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Oncosoppressore APC

Familial adenomatous polyposis (FAP) /
Attenuated familial adenomatous polyposis (AFAP)

Colorectal cancer (colorectal polyps),
small bowel cancer, stomach

Autosomal dominant

Estimated: 1in 31,000 to 1in 43,000
1% of all colon cancers

La poliposi adenomatosa del colon e una rara malattia
ereditaria caratterizzata dallo sviluppo di numerosi
polipi del colon che hanno una probabilita molto
elevata di trasformarsi in tumori del colon.

Questa malattia e dovuta a perdita del gene
oncosoppressore APC. | pazienti con la forma ereditaria
sviluppano centinaia di polipi nel colon in seguito alla
perdita dell’allele wild type. Mutazioni di APC sono
presenti nell’80% dei tumori del colon-retto sporadici.
APC codifica per una proteina citoplasmatica che ha la
funzione di regolare i livelli cellulari della 3-catenina.

La B-catenina e un co-attivatore trascrizionale che e
attivato dalla via di segnalazione mediata dal recettore
delle proteine Wnt.

Le proteine Wnt regolano diversi processi quali
I’'organogenesi, la motilita, la polarita e il rinnovamento
di diversi tessuti adulti come l'epitelio intestinale.
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La B-catenina agisce da regolatore della trascrizione e da
adattatore per I'adesione cellulare.

In condizioni di equilibrio i livelli citoplasmatici di [3-
catenina sono mantenuti bassi attraverso la degradazione
della B-catenina da parte di un complesso di proteine
denominato «destruction complex». Il destruction
complex include le molecole «scaffold» Axin e APC, le
chinasi, glicogeno sintetasi chinasi 3 (GSK3) e la casein
chinasi 1 (CK1) e la B-catenina.

La B-catenina e fosforilata da GSK3 e CK1 permettendone
il riconoscimento da parte della E3 ubiquitin ligasi B-Trcp
con conseguente degradazione da parte del proteasoma.
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* AXIN2
* RNF43
* ZNRF3
* LGR5

La stimolazione delle cellule da parte di
Wnt ha inizio con la formazione di un
complesso trimerico costituito da Wnt, il
recettore Frizzled e il corecettore LRP
(LRP5/6) sulla superficie della cellula.
Questo recluta la proteina effettrice
Dishevelled (DVL).

Questo determina il reclutamento di

© AXIN1 e di altre componenti del

complesso alla membrana plasmatica con
conseguente inibizione della
degradazione della B-catenina.

La [(-catenina stabilizzata trasloca nel
nucleo dove forma un complesso con
altre molecole attivando la trascrizione di
diversi geni fra cui AXIN. Lover
espressione di APC induce l'arresto in fase
G1 di linee cellulari di cancro del colon.
Questo e stato attribuito alla soppressione
della trascrizione mediata dalla f3-
catenina.
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Figure 1 Schematic representation of the colonic epithelium. The epithelium has a flat surface that forms invaginations at regular intervals called crypts.
The stem cells produce permanently proliferating precursors that migrate and differentiate as enterocytes (the absorptive cells of the colon), enteroendocrine
cells (hormone-secreting cells), goblet cells (mucus-secreting cells) or Paneth cells (secreting antimicrobial toxins).

Diversi studi hanno dimostrato che APC
e necessario per il mantenimento
dell’architettura del normale epitelio
intestinale e che la proliferazione delle
cellule precursore nelle cripte
dell’intestino dipende dalla attivazione
permanente della via di wnt.
Normalmente le cellule delle cripte
dell’intestino presentano un accumulo
della B-catenina nel nucleo.

Una adeguata segnalazione della via
indotta da wnt e necessaria nella
normale fisiologia dell’intestino.



Mutazioni di APC

c WNT-independent

Mutazioni inattivanti APC aboliscono la formazione del
VaVa I I destruction box con conseguente stabilizzazione della B-
WA Ry catenina che nel nucleo induce l'eccessiva attivazione degli

effettori a valle di Wnt promuovendo la proliferazione e la

@ migrazione delle cellule tumorali.
APC Colorectal adenocarcinoma 66.55%
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Skin cutaneous melanoma 14.25%
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Figure 2. Lollipop plot showing the distribution and classes of mutations in APC across colorectal cancer datasets in The Cancer Genome Atlas. Plot originally generated . \ . . .
using the cBioPortal (103). Light circles indicate missense mutations and dark circles indicate truncating mutations (including nonsense, nonstop (mutation occurring Cate niNn a ) e Ove res p re Ssa N d |Ve rSI

within a stop codon), frameshift deletion, frameshift insertion and splice site mutations). Arm=armadillo.
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Stadi nello sviluppo del cancro del colon
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Fig. 1. A model of the genetic changes required for progression from
adenoma to carcinoma in the development of colorectal cancer (6). The
proposed order of mutations in APC, K-ras, p53, and the DNA MMR genes is
illustrated.

Generalmente il cancro del colon retto ha
inizio con la trasformazione dell’epitelio del
colon normale in un adenoma benigno.
Successivamente l'accumulo di alterazioni
genetiche e epigenetiche determinano la
transizione a tumore maligno.

Il modello genetico multi-step dello sviluppo
del cancro del colon proposto da Fearon and
Vogelstein prevede che l'inattivazione di APC
rappresenti il primo evento, seguito dalla
mutazione oncogenica di RAS, e poi dalla
inattivazione di p53 sul cromosoma 17.
Questo processo puo interessare decad.i.
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Potenziale replicativo illimitato

Le cellule normali hanno una limitata capacita
replicativa. Dopo un determinato numero di cicli
cellulari, la cellula si arresta in uno stato in cui cessa
di dividersi detto senescenza cellulare.

Nelle cellule umane la senescenza replicativa €
causata dall’accorciamento progressivo dei telomeri.
U'accorciamento dei telomeri e dovuto alla
incompleta replicazione del DNA lineare da parte
delle polimerasi convenzionali. | telomeri e Ia
telomerasi hanno la funzione di proteggere i
cromosomi dall’erosione.
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Figure 1. The vertebrate shelterin complex. Telomeric repeat binding factors 1 and 2 (TRF1 and TRF2)
bind to double-stranded telomeric DNA and recruit other components of shelterin: TRF1-interacting
nuclear protein 2 (TIN2), the human ortholog of the yeast repressor/activator protein 1 (RAP1),
and tripeptidyl peptidase 1 (TPP1). Protection of telomeres 1 (POT1) protein binds to the telomeric
single-stranded DNA. Shelterin promotes the fold-back of telomeric DNA into a T-loop structure
through formation of a D-loop.

| telomeri sono strutture complesse costituite da DNA e
proteine.

Il DNA telomerico e costituito da sequenze ripetute (5'-
TTAGGG-3') che terminano con 30-400 nucleotidi a
singolo filamento di DNA denominato 3’ overhang di 50-

300 nt.
Questa estremita overhang invade le sequenze ripetute

a doppio filamento per formare una struttura T —loop.

I DNA telomerico e protetto dall’'associazione con le
proteine del complesso shelterin.

Le sequenze ripetute sono riconosciute da 6 diverse
molecole che formano lo sheltering complex. Le
proteine shelterin che ricoprono le estremita dei
telomeri impediscono che la cellula attivi i meccanismi
di risposta al danno del DNA riconoscendo i telomeri

come zone di rottura del DNA.
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Le proteine shelterin comprendono TRF1, TRF2
(telomeric repeat-binding factor), RAP1 (repressor
activator protein), TIN2 (TRF1 interacting nuclear
factor 2), TPP1 e POT1.

I complesso shelterin e reclutato ai telomeri
attraverso TRF1 e TRF2 che si legano al DNA a
doppio filamento e a TIN2. POT1 si lega al DNA
telomerico a singolo filamento e si associa a TRF1 e
TRF2 attraverso TPP1 che si associa a TIN2.

Il complesso shelterin mantiene la lunghezza dei
telomeri e preserva lintegrita del genoma
attraverso:

e mascheramento del DNA telomerico dalla
risposta ai danni del DNA; TRF2 attraverso la

formazione del T-loop nasconde l'estremita del
cromosoma. POT1 blocca l'attivazione di ATR.

 controllo del reclutamento della telomerasi



Le proteine shelterin bloccano la risposta cellulare al danno al DNA

Le proteine shelterin che ricoprono

PP TIN2 4,) le  estremitd  dei telomeri
- -TRF1-TRF2 - - impediscono che la cellula attivi i
POT1 e .
meccanismi di risposta al danno
del DNA riconoscendo i telomeri
= come zone di rottura del DNA.
* La protezione dei telomeri e
compromessa quando i telomeri
CHK1

diventano troppo corti per legare il
complesso shelterin.




Funzione delle proteine del complesso Shelterin

Shelterin Telomerase
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Figure 2. Shelterin, the telomere-binding complex, protects chromosome ends and controls telomerase func-
tion. Telomeric DNA isbound by the double-stranded DNA-binding proteins TRF1 and TRF2 and by the single-
stranded DNA-binding protein Potl. Rap1 binds to TRF2 and functions as a transcriptional regulator. TIN2
nucleates the complex by connecting TRF1 and TRF2 to the Tpp1/Potl subcomplex. Each component of
shelterin serves a specialized function in telomere maintenance, with TRF2 and Pot1 involved in suppression
of DNA-damage signaling, and TRF1 involved in facilitating replication through difficult to replicate telomeric
sequences. Telomerase is recruited to the complex through its interaction with Tpp1; once at the telomere, its
action is negatively regulated by Pot1. Telomerase is a ribonucleoprotein composed of a noncoding RNATERC
that serves as a scaffold for protein components TERT, TCAB, dyskerin, NOP10, and NHP2. Dyskerin and its
associated proteins promote TERC biogenesis and stability, whereas TCAB facilitates trafficking of telomerase to
the telomere. TERT is the catalytic subunit and TERC encodes the template for reverse transcription.

Ogni componente del complesso
Shelterin svolge una funzione specifica :

TRF2 e Potl sopprimono la risposta al
danno del DNA;

TFR1 facilita la replicazione dei telomeri;
Tppl promuove il reclutamento della
telomerasi;

La telomerasi & una ribonucleoproteina,
con attivita di trascrittasi inversa che
sintetizza il DNA telomerico utilizzando
come stampo un RNA interno.



Shelterin controlla il reclutamento della telomerasi

Telomerase
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Le proteine TPP1 e TIN2 reclutano la
telomerasi che sintetizza il DNA
telomerico de novo utilizzando come
templato I'RNA e come primer
I'estremita 3’ del DNA del cromosoma.



La telomerasi

La telomerasi € un enzima specializzato che aggiunge

sequenze ripetute alle estremita dei cromosomi durante la

replicazione. La telomerasi € costituita da una subunita

—— proteica TERT (telomerase reverse transcriptase) e da RNA
f—%l .

(TERC, telomerase RNA component) che formano il core

j) catalitico.

P TERC fornisce il templato per la sintesi delle nuove sequenze
\ ripetute mentre TERT funziona da trascrittasi inversa.
La necessita di aggiungere sequenze ripetute di DNA alle
B M 4 estremita dei telomeri € dovuto alla incapacita delle cellule di
| o i di riempire il gap dovuto alla rimozione del primer di RNA per
e O t== J la sintesi del DNA del filamento ritardato e al processamento
[ —— delle estremita del filamento leading.
%’ (@) Per questa ragione ad ogni ciclo di replicazione si ha perdita di
DNA in assenza di attivita della telomerasi.
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Nelle cellule che proliferano a lungo la lunghezza dei telomeri
e mantenuta dalla telomerasi.



L'accorciamento dei telomeri
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'accorciamento dei telomeri € dovuto alla
i) incompleta sintesi del DNA all’estremita del
filamento lagging (ritardato) che genera delle

corte estremita overhangs.
ii) Il processamento delle estremita del leading

strand per generare il 3’ overhang.



Accorciamento dei telomeri e attivazione della risposta al danno al DNA
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La maggior parte delle cellule somatiche non
esprime la telomerasi e per questo i telomeri
si accorciano ad ogni divisione fino a
raggiungere una dimensione che €
insufficiente a garantire la protezione delle
estremita dei cromosomi.

In questo caso i cromosomi non protetti
attivano la risposta al danno del DNA (DDR)
che determina l'arresto della replicazione e la
senescenza.

I DDR e mediato dall’attivazione di ATM e
ATR e conseguente stabilizzazione di p53 che
induce l'espressione dell’inibitore delle CDK
p21l.

Le cellule senescenti sono bloccate nella fase
G1 e presentano anche livelli aumentati di
p16 'NK che inibisce pRB.



Definizione e caratteristiche della senescenza cellulare
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Riattivazione della telomerasi nelle cellule tumorali
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Nelle cellule normali ad ogni divisione cellulare si
verifica un accorciamento dei telomeri di circa 50-
100 bp.

Una volta che i telomeri si sono accorciati oltre un
certo limite, la perdita della funzione telomerica
induce ['attivazione dei checkpoint del ciclo
cellulare causando l'arresto della proliferazione e
la senescenza cellulare. Il potenziale replicativo
limitato prende il nome di «Hayflick limit».

Nelle cellule germinali, l'accorciamento dei
telomeri e prevenuto dall’enzima telomerasi che
conferisce a queste cellule la capacita di proliferare
illimitatamente. Le cellule somatiche non
esprimono la telomerasi.

Le cellule tumorali acquisiscono la capacita di
proliferare in modo illimitato attraverso Ia
riattivazione della telomerasi.

'attivita telomerasica e stata riscontrata nel 90%
dei tumori umani.



Arresto del ciclo cellulare
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Nelle cellule germinali, I'accorciamento
dei telomeri e prevenuto dall’'enzima
telomerasi che conferisce a queste
cellule la capacita di proliferare
illimitatamente.

Le cellule somatiche non esprimono la
telomerasi e in queste cellule
I'accorciamento dei telomeri durante Ia
replicazione induce la risposta al danno
del DNA.



Via che determina l'attivazione di p53 in seguito a accorciamento dei telomeri
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Figure 3. Pathways connecting telomeres and p53. Telomeres shorten with aging or with extended passage in
culture, leading to eventual telomere uncapping. Uncapped telomeres lose their protective function, and
telomere-dysfunction-induced foci, or TIFs, composed of DNA-damage proteins, are recruited to uncapped
telomeres. Dysfunction telomeres can signal through the ATM and ATR kinases to phosphorylate p53. Phos-
phorylation stabilizes p53 by inhibiting its interaction with MDM2, and p53 then transcriptionally up-regulates
target genes mediating G, checkpoint arrest, senescence, and apoptosis.

Uaccorciamento dei telomeri
determina la perdita della
protezione da parte delle proteine
del complesso Shelterin attivando
la risposta al danno del DNA.
Uaccorciamento dei telomeri
attiva le chinasi ATM e ATR con
conseguente stabilizzazione di
p53.

La stabilizzazione di p53
determina  blocco del ciclo
cellulare e senescenza. Oltre alla
via p53-p21 anche lattivazione
della via p16'Nk4a _Rb & necessaria
per il blocco del ciclo cellulare e la
senescenza.



Erosione dei telomeri e soppressione dei tumori
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Lerosione dei telomeri rappresenta una
importante barriera allo sviluppo dei tumori.
L'incrocio di topi telomerasi deficienti con
modelli murini di tumore hanno dimostrato
che i telomeri corti limitano la formazione di
tumori quando p53 e funzionale.



Conseguenze dell’erosione dei telomeri nelle cellule normali
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Quando I'erosione dei
telomeri raggiunge un livello
critico la cellula entra in uno
stato di senescenza. La
senescenza € caratterizzata
dall’'arresto non reversibile
della cellula nella fase G1 del
ciclo cellulare. Se la cellula
sfugge alla senescenza (a
causa della inattivazione di
p53 e Rb) e continua a
proliferare i telomeri possono
andare incontro a fusione
delle estremita causando
instabilita genomica e morte
della cellula (crisi).



La senescenza e la crisi della cellula conseguenti alla erosione dei telomeri rappresentano due barriere che controllano la

durata della vita della cellula
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Figure 1. Telomere shortening in cell culture limits the proliferation of primary cells. After a defined number of
population doublings in culture, short telomeres in fibroblasts trigger a DNA-damage response that acts through
p53 to cause cellular senescence and a halt on proliferation. To proceed past senescence, cells must inactivate p53
and Rb, or up-regulate telomerase to achieve telomere maintenance. Once cells escape senescence, continued
telomere shortening will lead to a period of genomic instability termed crisis, which is characterized by cell death
and chromosomal instability. Expression of telomerase will stabilize the genome and allow continued prolifer-
ation of the culture.

In seguito alla inattivazione di p53 e di
Rb la cellula puo sfuggire alla
senescenza indotta dall’accorciamento
dei telomeri.

L'ulteriore accorciamento dei telomeri in
assenza di senescenza genera un
periodo di instabilita del genoma
caratterizzato  da instabilita dei
cromosomi e morte cellulare. | telomeri
diventano soggetti alle attivita di riparo
del DNA andando incontro a fusione con
altri telomeri o altre zone di rottura del
doppio filamento di DNA.

Questa seconda barriera alla
proliferazione cellulare indotta
dall’accorciamento dei telomeri prende
il nome di crisi. Le cellule in crisi
replicativa vanno incontro a morte.



La disfunzione dei telomeri promuove lo sviluppo di tumori

Loss of p53 function

X
X

o
A

25

Up-regulation of telomerase
Genomic stabilization
Cancer progression

In the absence of telomerasa,
telomeres shorten

Sister chromatid fusion

Chromatin bridges formed in anaphase

Resolution of bridges in subsequent interphase

( + /‘\ Highly mutated regions near breakpoint

Innapropriate recombination

Nelle cellule in cui p53 e pRb sono assenti
in assenza di telomerasi i telomeri vanno

incontro ad accorciamento senza causare la
senescenza.

Quando si raggiunge una lunghezza critica |
telomeri non sono piu protetti e vanno
incontro a fusioni. Durante la mitosi la
migrazione dei cromatidi ai poli opposti
causa rottura del DNA.

Dopo diversi cicli l'upregolazione della
telomerasi da parte delle cellule maligne
permette la stabilizzazione del cariotipo del
tumore.
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Attivazione della telomerasi

Table 1. Frequency of TERT promoter mutations

No. No. tumors

Tumor type* tumors mutated (%)

La ri-attivazione della telomerasi e stata
Chondrosarcoma 2 1 (50) t 1 90% dei tumori umani
Dysembryoplastic neuroepithelial tumor 3 1(33.3) Osservata ne o del tumori umani.
Endometrial cancer 19 2 (10.5) Mutazioni nel promotore di TERT sono
Ependymoma 36 1(2.7) frequenti in diversi tipi di tumore.
Z'Iti’;::::mma 223 “l g?‘:’; Queste mutazioni sono associate con un
Hepatocellular carcinoma 61 27 (44.2) aumento dell’espressione di TERT, aumento
Medulloblastoma 91 19 (20.8) dell’attivita della telomerasi e aumento della
Myxofibrosarcoma 10 1 (10.0) . .
Myxoid liposarcoma 24 19 (79.1) Iunghezza dei telomeri.
Neuroblastoma 22 2 (9)
Osteosarcoma 23 1(4.3)
Ovarian, clear cell carcinoma 12 2 (16.6)
Ovarian, low grade serous 8 1(12.5)
Solitary fibrous tumor (SFT) 10 2 (20.0)
Squamous cell carcinoma of head and neck 70 12 (17.1)
Squamous cell carcinoma of the cervix 22 1 (4.5)
Squamous cell carcinoma of the skin 5 1 (20)
Urothelial cardnoma of bladder 21 14 (66.6)
Urothelial carcinoma of upper urinary 19 9 (47.3)

epithelium



