Categoria Proto-oncogene
Fattori di crescita
PDGFb PDGFB
Fattor di crescita fibroblastici HST1
FGF3
TGFa TGFA
HGF HGF
Recettori per fattori di
crescita
Famiglia dei recetton dell'EGF ERBE1 (EGFR)

ERRB2 (HER)

Tirosin-chinasi 3 FMS-simile FLT3
Recettore per | fattorl neurctrofici  RET
Recettore per i PDGF PDGFRB
Recettore per 4 ligando KIT KIT
Recettore per ALK ALK

Proteine coinvolite nella trosduzione dei segnali

Leganti GTP (G) KRAS
HRAS
NRAS
GNAQ
GNAS
Tiresin-chinasi non recettoriale ABL
Trasduzione del segnale RAS BRAF
Trasduzione del segnale Notch NOTCHI

Trasduzione del segnale JAKISTAT JAK2

Proteine di regolazione nucleare

dal d
attivazione

Iperespressone

Iperespressione
Amplificazione

Iperespressione

Iperespressione

Mutazione

Amplificazione

Mutazione purtiforme o

piccole duplicazion

Mutazione puntiforme

Amplificazione, traslocazione
Mutazicne puntforme

Traslocazione, mutazicne
puntiforme

Mutazione puntiforme
Mutazione puntiforme
Mutazione puntiforme
Mutazione puntiforme
Mutazione puntiforme

Tradecazione

Mutazione puntiforme

Mutazione puntiforme,
tradocazione

Mutazione puntiforme,
trasiccazione

Oncogeni

Tumore umano associato

Astroditoma
Osteosarcoma

Tumore dello stomaco
Tumore della vescica
Tumore della mammelia
Mdlanoma

Astrocitomi

Carcinomi epatoce
Tumore della tirolde

Adenocarcnoma polmonare

Carcinoma dela mammelia

Leucemia

Neoplasie endocrine multiple di tipo 2A e B, carcinomi
midellari familiari defa tircide

Gliomi, leucemie

Tumori strormali gastrontestinal, seminomi, leucemie

Adenccarcinoma del polmone, alours linfomi

Neurobastoma

Tumori del colon, del polmone e del pancreas

Tumon della vescica e ded rene

Melanomi, neophlisie ematologiche

Melanoma uveale

Adenoma della ghiandola pituraria, altrs tumon endocrini
Leucerma mielcide cronca

Leucerna lindoblastica acuta

Melanomi, keucernie, carcinoma del colon, altro

Leucemie, infomi, carcnomi dedla mammella

Malattie mie loproliferateve

Leuce

mia Infoblastka acuta

Attivatori trascrizionali MYC Traslocazicne Linfoma di Burkitt
N-MYC Amgl cazione Neuroblastoma

del ciclo cellulare

Cicline CCND1 (cickna D1)

Chinasi aclina-dipendente COK4

Traslocazione

AmpHficazione

Amplficazione o mutazicne
puntiforme

Unfoma mantellare, micdloma multiplo
Tumore della mammella ¢ delfescfago

Gicblastoma, melanoma, sarcoma

An oncogene is a mutated, amplified
altered gene that has the potential to
cause cancer. Before an oncogene
becomes altered, it is called a proto-
oncogene, and it plays a role in
regulating normal cell division. Cancer
can arise when a proto-oncogene is
mutated, amplified altered changing it
into an oncogene and causing the cell to
divide and multiply uncontrollably.



Oncogeni codificanti molecole che regolano il ciclo cellulare
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| tumori possono proliferare in modo autonomo nel
caso in cui i geni codificanti molecole che regolano il
ciclo cellulare diventano deregolati a causa di
mutazioni o amplificazioni.

La proliferazione cellulare dipende dalla progressione
delle cellule nel ciclo cellulare che consiste di 4 fasi
G1 (presintetica), S (sintesi del DNA) G2 (premitotica)
M (mitosi).

Le diverse fasi del ciclo cellulare sono regolate da
diversi complessi costituiti dalla chinasi ciclina
dipendente (CDK) con le cicline partner. Le CDK sono
serin treonin chinasi che mediano le diverse fasi del
ciclo cellulare attraverso la fosforilazione di proteine
bersaglio.

Ciascun complesso CDK-ciclina dipende
dall’attivazione appropriata della fase precedente.



Progressione del ciclo cellulare

Mitogenic
signals

Cyclin
proteases

RB-E2F gene expression programme:

e Cell cycle: CCNA2, CCNE1,
CCNB1,CDK2 and CDK1

e Replication: MCM2, MCM3,
MCM5, MCM7,CDT1 and CDC6

e Mitosis: CDC20, PLK1, MAD2L1 and
CCNB1

CDK-Cyc complex

Function

G1-S progression:
® Phosphorylation of RB stimulates E2F
e Accumulation of FOXM1

G1-S progression (DNA replication):

e Hyperphosphorylation of RB

e Centrosome duplication

e Induction of histone synthesis

® Phosphorylation of replication factors

G2-M progression (mitotic entry):
* Nuclear envelope breakdown

¢ Mitotic condensation

e Spindle assembly



Meccanismi di regolazione delle chinasi ciclina dipendenti

A Cyclin
¥
Wee1/Myt1 —0‘4— Cdc25
CDK inhibitors CAK
T14-Y15 ek
f C-helix

C-heli Catalytic
T160 J\ e e

domain

T160ph Activation
domain

Cdk2 Cdk2-Cyclin A

'attivita delle chinasi ciclina dipendenti e
controllata a diversi livelli:

legame con le cicline specifiche

* fosforilazione da parte delle chinasi
attivanti le CDK (CAK)

* interazione con gli inibitori

e fosforilazioni inibitorie



Progressione del ciclo cellulare e principali regolatori
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Mitogenic
signals

Cyclin D

oW 14 or CDKb |—
"

Growth-
inhibitory
signals

L'attivita delle chinasi ciclina dipendenti
e regolata dalla associazione con gli
inibitori CKI (inibitori delle chinasi
ciclina dipendenti).

| CKl includono:

* i membri della famiglia INK4
(p16INK4A’ p15INK4B’ p18INK4C’ p19INK4D)
che si legano alle CDK4 e CDK6 e
bloccano |'associazione alle cicline
D.

* i membri della famiglia Cip/Kip (p21,
p27,p57) che si legano e inibiscono
I'attivita chinasica delle CDK2 e
CDK1.



Ink4a 016

Ink4b pl5
—

Inkdc pl8

La famiglia INK4

—

E2Fs1-3

E2Fs 45

Gli  inibitori del ciclo cellulare
denominati  p15INK4b,  p16INK4a,
p18INK4c, and p19INKd inibiscono le
CDK4 e CDK6 inducendo un cambio
conformazionale della chinasi che
abroga la sua capacita di legare le
cicine D. Questo impedisce Ia
fosforilazione della proteina
retinoblastoma da parte dei complessi
CDK4/6-ciclina D e di conseguenza la
progressione della cellula nel ciclo
cellulare. Le proteine p15 e p16 hanno
una omologia dell’85%.



Proteine CIP/KIP

Struttura delle proteine della famiglia CIP/KIP
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p27Klp1 NH, -

Struttura cristallografica dellla
CDK2/ciclinaA con p27

'attivita delle CDK1/2 & regolata negativamente
dalle proteine della famiglia Cip/Kip a cui
appartengono p21CIP/WAF1 ' n27Kipl  n57Kip2

Queste  proteine inibiscono le CDK1/2
complessate alle cicline A/E/B  mentre
favoriscono l'assemblaggio dei complessi

CDK4/6 ciclina D.




Co repressors

Regolazione della fase G1/S del ciclo cellulare
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| complessi CDK4/6 attivati fosforilano diversi substrati fra
cui il piu importante e la proteina oncosoppressore
retinoblastoma (RB codificato da RB1).

Nelle cellule quiescenti e durante |la fase G1 precoce la
proteina Retinoblastoma (Rb) si trova in uno stato
ipofosforilato che la rende capace di legare i fattori
trascrizionali E2F bloccando la loro funzione.

La forma iperfosforilata di pRB non e in grado di legare i
fattori E2F che sono cosi in grado di attivare Ia
trascrizione di molti geni coinvolti nella progressione del
ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S.

La fosforilazione di pRB e mediata inizialmente dai
complessi CD4/6 cicline D e successivamente dai
complessi CDK2/cicline E.



Oncogeni

Modalita di
Categoria Proto-oncogene attivazione Tumore umano associato
PDGFb PDGFB Iperespressione Astroditoma
Fattori di crescita fibroblastici HST1 Iperesprassione Osteosarcoma
FGF3 Amplficazicne Tumore dello stomaco

Tumore dells vescica
Tumore della mammella

Melanoma

TGFa TGFA Iperespressione Astrocitomi

HGF HGF Iperespressione Carcinomi epatocellular
Tumore della tirolde

F

Famiglia dei recetton ddl'F ERBET (EGFR) Mutazione Adenocarcnoma polmonare

ERRB2 (HER) Amplificazione Carcinoma della mammela
Tirosin-chinasi 3 FMS-simile FLT3 Mutazione puntiforme o Leucemia
piccole duplicaziors
Recettore per i fattorl neurctrofici  RET Mutazione puntiforme Neoplsie endocrine multiple di tipo 2A e B, carcinomi
midollari familiari dela tircide
Recettore per i PDGF PDGFRB Amplificazione, traslocazione  Gliomi, leucemie
_ Rexettore per # ligando KIT KT Mutazicne puntforme Tumori strormali gastrontestinal, seminomi, leucenmie
Recettore per ALK ALK Traslocazione, mutazicne Adenccarcinoma del poimone, alcurs linfomi
puntiforme Neurobastoma
Lgpm.IGTP (G) B KRAS Mutazicne puntiforme Tumori del colon, del polmone ¢ del pancreas
HRAS Mutazicne puntiforme Tumoni della vescica e ded rene
NRAS Mutazione puntiforme Mefanomi, neoplisie ematologiche
GNAQ Mutazione puntiforme Meclanoma uwveale
GNAS Mutazione puntiforme Adenoma della ghiandola pituraria, altri tumor endocrini
Tiresin-chinasi non recettoriale ABL Tradecazione Leucernia micloide cronica
Leucerna linfoblastica acuta
Trasduzione del segnale RAS BRAF Mutazione puntiforme Melanomi, leucemie, carcinoma del colon, altro
Trasduzione del segnale Notch NOTCH1 Mutazione puntiforme, Leucemie, bnfomi, carcnomi della mammella
tragdocazione
Trasduzione del segnale |AKSSTAT  JAK2 Mutazione puntiforme, Malattie mie loproliferatie

traslocazione Leucemia Wnfoblastka acuta

CCND1 (cichina D1) Traslocazione Unfoma maan:. migloma multiplo

Amplficazione Tumore della mammella ¢ delfescfago
Chinasi aclina-dipendente COK4 Amplificazione o mutazicne Gicblastoma, melanoma, sarcoma

puntiforme
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Frequency of alterations (%)
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Mutazioni nei geni codificanti CDK e cicline nei tumori umani

Componenti dei complessi CDK cicline della fase G1
sono frequentemente mutati nei tumori umani.

Il gene delle cicline D e spesso amplificato nei
tumori umani. Il gene CDK4 e amplificato nel 50%
dei glioblastomi mentre presenta una mutazione
puntiforme che impedisce linterazione con gli
inibitori della famiglia INK4 causando lattivazione
della chinasi nei melanomi.

Amplification [l Deletion [ Point mutation M Multiple alterations




Meccanismi di attivazione degli oncogeni

| proto-oncogeni sono geni che normalmente aiutano la cellula a crescere e dividersi per dare origine a altre cellule.
Quando un proto-oncogene muta o sono presenti troppe copie di esso, puo attivarsi anche quando non dovrebbe, e viene
definito oncogene.

Gli oncogeni mediano la proliferazione incontrollata della cellula favorendo la trasformazione tumorale.

Gli oncogeni possono attivarsi in diversi modi:

*Mutazioni geniche: Acquisizioni di differenze nella sequenza genica del proto-oncogene che ne causano l'attivazione.
Questi cambiamenti nella sequenza possono essere ereditati da un genitore o possono insorgere durante il corso della vita a
causa di errori durante la duplicazione del DNA.

*Riarrangiamenti cromosomici

*Duplicazione genica

*Cambiamenti epigenetici: Modificazioni dell’espressione genica attraverso modificazioni del DNA (metilazione) o degli istoni
(acetilazione).



Il danno genetico che attiva gli oncogeni

Tutti i tipi di riarrangiamento cromosomico (traslocazioni, inversioni, duplicazioni e delezioni) possono attivare
proto-oncogeni. Le traslocazioni cromosomiche sono il meccanismo piu comune. Un esempio ¢ il linfoma di Burkitt

in cui avviene la traslocazione fra il cromosoma 8924 dove risiede il gene MYC sul cromosoma 14932 dove si
localizza il gene codificante |la catena pesante delle Immunoglobuline.

Normal Burkitt's
chromosomes lymphoma
8 14 8 14
CH CH
myc VH VH myc
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Il danno genetico che attiva gli oncogeni

'iperespressione di oncogeni puO essere causata da
duplicazioni e amplificazioni delle loro sequenze di DNA.

| geni amplificati possono dare origine a strutture multiple
extracromosomiche chiamate particelle duplicate o a regioni a
colorazione omogenea che derivano dall’'inserimento dei geni
amplificati in nuove collocazioni cromosomiche che possono
essere distanti dalla collocazione normale.



Insensibilita ai segnali di inibizione della crescita

Table 1. Representative Tumor Suppressor Genes

Gene Function Familial Cancer Association Other Major Tumor Types
p53 Transcription factor Li-Fraumeni syndrome =50% of cancers
RB Transcriptional corepression Retinoblastoma Many
INK4a (p16) Cdk inhibitor (RB activation) Melanoma Many
ARF Mdm2 antagonist (p53 Melanoma Many
activation)
APC Wnt/Wingless signaling Familial adenomatous Colorectal cancer
polyposis
PTCH Hedgehog signaling (receptor) Basal cell nevus (Gorlin) Medulloblastoma, basal cell carcinoma,
syndrome rhabdomyosarcoma
SMAD4/DPC4 TGF-g signaling (Transcription Juvenile polyposis Pancreatic and colon cancer
facton) (hamartomas)
PTEN Lipid phosphatase Cowden syndrome Glioblastoma, endometrial, thyroid, and
(phosphoinositide prostate cancers
metabolism)
TSC1,2 GTPase activating protein Tuberous sclerosis Renal cell carcinoma (rare),
complex (mTOR inhibition) (hamartomas) angiofibromas
NF1 GTPase activating protein for Neurofibromatosis Sarcomas, gliomas
Ras
WT1 Transcription factor Wilm's tumor
MSH2 and MLH1 DNA mismatch repair Hereditary nonpolyposis Endometrial, gastric, ovarian, bladder
colorectal cancer cancer
(Lynch syndrome)
ATM DNA damage sensor (protein Ataxia telangiectasia Lymphoreticular malignancies
kinase) (T-cell lymphoma)
NBS1 DNA repair, S phase checkpoint Nijmegen breakage Lymphoreticular malignancies
control syndrome (T cell
lymphoma)
CHK2 Protein kinase (G1 checkpoint Li-Fraumeni syndrome
control)
BRCA1, BRCA2 DNA repair Familial breast and ovarian
cancer
FA genes DNA repair, S phase checkpoint Fanconi Anemia Acute myelogenous leukemia
VHL E3 ligase recognition factor for Von Hippel-Lindau Renal cell carcinoma, cerebellar

HIFa

syndrome

hemangiosarcoma

La scoperta delle mutazioni in geni codificanti
proteine che regolano la proliferazione e |l
differenziamento cellulare ha fornito le basi
molecolari per spiegare |'alterato comportamento
delle cellule tumorali.

La scoperta degli oncogeni attivati,
geneticamente dominanti aveva fatto ipotizzare
I'esistenza di anti-oncogeni in grado di bloccare lo
sviluppo del tumore.

Ad oggi sono stati identificati diversi geni onco-

soppressori.

Le caratteristiche degli onco-soppressori classici

sono:

e essere recessivi e inattivati in entrambi gli alleli
nei tumori

* |'ereditarieta di un singolo allele mutato
accelera lo sviluppo dei tumori

* |o stesso gene e inattivato nei tumori sporadici



Capacita acquisite dalle cellule tumorali

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Limitless replicative
potential

Figure 1. Acquired Capabilities of Cancer

We suggest that most if not all cancers have acquired the same set
of functional capabilities during their development, albeit through
various mechanistic strategies.



Retinoblastoma Il gene del retinoblastoma RB & stato il primo gene

oncosoppressore ad essere identificato.
R—— » Il retinoblastoma & un tumore maligno dell’occhio che si
PATOGENESI DEL RETINOBLASTOMA
sviluppa a partire dalla cellule della retina. Il

§ |/'\—+® /<> retinoblastoma si manifesta quasi esclusivamente nei
PRS0 00

- bambini di eta inferiore ai 4-5 anni. Nella maggior parte
D

"
\\ dei casi compare nel corso del primo anno di vita.
\
(j \Q \ @Humwre

Questo tumore e causato da mutazioni del gene RB ed
Callule somatiche Callule

FORMA SPORADICA

i

esistono forme ereditarie e sporadiche di questo tumore.
Knudson, un pediatra e oncologo americano studiando le

I = e e e oo forme ereditarie di retinoblastoma noto che queste forme

(\ che avevano un esordio precoce erano caratterizzate dallo
g\ @ . -/“\ @) o) sviluppo di tumori in entrambi gli occhi mentre le forme
E / - diche colpivano un solo occhio e apparivamo piu
: —=—— sporadiche colpivano un solo occhio e apparivamo p
E \ g 04 tardi. Loncologo ipotizzo per primo che nelle forme
= q\< / \@ @ ereditarie di retinoblastoma una copia del gene € mutata
C,,,,e Gm @ nelle cellule sessuali mentre laltra copia acquisisce
i e e e . MUtazioni nelle cellule somatiche nei primi anni di vita,
e ke e e i Nelle forme sporadiche gli individui nascono con gli alleli

normali e acquisiscono successivamente le mutazioni
nelle cellule somatiche per questo l'esordio € molto piu
tardivo.



Retinoblastoma

occhio sano Retinoblastoma

Il 40% dei retinoblastomi & familiare. Il restante 60% e
sporadico. Il retinoblastoma e causato dalla inattivazione di
entrambi gli alleli del gene codificante Rb. Lincidenza di
Retinoblastoma e di 1/17000 nati vivi.
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Retinoblastoma € una proteina di 928 aa che presenta
tre domini: i domini N- e C-terminali e il dominio
pocket (RBP). Questa famiglia include pRb, p130, p107.
Queste molecole presentano una tasca «pocket
region» in cui e stata identificata una small pocket in
grado di interagire con le proteine E1A dell'adenovirus
e il TAg (large T antigen) di SV40. La «large pocket» che
include la pocket region e la porzione C-terminale
rappresenta la regione di interazione con i fattori E2F.
La small pocket e in grado di interagire con

La proteina Rb legandosi ai fattori E2F ne inibisce
I"attivita trascrizionale.

La famiglia di fattori E2F include 9 proteine di cui
alcune attivatorie e altre inibitorie. E2F1, E2F2 e E2F3a

Pocket-

I -1
W1 I e - .
1D~ T

[ =NLS [ =DNAbinding [_] = Dimerization/marked box

B = Transactivation/pocket-protein binding



Deacotilazione istoni

HDAC Compattamento cromatina

a)
pRb
E2F-DP1
Pr'umuAl(Irc
b)
HDAC
pRb
v ' ’
P P P
E2F-DP1

# ' y F ’
Promotoare

4 fiouma 7.17  Fattore di trascrizione E2F e progressione G, < S. In
asenza di segnali che promuovono la proliferazione cellulare, quali
ad esempio fattoed di crescita, pRb non ¢ fosforilata dai complessi
Cdk-cidlina € pud legare il fatore di trascrizione E2F-DPL. (a) In
questo modo pRb posiziona sui promotori legati da E2F-DPI
enzimi modincaton della cromatina guali le HDAC che causano la
repressione della trascrizione a causa del compattamento locale
della cromatina. Questa condizzone appena desentta ¢ quella di
una cellula nella fase G, del ciclo cellulare, (b) Segnali che portano
all'attivazione del complesso Cdk-ciching innescano la fosforila
zone di pRb ed il suo distacco da E2F-DP1. In questo modo la
cromatina e meno compatta e PRNA polimerasi puo iniziare a tra

Repressione trascrizione

P » 7 o r
Geni importanti
per la transizione
G, =5

Distacco pRb
attivazione trascrizione

INVVININININ

Geni /mportanti
per la transizione
G5

scrivere 1 geni sotto il controllo di E2F.

Funzione di retinoblastoma

Nelle cellule quiescenti pRB e associato ai complessi E2F-
DP sui promotori di geni necessari per |'entrata della
cellula in fase S.

RB recluta enzimi modificatori della cromatina come
HDAC causando un compattamento della cromatina ed
una inibizione della trascrizione da parte di E2F.

In seguito a fosforilazione RB si distacca da E2F-DP

permettendo la trascrizione dei geni bersaglio di E2F.

a Canonical RB function

Growth factor signalling




| complessi pRb/E2F sono repressori trascrizionali
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Una funzione importante di pRb e di inibire la sintesi
del DNA. Nelle cellule a riposo pRb non e fosforilata
ed e complessata con i fattori trascrizionali E2F che
consistono di un membro della famiglia E2F (E2F 1-6)
e una molecola partner DP (DP-1 o DP-2). | complessi
E2FpRb sono dei repressori che bloccano I'espressione
di geni necessari per la replicazione del DNA e per la
progressione della cellula nel ciclo cellulare.



PRB e la progressione del ciclo cellulare
Durante la fase G1 i fattori di crescita

Mitogens promuovono [l'assemblaggio dei complessi
4) l CDK4/6 ciclina D che fosforilano la famiglia della
( E2F)

proteine RB. La fosforilazione di RB in diversi siti

CDKA/E :oorta al!a_ disso_ciaziqne di pBB da E%F at_tiv_ando
Byclm 5 z’a trasc.rlz_lone di geni be.rstagllo fra cui le cicline E.
'associazione delle cicline E con la CDK2

52 contribuisce alla ulteriore fosforilazione di pRB

E2F promuovendo il rilascio dei fattori E2F e la

Restriction P°'“t oK) trascrizione di ulteriori geni bersaglio. In questo
a modo viene assicurato un livello di complessi

ciclinaE/CDK2 sufficiente a mantenere RB

— ):Kﬁ ﬂv(@/de fosforilata indipendentemente dallo stimolo da
! TSONOK Cyclin A parte dei fattori mitogenici.
Cyclin A Cyclin B

CDKT...
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Cyclin D
CDK4/6

Cyclin A/B
CDK1

Cyclin A
CDK2

Ruolo di Rb

La proteina Rb e soggetta a fosforilazione durante la divisione
cellulare.

Rb e defosforilata alla fine della mitosi e resta ipofosforilata fino alla
successiva meta della fase G1 e nella fase tardiva quando viene
fosforilata dai complessi CDK4/6-CycD e successivamente dai
complessi CDK2-CycE.

Il ruolo di pRb ipofosforilata nel limitare la proliferazione agendo da
oncosoppressore e stato ulteriormente dimostrato dall’evidenza che
la funzione di soppressione della proliferazione viene inattivata in
seguito al legame con oncoproteine virali come la proteina E7 del
virus HPV.



Disregolazione di Rb nei tumori umani

Gene Chromosomal  Cellular Mode of Neoplasm associated Neoplasm associated
location location action with somatic mutation with inherited mutation
Rb 13q 14 Nucleus Transcriptional Retinoblastoma, Retinoblastoma,
regulator osteosarcoma, osteosarcoma

r

Frequency of alterations (%)

carcinomas of
breast, prostate,
bladder and lung

' Amplification [l Deletion [ Point mutation M Multiple alterations

RB1

70

604

50+

40

304

104

“i

Mutazioni di Rb impediscono il controllo
del ciclo cellulare e contribuiscono alla
trasformazione neoplastica.
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| componenti della via CDK4/6-pRB sono comunemente mutati nei tumori umani

Componente del

ciclo cellulare

Funzione principale

Cicline e chinasi ciclina-dipendenti

CDK4; D cicline

Inibitori del ciclo cellulare

Famiglia CIP/KIP:
p21, p27
(CDKN1A-D)

Famiglia INK4/ARF
(CDKN2A-C)

Oncosoppressori
RB

p53

Forma un complesso che fosforila
RB, permettendo alla cellula
di progredire attraverso il punto
di restrizione di G;

Bloccano il ciclo cellulare legando
i complessi ciclina-CDK

p21 e indotta dalloncosoppressore
p53

p27 risponde ai soppressori della crescita
come il TGF

p16/INK4a si lega al complesso ciclina
D-CDK4 e promuove gli effetti
inibitori di RB

p14/ARF aumenta i livelli di p53 inibendo
lattivita di MDM2

Proteina oncosoppressiva “pocket”
che si lega ai fattori di trascrizione
E2F in stato di ipofosforilazione,
evitando cosi la transizione
G./S;

Interagisce con fattori di trascrizione che
regolano il differenziamento

Oncosoppressore alterato nella maggior
parte dei tumori

Indotta da danno del DNA

Causa l'arresto del ciclo cellulare tramite
upregulation dell'inibitore p21 della
CDK

Induce I'apoptosi tramite upregulation
di BAX e di altri geni pro-apoptotici

Nella maggior parte delle neoplasie almeno uno dei 4
regolatori chiave della fase G1 del ciclo cellulare
(p16/INK4a, ciclinaD, CDK4, RB) e deregolato.

La perdita di controllo sul ciclo cellulare normale e
fondamentale per la trasformazione tumorale.

Anche le proteine trasformanti di diversi virus oncogeni
come I'E7 dellHPV umano si legano a RB attraverso la
tasca utilizzata per legare i fattori E2F. Il legame di E7 a RB
lo inattiva rilasciando i fattori E2F determinando Ia
progressione del ciclo cellulare.

Cell cycle
genes

Continuousentry into the cell cycle
Tumor progression



Rb active
E2F targets repressed

Nucleus

Cytosol

Altri meccanismi di azione di Rb

Late G, - Mitosis

Rb inactive
EZ2F targets transcribed

Figure 2. pRBhas multiple mechanisms of action. (A) Shortly af-
ter the discovery of the interaction between RB and E2F, the mod-
el for pRB’s mechanism action was relatively simple: pRB acts in
the nucleus, where it associates with E2F complexes and repress-
es promoters. Initially, the mechanism of repression was not
known, and E2F targets were thought to be regulated in much
the same way. (B) An updated model illustrating several of the lay-
ers of complexity that have been added to pRB’s mechanism of ac-
tion over the past two decades. Note that pRB recruits several
different types of corepressors to E2F targets (depicted in red
and pink), and, under certain conditions, E2F/RB complexes asso-
ciate with coactivator complexes (green) and increase transcrip-
tion of some targets. pRB does not act solely at E2F-binding
sites but also associates with several transcription factors in addi-
tion to E2F. pRB has transcription-independent activities in the
nucleus (illustrated here by its association with Skp2) and in
the cytosol, where it associates with mitochondria.

Nella forma piu semplice pRb funziona nel
nucleo dove lega E2F reprimendo i promotori di
diversi geni. In seguito ad inattivazione mediante
fosforilazione libera i fattori E2F permettendo la
trascrizione di un insieme di geni necessari per
iniziare la fase S (es: DNA polimerasi, ciclina E,
ciclina A)

Diversi altri meccanismi di azione sono stati
descritti per Rb fra cui la capacita di reclutare
diversi tipi di corepressori e di associarsi ad altri

fattori di trascrizione.
Inoltre pRb ha funzioni indipendenti dalla
trascrizione come la capacita di stabilizzare p27.



L'oncosoppressore p53 il guardiano del genoma

La proteina p53, codificata dal gene TP53 € un importante
oncosoppressore che e attivato nelle cellule in risposta a segnali di
stress. La proteina p53 & definita «guardiano del genoma» perché la
sua funzione principale e di proteggere l'integrita del genoma della
cellula.

P53 e un fattore trascrizionale che si attiva in risposta a diversi tipi di
stress che includono il danno al DNA, quello da replicazione o
I"attivazione di oncogeni.

In risposta a questi stress p53 va incontro a modificazioni post-
traduzionali e promuove la trascrizione di geni coinvolti nelle risposte
specifiche ai diversi tipi di stress.



Mutazioni di p53 nei tumori

I"inattivazione di p53 e presente in piu del 50% dei tumori umani. Il
restante 100% mostra alterazioni nei pathway che portano
all’attivazione di p53 (amplificazioni di MDM2, perdita dell’attivita
chinasica di Chk2).

gli individui affetti dalla Sindrome di Li-Frumeni che ereditano una
mutazione nel gene TP53 in un allele sviluppano diversi tumori

| tumori deficienti in p53 sono meno differenziati e sono piu
invasivi e metastatici

La forma wildtype di p53 agisce da oncosoppressore. Per esempio
la trasfezione di p53 in cellule di osteosarcoma deficienti nella p53
ne abroga le caratteristiche neoplastiche.
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Frequenza di mutazioni di p53 nei diversi tumori



Sindrome di LiFraumeni

La sindrome di Li-Fraumeni (LFS) & una malattia rara a trasmissione autosomica
dominante che colpisce il soggetto giovane e consiste in una predisposizione a
sviluppare tumori diversi. | tumori piu caratteristici sono gli osteosarcomi, i
sarcomi dei tessuti molli, i tumori del seno nei soggetti giovani, le
leucemie/linfomi, i tumori cerebrali e i tumori della corteccia surrenale; nulla
impedisce, pero, che si possano riscontrare tutti i tipi di tumore. In circa il 70%
delle famiglie LFS e stata identificata una mutazione germinale del gene TP53.
Come per il gene RB la trasmissione ereditaria di un allele mutato predispone le
persone affette alla comparsa di tumori maligni.
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La proteina p53 lega specifiche sequenze di DNA e
funziona da fattore trascrizionale aumentando Ia
trascrizione di specifici geni.

p53 e costituita da 393 aa e presenta 4 domini funzionali.
Al'NH terminale presenta un dominio di attivazione
trascrizionale, seguito da un dominio ricco di proline;
nella regione centrale un dominio di legame al DNA e
nella regione C-terminale un dominio di
oligomerizzazione e uno regolatorio.

p53 forma dei tetrameri e si lega in maniera sequenza
specifica al DNA in siti che presentano motivi
RRRCWWGYYY (R=A, G, W=A,T;Y=C, T) separati da 0-
13 basi .

| geni regolati da p53 includono i geni codificanti per la
proteina CIP/KIP p21, per le proteine appartenenti alla
famiglia BCL2 come bax, noxa, puma e altri geni coinvolti
nella apoptosi.
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I dominio di attivazione della trascrizione
permette il legame di p53 con diversi cofattori ed
e anche la regione che lega il regolatore negativo
di p53, MDM2.

I dominio ricco in proline & importante per la
stabilizzazione di p53 e l|assenza di questo
dominio causa l'esporto di p53 dal nucleo e la
degradazione ubiquitina proteasoma mediata da
MDM?2.

Il DNA binding domain e la porzione core di p53 e
interagisce con il DNA. p53 regola la trascrizione
genica in siti che presentano  motivi
RRRCWWGYYY (R =A, GG W =A T, Y=C T
separati da 0-13 basi .

Oncoproteine virali quali 'E6 di HPV e in grado di
legare p53.



Segnali attivanti p53
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Diversi stress sono in grado di attivare p53
nel contesto dell’inizio o della progressione
tumorale.

Gli stress includono: stress ossidativo,
segnali iperproliferativi, danno al DNA.

Il ruolo piu studiato di p53 riguarda l'arresto
del ciclo cellulare e I'induzione di apoptosi
in risposta al danno del DNA.



| livelli di P53 sono bassi nelle cellule in assenza di stress

unstressed state

MDM2

proteasome

k\ ubiquitination
@ Ok

p53 protein maintained
at very low levels

basal state
transcriptional
control

p53

3

v 4

inactivated
complex

ubiquitylation

proteasomal
destruction

Nelle cellule in assenza di
segnali di stress p53 e
presente a bassi livelli. P53 e
legata alla proteina MDM?2
nel dominio di attivazione
della trascrizione e inoltre
MDM?2 agisce da ubiquitina
ligasi mediando la
degradazione proteasoma
dipendente di p53.

In risposta a diversi stress p53
e dissociata dal Suo
regolatore MDM?2
permettendo la sua
stabilizzazione e attivazione.



| livelli cellulari di p53 aumentano in risposta a stress

unstressed state

MDM2

k\ l ubiquitination

proteasome

- s

p53 protein maintained
at very low levels

basal state
transcriptional
control

MDM2|(MDM4| F—

stressed state

DNA damage

!

ATM || ATR

CHK1||CHK2

)

post-translational
modifications

metabolic
dysfunction

!

hypoxia
oxidative stress
nutrient deprivation

p53 stabilisation
and
transcriptional
activation

In risposta a diversi stimoli
di stress i livelli cellulari di
p53 aumentano. Le vie che
portano alllaumento di p53
includono oltre alla
inibizione di MDM?2, anche
modificazioni post-
traduzionali di p53 come la
fosforilazione 0
I'acetilazione.

Le  modificazioni  post-
traduzionali favoriscono |l
passaggio di p53 dalla
forma inattiva a quella
attiva che permette al
dominio che lega il DNA di
legare le regioni di DNA
specifiche.



Ruolo di p53 nell’arresto del ciclo cellulare in risposta alle rotture del doppio filamento di DNA

In risposta alle rotture del doppio
filamento del DNA, il complesso MNR
recluta la chinasi ATM nel sito del danno.
ATM (serin/treonin chinasi) fosforila la
chinasi CHK2. CHK2 fosforila p53. p53
fosforilata si dissocia da MDM2 e si
stabilizza. p53 agisce attivando Ia

Histone

trascrizione del gene codificante
p21CIP/WAF1-
y p21 e un inibitore delle chinasi ciclina
—— @ 9 | dipendenti CDK1 e CDK2 e il suo
s ps3 | aumento blocca i complessi CDK2/A
&> pat 5 CDK2/E arrestando le cellule in fase G1.
Quindi nelle cellule normali nel caso
L CyclinA/E abbiano subito un danno al doppio
CDK2 filamento di DNA p53 attraverso

I'aumento di p21 blocca la progressione

della cellula nella fase G1 del ciclo

Arresto della progressione del ciclo cellulare | cellulare permettendo cosi alla cellula di
| G1 riparare il danno al DNA.




Meccanismi di riparo delle rotture del doppio filamento di DNA in interfase e nelle fasi G2/S

Durante l'interfase le
rotture del doppio
filamento del DNA sono
riparate mediante NHEJ.
Le proteine Ku70-Ku80 si
legano alle estremita del
DNA dove viene reclutata
la protein chinasi DNA
dipendente  (DNA-PKcs)
che avvicina le estremita
del DNA permettendo il
loro legame da parte di
XRCC4-DNA ligasi 4 con
XLF o PAXX.

¢

NHE])

Ku70-Ku80

DNA-PKcs

_ YC g rec)—
PAXX XLF

DSB
CtlP
MRN
5’ 3! ,
3 5 3 > g
sy DNAZ
EXO1
1 J |
HR SSA

HR= ricombinazione omologa
SSA=single strand annealing

Alt-EJ=alternative end joining

G2/S

alt-E)



Arresto del ciclo cellulare mediato dal checkpoint di fase G1

B. G1 DNA damage checkpoint mediated cell cycle arrest



Processi e geni regolati da p53

2 ' /—\ RNA pol

NN/ NN/ NN Ay,w,\ww,\w\ P53 regola la trascrizione di

~ N\ éé\ﬁﬁﬁ RNA circa 500 geni e in C]l.JeStC?
AVAVAV VAV AN modo controlla  diversi
C . .

i \ — processi biologici. geni
Apoptosis: Senescence: abolism or antioxidant: Autophagy: Tumour microenvironment: I . d
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* mir-34a = Reprimo Stem cell biology:
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Induzione di apoptosi mediata da p53 in risposta a stress

unstressed state

cellular stress 2) p53 protein

and damage stabilization
1) p53 protein
at low levels
O%% 3) transcriptional
Ooo PUMA <« activation
apoptosis NOXA <—

Esperimenti in vitro avevano dimostrato che
I'espressione di p53 in seguito a trasfezione in
cellule tumorali induceva la morte per apoptosi.

Studi effettuati su topi Trp53 knockout avevano
dimostrato che i timociti e le cellule T di questi
animali erano resistenti alla morte cellulare in
seguito a danno al DNA indotto dal trattamento con
radiazioni ionizzanti 0 chemioterapici
(ciclofosfamide, cisplatino) confermato la capacita
di p53 di indurre la morte cellulare.



Induzione delle via intrinseca della apoptosi

1) induction of the intrinsic apoptotic pathway

Oactivated caspase 9

cytochrome C
release

" BIM BCL-XL
4
—» PUMA —  wmcL-1 —]

Sh NOXA 8015 BAK MOMP apoptosome formation
induction of inhibition of derepression effecto_rca_spase
BH3-only pro-survival of apoptosis activation

proteins BCL2 family  effectors ¢
members cell demolition

La ricerca dei geni coinvolti nella apoptosi
mediata da p53 ha portato alla identificazione di
Noxa e Puma.

Attraverso l'induzione dei geni codificanti per le
proteine BH3 only PUMA e NOXA p53 media
I'apoptosi indotta dalle radiazioni y in diversi tipi
cellulari.

Le proteine BH3 inducono l'apoptosi in seguito
al legame e alla inibizione delle molecole anti-
apoptotiche della famiglia BCL-2 che permette
I'azione dei membri pro-apoptotici BAX e BAK o
attraverso l'interazione diretta con BAX e BAK.
'attivazione di BAX e BAK determina la loro
oligomerizzazione che causa la
permeabilizzazione della membrana
mitocondriale esterna (MOMP) con rilascio del
citocromo c nel citoplasma. Il citocromo si lega
alla proteina APAF (Apoptosis activating factor
1) formando I'apoptosoma che lega la caspasi 9
avviando la morte della cellula.



Fas/APO1

P53 regola I'espressione di componenti della via estrinseca dell’apoptosi

KILLER/DRS

DEATH

Cytochrome-Crelease

VRIGNOHOOLIW

P53 regola anche l'espressione di molecole
coinvolte nella via estrinseca dell’apoptosi. p53
induce i geni Fas/APO1 e KILLER/DR5 che
portano all'espressione di due recettori di
membrana, attivando la cascata delle caspasi e
la morte cellulare.
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P53 regola I'espressione di componenti dei processi di riparo del DNA

double stranded breaks bulky adducts

Il

MM I

I

XPC
Gadd45a
DDB2
PCNA

RAD51

base mismatches,
insertions and deletions

HIIHEII

Mih1
Msh2
PCNA

P53 regola I'espressione di geni coinvolti
in diverse vie di riparo del DNA. Il
nucleotide  excision repair (NER)
rimuove le lesioni che distorcono l'elica
causate per esempio dai raggi UV. Il
base excision repair (BER) rimuove le
basi ossidate o alchilate che sono
modificate dalle specie reattive
dell’ossigeno (ROS) o da altri agenti.

Le rotture del doppio filamento di DNA
che sono causate dalle radiazioni
ionizzanti sono riparate attraverso i
meccanismi di ricombinazione omologa
o non-omologa. Il nucleotide excision
repair rimuove lesioni voluminose del
DNA come quelle causate dalle
radiazioni UV Il meccanismo di
mismatch repair corregge |'eventuale
inserzione errata di nucleotidi durante
la duplicazione del DNA.



single stranded breaks double stranded breaks bulky adducts base mismatches,
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Mutazioni hot spot nella p53
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Piu dell’80% delle mutazioni
di p53 nei tumori umani sono
localizzate nel dominio di
legame con il DNA
suggerendo che lattivita di
fattore di trascrizione di p53
e fondamentale per |Ia
funzione di oncosoppressore.
Sono state identificate
posizioni aa in cui sono
spesso presenti mutazioni
che inattivano la proteina nei
tumori umani.

Queste mutazioni alterano
I'interazione proteina DNA.
Le mutazioni che
interferiscono con il legame
al  DNA sono definite
«contact mutations» mentre
qguelle che alterano |Ia
struttura «structural
mutations»



Ruolo di p53 nel mantenimento dell’integrita del genoma
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Ipossia Danno al DNA Danno al DNA
p53 attivata si lega Geni p53-dipendenti
al '1NA non attivati
Assenza
Mancato arresto S "
Effetti dipendenti o indipendenti del ciclo cellulare | & ruparazcqur;e:el DNA,
dalla trascrizione sui geni target v o o !
| Cellule mutate
* * * ‘L Espansione
p21 GADD45 ) e mutazioni
Senescenza (inibitore di CDK)||(riparazione del DNA) addizionali
¢ . ]
ene dell’apoptosi
Arresto in Gy (© Rt
|
|
Riparazione con successo  Riparazione fallita

Cellule normali Apoptosi Tumore maligno

Ruolo di p53 nel mantenimento dell'integrita del genoma. Lattivazione di p53 normale da parte di agenti che danneggiano il DNA o per

ia determina I'arresto del ciclo cellulare in G, e I'induzione della riparazione del DNA, tramite regolazione trascrizionale positiva dei geni
2=linibitore della chinasi ciclina-dipendente CDKN /A (p21). La riparazione efficace del DNA consente alle cellule di procedere con il ciclo
iz riparazione fallisce, p53 induce I'apoptosi o la senescenza. Nelle cellule con perdita o mutazione di TP53, il danno al DNA non induce
ciclo cellulare o la riparazione del DNA e le cellule geneticamente danneggiate proliferano, dando origine, alla fine, a una neoplasia maligna.

La perdita o mutazioni di p53 DNA
impediscono alla cellula che ha subito
un danno al DNA di arrestare il ciclo
cellulare e di riparare il DNA. La
proliferazione delle cellule
geneticamente danneggiate favorisce
la trasformazione neoplastica.



Meccanismi di inattivazione di p53

. . Lap33normale limita la crescita cellulare
5

/"\‘»
\ Tutte le subunita di p53 sono -
(& '/ VoooNe
mutate \ @

i \® (e ]

Vi N
\® |
La subunita mutante della p53 impedisce ‘3/ # 59/"\-:;: . @ 3
p la funzione della proteina e la crescita -~ /"""’f*;_-:’
‘ e illimitata : effetto dominante-negativo \8 \® o)
o Y L




