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DalSi typy receptoru

Tyrozin-proteinkinazoveé receptory

Receptory pracujici s Janusovymi kinazami
TGF-f3 receptory

,Serpentinove” receptory

- GPCRs

- Frizzled (Wnt-1/B-katenin)

- Patched

Notch

Integriny

NF-kB




Rodina TGF-8

TGE-B (,transforming growth factor®) - alespon 30 ruznych faktoru
TGFp u Clovéka

- na vétSinu bunék pusobi inhibi€éné: inhibuje rast normalnich
epitelialnich, endotelialnich, neuronalnich, lymfoidnich a
hematopoietickych bunek

- spiSe potencuje invazivni vlastnosti jiz transformovanych,
nadorovych bunék odvozenych z téchto tkani

- Indukuje apoptozu u nékterych nadorovych bunek

- pfedstavuje antimitogenni signalizaci, ma charakter
nadorového supresoru!

- inaktivovan somatickymi mutacemi nebo delecemi genu,
pfedevsim u kolorektalnich nadort a nadord Zaludku




TGF-$ receptory

 TGF-BR (typu | a Il) funguji jako heterodimery.
« Jejich kinazova domeéna fosforyluje serin a threonin.

Po vazbeé ligandu je =
podjednotka TGF-BRII (s ]

konstitutivng aktivni (L“/ @ﬁ &b
Ser/Thr kinazou)
privedena do blizkosti

podjednotky TGF-BRI, cerine/ = 7’

ktera je fosforylovana, tj. tl.\reonine/{ ]S [ J {
aktivovana. Ta nasledné domain 8 U

fosforyluje cy’Eosqllck? ‘T"g:g ?ép:;
proteiny, které migruji do receptor receptor

jadra.

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Signalni draha TGF-$

TGF-B
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Vazba TGF-B k pfislusSnému receptoru vede
k fosforylaci SMAD2 a/nebo SMAD3, ty
potom tvori komplex se SMAD4 a tento
komplex migruje do jadra, kde ve spolupraci
s dalsimi TF spousti transkripci TGF-3-
cilovych genu (napf. p21°'Pt, p15NK4B 3
dalsi).

DNA YRR

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Draha TGF- a nadory

Vyfazeni drahy TGF-f3 je pro nadoroveé bunky velmi vyznamné.

« U karcinomu stfeva jsou ¢asté mutace smad2.

* Asi u50% karcinomu slinivky a 25% karcinomu streva je
inaktivni Smad4.

« VétSina karcinomu streva s mikrosatelitovou nestabilitou ma
mutaci inaktivujici TGF-BIl receptor.




Serpentinoveé receptory

Maji typickou strukturu se sedmi hydrofébnimi membranovymi
doménami: prostupuji 7x cytoplazmatickou membranu.

Patri k nim:
* receptory spfazené s G-proteiny

 Frizzled
 Patched




Receptory sprazené s G-proteiny
(GPCRs)

- GPCRs tvofi vubec nejvétsi skupinu povrchovych receptoru (vice
nez 1000 v sav€im genomu — predstavuji témér 5% genu v lidském
genomu!).

« Jsou aktivovany vazbou ligandu.

« Jako ligandy funguji pro GPCRs nejruznéjSi extrabunééné molekuly:
rustove faktory, hormony (serotonin, epinefrin, glukagon, tyrotropin,...),
fosfolipidy, neurotransmitery, a dalsi.
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receptor protein inactive G protein
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Aktivace GPCRs

Disociovana podjednotka a-GTP GP  'gand
aktivuje radu cytoplazmatickych
enzymu: e
« adenylatcyklazu (ATP — Ii
cAMP) & D T 9

. fosfolipazu C-B (3t&pi PIP,) ! f )

F &’:’

Komplexy podjednotek B+y ziejmeé | 'L "y % }

' |
PI3Ky| [PLC-B| | Src

l

e

stimuluji PI3K, Src. v B BT D
|
= GPCRs mohou signalizovat Ras
mitogennée; mohou se podilet
na vyvoji nadoru. ;"—“

by




Signaini drahy GPCR

Pres G proteiny je
signal prenasen
na drahy, které ridi
proliferaci,
diferenciaci a
apoptozu.




Signalni drahy:
Whnt/B-katenin
Sonic hedgehog/Gli

NOTCH

 hraji ulohu v rozhodovani o osudu bunek, pri
ustaveni tkanové specifickych kmenovych bunék a
jejich regulaci v dospelych tkanich

 jsou dulezité i v kontextu lidskych nadort

Pro vetSinu bunék je kaskada RTK — Ras dominantni pfi
zprostfedkovani odpovedi na mitogenni signaly. Ale neni jedina.




Signalni draha Wnt/B-katenin

B-kateniny hraji v bunkach dvé
odlisne role a obé tyto role se
mohou podilet na kancerogenezi;
nachazi se ve tfech rdznych
stavech:

1. Molekuly B-kateninu jsou strukturni

soucasti cytoskeletonu a
adhezivnich komplexu
(zprostredkovavaji vztah mezi
kadheriny a aktinovymi slozkami
cytoskeletonu). Ztrata/zmeéna
bunécné adheze se uplatnuje pri
metastazovani nadoru.
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Signalni draha Wnt/p-katenin

2A. Volny B-katenin se nachazi v
cytoplazme (zivotnost asi 20 minut),
funguje jako signalni molekula drahy
wnt/B-katenin.

Muze byt transportovan do jadra
(2B.), kde je soucasti transkripéniho
faktoru, uCastniciho se regulace
transkripce.

Transkripce genu zprostfedkovana f3-
kateniny maze zapnout geny nutné k
bunéecné proliferaci nebo geny s
antiapoptotickou funkci.
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Regulace B-kateninu

» Hladina volného B-kateninu je udrzovana pomoci tzv.
destrukéniho komplexu. Ten je tvoren proteiny: GSK-3, Axin a
APC.

Axin a APC funguji jako“leSeni” destrukCniho komplexu a podminuji
jeho fungovani, obsahuji vazebna mista pro vSechny jeho soucasti.

GSHK-3 serin/threoninova kinaza, ktera fosforyluje 3-katenin (S33, S37,
T47 a S45). Tato fosforylace funguje jako signal k nasledné
ubikvitinaci a degradaci -kateninu.



Regulace B-kateninu

» Aktivace drahy Wnt/B-katenin - tj. vazba glykoproteinu Wnt* na
prislusny receptor Frizzled vede k aktivaci proteinu Dsh
(disheveled), ktery interaguje s destrukCnim komplexem a blokuje
aktivitu GSK-3B. Tim je znemoznéna fosforylace -kateninu, jeho
Jifetime” vzroste na 1-2 hodiny a prislusné se zvysi hladina
volného B-kateninu.

» Ten je transportovan do jadra a spolu s proteiny Tef (, T cell factor”)
a Lef (,lymphoid enhancer factor”) vytvori multiproteinovy TF a
aktivuji transkripci svych cilovych genu.

* Ligandy Wnt jsou v extrabunéCném prostoru, ale jsou pomoci lipidové slozky
pevné vazaneé k bunécné membrané. Nemohou volné difundovat.



Regulace B-kateninu

» K cilovym genum B-kateninu/Tcf/Lef patfi napf. c-mye a gen pro
cyklin D1 (CCNDY), coz vede ke zvySeni bunécné proliferace.

» Signalni draha Wnt/B-katenin se uplatnuje beéhem vyvoje, pfri fizeni
bunécneého cyklu (fluktuace B-kateninu béhem cyklu).



Destruction comples

D =
Eorans Gt €& ] wre
i
SCF camplex

L0 f

: Polyubicuitin

e e,

Trarscription

Prebytek volného (-kateninu je degradovan, coz je zprostfedkovano
destrukCnim komplexem.

Fodde R et al, Nat Rev Cancer 1: 55-66, 2001




Signalni draha Wnt/p-katenin

Smyslem drahy
Wnt/B-katenin je
udrzovani adekvatni
hladiny volného 3-
kateninu.

KliCcova je aktivita
kinazy GSK-3L.

Frizzled
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Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Signalni draha Wnt/B-katenin

» Mezi substraty GSK-3 patfi také cyklin D1. GSK-3[ fosforyluje
cyklin D1 a urCuje ho k degradaci.
= Draha Wnt/B-katenin ovliviiuje hladinu cyklinu D1 na dvou

urovnich: transkripéneé (pres 3-katenin) a posttransla¢né (pres
GSK-3p).

e \Wnt neni pouze morfogenem, ale také mitogenem.

e /Zda se, ze dva ,pooly” B-kateninu (1. ve vazbé s E-kadherinem,
2. volny cytoplazmaticky) jsou regulovany separované. Napf.
ztrata E-kadherinu nema v bunce za nasledek navyseni volného
B-kateninu.



Signalni draha Wnt/p-katenin a
nadory

Zvysena exprese Wnt-1 se podili na vzniku nadoru prsu.

Mutace APC znemoznujici vazbu APC na -katenin nebo vazbu
APC na axin zpusobuji konstitutivni aktivaci -kateninu.

Mutace APC patfi k nej€asnéjSim genetickym zménam pfi vyvoji
kolorektalniho karcinomu (plus vrozené mutace), davaji bunnkam
rustovou vyhodu.

Mutace axinu, které znemoznuji vazbu axinu na p-katenin, byly
nalezeny u nékterych hepatocelularnich nadord.

Mutace B-kateninu bud odstranuji serin nebo meéni serin na jinou
aminokyselinu, coz znemoznuje fosforylaci GSK-3@ a odbouravani
B-kateninu. Napr. v nadorech prostaty, jater streva, délohy,
vajeCniku, melanomu.

Mutace -kateninu se vyskytuji i u kolorektalniho nadoru, obvykle
ne zaroven s mutacemi APC (princip exkluzivity).




Regulace B-kateninu Siah-1

Pozdeji popsan dalsi nezavisly mechanismus odbouravani -
kateninu: zprostredkovany proteinem Siah-1.

Tato draha muze odbouravat i onkogenni formy -kateninu, které
nejsou odbouravany Wnt signalizaci.

Tato draha je také zavisla na funkénim APC.

11 VétSina mutaci APC jsou delece té ¢asti molekuly, ktera
odpovida za vazbu axinu a Siah-1 !!

Tato draha funkcné spojuje p53 a [3-katenin: aktivace p53 zvysuje
expresi Siah-1 (overexprese p53 zpusobuje downregulaci 3-
kateninu). Dysregulace B-kateninu neni ale klicovy dusledek
Inaktivace p53.




Signalni draha
Hedgehog/Patched/Gli

Hedgehog proteiny jsou Patched Smoothened

sekretované glykoproteiny, které -\Wﬁf ‘
ovlivhuji membranoveé receptory, i

které prenaseji signal na transkripcni ey

faktory Gili. [.

SHH (Sonic hedgehog) inhibuje ol

receptor Patched (Ptc - nadorovy l

supresor), ktery normalné inhibuje b'j

receptorovy komplex Smoothened l[—.

(Smo - onkogen). Inhibice Ptc tedy ‘ s .
aktivuje Smo, coz vede k aktivaci TF sl —
Gli. —

Po vétsinu Casu je draha SHH/GIi neaktivni, pouze ve specifickém Case na
specifickém misté je draha aktivovana.
U savcu 3 typy Hedgehog proteinu: Sonic (SHH), Desert, Indian.



Signalni draha Patched

Hedgehog
Patched Smoothened
= /
””1"“\ plasma
: , brane

Aktivni, z vazby na Patched uvolneny . mem
Smoothened chrani Gli pred Gli "—
proteolytickym stépenim. Kompletni Gli {
je transportovan do jadra, kde :
nasledné funguje jako transkripéni co-activator MUEies
aktivator. \r ‘
Gli poprvé objeveny jako proteiny DNA YRR

vysoce exprimovane u glioblastomu.
Ve vysokych hladinach funguiji jako
onkoproteiny.



Transkripcni faktory Gili

Gli jsou velké (asi 1000 AA) multifunkéni TF.
Lokalizovany v jadre i cytoplazme.

V nepfritomnosti SHH jsou Gli $tépeny proteazomem a C-
karboxylova zkracena forma je translokovana do jadra, kde funguje
jako transkripéni dominantni represor.

V pfitomnosti SHH signalu, tedy aktivniho Smoothened, je tvorba
represoru inhibovana a protein o plné délce funguje jako aktivator.

Gli1, 2 a 3 - lisi se svym chovanim; jsou CasteCne redundantni,
castec€né funguiji specificky a zfejmé funguji kombinatorialné a v
zavislosti na kontextu.



Hedgehog/Patched/Gli a nadory W

/ B\
)

Ztrata funkce (inaktivace) SHH-GIi vede k vyvojovym defektum vCetné
holoprozencefalie.

Nefyziologicka aktivace drahy muaze vést k vyvoji nadoru, a to
sporadickych a také familialnich.

* 40% sporadickych basocelularnich karcinomu (vétSinou benigni
nadory) ma mutace PTCH nebo SMO. Mutace PTCH také u
meduloblastomu, meningiomu, karcinomu prsu a jicnu.

« U nadoru jicnu, zaludku, zlu€ovodu, pankreatu je Casta vysoka
hladina receptoru Patched a ligandu (Sonic Hedgehog, Indian
Hedgehog). Dusledkem jsou vysoké hladiny Gli v jadrech bunék.

(Anti-hedgehog protilatky tlumily u téchto nadoru proliferaci a
stimulovaly apoptozu.)




Vsuvka: Holoprozencefalie

SHH funguje béhem vyvoje jako vyvojovy morfogen:
parakrinni signaly s kratkym dosahem pusobeni, které Fidi
vypinani a zapinani genu a vyvolavaji ¢etné odpovédi v
zavislosti na hladiné podél koncentracniho gradientu.
Difuze proteinu SHH vytvari gradient, ve kterém rizné
koncentrace proteinu pfimé&ji okolni bunky pfijmout rizné
predestinace.

Mutace inaktivujici SHH vedou k vyvoji holoprozencefalie
(dominantni dédi¢nost — staCi 50% snizeni exprese genu) —
porucha vyvoje stredni casti obliCeje a predniho mozku, vedouci
az k rozStepu patra, hypotelorismu a absenci struktur predniho
mozku.

Velmi variabilni expresivita: od velmi lehkych projevu (jediny
centralni rezak) — pravdepodobné modifikatorove geny.



Vsuvka: Holoprozencefalie

Variabilni expresivita mutace genu SHH: matka a jeji
dcera:

A: dcera tezce postizena mikrocefalii, hypotelorismem a
rozstepem patra

B: matka — pouze jeden centralni rezak

.......
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Signalni draha Notch

Hraje kliCovou roli ve vyvoji embryonalni vaskulatury a v angiogenezi.
1919 — popsany ,notches” — vroubky/zafezy na kfidlech Drosophily.

notch koduje transmembranovy protein — receptor Notch. V savc€ich
burikach existuji 4 rizné varianty kédované 4 raznymi geny.

Jako ligand funguji Notch L, Delta, Jagged1, Jagged?2.

Signal zacina interakci proteint Notch L a Notch sousednich bunék
(endotelialni b. — nadorova b. — stromalni b. — nador je komplexni
tkan).




Signalni draha Notch

-  Povazbé Iigandu (Notch L, Delta,
Jaggea Jagged) dojde ke dvéma

e proteolytickym $tépenim
receptoru Notch: 1x v
extracelularni doméné, 1x v
transmembranové domeéneé. *

Tim je uvolnén cytoplazmaticky
fragment z ukotveni v membrane
Slasriia a migruje do jadra, kde spolu s
ﬂ‘) membrane partnerskymi proteiny funguje

} jako transkripCni faktor.
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Receptory Notch

* receptory Notch funguiji zcela jinak nez napf. RTK:

« vzdy po vazbé ligandu dojde k ireverzibilni preméné receptoru
(proteolytickym Stépénim) = kazda receptorova molekula
signalizuje pouze 1x

« receptory Notch nemohou amplifikovat signal jako napr. RTK



Signalni draha NOTCH

soreateoaged _L. } Signal zacina interakci proteinu
B e Notch L a Notch sousednich bunék
' & (napf. endotelialni bunka — nadorova
' bufika — stromalni bunka).
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Signalni draha Notch a nadory 5=

U vétSiny karcinomu Cipku a mensiho podilu karcinomu stfeva a
dlaZdicobunéénych karcinomu plic je zvySena exprese

proteinu Notch. Ta spojena s jadernou lokalizaci tohoto
proteinu.

Zvysena exprese ligandu (Notch L, Jagged a Delta)
detekovana u karcinomu Cipku a prostaty.

10% ALL ma konstitutivné aktivni Notch, a to v dusledku delece
te Casti genu NOTCH-1, ktery kdduje extracelularni doménu
receptoru.




Integrinove receptory

Integriny jsou povrchove receptory, ktere
zprostfedkovavaji (1) bunécnou adhezi k
extracelularni matrix a k ostatnim
bunkam.

Zprostredkovavaji ale také (2) signalizaci
tykajici se bunécné proliferace a
prezivani.

Jsou to heterodimery nekovalentné
asociovanych podjednotek alfa a beta.
Popsano 18 podjednotek alfa a 8
podjednotek beta, tvofi 24 ruznych
heterodimeru s rlznou specifitou.

Tvoreny velkou extracelularni doménou
(vazba ligandu), kratkou
transmembranovou doménou a rizné
dlouhou cytoplazmatickou C-koncovou
domeénou.

matrix binding
I 1

B subunit

divalent
cation

o

subunit cysteine-

rich domains

plasma
membrane

COOH ]

L I cytosol
talin, filamin, and
a-actinin binding |




Co umi integriny

Bunka neustale monitoruje své uspésné prichyceni na slozky ECM
(anoikis). Nasledné jsou do cytoplazmy uvolfiovany signaly pfeziti, coz

snizuje pravdepodobnost indukce apoptozy.

extracellular matrix

[

cytoskeleton

fyzicky interagovat s
ECM

ovlivhovat usporadani
cytoskeletonu
signalizovat dovnitf
bunky

signalizovat zevnitr
bunky ven: o
prichyceni na jiné
slozky ECM

umoznuji pohyb bunky
postupnou tvorbou a

ruSenim vazeb na
ECM



Integrinove receptory

- KliCova pro funkci

Integrins

ks integrind je jejich
_ﬁ* schopnost aktivovat FAK -
fﬁdaptor a ; 3 “

Jfocal adhesion kinase“.
Shc

* Integriny mohou tvorit
klastry a tvofit tzv. fokalni
G"’2 "“309 adheze. Ty aktivuji FAK.

Regulation of

Ras — PI- 3K—> Rac focal adhesions e FAK se up|atﬁuje
Raf — P?K pFedgvé_im pri signalizaci
| PKB/Akt MEKK souvisejici s regulaci
Mf" J MK‘M bunécné adheze, s
! ; v T
ERK—]_ Survival | = JNK po.hybe’m bunék a jejich
s migraci.

Cell proliferatior‘\_)




Signalizace integriny

ECM-binding domains
] | ]

asubunit |

Bsubunit

FAK (nereceptorova tyrozinkinaza) je
asociovana s [3 podjednotkou integrinu.
FAK je aktivovana fosforylaci (po vzniku
fokalnich adhezi) a stava se vazebnym
mistem pro Sre. Src dale fosforyluje FAK a
naslednée jsou aktivovany dalsi substraty
vCetné Ras (Erk) a PI3K.



ECM — integriny —» Sos —» Ras — Erk

Pochopeni funkéniho propojeni téchto signalnich drah pomohlo
vysvétlit vyznamny bunécéné biologicky efekt onkoproteinu Ras:
jeho schopnost umoznit burfice preziti a rust bez jejiho ukotveni.
Normalné preziti bunky zavisi na signalizaci integrin smérem k
Ras. Bez této signalizace bunka véri, ze se ji nepodarilo
ukotveni k ECM, coz blokuje proliferaci nebo dokonce indukuje
apoptozu (anolikis).

Onkogenni aktivace Ras tak mimikuje stav, kdy bunka dostava
informace o uspesnem ukotveni na ECM — i1 bez tohoto
ukotveni.

Zda se, ze praveé schopnost vyhnout se anoikis stoji na poCatku
vyvoje nékterych nadord, napf. nadoru prsu.



Signhalni draha NF-kB

Prvni signal svédcCici o vyznamu drahy NF-kB pro kancerogenezi:
objeveni onkogenu v-rel u akutné transformujicich vira kraty
zpusobujicich retikuloendoteliozu (lymfom B-bunék).

Rel patfi do rodiny faktoru NF-kB, které tvori homodimery a

v s o

Dimery jsou v cytoplazmé udrzovany proteinem IkB. Tim je cela
draha udrzovana ve stavu klidu.

Jako odpovéd na ruzné signaly je IkB fosforylovan a nasledné
degradovan (~ 3-katenin) a NF-kB uvolnén a translokovan do jadra.
Tam aktivuje expresi asi 150 cilovych genu.

Kinaza fosforylujici IkB (IKK) je stimulovana napr. TNF-aq,
interleukinem-13, lipopolysacharidy, reaktivhim kyslikem (ROS),
protinadorovymi terapeutiky, ...



IkB

receptors
plasma
l ‘ membrane

co-activator

&

NI I
DNA //z,j/ f,/// r,{'/;'/ /}f’/( SN %/

Signalni draha NF-kB

Cilové geny NF-kB:

Antiapoptotické: napr. bel-2, IAP-
1, IAP-2 a dalsi.

Pro-proliferaCni: napr. mye, cyklin
D1 a dalsi.

» Klicova uloha NF-kB pri
regulaci zanetu!

« Antagonista p53!



Draha NF-kB a nadory

« U nadoru jsou mutace jednotlivych slozek drahy NF-kB velmi
vzacneé, ale Casta je konstitutivni aktivace drahy — napr. u
nadoru prsu.

Nejvétsi vyznam ma tato draha u nadoru lymfocytu:

« asiu 1/4 DLBCL amplifikovan gen REL, coz vede asi ke 4x az
35x navysSeneé hladiné proteinu Rel

» translokace zahrnujici gen NFKB2 je Casta u B- a T-
bunéénych lymfomu a myelomu (nadory bunék produkujicich
protilatky)



Signalni site...
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. Yooy B
Protoonkoprotein Src - pp60°¢s'® 53§

Prvni popsany bunécny analog virového onkoproteinu v-Src,
obsazeného ve viru Rousova sarkomu (1909 - Peyton Rous) - pp60Vv-s'e,

Jeden z prvnich objevenych protoonkogenu, ale az v roce 1999 (tedy po
vice nez 25 letech!) nalezeny mutantni varianty (asi u 12% pokrocilych
CRC)

Nereceptorova (cytoplazmaticka) tyrozinova proteinkinaza, prenasec
signalu.

Ugastni se fizeni Fady bun&énych procest jako proliferace, diferenciace,
pohyb, adheze.

Normalné je v inaktivnim stavu, muze byt prechodné aktivovan, napf.
béhem mitozy.

Je asociovan s bunecnymi membranami, predevsim s plazmatickou
membranou a endozomalni membranou.

Rodina Src ma mnoho Clenu: Fyn, Yes, Lck, Heck, Blk, Fgr, Lyn, Yrk.




Objev protoonkogenu c-src

1979: J. Michael Bishop a Harold E. Varmus objevili, ze kurata maji
gen, ktery je strukturne blizce pribuzny onkogenu v-src

znacen jako cellular — c-src
1989: Nobelova cena

J. Michael Bishop (1936 -)
Harold E. Varmus (1939 -)



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjykfqW8OjZAhVG26QKHexXCjoQjRwIBg&url=http%3A%2F%2Fsandwalk.blogspot.com%2F2009%2F07%2Fnobel-laureates-j-michael-bishop-and.html&psig=AOvVaw3AHuAdnc3VN_oTUt3ODQq6&ust=1521015968967002

Struktura c-Src

SH2-Kinase

Jaa Linker

insert ../ Tyr419 'l'}f'rsm|
Myr [l | I
/A Unique |SH3 SH2 Tyrosine Kinase

Human Src - 536 amino acids

Molekula c-Src ma 536 AA (pp60).

N-konec je modifikovan myristylatem.

Nasleduji domény SH3, SH2 a SH2 linker

Dvé hlavni fosforylani mista:

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

2. Tyr 419 (416) pozitivni autoregulacni misto v katalyticke
domeéne



Vsuvka: myristylace

posttranslacni modifikace

pripojeni zbytku nenasycené mastné kyseliny

tato modifikace umoznuje ukotveni proteint na bunécnych
membranach



Regulace c-Src fosforylaci

Hlavnim regulacnim mistem na molekule Src je Tyr(530/527): Je-li
fosforylovan, interaguje s SH2 doménou 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 fosforylovan) je vytvorena
interakce mezi C-koncem a SH2 doménou a dale mezi SH3
domeénou a SH2 linkerem, Tyr 419/416 obvykle defosforylovan.

1. Defosforylace Tyr 530/527 zpusobi uvolnéni interakci C-konce s
doménou SH2 a Tyr 419/416 muze byt autofosforylovan, a tim
aktivovan.

2. Vazba Src (doménou SH2) na fosforylovany RTK uvolnuje

interakci C-konce a umoznuje fosforylaci Tyr 419/416 a tim
aktivaci Src.

Dale vliv celé rady kinaz a fosfataz, které mohou fosforylovat a
defosforylovat Src.




Src active

Src inactive

Src active



Porovnani struktury kufeciho c- /&)
Src a RSV v-Src L =L

T}r’IMﬁ Tyl'SZT

| |
AL Unique |SH3 | SH2 Tyrosine Kinase

Chicken Src - 533 amino acids

» neékolik jednoaminokyselinovych zameén

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

Tyrt16

I
NI Unique |SH3 | SH2 Tyrosine Kinase

v-Src - 526 amino acids



Regulace c-Src interakcemi s
dalSimi proteiny

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

FAK vedle vlastni aktivace Src také reguluje jeho lokalizaci -
pfivadi ho do fokalnich adhezi, kde Src dale fosforyluje FAK,
zvySuje jeho aktivitu a nasleduje aktivace Ras/MEK/ERK drahy.

Popsana fada kinaz, které specificky fosforyluji Src a fada fosfataz,
které specificky defosforyluji Src.



Regulace ¢-Src bunéénou
lokalizaci

Src asociuje s bunéénymi membranami: Castecné diky myristylatu
na N-konci, a dale zprostredkovano nékterymi sekvencemi AA
na N-konci.

Lokalizace ovlivnuje funkci Src:

« Cytoplazmaticka membrana (fokalni adheze, cytoskeleton,
mista mezibunécnych kontaktu,...) - mitogenni signalizace pfes
RTKs a GPCRs; adheze bunek, migrace, mezibunecne
kontakty.

« Cytoplazma a perinuklearni prostor (Golgi, endozomy,
synaptické vezikuly,...) - transport proteinu, progrese bunécného
cyklu.

« Jadro - regulace bunecného cyklu.




c-Src a nadory

Hladina proteinu a jesSté vice aktivita Src jsou Casto zvyseny v
nadorovych bunkach ve srovnani s normalnimi bunkami a tyto
hladiny rostou se stupnem malignity.

Aktivita kinazy Src je zvySena 4-20x u nadoru prsu oproti normalnim
tkanim. Jeden z moznych mechanismu tohoto zvySeni souvisi s
aktivitou fosfatazy defosforylujici Tyr530 . U nadoru prsu se Src
nachazi prevazne v perinuklearnim prostoru, zatimco v normalnich
tkanich je pravidelngji v celé cytoplazme.

U vétSiny kolorektalnich nadoru je aktivita Src zvySena 5-8x, je to
spiSe Casna udalost (i v premalignich stadiich) a se zvySujicim se
stadiem se zvySuje aktivita Src (zfejma souvislost také s lokalizaci
metastaz).




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




Protonkoprotein ABL

« 1980: virovy onkogen (v-abl) Abelsonovy mysi leukemie
* vSeobecné exprimovana nereceptorova tyrozinkinaza

« Clovek (savci): 2 geny ABLY a ABLZ (vice izoforem): reguluji
prekryvajici se (redundantni) i jedineéné funkce v ruznych
bunécnych typech, asi 90% homologie N-konce

> propojuje nejruznéjSi extracelularni i intracelularni signaly se
signalnimi drahami, které fidi rust, preZivani, invazi, adhezi a
migraci bunék

» nékteré specializované funkce ABL.: signalizace antigen
receptoru u lymfocytl, tvorba synapsi u neuront, adheze
bakterii bunék strevniho epitelu,...

= mnoho tkanoveé-specifickych a kontext-dependentnich funkci




Struktura proteinu ABL

Linker
ABL1
cap Y245 Y412 PXXP MNLS MNES

1a -
P—H— sisH stz M2 Kinase © | DNABD H o-2¢H] E‘S‘“‘“
1b

1,142

Linker
ABL2 cap Y272 Y439 PXXP
e ® ® FacinD |
P—H—SHE- SH2 Kinase -I-I—I— F-actin BD MT BD
1b 1,182
N-konec:

« SH3 a SH2 domény
 kinazova doména

C-konec:
« domeéna vazajici aktin (ABD)
3 NLS - import do jadra (pouze ABL1; ABL2 je lokalizovana v
cytoplasme)
 NES - export z jadra (vazbou na exportin-1)
— shuttling

Greuber EK et al, Nat Rev Cancer 13: 559-71, 2013




Regulace proteinu ABL

b Inactive state

Katalyticka aktivita je regulovana:

* intermolekularnimi interakcemi (napr.
stimulujici interakce s adaptorovymi
proteiny RIN1, které interaguji s SH3 a

SH2)

b pocket » intramolekularnimi interakcemi (b):
autoinhibice zahrnujici SH2 a SH3
domeény, blokujici aktivitu kinazove
domeény

» posttranslaénimi modifikacemi

S (fosforylace tyrozinovych zbytk(l Y412 a

Y245 [Y2727BL2: snizuji stabilitu proteinu

ABL, vedou k ubikvitinaci a degradaci)

C- lobe \
kinase -‘

Y

Active state

(B ya12

C-lobe
kinase

=3

Greuber EK et al, Nat Rev Cancer 13: 559-71, 2013




Funkce proteinu ABL

A. Master Switch Kinase B. ABL Kinase

Signal vv“gand Signal (many)

|

RTK ABL |—> ABL
(trans-inhibited) (@uto-inhibited)

N ABL (B):

> aktivovany mnoha ruznymi
signaly externimi (jako
RTK) i internimi (poskozeni
DNA, oxidativni stres,..)

‘L Inhibitor (many)

Substrate- » kazdy signal muze aktivovat
Sriligward (S-A, many) | ABL pouze frakci bunécného
proteinu ABL a fosforylovat
: : Biological Process < z
Biological l l l l l l l l selektivni substrat
Processes (many) y

»Klasické" prepinace signalu (A):
 RTKSs: po vazbeé ligandu (externiho) autofosforylace a fosforylace
dalSich cilovych intracelularnich protein

» aktivace prostrednictvim cAMP nebo PIP3

Wang JYJ. Mol Cell Biol34: 1188-1197, 2014




Funkce proteinu ABL

proteiny ABL se pohybuiji (,shuttling” - kyvadlové spojeni) mezi
jadrem a cytoplasmou

Siroké spektrum cilovych proteinu ABL, jak jadernych (regulujicich
transkripci a chromatin), tak cytoplasmatickych (regulujicich
polymeraci aktinu a biologickeé funkce zahrnujici aktin)

aktivované ABL napriklad reguluji funkci invadopodii (nadoroveé
struktury bohaté na aktin, které remodeluji ECM behem nadoroveé
Invaze), polaritu epitelialnich bunék

,BCR/ABL.: jedina znama mutace, ktera je sama o sobé dostateCna
k vyvoji nadoru® (prof. M.J.)

Wang JYJ. Mol Cell Biol34: 1188-1197, 2014




Onkoprotein BCR/ABL

1986: Filadelfsky chromozom, (Philadelphia chromosome):
vznika reciprokou translokaci t(9;22) - protoonkogen ABL (9934.12)
fuzovan s genem BCR (22911.21). Gen BCR ma velice silny
promotor, fuzi vznika aktivni onkogen: chiméricky protein (p190
nebo p210) je exprimovan ve velké mire, kvuli strukturalni
odliSnosti od puvodni kinazy nereaguje na regulacni mechanismy
(Je neustale aktivni) a bunky jsou tak stimulovany k
nekontrolovatelné proliferaci.

Filadelfsky chromozom je pfitomen u asi 95% pacientu s
chronickou myeloidni leukémii CML a podilu (tzv. Ph*) ALL.

protein BCR-ABL Ize inaktivovat pomoci inhibitord tyrozinkinaz,
napr. imatinib (Glivec), dasatinib, nilotinib; Imatinib: prvni a zatim

v v Vah &l

aberace ABL také u solidnich nadoru, (pfedevsim amplifikace a/nebo
zvysSena hladina mRNA, hlavné ABL2) ale mnohem méné Casté



Protoonkoprotein Myc

PUvodné popsan jako bunéény homolog v-myc viru ptaci
myelocytomatozy

Do rodiny proteint Myc patfi tfi odliSné proteiny, které se uplatnuji v
kancerogenezi: c-Myc, N-Myc a L-Myc.

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

Myc typicky tvori homodimery a heterodimery. Na DNA - v
promotorech svych cilovych genl — rozpoznavaji tzv. E boxy
(obsahujici sekvenci CACGTG).

Pro biologickou funkci Myc jsou nezbytné vysoce konzervované
oblasti na N-konci MBI a MBII (,Myc Boxes | a II%).



Struktura proteinu Myc

1 45 hﬁﬂ 129 143 T Tﬂ?ﬁE 368 410 439
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MBI MB II B HLH LZ

* transaktivacni doména « DNA vazebna doména

 dimerizacni doména

MBI a |l — zajistuji transaktivaci a obsahuji radu fosforylacnich mist.

Mutace ovliviujici fosforylacni mista (predevsim threonin 58) zvySuiji
transformacni potencial Myc a byly nalezeny u nékterych nadoru.
Fosforylace T58 vede k degradaci Myc proteazomem = mutace T58

zvySuje hladinu Myc.



Myc/Max jako transaktivator

Myc tvori heterodimery s proteinem Max. Ty
potom funguiji jako TF a aktivuji transkripci
svych cilovych genu, které posiluji
proliferaci.

Hladina Myc je silné potencovana
mitogennimi signaly, zatimco hladina Max je
relativne konstantni.

Transaktivace cilovych gent dimerem
Myc/Max dale requlovana proteiny, které se
vazi na N-konec proteinu Myc: BIN-1,
TRRAP. TRRAP zprostredkovava asociaci
Myc s proteiny zajistujicimi acetylaci
histona.



Protein Mad
kompetuje s Myc o
Max. Mad/Max tvori
represor, a tak

negativné ovlivnuje
transkripci cilovych
gend.

Proteiny rodiny Mad
nefen nahrazuji v
dimeru Myc, ale
privadéji k
promotorum komplex
Sin3/HDAC a tak je
aktivné reprimuji.

Max/Mad

mitogenic signals, etc.
o s >
GTGCAC

active proliferation

increased ‘ ldecreased
dlfferentlatlon‘ l proliferation

.”"
induction of growth-inhibitory
Mad ﬁ [ proteins
GTGCAC

changein
state of cell

repression of mitogenic signals,

S ubytkem proliferace ubyva Myc a pribyva Mad.

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Myc jako transaktivator

Cilové geny dimeru Myc/Max se podileji na fizeni bunécné
proliferace:

« gen pro cyklin D2 (CCND?2)
 gen pro CDK4
« Cull, ktery nasledné degraduje p27«ip?

Myc indukuje expresi E2F1, E2F2 a E2F3

Myc/Max indukuje aktivitu telomerazy transaktivaci katalytické
podjednotky hTERT

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



Myc jako represor

K C-konci Myc se mohou vazat dalSi
proteiny ovlivhujici vazbu na DNA, jako
napr. Miz-1.

Geny uplatiujici se pfi zastaveni
bunééného cyklu p15NK4B g p21WAF1,

Zpetnovazebnou regulaci Myec reprimuje
vlastni expresi.

Geny uplatiujici se v bunécné adhezi -
integriny alLp2 a a3p1.

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




Myc reguluje progresi G1-S
aktivaci i represi

Aktivace cvyklinu D2 a CDK4

| CcKs
(MYC target genes) o

COMNDZ
kA

Inactive Active

By CoK2 (P

Represe pl5 a p21

@i "3@ — V@A‘Uﬂ

COKMNZE
CORNTA



activating promoters

- early/mid G, of proliferation late G,
Viiv Myc na - v 3
bunéecny cyklus “etoromtomtion |
p2 ' coka [ gﬂf ﬂ o
Dimer Myc-Max indukuje G J [
expresi cyklinu D2 a CDK4 — p216P1 | | p27kiet

TBC (G1)

Dimer Myc-Mac indukuje
expresi Cul1, ktery
zprostredkovava degradaci
p27 —» TBC (G1)

Dimer Myc-Max indukuje
expresi E2Fs — TBC (S)

Dimer Myc-Miz-1 reprimuje
expresi p15, p21 a p27 -
TBC (G1)




Myc a nadory

Do rodiny proteint Myc patfi tfi odliSné proteiny:
c-Mye, N-Myc a L-Mye.

Jsou si podobné svou strukturou a mechanismem ucinku.

Vyrazne se liSi expresi behem VyVOje a take se zda, ze ovliviuji
- i ve stejném bunééném kontextu - jiné sady genu, partICIpUjI -
ve stejnych bunécnych typech - na jinych bunécnych
programech.

LiSi se vyznamné také svou ulohou ve vyvoji jednotlivych typu
neoplastickych onemocnéni.



c-myc a nadory

Burkitttv lymfom:

Témér vSechny pfipady Burkittova lymfomu souvisi s translokaci
genu c-myc (na chromozomu 8) bud' s tézkym fetézcem p nebo
lehkym Fetézcem A nebo k imunoglobulint (na chromozomech
14, 22 a 2).

normal Burkitt’s heavy-chain immunoglobulin (IgH) gene
chromosomes lymphoma _ normal
t(8;14) Chromosome 14
+
8 14 8q- 14q+ myc proto-oncogene
IS ehrom
Chromosome 8
l reciprocal translocation
IgH myc oncogene
241 IgH 9 y g
Q24138 ... q32.33 || IgH

myc

I*’l




Typy translokaci u Burkittova

Témeér vSechny pripady
Burkittova lymfomu
souvisi s translokaci
genu c-myc (na
chromozomu 8) bud' s
tezkym retézcem p
nebo lehkym retézcem
A nebo k
imunoglobulint (na
chromozomech 14, 22 a
2).

lymfomu

Ry

C-Myc

Mormal chromosomes

8/2 8/22
o e
8/14
=~ ~
c-myc
C ) C-yc
o N

c-myc C, C,

Chromosomal translocations
moving c-myc to immunoglobin
gene regions




Vsuvka: Burkittuv lymfom

Vyskytuje se €asto u déti vychodni a centralni Afriky, ve
spojitosti s infekci virem Epstein-Barrové a malarickymi
parazity.

(A) mosquitoes (B) Burkitt’s lymphoma

RuzZova: geograficka distribuce
Aedes simpsoni, pfenasSece
malarie.

Zelena: geograficka distribuce
détskeho Burkittova lymfomu
(popsano Dennisem Burkittem)

Equator Equator

/

Mozné vysvétleni

Chronicka malarie oslabuje imunitni systém déti = jsou vnimavé;si k infekci EBV
= to muze vést k obrovské akumulaci populace imortalizovanych (EBV) B
lymfocytl: v nich enzymaticka masinérie zajistujici pfeskupeni imunoglobulind —
obcCas dojde omylem k translokaci zahrnujici onkogen c-myc.




c-myc a nadory

Ostatni lymfomy:

Low-grade folikularni lymfom je vétSinou spojen s translokaci
lg/Bcl-2 - t(14;18), jen vzacné Ize detekovat prestavby c-myc.
Nékteré z nich transformuji v agresivnéjsi formu a u téch uz jsou
detekovany i prestavby Ig/c-myc: t(8;14), t(2;8), 1(8;22)

Difuzni velkobunecné lymfomy B-bunék jsou heterogenni a asi u
50% Ize detekovat translokaci Ig bud' s BCL2, BCL6 nebo c-
myc.



c-myc a nadory

Solidni nadory:

Amplifikace a/nebo zvySena exprese c-myc se vyskytuje u
vyznamného podilu invazivnich duktalnich karcinomu prsu
(spojeno s horsi progndzou), u nékterych nadoru prostaty, u
gastrointestinalnich nadoru (souvislost c-myc:APC:[3-katenin:
jaderny B-katenin slouzi jako koaktivator TF Tcf-4, ktery
transaktivuje c-myc), u nékterych melanomu a u mnohocetného
myelomu (koreluje s agresivitou onemocnéni).




N-myec a nadory

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 30% (az 40% pokrocCilych)
pripadd neuroblastomu (tumor perifernihno NS) a je spojena s horsi
progndzou onemocnéni. Nektere nadory maji 10 az 30 kopii genu N-
myc, jiné az 100-150 kopii ( ).

Zvysena exprese N-myc byla popsana u vyznamného podilu pfipadu
malobunéfného nadoru plic a u mensiho poctu pripadli medularniho
tyroidniho nadoru, retinoblastomu, rhabdomyosarkomu a

astrocytomu.

1 <10 copies of N-myc
—

EFS probability
© o o
2 o ®

o
N

>10 copies of N-myc

o

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

Weinberg RA. The Biology of Cancer. 652007




L-myc a hadory

Amplifikace a zvysena exprese L-myc (a také c-myc a N-myc)
byla pozorovana u nékterych pfipadu malobunééného
karcinomu plic.



