SUMMARY IN CZECH

Adaptorovy protein p130Cas (CAS, BCARI) propojuje signalizaci od integrinovych
receptoril s receptory ristovych faktort a ovlivituje spravny embryonalni vyvoj a tkéiovou
homeostazu. Jeho zménénd exprese mize vyvolat mnoho patologickych stavl, vcetné
nadorového bujeni, metastazovani a rezistence viuc¢i rliznym protinddorovym lékim.
Molekularni mechanismy, jakymi p130Cas pfispiva k rliznym patologickym staviim nejsou
zatim jednoznac¢né€ popsany. Cilem mé doktorské prace bylo tedy poskytnout nové poznatky o
signalizaci p130Cas a o jeji regulaci.

Doména SH3 je nepostradatelna pro signalizaci proteinu p130Cas, ale jeji vazebné
preference/regulace nebyly dosud pfesné charakterizovany ani strukturné popsany. Proto jsme
zacali spolupracovat se skupinou Dr. Veverky (Strukturni biologie) a Dr. LepSikem (Vypocetni
biochemie, AV CR). S jejich pomoci jsme pak pfipravili fuzni chiméry SH3 domény proteinu
p130Cas se svymi ligandy a provedli strukturni analyzu NMR, kterd ndm pomohla strukturné
popsat atypicky vazebny motiv SH3 domény proteinu p130Cas. Diky této spolupréci jsem se
navic naucil, jak tyto struktury vizualizovat a analyzovat. Tato prace rozsifila naSe znalosti o
regulaci vazby mezi p130Cas SH3 a jejimi ligandy a déle vedla k vylepSenému modelu vazby
mezi Src-p130Cas-FAK. Nase snaha sledovat aktivitu kindzy Src a jeji konformaci, ktera
ovliviiyje, jak Src fosforyluje p130Cas, vedla k vytvoreni nového biosenzoru Src na bazi FRET.
Diky tomu jsem si vyzkousel pokrocilou zobrazovaci mikroskopickou techniku FRET.

Navic jsem vyvinul pracovni postup, ktery ndm umoznil nalézt nové pfimé vazebné
partnery pl130Cas a identifikovat DOK7, GLIS2 a PKN3, a také pomohl validovat pfimou
vazbu s Vinculinem. U interakce p130Cas-Vinculin jsme déle prokazali, Ze ma dilezitou roli v
pfenosu mechanického napéti a na dynamiku fokalnich adhezi. Interakce s DOK7 a GLIS2
piinesla novy vhled do moznych procesti vedoucich k neuromuskularnim a ledvinovym
patologiim. Na zavér jsem pomohl prokdzat, ze p130Cas interaguje se Ser/Thr kinazou PKN3
v pro-invazivnich bunécnych invadopoddiich/lamellipodiich a ukazal, Ze tato interakce je
dilezita pro rist a invazivitu mySich embryondlnich fibroblastl. Oboje bylo nezavislé na
transformaci kinazou Src, coz poukazuje na novy mechanismus, ktery je odlisny od diive
prokdzaného pro p130Cas. Fyziologicky vyznam téchto zjiSténi jsem déle podpofil analyzou
proteomickych dat z nddorti od pacientd s rakovinou prsu, kterd poskytla dikaz, ze PKN3

fosforyluje p130Cas u invazivnich nadora prsu.



