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KAP.2. Genetická a molekulárně biologická podstata nádorové transformace


Zhruba 5 -10% nádorových onemocnění vykazuje očividně zvýšený výskyt v rodinách a u části těchto případů bylo možné prokázat jednoduše mendelistickou dědičnost, zpravidla autozomálně dominantního typu (Obr.1). Postižení jedinci jsou tedy heterozygoti pro určitou patologickou mutaci. Zasažené geny slušného počtu takových syndromů dědičné nádorové predispozice se postupem doby podařilo izolovat, někdy za podmínek tak zuřivé kompetice mezi jednotlivými vědeckými skupinami, že takové "závody" byly zpracovány i beletristicky, a jejich přehled udává tabulka 1. Patologické mutace těchto predisponujících genů jsou vždy mutace ztráty funkce (loss-of-function), ať už nulové, nebo popř. hypomorfní. Mutantní alely tudíž kódují proteiny, které jsou ve srovnání s nemutovanými (wild type) protějšky méně funkční či naprosto nefunkční. Postižení heterozygoti tudíž nesou ve svém genotypu (a každá jejich buňka ve svém genomu) jednu plnohodnotnou funkční alelu a jednu nefunkční mutovanou alelu. Srovnáme-li tuto vrozenou genetickou výbavu, společnou všem buňkám organismu, s genomem nádorů, které se u těchto predisponovaných jedinců vytvářejí, zjistíme jeden podstatný rozdíl - v buňkách nádoru skoro vždy chybí ona funkční wt-alela. K tomu může dojít řadou procesů. Zdravá wt-alela např. může utrpět nezávislou mutaci, takže v nádoru pak nacházíme dvě nezávisle mutované alely daného predisponujícího genu, obvyklý obrázek je však poněkud odlišný. Původní wt-alelu, a často i celý chromozom, který ji původně nesl, nebo jeho značnou část, v buňkách nádoru vůbec nenalezneme, někdy přitom ovšem dochází k duplikaci chromozomu nesoucího mutantní alelu. Buď jak buď, tyto aberace mění původní heterozygotní sestavu v příslušném lokusu, kterou nese každá buňka jedince s vrozenou nádorovou predispozicí, na homozygotní - mutantní. Tento jev se podle toho označuje jako ztráta heterozygotnosti (LOH - loss of heteryzygosity).
Samotná přítomnost jedné ztrátové mutace (a tedy jediné funkční alely) je pro správnou regulaci všech buněk organismu jedince s dědičnou nádorovou predispozicí stav naprosto vyhovující. K tomu, aby došlo k nádorové transformaci, musí jediná funkční alela v jediné somatické buňce prostě nějak "zmizet" - buď nezávislou druhou mutací, nebo ztrátou heterozygotnosti. V nádorové transformaci se tedy u buněk těchto jedinců kombinuje mutace zděděná z předchozí generace germinální drahou (tzv. 1. zásah - first hit) a mutace somatická (tzv. second hit, často vedoucí k LOH). Výsledkem je úplná ztráta všech funkcí, které v této somaticky mutované buňce plnil protein kódovaný příslušným genem. Poněvadž výsledkem této ztráty je zjevně nastartování nádorové transformace, musel tento protein původně této transformaci bránit. Odtud i označení tumorový supresorový protein, resp. tumorový supresorový gen. Mají tyto geny své místo i u tzv. sporadických nádorů, tj. bez vrozené nádorové predispozice? Samozřejmě, jen musí dojít k jejich vyřazení zcela a výlučně na somatické úrovni, tj. v důsledku dvou ztrátových mutací, které postupně v jediné somatické buňce vyřadí obě alely daného tumorovéhosupresorového genu. Časový rámec, kdy k tomu dochází, je oproti prvnímu případu (tj. dědičná nádorová predispozice) zcela pochopitelně posunut, často i o několik dekád. V tom je také podstata fenotypu dědičné nádorové predispozice, tj. nádory vznikají v netypicky časném věku. často také dochází k jejich multifokálnímu (popř. u párových orgánů bilaterálnímu) výskytu.
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Obr. 1. Dědičná nádorová predispozice – Li-Fraumeni syndrom. LU – karcinom plic, BR – karcinom prsu, LK – leukémie, BB – bilaterální nádor prsu, STS – sarkom měkkých tkání, RMS – rhabdomyosarkom, OS – osteosarkom, CNS – nádor mozku; číslo udává věk dosažený při diagnóze nádoru.


Toto obecné schéma genetiky tumorových supresorových genů, označované jako tzv. double hit paradigma, může být dvojím způsobem modifikováno. Tím prvním případem je situace, kdy mutace v jediné kopii tumorového supresorového genu, t.zn. snížení efektivní dávky na jednu funkční kopii, již samo o sobě představuje pro příslušnou buňku selekční výhodu, tj. již sama o sobě má dopad na fenotyp příslušné buňky. Tato situace je z obecné genetiky známá jako haploinsuficience a pravděpodobně nejpřesvědčivější důkazy ve prospěch její existence byly v oblasti nádorové genetiky přineseny pro tumorový supresorový gen PTEN; zajímavé přitom je, že efekt haploinsuficience se nezdá stejný ve všech buněčných typech a nejmarkantněji vystupuje pravděpodobně v epiteliálních buňkách prostaty.

Druhou modifikací je situace, kdy v sice nádoru nalézáme mutaci jen u jedné alely tumorového supresorového genu, v nádorových buňkách ovšem nenalézáme žádný funkční tumorový supresorový protein. Nemůže se tudíž jednat o haploinsuficienci, kdy funkční alela tumorového supresorového genu má svůj normální expresní výstup. V případě této druhé modifikace jsou obě alely tumorového supresorového genu vyřazeny, stejně jako při klasickém double-hit schématu, ovšem každá z nich jiným způsobem. Zatímco jedna alela je vyřazena mutací, u druhé muselo dojít "pouze" k umlčení její exprese. Jedná se tedy o případ epigenetické modifikace (viz kap. 1B). Nejjednodušším mechanismem je hypermetylace promotorového úseku genu, jejímž výsledkem je úplná represe transkripce příslušné alely. Tento mechanismus může být dokonce někdy výlučně odpovědný za ztrátu tumorového supresorového proteinu v buňce. Obě alely v tom případě zůstávají intaktní, nicméně funkční protein není možné v nádorových buňkách detekovat, poněvadž exprese obou alel je epigeneticky umlčena.


Povšimněme si ještě jednoho zajímavého aspektu genetiky tumorových supresorových genů. Na úrovni nádorové buňky působí mutované alely těchto genů recesivně a funkční alely těchto genů naopak dominantně; to je možné ostatně prokázat metodami somatické hybridizace (viz kap. 1L) nebo prostě tak, že do nádorové buňky s bialelickou mutací tumorového supresorového genu zpětně zavedeme jeho funkční alelu - výsledkem je vždy reverze transformovaného fenotypu. Naproti tomu na úrovni postižených rodin vystupují mutované alely tumorových supresorových genů dominantně - jediná mutace podmiňuje stav predispozice, který při dané mutační rychlosti vede k nádorovému onemocnění v časném věku, popř. multifokálním a bilaterálním nádorům.

p53 a pRb - dva prototypické tumorové supresorové geny


Máme-li biologii a genetiku tumorových supresorových genů demonstrovat na konkrétních případech, nelze za žádných okolností vynechat p53 a pRb. p53 (někdy též označovaný jako TP53) je vůbec nejčastěji mutovaný gen v lidských nádorech, skutečný superstar mezi tumorovými supresorovými geny. pRb byl zase první jasně definovaný tumorový supresorový gen, na kterém byly definovány základní principy jejich biologie a genetiky, včetně double-hit schématu a ztráty heterozygotnosti. Oba dva tyto prototypické tumorové supresorové geny mají svůj autozomálně dominantně dědičný syndrom nádorové predispozice, Li-Fraumeni syndrom v případě p53 a familiární retinoblastom v případě pRb. Li-Fraumeni syndrom je jeden z nejkrutějších syndromů dědičné nádorové predispozice, poněvadž predisponuje k celému spektru různých nádorů, včetně leukémií, glioblastomu, sarkomů a různých karcinomů (Obr. 1). Dědičný retinoblastom se projevuje zpravidla v dětském věku jakožto nádor sítnice (známé tzv. kočičí oko), který lze při včasném chirurgickém zásahu úplně vyléčit, v dospělosti se chová spíše ohleduplně a projevuje se mírně zvýšeným rizikem některých nádorů, zejména sarkomů (ostaosarkom, rhabdomyosarkom) a melanomu.

p53 je v každé učebnici genetiky, biologie, patologie atp. označen jako strážce genomu. Protein p53 zodpovídá za reakci buňky na buněčný stres nejrůznějšího charakteru - mutagenní insult, včetně UV-záření a jiných druhů poškození DNA, nefyziologická a náhlá aktivace proliferace (tzv. onkogení stres), zkracování telomer (viz kap.1H), poruchy koordinace syntézy ribozómů (tzv, ribozomální stres), hypoxie, atp. V buňce působí p53 jako transkripční faktor (viz kap. 1A) a jeho molekula má typickou doménovou strukturu (Obr.2) - N-terminální transaktivační doména je následovaná centrální DNA-vazebnou doménou a C-terminálně uloženou tetramerizační doménou; z toho je patrné, že v buňce působí p53 jako homotetramer. Po aktivaci v důsledku buněčného stresu se naváže na promotory svých cílových genů a aktivuje jejich transkripci. Které jsou tyto cílové geny? Zdá se, že nebude nikterak málo, různé zdroje uvádějí počet v současnosti známých přímých cílových genů mezi 100 až 150; patří sem zejména gen p21CIP1, který působí jako inhibitor komplexů cyklin - CDK (viz kap. 1G), gen GADD45, podílející se na reparaci DNA (viz kap. 1C), či geny Bax, Bak, PUMA a Noxa, které se účastní iniciace apoptózy na úrovni vnější mitochondriální membrány (viz kap. 1I). Smysl je zřejmý - v odpověď na buněčný stres je p53 aktivován a následně zastaví buněčný cyklus, a buňka se posléze rozhodne, jestli jsou utrpěné škody tak velké, že její další existence by byla spojena s rizikem pro celý organismus, v tom případě dochází k iniciaci apoptózy, nebo jestli se pokusí utrpěné poškození opravit. Mutační vyřazení p53 má tedy za následek, že buňka nedokáže adekvátně reagovat na buněčný stres a proliferuje za podmínek, které to normálně neumožňují, a velmi často přitom akumuluje mutace.


Zástava buněčného cyklu přitom může být buď permanentní (senescence - viz kap.1H), nebo dočasná; zdá se přitom, že nádorové buňky, které nemají mutovaný p53 gen, mají vlivem ostatních stresových (včetně proliferačních) signálů tendenci reagovat na akutní aktivaci p53 spíše senescencí nebo apoptózou, zatímco u normálních buněk dochází spíše k dočasné zástavě buněčného cyklu v G1 nebo G2 fázi. Nádorové buňky s mutovaným p53 nereagují vůbec a i v případě různých stresových situací pokračují v proliferaci. Tyto rozdílné způsoby chování normálních a nádorových buněk by bylo možné i terapeuticky využít. Byla vypracována koncepce tzv. cykloterapie, podle které by bylo možné nejprve farmakologicky aktivovat p53, což by v normálních buňkách vyvolalo dočasnou zástavu buněčného cyklu a nijak neovlivnilo chování nádorových buněk s mutovaným p53 genem. Následně by se použila klasická cytostatika, jejichž terapeutickým cílem jsou především aktivně se dělící (v tomto případě výhradně nádorové) buňky. Toxicita vůči normálním buňkám by vzhledem k jejich dočasné proliferační zástavě byla výrazně nižší než je tomu běžně 
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Obr. 2. p53 gen a protein. A. – doménová struktura p53, B. – mechanismus aktivace a funkce p53 v odpověď na genotoxické poškození buňky.

aplikované chemoterapie bez předchozí aktivace p53, tak, jak je v současnosti standardně podávána. To by umožnilo zvýšit dávky cytostatik a tedy i pravděpodobnou terapeutickou odpověď nádoru. Experimentální podklady hovoří ve prospěch realizovatelnosti této strategie, k jejímu praktickému nasazení je samozřejmě nutné její důkladné klinické testování.


Funkční p53 je tedy klíčovým faktorem zabraňujícím, aby nejrůznější buněčné stresy (zejm. genotoxické) vyústily do nádorové transformace. Na druhou stranu za fyziologických podmínek by byla neregulovaná aktivita p53 genu pro buňku a celý organismus velmi nebezpečná, poněvadž by vylučovala dělení buněk a tedy i normální vývoj a homeostázu organismu. Je tudíž nezbytné, aby za normálních fyziologických podmínek byla aktivita p53 proteinu minimální. K tomu slouží jeho dva specifické inhibitory. MDM2 (mouse double minute 2 - lidský homolog se někdy označuje HMD2) a MDMX (=MDM4). MDM2 je ubikvitin ligáza, která katalyzuje ubikvitinaci p53 proteinu a indukuje tak jeho proteolytickou degradaci. MDM4 působí pravděpodobně především tím mechanismem, že interaguje s p53 v oblasti transaktivační domény a ruší tak jeho schopnost transkripční aktivace cílových genů. MDM2 (nikoli ovšem MDM4) je přitom cílovým genem p53; tato elegantní negativní zpětná vazba zajišťuje minimální úroveň aktivního p53 za normálních bezstresových podmínek. Jak MDM2, tak MDM4 patří přitom mezi geny nepostradatelné pro normální vývoj organismu - myši s cílenou motací v jedním z těchto genů (MDM2-/- nebo MDM4-/-) hynou během embryogeneze. Tento embryonálně letální efekt je zrušen současnou cílenou mutací v genu pro p53, takže myši genotypů MDM2-/- p53-/- nebo MDM4-/- p53-/- se vyvíjejí v podstatě normálně.


Pro aktivaci p53 v odpověď na buněčné poškození jsou nezbytné další proteiny. Genotoxické poškození (tj. mutace) jsou registrovány kaskádami kináz ATM resp. ATR a ChK1 resp. ChK2, které fosforylují p53 a ruší tak jeho interakci s MDM-proteiny. Současně dochází přitom k tomu, že ubikvitin-ligázová aktivita MDM2 se vlivem interakcí s dalšími proteiny koncentruje na samotný MDM2 a MDM4 a tato auto-ubikvitinace iniciuje jejich vlastní degradaci. V odpověď na proliferační stres (tj. nefyziologická aktivace buněčné proliferace za podmínek, které ji jinak neumožňují) se rovněž aktivuje (na transkripční úrovni) protein p14ARF, který inhibuje interakce obou MDM proteinů s p53.


Pravidelnou komplikací všech regulačních drah buněk vyšších eukaryot je existence genových rodin. Nejinak je tomu i v případě p53, který je součástí genové rodiny zahrnující dva další blízce homologní geny - p63 a p73. p53 a p73 jsou funkčně dosti příbuzné a v některých aspektech redundantní. p73 rovněž interaguje s MDM2 a je jím inhibován, ačkoli mechanismem této inhibice je maskování transkripčně aktivační domény a nikoli ubikvitinace a následná degradace, jako je tomu u p53. Také cílové geny p73 jsou z části totožné s cílovými geny aktivovanými p53, p73 je např. rovněž schopen aktivovat transkripci genů Bax a PUMA a jejich prostřednictvím spouštět apoptózu - to může být terapeuticky významné u nádorů nesoucích mutaci v p53 genu. Situace je ovšem ještě o něco složitější, poněvadž velmi přitom záleží na konkrétní mutaci v p53 genu. Specifické mutace v DNA vazebné doméně (např. Arg273His) totiž propůjčují mutovanému p53 novou funkci, a to schopnost inhibiční interakce s p73; tato interakce nastává přímo mutovanou DNA-vazebnou doménou, a nikoli tetramerizační doménou, která zprostředkovává homotetramerizaci jak u p53, tak u p73 (jakož i p63). Tato mutace změny smyslu v DNA vazebné doméně p53 tedy působí pravděpodobně dvojím mechanismem - mutantní p53 ztrácí schopnost vazby promotorových oblastí cílových genů a současně i neutralizuje p73, který by byl jinak schopen výpadek p53 genu částečně kompenzovat. Proti této zvláštní a neblahé interakci specificky mutovaného p53 a intaktního p73 jsou ovšem v současnosti vyvíjeny specifické farmakologické inhibitory; jeden z nich, nazvaný RETRA, se v preklinických experimentech ukazuje jako velmi nadějný právě pro nádory s touto specifickou mutací v p53 genu. Vidíme tedy, že nádorové mutace v klíčových regulačních genech někdy vedou ke zrušení původní fyziologické funkce a současně propůjčují mutovanému proteinu úplně nové, nepředpokládané funkce - jedná se tedy o jakousi neblahou kombinaci mutace ztráty funkce a mutace získání funkce.


p63 je funkčně dosti odlišný. Předpokládá se, že se podílí na udržování kmenového charakteru řady dospělých kmenových buněk. p63 také interaguje jak s MDM2, tak i p14ARF, ovšem tyto interakce mají přesně opačný funkční dopad než je tomu u p53 - MDM2 stabilizuje a aktivuje p63, zatímco p14ARF tuto interakci ruší (ostatně, stejně jako u p53), takže v případě p63 dochází k jeho destabilizaci a inhibici.


p14ARFgen představuje vůbec velmi zajímavý lokus (CDK2N), který si zaslouží podrobnější zmínku. Část jeho kódující sekvence je totiž sdílena s jiným genem, kódujícím specifický inhibitor kináz buněčného cyklu CDK4 a CDK6 p16INK4a. Sdílená sekvence p14ARF a p16INK4a zahrnuje druhý a třetí exon, oba geny mají svůj vlastní promotor a první exon, a tento první exon současně také určuje čtecí rámec translatované mRNA (odtud označení p14ARF = alternative reading frame), který je pro oba proteiny odlišný, a tudíž přestože jsou z části kódovány stejným genem, jejich aminokyselinové sekvence jsou zcela odlišné (Obr.3).
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Obr. 3. Schema genu CDK2N a jím kódovaných proteinů p16INK4a a p14ARF.


p16INK4a působí jako kompetitivní inhibitor cyklinů D. Soutěží tedy s cykliny D o vazbu na CDK4 a CDK6 a v případě, že zvítězí, zablokuje jejich kinázovou aktivitu. CDK4 a CDK6 jsou zásadně důležité pro iniciační fosforylaci pRb, která je nezbytná pro jeho uvolnění z komplexu s E2F faktory a přechod G1 a S fáze buněčného cyklu (viz kap.1G). Odtud je tedy zřejmé, co je molekulární podstata defektu u familiárního retinoblastomu - homozygotní nulová mutace v pRb genu ruší tento blok v G1 fázi buněčného cyklu a tedy přímo vede k deregulované proliferaci buněk. p16INK4a a pRb tedy prakticky působí na jedné funkční dráze. Nepříliš jasné ovšem zůstává, proč každý z nich podmiňuje odlišný syndrom dědičné nádorové predispozice (p16INK4a - familiární melanom, pRb - familiární retinoblastom) a dalším oříškem je, proč mutace v pRb, který je ubikvitárně exprimován a ve všech somatických buňkách hraje tuto klíčovou regulační funkci v průběhu buněčného cyklu, predisponují pouze k takovému raritnímu nádoru jako je retinoblastom. Část odpovědi zřejmě spočívá v tom, že ani pRb v tom nejede sám - stejně jako u p53 existuje Rb - genová rodina, která kromě pRb zahrnuje ještě dva další strukturně a funkčně homologní geny - p107 a p130. Tato funkční redundance tedy zřejmě zmírňuje dopad nulové mutace v jediném genu rodiny, např. pRb.

Onkogeny


Studium standardní regulace buněčného cyklu objasnilo, že k tomu, aby se buňka začala dělit a překonala tak hlavní kontrolní bod buněčného cyklu v pozdní G1 fázi, musí mít k dispozici jednak vhodné nutriční prostředí a jednak musí obdržet nějaký proliferační signál. Tato pozitivní kontrola buněčné proliferace je i obligátní součástí proliferace nádorových buněk (třebaže vzhledem k četným genetickým a epigenetickým změnám je její molekulární podstata často výrazně odlišná od normálních netransformovaných buněk). Pro nádorovou buňku tento pozitivní signál buněčného růstu a proliferace poskytují aktivované onkogeny.


Studium onkogenů má velmi dlouhou historii a začíná objevem akutně transformujících retrovirových kmenů, které u různých zvířecích druhů indukují s vysokou účiností a po krátké inkubační době tvorbu nádorů (všechny dosud popsané akutně transformující retrovirové kmeny indukují leukémie, lymfomy nebo sarkomy, nikoli karcinomy - později bude jasné, proč). Oproti tomu pomalu transformující retroviry mají stejnou infekční schopnost jako akutně transformující, ale jimi indukovaná tumorigeneze je daleko méně efektivní a vyžaduje velmi dlouhou inkubační dobu. Retroviry jsou svou povahou docela jednoduché genetické struktury, a tudíž nebylo tak těžké identifikovat sekvence virového genomu, které zodpovídají za tuto rychlou a efektivní tumorigenní schopnost akutně transformujících retrovirových kmenů. Tyto specifické sekvence byly označeny jako virové onkogeny (v-onc). Zpočátku byla těmto studiím věnována poměrně malá pozornost ze strany klinických onkologů, poněvadž u člověka nejsou, naštěstí, známy žádné akutně transformující retroviry (lékařsky nejzávažnější lidské retroviry imlikované také za určitých specifických podmínek v karcinogenezi - HIV a HTLV - mají genetickou strukturu i mechanismus působení podstatně složitější než akutně transformující zvířecí retroviry). To se ovšem rázem změnilo, když se zjistilo, že všechny genomy vyšších eukaryot nesou sekvence velmi podobné virovým onkogenům. Tak byly objeveny buněčné onkogeny (c-onc - viz tab II). Buněčné onkogeny jsou tedy normální buněčné geny, podílející se na pozitivní regulaci buněčné proliferace; často bývají v této souvislosti označovány jako protoonkogeny. Virové onkogeny dělají v zásadě totéž, ale s daleko větší razancí a prakticky nulovou regulací, a právě to jim propůjčuje jejich akutně transformující charakter. Stále ovšem chyběl přímý důkaz, který by jednoznačně spojoval buněčné onkogeny s nádory člověka. Tento důkaz podal Robert Weinberg, když v r. 1982 izoloval aktivovaný onkogen c-H-Ras z karcinomu močového měchýře.


Z tab.II je dobře patrné, že buněčné onkogeny plní v buňce především signální funkci - jedná se o proteiny účastnící se v podstatě všech etap generování, příjmu a zpracování signálu buňkou. Patří sem tedy růstové faktory, jejich receptory, malé G-proteiny, kinázy a jaderné transkripční faktory. Rovněž v případě buněčných onkogenů platí, že spíše než s jednotlivými onkogeny máme co do činění s onkogenními genovými rodinami několika blízce homologních, nicméně nikoli identických onkogenů. Buněčným protějškem virového onkogenu ptačího sarkomového retroviru ASV-17 v-jun tak není pouze buněčný protoonkogen c-jun, ale celá onkogenní rodina, zahrnující vedle c-jun ještě onkogeny junB a junD. Nedosti na tom, onkoproteiny jun působí v buněčném jádře jako homo- a heterodimerické transkripční faktory, často ve formě heterodimerů s příslušníky jiné onkoproteinové rodiny - fos (c-fos, fosB, fra-1 a fra-2). Vzniká tak celý konglomerát homo- a heterodimerických transkripčních komplexů, označovaných souborně jako AP-1. Podobnou komplexitu nalézáme skoro u všech dalších buněčných protějšků virových onkogenů. Jejím výsledkem je na jedné straně značná redundance proliferačních signálních systémů, na druhé straně jemné rozdíly ve fyziologické funci a onkogenním potenciálu jednotlivých homologních onkoproteinů v závislosti na buněčném typu, signálním kontextu, ale rovněž stádiu progrese výsledného nádoru. Obojí může mít závažné důsledky pro odpověď nádorů na cílenou terapii. Důsledkem signální redundance může být rychlý nástup terapeutické rezistence, jestliže ošetřovaný nádor jednoduše nahradí onkoprotein, vůči němuž je zaměřena terapie, aktivací homologního onkogenu téže rodiny. Diverzifikace signálu a jeho interpretace nádorovou buňkou v závislosti na tom, který konkrétní onkoprotein příslušné onkoproteinové rodiny se účastní onkogenní signalizace v daném specifickém signálním a klinickém kontextu zase může vést k tomu, že různé nádory či různá nádorová stádia s toutéž aktivní signální dráhou mohou na danou protinádorovou terapii reagovat velmi rozdílným způsobem.


Pod pojmem aktivace onkogenu rozumíme proces či procesy, v důsledku kterých ztratí buněčný onkogen svou normální regulovanou funkci a stane se dysregulovaným aktivátorem buněčného růstu a proliferace, tedy z funkčního hlediska něčím, co se velmi podobá virovému onkogenu. Tyto procesy jsou zpravidla genetické, jsou tedy výsledkem somatické mutageneze. Vzniklý aktivovaný onkogen začíná totiž okamžitě působit, odpadá zde tedy nutnost odpovídající mutace v druhé alele, tak jak jsme to viděli u tumorových supresorových genů. Germinální mutace v onkogenech jsou proto výjimečné (viz dále - str...). Aktivační mutace onkogenů působí tedy vždy dominantně a svým charakterem se jedná o mutace získání funkce (gain-of function). Výsledky této aktivační dominantní mutace onkogenů jsou v zásadě dvojí a týkají se buď aktivity nebo exprese výsledného onkoproteinu. Prototypickými onkogeny jsou v tomto smyslu Ras a Myc.

Ras

Ras představuje onkogenní rodinu zahrnující tři klasické onkogeny (K-Ras, H-Ras a N-Ras) a skupinu relativně nově identifikovaných členů (R-Ras, Rap1A, Rap 1B, TC21 a R-Ras3), dohromady tedy nejméně 8 homologních onkogenů. Onkoproteiny Ras jsou lokalizovány na vnitřní straně cytoplazmatické membrány. Jedná se o tzv. malé G-proteiny. Jejich aktivita je závislá na vazbě GTP - jedině v tom případě jsou schopny přenést signál dál. Přitom ovšem dochází velmi rychle k hydrolýze GTP na GDP, čímž se jejich aktivita opět vypíná. K opětné aktivaci je nutné Ras proteiny opět "nabít", tedy vyměnit GDP za novou molekulu GTP, a to je úkolem specifických pomocných proteinů označovaných jako GEFs (GDP-GTP exchange factors). Samotný Ras není příliš efektivní v hydrolýze GTP; rychlou hydrolýzu GTP na GDP a tedy i rychlé vypnutí Ras-onkoproteinu za fyziologických podmínek zajišťují pomocné proteiny skupiny GAPs (GTPase activating proteins) (Obr. 4). Nicméně ona slabá GTPázová aktivita, která je vlastní Ras, je nepostradatelná, GAPs ji mohou pouze zesílit, nikoli nahradit. A to je podstatou aktivačních mutací Ras onkogenů, které nalézáme v nádorech. Jedná se o bodové mutace změny smyslu, jejímiž výsledky jsou aminokyselinové substituce, rušící GTPázovou aktivitu. Jedná se tedy o velice přesně cílené a definované mutace, zasaženy jsou v naprosté většině případů kodóny 12, 13 či 61. Aktivovaný Ras tedy nedokáže hydrolyzovat GTP, je tudíž konstitutivně aktivní a nepřetržitě přenáší signál do nitra buňky, přestože na buňku žádný vnější signál nepůsobí. Tento signál může být dále předáván několika signálními drahami (viz kap. 1F). Tou klasickou je dráha Raf-MEK-Erk (Obr. 4). Raf je serin-threoninová kináza, jejíž aktivita je spuštěna aktivovaným Ras. Raf fosforyluje a tím aktivuje MEK. MEK je proteinkináza obou specifit, tedy současně tyrozinová i serin-threoninová kináza, která fosforyluje a tím aktivuje Erk. Erk je serin-threoninová kináza, která se dostává do buněčného jádra a tam fosforyluje a aktivuje řadu trankripčních faktorů. To vede k aktivaci transkripce řady genů (např. cyklinu D), které po své expresi stimulují buněčnou proliferaci. Celá tato kinázová kaskáda je známa pod označením mitogen aktivovaná proteinkinázová kaskáda (MAPK). Vedle této dráhy ovšem aktivovaný ras spouští ještě celouřadu dalších signálních kaskád (Obr.4).
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Obr. 4. Ras onkoprotein – mechanismus aktivace a následně aktivované signální dráhy

Je zajímavé, že u části nádorů je tato signální dráha konstitutivně aktivní, aniž by došlo k aktivačním mutacím Ras. Zjistilo se, že tyto nádory nesou bodovou mutaci v následně aktivované serin-threoninové kináze Raf (B-Raf V600E), která má za následek její konstitutivní aktivitu bez ohledu na aktivační stav předřazeného Ras. Z toho je patrné, že kýženým výstupem pro nádorovou buňku je aktivace příslušné signální dráhy, lhostejno jakým způsobem. Mutace Ras a Raf onkogenů se skutečně prakticky nevyskytují současně v témže nádoru. Je-li mutačně aktivován Ras, chybí jakýkoli selekční tlak pro mutační aktivaci Raf, a opačně. Aktivační mutace v Ras nebo Raf onkogenech mají značný terapeutický dopad. Poněvadž v jejich důsledku dochází ke konstitutivní aktivaci signální dráhy bez ohledu na přítomnost či absenci signálu na povrchu nádorové buňky, nemá žádný smysl podávat těmto pacientům například blokující protilátky zaměřené proti receptorům růstových faktorů (typickým příkladem této stratifikace pacientů je podávání blokujících protilátek proti receptoru epidermálního růstového faktoru u kolorektálního karcinomu). Na druhé straně je v relativně pokročilé fázi klinického testování vývoj specifických inhibitorů proti aktivovanému Raf.


Jak Ras, tak i Raf výborně ilustrují jeden typický způsob aktivace onkogenů - bodové aktivační mutace, nijak neměnící expresi příslušných onkogenů.

Myc


Myc představuje genovou rodinu klíčových regulačních genů; odhaduje se, že pod jejich regulačním působením se nachází až 15% všech genů genomů vyšších eukaryot. Původně identifikován jakožto onkogen akutně transformujících retrovirových kmenů způsobujících myelocytomatózu u ptáků (v-myc), jedná se dnes o nejméně pětičlennou genovou rodinu (c-myc, L-myc, N-myc, S-myc a B-myc). Myc-onkoproteiny působí zejména v buněčném jádře, a to jakožto sekvenčně specifické DNA-vazebné proteiny. Základní funkční jednotkou je zde heterodimerický komplex Myc-Max, který rozeznává typickou promotorovou sekvenci známou jako E-box. Konečným výsledkem této interakce je transkripční aktivace přilehlého genu, zahrnující interakci komplexů Myc-Max s řadou transkripčních koaktivátorů včetně histon acetyltransferázy (viz kap. 1A). Tato enzymatická aktivita vede v konečném důsledku ke změně konformace chromatinu v oblasti promotoru ve smyslu jejího rozvolnění, čímž se otevírá možnost pro snazší navázání dalších proteinů včetně dalších transkripčních aktivátorů a samotné RNA-polymerázy a tedy efektivnější iniciaci transkripce. Max je ovšem dosti promiskuitní partner; vedle heterodimerizace s Myc je přinejmenším in vitro schopen také homodimerizace (zůstává zatím nejasné, nakolik se homodimery Max-Max v buňce skutečně vyskytují) a zejména heterodimerizace s další velkou skupinou proteinů zahrnující Mad1, MaD3, Mad 4, Mxi1 a Mnt (zde označené souborně jako Mad-proteiny). Podstatné přitom je, že heterodimery Max-Mad mají stejnou DNA-vazebnou specifitu, ale úplně opačný účinek než komplexy Myc-May, t.zn. že rozeznávají E-boxy v promotorových oblastech genů, ale poté tyto geny aktivně reprimují, zčásti tím, že na promotor přivádějí histondeacetylázy, které deacetylací histonů změní konformaci chromatinu v oblasti promotoru do podoby kompaktní chromatinové struktury nepřístupné nezbytným transkripčním aktivátorům. Transkripční aktivace cílových genů onkoproteinů Myc tedy zahrnuje přepnutí z těchto represivních komplexů (Max-Mad) na komplexy aktivační (Myc-Max) (Obr. 5). Je celkem logické předpokládat, že čím vyšší hladina Myc onkoproteinů v buňce bude, tím relativně úspěšnější bude Myc v kompetici s Mad o společného heterodimerizačního partnera Max. Jádrem mutací Myc onkogenů, které nalézáme v nádorech, tedy bude změna exprese Myc onkogenu a onkoproteinu. Jedná se tedy o mutační mechanismus dosti odlišný od onkogenů Ras.


Nadměrná exprese Myc-onkoproteinů představuje zásadní tumorigenní krok pro celou řadu nádorů. Tím prvním z nich byl Burtittúv lymfom, agresivně rostoucí nádor B-lymfocytů. Již v r. 1982 byly u tohoto nádoru prokázány typické reciproké translokace, nejčastěji t(2;8)(q24;q32), poměrně vzácně potom translokace t(2;8)(q12;q24) a t(8;22)(q24;q11). Lokus q24 je všem třem společný - to je lokus onkogenu c-myc. Druhý z translokačních partnerů představuje vždy imunoglobulinový lokus, nejčastěji lokus těžkých řetězců imunoglobulinů (14q32), méně často 
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Obr. 5. Rodina onkoproteinů myc a mechanismus jimi zprostředkované transkripční regulace. TAD – transaktivační doména, b-HLH – motif basic helix-loop-helix, NLS – signál jaderné lokalizace

lehkých řetězců kappa (2q12) či lambda (22q11). Buď jak buď, onkogen c-myc se tak dostává do velmi intenzivně exprimovaného lokusu - neexistují geny, které by byly v B-lymfocytu aktivnější, než jsou geny pro jednotlivé řetězce imunoglobulinů. Důsledky takových translokací jsou na bíle dni - translokovaný c-myc se dostává pod regulační vliv enhancerů (tedy zesilujících transkripčně regulačních sekvencí) imunoglobulinových genů a v důsledku toho dochází v buňce k jeho obrovské nadprodukci.


U řady solidních nádorů dochází k nefyziologicky vysoké expresi Myc onkogenů jinými způsoby. Velice častá je genová amplifikace. Ta představuje důsledky určité speciální poruchy normální regulace replikace DNA, kdy určité sekvence jsou během jediné S-fáze duplikovány opakovaně. Následná somatická rekombinace pak vytváří sestavu tandemově řazených kopií téže genové sekvence, v počtu někdy i stovek až tisíců kopií. Tato celá sestava se může nacházet v původním místě lokusu amplifikovaného genu, nebo může být včleněna do jiného chromozomálního lokusu; velmi náchylná k takové inzerci amplifikovaných genových sestav jsou zejména tzv. fragilní chromozomální místa. Cytogeneticky jsou takové amplifikované genové sekvence prokazatelné např. pomocí fluorescenční in situ hybridizace jako tzv. homogenně se barvící oblasti (HSR - homogenously staining region). Jindy mohou amplifikované onkogeny existovat jako velké množství malých extrachromozomálních fragmentů, které se kontinuálně současně ztrácí a doplňují (tzv. double minute chromosomes). Jeden z takových extrachromozomálních genových fragmentů, detekovaný ve spontánně transformovaných myších fibroblastech, byl i podle toho označen - mouse double minute 2, ve zkratce MDM2, a již jsme měli tu čest se s ním setkat (viz výše).

Bez ohledu na konkrétní molekulární a cytogenetický mechanismus genové amplifikace platí, že genová exprese je zhruba proporcionální genové dávce. Při zmnožení genové dávky v řádu stovek nebo tisíců tedy dochází i k odpovídajícímu nárůstu exprese amplifikovaného genu. Onkogen L-myc byl takto objeven jako amplifikovaný onkogen v nádorech plic a onkogen N-myc podobně u neuroblastomu. K amplifikaci N-myc dochází asi v polovině případů tohoto pediatrického nádoru a představuje jeden z klíčových negativně prognostických markerů.


Konečně, nadměrná exprese Myc onkoproteinů může být také výsledkem pozměněné stability proteinu, která může být rovněž ovlivněna specifickou bodovou mutací. Myc představuje v buňce relativně velice labilní protein s průměrným poločasem rozpadu 25 minut, a jeho mRNA je ještě labilnější (10 minut). Tato labilita Myc-mRNA je způsobena specifickou destabilizační sekvencí v 3°-nepřekládané oblasti, na úrovni proteinu pak hrají klíčovou úlohu dvě specifické posttranslační modifikace - fosforylace threoninu 58 a fosforylace serinu 62, přičemž první z nich spouští ubikvitinaci a následnou degradaci proteinu, druhá z nich má naopak stabilizační efekt. Fosforylaci T58 provádí Glykogen syntáza kináza 3β (GSK3β), následnou ubikvitin ligázou je Fbw7. Bodová mutace v tomto threoninu, anebo ztráta exprese Fbw7 (častá např. u kolorektálního karcinomu) tedy stabilizuje Myc-onkoprotein a tedy zvyšuje jeho expresi. I zde lze tedy najít specifickou bodovou mutaci, mechanismus jejího účinku je ovšem zásadně odlišný než je tomu u onkoproteinů Ras.


Onkogenní transkripční faktory Myc mají ovšem tu zvláštnost, že kromě transkripční aktivace jsou v některých případech schopny i transkripční represe cílových genů. Mechanismy transkripční represe jsou na rozdíl od aktivace poměrně variabilní. Jedním scénářem je protein-proteinová interakce s jinými transkripčními faktory. Nejlépe popsaná je v tomto směru inhibiční interakce s faktorem MIZ-1. Heterodimer Myc-Max váže transkripční faktor MIZ-1, který je sám navázán na DNA v oblasti promotorů svých cílových genů, a přitom získá takovou specifickou konformaci, že je schopen na tyto promotory přivézt DNA-methyltransferázu 3a. Výsledkem této třístranné interakce MIZ-1 - Myc-Max - DNMT3a je metylace MIZ-1-regulovaných promotorů a následné epigenetické umlčení příslušných genů (viz kap. 1B). Známé jsou ovšem rovněž i případy přímé transkripční represe po vazbě na DNA; myc je schopen přímé vazby některých elementů bazálního promotoru (zejména tzv. Inr-element neboli iniciátor, který se zejména nalézá v promotorech bez TATA-boxu) a následné represe těchto genů.


K pochopení transformačního účinku Myc je samozřejmě třeba především definovat jeho cílové geny. Tím prvním nasnadě jsou geny aktivující buněčný cyklus a tedy proliferaci buněk. Patří sem geny pro cykliny D, CDK4 a transkripční faktory rodiny E2F (viz kap. 1G). Myc současně reprimuje geny pro inhibitory buněčného cyklu p15INK4b, p21CIP1 a p27KIP2. Současně byla popsána i vzájemná inhibiční interakce s proteinem retinoblastomové rodiny p107. Myc současně stimuluje i transkripci genů regulovaných RNA polymerázou I (tj. rRNA) a RNA polymerázou III ( tj. tRNA), takže se jedná o skutečně komplexní aktivaci buněčného růstu a proliferace na několika úrovních. Výsledkem této koordinované změny exprese genů je tedy razantní aktivace buněčného cyklu a nástup buněčného dělení. Expresní změny v buňkách s nadměrně exprimovaným Myc jsou ovšem podstatně širší a zahrnují i gen pro katalytickou podjednotku telomerázy hTERT a z ní plynoucí buněčnou imortalizaci ( viz kap 1H). Mezi reprimované geny patří gen pro inhibitor angiogeneze trombospondin-1 a dále HLA-geny, se zjevnými důsledky pro nádorovou neovaskularizaci a protinádorovou imunotní odpověď.


Ukázalo se ovšem, že část expresních změn způsobených nadměrně exprimovaným Myc padá na vrub nikoli přímé transkripční regulaci cílových promotorů, nýbrž spočívá v aktivaci nebo represi syntézy specifických microRNA ( viz kap. 1C). Připomeňme si, že miRNA jsou malé nekódující RNA, které mají sekvenční homologii se specifickými mRNA a po jejich navázání dochází buď k nukleázové degradaci příslušných mRNA molekul popř. k blokování jejich translace. Mezi Myc-regulovanými miRNA má zřejmě prominentní postavení miRNA cluster v oblasti 13q31 známý pod označením oncomir-1 či miR-17-92, kódujícíc nejméně šest procesovaných miRNA, které se vytvářejí z jediného polycistronického primárního transkriptu. Důležitým mRNA cílem těchto miRNA je mRNA pro jeden z klíčových tumorových supresorových genů PTEN (viz dále). Současně ovšem dochází i k cílení mRNA pro mitogenní transkripční faktory E2F, klíčové pro přechod buněčného cyklu z G1- do S-fáze, jejichž geny jsou ovšem přímo aktivovány Myc onkoproteiny. Jinými slovy, Myc na jedné straně přímo aktivuje E2F geny (přímou vazbou na jejich promotor) a současně jejich expresi inhibuje indukcí specifické miRNA. Poněkud paradoxní, ovšem právě takové obousměrné regulace představují ideální nástroj pro jemné sladění, jakési hodinářské vyvážení genové exprese, která je v případě tak významného regulátoru, jako je Myc, nezbytnou podmínkou jeho fyziologické funkce.


K onkoproteinům Myc patří ještě jeden paradox. Jedním ze stabilních prominentních výstupů aktivace Myc onkoproteinů je apoptóza. Myc indukuje řadu genů spouštějících programovanou buněčnou smrt., především p53, ale rovněž Bax, Fas a FasL. Současně jsou v indukci apoptózy velmi aktivní i transkripční faktory E2F, pravděpodobně prostřednictví tumorového supresoru p73. Jeden regulační protein tedy současně razantně a komplexně aktivuje buněčnou proliferaci i buněčnou smrt. Tato apoptotická součást Myc-indukované buněčné odpovědi může být považována za jakousi vestavěnou pojistku systému - samotná aktivace Myc je ve svém transformačním dopadu dosti bezzubá, právě z důvodu současné indukce apoptózy. Z hlediska tumorigeneze to má zjevné důsledky v tom, že k tomu, aby byl Myc skutečně efektivním onkogenem, je potřeba tuto pojistku vyřadit, tedy mutačně či jinak vyřadit geny, které se účastní Myc-indukované apoptózy. V tom případě působí nadměrná exprese Myc jako velice silný čistě proliferativní signál. Tento princip "vestavěné pojistky" se uplatňuje i u jiných onkogenů, včetně Ras, byť se nemusí jednat o apoptózu (viz kap. 1H).

BCR-ABL - onkogen a chronická myeloidní leukémie


Výše uvedené reciproké translokace t(8;14), t(2;8) a t(8;22), při nichž se myc-onkogen dostává pod regulační vliv lokusů imunoglobulinových genů, představuje první variantu tématu - translokace zásadně mění expresi, nikoli ovšem kódovaný obsah. Prototypem té druhé je reciproká transkokace t(9;22)(q34;q11) tvořící molekulární podstatu chronické myeloidní leukémie (CML) a části akutních lymfocytárních leukémií (ALL). K translokačním zlomům zde totiž dochází uvnitř zúčastněných genů - buněčného onkogenu c-Abl a genu označovaného jako BCR; v době, kdy začínala molekulární analýza této translokace, se jednalo o úplně nově identifikovaný gen, a tak byl prostě nazván jako "breakpoint cluster region", tedy volně přeloženo gen chromozomálního zlomu. Důsledkem je tedy vznik úplně nové kódující sekvence, tvořené částí jednoho a druhou částí druhého, úplně nepříbuzného genu, které jsou spojeny v důsledku translokace. Tento chimerický onkogen tedy kombinuje dva naprosto cizí genové úseky. Vzniká tedy kvalitativně nový protein, který má onkogenní potenciál.


Tento typ translokací, při nichž vznikají chimerické onkogeny, je poměrně obvyklý u řady leukémií a lymfomů, a její důsledky by tedy bylo možné ilustrovat na řadě jiných příkladů. Žádná učebnice molekulární onkologie ovšem nemůže vynechat BCR-ABL onkogen, a to z několika důvodů. Zejména se jedná o historicky první doložený příklad, kdy bylo nádorové onemocnění korelováno s přesně definovanou strukturální chromozomální aberací. Již v 60. letech byl identifikován příslušný translokační chromozom, pro který se vžilo označení "Philadelphia chromosome" čili filadelfský chromozom. Už z tohoto historického důvodu byla molekulární analýze důsledků této translokace věnována značná pozornost, takže lze na tomto příkladu demonstrovat řadu obecných principů fungování těchto chimerických onkogenů. Konečně, chronická myeloidní leukémie patří i do výkladní skříně úspěchů současné molekulární onkologie ve smyslu cílené protinádorové terapie. Cílené inhibitory BCR-ABL onkoproteinu - imanitib, dasatinib a nilotinib - naprosto změnily léčbu tohoto jinak celkem zákeřného onemocnění a staly se jakýmsi vzorem pro hledání látek podobného účinku také u ostatních nádorových onemocnění.


Cytogenetické detaily translokace 9;22 jsou poměrně komplikované, zejména co se týče BCR-genu. U c-Abl onkogenu dochází k translokačnímu zlomu vždy před druhým exonem, takže celá C-terminální část chimerického onkoproteinu je tvořena podstatnou částí c-Abl (Obr. 6). U BCR genu je situace o něco složitější, poněvadž translokační zlomy mohou nastávat ve třech různých oblastech. Nejčastěji leží translokační zlom mezi exony 12 až 14, v oblasti tzv. major-BCR (M-BCR). Chimerický onkogen pak kóduje onkoprotein označovaný podle své molekulové hmotnosti jako p210BCR-ABL. Méně často dochází k translokačnímu zlomu mezi prvním a druhým exonem BCR genu (minor-BCR - mBCR); výsledný onkoprotein se označuje jako p190BCR-ABL a je celkem častý u ALL. Vzácně dochází k translokaci mezi 19. a 20. exonem genu (mikro BCR - μ-BCR), vedoucí k onkoproteinu p230BCR-ABL. Buď jak buď, BCR gen vždy kóduje N-terminální část chimerického onkoproteinu a rovněž poskytuje BCR-ABL onkogenu svůj promotor.


Čím příspívají jednotliví translokační partneři a jaká je normální funkce zúčastněných genů? C-Abl je buněčným protějškem virového onkogenu Abelsonova myšího leukemického viru, na rozdíl od ostatních buněčných protoonkogenů není ovšem tato latentně onkogenní funkce c-Abl nijak výrazná a v určitých ohledech se chová spíše jako tumorový supresorový gen. C-Abl je 
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Obr. 6. Filadefský chromozom a fúzní proteiny, které kóduje v leukemických buňkách
tyrozinová kináza, která se účastní některých procesů signální transdukce, přičemž může být lokalizována jak v cytoplazmě, tak i v buněčném jádře, jaderná lokalizace ovšem převažuje. C-Abl hraje např. důležitou úlohu v procesu reparace DNA v odpověď na mutagenní atak (tzv. DNA damage response pathway) - c-Abl je přímo fosforylována kinázou ATM a následně působí jako koaktivátor tumorového supresorového proteinu p53, tedy přímo interaguje s p53 a zvyšuje amplitudu transkripční aktivace cílových genů, např. genu pro inhibitor cyklin-dependentních kináz p21CIP1. Tato aktivita u BCR-ABL onkoproteinu odpadá - zatímci c-Abl je přavážně jaderný, BCR-ABL je převážně lokalizován v cytoplazmě. Druhou zásadní změnou je regulace aktivity - zatímco aktivita c-Abl je přísně regulována v odpověď na signály registrované buňkou, popř. další faktory (např. poškození DNA), kinázová aktivita BCR-ABL je konstitutivní. Důležitým faktorem této konstitutivní kinázové aktivity chimerického onkoproteinu BCR-ABL je pravděpodobně jeho oligomerizace - zatímco c-Abl je monomerní, BCR-ABL je tetramer. Tuto oligomerizační funkci obstarává BCR-část, a to prostřednictvím domény označované jako coiled-coil.


Co je cílovou molekulou této konstitutivně aktivní tyrozinové kinázy? Kriticky významným cílem je samotná BCR-část, konkrétně tyrozin 177. Tento jediný fosforylovaný tyrozin slouží k aktivaci dvou klíčových signálních drah. Fosforylovaný tyrozin 177 je rozeznán SH2-doménou adaptorového proteinu GRB2, který následně interaguje s proteinem SOS. SOS není nic jiného než GDP-GTP exchange factor pro nám známý onkoprotein Ras. Následně tedy dochází k aktivaci celé mitogen-aktivované proteinkinázové kaskády (viz str...). Současně ovšem GRB2, prostřednictvím dalšího adaptorového proteinu GAB2, aktivuje jinou stěžejní onkogenní signální dráhu, a to dráhu fosfatidylinosito 3'-kinázy (PI3'K).
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Obr.7. Signální dráha PI3’K – AKT (popis viz text)


Jedná se o signální dráhu zásadního významu prakticky ve všech nádorech, a proto se u ní zastavme trochu blížeji (Obr. 7). PI3'K je rodinou lipidových kináz, které po své aktivaci fosforylují 3'-zbytek 4,5-fosfatidylinositolbifosfátu na vnitřní straně cytoplazmatické membrány, čímž vzniká fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfát. Strukturně představují PI3'-kinázy heterodimery tvořené regulační podjednotkou p85 a katalytickou podjednotkou p110; p85 má ve výsledném dimeru inhibiční funkci. Zároveň p85 nese SH2-doménu, takže je schopna rozeznat a vázat fosforylovaný tyrozin v určitém specifickém kontextu aminokyselin; v případě BCR-ABL onkoproteinu je ten "správný" tyrozin dodán právě adaptorovým proteinem GAB2, interagujícím s GRB2, který je sám přiveden na BCR-ABL interakcí své SH2-domény s fosforylovaným tyrozinem Y177, přičemž GAB2 je v zápětí rovněž fosforylován BCR-ABL kinázou. Důsledkem interakce p85 s fosforylovaným GAB2 je konformační změna p85, která poté přestává být schopna inhibice katylatické podjednotky a tím je spuštěna fosforylace 3'-zbytků fosfatidylinositolů cytoplazmatické membrány. Existují proteiny, které mají specifickou vazebnou doménu pro 3,4,5-fosfatidylinositoltrifosfáty (tzv. PH-doména). Patří se např. serin-threoninové kinázy rodiny Akt. Ty jsou po vazbě na  3,4,5-fosfatidylinositoltrifosfáty sami aktivovány postupnou fosforylací proteinkinázami PDK1 a PDK2. Aktivované Akt následně fosforylují (a takto regulují, v obou směrech, tj. aktivují nebo inhibují) řadu proteinů se zásadním významem pro transformaci buňky. Patří se např. náš známý MDM2, který je tím stabilizován a následně degraduje p53, dále inhibitory cyklin-dependentních kináz p21CIP a p27KIP, které jsou tím směřovány k ubikvitinaci a následné degradaci, a zejména řada proteinů účastnících se regulace i samotné exekuce apoptózy. Akt fosforyluje a inaktivuje transkripční faktory FOXO, které aktivují geny pro apoptotické proteiny Bad a FasL. Podobně, Akt fosforyluje a inaktivuje kaspázu-9 a proapototický protein Bax. Na druhé straně Akt fosforyluje a stabilizuje X-vázaný inhibitor apoptózy (XIAP). Dalším zásadně důležitým cílem, který Akt fosforyluje a inhibuje, je komplex proteinů TSC1/TSC2 (tumorové supresorové geny mutované v případě hereditární nádorové predispozice u onemocnění tuberózní skleróza). Tento komplex působí přitom jako GAP (GTPáza aktivující protein, tedy po funční stránce inhibitor) pro malý G-protein Rheb, zcela analogicky výše popsané situaci u onkoproteinů Ras. Rheb, je-li sám aktivní (tj. asociovaný s GTP) aktivuje jinou serin-threoninovou kinázu mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR, v komplexu s dalšími proteiny (Raptor, mLST8, PRAS40 - tzv. mTOR komplex 1) fosforyluje a aktivuje dva další proteiny, klíčové v aktivaci proteosyntézy a tedy buněčného růstu. Protein 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E - binding protein 1) inhibuje eukaryotický translační iniciační faktor 4E; mTOR-zprostředkovaná fosforylace tuto inhibici ruší. S6-kináza je poslední v uvedené kinázové kaskádě a fosforyluje a aktivuje řadu proteinů zúčastněných v procesu translace, jako je samotný S6 ribozomální protein, translační iniciační faktor 4B, translační elongační faktor 2K aj. Celková bilance aktivace Akt kináz je tedy výrazně antiapoptotická, a současně i proliferační (inhibice p21CIP1 a p27KIP2) a antidiferenciační (FOXO transkripční faktory jsou rovněž významné pro buněčnou diferenciaci). Jako taková musí být tedy tato signální dráha v buňce velmi precizně kontrolována. Děje se tak na řadě úrovní včetně několika velmi důmyslných zpětných vazeb, které jsou integrální součástí PI3'K - Akt signální dráhy. Zřejmě nejdůležitějším negativním regulátorem je tumorový supresorový protein PTEN (jeho mutace predisponují k hereditárnímu syndromu nádorové predispozice - Cowdenově syndromu, somatické inaktivující mutace jsou potom velice časté prakticky u všech nádorů). Zásadní funkcí PTEN je jeho aktivita lipidové fosfatázy, v důsledku které jsou fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfáty defosforylovány zpět na fosfatidilinositol 4,5-bifosfát, čímž se zastavuje samotná počáteční aktivace Akt kináz.


Vraťme se zpět k chronické myeloidní leukémii. Z uvedeného popisu je patrné, že na podkladě fosforylace Tyr 177 BCR-části BCR-ABL onkoproteinu dochází k současné aktivaci obou klíčových onkogenní signálních kaskád (MAPK a  PI3'K - Akt). Dochází tak současně k aktivaci proliferace a inbibici apoptózy leukemické buňky. Zmiňme ještě dvě další signální události, které jsou pro tuto leukemickou transformaci rovněž kritické. Tou první je signální dráha JAK-STAT (viz kap. 1F), v tomto případě konkrétně JAK2 - STAT5. STAT5 je jaderný transkripční faktor aktivující proliferačně (cyklin D1 a D2) a antiapoptoticky (Bcl-XL) významné geny. V případě CML je zajímavé, že k aktivaci STAT5 dochází paralelně nejméně dvěma různými způsoby. Na jedné straně získávají transformované leukemické buňky schopnost sekrece cytokinů fyziologicky aktivujících JAK2 - STAT5 signální dráhu (např. IL-3 a GM-CSF), jedná se tedy o autokrinní růstovou kontrolu. Současně ovšem samotná onkogenní kináza BCR-ABL přímo fosforyluje a tím aktivuje JAK2 a následně STAT5.


Druhým momentem je aktivace našeho starého známého c-myc. Jedním z cílů Akt kináz je totiž také GSK-3β (glykogen syntáza kináza - 3β), přičemž tato fosforylace ji inhibuje. Ztráta funkční GSK-3β aktivuje c-myc dvojím způsobem. GSK-3β je kinázou fosforylující T58 c-myc molekuly, a jak už bylo zmíněno předešle; tato fosforylace cílí c-myc onkoprotein k degradaci. Podobnou funkci hraje GSK-3β také u onkoproteinu β-kateninu. Ten je u klidových buněk lokalizován v cytoplazmě v multimolekulárním komplexu s proteiny APC (tumorový supresorový protein, jehož mutace podmiňují hereditární nádorový sandrom karcinomu tlustého střeva - familiární adenomatózní polypózu a somatické mutace jsou klíčové zejména u kolorektálního karcinomu), GSK-3β a Axin, následně fosforylován GSK-3β a odeslán k degradaci. Při mutačním vyřazení APC genu, inhibici GSK-3β, anebo v odpověď na hormonální signál (peptidové hormonálně aktivní látky rodiny Wnt) dochází k rozpadu uvedeného komplexu, volný β-katenin se dostává do buněčného jádra, kde působí jako transkripční koaktivátor (Obr. 8). A gen, který je takto transkripčně aktivován (mezi jinými)? Inu - c-myc.
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Obr.8. Signální dráha Wnt-β-catenin. 

Všechny výše uvedené signální události, odstartované konstitutivně aktivní cytoplazmaticky lokalizovanou BCR-ABL kinázou, konvergují tedy v akceleraci buněčné proliferace a inhibici apoptózy (zejména v souvislosti s aktivací c-myc velmi důležitý aspekt  - viz předešlý úsek). To samo o sobě ještě ovšem zcela nevystihuje leukemický fenotyp CML. Jestě dva další aspekty jsou velmi důležité - inhibice diferenciace a inhibice buněčné adheze. Tyto dva aspekty nabývají na významu zejména v průběhu progrese onemocnění, kdy dochází k postupnému vyplavování stále nezralejších leukemických blastů do periferní krve a onemocnění postupně stále více začíná nabývat charakteru akutní leukémie; na úrovni exprese BCR-ABL onkoproteinu přitom současně dochází k markantnímu nárůstu, někdy rovněž způsobenému druhou translokací 9;22, tj. zdvojením dávky BCR-ABL onkogenu. Pro diferenciaci myeloidních prekursorů je zásadní transkripční faktor C/EBPα. BCR-ABL onkoprotein vede k represi jeho exprese, a to opět paralelně dvojím způsobem. Mezi geny aktivovanými na konci signálních drah spuštěných BCR-ABL kinázou je rovněž gen pro heterogenní jaderný ribonukleoprotein hRNPE2, který váže C/EBPα - mRNA a blokuje její translaci. C/EBPα gen současně patří mezi nejlépe charakterizované příklady transkripční represe Myc - onkoproteiny. Konečně, na úrovni buněčné adheze interaguje BCR-ABL onkoprotein  současně s řadou proteinů tvořících adhezní komplexy β-integrinů, jako je FAK (focal adhesion kinase), Pyk-2, vinculin, tallin a paxilin. Tím dochází k jejich sekvestraci, takže přestávají být dostupné pro zprostředkování vlastní buněčné adheze.

Jak je vidět, jediný aktivovaný onkogen toho dokáže skutečně dost.

Jeden onkogen, řada mutací, řada fenotypů - RET


Ras, Myc a BCR-ABL představují příklady onkogenů, u nichž je vždy v zásadě jediný mutační mechanismus odpovědný za aktivaci onkogenu prakticky ve všech výsledných nádorech. U onkogenů Ras se jedná o přesné bodové missense-mutace, jejichž výsledkem je trvalá aktivita onkoproteinu. U onkogenů Myc jsme sice byli svědky řady konkrétních mutačních změn, ale jak chromozomové translokace, tak amplifikace či bodové mutace vedly k jednomu jedinému cíli - zvýšené expresi Myc onkoproteinu. U BCR-ABL došlo ke spojení kódujících sekvencí dvou nepříbuzných a nehomologních genů, které se však tak "ideálně" doplnily, že výsledkem byla trvalá aktivace řady onkogenních signálních drah. Onkogen RET je vyjímečný z toho pohledu, že umí všechno toto a ještě něco navíc.


RET představuje receptorovou tyrozinovou kinázu s typickou doménovou strukturou - extracelulární doména zprostředkuje dimerizaci po vazbě ligandu a je spojená transmembránovou doménou s intracelulární cytoplazmatickou doménou s tyrozin kinázovou aktivitou. Fyziologickými místy exprese RET jsou zejména urogenitální progenitorové buňky a buňky odvozené z neurální lišty, přičemž aktivita RET je zejména nutná pro vývoj střevní inervace, morfogenezi ledvin a diferenciaci spermatogonií. Jedná se o poněkud netypický receptor, poněvadž sám o sobě neváže žádný ligand a ke své aktivaci potřebuje koreceptor - GNDFRα (glial cell line derived neurotrophic factor receptor α). Fyziologickými ligandy jsou potom hormony GNDF rodiny (vlastní GNDF, neurturin, persephin a artemin). Po vazbě ligandu na koreceptor se však již RET chová naprosto tradičně (viz kap. 1F), tj. následuje dimerizace receptoru, která je předpokladem jeho vzájemné autofosforylace, čímž dochází jednak v významné další aktivaci jeho tyrozin kinázové aktivity, jednak fosforylované tyroziny cytoplazmatické domény slouží jako vazebné motivy adaptorových proteinů, které následně aktivují intracelulární signální kaskády. Ty zahrnují všechny klasické signální dráhy, se kterými jsme se již měli tu čest setkat - Ras a MAPK, PI3K - Akt, STAT a některé další (Obr. 10). To celé vede k modulaci klíčových buněčných pochodů, zejména ve vztahu k proliferaci, diferenciaci a apoptóze.


Onkogenní aktivace RET onkogenu byla popsána u celé řady nádorů (karcinomy prsu a pankreatu, neuroblastom, mesotheliom), nejzajímavější výsledky ovšem přinesla analýza mutačních změn RET onkogenu v karcinomech štítné žlázy. To nejzajímavější je zde zejména pozoruhodná variabilita konkrétních mutačních změn, ke kterým navíc v tomto případě dochází jak na úrovni somatické, tak na úrovni germinální.


První okruh mutací představují papilární nádory štítné žlázy, které vycházejí z folikulárních buněk. Jedná se o nádory vyznačující se ve své etiologii vyhraněnou citlivostí vůči radiačnímu poškození po uvolnění radioaktivních izotopů jódu do prostředí. Výsledkem jsou specifické chromozomální přestavby (nejčastěji translokace, méně často inverze), které vedou k vytváření fúzních proteinů mezi onkoproteinem RET a nějakým jiným proteinem exprimovaným ve folikulárních buňkách štítné žlázy, tedy něco na způsob BCR-ABL. Ze samotného RET v těchto chimérických onkogenech vždy zbývá tyrozinkinázová doména, tvořící C-terminální část výsledného onkoproteinu. Translokační partner dodává vzniklému chimérickému onkogenu svůj promotor, je tedy odpovědný za jeho expresi ve folikulárních buňkách, a dále musí výslednému onkoprotenu přispět dimerizační doménou. Výsledkem těchto translokací je tedy konstitutivně aktivní (v důsledku dimerizace) cytoplazmatická tyrozinová kináza, permanentně aktivující tytéž signální dráhy jako receptorová molekula RET po hormonální aktivaci (Obr. 9). K uvedeným chromozomálním aberacím dochází samozřejmě výhradně somaticky, přičemž dosud bylo identifikováno nejméně 13 genů (Tab.III) podílejících se na této tvorbě fúzních onkoproteinů jakožto translokační partner RET. Vedle této obecné funkce exprese a dimerizace, která musí být vlastní všem z nich, mohou tito fúzní partneři rovněž sami o sobě nést určitou signální funkci. Tento aspekt je specifický pro každý jednotlivý z nich a může modulovat průběh a agresivitu onemocnění. Např. inverze chromozomu 10 vedoucí k fůzi RET/PTC3, která byla velmi četná po Černobylské jaderné katastrofě, bývá asociována s obzvláště agresivním nádorovým fenotypem.


S druhou skupinou onkogenní aktivace RET onkogenu se setkáváme u medulárních karcinomů štítné žlázy, které vycházejí z kalcitonin-produkujících C-buněk. Zajímavostí je tady také to, že mutační aktivace RET-onkogenu může být zděděna v germinální linii. Tyto autozomálně dominantně dědičné syndromy nádorové predispozice mohou zasahovat i jiné endokrinní orgány a v souladu s tím se označují souborně jako MEN (multiple endocrine neoplasia), v tomto případě typu 2. Rozlišujeme tři subtypy - MEN2A (medulární karcinom štítné žlázy + pheochromocytom + hyperplazie nebo adenom příštitných tělísek, a to buď u jediného pacienta nebo v různých kombinacích v rámci jediné rodiny), MEN2B (medulární karcinom štítné žlázy + pheochromocytom) a FMTC (familiar medullary thyroid carcinoma - nádory mimo štítnou žlázu se nevyskytují). Zároveň samozřejmě známe sporadické případy podmíněné somatickou mutagenezí RET onkogenu.


Tyto jednotlivé klinicko-epidemiologické subkategorie medulárního karcinomu štítné žlázy se rovněž výrazně liší na molekulární úrovni, tj. každá z nich se vyznačuje typickým mutačním mechanismem aktivace RET onkogenu. Podkladem MEN2A jsou mutace v extracelulární doméně 
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Obr.9. Různé mechanismy aktivace onkoproteinů RET.

RET onkoproteinu. Tato doména zahrnuje několik konzervovaných cysteinů, které se normálně podílejí na udržování správné prostorové konformace proteinu prostřednictví intramolekulárních S-S- můstků. Missense-mutace nahrazující některý z těchto cysteinů jinou aminokyselinou tuto strukturu narušují, ale to zřejmě není podstatou jejich onkogenního účinku. Mnohem významnější se zdá skutečnost, že jejich důsledkem je určitý "bezprizorní" cystein, tj. takový, který v důsledku mutace ztratil svého partnera pro vytvoření disulfidického můstku v rámci jedné molekuly RET. Místo toho tento "volný" cystein atakuje druhou molekulu RET, což vede k vytvoření intermolekulárního disulfidického můstku. Dochází tak k permanentní kovalentní dimerizaci RET, tedy v principu k podobnému efektu jako u chimérických onkoproteinů papilárního karcinomu. Výsledkem je konstitutivní, na ligandu nezávislá aktivita a následná nádorová transformace buňky (Obr. 9).


Trochu jiný scénář se naplňuje u MEN2B. Cílem mutací je zde intracelulární tyrozin-kinázová doména, přičemž zhruba 95% pacientů nese jedinou missence- mutaci - M918T. Jak je již uvedeno výše, u intaktního RET receptoru dochází k plné aktivaci tyrozinové kinázy po ligandem indukované dimerizaci a následné vzájemné autofosforylaci. Tyto striktní požadavky u MEN2B - mutantních forem odpadají - RET varianta M918T je konstitutivně aktivní, na ligandu nezávislá monomerní tyrozin kináza s transformační aktivitou.


Oba výše uvedené typy mutací (substituce extracelulárních cysteinů a bodové aktivační mutace tyrozin kinázové domény) se v různých populacích v různých poměrech vyskytují u FMTC a sporadických medulárních karcinomů.


Onkogenní aktivace onkogenů v germinální linii je věc poměrně výjimečná a dosud ne zcela pochopená. U syndromů dědičné nádorové predispozice podmíněných ztrátovou mutací v některém z tumorových supresorových genů není zase tolik obtížné pochopit mechanismus karcinogeneze - jedinec se rodí zdráv, poněvadž jediná funkční alela zajišťuje příslušnou tumorovou supresorovou funkci, dokud není somaticky vyřazena jakožto tzv. second hit (viz str...). Ovšem aktivovaný onkogen působí vždy a v každé buňce dominatně, takže jeho germinální aktivace by měla mít okamžité důsledky. Jak je tedy možné, že u MEN2 rodin je tumorigeneze rovněž odložena až do časné dospělosti, podobně jako u většiny dědičných nádorových syndromů založených na ztrátové mutaci tumorového supresorové genu, takže vůbec mohou vzniknout postižené rodokmeny? To dosud není moc jasné. U určité části pacientů v MEN2 rodinách se nádorové onemocnění objevuje ve velmi časném věku a u těchto dětských případů lze předpokládat, že karcinogeneze byla skutečně již iniciována během intrauterinního vývoje, tj. okamžitě po aktivační mutaci, a onen relativně krátký interval do klinické diagnózy připadá na vrub progresi onemocnění až do stádia klinické manifestace. Je-li tento scénář ovšem možné použít i pro nádory diagnostikované v druhé či třetí dekádě života, to zatím zdaleka jasné není.


RET jakožto konstitutivně aktivovaná tyrozinová kináza je významný ještě z toho hlediska, že stejně jako pro jiné onkogenní tyrozinové kinázy i zde dosáhl výzkum a vývoj cílených inhibitorů značného pokroku. Zacílení protinádorové léčby na onkoprotein specificky aktivovaný v určitém typu nádoru (tzv. cílená biologická terapie) je mnohem elegantnější terapeutická strategie než konvenční cytotoxická léčba toxická pro všechny dělící se buňky. V případě RET dosud sice nemáme k dispozici tak specifické inhibitory, jako je tomu v případě imatinibu, dasatinobu či nilotinibu pro ABL a BCR-ABL, takže v současnosti dostupné inhibitory RET představují multikinázové inhibitory cílících na více onkogenních kináz. Např. vandetanib, který byl pro cílenou léčbu medulárních tyroidních karcinomů schválen americkými i evropskými regulačními úřady, současně inhibuje i receptor epidermálního růstového faktoru (EGFR) a receptory vaskulárního endotelového růstového faktoru (VEGFR). Jeho terapeutický účinek proto pravděpodobně pramení ze současné přímé inhibice proliferace nádorových buněk (inhibicí RET) tak i současně z nepřímé inhibice nádorového růstu, např. blokováním nádorové angiogeneze (inhibicí VEGFR).


Pro úplnost dlužno ještě podotknout, že RET onkogen podléhá rovněž mutagenezi typu loss-of-function, jejímž výsledkem jsou nulové nefunční alely. Tyto mutace jsou součástí genotypu polygenního onemocnění známého jako Hirschprungova choroba, manifestujícího se absencí parasympatiku dolního gastrointestinálního traktu. Na jeden gen je toho opět docela dost, že?

Onkogeny bez přímého proliferačního efektu


Ras, Myc, BCR-ABL i RET, přestože se výrazně liší ve svých aktivačních mechanismech, mají jedno společné - výsledkem onkogenní aktivace je vždy (vedle řady dalších dopadů) dysregulace buněčného cyklu a přímá aktivace buněčné proliferace, která je na počátku sledu dalších genetických a epigenetických změn ústících ve výsledný klinický nádor. Homeostáza normálního dospělého mnohobuněčného organismu představuje vždy rovnováhu mezi kvantitativním přírůstkem buněk proliferací a jejich úbytkem, obvykle zprostředkovaným apoptózou (viz kap. 1G - 1I). Platí-li tato jednoduchá, skoro až účetně bilanční rovnováha, mohl by být nádor, tj. novotvar tvořený nefyziologickou akumulací buněk, iniciován nejen tímto přírůstkem na straně aktiv (tj. zvýšenou proliferací buněk), ale stejně dobře i úbytkem na straně pasiv (tj. sníženou úrovní apoptózy). Tento předpoklad byl skutečně experimentálně i klinicky potvrzen, a to identifikací onkogenů působících jako inhibitory apoptózy. Aktivace těchto onkogenů probíhá většinou na úrovni jejich exprese, tj. mechanismy analogickými aktivaci onkogenů Myc rodiny. Prvním z nich byl Bcl-2, inhibitor apoptózy na působící v rámci komplexní regulace propustnosti vnější mitochondriální membrány. Tzv. vnitřní dráha iniciace apoptózy je aktivována zejména proteiny Bax a Bak, které se vnořují do vnější membrány mitochondrií a současně oligomerizují za vzniku pórů, kterými se do cytoplazmy uvolňují mitochondriální iniciátory apoptózy, zejména cytochrom C. (Vlastní mechanismus regulace apoptózy prostřednictvím této permeabilizace vnější mitochondriální membrány je ve skutečnosti o mnoho komplexnější, poněvadž s cytochromem C dochází i k uvolnění inhibitorů apoptózy, např. XIAP, a inhibitorů těchto inhibitorů, např. Smac/DIABLO - viz kap. 1I.) Cytochrom C následně aktivuje cytoplazmatický komplex Apaf, což vede k autoaktivaci iniciační kaspázy 9, čímž je spuštěna kaspázová kaskáda a uspořádaná a řízená sebedestrukce buňky. Bcl-2 může být rovněž inkorporován do oligomerů proapoptotických regulátorů Bax a Bak a tímto způsobem interferuje s jejich funkcí pórů vnější mitochondriální membrány. Tento efekt je tím vyšší, čím vyšší je exprese Bcl-2. Bcl-2 (a funkčně a strukturně analogické proteiny Bcl-XL, Mcl-1 aj.) tedy působí jako aktivní inhibitory apoptózy. Také v tomto případě disponuje buňka inhibitory těchto inhibitorů (proteiny Bad, PUMA, Noxa aj.), které interagují s proteiny Bcl-2, Bcl-XL a Mcl-1 a zamezují tak jejich interferenci s komplexy Bax a Bak.


Prvním nádorem, u kterého byl Bcl-2 identifikován jako onkogen, byl folikulární B-buněčný lymfom. Mechanismus aktivace je totožný s aktivací onkogenu c-myc v případě Burkittova lymfomu, tj. translokace do lokusu genů pro těžké řetězce imunoglobulinů; v případě folikulárního lymfomu se jedná o t(14;18)(q32;q21). Kromě tohoto společného aktivačního mechanismu spojuje onkogeny Bcl-2 a c-myc ještě jedno neblahé pojítko. Jedná se totiž o ideální onkogenní "kumpány", tedy učebnicový příklad synergismu onkogenů. Přestože jak folikulární lymfom, tak Burkittův lymfom představují závažné diagnózy, agresivita těchto nádorů, přinejmenším v raných stádiích, je omezená. U Burkittova lymfomu zaznamenáváme vysokou úroveň proliferace, nicméně ta je z části kompenzována vysokou úrovní apoptózy, jelikož, jak již bylo uvedeno v úseku věnovanému onkogenům Myc, mezi přímé efekty jejich aktivace patří rovněž iniciace apoptózy. U folikulárního lymfomu je úroveň apoptózy minimální, ovšem buněčná proliferace je rovněž nízká a v podstatě odrážející svou fyziologickou úroveň. Existují ovšem (naštěstí velmi vzácné) lymfomy, které vykazují obě dvě translokace současně (např. t(14;18) v kombinaci s t(8;14) či t(2;8) (tzv. double-hit-lymphoma). Výsledkem této nešťastné kombinace je vysoká koexprese c-myc a Bcl-2 onkoproteinů a velmi agresivní nádorový růst. Nadměrně exprimovaný c-myc aktivuje vysokou úroveň proliferace, a současně nadměrně exprimovaný Bcl-2 podstatně redukuje úroveň apoptózy. Obě onkogenní funkce se tedy z pohledu nádorové buňky ideálně doplňují.


I na úrovni vnější apoptotické dráhy najdeme aktivované (nadměrně exprimované) onkogeny. Vnější dráha aktivace apoptózy vychází ze signálů obdržených buňkou. Prototypem takového signálu je FasL, ligand vážící ubikvitárně exprimovaný receptor Fas. Aktivní formou ligandu je trimer a k podobné trimerické agregaci dochází i u receptorové molekuly Fas. Ten asociuje, prostřednictvím adaptorové molekuly FADD s neaktivní formou iniciační kaspázy 8, která se v důsledku této lokálně zvýšené koncentrace autoaktivuje a následně může aktivovat exekuční kaspázy. Tento sled dějů tvoří jeden z mechanismů, kterým imunitní buňky, zejména tzv. cytotoxické T-lymfocyty, vykonávají imunitní dozor vůči virově infikovaným, a s největší pravděpodobností rovněž nádorově transformovaným buňkám. V případě aktigenní aktivace tyto cytotoxické T-buňky prostřednictvím exprimovaného FasL indukují apoptózu takto změněných cílových buněk. CTL ovšem současně exprimují rovněž Fas a mohou tedy iniciovat apoptotickou kaskádu i u sama sebe. Soudí se, že tato autoapoptotická odpověď představuje důležitý obecný mechanismus negativní regulace imunitní odpovědi a mutace genů pro Fas nebo FasL mohou být podkladem některých závažných autoimunních onemocnění. Některé somatické buňky (např. oční rohovka) konstitutivně exprimují FasL. Tyto tkáně tvoří tzv. imunně privilegovaná místa a mohou být transplantována bez ohledu na alelickou shodu v HLA antigenech. Tkáňově nekompatibilní transplantát nemůže být totiž napaden cytotoxickými T-lymfocyty a následně odhojen, poněvadž konstitutivní exprese FasL indukuje apoptózu CTL buněk. A tutéž schopnost si osvojily některé agresivně rostoucí nádory, u nichž byla publikována konstitutivní vysoká exprese FasL; jedná se např.o některé kolorektální karcinomy a karcinomy jícnu. Tato strategie vyřezení protinádorové imunity bývá označena jako counter-attack, poněvadž se nejedná jen o způsob ukrytí se před dotírajícími imunitními efektory, nýbrž přímo o cílený protiútok, který je eliminuje.


Aktivace a nadměrná exprese genu pro FasL představuje jedno důležité paradigma - v tomto případě nemá aktivovaný onkogen žádný přímý efekt pro nádorovou buňku a celý mechanismus účinku této onkogenní aktivace spočívá v eliminaci nějakého nádorového supresorového mechanismu. V případě nadměrně exprimovaného FasL představuje tento supresorový mechanismus imunitní odpověď organismu proti rostoucímu nádoru. Známe samozřejmě i supresorové mechanismy, které působí buněčně-autonomním způsobem, tj. přímo v příslušné iniciované nebo nádorově změněné buňce, a to jsou samozřejmě nádorové supresorové geny. Rovněž inhibitory těchto genů mohou vystupovat jako onkogeny a my už z předchozího textu jeden takový inhibitor známe. Jedná se o MDM2 (viz str...), gen přímo aktivovaný p53 a kódující protein působící jako p53 - specifická ubikvitin ligáza, což představuje velmi jednoduchý a současně navýsost efektivní negativní zpětněvazební mechanismus regulace aktivity p53.V průměru asi u 8% všech nádorů je MDM2 gen amplifikován, u některých typů nádorů, např. osteosarkomu, dosahuje ovšem tento podíl až 30%; tyto nádory typicky nenesou žádné mutace v p53 genu. Amplifikace MDM2 má totiž na buňku identický dopad jako mutace v p53 genu - v obou případech je p53 funkce vyřazena, a buňka není schopna správné regulace buněčného cyklu, senescence ani apoptózy, zejména ve stresových situacích. Nádory s amplifikovaným MDM2 by ovšem již v blízké budoucnosti mohly představovat prognosticky poměrně příznivou diagnózu, poněvadž se podařilo identifikovat několik slibných farmakologických inhibitorů této protein-proteinové interakce mezi p53 a MDM2, z nichž některé jsou již ve fázi klinického testování. Výsledkem opakovaně experimentálně potvrzeným při aplikaci těchto inhibitorů je uvolnění funkčního p53 a následně nejčastěji iniciace apoptózy nádorové buňky.


MDM2 onkogen má vedle této somatické aktivace amplifikací v genetice nádorů ještě jeden významný aspekt, a tím je jeho úloha genového modifikátoru vrozené nádorové predispozice. Nejedná se tedy přímo o predisponující lokus jako jsou tumorové supresorové geny či onkogen RET, ale o gen, jehož alelické varianty mohou modifikovat expresivitu mutací v tumorových supresorových genech, především samozřejmě p53. Jak je patrné z předchozího textu, germinální mutace v tumorových supresorových genech zakládají stav nádorové predispozice projevující se podstatně sníženým průměrným věkem nástupu nádorového onemocnění ve srovnání s obecnou populací. U tohoto sníženého věku nástupu onemocnění se ovšem jedná o statistický, průměrný ukazatel; na úrovni populace se u jednotlivých konkrétních pacientů setkáváme s velkým rozptylem hodnot, který může činit u některých nádorů až několik dekád (v genetice bychom tuto variabilitu označili jako variabilní expresivitu) a navíc se tento efekt relativně nízkého věku nástupu nádorového onemocnění nemusí nezbytně dostavit u všech jedinců nesoucích příslušnou germinální mutaci v tumorovém supresorovém genu (pak hovoříme o tzv. neúplné penetranci). U obou těchto odchylek se zřejmě uplatňuje jak vliv vnějšího prostředí (expozice mutagenům či nádorovým promotorům atp.) tak i vlivy genetické, které se obvykle shrnují do velmi obecného pojmu genetického pozadí a které právě zahrnují efekty těchto tzv. modifikačních genů.


U MDM2 genu byl identifikován genový polymorfismus v oblasti jednoho z alternativních promotorů lokalizovaného v prvním intronu genu (kódující sekvence začíná u lidského MDM2 genu až ve třetím exonu), jehož výsledkem je vytvoření vazebného místa pro dosti obvyklý transkripční aktivátor Sp1. Tato alela (SNP309G) je exprimována na signifikantně vyšší úrovni než druhá, převažující alela (SNP309T). U buněk homozygotních pro G-alelu se po genotoxickém stresu zvýšila hladina p53 proteinu 2-3 krát, zatímco u buněk homozygotních pro slaběji exprimovanou T-alelu MDM2 genu došlo ke zvýšení 5 - 14 krát. U pacientů s Li-Fraumeniho syndromem (germinální nulová mutace v p53 genu) byl medián věku nástupu onemocnění statisticky pro všechny typy nádorů 27 let u MDM2 T/T - genotypů a 18 let u MDM2 G/G - genotypů. Zaměříme-li se pouze na skupinu sarkomů, pak byl tento rozdíl ještě markantnější (T/T - 14 let, G/G - 2 roky), signifikatní rozdíly byly nalezeny i u karcinomů prsu (T/T - 39 let, G/G - 29 let). Nízce exprimovaný MDM2 gen tedy poskytuje nositelům ztrátové mutace v p53 genu v průměru nějakých 10 - 12 let života bez nádoru navíc - jasný příklad genové modifikace expresivity onemocnění. Navíc se zdá, že principiálně podobné efekty lze prokázat i u obecné populace, tedy u pacientů postižených nádorovým onemocněním v důsledku somatické mutace v p53 genu. Tento příklad zároveň dobře ilustruje posun současné nádorové genetiky od genů velkého účinku s nízkou frekvencí mutací v populaci a vysokou mírou rizika onemocnění u nositelů ztrátových mutací, k mnohem četnějším, ale fenotypově slabším genovým variantám; frekvence "predisponujících" (G/G a G/T) alel MDM2 genu činí dohromady 52%, takže je možné, že tento jednoduchý polymorfismus ve svém součtu odpovídá za podstatně více případů nádorových onemocnění, než klasické tumorové supresorové geny.

Virové onkogeny


Stranou našeho popisu klinicky významných onkogenů a molekulárních mechanismů jejich aktivace dosud zůstala virová karcinogeneze člověka. Poněkud neprávem, jelikož podíl virově indukovaných nádorů na celkovém množství nádorových onemocnění člověka se odhaduje až na 15%. Jak je již uvedeno na začátku této kapitoly, u člověka naštěstí nejsou známy akutně transformující retrovirové kmeny - klinicky významné lidské retroviry spojené s nádorovou transformací a nádorovými onemocněními - HIV a HTLV - jsou jak svým mechanismem účinku, tak svou strukturou genomu daleko komplexnější než akutně transformující zvířecí retroviry. Těžiště virově indukované karcinogeneze člověka spočívá ovšem v nádorových DNA virech - viru hepatitidy B (HBV) a C (HCV), viru Epsteina a Barrové (EBV) a zejména lidských papilomavirech (HPV), hlavnímu etiologickému faktoru cervikálního karcinomu, který představuje celosvětově druhé nejčastější nádorové onemocnění u žen, především díky značnému rozšíření infekce v zemích třetího světa. Experimentální a klinický výzkum HPV - indukované karcinogeneze doznal rovněž ze všech virově indukovaných nádorů pravděpodobně největšího pokroku, který se přehoupl do významných klinických aplikací - vedle screeningových programů se jedná zejména o uvedení na trh specifických vakcín. Karcinom děložního hrdla se tak stal prvním typem nádorového onemocnění, proti němuž je v současné době možné se nechat očkovat.


 Lidské papilomaviry jsou taxonomicky velice rozvětvenou skupinou, zahrnující okolo půl druhé stovky typů, z nichž je ovšem jen malá část onkogenní, a z těch je opět  jen malá část onkogenní relativně efektivně, nicméně i u těchto vysoce rizikových kmenů je karcinogeneze pouze jistý vedlejší produkt, nikoli stabilní součást virového životního cyklu, a karcinogeneze probíhá po velmi dlouhý časový úsek zahrnující několik dekád. Virový genom je tvořen malou cirkulární DNA, v níž se rozlišují tři funkční oblasti - tzv. časná oblast (early region), tvořená geny E1 - E7, které mají hlavně regulační funkce, pozdní oblast (late region), zahrnující dva geny - L1 a L2, které kódují proteiny virové kapsidy, a regulační oblast zvaná LCR (long control region), kde se mimo jiné nachází počátek replikace a cis-transkripční regulační sekvence (Obr.10). Při běžné virové infekci se virový genom udržuje v jádře infikované buňky jako samostatný minichromozóm, tzv. epizóm.


 Klíčovou úlohu v procesu virové infekce a především následné nádorové transformace hrají zejména dva virové geny - E6 a E7. Jedná se o pravé virové onkogeny, tj. jejich transfekce (zejména v kombinaci) vede k transformaci buněk kultivovaných v buněčné kultuře (viz kap 1M). Ve svém onkogenním mechanismu jako by se inspirovaly MDM2 onkogenem - klíčová část jejich onkogenního působení spočívá v interferenci s buněčným nádorovými supresory, a to zejména, jaké překvapení, s pRb a p53. Tyto inhibiční interakce tvoří však jen jakési jádro jejich onkogenního potenciálu, celý mechanismus jimi zprostředkované onkogeneze je o mnoho komplexnější a navíc zde existují významné rozdíly mezi vysoce rizikovými a méně rizikovými virovými kmeny. E7 onkogen můžeme pokládat za hlavního zprostředkovatele deregulace buněčné proliferace - E7 na prvním místě vyvazuje do nefunkčních komplexů všechny tři členy retinoblastomové rodiny (pRb, p107 a p130 - viz str...), u vysoce rizikových kmenů se touto interakcí s E7 pravděpodobně spouští jejich proteolytická degradace. Efekt je zřejmý (viz kap. 1G) - Rb proteiny nemohou nadále inhibovat transkripční faktory E2F rodiny a dochází tak k deregulaci exprese genů implikovaných v S-fázi buněčného cyklu a replikaci DNA, a to bez ohledu na přítomnost či absenci mitogenních signálů přijímaných buňkou. Podobné interakce jako s Rb proteiny byly rovněž popsány pro inhibitory buněčného cyklu p21CIP1 a p27KIP2; poněvadž p21CIP1 současně působí i jako inhibitor kofaktoru DNA polymerázy PCNA (proliferating cell nuclear antigen), dochází tak současně k akceleraci buněčného cyklu i k "odbrždění" replikace DNA.


Náhlá neregulovaná aktivace E2F je často provázena indukcí apoptózy; jedná se o podobný 
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Obr. 10 – Genomická struktura lidského papilomaviru a mechanismus účinku virových onkogenů E6 a E7.

pojistný mechanismus, jaký byl již dříve zmíněn pro onkogeny myc. Tento aspekt si "bere na starost" druhý klíčový virový onkogen - E6. Hlavním cílem je p53. E6 přímo interaguje s p53 přivádí na něj kooperující buněčný protein E6AP (E6 associated protein), který působí jako E3-ubikvitin ligáza. Výsledek této trimolekulární interakce je v podstatě totožný s MDM2 - ubikvitinace a následná proteolytická degradace p53. Rozdíl je pouze v tom, že E6AP nemá sám o sobě žádnou afinitu vůči p53 a tato interakce tedy zcela závisí na virovém onkoproteinu E6. Nedosti na tom, E6 interaguje a inhibuje rovněž apoptotické aktivátory působící na úrovni vnější mitochondriální membrány Bax a Bak (představující sami o sobě p53 cílové geny), v případě Bak podle všeho za účasti E6AP. Toto současné dvojí cílení na apoptózu svědčí o tom, jak je pro virus důležité právě apoptotickou odpověď eliminovat.


U E6 onkogenu vysoce a nizko rizikových virových kmenů existují některé důležité rozdíly. Předně afinita vůči p53 je u vysoce rizikových kmenů signifikantně větší. Za druhé, E6 onkoproteiny vysoce rizikových kmenů nesou na samotném C-terminálním konci jedinečnou sekvenci aminokyselin,, která jim umožňuje interagovat s celou řadou buněčných proteinů nesoucích tzv. PDZ-doménu. Tato interakce zřejmě iniciuje jejich E6AP - zprostředkovanou ubikvitinaci a následnou degradaci, přičemž nejméně dva z těchto proteinů - hDlg a hScribb - byly v experimentálních studiích charakterizovány jako nádorové supresory.


E6 má v infikované a potažmo transformované buňce řadu dalších aktivit. E6 přímo aktivuje expresi genu pro katalytickou podjednotku telomerázy (hTERT) a je tudíž klíčový pro buněčnou imortalizaci. Indukce hTERT probíhá na transkripční úrovni a je zřejmě poměrně komplexní; na jedné straně E6 může v komplexu s c-myc přímo vázat promotor hTERT - genu a zřejmě tak působit jako transkripční aktivátor, na druhé straně E6 může na hTERT promotor přivést E6AP a zprostředkovat tak degradaci transkripčního represoru telomerázy - za možného "podezřelého" je v této souvislosti považován transkripční represor NFX1-91.

Ještě dva efekty E6 stojí za zmínku. E6 interaguje a inhibuje řadu proteinů tvořících součást komplexů fokální adheze, jako je paxillin, zyxin a fibulin-1. To může být významné při progresi cervikálního karcinomu do invazivního stádia. Za druhé, E6, ostatně stejně jako E7, výrazně narušují syntézu interferonů a jejich signální transdukci v infikovaných a transformovaných buňkách. E6 například přímou interakcí inhibuje transkripční faktor IRF-3, jenž je nutný pro syntézu interferonu-β v odpověď na virovou infekci, jakož i tyrozin kinázy JAK rodiny Tyk-2 tvořící nezastupitelnou součást signální transdukce v odpověď na interferonový signál, a E7 podobně inhibuje transkripční faktory IRF-1 a ISGF3 (komplex proteinů STAT-1, STAT-2 a p48), které jsou aktivovány v buňce v odpověď na interferonový signál a následně aktivují cílové geny, např. HLA-geny I-třídy. Inhibice interferonové odpovědi je tudíž jak významnou součástí virové infekce, tak později i úniku z protinádorového imunitního dozoru.


Uvědomíme-li si v plném rozsahu tuto "mnohostranou talentovanost" E6 a E7 onkoproteinů, zejména u vysoce rizikových papilomavirových kmenů, zůstává s podivem, proč tyto kmeny nepůsobí akutně transformujícím způsobem; skutečně i u těchto kmenů tvoří případy nádorové transformace jen menšinu z celkového souboru infikovaných, s neobyčejně dlouhou dobou latence a progrese. Klíčem k odpovědi je zřejmě časný virový protein E2, který působí jako účinný transkripční represor na úrovni LCR - oblasti virového genomu (viz Obr. 10). Normální virová infekce je tedy provázena jen nízkou expresi E6 a E7 onkoproteinů, která sama o sobě nestačí k buněčné transformaci. Z hlediska virové infekce je ovšem i tato nízká exprese významná. Uvědomme si, že povrch normálního dlaždicového epitelu, který tvoří cílovou tkáň HPV infekce, tvoří odumírající, bezjaderné a samozřejmě proliferačně naprosto vyhaslé buňky (korneocyty). Pro šíření viru je ovšem nutné aby dělící se buňky dosáhly až k povrchu epitelu, aby mohly být virové partikule uvolněny do jeho lumen. Nízká míra exprese E6 a E7 onkogenů je k tomuto účelu zcela dostatečná - mírná aktivace proliferace, provázená odpovídajícím utlumením apoptózy, vede k takové míře buněčné dediferenciace, která je zcela dostatečná pro efektivní virovou replikaci a uvolnění viru z povrchu epitelu.


E6 a E7 onkoproteiny mají ještě jeden globální efekt, a to je destabilizace genomu infikované buňky. Zejména aktivní je v tomto ohledu E7. Především pod jeho vlivem dochází k tomu, že se poruší synchronizace průběhu buněčného cyklu a syntézy centrozomů. Amplifikace centrozomů pak může vést k multipolárním mitózám, následně vedoucím jak k aneuploidii, tak k DNA zlomům. Tento efekt je navíc zesílen omezením správné reakce buňky na poškození DNA (tzv. DNA damage response pathway) v důsledku výše popsané interakce E6 a p53 proteinů. Nicméně toto vše se v infikované buňce děje s relativně nízkou intenzitou, stejně jako všechny další E6 a E7 zprostředkované buněčné procesy. Časem se někdy ovšem stane že tato nízká úroveň destabilizace genomu napomůže k začlenění HPV DNA do buněčné DNA. Podstatné přitom je, že virový genom se neintegruje jako celek, nýbrž integruje se jen jeho relativně malá část za LCR, tj. E6 a E7, ale nikoli E2 gen  - ten je v pořadí na virovém genomu poslední z časných genů (Obr. 10) a při onkogenní integraci je vždy ztracen. Efekt je zřejmý - zruší se tím jeho represivní účinek na virový promotor. Tato dereprese E6 a E7 genů vede k výrazně vyšším hladinám E6 a E7 onkoproteinů. Všechny jejich výše popsané efekty se náhle uplatní plnou silou. Včetně genomické nestability, čímž se otevře cesta pro akumulaci dalších mutací a plnou progresi nádoru; časté jsou například aktivační mutace ras a ztrátové mutace tumorového supresoru LKB-1.


Podíváme-li se na zápas člověka a onkogenních papilomavirových kmenů s poněkud větším nadhledem, současný výsledek by nejlépe odpovídal remíze. Molekulární biologie HPV - indukované karcinogeneze je dnes již docela dobře pochopena a papilomaviry nás navíc řadu věcí naučily. První lidská buněčná linie, HeLa, byla odvozena právě k HPV - indukovaného karcinomu děložního hrdla (1952) a odstartovala tak využití modelů buněčných kultur lidských buněk v experimentální biologii a onkologii; dodnes se tato buněčná linie používá. E6 a E7 onkogeny byly velmi významné pro objasnění mechanismů buněčné senescence a imortalizace. Významným úspěchem bylo zavedení profylaktické vakcinace; HPV - vyvolaný cervikální karcinom je jediným druhem nádorů, proti kterému se je dnes možné dát spolehlivě očkovat, a není příliš rozumné si tuto šanci nechat ujít. Když pro nic jiného tak proto, že kromě této profylaktické vakcinace není v současnosti k dispozici žádná cílená biologická terapie pro tento druh nádoru.
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