Genetyka cztowieka 2

Cechy wieloczynnikowe. Zaburzenia somatyczne i genetyka nowotworow.



Dziedziczenie

- Mendlowskie - jeden gen = jedna cecha

- np. allele jednego genu decydujg o chorobie Huntingtona
- Bardziej ztozone - interakcje kilku - kilkunastu genow

* NP. pigmentacja

- Wieloczynnikowe - interakcje wielu genow | srodowiska



Istota genetyki mendlowskieg]
(“szkolngj”)

-+ Jeden gen determinujgcy barwe kwiatu

- Allel “czerwony”, allel “biaty”

-+ Jeden gen — jedna cecha

- Wystarczy, ze poznamy wszystkie geny, a
bedziemy mogli opisac, zrozumiec |
przewidzieC wszystkie cechy organizmu?

© wikimedia



Istota genetyki mendlowskie]

- Prosta analiza genotypu pozwala przewidywac fenotyp

- Kkrzyzujemy groszek o kwiatach biatych | czerwonych, jakie bedzie
potomstwo F1 1 F2 itp.

- W przypadku nietrywialnych cech zmiennosci prawidtowe] taki wzor
dziedziczenia jest rzadko spotykany

-+ cechy wieloczynnikowe - na fenotyp wptywajag interakcje wielu genow |
czynnikow srodowiskowych

*  najwieksze wyzwanie wspotczesne] genetyki, np. w odniesieniu do cztowieka



Wyzwanie genetyki

-+ Cechy determinowane jednogenowo sg proste w badaniu
+ Jednogenowo dziedziczg sie u cztowieka rzadkie choroby genetyczne (np. mukowiscydoza)
+ ardzo nieliczne cechy zmiennosci prawidtowej
- Cechy wieloczynnikowe - nie ma skutecznego aparatu teoretycznego do ich opisu
+ - ogromna wiekszos¢ zmiennosci prawidtowe;
+ czeste choroby

narzedzia statystyczne - korelacje (asocjacje) - ograniczona przydatnosc, czeste
nadinterpretacje




Cechy wieczoczynnikowe a mendlowskie

Mendlowskie Wieloczynnikowe

Proste dziedziczenie, allele pojedynczych Ztozone dziedziczenie: wiele czynnikow
genow, wysoka penetracja (genetycznych i srodowiskowych), kazdy z
nich osobno ma niskg penetracje

Mutacja powoduje chorobe Polimorfizmy gendw wptywaja na ryzyko
(zwiekszaja albo zmniejszaja)

Badanie: analiza sprzezen, Badanie: metody statystyczne, gtownie
sekwencjonowanie nieparametryczne

Rzadkie choroby Wiele czestych chordb i cech prawidtowych



Terminologia

Polimorfizm - element prawidiowe] zmiennosci genetyczne| populaci

Mutacja - wariant powigzany przyczynowo ze zmiennoscig patologiczng
+ Obecnie rekomendowane terminy zamiast “mutacja’:

+ wariant patogenny

+ wariant potencjalnie patogenny



IGSR: The International Genome Sample Resource

Providing ongoing support for the 1000 Genomes Project data

Home About Data Portal Analysis Contact Browser FAQ

IGSR and the 1000 Genomes Project
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The International Genome Sample Resource (IGSR) was established to ensure the ongoing usability of data generated by the 1000

Genomes Project and to extend the data set. More information is available about the IGSR.

Links

Announcements
IGSR Sample Collection Principles

1000 Genomes Project Publications

File formats

Software tools

Download data
User survey

Twitter

http://www.internationalgenome.org/



Roznorodnosc genetyczna cztowieka

Projekt “1000 genomow” — poszukiwanie roznic w genomach roznych ludzi (2500 osob)

Dane (2015) w sumie:

- 84,7 min. polimorfizmow nukleotydowych (SNP - single nucleotide polymorphism)
- 3,6 min. indeli (insercje/delecie)

-+ 60 000 wariantow strukturalnych (duze delecje/insercje, rearanzacie)

A global reference for human
genetic variation

- Wiece] nukleotydow, niz w catym genomie drozdzy
The 1000 Genomes Project Consortium*

NATURE | VOL 526 | 1 OCTOBER 2015



A global reference for human
genetic variation

The 1000 Genomes Project Consortium#*
NATURE | VOL 526 | 1 OCTOBER 2015

Mediany roznic genomow

Table 1 | Median autosomal variant sites per genome

AFR AMR EAS EUR SAS
Samples 661 347 504 503 489
Mean coverage 8.2 7.6 Ll 7.4 8.0

Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons

SNPs 4.31M 14.5k 3.64M 12.0k 3.55M 14.» 3.53M 11.4k 3.60M 14.4k
Indels 625k - 997K - 5460k - . 5460k - 556k -
Large deletions 1.1k 5 949 5 940 V4 939 5 947 5
CNVs 170 1 153 1 158 1 197 1 165 1
MEI (Alu) 1.03k 0 845 0 899 1 919 0 889 0
MEI (L1) 138 0 118 0 130 0 123 0 123 0
MEI (SVA) 52 0 44 0 56 0 53 0 44 0
MEI (MT) 5 0 5 0 4 0 4 0 4 0
Inversions 12 0 9 O 10 0 9 0 11 0
Nonsynon 12.2k 139 10.4Kk 121 10.2k 14» 10.2k 116 10.3k 144
Synon 13.8k /8 11.4k Y 11.2k 79 11.2Kk 59 11.4k /8
Intron 2.06M 7.33k 1.72M ©.12k 1.68M 7.39k 1.68M 5.68k 1.72M 7.20k
UTR 37.2k 168 30.8k 136 30.0k 169 30.0k 129 30.7k 168
Promoter 102k 430 84.3k 332 81.6k 425 82.2k 336 84.0k 430
Insulator 70.9k 248 59.0k 1199 57.7k 252 ST 189 59.1k 243
Enhancer 354k 1.32k 295k 1.05k 289k 1.34k 288k 1.02k 295k 1.31k
TFBSs 927 4 759 3 748 4 749 3 76D 3
Filtered LoF 182 4 152 3 153 4 149 3 131 3
HGMD-DM 20 0 18 0 16 1 18 2 16 0
GWAS 2.00k 0 2.07k 0 1.99k 0 —> 2.08k 0 2.06k 0
ClinVar 28 0 30 1 24 0 29 1 27 1




Nowe dane

- Obecnie koszt sekwencjonowania
pojedynczego genomu <1000$

- UK BioBank: ~500 000 oséb

The UK Biobank resource with deep
phenotyping and genomic data

Clare Bycrofth!3, Colin Freeman'!3, Desislava Petkova!'*!3, Gavin Band', Lloyd T. Elliott?, Kevin Sharp?, Allan Motyer?,
Damjan Vukcevic®4, Olivier Delaneau>®7, Jared O’Connell®, Adrian Cortes!?, Samantha Welsh'®, Alan Young",
Mark Effingham!®, Gil McVean"!!, Stephen Leslie>#, Naomi Allen!, Peter Donnelly"*!* & Jonathan Marchinib?!#*

11 OCTOBER 2018 | VOL 562 | NATURE | 207
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Projekt 1000 polskich genomow
- zmiennos¢ populac] polskiel

33,4M SNP; 5,9M matych indeli
4.48M wariantow/osobe
Populacja bardzo jednorodna

Kilka gendw, dla ktorych MAF w Polsce
wyzszy niz w innych populacjach Europy

np. C2 (sktadnik uktadu dopetniacza),
MTMR2 (biatko zwigzane z miotubularyna,
choroba Charcot-Marie-Tooth typ 4B)

Article

The Thousand Polish Genomes—A Database of Polish Variant
Allele Frequencies

Elzbieta Kaja '2>31(0, Adrian Lejman ">*0, Dawid Sielski 1-2(*’, Mateusz Sypniewski ("), Tomasz Gambin 5,

Mateusz Dawidziuk ®(), Tomasz Suchocki 73", Pawel Golik ?("/, Marzena Wojtaszewska 11°(), Magdalena Mroczek 117,
Maria Stepien /121300 Joanna Szyda 7-8(", Karolina Lisiak-Teodorczyk 1", Filip Wolbach !, Daria Kolodziejska 1,
Katarzyna Ferdyn 1-14, Maciej Dabrowski 150, Alicja Wozna 16, Marcin Zytkiewicz 17, Anna Bodora-Troifiska 17,
Waldemar Elikowski 17", Zbigniew J. Krél ?, Artur Zaczyniski 2, Agnieszka Pawlak %18, Robert Gil %1%,

Waldemar Wierzba 2, Paula Dobosz 1%19("), Katarzyna Zawadzka !, Pawel Zawadzki 1(® and Pawel Sztromwasser 1*

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 4532. https:/ /doi.org/10.3390/ijms23094532



Roznorodnosc genetyczna ludzi jest stosunkowo niewielka
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Humans Chimps  Gorillas Orang-utans

Fig. 11 DNA sequence diversity within humans and great apes.
Values are based on the number of variable positions within each
species taking the number of sequences determined into account
(Watterson'’s diversity estimator, 0,,).

2 Phylogenetic tree of 70 human, 30 chimpanzee, 5 bonobo, 11 gorilla and 14 orang-utan Xql3.3 DNA sequences. .

Przyczyna — szybka ekspansja populacji prehistorycznych



Allele - terminologia

+ Czeste (common). >5% czestos¢ allelu rzadszego (MAF - Minor Allele
Frequency)

+ praktycznie nie ma wsrod nich alleli sprawczych dla chordb
- Niskigj czestosci (low-frequency): 5%> MAF >0,5%

- Rzadkie (rare): MAF<0,5%



Asocjacja

- Nieprzypadkowe wspotwystepowanie czynnikow (alleli 1 fenotypdw) na
poziomie populac]i - korelacja allelu z fenotypem

+ Czy zawsze asocjacja oznacza zaleznosc¢ przyczynowa”?
+ Czy kazda asocjacja ma wartosc diagnostyczng?

+ Czy asocjacja odkrywa “gen na ....”?



Badanie GWAS

- GWAS - genome-wide association studies

+ Poszukiwanie korelacji fenotypu z polimortizmami w catym
genomie

40 . i * GWAS catalogue
5_; 30 ‘ ' ® GIANT meta-analysis (2014)
) '
2 20

i . ' . i l
: 3 7 .

0 50 100 150 The UK Biobank resource with deep
phenotyping and genomic data

Damjan Vukcevic#, Olivier Delaneau®7, Jared O’Connell®, Adrian Cortes’?, Samantha Welsh'?, Alan Young!!
: 10 (o L1 23,4 1 1,2,14
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Genetyczne czynniki ryzyka

Badania GWAS (Genome-Wide Association Studies) — asocjacje na skale genomu

- [Tradycyjnie: panele miejsc polimorficznych zidentyfikowanych w projektach
sekwencjonowania (np. projekt 1000 genomow)

- Od niedawna: indywidualne sekwencjonowanie (wykrywa tez polimorfizmy wczesnieg)
nieznane)

- Korelacja wariantow genetycznych z ryzykiem choroby

- Znajduje sie wiele korelacji, ale zadna nie moze byC decydujacym czynnikiem (b. niska
penetracija)

+Tajemnica brakujace] odziedziczalnosci



Asocjacja - przyktad

HLA-B27 | choroby autoimmunologiczne, np. zesztywniajace zapalenie stawow

Chorzy |Zdrowi
HLA-B27 + 90 1000
HLA-B27 - 10 9000

Istotnosc (test Fishera): p=2-10-76

Ryzyko 8%

Ryzyko 0,11%

(odds ratio) = 8%/0,1

Stosunek ryzyka wzg

ednego

1% =70Xx



Wazne!l

+ Asocjacja to nie jest “gen na...”! - to nie jest dziedziczenie jednogenowe!
+ Czynnik ryzyka nie ma zwykle znaczenia diagnostycznego

+ Zaleznie od czestosci w populacii (dla rzadkich — mniej)

- Moze byC przydatny w diagnostyce roznicowe]

+ /Zawsze nalezy analizowac asocjacje na tle ogdlnego ryzyka w populaciji, jakie
sg wartosci bezwzgledne



Interpretacie

)) 1

- “Ryzyko wzrasta trzykrotnie”, “ryzyko wzrasta o 200%"”
+ / 30% do 90% - wazne

+ £ 0,01% do 0,03% - 7?7?77



| uka odziedziczalnosci

- “Missing heritability”

- Klasyczne badania wykazujg znaczng odziedziczalnosc¢ wielu cech
wieloczynnikowych

-+ Badania asocjacyjne wykazujg jedynie niewielki wzrost prawdopodobienstwa
dla danego polimorfizmu (np. badania asocjacji ttumaczag tylko 5% rdoznic
WZzrostu)
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Recovery of trait heritability from whole genome sequence data

Pierrick Wainschtein', Deepti P. Jain®, Loic Yengo', Zhili Zheng',

TOPMed Anthropometry Working Group, Trans-Omics for Precision Medicine Consortium,
L. Adrienne Cupples’, Aladdin H. Shadyab®, Barbara McKnight”, Benjamin M. Shoemaker’,
Braxton D. Mitchell®”, Bruce M. Psaty”®, Charles Kooperberg’, Dan Roden'’, Dawood
Darbar'', Donna K. Arnett'?, Elizabeth A. Regan13 , Eric Boerwinkle'®, Jerome I. Rotter'”,
Matthew A. Allison'®, Merry-Lynn N. McDonald'’, Mina K Chunglg, Nicholas L. Smith”**,
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Stephen T. McGarvey®, Kari E. North™, Leslie A. Lange™, Bruce S. Weir’, Cathy C.
Laurie’, Jian Yangl’3 1327 Ppeter M. Visscher' >



Architektura genetyczna

- Typowe wspotczesne badania cech .
wieloczynnikowych identyfikujg tzw.
*architekture genetyczng” cechy
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- Nadal brak modelu relacji genotyp-fenotyp

Quadrant

Insights into the genetic architecture of the

human face Nature Genetics 53, 45-53(2021)

Julie D. White ©®'*2 Karlijne Indencleef ©23"°% Sahin Naqvi®45, Ryan J. Ellers, Hanne Hoskens3’,
Jasmien Roosenboom?®, Myoung Keun Lee?, Jiarui Li©?23, Jaaved Mohammed*, Stephen Richmond ©°,
Ellen E. Quillen®°", Heather L. Norton'?, Eleanor Feingold™, Tomek Swigut*, Mary L. Marazita ©3%,
Hilde Peeters’, Greet Hens', John R. Shaffer ©23, Joanna Wysocka ©4'>'¢, Susan Walsh®,

Seth M. Weinberg @831 Mark D. Shriver' and Peter Claes 23718

The human face is complex and multipartite, and characterization of its genetic architecture remains challenging. Using a multi-
variate genome-wide association study meta-analysis of 8,246 European individuals, weidentified 203 genome-wide-significant
signals (120 also study-wide significant) associated with normal-range facial variation. Follow-up analyses indicate that the
regions surrounding these signals are enriched for enhancer activity in cranial neural crest cells and craniofacial tissues, several
regions harbor multiple signals with associations to different facial phenotypes, and there is evidence for potential coordinated
actions of variants. In summary, our analyses provide insights into the understanding of how complex morphological traits are
shaped by both individual and coordinated genetic actions.
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Wielogenowe wspotczynniki
ryzyka
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Figure 1. Distribution of genetic risk score based on the
presence of 182 independent variants associated with
coronary artery disease (GRS182) in the UK Biobank
cohort according to early-onset coronary artery disease
(EOCAD) status.

Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001849. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001849



Genetyka nowotworow



Linia pfciowa | soma

- U zwierzat sg dwie grupy komorek

+ somatyczne - budujg organizm, ale nie sg
przekazywane potomstwu

- linii ptciowej (plazmy zarodkowej) — tworza
gamety, ich genom przekazywany jest
potomstwu

- Komorki somatyczne majg ograniczong
liczbe podziatow

- tzw. granica Hayflicka

- wyjatek — komorki macierzyste (granica
zniesiona lub bardzo odsunieta) i komorki
nowotworowe

August Weismann

(1834-1914)



Linia ptciowa | soma

- U cztowieka embrion ptci zenskiej oddziela
komorki linii ptciowej w 15 tygodniu od
zaptodnienia (pozostaja zatrzymane w
profazie |

Gametles Embryo Gametles Embryo Gametles



Zjawiska zwigzane ze zmianami w genomie komorek somatycznych

Starzenie sie

Nowotwory



Choroba nowotworowa

Niekontrolowana proliferacja komorek
Przerzuty

+ proliferacja bez przerzutdw — nowotwor tagodny



Nie kazdy nowotwor to “rak”

- Rak (carcinoma) — nowotwor ztosliwy tkanki nabtonkowe]

- Miesak (sarcoma) - nowotwor ztosliwy tkanki nienabtonkowej (wtokniakomiesak,
kostniakomiesak itp.)

- Chtoniak (lymphoma) - nowotwor ztosliwy ukfadu chtonnego
- Biataczka — komorki krwiotworcze szpiku, rozne krwinki biate

- Potworniak (teratoma) - nowotwor ztosliwy komorek zarodkowych
(pluripotencjalnych)

- Glejak (glioma) - nowotwor ztosliwy komorek glejowych



Nowotwory sg klonalne

Komorka
prawidtowa

Pierwsza
mutacja

Druga
mutacja

Trzecia
mutacja

Komorki nowotworowe
Kolejne

@ mutacje

O000O0
®®®®
®®®




Stany przednowotoworowe | nowotworowe

- Mutacja

- Hiperplazja (przerost) — zwiekszenie liczby komorek

- Dysplazja - zmiany cytologiczne oraz zaburzenia w architekturze tkanki
+ Rak in situ (Quz)

- Rak przerzutowy (ztosliwy)



Etapy rozwoju nowotworu

Inicjacja — aktywacje onkogenow, zmiany ekspresji
Promocja — utrwalenie zmian genetycznych, destabilizacja genomu
Progresja — namnazanie in situ

Inwazja — angiogeneza, przetamanie btony podstawnej, infiltracja, wejscie do
Krwiobiegu

Przerzuty — wtorne ogniska

Nowotwor jest procesem mikroewolucyjnym — komorki konkurujg o zasoby
organizmu



Rozwd] nowotworu

Jedna komorka zaczyna
Milion komorek rozwija

- GUZ 1 mm

- Miliard komorek wykrywa

GUZ 1 cm

Bilion (1012) komorek zabija.

' ' 2
epithellum  epithelium polyp benign polyp polyp




Charakterystyczne cechy komorek nowotworowych

Emerging hallmarks &

Sustaining Evading enabling characteristics
proliferative signaling growth suppressors l:,nlocgi,ng g Nonmutational
phenotypic epigenetic
Deregulating Avoiding plasticity reprogramming

immune
destruction

v

cellular
metabolism @

g
Resisting Enabling
cell death replicative
immortality

Genome
instability & Tumor-promoting
mutation inflammation
Senescent L Polymorphic
cells microbiomes
Inducing or accessing Activating invasion
vasculature & metastasis

Hallmarks of Cancer: New Dimensions
Douglas Hanahan JANUARY 2022 CANCER DISCOVERY I 31



Komorki nowotworowe

- aktywne sygnaty podziatowe, nieaktywne sygnaty hamujgce podziaty
* 0pPOrNOSC na apoptoze
+unikanie odpowiedzi Immunologiczne]

+niestabilnos¢ genomu

+ zniesienie granicy Hayflicka (nieograniczone podziaty)



Progenitor cell Differentiated cell

Komorki nowotworowe Normal differentiation

aktywacja angiogenezy
fenotyp przerzutow (inwazyjnosc) S — S— = Dedifferentiation

plastycznosc fenotypowa (odwrdocenie |
zmiany roznicowania, howotworowe

komorki macierzyste) S Blocked
S v - differentiation
zmiana profilu metabolicznego (np. efekt
Warburga, zaburzenia mitochondrialne)
@
zmiany regulacji epigenetycznej » e ¥ o Lt e
Py

Hallmarks of Cancer: New Dimensions

Douglas Hanahan

JANUARY 2022 CANCER DISCOVERY | 31



Kancerogeneza

+ Seria kolejnych wydarzen
- aktywacja proliferacji — onkogeny
- dezaktywacja mechanizmmow kontrolnych (antyonkogendw)
+ destabllizacja genomu — dalsze mutacje

+ unikniecie senescencji zwigzane| ze skroceniem telomerow, aktywacja telomerazy

- zmiana profilu metabolicznego — w tym zmiany w mtDNA
- dalsze zmiany przy rozwoju guza, angiogeneza, przerzuty itp.

- Konkretna kolejnos¢ zdarzen rozna w roznych nowotworach



Niestabilnos¢ genomu

Dodatnie sprzezenie zwrotne — mutacje zaburzajace kontrole cyklu moga destabilizowad
genom, zwiekszajac prawdopodobienstwo kolejnych zaburzen

+ Niestabilnos¢ genomu jest typowym fenotypem komaorki nowotworowe;

+ rearanzacje chromosomow
+ zaburzenia rekombinaci

+ mobilizacja ruchomych elementow genetycznych

- ostabienie mechanizmow wykrywania uszkodzen DNA

- utrata mechanizmow zatrzymujacych cykl komorkowy przy uszkodzeniach genomu



Nowotwory - genetyka | przyczyny

Mutacje somatyczne — zalburzenie genetyczne, ale nie dziedziczne
- karcynogeny- przewaznie zwiekszajg czestosC mutacji
- (Genetyczne czynniki ryzyka
-+ Genotyp wptywa na ryzyko zachorowania, ale nie na zasadzie sprawczoscl
Dziedziczenie wieloczynnikowe!
Dziedziczone zespoty podatnosci na okreslone nowotwory

Dziedziczne mutacje o wysokie| penetracii (sprawcze)



Nowotwory - genetyka | przyczyny

- Onkogenne wirusy | bakterie
- rOzne mechanizmy molekularne
+ Procesy fizjologiczne

+ NP. przewlekty stan zapalny



Nowotwory - geny |
Srodowisko

- W réznych nowotworach udziat czynnika dziedzicznego
i Srodowiskowego jest rozny

ENVIRONMENT

+ Przewaznie srodowiskowe:
- czerniak (UV)
* rak ptuca (zanieczyszczenia powietrza, palenie)

- rak zotadka (H. pylori)

HAEMOPHILIA COLON ALZHEIMER'S STROKIE CARDIO LUNG MOTOR
*ANC SEAS . SC CANCER VEMHICLE
i L CANCER DISEASE AMASETES VA~:( ULAR By e
o : E N BREAST | DISEASE SKIN i
¢ rak Szyjk| |||aC|Cy (H PV) FIBROSIS CANCER ASTHMA CANCER

+ Duzy udziat gendw:
- rak piersi

- rak okreznicy



Proto-Oncogenes and Normal Cell Growth

Normal Growth-Control Pathway

l ~ Growth factor &
Mechanizmy komorkowe e
Receptor 4—*
O Signaling enzymes
Czynniki kontroli podziatow & O Jfrargtgsrgnption
Cell nucleus DNA
pozytywnej - protoonkogeny/onkogeny "‘ﬂMﬂ}{]}’

negatywnej - supresory nowotworow Gen pronferat'on
(antyonkogeny)

Tumor Suppressor Genes
Act Like a Brake Pedal

Tumor Suppressor
Gene Proteins

Growth factor —% 3 j

% :
Receptor —‘\ o
ol
Signaling\g
enzymes N\ Transcription

’:\§ factors
Cell nucleus N\ DNA

WO

@Il proliferation

kl K '\l\_

QII“ IT



Zarys genetyki nowotworow

- (Genetyczna kontrola podziatdw komorki
- Czynniki regulacji dodatniej - protoonkogeny
+ nhowotworom sprzyjaja mutacje neomorficzne I hipermorficzne - zmutowane allele to onkogeny

+ np. czynniki wzrostu i ich receptory, elementy szlakow przekazywania sygnatu (np. kinazy biatkowe, biatka G),
czynniki transkrypcyjne

- Czynniki regulacji negatywnej — antyonkogeny (supresory nowotworow)
+ nowotworom sprzyjajg mutacje nullomorficzne i hipomorficzne
- np. P53, Rb
- Zapewnienie stabilnosci genomu

- naprawa DNA, kontrola rekombinaciji



Zaburzenia kontroli cyklu
komorkowego

Komorki spoczynkowe — faza GO

Komorki dzielgce sie — cykl z 3
punktami kontrolnymi

Wiekszos¢ odroznicowanych komorek
wchodzi w GO

Komorki nowotworowe nie wchodzg w
GO

Przyczyng jest czesto zaburzenie
kaskady sygnatu wzrostu (czynniki
wzrostu)

G1/5 checkpoint

Cell monitors size and
DNA integrity

o Gl
Decision to reenter

Decision to exit

C1 |
cell cycle G2 G2/M checkpoint
M Cell monitors DNA
synthesis and damage
M checkpoint

Cell monitors
spindle formation
and attachment to

kinetochores

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Onkogeny

- Geny, ktorych produkty stymulujg patologiczne podziaty komorek
- Zmutowane allele protoonkogenow - gendw z genomu komaorki
+ (G3eny niesione przez patogeny (wirusy, bakterie)

+zmutowane allele protoonkogenow

+ onkogeny specyficzne dla patogendow



Protoonkogeny | onkogeny

- czynniki dodatniej kontroli podziatow

- onkogen - allel zmutowany, protoonkogen
- prawidtowy
o _ v — Czynnik wrostowy
- nowotworom sprzyjajg mutacje x
neomorficzne | hipermorficzne

Btona komorkowa

/
powodujace aktywacje ﬂ\;@ -y
Biatka —

- zwykle mutacje dominujace \ szlaku | G checkpoint

Receptor sygnatu
+ mutacje somatyczne, sporadycznie j\
dziedziczone

Kontrola
cyklu




Protoonkogeny | onkogeny

Plasma
membrane

kOdea przyki'adOWO: | ‘.'.A'}__,Growth factor (EGF)

b __Growth factor
~ receptor (ErbB)

czynniki wzrostu I ich receptory

elementy szlakow przekazywania sygnatu
(np. kinazy biatkowe, biatka G)

czynniki transkrypcyjne

negatywne regulatory apoptozy

Nucleus

& o
Elk-1 / SRF

DNA

Fos mRNA

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Antyonkogeny (supresory
nowotworow)

- Czynniki negatywnej kontroli podziatow

+  howotworom sprzyjajg mutacje
nullomorficzne i hipomorficzne -
inaktywujace

b

ol b

* np. pd53, pF

+ mutacje somatyczne | niekiedy
odziedziczone

Figure 28.23
Several components
concerned with G0/G1
or G1/S cycle control
are found as tumor
SUPPressors.

‘."l‘ 2

S phase

=
@

P

cdk4,6

GO
Cdc2 |
cyclin AB ’
G G1 \ "\\

E2F

~
— B

EO Ox

Tumor suppressors

cdk2

cyclin E

B. Lewin, Genes VI, Oxford University Press



le jest protoonkogendow | antyonkogenow"?

- Zidentyfikowano ~600 protoonkogenow ludzkich, z czego ~ 100 to najbardzie]
znane | czesto zmutowane w nowotworach

- Zldentyfikowano ~700-800 supresorow nowotworow, z czego ~15 to
najlbardzie] znane | czesto zmutowane w nhowotworach

w tym ~80 mIRNA

Zrodta;
nttp://www.uniprot.org/uniprot/?query=keyword:KW-0656
nttp://biocinfo.mc.vanderbilt.edu/TSGene/



http://www.uniprot.org/uniprot/?query=keyword:KW-0656
http://bioinfo.mc.vanderbilt.edu/TSGene/

053

- gen TP53 zmutowany w wiekszosci
nowotworow

Dziata jako tetramer - uszkodzenie jednego
allelu czesciowo ostabia funkcije |
destabilizuje genom

“Straznik genomu”

- aktywacja naprawy DNA

- zatrzymanie cyklu (G1/S) przy
uszkodzonym DNA

inicjacja apoptozy

DNA damage, nucleotide depletion,
hypoxia, oncogenes, ROS

i

ATM and other kinases,
coactivators

¢
p53

I

GADD4S

Y

Genomic
stability

PIGs, PETS, 3-30 EGR-1  Thrombospondini
Bax, Fas DR5 HES-like
IGF-BP3, AlP1,
PEG3 etc...

+ L] i
", ) ™ 514

mitochondrial
damage

A
Apoptosis  G1arrest G2 arrest Differentiation Angiogenesis



053 - straznik genomu

blockage of
transcription

lack of uv ionizing oncogene
nucleotides radiation radiation signaling

;W—J
r—/J

cell cycle DNA block of
arrest repair angiogenesis

lon%

senescence re!urn t?
proliferation

Figure 9-8 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

hypoxia

apoptosis



Mutacje P53

WORLDWIDE DISTRIBUTION OF CANCERS AND
P53 MUTATIONS 083

MUTATIONS
DEVELOPING COUNTRIES DEVELOPED COUNTRIES
600 400 200 0 200 400 600
LUNG 70%
STOMACH 45%
BREAST 20%
COLON 60%

LIVER 20°%*

PROSTATE 10-30%

CERVIX /UTERI special
HEAD /NECK 60%
ESOPHAGUS 40%
LEUKEMIA 10%
LYMPHOMA 30%
OVARY 60%
BLADDER 60%

Cases of Cancer per annum (x1000)

B NON MELANOMA SKIN 80%

http://p53.curie.fr/p53%20site%20version%202.0/p53%20in%20cancer/p53 databaseANAL.html



http://p53.curie.fr/p53%20site%20version%202.0/p53%20in%20cancer/p53_databaseANAL.html

Przyktady zaburzen w
nowotworach

- Aktywacja onkogenow
Inaktywacja supresorow nowotworow

- Zaburzenia naprawy DNA/stabilnosci
genomu

- Aktywacja telomerazy

Chromosome 18q 17p

Alteration } Loss Loss
-

Gene DCC p53

' ; a3 | 1
Normal colon Prollefatingl ~ Benign l Ilntermediatel . lLaoeadenomal ' Cancerous I . Colon
epithelium > epithelium ™ adenoma || adenoma withvilli || adenoma " cancer

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mutacje mtDNA w nowotworach

- Komorki nowotworowe charakteryzujg sie przejsciem z metabolizmu tlenowego
(oddychanie) na beztlenowy (glikoliza) — efekt Warburga (1936, 1956)

- W komorkach nowotworowych czesto obserwowane sg mitochondrialne
Mmutacje somatyczne nie wystepujace w prawidiowe] tkance tego samego
pacjenta.

+ polimorfizmy

+ mutacje uposledzajgce dziatanie mitochondriow

+ Przyczyna (selekcja) czy skutek uboczny (dryf)?



Mutacje w nowotworach

- Kierujace, napedzajace ("driver”) - fenotyp mutacji przyczynia sie do zmian
komorki (transformacja nowotworowa)

- Towarzyszace ("'passenger”) - powstaja w wyniku niestabilnosci genomu |
szybkich podziatdw, ale nie majg wptywu na rozwoj nowotworu



Dziedziczne zespoty podatnosci na okreslone nowotwory

+ heterozygotyczne mutacje antyonkogenow

P53 — zespot Li-Fraumen

Rb — retinoblastoma (siatkowczak)

- Mutacje genow zwigzanych z naprawa DNA | rekombinacjg
- BRCAT, BRCAZ2 w raku piersi (<10% przypadkow)

- HNPCC (rak jelita grubego)

- Mutacje zmieniajgce profil metaboliczny

- np. SDH (dehydrogenaza bursztynianowa)



HNPCC

Dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany
z polipowatoscig (HNPCC), zespot Lyncha

5% wszystkich rakow jelita grubego
Mutacje utraty funkcji roznych gendw (6)

zwigzanych z naprawg DNA, najczescie;
systemem MMR

% 1 /
C S CE C 8 CE
® HEEES /
gl - C Cp 2 - - C C <
C

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



/espot Li-Fraumen

Rzadki (~60 rodzin w USA, ok. 400 osob)

Dziedziczony jako cecha dominujaca z
niepetng penetracja

Liczne nowotwory w wieku dzieciecym

Mutacje p53 (heterozygota 85-90% ryzyko
nowotworu)

| LI-FRAUMENI SYNDROME '
@[]

Cee e ©
(1O ]
[5 l Normal cells
] p53: wt / wt
| |
mO ®e 0: ‘

' ]
O Normal cells $

p53 : Mutant / wt

Tumoral cells
p53: Mutant /-

VI-1: OSTEOSARCOMA (13) - BRAIN TUMOR (25)
VI-3: SCHWANNOMA (3) - OSTEOSARCOMA (13)
V-2: LEIOMYOSARCOMA (23) - BILATERAL BREAST CANCER (25)

http://p53.free.fr/Database/p53_cancer/p53_germline.htm



Retinoblastoma (siatkowczak)

Rzadki (1/15 000) nowotwor siatkowki u
dzieci

Postac sporadyczna (55%) i dziedziczna
(45%)

Posta¢ dziedziczna — mutacje genu Rb

biatko pRb — antyonkogen, kontrola cyklu
komorkowego

W dzielgcych sie komodrkach hamuje
przejscie G1/S przy uszkodzonym DNA
| aktywuje apoptoze

W komorkach spoczynkowych blokuje
wyjscie z GO, ale nie aktywuje apoptozy




ORb w regulac)i cyklu

- Hamuje cykl komorkowy wigzgc czynniki
transkrypcyjne E2F aktywujgce faze S

- Fosforylacja pRb (kinazy CDK) odblokowuje
wejscie w faze S

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Rak piersi

- Wiekszos¢ przypadkow to przypadki

pojedyncze, niezwigzane z dziedziczeniem Br Ov

mutacjl D d60
7
- Ok. 5-10% przypadkéw - formy rodzinne e
- W rodzinie rak piersi lub jajnika é
3 2 10

A *{+f

12

1
/' *i+f *I+I * f4f

Br Ov
d39




Rodzinny rak piersi

' DNA Damage

- Mutacje genow BRCA1 i BRCAZ2

X-chromosome
Silencing

-+ Produkty zaangazowane w naprawe

uszkodzen DNA DNA Repar . g;%’;‘:lfg'g
Non-homologous DNAAccess
end joining
"ol BRCA \ GLM ‘l'
r . e
gF MRE11Rad50NBS1
§ § cho \ Recombinaton
i BRCAZR 454 CHEK1
@’ (MYC| ( l
Checkpoint controls
DNA Repair Apoptosis
Homologous

Recombinaton




Mutacje BRCA a ryzyko

Jezeli w rodzinie wystepuje choroba
wskazany test (http://www.coi.pl/wp-

content/uploads/2017/08/
ankieta zgloszeniowa.pdf)

Test genetyczny nie zastgpi innych badan 70
(>80% przypadkow bez rodzinnych mutaciji
BRCA)

Risk of Cancer (%)
wn
(@]

Breast Cancer Breast Cancer Second Breast Cancer Ovarian Cancer
By Age 50 By Age 70 By Age 70 By Age 70

Am J Hum Genet 721117-30


http://www.coi.pl/wp-content/uploads/2017/08/ankieta_zgloszeniowa.pdf
http://www.coi.pl/wp-content/uploads/2017/08/ankieta_zgloszeniowa.pdf
http://www.coi.pl/wp-content/uploads/2017/08/ankieta_zgloszeniowa.pdf
http://www.coi.pl/wp-content/uploads/2017/08/ankieta_zgloszeniowa.pdf

Genetyka nowotworow dziedzicznych

-/ reguty mutacje antyonkogenow lub systemow naprawy DNA
+ Mutacje utraty funkgcji — recesywne na poziomie komorki

+ oba allele nieaktywne w komorkach nowotworowych

+ Ale dziedzicza sie (wzor rodowodu) jak cechy dominujgce



Teoria dwoch uderzen

Knudson (1971) —badania nad
siatkowczakiem

Do rozwoju howotworu potrzebna
inaktywacja obu alleli supresora
nowotworow

Odziedziczenie 1 zmutowanego allelu silnie
zwieksza prawdopodobienstwo, ze w ciggu
zycia chory utraci oba funkcjonalne allele

Utrata drugiego allelu (utrata
heterozygotycznosci) moze nastgpic juz na
etapie rozwoju zarodkowego

a TSG mutation in a normal cell, leading to sporadic cancer

TSGs mutation

(0 — I I(—)C ) » | Drogrssionto.

wm-.ypeéglﬂ w = ]

U O U O U
First "hit’ Second 'hit’
(e.g. a mulation (e.g. a deletion
in one copy in the other copy
of the TSG) of the TSG)

b TSG mutation in a cell with a germline mutation, leading to familial cancer

Deletion
Inherited__ —
germline - —
mutation ) , rogression
in TSG tumour formation

O U v U
First "hit! Second 'hit!
(the germline (e.g. a deletion
mutation) in the other copy

of the TSG)

Knudson's two-hit hypothesis for tumourigenesis involving a tumour
suppressor gene (TSG)

Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press




Genetyka nhowotworow - podsumowanie

Supresory
nowotworow

Onkogeny

Geny naprawy DNA

Liczba zmutowanych L
Allel w koméree 1 (dominujace) 2 (recesywne) 2 (recesywne)
Typ mutaciji neomorfy, hipermorfy nullomorfy, hipomorfy nullomorfy, hipomorfy
pochodzenie mutaci Najczesciegj Somgtyc;ne lub Somgtyc;ne lub
somatyczne odziedziczone odziedziczone
. . . Szlaki aktywaci Hamowanie Utrzymywanie
Mechanizm dziatania . , L RN
podziatu komorki podziatow, apoptoza stabilnosci genomu




Wirusy onkogenne

- NIosg onkogeny w genomie
+gpecyficzny dla wirusa (np. HPV)
+zmutowany protoonkogen komorkowy (retrowirusy)

- Aktywuja protoonkogeny (np. integracja wirusa z silnym promotorem)



Retrowirusy onkogenne

- Onkogen w genomie wirusa - pochodzi od
protoonkogenu gospodarza

Niekiedy wirus nie przenosi onkogenu,
wystarcza dziatanie silnego promotora
wirusowego na geny gospodarza

-+ Wystepuja u wielu zwierzat, ale praktycznie
nie u cztowieka

- wyjatki - HTLV-1 1 2 (Human T-cell
Leukemia Virus) — rzadkie formy
biataczek, bardzo diugi czas od infekcjl
do rozwoju choroby

Nonacute retrovirus

Cenome of virus that can infect
but not transform cell

+

Cellular proto-oncogene in infected cell

Acute transforming retrovirus host cell to viral genome

RIUS| gag. | pol | enV |tclmnal U3|R.

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005

1Transfer of proto-oncogene from




INne wirusy onkogenne

- HPV - rak szyjki macicy, raki gtowy i szyi,
raki pracia

- HBV, HCV - rak watroby

+ Wirus Epsteina-Barr - chtoniaki

* HBYV virions

‘‘‘‘‘

HBV LIFE CYCLE

HBs
(surface antigen)



HPV | nowotwory

- Wirusy przenoszony drogg ptciowa

+ Najczestsze infekcje przenoszone tg droga
- ponad 50% dorostych

- HPV typu 16 1 18 sg istothym czynnikiem
ryzyka nowotworow

- 70% wszystkich przypadkow raka
szyjki macicy, 85% raka odbytu, raki
jamy ustnej

-+ Od 2006 roku dostepne szczepionki

W Polsce dostepne, refundacja dopiero PRy S o B
od listopada 2021 (jeden rodzaj) NIH-Visuals Onfine



Bakteria kancerogenna -
Helicobacter pylori

- Czynnik sprawczy wrzodow zotadka

- Karcynogen grupy |

Mutations Disrupt tight and adherent junctions
and deletions to diminish cell polarity

Carcinogenesis and Invasion and
cell proliferation metastasis |V

Nature Reviews Clinical Oncology 10, 643-655 (2013)



