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ABSTRAKT

NG?2 je transmembranovy glykoprotein, ktery se ucastni bunéénych procest jako je adheze,
migrace nebo invazivita, které jsou vyznamné jednak pro vyvijejici se tkan, ale také pro
tvorbu nadorti a metastdz. NG2 mimo jiné zpisobuje inhibici ristu neuritl, a je ziejmé
vyznamny pro améboidni invazivitu bunc¢k. Oba tyto procesy jsou si v mnoha ohledech
podobné. Jak pii inhibici rGstu neuritd, tak i pfi mezenchymalni-améboidnim ptechodu
dochazi k morfologickym zménam bunék, jejichz vysledkem je ztrata bunécénych vybézki
a ziskani kulatého tvaru. Pro oba procesy je také zasadni aktivace Rho/ROCK signalizace.
Propojeni NG2 se signalni drahou Rho/ROCK bylo naznaceno pravé v procesu inhibice ristu
neuritd. Mechanismus regulace Rho/ROCK signalizace pomoci glykoproteinu NG2 ale zatim
neni znam. V této praci je navrzen mozny molekuldrni mechanismus aktivace Rho/ROCK
drahy, a to pomoci signalizacniho komplexu NG2/MUPPI1/Syx. Kdy ,scaffold protein
MUPP1, vazany na NG2, umoznuje vazbu a aktivaci proteinu Syx. Ten pak jakozto RhoGEF
aktivuje Rho/ROCK signalizaci. Aktivovand Rho/ROCK dréha vede jednak k inhibici ristu
vybézkl, tak 1 zvySené kontraktilité bunék a zvyseni jejich trakénich sil. Tyto procesy jsou
pfitom zcela zasadni pro améboidni zplsob invazivity bun€k. NG2 by mohl navic fungovat
ijako integriny zastupujici adhezivni molekula. Glykoprotein NG2 je tedy mozna jednou
z velmi dualezitych molekul, kterd prostfednictvim aktivace Rho/ROCK signalizace a na

integrinech nezavislé adheze vede k améboidni invazi bun¢k.

KLICOVA SLOVA:
NG2 glykoprotein, Rho, ROCK, signalizace, adheze, migrace, invazivita



ABSTRACT

NG2 is a transmembrane glycoprotein, which takes part in cellular processes such as
adhesion, migration or invasivity, i.e., in processes important in tissue development but also
in tumor and metastasis formation. Among other things, NG2 leads to an inhibition of neurite
growth, and probably plays an important role in amoeboid type of cell invasion. These
processes are in many respects similar. Both in inhibition of neurite growth and in
mesenchymal-amoeboid transition occur morphological changes which lead to a loss of cell
protrusions and a transition to a rounded shape. In both of these processes Rho/ROCK
signaling also plays a crucial role. Connection between NG2 and the Rho/ROCK signaling
pathway has been indicated in the process of inhibition of neurite growth. The mechanism of
Rho/ROCK signaling regulation by NG2 glycoprotein is, however, still unknown. In this
thesis is proposed a molecular mechanism of Rho/ROCK pathway activation by glycoprotein
NG2 which relies on the NG2/MUPP1/Syx signaling complex where the scaffold protein
MUPP1, bound to activated NG2, enables binding and activation of the Syx protein. Syx then
as RhoGEF activates Rho/ROCK signaling, and the activated Rho/ROCK pathway leads to
inhibition of neurite growth, increased cell contractility and traction forces. These processes
are crucial for amoeboid type of cell invasion. It is also possible that NG2 functions as an
integrin- substitute adhesion molecule. Glycoprotein NG2 might therefore be one of the
crucial molecules which through activation of Rho/ROCK signaling and integrin-independent

adhesion leads to amoeboid cell invasion.

KEYWORDS:
NG2 glycoprotein, Rho, ROCK, signaling, adhezion, migration, invasivity
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1. UVvOD

NG?2 je veliky (250 kDa) a strukturné jedinecny glykoprotein. Poprvé byl popsan v roce 1981
v nervové tkani potkana a byl pojmenovan jako nerve/glial antigen 2 (odtud NG2) (Stallcup,
1981). O dva roky pozd€ji se ukazalo, ze se jednd o membranovy chondroitin sulfat
proteoglykan (Stallcup et al., 1983 citovano v Stallcup, 2002). Casto se tak miizeme setkat
stim, ze je oznaCovan jako chondroitin sulfat proteoglykan 4 (CSPG4). Jeho lidskym
homologem je MCSP (melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglykan) nazyvany také

HMW-MAA (high molecular weight-melanoma associated antigen).

Exprese NG2 je spojena hlavné s vyvijejici se tkdni. NG2 je exprimovany bunikami gliovych
prekurzori, chondroblasty vyvijejici se chrupavky i myocyty hladké a kosterni svaloviny

(Nishiyama et al., 1991b). Mimo to je jeho exprese spojena sfadou nadorl (Stallcup and

Huang, 2008).

Jeho funkci je ucast na procesech, jako je bunécna migrace (Burg et al., 1997; Fang et al.,
1999), proliferace (Grako et al., 1999; Nishiyama et al., 1996) nebo adheze (Tillet et al.,
2002), které jsou vyznamné jednak pro vyvijejici se bunky, ale také pro tvorbu nadort
a metastaz. Je zndmo nékolik mechanismi, kterymi miize NG2 tyto procesy ovliviilovat. Mezi
né patii predevSim vazba slozek mezibunééné hmoty, jako je kolagen VI (Burg et al., 1996;
Tillet et al., 2002; Tillet et al., 1997), aktivace integrinové signalizace (Makagiansar et al.,
2007; Stallcup and Huang, 2008), zesileni signalizace rustovymi faktory (Goretzki et al.,
1999; Grako et al., 1999) a ziejmé také aktivace Rho/ROCK signalizace.

Cilem této prace je poukazat pravé na propojeni glykoproteinu NG2 se signalni drahou

Rho/ROCK a navrhnout mozny molekuldrni mechanismus tohoto plisobeni.



2. GLYKOPROTEIN NG2

2.1. STRUKURA NG2

NG2 je 250kDa velky chondroitin sulfat proteoglykan, ktery jedenkrat prochazi
plazmatickou membranou. Jeho primarni struktura byla poprvé popsana v roce 1991
(Nishiyama et al., 1991a). Tento strukturné jedinecny glykoprotein je tvoien 2325
aminokyselinami. Nejvétsi ¢ast tvoii extracelularni doména (2225 aminokyselin), ktera je
slozena ze tii ektodomén: aminoterminalni oblasti bohaté na cystein (Nishiyama et al.,
1991a), stabilizované disulfidickymi mustky; centrdlni domény, bohaté na serin a glycin
a globularni oblasti bohaté na cystein. Na jeho N-konci miZzeme nalézt dva laminin-G
(LNS) motivy. Centralni ¢ast extracelularni domény obsahuje vazebné misto pro kolageny
typu V a VI (Burg et al., 1997; Tillet et al., 1997). Byly zde také popsany dvé konsenzus
sekvence pro vazbu chondroitin sulfatu na serinu 999 (EGSGD) a serinu 1342 (SGLG)
(Nishiyama et al., 1991a). Pozd¢ji se vSak ukazalo, ze NG2 obsahuje pouze jediny
chondroitin-sulfatovy fetézec, a to na serinu 999 (Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001).
Uloha tohoto fetdzce neni zcela jasnd, je vSak mozné, Ze je dilezity pro lokalizaci
glykoproteinu do bunéénych mikrodomén (Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001). Druha
z globularnich domén obsahuje mista proteolytického Stépeni (Nishiyama et al., 1995)
a sekvence, na které se vaze galektin-3 (Wen et al., 2000).

Nasleduje transmembranovd doména (25 aminokyselin) a poté pomérné kratka
(76 aminokyselin) cytoplazmatickd doména. Ta obsahuje nékolik treonind, pfi¢emz
minimalné dva z nich jsou misty funkéné diilezité fosforylace: Thr-2256 je fosforylovan
PKCoa (Makagiansar et al., 2004) a Thr-2314 je fosforylovan ERK (Makagiansar et al.,
2007). C-terminalni ¢ast glykoproteinu sice obsahuje velké mnozstvi prolinu, klasicky
motiv vazajici SH3 doménu (PXXP) se zde ale nenachazi. Kone¢n¢, na uplném C-konci
NG2 se nachazi PDZ'-vazebny motiv. Schematicky znazorfiuje strukturu NG2

glykoproteinu obr. 1.

' Oznageni PDZ domény je odvozeno od nazvi i proteind, které tuto doménu obsahuji: PSD-95 (postsynaptic
density 95), DIgA (discs-large tumor suppressor protein) a ZO-1(zona occludens-1).
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Obr.1: Schéma struktury NG2. Prevzato z (Trotter et al., 2010).



Jako transmembranovd molekula miZze NG2 vézat interakéni partnery na obou strandch
plazmatické membrany a zprostfedkovavat tak pienos signalu. Na PDZ-vazebny motiv na
C-konci cytoplazmatické domény NG2 se muize vazat nékolik proteinti. Mezi né patii GRIP1
(Stegmuller et al., 2003), syntenin 1 (Chatterjee et al., 2008) a MUPP1 (Barritt et al., 2000).

Vsechny patii mezi proteiny obsahujici né€kolik PDZ domén.

GRIP1 se vaze k PDZ-vazebnému motivu NG2, ale také k podjednotce (GluRB) AMPA
glutamatového receptoru. GRIP1 tak zprosttedkovava jejich propojeni a tvorbu signaliza¢niho

komplexu NG2/GRIP1/AMPA. (Stegmuller et al., 2003)

Synteninl byl identifikovan jako protein vazajici syndekan. Pozdéji se ukazalo, ze je schopen
interagovat s mnoha transmembranovymi proteiny pies jejich PDZ-vazebné motivy na
C-koncich. Obsahuje dvé PDZ domény a je zfejmé dulezity pro bunéfnou migraci a invazi

(Meerschaert et al., 2007).

Protein MUPP1 obsahuje 13 PDZ domén a prostfednictvim prvni z nich interaguje s NG2
(Barritt et al., 2000). Struktura a funkce tohoto proteinu bude podrobnéji popsana

v pozdégjsich kapitolach této prace.

2.2.  GLYKOPROTEIN NG2 V NADOROVE TRANSFORMACI A PROGRESI

Sledujeme-li, kdy dochazi k expresi NG2, zjistime, Ze multipotentni kmenové buiky NG2
neexprimuji. KdyZ za¢ne dochazet k ¢astecné diferenciaci bunck (buniky jsou stile vyvojové
plastické, proliferuji a migruji), je exprese NG2 vyrazné¢ zvySend. Poté, pifi terminalni
diferenciaci bunék se exprese opét snizi. Pti patologickych situacich, kdy dochazi k obnové
bunééné migrace a proliferace (typicky v nadorech), je exprese NG2 znovu obnovena.

(Stallcup and Huang, 2008)

Zvysena exprese NG2 je spojend s progresi fady nadorti, predevsim melanoma (Burg et al.,
1998), gliomt (Stallcup and Huang, 2008), sarkomt mékkych tkani (Benassi et al., 2009) ¢i
myeloidni leukemie (Smith et al., 1996). V melanomovych bunikiach zvySuje exprese NG2
tumorogenni a metastaticky potencial (Burg et al., 1998). Jeho zvysena exprese koreluje také
s metastatickym potencialem gliomii (Stallcup and Huang, 2008) a sarkomiit mékkych tkani

(Benassi 2009).
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2.3. NG2 JAKO INTEGRINY ZASTUPUJICi ADHEZIVNI MOLEKULA

Interakce mezi buitkou a mezibunécnou hmotou (ECM) je zprosttedkovana raznymi druhy
povrchovych molekul. Hlavnimi povrchovymi proteiny zprostiedkovavajicimi tuto interakci
jsou integriny (Hynes, 1992). Krom¢ integrini se na interakci buniky s ECM podileji také
mnohé glykoproteiny, mezi nimi i NG2. Jak bylo vySe zminéno, glykoprotein NG2 je schopen
vazat kolagen, predev§im typu VI a V (Burg et al., 1996; Tillet et al., 1997). Studium
mechanismu bunééné odpovédi na tuto vazbu je vSak komplikovano tim, ze je tato odpoved’
zastinéna aktivaci integrinovych receptort, které interaguji se stejnymi ligandy. Proto byly
pro ucely studia interakce NG2 s jeho fyziologickymi ligandy pouzity bunééné linie GD2S5,
které neexprimuji B1 integrin, jenz je zodpoveédny za vétSinu interakei buiky s ECM (Tillet et
al., 2002). Byla testovana schopnost GD25 bunck, a GD25 bunék exprimujicich NG2
adherovat a rozprostirat se na povrsSich pokrytych fibronektinem, lamininem-1, a riznymi typy
kolagenu (V, VI, [ aIV). Ukazalo se, Ze glykoprotein NG2 je zodpovédny za adhezi bun€k na
povrchy pokryté kolageny typu V a VI, ne vSak na povrchy pokryté fibronektinem,
lamininem-1 a kolageny typu I a IV. Pfi¢emz jedin¢ interakce s kolagenem typu VI vedla
u GD25/NG2 bungk (a nikoli u GD25) k efektivni adhezi bunék. Interakce NG2 s kolagenem
typu VI tedy vyvolavd bunécnou odpovéd’ spojenou s reorganizaci aktinového cytoskeletu.

(Tillet et al., 2002)
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2.4. GLYKOPROTEIN NG2 A INHIBICE RUSTU NEURITU

Mnoho praci ukédzalo, ze NG2, stejné€ jako 1 dalsi chondroitin sulfat proteoglykany, zpiisobuje
inhibici ristu neuriti (Chen et al., 2002; Dou and Levine, 1994; Fidler et al., 1999), ptfi¢emz
pravé NG2 ma nejvétsi inhibi¢ni u¢inky (Fidler et al., 1999). Vzhledem k tomu, ze NG2
zpusobuje inhibici rastu neuritl 1 po optisobeni ABC chondroitindzou, miizeme usuzovat, ze
je za inhibi¢ni G€inek NG2 zodpovédné core proteinu, a nejen jeho kovalentné vazané

chondroitin-sulfatové glykosaminoglykanové fetézce (Dou and Levine, 1994).

Jakym mechanismem tedy NG2 (nebo obecné chondroitin-sulfat proteoglykany) zpiisobuje

inhibici rustu neuritu?

Pti riistu neuritl, kdy dochdzi k tvorbé vybezkl z plivodné kulaté buiiky, je dilezitd dynamika
aktinového cytoskeletu. Tu mohou regulovat proteiny z rodiny malych GTPaz Rho. VétSina

molekul inhibujicich rtst neuritli piisobi prave pres regulaci Rho (Mueller, 1999; Tang, 2003).

Pravé Rho a jeho efektor serine/threoninova kinaza ROCK jsou dulezitymi regulatory
aktinového cytoskeletu a jejich aktivace vede mimo jiné k retrakci neuritli nebo k inhibici

jejich riistu (Govek et al., 2005; Lehmann et al., 1999; Wahl et al., 2000).

Bylo nepfimo (pomoci inhibitorti) prokdzdno, Ze kinhibici rGstu neuriti zplsobené
chondroitin-sulfat proteoglykany dochazi praveé v dusledku aktivace Rho/ROCK signalizace.
Inhibice riistu neuritd zptisobena chondroitin-sulfat proteoglykany byla totiz potlacena
pfiddnim jak Rho inhibitorii (C3-transferdza), tak ROCK inhibitord (Y27632, fasudil,
dimethylfasudil) (Gopalakrishnan et al., 2008; Monnier et al., 2003). Pfi dalsi analyze bylo
zjisténo, ze chondroitin-sulfat proteoglykany také zvysuji fosforylaci fosfatazy lehkého
fetézce myozinu (MLCP), kterd je po pridani inhibitord (fasudil, dimethylfasudil, Y27632)
op¢t snizena. (Gopalakrishnan et al., 2008)

Vsechny tyto experimenty ukazuji, Zze NG2 pravdépodobné inhibuje rlst neuritd skrze
aktivaci Rho/ROCK signalizace. Navrhovany mechanizmus plsobeni chondroitin-sulfat

proteoglykanti (CSPGQG) na inhibici riistu neuritd je znazornén na obr. 2
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Obr. 2: Navrhovany mechanizmus inhibice rustu neuritii pomoci CSPG v bunkdach PC12.

Aktivace ROCK pomoci CSPG zpiisobuje fosforylaci fosfatazy lehkého retézce myozinu (MLCP). To vede
k inhibici MLCP, zvySené fosforylaci lehkého retézce myozinu (MLC). ROCK aktivovany pomoci CSPG
fosforyluje (pomoci LIMK) také kofilin. To vede ke stabilizaci aktinovych vidken a poklesu ristu neuriti.
Inhibitory ROCK (jako Y27632, dimethylfasudil a fasudil) blokuji efekt CSPG na rist neuritii, MLCP a kofilin.
Prevzato z (Gopalakrishnan et al., 2008).
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3. RHO/ROCK SIGNALIZACE

3.1. RHOGTPAZY

Rho (Ras homologous) proteiny jsou mal¢ (21 kDa) GTPazy patiici do nadrodiny Ras GTPaz.
Rodina Rho GTP4z je tvotena n€kolika skupinami, z nichZ nejvyznamnéjsi a nejznamé;jsi jsou
Rho proteiny, Rac proteiny a Cdc42-like proteiny. Rho GTPazy reguluji bunéénou adhezi,
invazivitu, migraci, tvorbu filopodii, lamelopodii a stresovych vldken, reorganizaci
cytoskeletu ¢i bunéénou kontraktilitu. Mohou byt bud’ ve formé inaktivované (kdy vazi GDP),
nebo ve form¢ aktivované (vazajici GTP). PficemZ pouze v aktivované formé mohou vazat
a ovliviiovat efektorové proteiny. Rho GTPazy jsou post-transla¢né izoprenylovany. To jim
umoziuje asociaci s membranou, kde mohou ovliviiovat efektorové proteiny. (Bishop and

Hall, 2000; Ellenbroek and Collard, 2007; Evers et al., 2000; Raftopoulou and Hall, 2004)

3.2. REGULACE RHO GTPAZ

Aktivita Rho GTP4z je regulovana tfemi skupinami proteinti: GEF (guanine nukleotide
exchange factor), GAP (GTPase-activating protein) a GDI (guanine nukleotide dissociation

inhibitor). Regulace Rho GTP4az je zndzornéna na obr. 3

GEF katalyzuji vyménu GDP za GTP. Vazba GTP ma za nasledek konformac¢ni zménu Rho
GTPazy, coz nakonec vede ke zvysené afinité Rho k efektorovému proteinu a tim k aktivaci
naslednych signalnich drah. Rho GEF obsahuji DH (Dbl homology) doménu a obvykle také
PH (Pleckstrin homology) doménu. DH doména je zodpovédna za vlastni katalytickou funkci,
tj. uvolnéni GDP z Rho, které muze byt poté nahrazeno GTP (to je v cytoplazmé ve vyssi
koncentraci nez GDP) (Hart et al., 1994). PH doména interaguje s fosfolipidy a muze tak
lokalizovat Rho GEF na plazmatickou membranu (Rossman et al., 2005). Pro efektivni vazbu
je ale PH doména sama o sob¢€ nedostatecna, a k lokalizaci na plazmatickou membranu ziejmeé
prispivaji jesté dalsi domény téchto proteinti (Baumeister et al., 2006; Rossman et al., 2005;

Snyder et al., 2001).

GAP zvysuji jinak slabou schopnost Rho GTPaz hydrolyzovat GTP a tim vedou k inaktivaci

Rho a utlumeni néslednych signélnich drah.
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GDI se vazi na izoprenylovou skupinu Rho GTPaz a zabraiuji tak jejich lokalizaci na
membranu a aktivaci pomoci GEF. Vazba GDI na RhoGDP miuze byt také regulovana.
Naptiklad prostiednictvim ERM (ezrin, radixin, moesin) proteinti (Ivetic and Ridley, 2004)
nebo pomoci fosforylace PKCa (je znamo, ze fosforylace GDI na serinu 34 vede k poklesu

afinity GDIa ke RhoA, a tim k jeho uvolnéni) (Dovas et al., 2010; Mehta et al., 2001).
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Obr.3: Regulace Rho GTPaz.

V nestimulovanych bunkach jsou Rho GTPazy udrZovany v inaktivnim stavu v cytoplazmé pomoci vazby RhoGDI
(znazorneéno fialové) na jejich izoprenylovou skupinu (Cervené). Disociace Rho GDI od Rho miize byt zpiisobena
fosforylaci nebo interakci s aktivovanymi ezrin/radixin/moesin (ERM) proteiny. To umozni inkorporaci
izoprenylové skupiny do membrany. Na membrané dochazi k interakci s Rho GEF, ktery indukuje vyménu GDP
za GTP. Rho s navazanym GTP vaze a aktivuje dalsi proteiny (napr. ROCK). Rho GAP (zelené) inaktivuji Rho
GTPazy tim, ze zvysuji jejich GTPdzovou aktivitu. To vede k urychleni hydrolyzy GTP na GDP. Rho GTPdza

vazajici GDP miize byt odstranéna z membrany navazanim Rho GDI. Prevzato z (Ivetic and Ridley, 2004).
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3.3. RHO/ROCK SIGNALIZACE

Jednim z efektorovych proteinnt Rho GTPazy je serin/treoninovd kinaza ROCK
(Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase) (Ishizaki et al., 1996). ROCK obsahuje
katalytickou doménu na N-konci, centralni ,,coiled coil” doménu a C-termindlni PH doménu.
Rho aktivuje ROCK tim, Ze se navaze na C-konec ,,coiled coil*“ domény (Amano et al., 2010).
Je znamo, ze ROCK reguluje dynamiku aktinového cytoskeletu, buné¢énou migraci,
aktomyozinem zprostiedkovanou bunétnou kontrakci, trakéni sily bunky, rist neuritd ¢i

bunécnou adhezi (Riento and Ridley, 2003).

ROCK zesiluje trakéni sily a zvySuje kontraktilitu bunék nékolika raznymi zplsoby. Jednak
fosforylaci inhibi¢nich mist (Thr 853 a Thr 696) regulacni podjednotky fosfatazy lehkého
fetézce myozinu (MLCP) (Kimura et al., 1996), dale pak ptimou fosforylaci lehkého fetézce
myozinu (MLC) (Amano et al., 1996; Wyckoff et al., 2006) a pomoci aktivace LIMK
(Maekawa et al., 1999). Aktivovand LIMK vede k fosforylaci a tim nésledné inaktivaci

aktin-depolymeraéniho faktoru kofilinu a stabilizaci aktinovych filament. (Amano et al.,

—
@-
—
- - -_.

Obr. 4: Rho/ROCK signalizace.

2010) Tyto procesy jsou znazornény na obr. 4.

GTP

Rho s navazanym GTP aktivuje ROCK. Ten miize bud primo nebo zprostiedkované, pomoci inhibice MLCP,
fosforylovat MLC. ROCK také fosforyluje LIMK, coz vede k jeji aktivaci. LIMK fosforyluje kofilin a tim ho

inaktivuje.
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3.4. RHO/ROCK A BUNECNA INVAZIVITA

Mira vlivu Rho/ROCK signalizace v bunééné migraci je zavisla na typu bunééné invazivity

(Nakayama et al., 2005).

RozliSujeme dva zakladni druhy invazivity: kolektivni a individualni. Pii kolektivni invazivné
migruji bunky ve skupinach, kde jsou mezi sebou propojeny mezibunécnymi spoji (Friedl and
Gilmour, 2009). V ptipad¢ individualni invazivity migruji buniky jednotlivé. Rozeznavame
dva odlisné zptisoby individudlni invazivity: mezenchymalni a améboidni, viz obr. 4. (Friedl,

2004).

Mezenchymalni zpisob invazivity je zavisly na proteolytické degradaci ECM. U bunék
vykazujicich mezenchymalni typ invazivity byla pozorovdna zvySend exprese integrind
a protedz. Ve 3D kolagenu maji nddorové bunky mezenchymalniho typu protahly tvar
s filopodii a lamelopodii na ptfednim konci. Tvorba téchto struktur je zavisla na aktivaci

GTPaz podrodiny Rac. (Friedl, 2004; Pankova et al., 2010)

Améboidné migrujici buitkky maji ve 3D prostfedi kulaty tvar a jejich migrace je nezavisla na
proteazové degradaci ECM (Wolf et al., 2003). Invaze skrz mezibunécnou hmotu jsou tyto
buniky schopny zejména diky zvysSené kontraktilité a trakcni sile. K témto procesiim vede
pravé aktivace Rho/ROCK signalizace, a proto je pro tento zpusob invazivity Rho/ROCK
signalizace klic¢ova (Rosel et al., 2008). Améboidn¢ migrujici bunky maji snizenou expresi
proteaz a integrint, a je pro n¢ typicky kortikalni aktomyosin. Améboidni zplisob migrace je

také rfadove rychlejsi nez mezenchymalni. (Pankova et al., 2010; Sahai and Marshall, 2003)

Oba typy invazivity jsou pfitom vzajemné zameénitelné a prepnuti mezi nimi je mozné
vyvolat zvySenim, nebo naopak potlaéenim molekuldrnich drah, specifickych pro jeden
z modi. Tento proces se nazyva mezenchymalné-améboidni prechod (MAT) respektive
améboidné-mezenchymalni prechod (AMT). (Friedl, 2004; Pankova et al., 2010; Sahai and
Marshall, 2003; Wolf et al., 2003)
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Obr.4: Améboidni a mezenchymalni zpiisob invazivity a prechod mezi nimi.

Mezenchymalni bunky jsou ve 3D prostiedi protahlé, polarizované a aktomyozin maji lokalizovany na predni
strané bunky, zatimco améboidni buitky maji ve 3D prostiedi typicky kulaty tvar s aktomyosinem po okraji
bunky. Snizeni aktivity integrinii ¢i  protedz nebo zvySeni aktivity Rho/ROCK signalizace vede
u mezenchymalnich bunék k prechodu na améboidni migraci (MAT). Naopak inhibice Rho/ROCK signalizace
miize vést k prechodu améboidné-mezenchymalnimu (AMT). Prevzato a upraveno podle (Brabek et al., 2010).

Jak jiz bylo vySe zminéno, v améboidné migrujicich buiikach je adheze k ECM dynamicté;si
a exprese integrinll je vyznamné snizena (Friedl, 2004). Adhezi takovych bun¢k k ECM tedy
ziejmé vice nez integriny zajist'uji jiné molekuly. O glykoproteinu NG2 je pfitom znamo, Ze
muze fungovat jako adhezivni molekula zastupujici integriny. Navic v améboidné migrujicich
bunikach byla pozorovéana vyrazné zvysend exprese NG2. Je tedy mozné, ze pravé NG2 je
molekulou, kterd zprostifedkovdvad na integrinech nezavislou adhezi, kterou améboidné

migrujici bunky pottebuyji.

3.5. PARALELY MEZI INHIBICI RUSTU NEURITU A MAT

Inhibice rlstu neuriti a mezenchymadalné-améboidni pfechod jsou si v mnoha ohledech
podobné. Pti obou procesech napiiklad dochazi k obdobnym morfologickym zménam. Pfi
MAT se mezenchymalni buniky s invadopodii méni na kulaté améboidni buiky; béhem
inhibice rtstu neuriti dochdzi k redukci poc¢tu a délky neuritii. V obou piipadech se tedy
buiiky, které maji hodné vybezkii, méni na buiiky kulatého tvaru, s men$im poctem vybézka.
Jak bylo vySe popsano, je také pro oba procesy zasadni aktivovand Rho/ROCK signalizace.

V neposledni fadé oba procesy spojuje také glykoprotein NG2.
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4. MOZNY MECHANISMUS PUSOBENI NG2 NA RHO/ROCK

SIGNALIZACI

Jestlize je tedy NG2 zodpovédny za zmény aktinového cytoskeletu, zvySenou invazivitu
a metastaticky potencidl nadorovych bunck, bylo by velmi zidouci znat molekularni
mechanismy tohoto plsobeni. V posledni dobé piibyva praci poukazujicich na propojeni
glykoproteinu NG2 a Rho/ROCK signalizace. V pfedchozich kapitolach této prace bylo

popsano, Ze:

e glykoprotein NG2 zptlisobuje inhibici rstu neuritl ziejmé prostfednictvim aktivace

Rho/ROCK drahy
e Rho, ROCK i NG2 jsou zodpovédné za zmény aktinového cytoskeletu

e zvySena exprese Rho, ROCK i NG2 byla popsana u vysoce metastatickych

melanomovych bun¢k
e NG2 by mohl slouzit jako adhezivni molekula v améboidné migrujicich bunikach.

Navic mnozstvi ROCK (Itoh et al., 1999; Wang et al., 2002), stejné tak jako NG2 (Cavanna et
al., 2007) koreluje s metastatickym potencidlem nadorovych bunck. Ve tedy naznacuje, Ze
zménu aktinového cytoskeletu a zvySenou invazivitu nadorovych bunék zptsobuje NG2

pomoci aktivace Rho/ROCK signalizace.

Jaky je tedy mozny molekularni mechanismus tohoto pisobeni?

4.1. NG2 VAZE PROTEIN MUPP1

Pro bunéénou migraci a adhezi buiiky je nezbytna jeho cytoplazmatickd doména (Fang et al.,
1999). NG2 ma na C-konci cytoplazmatické domény PDZ vazebny motiv, ktery interaguje
s proteinem MUPP1 (Barritt et al., 2000). MUPP1 je 2054 aminokyselin dlouhy protein, ktery
obsahuje 13 PDZ domén, ale Zadnou katalytickou doménu (Ullmer et al., 1998). Svoji prvni
PDZ doménou interaguje s NG2, a mize ho tak propojovat s dal§imi cytoplazmatickymi
proteiny obsahujicimi PDZ-vazebné motivy a umoznit vytvoieni multimernich signalnich

komplexti.
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4.2. GEF PROTEIN SYX

Aktivace Rho/ROCK drahy vyzaduje Rho vazajici GTP. Pro aktivaci Rho/ROCK drahy je
tedy zasadni néktery z GEF, zprostfedkovavajici aktivaci Rho. Jednim z RhoA specifickych
GEF je 1 Syx (synectin-binding RhoA exchange factor; oznacovany také jako GEF720 nebo
PLEKHGS) (De Toledo et al.,, 2001). Krom¢ PH a DH domény, spole¢né pro vsechny
RhoGEF, obsahuje Syx na svém C-konci jesté PDZ-vazebny motiv.

Byly identifikovany dvé sestfihové varianty tohoto proteinu: Syx1 a Syx2. Ty se od sebe lisi
pouze tim, Ze Syx2 je o dv¢ aminokyseliny krat§i nez Syxl, takze Syx2 neobsahuje

PDZ-vazebny motiv (obr. 5).

Protein domain Syx2: . AS‘””-{}OOH
map Syx1: ..ASEV'92.CcO0OH
DH PH FDZ
binding motif

Obr.5: Dve sestiihové varianty Syx: SyxI a o dvé aminokyseliny kratsi Syx2.

Prevzato z (Liu and Horowitz, 2006).

Prestoze se od sebe jednotlivé sestiihové varianty 1iSi pouze o dvé koncové aminokyseliny,

jejich vlastnosti jsou velmi rozdilné. VétsSina Syx1 je lokalizovana na plazmatické membrang,
zatimco vétSina Syx2 je cytoplazmatickd. Exprese Syx1l zvySuje schopnost migrace
endotelidlnich buné€k, exprese Syx2 nikoli. PDZ vazebny motiv je tedy zfejmé zasadni pro
spravnou lokalizaci Syx a jeho katalytickou funkci (tj. schopnost aktivovat RhoA). (Liu and
Horowitz, 2006)
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4.3. MOZNE PROPOJENI PROTEINU MUPP1 A SYX

Nedavné vysledky naznacuji propojeni mezi proteiny MUPP1 a Syx. Ukazalo se, ze Tech
(Transkript higly enriched in cortex and hippocampus; oznacovany také jako Plekhg5),
potkani ortolog proteinu Syx, interaguje in vivo s PDZ doménou (10 nebo 13) proteinu
MUPP1 (Estevez et al., 2008). Dale bylo zjisténo, Ze Syx interaguje s proteinem Patj, ktery je
paralogem proteinu MUPP1, a ze komplex Amot/Patj/Syx reguluje GTPazovou aktivitu
RhoA (Ernkvist et al., 2009).

Patj a MUPP1 jsou pfitom velmi podobné proteiny (obr. 6). Oba dva obsahuji L27 doménu
a velké mnozstvi PDZ domén (Patj jich ma 10, MUPP1 13). Maji také mnoho spolecnych
vazebnych partnert (jako napt.: JAM1, ZO-3, Pals1, nectin) a obdobnou buné€nou lokalizaci.
Oba také funguji jako tzv. ,,scaffold” proteiny, a mohou tedy propojovat jednotlivé proteiny

a zajist'ovat jejich bunécnou lokalizaci. (Adachi et al., 2009)

Jestlize se tedy Syx vaze k Patj (paralogu proteinu MUPPI1) a zaroven se Tech (ortolog
proteinu Syx) vaze k MUPP1, miizeme predpokladat, ze se i Syx mize vazat k MUPPI.
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Obr. 6.: Schematické znazorneni MUPPI a Patj.

MUPPI ma L27 doménu a 13 PDZ domén, zatimco Patj ma L27 doménu a 10 PDZ domén. Zndzornénd je
také (aminokyselinovad) sekvencni identita mezi jednotlivymi L27 a PDZ doménami. Viimnete si, Ze Patj
neobsahuje domény, které odpovidaji PDZ doménam 6 az 9 a 13 proteinu MUPPI. PDZ doména 10
proteinu MUPPI vykazuje nejvyssi sekvencni identitu s homologickou PDZ doménou 8 proteinu Patj.
Hodnoty sekvencni identity jsou vypocitany pomoci programu Genetyx Mac. Prevzato z (Adachi et al.,
2009).
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4.4. SIGNALIZACNI KOMPLEX NG2/MUPP1/Syx ?

Vyjdeme-li z vySe uvedenych predpokladli, mizeme dospét k nasledujici uvaze:

C-konec cytoplazmatické domény NG2 vaze protein MUPPI1. Ten patii mezi PDZ proteiny
ajako takovy ma funkci adaptorového proteinu. Je znamo, Ze proteiny s PDZ doménami
interaguji s C-konci membranovych receptori a tim =zajiStuji jejich propojeni
s cytoskeletalnimi ¢i signalizaénimi proteiny (Craven and Bredt, 1998). Na PDZ doménu
proteinu MUPP1 se zfejm¢ mize vazat RhoA specificky GEF Syx. A jestlize vime, ze PDZ
vazebny motiv tohoto proteinu je dulezity pro jeho funkci a lokalizaci na plazmatickou
membranu, mohla by byt jeho vazba k proteinu MUPPI, ktery je diky vazbé k NG2
lokalizovan v blizkosti plazmatické membrany, zasadni pro spravnou lokalizaci a funkci
proteinu Syx. Syx by pak jakozto RhoGEF mohl aktivovat signalni drédhu Rho/ROCK. Obr. 7

zobrazuje tuto navrhovanou hypotézu.

Plazmatickd membrana
I

Obr. 7: Navrhovany mechanismus regulace Rho/ROCK signalizace glykoproteinem NG2.

Na PDZ-vazebny motiv aktivovaného NG2 se vaze protein MUPPI. PDZ doména proteinu MUPPI miize
zdroven interagovat s RhoA specifickym GEF proteinem Syx. Signalizacni komplex NG2/MUPP1/Syx by pak
mohl vést k aktivaci Rho/ROCK signalizace.
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4.5. JINE MOZNOSTI PROPOJENI?

Vzhledem ktomu, Ze zatim je$t¢ nebyla zkoumdna existence signdlniho komplexu
NG2/MUPP1/Syx a jeho uloha v aktivaci Rho/ROCK signalizace, je mozné, ze k aktivaci
Rho/ROCK drahy prostfednictvim NG2 dochazi ptes jiné signalni molekuly nez MUPPI
a Syx. Je napiiklad mozné, ze se aktivace Rho v této draze ucastni jiny Rho GEF, obsahujici

podobné jako Syx PDZ-vazebny motiv.

V tvahu ptipada také protein Synteninl, ktery se vaze na stejné misto (PDZ-vazebny motiv)
NG2 jako protein MUPP1. Synteninl, ktery obsahuje dvé PDZ domény, je totiz spojovan
s aktivaci RhoA (Bass and Humphries, 2002; Zimmermann et al., 2001) a procesy jako je
bunécna migrace (Chatterjee et al., 2008), invazivita (Meerschaert et al., 2007) nebo tvorba

metastdz (Sarkar et al., 2004).
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5. ZAVER

NG2 je glykoprotein Gcastnici se procesti vyznamnych jak pro vyvijejici se builky, tak pro
tvorbu nadorti a metastaz (jako je bunécnd migrace, proliferace ¢i adheze). Jeho vazba na
kolagen VI vede k reorganizaci aktinového cytoskeletu, a mohl by tudiz zastupovat adhezivni
funkci integrind pii améboidni invazi bunék. Pro tento typ invazivity je také zasadni aktivace
Rho/ROCK signalizace. NG2 zifejm&¢ muze zajiStovat aktivaci této drahy a to patrné
prostiednictvim vazby proteinu MUPP1, na ktery se mlize vazat protein Syx. Syx pak jakoZto
RhoGEF mize aktivovat Rho/ROCK signalizaci. Aktivovany ROCK zptsobuje zvySeni
trakcnich sil a kontraktility buniky, a tim vede ke schopnosti améboidné¢ migrujicich bun¢k

invadovat skrz ECM.

O aktivaci Rho/ROCK signalizace pomoci NG2 je toho vSak zatim znamo velmi malo. Zda
dochdzi k aktivaci Rho/ROCK signalizace pomoci komplexu NG2/MUPP1/Syx je tedy teprve

predmétem budouciho vyzkumu.
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