UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Katedra bunécné biologie

Bakalarska prace

Uloha kinaz rodiny Src v metabolismu RNA

Jakub Gemperle

Skolitel: RNDr. Daniel Rosel, Ph.D.

Praha 2010



Podékovani patii mému Skoliteli RNDr. Danielovi Roselovi, PhD za jeho trpélivy piistup a
cenné rady pfi psani této prace.

Prohlaguji, Ze jsem bakalaiskou praci na téma: Uloha kinaz rodiny Src v metabolismu RNA
vypracoval samostatné s pomoci citované literatury a na zékladé¢ konzultaci se svym
skolitelem.

¢erven 2010

Jakub Gemperle



Abstrakt

Dosud bylo ziskano mnoho fakti o uloze kinadz rodiny Src v cytoplazmé ¢i na
plazmatické membrané a o jejich interakcich s receptory ristovych faktord nebo s komplexy
ve fokalnich adhezich. Jejich funkéni vyznam u perinuklearni membrany nebo dokonce uvnitt
jadra vsak nebyl dosud dobte charakterizovan. Tato prace S pouzitim dostupnych informaci
poukazuje na fakt, Ze se kinazy rodiny Src opravdu vyskytuji po uréity Cas i v jadfe. To
otevira novou $kalu ptsobnosti kinaz rodiny Src také na metabolismus RNA, nebot’ se dosud
predpokladalo, ze jejich vliv je omezen pouze na cytoplazmaticky kompartment. Tato prace
shrnula dosavadni poznatky, které poukazuji na slozitou sit’ regulace metabolismu RNA
zavislé na kinazach rodiny Src; Kkinazy rodiny Src maji pleiotropni efekt nejen na RNA
vazebné proteiny, ale i na remodelaci struktury chromatinu. Pfimou interakci tyto kinazy
ovliviiuji transport, sestiih a stabilitu RNA ¢i genovou expresi. Tento souhrn naznacuje, ze se

kinazy rodiny Src nezanedbatelné podili na metabolismu RNA a to mnoha zpusoby.

Abstract

Until now, a lot of information have been obtained about the role of Src family kinases
in the cytoplasm or at the plasma membrane and their interactions with growth factor
receptors or focal adhesion complexes. Their functional importance at the perinuclear
membrane, or even inside the nucleus, however, has not been well characterized. This work,
using available information, pointed at the fact that Src family kinases can be found in the
nucleus. This opens a new field of Src kinases action, such as in RNA metabolism,
considering that it has been assumed that their activity is limited to the cytoplasmic
compartment. This work summarizes the current knowledge that hints to Src family kinases
dependent network of regulation of RNA metabolism; Src family kinases have pleiotropic
effects not only on the RNA binding proteins, but also on the remodeling of chromatin
structure. These kinases affect by direct interactions with other proteins transport, splicing or
RNA stability and gene expression. This summary suggests that Src family kinases could

regulate RNA metabolism on many levels.
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Seznam zkratek:

3"UTR...3 nepiepisujici se oblast (3~ Untranslated Region)
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DICE...Diferencia¢ni kontrolni element (Differentiation Control Element)
EGF...Epidermalni rustovy faktor (Epidermal Growth Factor)

HDACS3.. Histon deacetylaza 3 (Histone Deacetylase 3)

HGF...Jaterni rustovy faktor (Hepatocyte Growth Factor)

hnRNA... heterogenni jaderna RNA (heterogeneous nuclear RNA)
NES...Jaderny exportni signal (Nuclear Export Sequence)

NLS... Jaderny lokaliza¢ni signal (Nuclear Localization Sequence)
PDGEF...Destickovy ristovy faktor (Platelet-Derived Growth Factor)
RRM...RNA rozpoznavaci motiv (RNA Recognition Motif)

SFK... Kinazy rodiny Src (Src Family Kinases)

PTP...Tyrozinové fosfatazy (Protein Tyrozine Phosphatase)
VEGEF...Vaskularni endotelialni rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)



1. Uvod
1.1. Charakterizace SFK

Kindzy zrodiny Src (SFK) patfi mezi nereceptorové s membranou asociované
tyrozinové protein kindzy. Sifeni signilu katalyzuji pfenosem terminalniho gama fosfatu
z ATP na specificky substrat. Maji kritickou roli v pfenosech rtiznych bunéénych signali,
které reguluji procesy uplatitujici se pfi déleni, angiogenezi, bunécné proliferaci, invazivité,
atd. Celkem je znamo 9 vysoce homolognich ¢lent SFK: Src, Yes, Fyn, Lyn, Lck, Hek, BIk,
Fgr a Yrk. SFK jsou kontinualné exprimovany v rozli¢nych tkanich, ve vyssich koncentracich
u neurontl, trombocytd a osteoklasti®. Nadprodukee & konstitutivni aktivace SFK zptisobuje
bunécnou transformaci a je spojovana s velkym poctem lidskych nadord a leukémii. To déla
z kinaz rodiny Src dulezity proto-onkogen a potencialni cil protinadorovych 16ka.

SFK byly nalezeny nejen u plazmatické membrany, ale 1 v perinuklearni oblasti a
v jédfee. Jsou silné aktivovany po stimulaci bunéénych receptorti riznych ristovych faktord,
zvlasté vaskularnim endotelidlnim ristovym faktorem (VEGF), destickovym rdstovym
faktorem (PDGF), epidermalnim rtstovym faktorem (EGF) a jaternim rustovym faktorem
(HGF)". Tyto kindzy maji v buiice daleko vice uloh, nez se pivodné myslelo. Jejich funkce
zavisi i na jejich lokalizaci®**?°. Z toho plyne, Ze jejich nukleocytoplazmaticky transport by
mé¢l byt regulovan Casoveé a prostorové, aby zajistil spravnou biologickou odpovéd na
extracelularni signaly.

Kromé dustfedni role kindz rodiny Src v integrinové signalizaci nebo v imunitni
odpovédi?, se tyto kinazy také podili na modifikacich hnRNA®*. Pochopeni role, jakou hraji
SFK v regulaci metabolismu RNA, ndm miize pomoci porozumét mechanismiim bunééné

signalizace a transformace zprostredkované témito kindzami.

1.2.Struktura a regulace SFK
Kinazy z rodiny Src jsou 52-62 kDa velké proteiny slozené ze sedmi zietelnych
funk¢nich oblasti. Od N-konce to jsou: (a) SH4 doména, (b) unikatni oblast, (¢) SH3 doména,
(d) SH2 doména, (e) CD linker, (f) katalytickd doména, a (g) kratky negativné regulacni
konec®** (Obr. 1.).



Obr. 1. Schematicky ukazané intramolekularni
interakce Src: (nalevo) v inaktivovaném a
(napravo) vV aktivovaném stavu. V inaktivni
konfiguraci SH2 doména vaze C-terminalni
Tyr530, zatimco SH3 doména interaguje s CD
linkerem propojujicim  katalytickou a SH2
doménu. Diky tomu se ustanovi ,uzaviena“
konformace, ktera brani interakci se substraty.
V plné¢ aktivnim prostorovém uspotfadani je
Tyr530 defosforylovan, coz vede k uvolnéni
SH2 domény z intramolekularni interakce. Tato
Loteviena“  konformace  také  umozZiuje
fosforylaci Tyr419 v aktivaéni smyc¢ce, kterd
zvysuje kindzovou aktivitu. Pievzato z°.

Struktura a regulace SFK je zde dale popsana konkrétné na jejich nejznaméjsSim
zastupci kinaze Src. (@) SH4 doména piedstavuje zhruba 15-17 aminokyselin dlouhou
sekvenci obsahujici oblast nezbytnou pro posttranslacni modifikaci na Gly2 kyselinou
myristylovou. Tato modifikace je esencialni pro lokalizaci kinazy Src K vnitini stran¢ bunécné
membrany. (b) Predpokladd se, Ze unikatni oblast poskytuje unikatni funkci a specifitu
kazdému ¢lenu SFK. (c) SH3 doména je dulezita pro intra i intermolekularni interakce, které
reguluji katalytickou aktivitu kinazy Src, jeji lokalizaci a vazebnou specifitu pro substraty.
Vaze specifické sekvence bohaté na prolin. (d) SH2 je stejn¢ jako SH3 doména dulezita pro
intra a intermolekularni interakce, vaze fosforylovany tyrozin a jeji intramolekularni interakce
s fosforylovanym tyrozinem 419 (Clovék, kute Tyr416) je kritickd pro udrzeni inaktivni
konformace Src. (f) Katalyticka doména je slozena ze dvou lalokd, mezi nimiz se nachazi
katalytické misto, jehoZ soucasti je aktiva¢ni smycka. V ni dochazi k autofosforylaci tyrozinu
na pozici 419 podporujici navazani substratu i ATP a pomahajici k dosazeni maximalni
kinazové aktivity. (g) C-konec negativné reguluje kinazu pres Tyr530 (¢lovek, kute Tyr527).
Je-li fosforylovany, miZe na n&j nasednout SH2 doména, coz vede k inaktivaci Src?®*,

Rozdiln€¢ aktivni konformaéni stavy kindzy Src jsou zprostiedkovany
intramolekularnimi (SH2/SH3) interakcemi. Aktivace Src je pouze docasnd, souvisi s jeji
periferni translokaci, defosforylaci C-termindlniho negativné regulacniho Tyr419 nebo
s vazbou vysokoafinitniho ligandu na SH2 nebo SH3 doménu, ktery destabilizuje sestavenou
autoinhibi¢ni konformaci Src. Tuto defosforylaci fosfotyrozinu na pozici 530 provadéji
protein tyrozin fosfatazy (PTP), jako jsou napi. PTPa, PTPA, SHP1, SHP2™.

Za inhibici aktivity Src zodpovida kinaza CSK37 ¢i jeji homolog CHK fosforylaci

terminalniho tyrozinového zbytku Tyr530. Vazbou SH2 domény na tento tyrozin je umoznéna



interakce SH3 domény s polyprolinovym motivem CD linkeru (umistény mezi katalytickou a
SH2 doménou). Ta vede ke vzniku uzaviené kompaktni struktury branici autofosforylaci
Tyr419 a piistupu ATP i substratu®*! (Obr. 1.). Aktivita Src je dale regulovana interakcemi
S vazebnymi proteiny, zménou jeji lokalizace, ubiquitinylaci a naslednou degradaci ¢i zménou
exprese CSK a riznych specifickych PTP?%.

Kromé bunécné formy c-Src se setkdvame i s jeji modifikovanou formou v-Src, coz je
prvni objeveny onkoprotein izolovany z viru Rousova sarcomu'?. v-Src obsahuje drobné
mutace roztrousené po celé molekule a piredev§im postrada negativné regulacni C-terminalni
tyrozinovy zbytek. V dusledku ztraty této negativni intramolekularni interakce je v-Src

e e e, < x 1
konstitutivng aktivni a transforma&né kompetentni®,

2. Lokalizace Src u perinuklearni membrany

Je znamo, 7e subcelularni lokalizace kinaz rodiny Src ma vliv na jejich funkci®**2,
Nejlépe je funkce Src a kinaz z rodiny Src prostudovana u plazmatické membrany, kde svou
schopnosti regulovat bunécny riist i proliferaci zapadaji do signalni transdukce aktivované
pfes membranové receptory. Kromé asociace s plazmatickymi membranami se Src vyskytuje
také v oblasti perinuklearniho Golgi (30-40% celkového mnoZstvi Src) ¢i chtoplazmés.
Protein Src je kotven do plazmatickych, endosomalnich, ale i perinuklearnich membran
pomoci posttranslaéné pfipojeného myristylového zbytku umisténém na jeho N-konci®***°,
Pozornost vzbuzuje zjisténi, ze v blizkosti jadra se vétSinou vyskytuje inaktivni forma Src. Po
stimulaci interaguje SH3 doménou s aktinovymi filamenty, to vede k jeji translokaci do
blizkosti plazmatické membrényg. Ptesto se ukazalo, Ze myristylace, (tj. pfipojeni 14-uhlikaté
nasycené mastné kyseliny na N-konec proteinu) neni dostacujici pro jeji ukotveni
k membrané. Kromé konjugace s kyselinou myristylovou jsou potifeba pro asociaci
s membranou dal§i aminokyselinové zbytky. Byly identifikovany tfi oblasti ve struktufe
kinazy Src, které¢ zasahuji nejméné do tech jejich domén a reguluji jeji rozdilnou subcelularni
lokalizaci, pficemZ aminokyseliny 204-259 zprostfedkovéavaji kontakt primarné

S perinukledrnimi membrdnami. Ackoliv myristylace neni dostacujici pro ukotveni na

membranu, myristylova skupina je nutnd pro perinuklearni zadrzeni neaktivni formy Src'®,



3. Konstitutivni lokalizace SFK v jadre

Jadro obsahuje velky pocet proteind, které jsou fosforylované na serinovém nebo
threoninovém aminokyselinovém zbytku, ale existuje jen malé mnozstvi studii, které ukazuji
jadernou lokalizaci a funkci kinaz rodiny Src. Protoze u vétSiny ¢lent této rodiny existuji
dikazy vypovidajici o jejich piisobeni v jadte’* " (Obr. 2; Obr. 3), kontrola jejich jaderné
lokalizace by mohla byt podobna. Rozdily v jejich unikatnich oblastech (kratka sekvence

mezi SH4 a SH3 doménou) a odlisSna lipidova modifikace jim pravdépodobné zajistuje
11,26

unikatni funkci a specifitu

Obr. 2. Rongish se svou skupinou®
poskytli prvni dikaz, Ze se kinaza Fyn
vyskytuje alespon v urité fazi vyvoje ve
velké koncentraci v jadfe, prestoze
postrada NLS (sledovano u Danio rerio).
Na obrazku je vidét stfedni blastula.
Sipky ukazuji na jadro a akumulovanou
nebyla kindza Fyn v jadfe pfitomna.
Prevzato z°.

3.1.Mechanismus regulace jaderné lokalizace SFK

Fyzickd separace jadra a cytoplazmy poskytuje dal§i Uroven prostorové regulace
proteinové aktivity. Z toho plyne, Ze nukleocytoplazmaticky transport SFK by mél byt ptisné
regulovan pro jejich spravné plisobeni. Jadernd translokace je ovlivnéna také fazi bunééného

cyklu®#.

Lipidova modifikace na N-konci kindz rodiny Src navic zabranuje jejich
neregulovanému transportu do jédra21'23. V bunkach exprimujicich mutantni formu c-Src
neumoznujici myristylaci na N-konci se tyto kinazy translokuji do jadra pocatkem G, faze,
V pribé¢hu mitézy ¢i po zablokovani bunék v Gy fazi nebo v Gi/S pfechodu23’27. K tomu
dochazi i bez rozpadu jaderné membrany®®, Piekvapivé aktivace kindzy Src béhem mitézy
vyzaduje myristylaci na N-konci?®. Kindza Src ale interaguje i se substraty mimo
membranu®®, O vlivu kindzy Src na mitézu je vieobecn& zndmo. Nové dikazy viak jasng
ukazuji, Ze interakce divoké formy kindzy Src S jadernymi komponenty nejsou limitovany
rozpadnutim jaderné membrany*®® a e se kindza Src vyznamn& podili na jadernych
procesech také v interfazi'. To podporuje 1 zjiSténi, Ze po oSetfeni bunc¢k vapnikem dojde

k aktivaci Src a k jeji akumulaci v jadte®.



Lipidova modifikace kinaz z rodiny Src pravem vzbuzuje velkou pozornost. Ackoliv
nové translatované SFK jsou rychle myristylovany v cytoplazmé&®®, ne viechny (16%) jejich
molekuly obsahuji myristylovou kyselinu®. Nemyristylovana kiniza Lyn mtize byt snadno
distribuovana v jadre, ale je urychlené exportovéna21. Krom¢ toho v bunce existuji pfirozené
pochody, které cilen¢ vedou k odstranéni lipidové modifikace. Béhem indukce apoptdzy
B-bun¢k je N-termindlni oblast kinaz Lyn a Fyn odStépena kaspazou a tyto sestfizené kinazy
funguji jako negativni regulatofi apoptozy®"*?. Kinaza Lyn s odstépenou N-koncovou oblasti
se vyskytuje nejen v cytoplazmé ale také hojné v jadie, dokonce vice nez jeji mutantni forma
bez lipidové modifikace. Z toho vyplyva, Ze N-terminalni oblast kindzy Lyn ma inhibiéni roli
v jejijaderné lokalizaci. Na nukleocytoplazmaticky transport maji ale vliv i jeji dalsi
domény?'. Vysoka podobnost mezi Lyn a ostatnimi ¢leny SFK a prace od skupiny v&dct pod
vedenim Davidpfeuty®, ktera ukazuje translokaci nemyristylované formy kinazy Src do
neporuSen¢ho jadra, nasvédCuje tomu, ze tato jadernd distribuce plati i pro Src a ostatni
zastupce kindz z rodiny Src.

Jelikoz komplex jaderného péru umoziuje pasivni prichod proteiniim do maximalni
velikosti 40 kDa®, translokace SFK do jadra a ven musi byt aktivni proces zahrnujici
specifické jaderné a exportni lokaliza¢ni signaly. Kinazy z rodiny Src vSak postradaji jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS). Jedna z moznosti, jak by mohly vstupovat do jadra, je vazba na jiny
protein s NLS, coZz by umoznilo spole¢ny transport do jadra. U kinazy Syk, ktera je pfibuzna
kinazam SFK také postradajici NLS, se zjistilo, Ze je importovana do jadra a Ze oblast linkeru
na C-konci SH2 domény je kriticka pro jeji jadernou translokaci®. Podobna hydrofébni oblast
se nachdzi na zaCatku katalytické domény kindzy Lyn. Substituéni mutace v této oblasti
blokovala lokalizaci nemyristylované Lyn v jadfe. Zaroven vsak tato mutace také zptsobila
inaktivaci této kinézy21.

Zjistilo se, ze kindza Lyn je exportovana z jadra zprostfedkované pfes Crml cestu
(inhibice Crm1 exportu leptomycinem B vede ke zvySeni mnozstvi Lyn v jadie)®’. Jaderny
exportni signal (NES) je definovan jako kratkd aminokyselinovd sekvence obycejné
zastoupena hydrofébnimi  zbytky, znichZ je statisticky nejvice zastoupeny leucin®.
V primarni struktufe kindz z rodiny Src vSak neni typicky NES obsazen. Z tohoto divodu je
mozné, ze Lyn asociuje nepiimo s Crm1 pies adaptor obsahujici NES. Predpoklada se, ze Lyn
je rychle exportovana z jadra nezavisle na své kinazové aktivité. Avsak akumulaci Lyn v jadie
podporuje inhibice jeji aktivity a zabranéni myristylace21. Nedavné poznatky o jinych
kinazach toto tvrzeni podporuji, napt. kindzova aktivita nereceptorovych kinaz Abl a FAK ma

téZ inhibiéni roli v jejich jaderné lokalizaci*®®’. Jinymi slovy, stejn& jako Abl a FAK, nizka

10



uroven kindzy Lyn v jadie se da vysvétlit cytoplazmatickym zadrzenim jejich aktivni formy21.
Je velice zajimavé, Ze zaifeni UVB zplsobuje aktivaci kindzy Fyn a zaroven jeji fosforylaci na
Thr12. Takto fosforylovana Fyn se muze translokovat do jadra HaCaT bungk. Inhibitory
kinazové aktivity SFK inhibuji nejen aktivitu kinaz zrodiny Src, ale také brani této
fosforylaci a tak jeji jaderné lokalizaci®®. To nasvédcuje tomu, ze fosforylace Fyn na Thrl2
umoziuje transport aktivni Fyn do jadra.

Vysoky stupeit homologie kindz z rodiny Src pfedpovida podobnost regulace tohoto
transportu i u ostatnich ¢lentit SFK. Pfestoze jsou kinazy rodiny Src translokovany do jadra

218 y jadie aktivng fosforyluji své substraty'. Toto ma obrovsky

piedevsim V inaktivni podobé¢
vyznam, nebot pouze kratkodoba lokalizace aktivnich SFK v jadie zajisti striktni regulaci
jejich funkce v tomto kompartmentu. Navic SFK mohou ovliviiovat jaderné procesy nejen
kindzovou aktivitou, ale také pouhymi interakcemi svymi vazebnymi doménami?. Vsechny
tyto informace naznacuji, Ze se subpopulace SFK nachazi ve specificky ¢as bunééného cyklu

uvnitf jadra, kde vykonava specifické funkce.

4. Ovlivnéni genové exprese a jaderné substraty SFK

4.1.Bunécny cyklus a Jaderné funkce SFK
Kindza Src mimo jiné kontroluje a reguluje priab¢h bunécného cyklugg. Jeji vliv neni
omezen pouze na mitézu®, ale moduluje i dal§i faze bundéného cyklu®, zv1a§té pak prechod
z G1 do S faze®. Priibsh bundéného cyklu reguluje pomoci interakci s proteiny fidici bunécné

2327 Jednim z téchto substratii

déleni. Tyto interakce pravdépodobné probihaji pfimo v jadie
by mohl byt Sam68® (viz str. 19).

Bylo pozorovéno, Ze v odpovédi na poskozeni DNA se aktivuji kinazy z rodiny Src*.
V tomhle sméru pozndni se nejvétsiho pokroku doséhlo u kindazy Lyn. V' bunkach ozafenych
ionizujicim zafenim se selektivné aktivuje pouze jaderna Lyn, zatimco Lyn u plazmatické
membrany se neaktivuje*'. Po poskozeni DNA jaderng lokalizovana subpopulace kinazy Lyn
vaze a fosforyluje CDK1, CDK2, CDK4, DNA-PK, GADD34, SHPTP1 a p53'"“. vyse
zminéna fosforylace (kinazami Lyn nebo Src) kindz zavislych na cyklinech (CDK1, CDK2 ¢i
CDK4) vede k zastaveni bun&éného cyklu v G1 fazi****? Na druhou stranu kinazy Src,
véetn¢ Lyn, fosforyluji CDK inhibitor p27, coz vede k degradaci p27 a postupu bunécného
cyklu®’. Kinaza Lyn specificky interaguje s tumor suppresorem p53 pres svou SH3 doménu,
¢imz stimuluje transkripci zprostfedkovanou p53. Kromé toho tato interakce zabranuje
exportu p53 do cytoplazmy, ¢imz zvysuje jaderné mnozstvi ubiquitinylovaného p53 a brani

jeho degradaci. To mé4 za nasledek zastaveni bun&&ného cyklu a apoptozu®’. Naproti tomu
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Lyn fosforylaci a vazbou negativné reguluje proapoptickou funkci GADD34*. Také zvysena
aktivita fosfatizy SHPTP1 vlivem jeji fosforylace kinazou Lyn vede ke snizeni apoptozy
indukované kinazou Lyn v odpové&di na poskozeni DNA®.

Takahashi se svoji skupinou (2009)! potvrdili, Ze kindzy z rodiny Src hraji dileZitou
roli i v jadie béhem interfaze, ackoli nemaji NLS. Pomoci imunohistochemickych metod a
bun&éné frakcionace se ukézalo, Ze je kiniza Lyn piitomna v jaderné matrix™®. Po stimulaci
rastovymi faktory se SFK (pozorovano u Src, c-Yes, Fyn, Lyn) vyskytuji i v chromatinové
frakei a indukuji zde strukturni zmény v chromatinu®. Toto tvrzeni podporuje i in vitro

fosforylace histonu H3 na Serl0 kinizou Fyn'®

. Tato fosforylace zpusobuje relaxaci
chromatinu v interfazi a aktivuje tak transkripci*.

Pozornost vzbuzuje fakt, ze sérem aktivované SFK se v jadie nachazeji predevsim
v euchromatinovych oblastech, tedy v mistech s aktivni transkripci (Obr. 3). Tyrozinovou
fosforylaci soucasné zvySuji uroven hypokondenzace euchromatinu i hyperkondenzaci
heterochromatinu®. Jednim z moZnych jadernych substratd SFK ovliviujici strukturni zmény
chromatinu by mohl byt Sam68 (viz str. 19) nebo hnRNP K (viz str. 22), nebot’ se nedavno
zjistilo, ze oba dva asociuji sriznymi komponentami chromatinovych remodela¢nich

komplexi*®=°

. To poukazuje na dal$i zptisob ovlivnéni genové exprese kinazami rodiny Src,
nebot’ kromé potencidlni jaderné fosforylace urcitych transkripcnich faktorti, mohou regulovat

i jejich piistup ke geniim remodelaci chromatinu®.

Src[pY*18] DNA Merge

-~ -~

Obr. 3. Na obrazku jsou vidét zvétsené
oblasti patfici jadrim COS-1 bunék
pred a po stimulaci fetalnim sérem.
SD  hodnoty  ukazuji intenzitu
kondenzace chromatinu. Z obrazku je
vidét, Ze sérem aktivované SFK se
mnohem vice objevuji Vv oblastech
hypokondensovaného chromatinu nez
hyperkondensovaného. Z toho vyplyva,
ze po stimulaci rastovymi faktory SFK
zpusobuji strukturni zmeény
v chromatinu. Pevzato a upraveno z'.

- Sérum

+ Sérum
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4.2.Interakce Src s HDAC3

Histon deacetyldzy negativné reguluji genovou expresi odstranovanim acetylovych
skupin z lysinovych zbytku pfitomnych na histonech ¢i jinych proteinech. Histon deacetylaza
3 (HDAC3) se premist'uje mezi jadrem a cytoplazmou, zatimco ostatni deacetylazy ze stejné
rodiny zlstavaji v jadie. Jeji fosforylace koreluje se zvySenou enzymatickou aktivitou.
HDACS3 se také vyskytuje u plazmatické membrany a to diky asociaci s kinazou Src kotvenou
na membrand®. Ristovy faktor HGF indukuje v buiikach typu MDA-MB231 fosforylaci
HDAC3 kinazou Src. To vede k redukci aktivit transkripénich faktordi jako je NF-kB>L.

Kinéza Src tedy regulaci aktivity HDAC3 ovliviiuje genovou expresi®>.

4.3.Cytoplazmatické/jaderné interakce s transkripénimi faktory
Do regulace metabolismu RNA patii vS§irSi mife i pifimé interakce SFK
s transkripénimi faktory a to jak v cytoplazmé, tak i v jadie. Jelikoz jsou si jednotlivi zastupci
kindz rodiny Src vysoce homologni, vykonavaji podobné funkce a interaguji velice Casto se

stejnymi substraty, dale popsané interakce mohou platit i pro ostatni kinazy z této rodiny®.

4.3.1. p73/YAP

p73, ¢len rodiny p53, je transkripéni faktor hrajici roli v bunééném cyklu, diferenciaci
a apoptoze. Kinaza rodiny Src Hck ho fosforyluje a vaze pies svoji SH3 doménu. Stejné jako
koexprese p73 s Hck, tak i koexprese p73 se Src vede k jeho tyrozinové fosforylaci, proto se
da predpokladat i vazba Src s p73 pres SH3 doménu. Fosforylace p73 kinazami z rodiny Src
v8ak nema piimy vliv na jeho aktivitu, ale interakce zprostfedkovana pies jejich SH3 doménu
inhibuje schopnost p73 aktivovat svoje cilové geny, stejné jako apoptozu. SFK také zpisobuji
jeho stabilizaci v cytoplazmé, ktera je nezavisla na jejich kinazové aktivité a nevede ke zméné
jeho ¢innosti. To poukazuje na dal§i mechanismy kontroly jeho funkce?”. SFK by mohly
nepfimo regulovat aktivitu p73 zabranénim jeho degradace® &i stabilizaci jeho mRNA (viz
str. 22).

Kinazy rodiny Src (Hck, Src, Yes) také interaguji svoji SH3 doménou s transkripénim
koaktivatorem p73 proteinem YAP. YAP se vaZe na jinou sekvenci p73 nez SFK?**2, Kinazy
rodiny Src pravdépodobné vyvazuji YAP a brani jeho interakci s p73. YAP interaguje i s
transkripcnim faktorem Runx2, kde naopak funguje jako korepresor. Fosforylace YAP
kinazami rodiny Src cili YAP do subnuklearni oblasti a je nutna pro jeho interakci
s proteinem Runx2®®. To naznacuje, z¢ SFK mohou regulovat obojetnou funkci YAP

rozdilnymi mechanismy, které vedou k represi cilovych genii p73 a Runx2%°%%,
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4.3.2. STAT proteiny

Kinaza Src muze regulovat genovou expresi skrze transkripéni faktory, jako jsou
proteiny STAT?. Kinaza Src po stimulaci receptorovou kinazou fosforyluje na tyrozinu
molekuly STAT3 a STATS5b, coz vede kjejich dimerizaci a nasledné aktivaci®*®.
Predpoklada se, ze aktivovany STAT3 ovliviiuje stabilizaci mRNA c-Myc transkripéniho
faktoru a po translokaci do jadra stimuluje produkci ristového faktoru VEGF, ktery zpétné
aktivuje Src>*. Proteiny STAT3 a STAT5b také piispivaji k transkripei regulatorti bunééného

cyklu, jako jsou cykliny typu D, cyklin E a p21°°",

4.3.3. NF-xB

NF-xB je indukovatelny transkripéni faktor, ktery reaguje na velkou Skélu riiznych
signali a mé vliv na expresi mnoha gentl ucastnicich se imunitni odpovédi. Jiz Eicher se svou
skupinou®® zjistili, Ze zvySena exprese v-Src koreluje se zvySenou expresi NF-kB. Tento
protein je zadrzen v cytosolu diky IkBa a ve vétSiné typi bunék propustén po serinové
fosforylaci tohoto inhibi¢niho proteinu, ktery je po fosforylaci rychle ubiquitinylovan a
posléze degradovan proteasomem®’. Abu-Amer se svymi kolegy™ viak potvrdili a prokazali,
ze po stimulaci makrofaga kostni diené pies TNF-o (Tumor necrosis factor-a) je pro aktivaci
NF-xB klicova tyrozinova fosforylace zprostiedkovana kinazou c-Src, ktera fosforyluje IxkBa
na tyrozinu 42. Na rozdil od serinové fosforylace IxkBa, tyrozinova fosforylace IkBa je

schopna aktivovat NF-kB 1 v nepfitomnosti degradace IxBa proteasomemsg’Go.

4.3.4. HS1

75kDa velky protein HS1, pusobici jako transkripéni faktor, je vyznamny substrat
SFK v signalni draze membranovych receptori B-lymfocytii nebo T-lymfocyta® ®3. HS1 je
strukturné pfibuzny cortactinu a reguluje polymerizaci aktinu. Obsahuje tii aktin vazebné
cortactinové repetice, dale NLS, oblasti bohaté na prolin a SH3 doménu®. Stejn& jako
cortactin, HS1 vaze F-aktin a interaguje s komplexem Arp2/3, zvySuje tak jeho aktinovou
nukleaéni aktivitu®. K tomu pravdépodobn& dochazi i pfimo v jadfe (viz kapitola Regulace
dynamiky a funkce aktinu v jadie béhem interfaze). Piestoze HS1 obsahuje ve své
struktufe NLS, v klidovych B-lymfocytech se vyskytuje piedev§im Vv cytoplazmész’%.
Stimulace kindz Syk a Lyn membranovymi receptory v B-lymfocytech vede Kk jeho
fosforylaci a nésledné translokaci do jadra, kde reguluje genovou expresi. Tato fosforylace

HS1 kindzou Lyn je také podminkou pro apoptoézu indukovanou membranovymi receptory

v B-lymfocytech®.
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HS1 véze SH3 doménu kindz Lck nebo Lyn®, ale nikoli Fyn. Samotna vazba HS1
pies SH3 doménu SFK viak nestaci pro jeho fosforylaci®®. HS1 je fosforylovan aktivovanymi
kinazami rodiny Src (Fgr, Fyn, Lyn, Lck) pouze po primarni fosforylaci HS1 kinazou Syk,
kterd generuje idealni vazebné misto pro SH2 domény SFK®*® a umoziiuje tak jejich vazbu
s HS1. Pro stabilni spojeni mezi SFK a HS1 musi byt splnény i dal$i podminky (pozorovano
na Fgr a Lyn): Autofosforylace kinaz rodiny Src na Tyr419 a cilovy tyrozinovy zbytek pro
SFK na HS1 bez fosfatu, ten totiz rusi vzajemnou interakci®. Po tyrozinové fosforylaci

kinazou Syk se pres SH2 doménu k HS1 véaze kromé SFK i protein Vav®*®® (viz str. 15).

4.4.Adaptorové jaderné proteiny
Kinazy z rodiny Src interaguji také s proteiny slouzici jako adaptorové molekuly, které
umoznuji v jadfe propojeni riznych signalnich cest a procest. Jedna z funkci téchto proteini
je i kontrola genové exprese a proliferace. Mezi tyto znamé proteiny patii Sam68 (viz str. 19),

SLM1 (viz str. 21), Nck a Vav.

4.4.1. Vav (p59)

Vav, znamy proto-onkogen, nepatii mezi klasické signaliza¢ni adaptorové proteiny,
nebot’ ma enzymovou aktivitu. Aktivné pomaha pii vyméné GDP za GTP a tak aktivaci
malych G-proteind, jako jsou Cdc42 a Racl, ptes které reguluje dynamiku aktinu. Vav je
vysoce exprimovan v hematopoietickych bunikach, kde se Gi¢astni signalizace pies receptory
aktivované imunitni odezvou®. V jeho struktufe se da najit nékolik motiva dilezitych pro
protein — proteinové interakce a signalni pfenos, véetné SH3 a SH2 domén®. V sekvenci Vav
Ize také rozpoznat dvé jaderné lokalizaéni sekvence®. Kromé jeho cytoplazmatickych funkci
se Vav podili 1 na regulaci transkripce a bunééného cyklu pravdépodobné pies interakce se
Sam68 (viz str. 19) a hnRNP K (viz str. 22) jeho SH3 doménou®™""2,

Kinazy rodiny Src (Lyn, Fyn, Lck a Hck) mohou Vav piimo fosforylovat a aktivovat
jeho enzymovou aktivitu™®". K interakci mezi Vav a SFK pravd&podobné dochézi pies jejich
SH2 doménu’®. N&které extracelularni signaly mohou vyvolat translokaci Vav do jadra, kde
byl také nalezen fosforylovany na tyrozinusl. Téz vzajemna koexprese Sam68 a Vav vede ke
zvySeni lokalizace Vav v jadfe a ke zménd bunséné morfologie’. Piestoze jeho jaderna
funkce jeSté neni Upln€ pochopena, tyto informace naznacuji, Ze Vav funguje také jako
adaptorovy protein zapojeny do metabolismu RNA a transkripce v pribéhu

diferenciace®> %72,
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4.4.2. Nck

Nck je konstitutivné exprimovany adaptorovy protein, ktery je slozen z jedné SH2 a tii
SH3 domén. Hraje vyznamnou roli v signalnim pienosu ruznych receptort, jako jsou
receptory pro PDGF nebo VEGF, a spojuje receptorové I nereceptorové tyrozinové kinazy
s aparatem aktinové reorganizace’®. Nck je také silny aktivator proteinu N-WASP (viz str.
16), ktery je zodpovédny za aktinovou polymerizaci v jadie a regulovany tyrozinovou
fosforylaci kinazami z rodiny Src”. Prestoze Nck neobsahuje ve své struktute NLS, vyskytuje
se i v jadie. Zde je jeho pfitomnost dana pravdépodobné asociaci s jinymi proteiny76.

Kinaza Src aktivovana receptory ristovych faktori fosforyluje Nck’’. Analyza jaderné
a cytosolické frakce potvrdila, Ze stimulace ristovymi faktory nevede k zadné translokaci Nck
a ze tyrozinova fosforylace je specificka pouze na cytosolicky Nck. Dalsi analyzy odhalily
specifické vazebné partnery rozdilné pro jaderny a cytosolicky kompartment. Sam68 (viz str.
19), RNA vazebny protein a substrat kinazy Src bézné lokalizovany v jadfe, byl identifikovan
jako jaderny specificky partner Nck v obou mitotickych a nemitotickych bunkach. Pro tuto
interakci je esencialni prvni SH3 doména Nck. Po rozpadu jadra se pocet interakci mezi
Sam68 a Nck snizuje. Z toho duvodu se piedpoklada, ze Sam68 je vychytan aktivovanou
kinazou Src béhem mitdzy, coz ma za nasledek ztratu asociace s Nck. To poukazuje na
konstitutivni spojeni Nck se Sam68'°. Odhaleni adaptorovych proteini v jadie naznacuje, ze

jsou v jadie mechanismy signalniho ptenosu, které rekapituluji ty, co jsou v cytoplasmé.

4.5.Regulace dynamiky a funkce aktinu v jadie béhem interfaze

Nejen v cytoplazmé, ale i v jadie probiha dynamicka polymerace aktinu. Ukazuje se,
ze se aktin v jadfe ucastni remodelace chromatinu a asociuje se vSemi tfemi RNA
polymerazami (ma tedy vliv na transkripci) a také s nékterymi ribonukleoproteiny. V obou
kompartmentech zajist'uje nukleacni aktivitu komplex Arp2/3, jehozZ funkci reguluji proteiny
WASP”. Proteinova rodina WASP zahrnuje 2 ¢&leny: WASP, ktery je omezen na
hematopoetické bunky, a konstitutivné exprimovany N-WASP?. Kinaza Fyn interaguje
sob&ma pres svou SH3 doménu’®”. N-WASP je ale jedinym &lenem proteinové rodiny
WAGSP, ktery se nachazi i v nukleoplazmé, kde zajist'uje kontakt s komplexy Arp2/3™.

Nativni konformace N-WASP je autoinhibi¢ni, zplsobujici depolymerizaci aktinu.
Aktivace N-WASP vyzaduje jeho interakci s molekulou rusici autoinhibi¢ni konformaci, jako
jsou napt. cdc42 nebo Nck (viz str. 16)”. Dale miize byt N-WASP aktivovéan fosforylaci na
tyrozinu 253 kinazou Fyn, coz vede Kk trvalé aktivaci nukleac¢ni aktivity komplexu Arp2/3

nezavislé na Cdc42%°,

16



Lokalizace N-WASP je také kontrolovana tyrozinovou fosforylaci kinazami z rodiny
Src. N-WASP ma 3 NLS a neobvykly NES, ktery se zpfistupni po konformacnich zménach
zapfi¢inénych tyrozinovou fosforylaci. Fosforylovany N-WASP je pievazné lokalizovany
V cytoplazmé, zatimco nefosforylovany v jadie. Kromé toho, tyrozinova fosforylace N-WASP
zpusobuje jeho zrychlenou ubiquitinylaci a naslednou deg radaci®.

N-WASP se vaze na SH3 doménu kinazy Fyn®. To podporuje domnénku, Ze aktivace
zavisla na fosforylaci, proptjcuje v nukleoplazmé vyznamny mechanismus regulace. V tomto
piipad¢ aktivace N-WASP, kterd zaroven zptisobuje jeho jaderny export a degradaci, zajisti,
ze nukleacni aktivita Arp2/3 zprostfedkovana fosforylovanym N-WASP, je pfisné regulovana.
Jeho kratka Zivotnost v nukleoplazmé zaroveti zabrani extensivni aktinové polymerizaci®®’.
Z té&chto poznatkt vyplyva, Ze se kinaza Fyn vyskytuje i v jadre, kde fosforyluje N-WASP.

Nejen kinazy z rodiny Src ovliviiuji aktivitu N-WASP, ale i N-WASP pusobi na SFK.
ZvySena uroven nefosforylovaného N-WASP v jadie snizuje aktivity SFK Vv buiice. Zaroven
potlacuje transkripci HSP90, ktery je esencialni pro spravnou aktivaci téchto kindz. Tento
efekt N-WASP je potlacen, pokud je tento protein fosforylovany, a tedy exportovany z jadra.
Z toho vyplyva, ze lokalizace N-WASP moduluje aktivitu kinazy Src regulaci exprese
HSP90™.

Je znamo, 7e N-WASP interaguje shnRNP K% (viz str. 22) a komplexem
PSF-NonO®, takto mize regulovat transkripci a sestiih. Aktinova polymerizace indukovana
proteinem N-WASP je také nutna pro spravnou ¢innost RNA polymerazy II. Z toho vyplyva,
Ze tyrozinova fosforylace jaderné frakce N-WASP kinazami z rodiny Src hraje duleZitou roli
v regulaci transkripce”®,

SFK ovliviluji polymerizaci aktinu také regulaci translace mRNA B-aktinu. Pfedevsim
v neuronech je tato kontrola vykonavana tyrozinovou fosforylaci proteinu ZBP1® (viz str.
24). V neposledni fadé mohou SFK ovlivnit dynamiku aktinu pies Sam68, tento protein totiz
vaze B-aktin mRNA a jeho schopnost vazat tuto mRNA je negativné regulovana tyrozinovou
fosforylaci®® (viz str. 19). Kromé v této kapitole zminéného Nck® (viz str. 16), ktery funguje
jako silny aktivator aktivity N-WASP, polymerizaci jaderného aktinu pravdépodobné

usmériuji 1 interakce mezi HS1% (viz str. 14), Vav'®™ (viz str. 15) a SFK.
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5. Src a metabolismus RNA

Kinadzy rodiny Src se podileji na metabolismu RNA kromé regulaci genové exprese
(viz str. 11) i na jinych arovnich. V tomto ohledu vyznamné piispivaji studie pouZzivajici pro
aktivaci SFK rtstové faktory. Kindza Src stimulovand ristovym faktorem PDGF zpisobuje
stabilizaci mRNA specifickych Gasnych gend ve fibroblastech® nebo COX-2 mRNA
v aortalnich myoblastech®®. v-Src také zvySuje mnozstvi mRNA sphingosine kindzy 1 jeji
stabilizaci. Toho pravdépodobné dosahne fosforylaci tyrozinovych zbytki AUF1 (mMRNA
decay-accelerating factors), vaziciho se k 3 'nepiepisujici se oblasti (UTR) urcitych mRNA.
Tim zabréni jeho aktivité vedouci k rozpadu molekul mMRNAY.

Kinazy rodiny Src jsou vétSinou spojovany s integrinovou signalizaci, ale o jejich
propojeni s RNA metabolismem se zatim moc nevi. Proto je zajimavé, ze vice nez 20 %
proteind diferencialné fosforylovanych na tyrozinu v buiikach transformovanych kinazou Src

spadd ptimo do této kategorie. Kromé sestfihovych faktorti byly zaznamenany také RNA

......

88

faktory, chaperony a komponenty ubiquitin-proteasomového systému”. Dals§i analyza

identifikovala a posléze potvrdila fyzickou asociaci mezi komponentou eukaryotického
. : . . . o s s . .
kinazu Src je mozné nalézt nejen uvnitf jadra, ale 1 v jadérku®’, poukazuje na nové

neprobadané pole piisobnosti kindzy Src.

5.1.Posttranskrip¢ni regulace RNA

Kinazy rodiny Src mohou pfispivat k regulaci tprav hnRNA riznymi zptsoby (Viz
dale). Src pravdépodobné pilisobi na obecny mechanismus sestfihu nebo transportu mRNA
regulaci aktivity komponent sestiithového a transportniho aparétus. Neel se svymi kolegy90
pouzili mySi TNFB a B-globin jako reportérovy gen. Po kotransfekci NIH3T3 bunék
expresnimi vektory obsahujicimi jeden z téchto reportérovych gent a Src doslo k indukci
modifikace zpracovani RNA v téchto bunkéach. Porovndni mezi riznymi stavy aktivace
kinazy Src ukazalo, ze Src mize bud’ zpomalit rychlost sestiihu hnRNA, anebo umoznit
export aberantné sestfizenych transkriptﬁgo. Stejného vysledku se dosdhlo 1 pouzitim genu pro
LTo’. Zpomaleni sestiihu zplisobené kinazou Src je dano predevsim preferenci fosforylovat
specifické substraty. Tato regulace sestfihu, ani transportu ale nevyzaduje jeji funkéni SH3
doménu. To vyluCuje zapojeni SH3 ligandl kinazy Src v regulaci Gprav reportérové hnRNA

pro LTa a TNFp. Na druhou stranu efektivni transport nedokoncenych transkripti, ktery vede
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k jejich akumulaci v cytoplazmé, vyzaduje pfitomnost aktiva¢ni mutace a je senzitivni k SH2
doméng®®.
Tyrozinova fosforylace proteinii Gcastnicich se zpracovani hnRNA by mohla byt

aberantn¢  sestfizenych  transkripti v cytoplazmég. Zvysend akumulace mRNA

S nesestfizenymi introny byla pozorovana napf. Vv mnoha nadorech u genu CD44*,

5.1.1. RNA vazebné proteiny

Kinazy z rodiny Src sdileji mnoho substratti a ukazuji zna¢nou funk¢ni redundanci®.
Proto zde popsané RNA vazebné proteiny mohou slouzit jako substraty i jinym ¢lentim SFK.
VeétSina RNA vazebnych proteinti se nachazi v cytoplazmé nebo v jadie. Moznym jadernym

interakcim s SFK neni zatim vénovana velka pozornost.

5.1.1.1. STAR rodina

Zastupci proteinové rodiny STAR obsahuji ve své strukture RNA vazebnou ,,hnRNP
K homologni“ KH doménu obohacenou o konzervované aminokyseliny a SH3 vazebné
motivy bohaté na prolin. To zajistuje témto proteinim riznorodé interakce s RNA a

signalizanimi molekulami®*®,

5.11.11. Sam68
Protein Sam68, &len proteinové rodiny STAR®, téz znam jako p70 & p62, je
substratem kindz rodiny Src béhem mit(’)zyz. Sam68 je jaderny protein, ktery obsahuje alespon
6 oblasti bohatych na prolin, RNA vazajici oblast piifazovanou ke KH doméns® a
C-terminalni konec bohaty na tyrozin®. KH homologni doména je roz$ifena o konzervované
aminokyseliny spole¢né vice proteinim. Nazyva se GSG®, in vitro vaZe poly(U)
homopolymerni ribonukleotidy a jeji schopnost vazat tyto ribonukleotidy miize byt negativné

10,95

regulovana tyrozinovou fosforylaci zprostfedkovanou c¢leny SFK Fyn a Src® nebo

interakcemi s SH3 a SH2 doménami kinazy Src”’. Obé tyto domény jsou nutné pro stabilni
interakci se Sam68 béhem mit(')zy38‘97.

Béhem mitozy kinaza Src fosforyluje Sam68. To vede k zablokovani ukonéeni mitozy.
Priitokova cytometrie ukazala, Ze na schopnost bunék vstupovat do mitdézy to nema Zadny
efekt®. Toto a dalsi fakta vedou k myslence, Ze Src je dilezity v regulaci bun&&ného cyklu
pres Sam68, konkrétné jeho KH doménou®. Wyke se svymi kolegy dokézali, ze nejen KH

doména Sam68 ale 1 kindza Src je nezbytnd pro ndstup S faze®. Sam68 je vyznamné

fosforylovany na threoninu a serinu riznymi kindzami béhem mitoézy a interfaze, ale tyto
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fosforylace nemaji vliv na interakce Sam68 s RNA%, Doposud byla prokdzéana interakce
Sam68 s kinazou Src pouze po rozpadu jaderného obalu b&hem mitézy®. Presto jsou zde i
doklady, které poukazuji na moznou konstitutivni asociaci mezi Src a Sam68 bé¢hem celého
bunécného cyklu38.

100 Sybpopulace Samé68, ktera se vyskytuje

Sam68 se nachazi nejvice v jadie
Vv cytoplazmé, funguje jako adaptorovy protein. Pfenasi signaly od aktivovanych ¢lenti SFK
(Fyn, Src, Lck, Lyn) smérem k jejich efektorim, jako jsou RasGAP1 a STAT3W1102103
Kromé SFK také vaze signalni molekuly, jako jsou Grb2 a fosfolipaza C-y*%2. Samé8 byl
nalezen konstitutivné fosforylovany v leukemickych T-buitkach a po stimulaci klidovych
T-lymfocytd fytohemagglutininem a interleukinem-2 je fosforylovan na tyrozinu. Toto
naznaluje, 7e tyrozinové fosforylace Sam68 neni omezena pouze na mitozu'™. Je dillezité
zminit, Z7e lokalizace kinazy Fyn u plazmatické membrany se ukdazala esencialni pro
konstitutivni tyrozinovou fosforylaci jaderného Sam68 a ze fosforylace Sam68 muize probihat
mimo jadro™®.

Nékolik studii podporuji roli Sam68 v regulaci metabolismu RNA. Kromé regulace
exportu a polyadenylace virovych mMRNA bylo pozorovano, ze Sam68 kolokalizuje a asociuje

10484 3 dokonce reguluje alternativni sestiih*®'%*%. Tato schopnost je

se sestfihovymi faktory
ovlivnéna tyrozinovou fosforylaci kinazou Fyn'**'%. Prestoze tyrozinova fosforylace Sam68
neovliviyje jeho lokalizaci, rusi jeho interakci s faktorem YT521-B (viz str. 23) asociovanym

104 Sam68 také asociuje s Brm, komponentou chromatinového

se sestfihem Vv jadre
remodela¢niho komplexu SWI/SNF, ktera zaroven zpomaluje elongaci transkripce
zprostiedkovanou RNA polymerazou Il a uplatiuje se i v alternativnim sestiihu®®. Sam68
vaze hnRNA Bcl-x a ovliviiuje jeho alternativni sestiih. Vazbou uptednostiuje tvorbu
proapoptotické izoformy Bcl-x. Tyrozinova fosforylace Samé68 kinazou zrodiny Src
(pozorovano u Fyn) mulze ptepinat v Zzivych bunkach jeho roli z proapoptotické na
antiapoptotickou'®. Zajimavé je, Ze Sam68 interaguje v jadie s adaptorovym proteinem Nck
(viz str. 16), ktery reguluje jaderny aktinovy cytoskelet”®. To a dal3i data siln& naznacuji vliv
Sam68 na metabolismus RNA nejen pies vazbu RNA, ale také jeho interakci s dalSimi
jadernymi proteiny’®. Sam68 by mohl byt prostiednik mezi extracelularné aktivovanymi
drahami a posttranskrip¢ni regulaci genové exprese. Diky schopnosti vazat RNA propojuje

signalni pienos interakci s kindzami SFK s regulaci metabolismu RNAY.
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511.12. SLM-1

Di Fruscio se svoji skupinou93 identifikovali dva sav¢i proteiny SLM-1 a SLM-2, které
maji =70% sekvencni identitu se Sam68 v jejich GSG doméné a obsahuji SH2 a SH3 domény.
Oba dva jsou RNA vazebné proteiny, ale pouze SLM-1 funguje jako multifunk¢ni adaptorovy
protein pro kinazu Src béhem mitdzy, nebot vaze Grb-2, fosfolipazu Cy-1 (PLCy-1) a
p120™C4". Kinazy Src a Fyn mohou fosforylovat SLM-1, ale ne SLM-2%, SLM-1 interaguje
se Sam68 a YT521-B (jaderny protein tcastnici se selekce sestfihového mista; viz str. 23).
SLM-1 moduluje vybér sestiihového mista podobné jako Samé68 (viz str. 19). Fosforylace
SLM-1 pomoci kinazy Fyn rusi tuto schopnost modulace, ale nema zadny vliv na aktivitu
SLM-2'%. Pravdépodobné tedy existuje rodina Sam68/SLM, jejiz &lenové maji vliv na

signalni cestu fidici metabolismus RNA.

51.1.13. QKI

QKI je prvni protein proteinové rodiny STAR, u kterého bylo ukazano, Ze positivné
reguluje  homeostizu mRNA  kontrolovanym  snizenim  tyrozinové fosforylace
u diferencujicich se bun€k. Je to selektivni RNA vazebny protein, ktery je esencidlni pro
myelinaci v centralnim nervovém systému'®. Vechny hlavni izoformy sdili rozsitenou RNA
vazebnou KH doménu na N-konci nasledovanou nékolika SH3 vazebnymi motivy a shlukem
tyrozinovych zbytki na C-konci®?. Kinazy rodiny Src (Src a Fyn) ovliviiuji proces myelinace
Vv centralnim nervovém systému fosforylaci tohoto seskupeni tyrozinovych zbytki. QKI
selektivné vaze 3’'UTR mRNA kodujici MBP (Myelin Basic Protein). Takova interakce
stabilizujici mRNA MBP je pozadovana pro rychlou akumulaci této mRNA béhem aktivni
myelinogeneze. Interakce SFK s SH3 motivem QKI a nasledna tyrozinova fosforylace rusi
schopnost QKI vazat mRNA MBP. Tato fosforylace zplGsobena kinazou Src je ptisné
regulovana béhem aktivni produkce myelinu, coz posiluje interakci mezi QKI a mRNA
MBP*®.

Funkéni vyznam regulace interakce QKI s RNA tyrozinovou fosforylaci se neomezuje
jen na metabolismus mMRNA MBP. Ve skute¢nosti mohou izoformy QKI hrat rozdilné role
v riznych fazich posttranskripéni regulace®, véetng sestfihu'', subcelularni lokalizace a

110,112
Al

translace mRN . Naptiklad bylo objeveno, ze izoforma QKI-6 inhibuje translaci vazbou

reportérové mRNA in vitro**? fici
v jadie, a tim inhibovat produkci tohoto proteinu™®®,
Proteiny QKI se obecné exprimuji v riznych tkanich, nejen v buiikkach produkujicich

myelin. Ovliviluji nejriznéjsi procesy jako je apoptodza, tumorigeneze a kardiovaskularni
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rozvoj* ™% Vyse zminény mechanismus regulace myelinogeneze centralniho nervového
systému (interakce QKI s RNA ovlivnéna tyrozinovou fosforylaci kindzami Src) by mohl byt
Siroce uplatnén 1 v jinych systémech pro modulaci bunééného osudu mRNA v reakci na

nejraznéjsi vyvojoveé a extracelularni signaly.

5.1.1.2. hnRNP K

Heterogenni jaderny ribonukleoprotein hnRNP K obsahuje tii KH domény, které
zprostiedkovavaji vazbu na RNA a DNA (pfednostné vaze poly(C) nukleotidy). Ovliviiuje
remodelaci chromatinu, transkripci, export a stabilitu mRNA, dokonce i translaci. Protein K
se skldda z mnoha moduld. N&které vazi kinazy, jiné rekrutuji chromatin, transkripéni,
sestfihové a translacni faktory. To napovida o jeho prostorovém uplatnéni. Funguje jako
proteinové leSeni integrujici signdlni drahy usnadnénim vzajemné komunikace mezi kindzami
a faktory regulujici procesy metabolismu nukleovych kyselin®. Elektronova mikroskopie
ukazala lokalizaci proteinu K v jadre, cytoplazmé, mitochondriich a v blizkosti plazmatické
membrénym. Mezi cytoplazmou a jadrem se aktivné pfemist’ujeso.

hnRNP K obsahuje 3 motivy bohaté na prolin, kterymi selektivné vaze SH3 domény

tyrozinovych kinaz: Src, Fyn, Lyn a Lck” 97115

. Tyto kinazy také fosforyluji protein K. Tato
fosforylace a zvySené mnozstvi interakci S vazebnymi partnery snizuje schopnost hnRNP K
vazat RNA™®M Na druhou stranu tyrozinova fosforylace proteinu K posiluje jeho

interakci s SFK a proteinem Vav'*

(viz str. 15). hnRNP K neni pouze substratem kinazy Sre,
ale zaroven jejim aktivatorem. To poukazuje na vzajemnou specifickou interakci mezi témito
proteiny™®. Aktivace kindzy Src je inhibovéna dimethylaci argininovych zbytkii hnRNP K
lokalizovanych mezi motivy bohatymi na prolin*'®. Prvni oblast bohaté na prolin umozZiiuje
interakci se Src, zatimco dvé nasledujici jsou nezbytné a dostacujici pro specifickou aktivaci
této kinazy'?®. Tyto funkce proteinu K (interakce s kindzou Src a jeji aktivace) jsou na sob&
nezavislé. In vitro a in vivo protein K interaguje s kinazami Src a Lck, ale aktivuje pouze
Src'?’. Predpoklada se, ze hnRNP K by mohl pozménit konformaci kinazy Src vedouci ke
spusténi jeji autofosforylace a aktivace. Aktivovana Src jej pak zpétné fosforyluje™*®.

V cytoplazmé protein K véze translacni elongacni faktor-1a a plni funkci translacniho
regulatoru specifickych mRNA, jako jsou mRNA pro c-myc, renin, r15-LOX a Src>**?.
Mechanismus pusobeni hnRNP K a jeho ovlivnéni kinazou Src je nejvice prostudovan na
regulaci translace u mRNA pro r15-LOX a Src. r15-LOX je klicovy enzym v diferenciaci
erythrocytil podilejici se na odbourani mitochondrii ve zralych retikulocytech™’. Tyrozinova

kinaza Src se odliSné exprimuje v prekurzorech erythrocyti a zralych retikulocytechm.
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Protein K uml¢uje translaci mRNA pro r15-LOX a Src v erythroidnich prekurzorech vazbou
na diferencia¢ni kontrolni element (DICE) nalézajiciho se na 3'UTR téchto molekul. Vazba
hnRNP K k DICE zablokuje nasednuti 60S ribozomalni podjednotky a zformovani
kompetentniho 80S ribozomu. Ve zralych retikulocytech kinaza Src fosforyluje Tyr458 na
jeho KH doméné a tim reverzibilné inhibuje vazbu tohoto ribonukleoproteinu k DICE. Timto
zpusobem obnovuje Src translaci MRNA pro r15-LOX a Src inhibovanou proteinem K in

Viv0118,121

. Dalsi analyza ukazala, ze protein K je in vivo konstitutivné navazan k mnoha
MRNA. Tato vazba je inhibovana tyrozinovou fosforylaci hnRNP K. To naznacuje spojitost
mezi extracelularnimi signaly aktivované kinazy Src a vazbou tohoto proteinu k molekulam
mRNAM®, Na rozdil od translaéniho umléeni mRNA pro r15-LOX a Src, hnRNP K stimuluje
nasednuti ribozomu na mRNA c-myc. To poukazuje na pleiotropni plisobeni
hnRNP K v translacnich procesechSO.

Tyrozinova fosforylace hnRNP K kinazami rodiny Src by mohla probihat nejen
V cytoplazmé, ale také v jadre, kde by regulovala export mRNA, transkripci a modifikaci

hnRNA v odpovédi na extracelularni signaly (viz str. 9).

5.1.1.3. SNP70

Protein SNP70, ktery se pievazné koncentruje v jadfe mimo jadérko, byl nalezen jako
interak¢ni partner SH3 domény kinazy Src. V jeho sekvenci Ize nalézt SH3 vazebné motivy a
nékolik jadernych lokaliza¢nich signalii. Zda se, Ze tento protein je konstitutivné exprimovany
ve velké $kale riznych tkani. Vykazuje afinitu k RNA nebo jednovlaknové DNA'??. SNP70
kolokalizuje v jadie se sestfihovymi faktory'®. Krom& toho SNP70 asociuje s jadernymi a

perinuklearnimi filamenty a hraje roli v regulaci zpracovani hnRNA'#%,

5.1.1.4. YT521-B
YT521-B je RNA vazebny protein ucastnici se sestiihu hnRNA. Konstitutivné se
exprimuje v jadie, kde méni vyuziti alternativnich sestfihovych mist Vv zavislosti na své

koncentraci*®. Toho doséhne bud’ interakei s dal§imi proteiny, anebo vazbou RNA pies svoji

8104

YTH doménu™®* ' Interaguje se Samé (viz str. 19) a ovliviiuje presunuti

chromozomalnich lokust do center s aktivni transkripci, coz umoznuje efektivni regulaci

126 yT521-B je lokalizovany v dynamickém jaderném kompartmentu, tzv. YT

genoveé exprese
body, a je schopny se pfemistovat mezi jadrem a cytoplazmou. V cytoplazmé muze byt
fosforylovany kindzami Src ¢i Fyn, zatimco v jadfe pfevazuje fosforylace zprostfedkovana
kindzou AbI™®*. Tyrozinova fosforylace Samé68 zprostiedkovana kinazou Fyn negativnd

reguluje jeho asociaci s YT521-B a zpusobuje rozptyleni YT521-B z YT bodies do
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nucleoplazmy*®*

. Nefosforylovany YT521-B méni vybér alternativnich sestfihovych mist IL-4
receptoru, CD44 a SRp20, zatimco tyrozinova fosforylace minimalizuje tento efekt.
Tyrozinova fosforylace pravdépodobné zpusobuje sekvestraci YTS521-B Vv nerozpustné
jaderné frakci, coz rusi jeho schopnost ménit alternativni sestiihova mista’®*. ProtoZe asociace
a lokalizace YT521-B a Sam68 jsou ovlivnény tyrozinovou fosforylaci Fyn, predpoklada se,
7e aktivita SFK ovliviiuje alternativni sestiih pfes Sam68 a jeho interakci s YT521-B*,
Stoss se svymi kolegy'® potvrdili stejny systém regulace také mezi YT521-B a SLM-1 (viz

str. 21).

5.1.15. ZBP1

Onkofetalni protein ZBP1 ovliviiuje lokalizaci, stabilitu a kontrolu translace mRNA.
Obsahuje KH doménu, kterou vaze konzervovany element znamy jako ,,zipcode* na 3" UTR
nékterych mRNA' (napf. mRNA B-aktinu®®). Aktivn& se exprimuje béhem embryogeneze a
tumorigeneze, ale jeho exprese je reprimovana v metastatickych bunéénych linii rakoviny plic
a nadorg™,

mRNA p-aktinu je majoritné lokalizovana v misté polymerizace aktinu, coz mize
pfispivat k bunééné migraci béhem embryogenze, diferenciaci a dokonce ke karcinogenezi.
Tato lokalizace vyzaduje onkofetalni protein ZBP1, ktery vaze jeji zipcode element. Ten
asociuje s P-aktinovym transkriptem v jadie a brani jeho predcasné translaci v cytoplazmé
blokovanim iniciace translace. Translace nastane aZ poté, co komplex ZBP1-mRNA doséhne
cilové periferni oblasti buniky. Na konci transportu mRNA je translace iniciovana diky
interakci kinazy Src, ktera nafosforyluje tyrozinovy zbytek na ZBP1, ktery je odpovédny za
vazbu k RNA®. Tato regulace lokalizace translace je pod kontrolou SFK piedevsim
183127

v primarnich fibroblastech a neuronec

ZBP1 reguluje i stabilitu c-Myc, CD44, a dalsich mRNA,

. Kromé& kontroly lokalizace a translace mRNA,

5.1.1.6. CUGBP2

CUGBP2 je RNA vazebny protein majici funkce v jaderném i cytoplazmatickém

130 181 Kinaza Src stimulovana

kompartmentu~". Obsahuje tii RNA rozpoznavaci motivy (RRM)
rastovym faktorem PDGF fosforyluje CUGBP2 na tyrozinu 39, ktery se poté navaze na AU
bohatou oblast v ramci 3' UTR mRNA COX-2 (pozorovano na savc¢ich aortalnich svalovych
buiikach)®®. Tato vazba stabilizuje MRNA COX-2 a zéaroveii zpusobi inhibici translace této
MRNA. To poukazuje na novy mechanismus regulace RNA vazebnymi proteiny, kdy zvySena

stabilita proteinu neni spojena se zvysenou proteinovou expresi*. Je pozoruhodné, Ze naproti

vvvvvv
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tyrozinové fosforylaci (viz str. 19), vtomto piipadé je tomu pravé naopak. Fosforylace
CUGBP2 kinazou Src zvysuje jeho schopnost vazat mRNA COX-2%.

CUGBP2 ovlada 1 dalsi dulezité aktivity v metabolismu RNA. Moduluje
posttranskripcni editaci C na U v mMRNA apoB Vv savéim stieve™2. Dale reguluje sestiih
hnRNA uritych genti béhem vyvoje riiznych tkani®*. Souhrnng to ukazuje, ze¢ CUGBP2 je
multifunkéni protein kontrolujici rizné aspekty posttranskripéni regulace genové exprese,

131

veetnd editace mRNA? sestiihu®®!, stability mRNA a translace®,

5.11.7. RBM10

Amanchy se svoji skupinou (2008)**

identifikovali a posléze experimentalné ovéfili
novy substrat kinazy Src. Jedna se o jaderny protein RBM10, ktery vaze RNA pies vysoce
konzervovany RNA rozpoznavaci motiv (RRM) nalezeny u riznych RNA vazebnych
proteind. Hraje kritickou roli v regulaci genové exprese a ma vliv i na posttranskripéni
regulaci a sestfih hnRNA™!. Amanchy se svymi kolegy™® navic potvrdili, ¢ RBM10 je

fosforylovan kinazou Src po jeji aktivaci rustovym faktorem PDGF.

5.1.2. Endonukleazy

Degradace mRNA patii k hlavnimu mechanismu kontroli genové exprese. Na rozdil
od hlavniho degrada¢niho procesu molekul mRNA, zahrnujiciho odstranéni 5° konce a
posléze degradace exonukledzami, minoritni zplisob degradace endonukledzami zplsobuje
Stépeni prepisujici se mRNA na ribozomech. To znamena, Ze endonukledzy musi byt
specificky cileny k piepisujici se substratové mRNA. Musi tedy existovat proteiny, které
specificky navdazou mRNA urcené k tomuto zpiisobu degradace a posléze cilen¢ vychytaji

endonukleézylSS.

5.1.2.1. PMR1

PMRL1 je endonukleaza mRNA, ktera po aktivaci estrogenem u drapatky degraduje
mRNA albuminu™®. PMR1 iniciuje degradaci mRNA pouze pokud je navazana na polyzomy.
Tento rozklad vyzaduje aktivni translaci jeji substraitové mRNA a tyrozinovou fosforylaci
PMR1 na Tyr650 kindzou Src™*>**. Fosforylace tohoto tyrozinu generuje vazebné misto SH2
ligandu nepostradatelného pro cileni PMR1 k polysomim™®. Interakce Src s PMR1 zahrnuje
u této endonukleazy obé jeji SH3 vazebna mista bohatd na prolin na N-konci a misto pro
tyrozinovou fosforylaci Tyr650 na C-konci. Rustovy faktor EGF rychle indukuje fosforylaci
PMR1 kinazou Src. To poskytuje pfimé spojeni mezi ptenosem signalu kindzovou aktivitou a

degradaci mR NAC.
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6. Zavér a Diskuze

NaSe porozuméni struktute, regulaci, lokalizaci a funkci SFK uvniti buiky se
dramaticky zvySilo od jejich prvniho objeveni. Cilem této prace bylo shrnout dosavadni
poznatky tykajici se vlivu SFK na metabolismus RNA a zaroven vyvodit verdikt nad jejich
jadernou lokalizaci. S tim souvisi nové moznosti jejich vlivu na zpracovani RNA. Jejich
indukovatelna jaderna lokalizace je neomezuje pouze na interakci s cytoplazmatickymi ¢i
aktivné se pfemistujicimi proteiny, ale mohou interagovat se substraty piimo v jadie. Jak zde
bylo popsano, vjadie béhem interfaze SFK zptisobuji strukturni zmény chromatinu a
umoziuji piistup transkripénim faktorim do mist aktivni transkripce. Tato prace popisuje
znamé interak¢éni partnery SFK, které patii do skupiny RNA vazebnych proteintt majicich
riznou roli ve zpracovani RNA (viz Tabulka 1). Tyto interakce se zkoumaly pfedev§im
V cytoplazmé, prestoze vétSina téchto proteinti se vyskytuje i v jadfe. Jejich mozné jaderné
asociaci s SFK se doposud nevénovala pozornost, pravdépodobné kvuli novym zatim ne moc

znamym faktlim o jaderné lokalizaci SFK.

Tabulka 1: Substraty SFK hrajici ilohu v metabolismu RNA

Protein Uloha v metabolismu RNA Reference
Transkripcni faktory:
%:3_ K;AESSlTAT 3 Regulace transkripce 22,53,54,55,60.62
Jaderné adaptorové proteiny:
Nck; Vav Propojeni proteinti s metabolismem RNA, regulace transkripce TLEL 72,7677
Dalsi jaderné proteiny
N-WASP Regulace transkripce, sestiih 7582
Histon deacetyldzy
HDAC3 Regulace transkripce %
RNA vazebné proteiny
Sam68 Alternativni sestiih, export retrovirovych nesestfizenych RNA 84104,105,106
SLM-1 Alternativni sestfih 108,109.110,111
QKI Sestfih, inhibice translace, stabilizace mRNA 12113
hnRNP K Regulace transkripce, sestfih, kontrola translace a exportu mRNA s0.121
SNP70 Sesttih 122123
YT521-B Regulace transkripce, alternativni sestfih 124,126
ZBP1 Regulace transportu mRNA, stabilizace a inhibice translace mRNA ~ #12
CUGBP?2 Stabilizace a inhibice translace mRNA, modulace sestfihu a editace 130,131,132

RNA

RBM10 Regulace transkripce a sestfihu 134
Endonukleazy
PMR1 Degradace RNA 135

Protein Uloha v metabolismu RNA Reference
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V poslednich letech se dosahlo vyznamného pokroku v odhaleni ptisobeni SFK na
zpracovani RNA (viz Schéma 1). Po stimulaci rGstovymi faktory SFK ovliviuji
metabolismus RNA nejen regulaci transkripce, ale i jinymi moznymi zplsoby. Plisobi na ngj
predeviim specifickou stabilizaci urditych mRNA®® a aktivaci translace®*'®?'. Transkripci
moduluji pfes interakci s transkripénimi faktory (viz p73/YAP22; STAT proteinyz; NF-kB®;
atd...), ovlivnénim remodelace chromatinu® (viz str. 11) a jaderné polymerace aktinu (viz
N-WASP?). Mezi dalsi mechanismy, které SFK usmériiuji, patfi kontrola lokalizace mRNA
(viz ZBP1®¥®) a alternativni sestiih (viz YT521-B** Sam6g'®1941%)  Také ovliviuji
transportni fenotyp mRNA®. Translaci moduluji nejenom propusténim vyvazanych mRNA
(viz hnRNP K812 7BP183) ‘ale i jejich cilenou degradaci (viz PMR1™®) &i piimou vazbou a
vazbu RNA vazebnych proteint k RNA (viz QK I%; hnRNP K812 ale maze mit i pozitivni
efekt (viz CUGBP2%).

Snizena stabilita

mRNA

Ir Umozvr?enlv . Alternativni Schéma 1: Pisobeni SFK na

. exportu castecne sestfih metabolismus RNA

Iniciace Zruseni sestfizenych

translace < vazby k RNA transkriptd Schéma sumarizuje

AN . , o r
” pleiotropni pusobeni SFK na
Translokace Podpora metabolismus RNA. Zkratka

TFdojadra <= SFK ==—=> vazbykRNA TF zastupuje Transkripéni

Faktory.
l
Cileni endonukleaz

k polyzémim

Regulace Zvysend stabilita
Transkripce & mRNA
Degradace
mRNA

Stale nové poznatky poukazuji na neustale se rozvétvujici a vzajemné se proplétajici
interak¢éni sit mezi SFK a proteiny ovliviiujici Gpravy RNA. Objevuji se oboustranné
pozitivni a negativni zpétné vazby (viz N-WASP; hnRNP K). Napiiklad kinaza Src nejen
interaguje se hnRNP K a ovliviiuje spoustu jeho funkci, ale i hnRNP K mé vliv na jeji
aktivitu. Dokonce reguluje i translaci Src (viz hnRNP K*?%). Posledni dobou se ukazuji nové
informace vypovidajici o rozdilné roli SFK na zpracovani RNA v emryogenezi a bunécné
diferenciaci (viz QKI; ZBP1).
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Rada otazek zlistava stale nezodpovézena, zejména potvrzeni ¢i vyvraceni jadernych
interakci mezi SFK a RNA vazebnymi proteiny nebo zjisténi zpisobu a ovlivnéni translokace

SFK do jadra.
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