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Protoonkoprotein Src - pp60¢-s

Prvni popsany bunéény analog virového onkoproteinu v-Src,
obsaZeného ve viru Rousova sarkomu (1909 - Peyton Rous) - pp60-

src

Prvni objeveny protoonkogen, ale aZ v roce 1999 (tedy po vice nez
25 letech!) nalezeny mutantni varianty (asi u 12% pokrocilych CRC)

Nereceptorova (cytoplazmatickad) tyrozinova proteinkindza,
prenasel signdlu.

Ulastni se Fizeni fady bunéénych procesi jako proliferace,
diferenciace, pohyb, adheze.

Normadlné je v inaktivhim stavu, mize byt prechodné aktivovan,
napr. béhem mitdzy.

Je asociovdn s bunéénymi membrdnami, predevsim s plazmatickou
membrdnou a endozomdlni membranou.

Rodina Src md mnoho ¢lent: Fyn, Yes, Lck, Hek, Blk, Fgr, Lyn, Yrk.



Struktura c-Src

SH2-Kinase
Jaa. Linker
insert j Tyr419 TFTSBEJ
Myr ﬂ | |
| Unique |SH3 SH2 Tyrosine Kinase

Human Src - 536 amino acids

Molekula c-Src md 536 AA (pp60).

N-konec je modifikovdn myristylatem.

Ndsleduji domény SH3, SH2 a SH2 linker

Dvé hlavni fosforyla¢ni mista:

1. Tyr 530 (527) negativni regulaéni misto na C-konci

2. Tyr 419 (416) pozitivni autoregulaéni misto v katalytické
doméné



Vsuvka: myristylace

» posttransla¢ni modifikace
* pripojeni zbytku nenasycené mastné kyseliny

+ tato modifikace umoZzfiuje ukotveni proteint na
bunéénych membrdnach



Regulace c-Src fosforylaci

Hlavnim regula¢nim mistem na molekule Src je
T¥r§530/527): Je-li fosforylovan, interaguje s
SHZ domenou Src, a tak inhibuje
tyrozinproteinkinazovou aktivitu Src.

Tyr(419/416) se nachazi v katalytické doméné. Jeho
fosforylaci je umoznén pristup Src k jeho
substratum.

Na molekule Src dalsi fosforylacni mista (napr.
Thr34, Thr46, Ser72, a dalsi), ale maji mensi
vyznam.



Aktivace c-Src

V inaktivnim stavu (Tyr 530/527 fosforylovdn) je
vytvorena interakce mezi C-koncem a SH2
doménou a ddle mezi SH3 doménou a SH2
linkerem, Tyr 419/416 obvykle defosforylovan.

1. Defosforylace Tyr 530/527 zplsobi uvolnéni
interakci C-konce s doménou SH2 a Tyr 419/416
miZe byt autofosforylovdn, a tim aktivovdn.

2. Vazba Src (doménou SH2) na fosforylovany RTK
uvolfiuje interakci C-konce a umozhuje fosforylaci
Tyr 419/416 a tim aktivaci Src.

Dadle vliv celé rady kindz a fosfatdz, které mohou
fosforylovat a defosforylovat Src.




Aktivace c-Src

Growth Factor
Receptor
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Porovnani struktury kureciho c-Src a RSV
v-Src
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Chicken Src - 533 amino acids

« Nékolik jednoaminokyselinovych zdmén.

» 19 C-koncovych AA c-Src je nahrazeno jinymi 12

AA.
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Regulace c-Src interakcemi s dalsimi
proteiny

PDGF a FAK interaguji s SH2 doménou, a tak Src
aktivuji.

FAK vedle vlastni aktivace Src take reguluje jeho
lokalizaci - privadi ho do fokalnich adhezi, kde Src
ddle fosforyluje FAK, zvysuje jeho aktivitu a
ndsleduje aktivace Ras/MEK/ERK dréhy.

Nef a Sin interaguji s SH3 doménou, a tak aktivuji
nekteré ¢leny rodiny Src.

Popsana rada kindz, které specificky fosforyluji fl Src
a Fada fosfatdz, které specificky defosforyluji
Src.




Regulace c-Src bunéénou lokalizaci

Src asociuje s bunécnymi membrdnami: ¢dstecné
diky myristylatu na N-konci, a ddle
zprostredkovdno nékterymi sekvencemi AA na N-
konci.

Lokalizace ovliviuje funkci Src:

- Plazmatickd membrana (fokalni adheze,
cytoskeleton, mista mezibunéénych kontakti,...) -
mitogenni signalizace pres RTKs a GPCRs; adheze
bunék, migrace, mezibunécné kontakty.

+ Cytoplazma a perinukledrni prostor (Golgi,
endozomy, synaptické vezikuly,...) - transport
proteinl, progrese bunééného cyklu.

» Jddro - regulace bunééného cyklu.




c-Src a ndadory

Hladina proteinu a jesté vice aktivita Src jsou Casto
zvySeny v nddorovych bunkdch ve srovnani s normadlnimi
burikami a tyto hladiny rostou se stupném malignity.

Aktivita kindzy Src je zvysena 4-20x u nddorl prsu
oproti normadlnim tkdanim. Jeden z moznych mechanismu
tohoto zvyseni souvisi s aktivitou fosfatdzy
defosforylujici Tyr530 . U nddoru prsu se Src nachdzi
prevazné v perinukledarnim prostoru, zatimco v
normdlnich tkdnich je pravidelnéji v celé cytoplazmé.

U vétsiny kolorektdlnich nddort je aktivita Src zvysena
5-8x, je to spise ¢asnad uddlost (i v premalignich
stddiich) a se zvysujicim se stadiem se zvysuje aktivita
Src (zrejma souvislost také s lokalizaci metastadz).




Uloha onkoproteinu Src v kancerogenezi

Targets:

p-Catenin Stat3
Cadherin Ras

FAK PI3K
PI3K p130©As
annexin II

Gene transcription

Invasion -.. Adhesion

Growth Migration
Angiogenesis Survival

Metastatic Potential



Protoonkoprotein Myc

Myc je jaderny fosfoprotein (430 AA) s mnoha znaky
transkripéniho faktoru.

Plvodné popsan jako bunécny homolog v-myc viru
ptaci myelocytomatdzy

Do rodiny pro‘remu Myc patfi tri odlisné proteiny,
které se uplatnuji v kancerogenezi: c-Myc, N-Myc
a L-Myec.

Pro dspesnou transformaci vetsiny bunek potrebuje
onkogen myc kooperaci s dalsim onkogenem (napr.
ras).



Struktura proteinu Myc

Pro biologickou funkci Myc jsou nezbytné vysoce
konzervované oblasti na N-konci MBI a MBII
(.Myc Boxes I a IT"), na C-konci bazickad oblast (b)
a motivy HLH (.helix-loop-helix") a LZ (.leucine
zipper") - bHLHZ.

Myc patri mezi tzv. proteiny bHLH : typicky tvori
homodimery a heterodimery. Na DNA -'v
promotorech svych cilovych genu - rozq_oznévaji
tzv. E boxy (obsahujici sekvenci CACGTG).

bHLHZ - zajist'uje vazbu na DNA a protein-
proteinove interakce (v€etné dimerizace s Max),

MBI a IT - transaktivaci a obsahuje fadu
fosforylaénich mist.




Struktura proteinu Myc
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» transaktivaéni doména « DNA vazebnda doména

- dimerizaéni doména

Mutace ovliviiujici fosforylacni mista (predevsim threonin 58) zvysuji
transformacni potencidl Myc a byly nalezeny u nékterych ndadord.
Fosforylace T58 vede k degradaci Myc proteazomem = mutace T58
zvysuje hladinu Myc.



Myc/Max jako transaktivator

Myc tvori heterodimery s proteinem Max.

Ty potom funguji jako TF a aktivuji
transkripci svych cilovych gend, které
posiluji proliferaci.

Hladina Myc je silné potencovdna
mitogennimi signdly, zatimco hladina Max
je relativné konstantni.

Transaktivace cilovych genl dimerem
Myc/Max ddle regulovdana proteiny, které
se vdzi na N-konec proteinu Myc: BIN-1,
TRRAP. TRRAP zprostredkovdva asociaci
Myc s proteiny zajist'ujicimi acetylaci
histond.

.



Max/Mad

Protein Mad (takeé z

r'odmy bHLH) @@r’ mitogenic signals, etc.
kompetuje s Myc o \ /371 CACGTG

Max. Mad/Max tvori \\.\,\\\,\ GTGCAC R’\\\,\\\

r-epr-egor- a tak active proliferation
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promotoridm komplex
Sin3/HDAC a tak je
aktivné reprimuji.

+ S Ubytkem proliferace ubyva Myc a pribyvd Mad.



Myc jako transaktivator

Cilové geny dimeru Myc/Max se podileji na rizeni bunééné
proliferace:

gen pro cyklin D2 (CND2)
gen pro CDK4
Cull, ktery ndsledné degraduje p27¥ir!

Myc indukuje expresi E2F1, E2F2 a E2F3

Myc/Max indukuje aktivitu telomerdzy transaktivaci katalytické
podjednotky hTERT

Myc/Max indukuje expresi Bim; Bim vaze a tim inaktivuje Bcl-2
(= wt Myc indukuje apoptdzu)



Myc jako represor

K C-konci Myc se mohou vdzat dalsi
proteiny ovliviiujici vazbu na DNA, jako
hapr. Miz-1.

Geny uplatiujici se pri zastaveni
bunecného cyklu p15t™NK48 g p21 WAFL

Zpétnovazebnou requlaci Myc reprimuje
vlastni expresi.

Geny uplatiujici se v buné¢né adhezi -
intfegriny aLp2 a a3p1.

Geny specifické pro diferenciaci mim-1,
lysosyme a C/EBPa.




Myc reguluje progresi 61-S aktivaci
represi

Aktivace cyklinu D2 a CDK4
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activating promoters

early/mid Gq of proliferation late G4
Vliv Myc na " ) &
Y blocking inhibitors

of proliferation

bunécny cyklus

» Dimer Myc-Max indukuje expresi
cyklinu D2 a CDK4 - 1BC (61)

- Dimer Myc-Mac indukuje expresi
Cull, ktery zprostredkovdva

degradaci p27 - 1BC (61) <
- Dimer Myc-Max indukuje expresi \"-»-‘--/;
E2Fs - t1BC (S) R point
- Dimer Myc-Miz-1 reprimuje ,
expresi p15, p21 a p27 - 1BC (61) ¢



Myc a nadory

Do rodiny proteint Myc patti tri odliné proteiny:

c-Myc, N-Myc a L-Myc.

Jsou si podobné svou strukturou a mechanismem
dcinku.

Vyrazne se liSi expresi behem vyvoje a take se zdq,
Ze ovllvnu Ji - i ve stejném bunecném kontextu -
jiné sady gend, participuji - i ve stejnych
bunéénych typech - na jinych bunécnych
pr'ogramech

Lisi se vyznamné take svou tlohou ve vyvoji
jednotlivych typl neoplastickych onemocnéni.




c-myc a nddory

Burkittav lymfom:

Témeér vsechny pripady Burkittova lymfomu souvisi s translokaci
genu c-myc (na chromozomu 8) bud’ s tézkym retézcem p
nebo A nebo lehkym rFetézcem k imunoglobulind (ha
chromozomech 14, 22 a 2).

heavy-chain immunoglobulin (IgH) gene

normal Burkitt’s normal
chromosomes lymphoma _ Chromosome 14
t(8;14) +
8 14 8qg- 14q+ myc proto-oncogene
e S
— Chromosome 8
l reciprocal translocation
IgH myc oncogene
q24.13 IgH
------- e 233 g 19H e S =

l [} +

| * "




c-myc a nadory

Ostatni lymfomy:

* Low-grade folikuldrni lymfom je vétsinou spojen s
translokaci Ig/Bcl-2, jen vzacné |ze detekovat
prestavby c—myc 60-80% téchto lymfomd
transformuje v agresivné;si formu a u téch uz jsou
detekovany i prestavby Ig/c-myc.

+ Diftzni velkobunécné lymfomy B-bunek jsou
heterogenni a asi u 50% |ze detekovat translokaci
Ig bud’ s BCL2, BCL6 nebo c-myc.



c-myc a nadory

Solidni nddory:

Amplifikace a/nebo zvySena exprese c-myc se
vyskytuje u vyznamného podilu invazivnich
duktdlnich karcinomu prsu (spojeno s horsi
progndzou), u nékterych nadori prostaty, u
gastrointestindlnich nadort (souvislost c-
myc.APC:[3-katenin: jaderny B-katenin slouzi jako
koaktivator TF Tcf-4, ktery transaktivuje c-myc),
u nékterych melanomi a u mnhohocetného myelomu
(koreluje s agresivitou onemocnént).




N-myc a nadory

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 30% (az 40% pokrocilych)
prlpadu heuroblastomu (tumor periferniho NS) a je spojena s
horsi prognézou onemocnéni. Nékteré nadory maji 10 az 30 kopli
genu N-myc, jiné az 100-150 kopu (

ZvySend exprese N-myc byla popsdna u vyznamného podilu pri adu
malobunééného nddoru plic a u mensiho poétu pripadt meduldrniho
tyroidniho nddoru, retinoblastomu, rhabdomyosarkomu a

as’rrocy’romu

1 <10 copies of N-myc
IR

EFS probability
© o o
> o

o
N

>10 copies of N-myc

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
years after diagnosis




L-myc a nddory

Amplifikace a zvySena exprese L-myc (a také c-myc a N-myc)
byla pozorovdna u nékterych pripadt malobunééného
karcinomu plic.






