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PUNTQ DI CONTROLLO IN G» PUNTO DI CONTROLLO IN MITOS|

ENTRARE IN MITOSI

SEPARARE | CROMOSOMI
FRATELLI

ENTRARE IN FASE S

PUNTO DI CONTROLLO IN G,

Alberts et al., LESSENZIALE DI BIOLOGIA MOLECOLARE DELLA CELLULA 3/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2011
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Controllo

e E un processo
finemente regolato

e E guidato da 2
classi di molecole:
le cicline e le
Cyclin-dependent
kinases (CDK)

oo (Serina-treonina

ka6 kinasi) che
fosforilano altre
proteine.
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Regolazione

Il processo si € evoluto negli organismi cellulari piu
complessi, una sola CDK (CDK1) dei lieviti, che deriva la
sua specificita dal legame con diverse Cicline, & stata
rimpiazzata da una famiglia di molecole fase-specifiche
comprendente circa 20 CDK;

Attraverso il legame CDK-Cicline si ha un controllo del ciclo
cellulare attraverso diverse combinazioni, in cui le Cicline
conferiscono la specificita del substrato e le CDK la funzione
enzimatica necessaria per |'attivazione dei complessi;

Il livello delle Cicline varia nelle fasi del ciclo cellulare
mentre quello delle CDK rimane costante essendo la loro
attivita enzimatica ad essere accesa o spenta dal legame
con le Cicline stesse;

Il sistema CDK-Cicline fa da ponte tra il segnale mediato
dai recettori di superficie a monte e i fattori trascrizionale a
valle.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 11

Ligands

2

5
‘zzﬂ J\4 3I\E

Signal-processing

layer

<

Ciow ( migraton | ((@rown | [ Adhegion | [ Difierantiation |

UNTANGLING THE ErbB
SIGNALLING NETWORK

Yosef Yarden* and Mark X. Sliwkowski}

NATURE REVIEWS [ MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 2 [ FEBRUARY 2001 [ 127

v. 0.7 © gsartor 2018 QO1 - Regolazione del ciclo cellulare 12

18/10/2018



IER.BB SIGNALING PATHWAY

(EGFR)[ EbB-

TGFu

(HERY/
Heu)
HE-EGF
\

04012 331109
(c) Kanehisa Laboratories

v. 0.7 © gsartor 2018

Proliferation
»O Swrvival
DHNA
Adhesion
e B ———— g
~IX Argiogenesis
~
A e[ ra e[ K »o
S Activation by EibB2
overexpression (cancers)
Adhesion
—»0
DNA

Migration / Trerasion

»O
DN&

Dufferentiation

——m Cell swvival
GSK-3 |- ——» Metibolisn

__ _yp Cellosle
w2 ] Frogan

QO1 - Regolazione del ciclo cellulare 13

Kinases (CDKs)

Cicline e CDK

TABLE 20-1 Selected Cyclins and Cyclin-Dependent

TABLE 20-1 Selected Cyclins and Cyclin-Dependent

Kinases (CDKs)

ORGANISM /PROTEIN NAME ORGANISM /PROTEIN NAME
S.POMBE VERTEBRATES
CDK (one only) Cdc2 Mid-G, CDKs CDK4, CDK6
Mitotic cyclin (one only) Cdc13 Late-G, and S-phase CDK CDK2
S. CEREVISIAE Mitotic CDKs CDK1, CDK2
CDK (one only) Cdc28 Mid-G, cyclins D-type cyclins
Mid-G, cyclin Cln3 Late-G, and S-phase cyclin CyclinE
Late-G, cyclins Cln1,Cin2 S-phase and mitotic cyclin Cyclin A
Early S-phase cyclins Clb5, Clb6 Mitotic cyclins Cyclin A,
Cyclin B
Late S-phase and early mitotic cyclins Clb3, Clb4
Note: Those cyclins and CDKs discussed in this chapter are listed and clas-
Late mitotic cyclins Clb1, Clb2 sified by the period in the cell cycle in which they function. A het-
i d of a mitotic cyclin and CDK is commonly referred to

Note: Those cyclins and CDKs discussed in this chapter are listed and clas-
sified by the period in the cell cycle in which they function. A het-
erodimer composed of a mitotic cyclin and CDK is commonly referred to
as a mitosis-promoting factor (MPF).

Table 20-1 part 1

Molecular Cell Biology, Sixth Edition

©2008 W. H.Freeman and Company
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as a mitosis-promoting factor (MPF).
Table 20-1 part 2

Molecular Cell Biology, Sixth Edition

©2008 W.H. Freeman and Company
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Cicline e CDK

CDK Ciclina Funzione
CDC2 (CDK1) Ciclina B Fase M
CDK2 Ciclina E Fase G1, partenze di Fase S
CDK2 Ciclina A Progressione Fase S
CDK1 Ciclina A Progressione Fase G2
CDK3 ? G1 (?)
CDK4 Ciclina D Progressione Fase G1
CDK5 p35 Differenziazione Neuronale
CDK6 Ciclina D Progressione Fase G1
CDK7 (MO15) Ciclina H CAK, trascrizione
CDK8 Ciclina C Trascrizione
? Ciclina F Fase G2 o Fase S (?)
? Ciclina G ?
v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 18
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Complessi CDK-Cicline
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e In fase G1 precoce CDK4/6 sono attivate
dalle Cicline D e iniziano la fosforilazione
delle proteine del pRb;

e Cio comporta il rilascio dei fattori di
trascrizione E2F cui consegue |'attivazione
e la trascrizione dei geni responsivi
richiesti per la progressione del ciclo
cellulare, incluse le Cicline E ed A.
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Retinoblastoma protein
(pRb, RB, Rb 0 RB1)

La proteina retinoblastoma & una “tumor
suppressor protein”.

Una funzione di pRb consiste nell’inibire la
progressione del ciclo cellulare fino a quando la
cellula non sia pronta per la divisione

Si lega ad enzimi che modellano la cromatina
(metilasi, acetilasi e deacetilasi)

pRb appartiene alla famiglia delle “pocket protein
family” che consiste in proteine che possiedono
una tasca per il legame ad altre proteine.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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Retinoblastoma protein
(pRb, RB, Rb 0 RB1)
p

Nell’'uomo la proteina & codificata dal gene RB1
nel cromosoma 13 (13q14.1-q14.2).

Se entrambi gli alleli del gene sono mutati la
proteina & inattivata e cio porta allo sviluppo del
retinoblastoma: le cellule della retina non sono
rimosse o rimpiazzate e sono quindi soggette ad
alti livelli di mutazioni da parte di UV.

Sono documentati casi anche in alcuni tumori
della pelle di pazienti in Nuova Zelanda dove la
radiazione UV é significativamente maggiore.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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Retinoblastoma protein
(pRb, RB 0 RB1)

e La funzione di pRb & quella di prevenire la progressione nel
ciclo (da G1 a S) di cellule con DNA danneggiato;

¢ pRb lega ed inibisce i fattori di trascrizione della famiglia
E2F composti di eterodimeri E2F e DP (dimerization
partner);

e I complessi E2F-DP attivati spingono la cellula nella fase S
mentre se sono inattivati da pRb la cellula rimane in fase
G1;

e Il complesso pRb-E2F/DP ¢ inoltre coinvolto nell’interazione
dell’istone deacetilasi con la cromatina riducendo la
trascrizione di promotori coinvolti nel passaggio in fase S
riducendo ulteriormente la sintesi del DNA.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 25
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E2F

e Fattori di trascrizioni che

legano la sequenza E2F1 | [DNA | [oPiz] TA" PB
TTTCCCGC (o varianti) Eor2 | DNA D12
- CycA: dominio di legame B | | cyca NECTSERCEEN
della Ciclina A E2F3b [N [ ONA [ [ OPi2 | | TA  PB |
: dominio di legame
al DNA E2F4 | | DNA [ [ DPi2 |
: dominio di ee2rs [ [ DNA [ [ BPL2 |
dimerizzazione con DPl e ..y [T 5w T [ oriz | 1
DP2
~ TA: dominio di attivazione®” L P% A J
trascrizionale Ezre [ TSRS JRNBAAN]

- PB: dominio di legame
della pocket protein (pRb).
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A Binding to E2F, E1Aand B
many other proteins

5 region
Phosphorylation by 4__— J
cyclin D-Cdk4/6 and . ™ /
cydlin E-Cdk2 BS /

Figure 1.  (A) Schematic structure of Rb protein. Pocket domain composed of A and B regions separated by a spacer region is responsible
for most protein—protein interactions; * indicates phosphorylation sites. (B) 3D structure of the A pocket (purple) and B pocket (blue) in
complex with E2F Rb-binding domain (atoms and ribbons); Protein Workshop software (Moreland et af 2005) was used to visualise 3D

structure resolved by Xiao et al (2003).

[Poznic M 2009 Retinoblastoma protein: a central processing unit; J. Biosci. 34 305-312]
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* transcription factors masks its transactivation

cell cycle. Direct interaction with E2
(A): altematively, recruitment of chromatin-remodelling enzymes by the Rb-E2F

Figure 2. Mechanistic model of Rb regulation o
domain and directly inhibits transcriptional activity
complex leads to active repression of E2F-dependent gene transcription (B).

[Poznic M 2009 Retinoblastoma protein: a central processing unit; J. Biosci. 34 305-312]
30
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Funzionamento di pRb

e La proteina presenta un “pocket
domain” composto di due regioni: A-
box e B-box;

e | cristallo del “pocket domain” di
pRb complessato con il peptide di 18
AA del dominio di transattivazione di
E2F-2 mostra che esso si lega
nell‘interfaccia altamente conservata
tra A-box e B-box.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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A-box

Structural basis for the recognition of theEZF transactivation domain')y the retinoblastoma tumor suppressor.

Lee, C., Chang, J.H., Lee, H.S., Cho, Y.
GENES DEV. (2002) 16: 3199-3212
v. 0.7 © gsartor 2018 QO1 - Regolazione del ciclo cellulare
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Funzionamento di pRb

e Il segmento N-terminale del peptide E2F-2 ¢ in
una struttura estesa simile a un B-strand che
interagisce con le a-eliche del solco all'interfaccia
A-B;

¢ Il segmento C-terminale del peptide contiene
un’elica 319 che si lega alle eliche di A-box

e La flessibilita della porzione mediana del peptide
di transattivazione di E2F-2 (Gly) & essenziale per
il legame di E2F al Rb pocket.

e Il legame di pRb al peptide di E2F-2 peptide
nasconde diversi residui conservati di E2F che
sono cruciali per I'attivazione della trascrizione.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 33

Structural basis for the recognition of theEZF transactivation domain')y the retinoblastoma tumor suppressor.

Lee, C., Chang, J.H., Lee, H.S., Cho, Y.
GENES DEV. (2002) 16: 3199-3212
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Structural basis for the recognition of thelEZF transactivation domainl)y the retinoblastoma tumor suppressor.
Lee, C., Chang, J.H., Lee, H.S., Cho, Y.
GENES DEV. (2002) 16: 3199-3212
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Interazione pRb-E2F

2AZE

e Oltre la tasca di pRb & anche necessario, per il legame con
E2F, anche il dominio C-terminale

e La struttura del complesso RbC-E2F1-DP1 mostra un
avvolgimento nel quale I'eterodimero E2F-DP € a contatto
con il dominio C-terminale di pRb.

v. 0.7 © gsartor 2018 QO1 - Regolazione del ciclo cellulare
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Funzionamento di pRb

e Molte proteine virali (Papilloma virus) e cellulari
che inattivano pRb legando la regione B-box
attraverso una sequenza LxCXE;

e La struttura del “pocket domain” di pRb, legato
ad un nonapeptide che contiene il motivo LxCXE,
(1GUX) dimostra che il peptide lega una
sequenza altamente conservata che genera un
solco in B-box;

e Il dominio A-box sembra essere anche necessario
per la stabilizzazione di B-box.
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Structure of the retinoblastoma tumour-suppressor pocket domain bound to a peptide from HPV E7.
Lee, 1.0., Russo, A.A., Pavletich, N.P.
Nature (1998) 391: 859-865
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Disruption of the Rb network in cancer
A 1. 2. 3.
E1A

_—

Figure 3. (A) Disruption of the Rb-E2F complex by E1A adenoviral oncoprotein. Through its CR2 domain (1) E1A binds to pRb (2)
allowing the CR1 domain to interact with the E2F-binding site of Rb protein, thus disrupting the complex (3). (B) 3D structure of the pRb
pocket domain (red) in complex with the CR1 domain of the Ad5-E1A protein (atoms and ribbons); Protein Workshop software (Moreland
et al 2005) was used to visualise 3D structure resolved by Liu and Marmorstein (2007).

[Poznic M 2009 Retinoblastoma protein: a central processing unit; J. Biosci. 34 305-312]
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Cicline e Cdk

Ciclina E Ciclina A Ciclina B
Ciclina D /\ \ /
M
CDKs G1 CDKs S CDKs mitotiche CDKs G1

e In fase G1 precoce CDK4/6 sono attivate dalle cicline D e si inizia
la fosforilazione di pRb;

e Sirilasciano i fattori di trascrizione E2F;

¢ Si ha I'attivazione e la trascrizione dei geni responsivi richiesti per

la progressione del ciclo cellulare, incluse quelli delle cicline E ed

A;

e In fase G1 tardiva CDK2 ¢ attivata dal legame alla ciclina E e
completa la fosforilazione delle proteine pRb portando alla
ulteriore attivazione dei fattori di trascrizione E2F

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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Cdk2-Ciclina A

e La CDK2 possiede due

domini:
Elica - Dominio amminoterminale,
PSTAIRE costituito da una singola a-

elica e da un foglietto B, a 5
filamenti. L'a-elica contiene
una sequenza di sei residui
(Pro-Ser-Thr-Ala-Ile-Arg-
Glu), elica PSTAIRE.
. - uno piu grande formato da
: a—eliche, possiede una
Elica L12 regione flessibile (T loop)
contenente un residuo di
treonina, Thr160 fosforilato
nella CDK attiva.

e L'ATP é legato in una
fenditura tra i 2 domini.

Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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Cdk2-Ciclina A

e La CDK2 possiede due
domini:

- Dominio amminoterminale,
costituito da una singola a-
elica e da un foglietto B, a 5
filamenti. L'a-elica contiene
una sequenza di sei residui
(Pro-Ser-Thr-Ala-Ile-Arg-
Glu), elica PSTAIRE.

- uno piu grande formato da
o-eliche, possiede una
regione flessibile (T loop)
contenente un residuo di
treonina, Thr160 fosforilato
nella CDK attiva.

e L'ATP & legato in una
fenditura tra i 2 domini.

Q01 - Regolazione del ciclo cellulare
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Elica

v. 0.7 © gsartor 2018

Cdk2-Ciclina A

Il frammento della
ciclina A (173-432) e
costituito da due
domini, caratterizzati
dalla presenza di a-
eliche, questo
frammento € in grado di
attivare la CDK2.

Il primo dominio
possiede una sequenza
box fortemente
conservata in tutte le
cicline.

Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 47

Elica

Cdk2-Ciclina A

PSTAIRE  £jica 3

v. 0.7 © gsartor 2018
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Nel complesso ciclina A-
CDK2, la sequenza della
ciclina interagisce con la
CDKZ2, principalmente con
I’elica PSTAIRE ed il loop T;

La struttura della ciclina A
all'interno del complesso non
subisce modificazioni rispetto
alla molecola isolata, mentre
la struttura dell CDK2 e’
soggetta a cambiamenti
conformazionali rilevanti.
L'intero dominio N-terminale
presenta un’orientamento
diverso rispetto al C-
terminale.
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Cdk2-Ciclina A

Nel complesso ciclina A-
Cdk2, la sequenza della
ciclina interagisce con la
Cdk2, principalmente con
I'elica PSTAIRE ed il loop T;

La struttura della ciclina A
all'interno del complesso non
subisce modificazioni rispetto
alla molecola isolata, mentre
la struttura dell Cdk2 e’
soggetta a cambiamenti
conformazionali rilevanti.
L'intero dominio N-terminale
presenta un’orientamento
diverso rispetto al C-

1FIN terminale.
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\;5 \__fita2’ loop
Activation segment

pCDK2 Cyclin E
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Elica
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Elica PSTAIRE

L'elica PSTAIRE si sposta
verso la fenditura del sito
attivo della Cdk2 ruotando
di circa 90°;

Il residuo catalitico
essenziale di Glu51 risulta
diretto verso l'interno della
fenditura invece che
all’esterno, come succede
nella Cdk2 isolata.
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Ser/Thr
della proteina
substrato

CDK2 libera ( Complesso

Ciclina A-CDK2

e La conseguenza di questi movimenti concertati & il movimento di
alcuni atomi della catena principale dell’elica. Oltre alla variazione
della posizione dell’elica PSTAIRE, si ha anche un riarrangiamento
del T loop;

¢ Nell’adottare una posizione completamente nuova, il T loop
subisce anche una profonda trasformazione strutturale: nella Cdk2
isolata possiede una struttura ad a-elica assume all’‘interno del
complesso una struttura a filamento B.
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Ciclina Ciclina
Ciclina
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Ciclina

e |’attivita dei complessi CDK/ciclina viene implementata da chinasi
specifiche: CDK activating kinases (CAK) attraverso due
meccanismi complementari:

o La fosforilazione in residui di treonina nel dominio T-loop che
possono o incrementare |'attivita del complesso CDK/ciclina gia
formato o favorire il legame di CDK con la ciclina.
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e Nella molecola di Cdk2 isolata, la fenditura del sito attivo € ostruita dal T
loop e il residuo Thri160 & all'interno.

e In queste condizioni i substrati non possono legarsi e la Thr160 non puod
essere fosforilata: la Cdk2 isolata & inattiva.

e I cambiamenti conformazionali indotti dal legame della Ciclina A
espongono la fenditura del sito attivo, in modo che I’ATP e le proteine
substrato possono essere legate e determinano anche un riarrangiamento
strutturale a livello dei residui del sito attivo che rende I'enzima
cataliticamente competente.

e Il residuo Thr160 viene esposto e fosforilabile, con aumento dellattivita
catalitica.
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(a) Free CDK2 (b) Low-activity cyclin A-CDK2 (c) High-activity cyclin A-CDK2

Figure 20-15
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
©2008 W.H. Freeman and Company
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Fosfatasi CDC25
defosforila Tyr15

Kinasi MYT1
fosforila Thri4

Fosfatasi CDC25
defosforila Thri4

Proteolisi
della Ciclina
Sintesi

della Ciclina

Formazione del T a0
e Complesso Fosforilazione
CDK-Ciclina-CIP

Thri160
Formazione del
e complesso
CDK-Ciclina-INK4
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e L'attivita kinasica di CDK puo essere:

- repressa da due chinasi WEE1 e MYT1 che fosforilano
due residui di CDK1 (Thr14 e Tyrl5) nel dominio di
legame con I’ATP che funzionano, quindi, di inibitori o

- indotta da una classe di fosfatasi CDC25 che defosforila
tali residui, riattivando il complesso.
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Inibizione

Thr-OH \, J
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Ciclina m Ciclina

PARZIALMENTE ATTIVA
Ciclina ATTIVA

L'attivita dei complessi CDK/ciclina viene inibita da due

]
famiglie di CDK inhibitors:

- INK4 (p16, p15, p18 e p19) che specificatamente legano CDK4
e CDK6 e prevengono l‘attivazione da parte delle cicline D

- CIP/KIP (p21, p27 e p57) che inibiscono i complessi
CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina A e CDK1/ciclina B, intervenendo
in tutte le fasi del ciclo cellulare.
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INK4

e I quattro membri della famiglia genica
INK4 (p16INK4a p15INK4b 1 8INK4c @
p19INK4d) jnibiscono Cdk4 e Cdk6 e
partecipano alla regolazione della
transizione G1-S;

e La perdita della funzione del gene INK4, in
particolare di p16INK4a ¢ presente in molti
tumori umani;

e Meno frequenti sono i difetti associati a
p19INK4d (osteosarcoma).
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INK4

e P16INK4a g yn inibitore =
specifico per la Cdk4/6, @) e)
appartiene a una famiglia

includendo p15INk4b,

p181NK4c e p191NK4d =, foop, -
e pl6 e pl9 sono costituite, @)
rispettivamente, da4 0 5

motivi ad anchirina

e Il motivo strutturale &
costituito da residui di circa
30 aa, ha una struttura a L
con due a-eliche

antiparallele, che formano < hoog: <
il gambo e la struttura 3 a
forcina che forma la base.

c
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e pl6 e pl9 hanno delle
regioni conservate che
sono quelle che
servono per
I'interazione con le
Cdk4/6.

¢ I motivi ad anchirina
mantengono conservati
gli elementi di struttura

) — —
secondaria. B-hairpin helix 1 helix 2
H-bond side chain contracts B H-bond backbone contracts
Nonpolar side chain contracts ® Tumour-derived p16 mutations
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Meccanismo

e pl6 interagisce con la Cdk6 in un solco opposto a quello della
ciclina, ma localizzato tra i 2 domini. La superficie concava della
p16 lega la porzione N-terminale a foglietto B, mentre con i motivi
ad anchirina interagisce con la parte C-terminale.

e Il legame e il riconoscimento sono mediati all’inizio da legami
idrogeno con diversi residui che partecipano in questa interazione.
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N-lobe

Meccanismo

47 ( model for

INK4-Cdk4/6-CycD )

PSTAIRE
‘out’

p18-Cdks-K-cyclin

3 and € rotations, about indicated axes, to assume active conformation of Cdk2-cycA

Genes Dev. 2000 December 15; 14(24): 3115-3125.
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pl6 lega la Cdk6 e
causa una
modificazione
conformazionale con
conseguente
inattivazione
enzimatica. La p16
prende contatto con
la Cdk6 in un solco
tra le catene N-
terminale e C-
terminale alterando il
sito di legame per la
ciclina e bloccando la
traslocazione
dell’elica PSTAIRE nel
solco catalitico.
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2nd ank. rep. ¥ . 3rd ank. rep.
p19/p16

e Il networks di legami idrogeno sono conservati
nel II e III motivo ad anchirina sia nella p16 che
nella p19 e giocano un ruolo importante nel
legame con la Cdké6.

v. 0.7 © gsartor 2018 Q01 - Regolazione del ciclo cellulare 81

Genes Dev. 2000 December 15; 14(24): 3115-3125.

PSTAIRE' |

The ATP-binding site of p18-Cdk6-K-cyclin and Cdk2-cyclinA. Active site residues implicated in ATP
binding and catalysis are displaced in the p18-Cdk6-K-cyclin complex relative to the active Cdk2-cyclinA
conformation. Cdk2 and Cdk6 were superimposed on their C lobes. Cdk6 is shown in cyan, p18 in yellow,
Cdk2 in gray. Movement of active site residues is indicated by red arrows. p18 displaces the N lobe relative
to the C lobe, causing the hydrophobic residues (Ile 19, Val 27, Ala 41, Leu 152) that sandwich the
adenine ring of ATP to move by up to 4.5 A. The p18 inhibitor also distorts the edge of the active site via
Phe 82, affecting hydrogen bonding interactions with the edge of the ATP ring. The related shift of the
PSTAIRE helix on the other side of the active site displaces an active site residue (Glu 61). The T loop of
Cdk6 diverges from that of Cdk2 between Phe 164 and Val 181, and these residues are omitted for clarity.
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CIP/KIP

e CIP/KIP sono una
famiglia di inibitori,
in cui si riconoscono
principalmente p21 e
p27

Si legano al
complesso Cdk2-
Ciclina A fosforilato
interagendo sia con
la Cdk2 che con la
Ciclina A.
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CIP/KIP

e p27KIPL |ega il complesso
attraverso interazioni sia
con la Ciclina A che con
Cdk?2.

Si lega alla Ciclina A nel
solco formato dai residui
conservati

Si lega a Cdk2 e
riarrangia il dominio
amino terminale

Su CdK2 si inserisce nel
sito di legame dell’ATP.
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Cdk2-CycA Cdk2-P-CycA
Active

o \ )
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E2F/DP Target Genos:
Cyclin EIA, E2F-1/2/8,
coe2, e-Myc, p107,
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