be cancer prone®®
* p53 shown 1o maintain genome stability ™

ayTidnome=?
* p53 discovered
toinduce cell

cyche arrespiT2
ATM, ataxia-telangisctasia mutated; IGF1, insulin-like growth factar 1; miRNA, microfNA,

(1990-1997) p53 shown tobe | |
atranseriplion factar e

La proteina pS53 ¢ stata scoperta 30 anni fa come patner della oncoproteina del virus SV40-T
antigene. Nella prima decade di ricerca a seguito del suo clonaggio e si ¢ definito che la p53
non ¢ un oncogene ma un soppressore di tumore. Nella seconda decade ¢ stata riconosciuta
come fattore di trascrizione che regola molte funzioni; infine la terza decade vede la proteina
pS53 coinvolta nel controllo del metabolismo cellulare e delle citochine.

Nature Reviews Cancer (October 2009)



...Perché la P53 non € un oncogene?

» In che cosa consiste la relazione tra il cancro e la presenza della proteina
p33?

» La risposta a questa domanda fu data soltanto dopo che si dimostro
(Volgestein et al. ) che nei tumori colon-rettali 1’allele wild-type della p53
era frequentemente perso mediante mutazioni e/o delezioni o combinazioni
di entrambe le condizioni. Insieme ad altre osservazioni ottenute sia con
tumori murini sia in soggetti affetti da sindrome di Li-Fraumeni, questi dati
fecero finalmente stabilire che un simile comportamento era tipico solo di
un soppressore tumorale.

» Pertanto la proteina p53 wild-type ¢ un potente soppressore
tumorale , mentre le forme mutate possiedono una potente
attivita oncogenica.



...Quindi P53 si comporta come gene dominante

Subunita wild-type di

Tetramero
p>3 funzionale
f Tetrameri non
- - - funzionali
H - [ ] o
H
Subunita mutata di - - -
p53




...ma cosa fa la proteina p53?

Disfunzione dell’apparato

Perdita dei ribonucleotidi mitodico Attivazione oncogenica
/ Stress della replicazione del
Ipossia \ / DNA
Breaks della doppia
Ossido Nitrico o elica
Stress ossldativo Erosione dei telomeri

Interazione proteina-proteina
Omeostasi metabolica
/ Difesa antiossidante

Riparo del DNA
Stress debole Arresto della crescita Stress grave

Senescenza
Apoptosi I—/

oo &

Regolazione dei geni bersaglio della p53
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Twist di p53-MDM2

pS3 ¢ normalmente mantenuta a livelli bassi
da MDM2-mediante degradazione

|
\

progressione cellulare



L’induzione e attivazione di p53
Danno al DNA
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Iperespressione di MDM2 determina un
aumento della degradazione di p53

Condizioni di stress m




Induzione di P53 mediante il PATHWAY di ARF
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Regolazione dello stress ossidativo di P53

Stress ossidativo basale Stress ossidativo
persistente

Sestrina,

PIG3,
TIGAR, BAX,
TP53INP1 PUMA
ANTIOSSIDANTI PRO-OSSIDANTI
PROTEGGE, RIPARA, SENESCENZA E
SOPRAVVIVENZA DELLE MORTE CELLULARE
CELLULE

In analogia ad altre risposte indotte dalla proteina p53, lo stress ossidativo puo essere sia ridotto
che aumentato. Infatti a livelli basali di stress, la p53 ha un ruolo antiossidante, mentre con

stimoli persistenti si attivano sistemi pro-ossidanti che contribuiscono alla rimozione delle
cellule dannaggiate mediante senescenza e/o apoptosi



Regolazione dello stress ossidativo di P53
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Cell-cycle arrest Aj

Anti-oxidant Apoptosis
‘ DNA repair ‘

Prevention/repair of damaged cells = » Elimination of damaged cells
Turnour suppression Tumour suppression
Development Radiation sickness
Longevity Ischaemia

Development

Ageing

Mature Reviews | Molecular Cell Biology



...la proteina p53 ¢ un fattore trascrizionale

» La proteina p53 ¢ un fattore di trascrizione sequenza specifico.
Diversamente da altri soppressorit tumorali la gran parte delle
mutazioni di pS3 nei tumori ¢ di tipo missenso che determina la
mutazione di un solo amminoacido localizzato nel dominio di
legame della proteina al DNA. La sequenza DNA-binding
specifica ¢ cruciale per sfuggire all’attivita di p53 come
soppressore tumorale.

» Nella regolazione trascrizionale di p53 il riconoscimento della
sequenza bersaglio ¢ fondamentale, ovvero il riconoscimento
degli elementi responsivi (RE) , cosi come le condizioni e fattori
che agiscono sulla proteina nel mediare la trascrizione.

» Quali sono i fattori che agiscono
influenzando I’attivita della proteina p53, e
quali sono gli elementi responsivi bersaglio?




FATTORI CHE MODULANO LA TRASCRIZIONE DIPENDENTE DA P53

Trans factors

e pS3-activating stimuli

* Cellular environment

e Protein—protein interactions

» Cofactors and transcription factors

* Nuclear p53 levels

 Post-translational modifications

e Chromatin environment, for example accessibility and epigenetics

Trascrizione:
Iniziazione,elongazione,repressione

’X\\
Y\

RRRCWWGYYY (0-2) RRRCWWGYYY

Cis factors
* Mismatches in RE number or position
» Sequence context and nearby transcription factor REs



Geni che vengono trans-attivati dalla proteina p53 mediante elementi
responsivi (RE) nella regione “consensus”

Gene Full name of gene RE Type* Entrez

Gene link
DDB2 Damage-specific DNA binding protein 2 Consensus €= DDB2
FANCC Fanconi anemia, complementation group C HalfRE <& FANCC
GADD45A Growth arrest and DNA damage-inducible, alpha HalfRE GADD45A
GPX1 Glutathione peroxidase 1 Half RE GPX1
MLH1 mutl homolog 1 FullRE €= MLH1
MS5HZ RE1 mutS homolog 2 Full RE MSH2
MS5H2 RE2 mutS homolog 2 Half RE MSH2
PCNA Proliferating cell nuclear antigen =3 Three-quarterRE PCNA
PMS2 Postmeiotic segregation increased 2 Full RE PMS2
UIMC1 (also known as RAPS80) RE3  Ubiquitin interaction motif-containing 1 Full RE UuiMC1.
UIMC1 RE4 Ubiquitin interaction motif-containing 1 Full RE UIMC1
UIMC1 RE5S Ubiquitin interaction motif-containing 1 Half RE ummMmc1
RRM2B Ribonucleotide reductase M2 B Half RE RRM2B
SCARA3 Scavenger receptor class A, member 3 Half RE SCARA3Z
XPC Xeroderma pigmentosum, complementation Full RE XPC

group C

*A\l of the half and three-quarter sites contain a decamer with no mismatches from consensus. RE, response element.




P33 network
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Vogelstein, B., Lane, D. P., and Levine, A. J. (2000). Surfing the p53 network. Nature 408: 307-310.
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La famiglia della proteina p53: isoforme p63 e p73

Sequence-specific

Trans-  Proline-rich  pA_binding domain Oligemerization
activation domain _

domain

Point mutations in tumours thﬂ on

Acetylation
Methylation
Ubiquitylation
Neddylation
Sumoylation

P73 A PR =
SAM
domain

pﬁ3=hH_H_=:'= P

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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TP53 mutation prevalence (as recorded in the IARC Database, R7)
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Figure 9.4 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



...un numero notevole di studi avvalora I’idea che:

» 1l danno al DNA attiva 1 chekpoints 1 quali agiscono da barriera alla
proliferazione inducendo 1’apoptosi o la senescenza nelle fasi precoci
della crescita tumorale (1, 2).

» L’ attivazione delle proteine associate al danno del DNA nei tumori
persiste anche nelle forme tumorali sviluppate € ne1 tumori maligni,
tuttavia, in molti casi, in tumori avanzati c¢’¢ la perdita graduale delle

proteine associate al danno .

» Questo evidenzia che esiste una pressione selettiva che tende ad
eliminare 1 componenti della risposta del sistema di riparo e che
comprende anche la proteina p53.

» Queste osservazioni evidenziano come 1’acquisizione dei difetti nella
risposta al danno ¢ dovuta all’instabilita genetica dei tumori, la cui
velocita aumenta, accellerando la progressione tumorale stessa.

1-d’Adda di Fagagna, F. Nature Rev.Cancer 8, 512 (2008). 2-Halazonetis, T. D., Gorgoulis, V. G. & Bartek, J.Science 319, (2008).



(800 82uairs puUejIeD ) 8/5 (19D 841 0 ABo|oIg 4€IN3IBION 6-0Z @4nbBiy

Quali mutazioni si accumulano?
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Figure 23-41. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



.... interconnecting Ras, RB and p53
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Cancer Cell volume 2, issue 2 -2002, Pages 103-112



QUIESCENT NORMAL CELL
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A| In condizioni di stress, 1’attivazione p53 in cellule normali determina 1’arresto del ciclo e 1’attivazione
della riparazione del DNA. In cellule con perdita o mutazione di p53, la proliferazione in presenza di
danno genetico aumenta il tasso mutazionale.

B| p53 attiva (anche) la trascrizione di microRNA (mir34), che inibiscono la traduzione di geni che
regolano positivamente la proliferazione (cicline) e negativamente 1’apoptosi (BCL-2).



..riassumendo, la perdita dell’attivita di p53 :

» Permette alle cellule con DNA danneggiato di continuare il ciclo
cellulare

» Ciclo cellulare non controllato con cromosomi danneggiati, porta
all’instabilita genomica tipica delle cellule cancerose, consentendo di
accumulare ulterior1 mutazioni che promuovono il processo di
cancerogenesi

» Permette loro di evitare I’apoptosi

» In alcuni tipi di tumore rende le cellule resistenti ai farmaci e
all’irradiazione

» MOLTE MUTAZIONI POSSONO CONTRIBUIRE A
CIASCUNA DI QUESTE ALTERAZIONI, MA MUTAZIONI
CHE COLPISCONO p53 LE MANIFESTANO TUTTE



> Senescenza e telomeri nella cancerogenesi
meccanismi molecolari convergenti e divergenti
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Cosa sono 1 telomeri?

-E.
§
i
3

[ telomeri sono delle strutture formate da DNA e proteine
presentt alle estremita der cromosomi lineari costituiti da

ripetizioni in tandem della sequenza TTAGGG



» Sono caratterizzati da un filamento 3'-protrudente che si ripiega

all’indietro ed invade la regione a doppia elica dei1 telomeri formando
quello che viene chiamato T-loop.

AP i A mammalian teilomeric DNA

thﬂ!l
b e — -
2-50 kb duplex telomeric repeats

[TTAGGGIN
[CCCTAAIN
non-teiomeric
DMNA

» (T-loop) protegge le estremita cromosomiche da nucleasi e da attivita
cellular1 che possono essere dannose per la sua integrita, come
dall’attacco di proteine coinvolte nella riparazione.



Schema della struttura e funzione del telomero

Telomeric DNA In humans
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Struttura del telomero

Nei mammiferi i telomeri assumono
‘T LOOP'.
Numerose proteine si legano al DNA

una forma detta a

telomerico, due di queste sono TRF1
e TRF2.

TRF2 favorisce

e L TACCCT T S CTE
ATCC }_chp.s@

Telomerase
RMA

T

La  proteina
'inserimento del 3" ss nel DNA ds
telomerico (con la formazione |
del'DLOOP’). TRF1 ha un ruolo di
regolazione del complesso proteico
che si forma.

Tankyrase1/2

WRN
TRF2 > ANKY

TRF1-

E ERCC1/XPF
- TINZ -

FOT1

RAP1

Nature Reviews | Molecular Cell Biology




Sintes1 delle sequenze telomeriche

La telomerasi ¢ una ribonucleoproteina con una componente ad RNA che funziona come una
trascrittasi inversa. |

parental strand q
I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

I _AACCCC" incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS

3
| BN TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
IEE——accee .

TELOMERASE
EXTENDS 3’ END

[ANA-templated
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1 _TrGGGGnGGGGTrGGﬁGnGGGGTTGGGGTTG
1 _MECCC CCC

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE o
{DNA-templated Thal 5 |

DMNA synthesis) .

y
1 D TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
TEEEEAACCCC  CCCCAACCCCAACCCE
i 5
DMNA
polymetase

Telomerase

reverse transcriptase
{hTERT)

direction of
m) telomere
synthesis

telomerase with bound RNA template

Template regien

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Drug Discovery

La telomerasi si attacca all’estremita 3’ del DNA e sintetizza 1 telomeri sullo stampo del proprio
RNA, fungendo da trascrittasi inversa.

Nell’uomo I’attivita telomerasica ¢ stata riscontrata nelle cellule della linea germinale ed in
cellule embrionali ma non nella maggior parte dei tessuti adulti

11 90% dei tumori presentano attivazione della telomerasi



Le cellule tumorali riacquistano la capacita di riattivare la telomerasi
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Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Nature Reviews Molecular Cell Biology 8, 729-740 (September 2007)



Modello di associazione e di fusione dei telomeri nella senescenza

Model for Telomere Associations and Fusions
At Senescence (M1) and Crisis (M2)

T-loop

—— Canonical telomere repeats

E= Non-canonical repeat region

<4—To centromere

Telomere (TTAGGG),

A few de-protected short telomeres form associations with each other
producing DNA damage signals and M1 replicative senescence

In the absence of cell cycle checkpoints (e.g.
p53 and pRB) DNA damage signals due to
transient associations are ignored and cells

divide at normal rates

1 [ T e et

1L | e et e el |
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fusions, M2 growth arrest/apoptosis
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Telomerase activation
Telomere homeostasis

Carcinogenesis vol.26 no.5 -2004.




Fasi del controllo della senescenza

Telomere
Attrition

Inactivation of

checkpoint
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Early  Crisis Late Crisis  Telomerase
DNA damage nactive p53 Severe reactivation
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Senescence activated by dysfunction, Survival
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Active pd3

Science 2002;297:565-9



Instabilita genomica

» Il periodo di vita replicativo delle
‘e, linee cellulari in coltura ¢ di circa 60-
80 divisioni.

 Talormerase
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SENESCENZA

Senescence signals

[.a senescenza e sostenuta da 3
meccanismi:

»PATHWAY pl6INK4a-RB

»>PATHWAY p53-ARF

Cell
proliferation

» TELOMERI

~' Senescence -
~ growth arrest -~

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

» SENESCENZA REPLICATIVA: risultato dell’inattivazione della TERT, con progressivo
accorciamento dei telomeri, non si forma il “T-LOOP” e la cellula si blocca nella fase G1.

» SENESCENZA PREMATURA: provocata da fattori estriseci che possono intervenire ad
ogni fase del ciclo replicativo, quali oncogene RAS, danno del DNA e stress ossidativo




Senescenza e apoptosi antagonisti della proliferazione :
pathways p16INK4a-RB, p53-ARF, telomeri

g
& pignkda

~ | Y
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Nella tumorigenesi questi meccanismi sono cancellati

L’apoptosi e la senescenza sono pmérammi cellulari che eliminano 1l continuo segnale
mitogenico attivato dagli oncogeni. Gli oncogeni attivati ras € myc sfidano 1 pathways
dell’apoptosi e della senescenza

1 L’attivazione dell’oncogene ras porta ad una iper-regolazione di INK4a, che blocca
la Hc:lf:lln;t D-CDK4 ( che media I’iper-fosforilazione di RB e provoca senescenza
cellulare

2 L’oncoléene myc, induce arf, che blocca mdm2 (inibitore di p53)
ras — INK4a — rb— SENESCENZA
myc — arf — pS3 — APOPTOSI



....rtassumiamo: potenziale replicativo illimitato

Dicentric
chromosome

Inactiva telomerase Shortened telomeares

=p53

Activabon of

salvage and
nan-homologous
gnd poining pathway

Checkpoint
P53 activation and
SENEsCance

Senescent cell

Fasi del potenziale proliferativo illimitato.

Ad ogni ciclo replicativo, i1 telomeri delle cellule somatiche si accorciano. Quando il checkpoint competente segnala la
criticita della lunghezza dei telomeri, la cellula interrompe il ciclo replicativo e manifesta le proprieta biologiche della
senescenza. In caso di mancato funzionamento del checkpoint, i telomeri accorciati vengono “riparati”, con formazione di
cromosomi dicentrici. Alla mitosi, dai cromosomi dicentrici si producono rotture doppie di DNA che, dopo la riparazione,
danno ancora luogo a cromosomi dicentrici. Ripetuti eventi di bridge-fusion-breakage cycle determinano instabilita
cromosomica, € possono contribuire a selezionare cellule che, ripristinando 1’attivita telomerasica, riescono a sopravvivere.



APOPTOSI E TELOMERI

E’ noto che I’accorciamento telomerico puo indurre apoptosi.

» Dati in letteratura dimostrano come alterazioni della

struttura telomerica possano essere responsabili  di
riarrangiamentt  cromosomici ¢  dell'attivazione  di
checkpoints del danno con conseguente difetto nella
proliferazione cellulare e aumento dell'apoptosi

(de Lange, 2002).

» La perdita per apoptosi di cellule progenitrici in risposta a
stimoli responsabili dell’accorciamento telomerico ¢ stato
chiaramente dimostrato in modelli animali

(Wong et al., 2003).



Trasformazione

IN Vitro di cellule umane

pathway Ras pRb
genes/agents ras CDK4+ D1
used to SV40 LT
deregulate HPV E7
pathway

Figure 11-25 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)
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» Queste diverse osservazioni, nel loro insieme, incoraggerebbero a concludere che
cinque distinte alterazioni sono sufficienti per trasformare cellule umane normali in
cellule tumorali. E interessante notare che solo due o tre di questi cambiamenti
sembrano essere richiesti per la trasformazione di cellule di roditori, spiegando in
retrospettiva la grande difficolta nei primi tentativi di trasformare cellule umane.

W.C: Hahn et al. New Engl J Med 347:1593-1603, 2002
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