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Abstrakt

p130Cas (Crk-associated substrate) byl poprvé popséan pied vice nez 30 lety jako protein, ktery
asociuje s onkoproteiny v-src a v-crk a ktery je hojné fosforylovan. Proteiny z rodiny CAS jsou nedilnou
soucasti bunééné biologickych procesit za normélnich i patologickych situaci. Pro substratovou doménu je
charakteristické 15 opakovani motivu YXXP. p130Cas je adaptorovy protein, ktery podporuje interakce
mezi proteiny nezbytné pro tvorbu multiproteinovych komplexii. Protein p130Cas reguluje tyto
multiproteinové komplexy, které dale fidi chemotaxi, apoptdzu, diferenciaci a migraci. Nadprodukce
proteini CAS byla zaznamendna v souvislosti se $patnou progndzou a zvySenym vyskytem metastazi.

Stejné tak souvisi zvySena produkce proteinit z CAS rodiny s rezistenci na nekteré druhy chemoterapeutik.

Klic¢ova slova: adaptorovy protein, BCARI, p130Cas, Crk,

FAK, migrace, Src, substratova doména

Abstract

p130Cas (Crk-associated substrate) was first described over 30 years ago as a protein that associates
with the v-src and v-crk oncoproteins and undergoes tyrosine phosphorylation. Proteins of the CAS family
are an important part of cellular biological processes in normal and pathological situations. The existence
of 15 YXXP repetitive motifs is characteristics for substrate domain. p130Cas is an adapter protein that
allows interactions between proteins that lead to assembly of multiprotein complexes. The p130Cas protein
regulates these multiprotein complexes, which further drive chemotaxis, apoptosis, differentiation and
migration. Overproduction of CAS proteins was found in connection with a poor prognosis and an increased
incidence of metastases. Also, the elevated expression of proteins of the CAS family is related to resistance

to some types of chemotherapeutics.
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EFS
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FAT
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Fyn
GEF
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HEPL
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MMP-9
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Abelson murine leukemia virus onkogene
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cell division control protein 42
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CAS interacting zinc finger

dedicator of cytokinesis

extracelularni matrix
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engulfment and cell motility 1
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focal adhesion targeting domain
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human enhancer of filamentation
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PTP1B
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Rac
Rapl1
Ras
SBD
Scarl
SD
SH2
SH3
SIN
Toca-1
v-Crk
v-Src
WASP
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WIP

neural-Wasp

non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1
non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 2

neural precursor cell expressed, developmentally down regulated 9
phosphotyrosine-binding domain

protein tyrosine phosphatase 1B

protein tyrosine phosphatase proline/glutamic acid/serine/threonine-rich
domain

ras-related C3 botulinum toxin substrate
ras-related protein 1

rat sarcoma virus

Src vazebna doména

jiné oznaceni proteinu WAVE

substratova doména

Src-homology 2 domain

Src-homology 3 domain

Src interacting protein

transducer of Cdc42-dependent actin assembly protein 1
viral Crk

viral Src

Wiskott—Aldrich Syndrome protein
WASP-family verprolin-homologous protein
dalsi N-WASP vazebny protein

WASP-interacting protein
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Uvod
Protein p130Cas byl zprvu identifikovan jako protein o velikosti 130kDa obsahujici fosfotyrozin
v burikach transformovanych onkogeny v-crk (Matsuda et al., 1990) a v-src (Reynolds et al., 1989). Sakai

et al. nasledné prokazali, ze protein p130Cas interaguje s proteiny Crk a Src a je pfimo fosforylovan kinazou

Src (Sakai et al., 1994).

p130Cas je protein slozeny z mnoha funkénich domén a tato struktura naznacuje, ze se jedna
o adaptorovy protein. p130Cas ma Src-homology 3 (SH3) doménu na N-konci, dale doménu bohatou na
prolin a substrdtovou doménu. Substratova doména je slozena z 15 opakovani YXXP fosforylaéniho motivu
pro kinazy rodiny Src. Proteiny obsahujici doménu Src-homology 2 (SH2) se vazou na fosforylované
tyrozinové zbytky v této oblasti (Sakai et al., 1994). Za substratovou doménou je doména bohat4 na serinové
zbytky, ktera tvoii svazek Ctyt Sroubovic (Briknarova et al., 2005). C-terminalni doména obsahuje vazebna
mista pro SH2 a SH3 domény Src. Tyr762 je vazebnym mistem pro SH2 doménu Src (sekvence YDYVHL),
vazebna sekvence pro Src SH3 doménu je RPLPSPP (Nakamoto et al., 1996) (viz obrdzek 1). V buitkach
je p130Cas lokalizovan v cytoplazmé a po aktivaci integrinovych receptortii prechazi do fokalnich adhezi
(FA) a dochazi k fosforylaci p130Cas na tyrozinech v substratové doméné¢. Fosforylace substratové domény
je jedou z dulezitych udalosti, které sméiuji k tvorbé membranovych protruzi. Tyto struktury pfispivaji

k bunécné motilité (Fonseca et al., 2004).

p130Cas je nezbytnou soucasti normalniho vyvoje. Mysi embrya postradajici gen pro protein
p130Cas umiraji in utero kvili defektim v kardiovaskularnim vyvoji, dezorganizaci myofibril, narusené
asociaci aktinovych stresovych vldken a zpomaleni ristu. Fibroblasty s nedostatkem proteinu p130Cas
obsahuji kratké naruSené aktinové filamenty a organizace aktinovych stresovych vlaken je obnovena po
ektopické expresi genu pl30Cas. Tyto vysledky prokazuji klicovou roli proteinu p130Cas v regulaci
aktinového cytoskeletu (Honda et al., 1998).

Oficialni nazev lidského orthologu p130Cas je BCAR1 (Breast Cancer Resistance 1). Sekvencni
analyza lidské BCAR1 cDNA ptedpovédela protein s 870 aminokyselinami, ktery je vysoce homologni
s potkani variantou adaptorového proteinu p130Cas. Genomicka analyza odhalila, Ze BCAR1 sestava ze

sedmi exond a nachazi se na chromozomu 16¢23.1 (Brinkman et al., 2000).



Cile prace

Cilem této bakalatské prace je shrnout signalni mechanismy, kterymi substratova doména proteinu p130Cas

prispiva k migraci, invazivit¢ a metastazovani nadorovych bunék. Tato prace se zamétuje na:

1) popis proteinu p130Cas, predevsim jeho substratové domény, a porovnani s ostatnimi ¢leny rodiny
proteinti CAS,

2) popis signalnich drah, kterych se ucastni substratova doména proteinu p130Cas a které vedou
k migraci a metastdzovani nddorovych buné€k, popis proteinti spojenych s migraci bunck a popis
a porovnani adhezi bohatych na aktin,

3) objasnéni funkce proteinu p130Cas v normalnich a patologickych bunéénych procesech, s dirazem

na funkci substratové domény.



1 Ostatni Clenové rodiny CAS

Druhym identifikovanym ¢lenem rodiny proteind CAS je SIN (Src interacting/signal integrating
protein), t¢Z znamy jako EFS (Embryonal Fyn Substrate). Tento protein obsahuje prolin bohatou oblast,
ktera se vaze na SH3 doménu Src, a Cetné tyrozinové zbytky v konfiguracich naznacujicich SH2-vazebna
mista. Tyrozinové motivy se 1isi od té€ch, které se nachazeji na proteinu p130Cas. YDVP motiv interaguje
s endogennim Crk in vivo a vaze se na SH2 doménu Crk in vitro. SIN navic obsahuje tyrozinovy motiv
YAAP, ktery neni pfitomen na pl30Cas (Alexandropoulos and Baltimore, 1996) a ktery slouzi jako
vysokoafinitni ligand pro Abl kindzu (Songyang et al., 1995). Exprese genu SIN je vyss§i v mozku, brzliku

a kosternich svalech (Alexandropoulos and Baltimore, 1996).

Tteti protein zrodiny CAS (znamy alternativné jako HEF1, CASL, CAS-L, NEDD9, CAS2
a CASS?2) byl identifikovan béhem hledani lidskych gend, které podporuji filamentalni rist v kvasinkach,
s cilem identifikovat geny regulujici bunécny cyklus a polaritu. Proteinova sekvence a struktura jsou velmi
podobné s proteinem p130Cas. Oba proteiny maji N-terminalni SH3 doménu, centralni doménu obsahujici
vice potencialnich SH2 vazebnych mist a C-terminalni doménu. SH3 doména proteinu HEF1 muze
interagovat s dvéma oblastmi bohatymi na prolin fokalni adhezni kinazy (FAK). Na rozdil od p130Cas se
zda, ze exprese HEF1 je tkanove specifickd. Zatimco p130Cas je lokalizovan pievazné ve FA,
imunofluorescence naznacuje, ze HEF1 je lokalizovan jak na periferii bungk, tak v bunééném jadru a je
jinak lokalizovan ve fibroblastech a epitelovych bunikach (Law et al., 1996). Na rozdil od HEF1 obsahuje
p130Cas C-terminalni oblast bohatou na prolin, kterd je vazebnym motivem pro SH3 doménu Src
(Nakamoto et al., 1996). ZvySena exprese proteinu HEF1 je dilezita pro invazivitu in vitro a metastazovani
in vivo (Kim et al., 2006). Je velmi pravdépodobné, Ze posttranskripcni udalosti moduluji expresi a pisobeni

HEFT1 u agresivnich typt rakovin. Fosforylace HEF1 je indukovana napt. kindzou Abl (Law et al., 1996).

Ctvrty ¢len rodiny, HEPL (jako zkratka pro HEF1-EFS-P130Cas-like)/CAS4/CASS4, byl
identifikovan teprve v roce 2008 na zaklad¢ rozsahlé analyzy genomickych a transkriptomovych sekvenci,
které potvrdily, Ze protein byl exprimovan a vykazoval podobné chovani jako ostatni zastupci CAS rodiny
minimalné v nekterych typech bunék. Proteiny HEPL si zachovavaji dilezité funkéni domény potiebné pro
interakci s kinazou FAK, pro cileni do FA a pro regulaci migrace buné¢k a aktivaci FAK. Nadmérna exprese
HEPL je dostate¢na pro spusténi migrace bunék a aktivaci FAK. Exprese proteinu HEPL je
v netransformovanych bunkach dulezitad pro normalni funkci hematopoetického systému a plic (Singh et

al., 2008).



2 Struktura proteinu p130Cas

2.1 Strukturalni vlastnosti

Struktura p130Cas naznacuje, Ze plni roli adaptorového proteinu. p130Cas se sklada z mnoha
domén pro interakce protein-protein zahrnujici N-termindlni SH3 doménu. Dale motiv bohaty na prolin
a vnitini substratovou doménu. Substratovd doména se sklada z 15 opakovani YXXP motivu, hlavniho
mista tyrozinové fosforylace p130Cas. Proteiny obsahujici SH2 doménu se vazou na tyto Y XXP motivy
poté, co jsou fosforylovany. Mezi takové proteiny patii adaptorové proteiny Crk (Sakai et al., 1994) a Nck
(Schlaepfer et al., 1997). Za substratovou doménou je doména bohata na serin, ktera tvori svazek Ctyt
Sroubovic (Briknarova et al., 2005). C-konec proteinu Ize rozd¢lit do dvou c¢asti: Src vazebna doména
(SBD) a CCH (C-terminalni homologie rodiny CAS). SBD obsahuje vazebna mista pro SH2 a SH3 doménu
(YDYVHL a RPLPSPP) kinaz rodiny Src (viz obrazek 1). Mutace v sekvenci RPLPSPP nebo na Tyr762
(v sekvenci YDYVHL) zptisobily vyznamné sniZeni asociace proteinu p130Cas s proteinem Src, a zadna

vazba nebyla detekovana, kdyz byly obé sekvence vymazany (Nakamoto et al., 1996).

(YHKP), s RPLPESPP---YDYV
FAK Crk 14-3-3 Src family kinases
FTF1B Mck MNP family proteins
PTP-PEST SHIP2 Grb2
C3G P13k

Obrazek 1: Strukturalni organizace proteinu p130Cas a jeho vazebni partneri (Wisniewska et al.,
2005)

p130Cas je signalni molekula, ktera ve své struktuie obsahuje doménu SH3 a skupinu motivii pro
vazbu domén SH2 (Sakai et al., 1994), doména SH3 se vaze na FAK (Polte and Hanks, 1995). SH2 a SH3
jsou nekatalytické domény, které jsou konzervovany v fadé cytoplazmatickych signélni proteint. Jsou
regulované receptorovymi tyrozinkindzami. SH2 domény signalizacnich proteind vazou fosforylované
tyroziny na polypeptidech, které se podileji na normalni signalizaci i bunécné transformaci. Fosforylace
tyrozinu vyvola vazbu SH2 domén, ¢imz je zprostfedkovana napiiklad tvorba heteromernich proteinovych
komplex® na nebo v blizkosti plazmatické membrany. *(Koch et al., 1991). Kazda SH2 doména se vaze na
specifické proteiny obsahujici fosfotyrozin tak, ze rozpoznaji fosfylovany tyrozinovy zbytek v kontextu

nékolika sousednich aminokyselin (Muller et al., 1992). Domény SH3 vazou sekvence bohaté na prolin.
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Byly identifikovany dvé tiidy peptidovych ligandi pro domény SH3: tfida I se vaze na konsenzualni
sekvenci RXLPPXP a tiida II se vaze na konsenzualni sekvenci XPPLPXR (Feng et al., 1994).

Struktura p130Cas naznaCuje, ze se jednd o protein, ktery shromazduje signdly z rtznych
signalnich drah (Sakai et al., 1994). p130Cas interaguje in vitro s vice proteiny obsahujicimi SH2 doménu,
alesponi jeden z téchto proteinti, Crk, se v bunikdch vaze na p130Cas v zavislosti na adhezi (Vuori et al.,
1996). Crk patii do rodiny proteint, které sestdvaji téméf vyhradné z domén SH2 a SH3, s malou intervenéni
sekvenci. Rodina Crk v soucasné dobé zahrnuje onkogenni v-Crk, dvé formy proteini c-Crk, c-Crk I
a c-Crk II. Siroce exprimovany protein c-Crk II, obsahuje N-terminalni doménu SH2 nasledovanou dvéma
doménami SH3 *(Feller et al., 1994). Vznik komplexu p130Cas/Crk je kriticky krok pro spusténi signalnich

udalosti vedoucich k zvyseni aktinové dynamiky, véetné aktivace malé GTPasy Rac (Klemke et al., 1998).

2.2 Substratova doména

p130Cas ma na N-konci doménu SH3 a charakteristickou doménu bohatou na prolin. Poté
nasleduje doména obsahujici nékolik vzajemné podobnych sekvenci, ve kterych se vzdy vyskytuje tyrozin
— 7 motivi YDVP a 2 YDTP obklopené 3 motivy YQVP, 1 YLVP, 1 YQAP a 1 YAVP. Tyto sekvence
jsou vzajemné vzdalené 15-30 aminokyselin. Kombinace aminokyselinovych sekvenci slouzi jako substrat
pro tyrozin kindzy, tato oblast je proto nazyvana substratovou. Vétsina téchto mist odpovida konsenzualni

sekvenci YDXP pro vazbu Crk (Sakai et al., 1994).

YXXP motivy na substratové doméné proteinu p130Cas Ize rozdélit na YDXP a YQXP (viz
obrazek 2). Motivy YDXP jsou dulezité pro organizaci aktinového cytoskeletu a migraci bunék, coz

naznacuje, ze signalizace zprostfedkovana Crk reguluje tyto biologické procesy (Patwardhan et al., 2006).

YQXP YDXP

I 11 1
119132169 183 196 238 253 271 291 310 331 366 376 391 414

657 668

WT NHgz -55—! HJL COOH

114 420

Obrazek 2: Substratova doména p130Cas s motivy YDXP a YQXP (Patwardhan et al., 20006)

Pomoci bodové mutacni analyzy bylo ovéieno, ze 10 tyrozini v Y XXP motivech 6-15 jsou hlavni
oblasti, kde je p130Cas fosforylovan pomoci kindzy Src (Shin et al., 2004). Fosforylace YXXP motivi
6-10 v substratové doméne (Y238, Y253, Y271, Y291 a Y310) je dulezita pro progresi nadord. V mysSim



modelu podporoval progresi nadoru fizni protein Src*/SD! (substratovd doména plné délky, stejné jako
fragment substratové domény obsahujici motivy 6-10). Kompletni substratovda doména podporuje rist
primarniho nadoru a Casnéjsi nastup metastaz. Dulezité je, ze kompletni i zkracena substratova doména
vyznamn¢ zvysily vyskyt metastaz do vice organd. Tyto studie poskytuji dikaz, Ze fosforylované motivy
6—-10 v substratové doméné (Y238, Y253, Y271, Y291 a Y310) jsou dilezité pro progresi nadoru
(Kumbrink et al., 2016). Zda se, Ze motiv 9 (Y291) a 10 (Y310) ma nejvetsi signalizacni kapacitu, ovSem
pii vytazeni téchto dvou mist se stale Crk vaze — to naznacuje ptispévek dalsich YXXP skupin. Nicméné
téchto hlavnich deset motivii (6-15), kde je mozna fosforylace na tyrozinu, jsou schopné podporovat
signalizaci ptes Crk. Crk se vaze s niz$i afinitou k motiviim 11-15 nez k motiviim 6-10 (Shin et al., 2004).
Fosforylace substratové domény je nezbytna pro dynamické shlukovani a rozpad FA (Machiyama et al.,

2014).

3 Fosforylace

Bylo prokdzano, ze mnoho rtstovych faktorti, hormonti, kinaz/fosfatdz reguluje fosforylaci
substratové domény proteinu p130Cas *(Bouton et al., 2001). p130Cas je lokalizovan v cytoplazmé a po
aktivaci integrinovych receptorti ptechazi do FA, kde YXXP tyroziny substratové domény podléhaji
fosforylaci (Fonseca et al., 2004). Fosforylace substratové domény p130Cas po aktivaci integrinti reguluje

reorganizaci aktinového cytoskeletu a souvisejicich procesi, jako je migrace bun¢k (Honda et al., 1999).

3.1 Ruzné typy fosforylace

3.1.1 Tyrozinova fosforylace v transformovanych buiikach

p130Cas je hlavni na tyrozinu fosforylovany protein, ktery pevné vaze v-Crk v buiikach
transformovanych v-crk a v-Src v buiikach transformovanych v-src (Sakai et al., 1994). Mutace ve v-Src
a v-Crk, které zrusily vazbu téchto onkoproteint s p130Cas, rovnéz snizily jejich transformacni aktivitu,
coz naznacuje, ze pl30Cas hraje dilezitou roli v transformacnim procesu zprostfedkovaném témito

onkoproteiny (Kanner et al., 1991).

v-crk, transformujici onkoprotein kdédovany virem pta¢iho sarkomu, je fizni protein virového
proteinu gag a domény SH2 a SH3 odvozené od c-Crk, bunééného protejsku v-Crk (Mayer et al., 1988).
v-Crk ma onkogenni potencial a indukuje fosforylaci tyrozinu na n€kolika riznych proteinech, kdyz je
exprimovan ve fibroblastech. Nejvyznamnéj$im tyrozinfosforylovanym proteinem z nich je p130Cas, ktery
tvoii komplex s v-Crk (Birge et al., 1992). U bunéénych transformaci jinymi aktivovanymi onkogeny

nebylo nalezeno zadné zvySeni hladiny fosforylace proteinu p130Cas, coz naznacuje, Ze se mechanismy

! fizni molekula Src*/SD, kde je substratova doména konstitutivné fosforylovana
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bunééné transformace riznymi onkogeny aspon Castecné lisi (Sakai et al., 1994). Fosfoproteomickeé studie
identifikovaly Tyrl2 (Y12) lokalizovany v SH3 doméné p130Cas jako nové misto fosforylace v Src
transformovanych mysich embryonalnich fibroblastech (MEF) (Luo et al., 2008). Fosforylace Tyr12 v SH3
doméné p130Cas narusuje vazebnou funkci SH3. Blokovani kapacity pro Tyr12 fosforylaci prostiednictvim
fenylalaninové substituce vedlo k tomu, ze buiiky mély abnormaln¢ velké FA a snizenou dynamiku FA
a vykazovaly defekty v migraci jak ve dvojrozmérném, tak trojrozmérném prostfedi. Navic substituce
Tyrl2 glutaméatem k napodobeni negativniho naboje fosfatové skupiny vedla ke zvySené motilit¢ bunck

(Janostiak et al., 2011).

3.1.2 Tyrozinova fosforylace v netransformovanych buiikach

K fosforylaci tyrozinu dochazi v disledku rozmanité skaly extracelularnich podnétt, naptiklad
aktivaci integrinovych receptord. Integriny zprostfedkovana adheze normalnich fibroblastovych bunéénych
linii stimuluje tyrozinovou fosforylaci p130Cas v tésné souvislosti s FAK fosforylaci a tvorbou aktinovych
stresovych vlaken. Naproti tomu k extenzivni fosforylaci proteinu p130Cas nalezené v buiikach
transformovanych v-crk a v-src doslo nezavisle na bunééné adhezi a naslednych zménach morfologie bun¢k

(Nojima et al., 1995).

Ve FA je fosforylace p130Cas dosazena interakcemi s kinazami rodiny Src, c-Src primarné
zprostiedkovava na adhezi zavislou p130Cas fosforylaci (Hamasaki et al., 1996). Fosforylace substratové
domény p130Cas byla detekovana pievazné ve FA a na periferii bunék (Fonseca et al., 2004). Varianta
proteinu p130Cas s fenylalaninovymi substitucemi vSech patnacti tyrozinl v substratové doméné se stale
lokalizuje do FA, coz naznacuje, Ze tyrozinova fosforylace substratové domény neni nutna pro lokalizaci

do FA (Cunningham-Edmondson and Hanks, 2009).

Na proteinu pl130Cas byla tyrozinova fosforylace identifikovana ve dvou oblastech. Prvnim
mistem fosforylace je substratovd doména proteinu p130Cas, ktera je charakterizovana 15 YXXP motivy.
Tyrozinové zbytky jsou hlavnim cilem fosforylace proteinu p130Cas, kterou mé na starosti Src nebo
ptibuzné kinazy rodiny Src (Vuori et al., 1996). Tyrozinové zbytky v motivech YXXP substratové domény
po fosforylaci ptislusnou kindzou slouzi jako ligandy pro domény SH2 jinych bunécnych proteint, véetné
proteinu Crk (Sakai et al., 1994) a proteinu Nck (Schlaepfer et al., 1997). C-terminalni doména p130Cas
predstavuje druhé misto tyrozinové fosforylace tohoto proteinu a je zodpovédné za interakci s kindzami
rodiny Src (Nakamoto et al., 1996). Vazba Crk adaptorovych proteinli na fosforylovana YXXP mista
znamena klicovy dalsi krok v néslednych signaliza¢nich udalostech (Klemke et al., 1998) jako je napf.
sestaveni komplexu p130Cas/Crk/DOCK180 v adheznich mistech (Kiyokawa et al., 1998b). Tvorba tohoto
molekularniho leseni pohani lokalizovanou aktivaci Rac ve FA a spousti migraci bun¢k (Kiyokawa et al.,

1998a).



3.1.3 Procesivni fosforylace

Na zéaklad¢ neobvyklého uspotadani opakujicich se motivli Y XXP pietrvaval zajem, pro¢ byl tento

motiv 15krat duplikovan *(Birge et al., 2009).

K procesivni fosforylaci kindzami rodiny Src dochézi tak, ze fosforylace substratu katalytickou
doménou vytvoii misto, které je rozpoznano pridruzenou SH2 (nekatalytickou) doménou. Vazba na SH2
doménu zvysuje lokalni koncentraci substratu, coz umoziuje katalytické doméné fosforylovat dalsi mista.
Interakce mezi timto mistem a SH2 doménou kinazy usnadnuje fosforylaci naslednych tyrozini v substratu
(Pellicena et al., 1998). Bylo navrzeno n¢kolik proteind, které jsou procesivné fosforylované
nereceptorovymi tyrozinkindzami. Jednim takovym proteinem je protein p130Cas. Tento protein ma

vazebné misto pro SH2 doménu proteinu Src pobliz svého C-konce (Nakamoto et al., 1996).

Fosforylace p130Cas pomoci Src by v zasadé mohla probihat bud’ procesivnim, nebo
neprocesivnim (distribuénim) mechanismem. V procesivnim mechanismu by Src zistal vazan na svij
substrat, dokud nedokonci v§echny fosforylace, a proto by bylo vyzadovano pouze jedno nasednuti kinazy
Src na substrat. V piipadé neprocesivniho mechanismu by se Src disocioval ze svého substratu po kazdé
fosforylacni udalosti. Protoze p130Cas obsahuje 15 potencidlnich fosforylacnich mist v substratové
doménég, procesivni mechanismus by udélil reakci rychlost a u€¢innost (Scott and Miller, 2000). Primarni
rozpoznavaci motiv zapojeny do tvorby komplexu Src/p130Cas je C-terminalni polyprolinovy motiv
proteinu p130Cas, tato oblast ukotvuje protein p130Cas ke kinaze Src, coz umoziuje ucinnéjsi fosforylaci

p130Cas (Pellicena and Miller, 2001).

Novéjsi studie (z roku 2009) naznacuji, ze fosforylace p130Cas je stochasticka. Mutanty proteinu
p130Cas, které obsahuji jednu nebo vice mutaci motivu Y XXP byly fosforylovany procesivné pomoci Src,
coz naznacuje, Ze jednotliva mista jsou postradatelna a nezda se, Ze by fosforylace nasledovala v zdvazném
poradi. Tyrozinové zbytky substratové domény p130Cas nejsou kineticky rozliSitelné a kterdkoli skupina
tyrozinl pfitomnych v substratové oblasti je dostatecna pro fosforylaci Src (Patwardhan et al., 2006).
Pokud je nékolik tyrozini v motivech YXXP je soucasné fosforylovano v kterémkoli daném okamziku,
mohly by oddélené molekularni komplexy p130Cas/Crk/DOCK180, p130Cas/Crk/C3G, p130Cas/Crk/INK
a p130Cas/Crk/PI3K existovat souc¢asné *(Birge et al., 2009) (viz obrazek 3).



% | .
q%% SH3 ) A —_— 45!:,- 7
- . "/-;-. AN = o

i e
-
SFK
e -
r
f | \
! |
¥ v o
i 1
Bias, Aact Aact L g
f Aact \i
f
~y
o Batiity, Adhesion molecules
Proiferation Phagacytosis {Integrin, Cacherins)
Migration, Polarity

Obrazek 3: Model signalizace pies substratovou doménu proteinu p130Cas *(Birge et al., 2009)

3.1.4 Serin/threoninova fosforylace

Pti mitoze se FA rozkladaji a signalni transdukce z FA je deaktivovédna. Slozky FA vcetné FAK,
paxilinu a p130Cas jsou fosforylovany na serin/threoninovych zbytcich béhem mitozy, kdyz jsou vSechny
tfi proteiny defosforylovany na tyrozinech. Fosforylace na serinovych a threoninovych zbytcich, specificka
pro mitéozu je odpovédna za naruSeni vazby FAK/p130Cas. Defosforylace muze udrzovat FAK
v neaktivnim stavu az do post-mitotického Sifeni (Yamakita et al., 1999). Po cytokinezi a ukonceni
mitotického déleni je serin/threoninova fosforylace odstranéna, pravdépodobné prostifednictvim protein-
fosfatazy 2A (PP2A), a fosforylace na tyrozinu je obnovena (Yokoyama and Miller, 2001). Jedina zatim
prokazana kinaza zodpovédna za fosforylaci p130Cas je protein kinaza N3 (PKN3), ktera jej fosforyluje na
Ser428. PKN3 se vaze na SH3 doménu proteinu p130Cas svou doménou bohatou na prolin (PPKPPRL)
(Gemperle et al., 2019).

3.2 Defosforylace
SH3 doména p130Cas také interaguje s tyrozin fosfatazami PTP-1B (Liu et al., 1996) a PTP-PEST

(Garton et al., 1997), coz naznacuje moznou roli této domény v pozitivni i negativni regulaci fosforylace

tyrozinovych zbytkl na substratové doménée p130Cas (Brabek et al., 2005).



3.3 Fokalni adheze

Proces bunécné migrace je funkéné spojen s interakci burika-extraceluldrni matrix (ECM). Prvni
naznak, Ze protein p130Cas hraje roli v tomto procesu, vySel ze studii prokazujicich, ze byl protein p130Cas
pfitomen v subcelularnich strukturach nazyvanych fokalni adheze (FA), které tvofi molekularni mosty mezi
ECM a aktinovym cytoskeletem *(Bouton et al., 2001). FA se skladaji z cytoplazmatické Casti, obsahujici
cytoskeletalni prvky, transmembranové spojovaci oblasti a extracelularni ¢asti, ktera je slozena z proteinti
ECM *(Jockusch et al., 1995). p130Cas je soucasti FA béhem jejich skladani i rozkladani. Tyto procesy

musi byt pevné regulovany, aby umoznily u¢innou pohyblivost bun¢k (Donato et al., 2010).

Pro stanoveni subcelularni lokalizace p130Cas bylo soucasné provedeno imunofluorescencni
znaceni pomoci dvou pl130Cas specifickych polyklonalnich antisér. Aby se potvrdilo, ze p130Cas je
lokalizovan do FA, bylo provedeno barveni pomoci monoklonalni protilatky proti vinculinu, jedné ze
slozek FA. Barveni p130Cas obéma zvolenymi protilatkami bylo lokalizovdno na stejném miste, jako
barveni vinculinu, tedy v mistech FA (Harte et al., 1996). SH3 doména p130Cas vytvofila stabilni komplex
s hlavnim tyrozinfosforylovanym proteinem pfitomnym v lyzatech CE bunék (chicken embryo cells) (Harte
et al., 1996) Tento protein byl dfive identifikovan jako FAK, tyrozinkinaza pfitomna ve FA (Schaller et al.,
1992). SH3 doména p130Cas byla schopna vytvofit stabilni komplex s kinazou FAK in vitro. Ostatni
domény proteinu p130Cas s FAK neinteragovaly. Vazba p130Cas na FAK je pfim4, neni zprostiedkovana
jinymi proteiny. Interakce p130Cas FAK byla potvrzena tiemi pozorovanimi; kolokalizace p130Cas FAK
do stejného bunééného kompartmentu, izolace stabilnich komplext p130Cas a FAK z bunék exprimujicich
FAK a schopnost rekonstituovat interakci FAK a p130Cas in vitro (Harte et al., 1996). Pro vazbu p130Cas
do FA je potfeba nejen FAK, ale i protein vinkulin, ktery s p130Cas interaguje. Tato interakce je
zprostiedkovana SH3 doménou p130Cas a doménou bohatou na prolin proteinu vinkulin (konkrétné motiv
PKPP) (Janostiak et al., 2014a). Krom¢& SH3 domény p130Cas je nezbytna pro spravnou lokalizaci do FA
i jeho CCH doména (Donato et al., 2010).

3.3.1 Fokalni adhezni kinaza

FAK se sklada z N-konce, ktery obsahuje FERM doménu (band 4.1, ezrin, radixin, moesin
homology), dale z centralni kindzové domény a C-terminalni FAT domény (focal adhesion targeting)
*(Lim et al., 2008). FAK obsahuje nékolik tyrozinovych fosforyla¢nich mist, které jsou kli¢ové pro
signalizaci FAK (Calalb et al., 1995). FAT doména nepiimo spojuje FAK s integriny a FA prostfednictvim

proteintl jako je napt. paxilin (Schaller and Parsons, 1995).
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4 Mechanosensing

Bunéény mechanosensing lze popsat jako schopnost bun¢k vnimat fyzické sily pienasené okolni
extracelularni matrici nebo sousednimi butikami. Buniky testuji vlastnosti svého prostfedi pomoci riiznych
skupin mechanosenzorickych proteini a bunéénych struktur. Mechanosenzory pouzivaji modifikace
a konforma¢ni zmény vyvolané silou a pievadeji fyzické podnéty na biochemickou signalizaci, které

prenaseji informace o prostiedi buiiky do vnittku bunky *(Janostiak et al., 2014b).

Natazeni bun€k by mohlo zvysit fosforylaci tyrozinu nékolika moznymi zpiisoby: 1) pfimou
aktivaci kinazy, 2) inaktivaci fosfatdzy, 3) mechanickym pfenesenim kindzy na substrat nebo 4) zvySenim
nachylnosti substratu k fosforylaci. Protein p130Cas byl poprvé oznacen jako potencidlni mechanosensor,
ktery reaguje na tuhost, napéti a protazeni ECM, v roce 2006 (Sawada et al., 2006). C- a N-terminalni
domény jsou zapojeny do lokalizace p130Cas do FA, zatimco samotna substratova doména neni (Nakamoto
et al., 1997), coz naznacuje, Ze tyto hrani¢ni domény ukotvuji molekuly p130Cas k cytoskeletalnimu
komplexu a Ze substratova doména by mohla byt prodlouzena po protazeni cytoskeletu. Bylo dokazano, ze
substratova doména p130Cas je fosforylovana v reakci na mechanické natazeni in vivo i in vitro. Po
mechanickém roztazeni se substratova doména p130Cas odhali a odkryje kryptické tyroziny, které jsou
nasledné¢ fosforylovany kindzami Src a Abl, coz umoznuje preménu vnéjsi sily na intracelularni
biochemické signaly (Sawada et al., 2006). Mechanické roztazeni, které buitkam umoziuje citit a reagovat
na mechanické sily, zvysuje tyrozinovou fosforylaci p130Cas a jeji spojeni s proteinem Crk, coz vede
k aktivaci malé GTPasy Rapl, a je dilezité pro zahdjeni signalni drahy Crk/C3G/Rapl (Tamada et al.,
2004). Rapl1 je aktivovan raznymi typy GEF (guanine nucleotide exchange factors) spojenych s riznymi
receptory nebo druhymi posly a hraje dilezitou roli v fadé signalnich drah vcetné¢ integrinové signalizace

*(Hattori and Minato, 2003).

Pro umisténi p130Cas do spravné polohy do FA je vyZzadovana piima vazba SH3 domény p130Cas
s FAK nebo vinculinem a CCH domény s dosud nezjisténym proteinem FA. Schopnost p130Cas pusobit
jako mechanosenzor tedy neni zplisobena pouze fosforylaénim stavem jeho substratové domény, ale také

spojenim SH3 a CCH domény s FA proteiny (Janostiak et al., 2014a, 2011).

Pro spravnou mechanotransdukci musi tedy byt p130Cas ukotven na nejméné dvou vzdalenych
stranach molekuly k jinym proteinim pfendsejicim silu. Vinculin je jednim z hlavnich proteind
prenasejicich silu ve FA (Mierke et al., 2008) a pro mechanickou stresem zprostiedkovanou fosforylaci
substratové domény p130Cas je nutna pifima interakce p130Cas s vinculinem (Janostiak et al., 2014a). Role
p130Cas v mechanosensingu je zavisla na tuhosti ECM. p130Cas meéni tvorbu FA a lokalizuje se do FA

pouze tehdy, kdyz je tuhost extracelularni matrice vétsi nez prahova hodnota 47 kPa. Lokalizace p130Cas
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do FA ptedchazela vytvareni trakéni sily o ~ 3 minuty. Zda se tedy pravdépodobné, ze po lokalizaci do FA
je p130Cas aktivovan silou, coz vede k fosforylaénim udalostem, které pfenaseji mechanické signaly na

biochemické (Hoorn et al., 2018).

GUIESCENT STHETCHED STRETCHED

. /.Wme‘ns

Mechanical signal
transduction

Obrazek 4: Model pro regulaci p130Cas-zavislého mechanosensingu (Janostiak et al., 2014a)

Mechanotransdukce zprostfedkovana proteinem p130Cas vyzaduje fosforylaci substratové domény
p130Cas pomoci Src (Sawada et al., 2006). Soucasn¢ vSak Src fosforyluje p130Cas i na tyrozinu 12
a inhibuje tak vazbu p130Cas nejen na FAK a PTP-PEST (Janostiak et al., 2011), ale také na vinculin
(Janostiak et al., 2014a). Fosforylace p130Cas na tyrozinu 12 pomoci Src tedy inhibuje vazbu na vinculin
a FAK a tim miZe zabranit mechanickému natazeni substratové domény p130Cas. Toto naznacuje moznost,
ze Src iniciuje 1 ukoncuje mechanotransdukei zprostiedkovanou proteinem p130Cas negativni zpétnou
vazbou (Janostiak et al., 2014a). Fosforylace tyrozint v substratové doméné p130Cas a fosforylace tyrozinu
12 vykazuji vyrazné odliSnou dynamiku. Mechanické roztazeni bunky je prenaseno ve FA do substratové
domény p130Cas, ktera se fyzicky natahuje a je fosforylovana pomoci Src. Po fosforylaci tyrozinu 12, ktery
je fosforylovan s pomalejsi dynamikou, a nasledné disociaci komplexu p130Cas/vinkulin/FAK se uvolni
kotveni k FA zprostiedkované SH3 doménou p130Cas a vrati substratovou doménu do neroztazeného stavu

(Janostiak et al., 2014a) (viz obrazek 4).

Jednou tkani, ktera je siln¢ vystavena mechanickému stresu, je kosterni sval. Svalova specificka
delece p130Cas vSak nezménila adaptaci kosterniho svalu vyvolanou protahovanim nebo b&hem, coz
naznacuje, ze in vivo nepritomnost p130Cas miize byt kompenzovana jinymi mechanosensory nebo

zapojenim jinych ¢leni rodiny CAS (Akimoto et al., 2013).

Jaderny faktor kB (NF-kB) je transkripéni faktor, ktery hraje Gilohu pfi regulaci zanétu a starnuti
*(Lopez-Otin et al., 2013). Protoze NF-kB je také exprimovan vSudypfitomné a existuji diikazy, ze reaguje

na mechanické stimulace (Orr et al., 2005) zacalo se spekulovat, ze by protein p130Cas mohl interagovat
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s NF-kB pfi mechanické regulaci homeostazy organismu v souvislosti se zanétem a starnuti. p130Cas je
distribuovan v jadfe a podporuje homeostazu kosterni tkané fizenou mechanickym napétim a zmiriuje
aktivitu NF-kB, kterd by jinak vedla k zanétlivym procesim. Zména mechanického napéti moduluje
distribuci proteinu p130Cas a aktivitu NF-kB v osteocytech, coz jsou mechanosenzorické burky v kostech.
Pfi nepfitomnosti proteinu p130Cas v osteocytech je zvysena kostni resorpce, ktera vede k onemocnéni
osteopenie. Interakce p130Cas/NF-kB v osteocytech by se tedy mohla podilet na mechanické regulaci
homeostazy kosti (Miyazaki et al., 2019).

5 Signalizace vedouci k migraci bunék

5.1 Migrace

Pocate¢nim krokem procesu migrace a invaze nadorovych bunék je vytvoreni bunénych vycnélka
ve sméru pohybu bunck *(Friedl and Wolf, 2003). Tvorba téchto bunéénych vycnelki je fizena aktinovou
polymerizaci na predni hran€ migrujicich bun¢k *(Pollard and Borisy, 2003). Zapojeni p130Cas do bunécné
migrace zavisi hlavné na jeho tyrozinové fosforylaci pomoci Src (Vuori et al., 1996) a ¢asto na sestaveni
komplexu p130Cas/Crk/DOCK180 v mistech adheze bun¢k (Kiyokawa et al., 1998b). Pravdépodobny
mechanismus, kterym tyroziny v motivu YXXP substratové domény proteinu pl30Cas podporuji
invazivni/metastatické chovani, je prostfednictvim aktivace signaliza¢nich udélosti vedoucich k sestaveni
podosomt (Brabek et al., 2005). Mnoho invazivnich rakovinnych bunék vytvari struktury podobné
podosomtiim, zvané invadopodia, které ptredstavuji hlavni mista degradace ECM v téchto buikach.
Soucasnou konvenci je pouziti terminu podosom pro struktury nalezené v normalnich bunkach (jako jsou
monocytarni buiiky, endotelialni buiiky a bunky hladkého svalstva) a ve fibroblastech transformovanych
Src *(Gimona et al., 2008). Invadopodia jsou membranové vystupky schopné degradace ECM vytvoiené

invazivnimi rakovinnymi buiikami (Chen, 1989).

ECM ma signalni i strukturdlni roli v tkanich. Ve vétSin€ ptipadi ECM funguje jako piekazka
pohybu rakovinnych bun€k a degradace pomoci invadopodii piedstavuje dalezity mechanismus pro
prekonani téchto prekdzek. Hustsi zelatinové substraty vedly v experimentalnich uspotadanich in vitro ke
zvySeni poctu invadopodii a jejich schopnosti degradovat ECM (Alexander et al., 2008). Bylo také
pozorovano, ze minimdlné nékteré nadorové linie jsou schopné degradovat matrix nejen pomoci
invadopodii, ale také v mistech FA. Degradace matrix v mistech FA je zprostfedkovana MT1-MMP, MT1-
MMP je zacilen do FA interakci s komplexem FAK/p130Cas. Vytvofeni komplexu FAK/p130Cas/MT]1 je
nezbytné pro degradaci ECM soustfedénou na FA a pro invazivni migraci nadorovych bunék ptes Matrigel,

tato studie je ovSem jedina svého druhu (Wang and McNiven, 2012).
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Yamaguchi et al provedli ¢asosbérmnou analyzu tvorby invadopodii. Tato analyza odhalila, ze
existuji vyznamné rozdily mezi podosomy a invadopodii, pokud jde o jejich dynamiku: invadopodie se
tvoii hlavné de novo na periferii bun¢k, maji Zivotnost ménici se od n€kolika minut do hodin a jsou to

pohyblivé struktury (Yamaguchi et al., 2005).

cellular actin . N . ox .
A e Protoze obé struktury byly studovany vétSinou na tenkych

matricich, jejich bézné uvadeéné tvary a vlastnosti se mohou lisit

od téch in vivo. Pro hodnoceni morfologie invadopodii ve slozitém

3D prostfedi byla pozorovana tvorba invadopodii v buiikach
péstovanych na hust¢é matrici v bezbunéné dermis.
NNy e Nejvyrazn€jsim rozdilem mezi invadopodiemi vytvofenymi
v tenkych matricich a t€mi v 3D prostiedi, je pfitomnost tenkych
filopodiim podobnych struktur. Tenké vystupky se také vytvareji
v tenkych matricich, jejich riist je zastaven neproniknutelnym
povrchem kryciho sklicka. V disledku toho jsou pozorovany
pouze zakladni struktury invadopodii, které lze povazovat za

experimentalni artefakt (Tolde et al., 2010) (viz obrazek 5).

extracellular Obrazek 5: Rist invadopodii v rizném prostiedi (Tolde et al.,
matrix 2010)

5.2 Draha p130Cas-SD/Crk/DOCK 180/Rac vedouci k tvorbé lamelipodii

Integriny jsou transmembranové receptory, které zprosttedkovavaji ptipojeni bunék k proteinim
ECM ve FA *(Jockusch et al., 1995). Jednim typem signalni udalosti stimulované integriny je tyrozinova
fosforylace signalnich proteinid. Protoze integriny nemaji vlastni katalytickou aktivitu, signaly iniciované
interakcemi ECM-integrin jsou pfenaseny do bunék prostfednictvim aktivace proteind spojenych
s integriny, jako jsou napf. protein tyrozin kinazy *(Guo and Giancotti, 2004). Signalizace zahrnuje fadu
po sobé jdoucich fosforylacnich udalosti, pfi¢emz jednou z prvnich udalosti je autofosforylace FAK na
Tyr397 a vytvoteni vazebného mista pro kinazy rodiny Src. Mutace Tyr397 na Phe inhibuje tvorbu
stabilnich komplext se Src (Schaller et al., 1994). Src se vaze na FAK pies svou SH2 doménu, mutant
FAK, ktery neni autofosforylovany, neinteraguje s SH2 doménou Src (Xing et al., 1994). Dalsim dulezitym
krokem v signalizacni draze je fosforylace tyrozinovych zbytkt (407, 576 a 577) na FAK pomoci kinazy
Src (Calalb et al., 1995). Fosforylace substratové domény pl30Cas je nejefektivngji dosaZeno

kooperativnim mechanismem, pti¢emz p130Cas navazany ptes svou SH3 doménu na FAK je fosforylovan
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Src navazanym na pTyr397 FAK. FAK zde hraje roli leseni, které ptisobi tak, ze ptiblizuje Src k jeho
substratu p130Cas (Ruest et al., 2001). Crk se poté vaze na fosforylované tyroziny proteinu p130Cas, ktery
indukuje aktivitu proteinu Rac (Klemke et al., 1998).

Vazba adaptorového proteinu p130Cas a Crk predstavuje zasadni proces signalni drahy, ktera
indukuje invazi bunék a chrani bunky pied apoptdzou. Aktivita proteinu Rac je dilezitou slozkou nezbytnou
pro p130Cas/Crk zprosttedkovanou invazivitu. Invazivita bunek je spojena se schopnosti Rac organizovat
aktinovy cytoskelet a regulovat zmény tvaru bunék nezbytné pro migraci a preziti v reakci na ECM
proteiny. Odpojeni proteinu p130Cas od proteinu Crk zabrafiuje migraci a indukuje apoptoézu invazivnich

bun¢k (Cho and Klemke, 2000).

5.2.1 Crk

Crk ptedstavuje tfidu adaptorovych proteinti sestavajicich se prevazné z SH2 a SH3 domén. Muze
se souCasn¢ vazat na proteiny fosforylované na tyrozinu prostiednictvim své SH2 domény a na proliny
bohaté signalni molekuly prostfednictvim SH3 domén *(Pawson, 1995). SH3 doména Crk se mlize vazat
na rizné molekuly, v€etné guaninovych nukleotidovych vyménnych proteint, C3G (Tanaka et al., 1994)
a také na protein DOCK (Hasegawa et al., 1996). Gen c-crk koéduje tfi alternativné sestfihané produkty
translace: c-Crkl, c-Crkll (Matsuda et al., 1992). c-Crk I se skldd4a z jedné SH2 domény a jedné SH3
domény. Delsi protein Crk, c-Crk II (dale jen Crk), ma velikost 38—42 kDa - v zavislosti na analyzovaném
druhu - a obsahuje dal$i SH3 doménu plus spojovaci oblast piiblizn¢ 50 aminokyselin mezi SH3 doménami

(Reichman et al., 1992) (viz obrazek 6).

c-Crk It

c-Crk |

Obrazek 6: Srovnani c-CrKII a c-Crk-I (Feller et al., 1998)

Crk interaguje s fadou proteinl prostfednictvim své prvni SH3 domény (oznaceno v obrazku
5 ¢islem 1), mezi tyto proteiny patfi napf. Abl (Feller et al., 1994a). Nereceptorova tyrozinkiniza Abl je
klicovym regulatorem vazby p130Cas na Crk, zpusobuje inhibi¢ni fosforylaci Crk na Tyr221 a nasledny
rozpad proteinového komplexu (Kain and Klemke, 2001).

Abl kinazy jsou aktivovany jako odezva na stimulaci integriny a cytokiny, které negativni zpétnou
vazbou reguluji mnozstvi komplexi Crk/p130Cas a signalt, které reguluji aktinovy cytoskelet. Dulezitou
soucasti této signalni drahy je schopnost Abl se asociovat s Crk a fosforylovat ho na tyrozinu 221. Jakmile

je fosforylovany, tyrozin 221 proteinu Crk tvoii intramolekularni mistek s vlastni SH2 doménou, ¢imz
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brani interakci se svymi vazebnymi partnery a tim i prenosu signalu pies protein Crk (Feller et al., 1994a)
(viz obrazek 7). Naopak defosforylace Crk-Y221 pomoci PTP-1B podporuje zvySenou vazbu Crk/p130Cas
a migraci bun¢k (Takino et al., 2003).

Kinase

Obrazek 7: Model regulace vazebné aktivity proteini Abl a Crk (Feller et al., 1994a)

Pro signalizaci vedouci k aktivaci Rac a zvySené dynamice aktinového cytoskeletu nezbytnou pro
pohyblivost bunék je dilezita fosforylace proteinu Crk. Fosforylace tyrozinu 221 na Crk zplsobi
translokaci proteinii Crk a Rac z cytoplasmy na membranu (Abassi and Vuori, 2002) Zde je Crk rychle
defosforylovan fosfatazou PTP-1B (Takino et al., 2003). Defosforylovany Crk je poté k dispozici pro vazbu
k efektorovym proteintim (Abassi and Vuori, 2002). Jednim z efektorovych proteini je p130Cas, ktery se
vaze pres svou substratovou doménu na SH2 doménu proteinu Crk (Klemke et al., 1998). p130Cas je
lokalizovan do FA (Nakamoto et al., 1997) a je fosforylovan na tyrozinech pfi integrinové stimulaci

(Nojima et al., 1995). Fosforylace proteinu p130Cas rekrutuje Crk do FA (Vuori et al., 1996).

Ukazalo se, ze Crk rekrutuje protein DOCK180 do FA (Kiyokawa et al., 1998b). Sestaveni
komplexu p130Cas/Crk/DOCK180 ve FA tidi aktivitu proteinu Rac, coz vede k polymerizaci aktinu
a vazb¢ vysoce afinitnich integrinovych receptord nezbytnych pro tvorbu lamelipodii a bunéénou migraci
(Kiosses et al., 2001). DOCK180 se vaze na Rac, ktery nema navazany zadny guaninovy nukleotid, coz je
meziprodukt béhem guaninové nukleotidové vymeény katalyzované GEF (Kiyokawa et al., 1998a).
DOCK180 nedisponuje typickou DH doménou, konzervovanou doménou v ramci ¢lenti nadrodiny
DOCK180, ale ma ,,Docker” doménu. Tato doména specificky rozeznava Rac ve stavu bez nukleotidd a je
nezbytna pro navazani GTP na Rac in vitro. V buiikach je vazba DOCK180 na samotny Rac nedostatecna

pro navazani GTP a je nutna interakce DOCK180 s ELMO1 (Brugnera et al., 2002).
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Proteiny z rodiny Dock180 se vazi na dalsi evoluéné konzervovany protein ELMO, a nasledné
dochazi k aktivaci Rac GTPazy. ELMO moduluje aktivaci Rac pomoci DOCK180 né¢kolika odlisSnymi
mechanismy: pomaha DOCK180 stabilizovat Rac v pfechodném stavu bez nukleotidi a smétuje DOCK 180
na plazmatickou membranu, aby se ziskal pistup k Rac (Lu and Ravichandran, 2006). CED12 a jeho sav¢i
orthology ELMO1 a ELMO2 spolupracuji s Crk a DOCK180, vznik tohoto komplexu je nezbytny pro
aktivaci malé GTPazy Rac (Gumienny et al., 2001).

1 357 L1t 1657 1865

s
SRR bl

DocklI20

»—e ®
ELMO Rac binding
binding

1 550 677 727

ELMO | Apriadillo répéais - % 22 i‘j:

—
Dock180

binding

Obrazek 8: Schematicka organizace domén proteini DOCK180 a ELMO (neni nakreslena v
méritku) (Lu and Ravichandran, 2006)

Pfima interakce zahrnuje C-terminalni oblast ELMOI1 a N-termindlni oblast DOCK180 (viz
obrazek 8). Minimalni fragment ELMO schopny interagovat s DOCK zahrnuje PH oblast a jeji dvé
okrajova a-helixova rozsiteni. 3D struktura potvrdila, Ze oba o-helixy, které lemuji PH doménu ELMO,
a o-helikalni svazek DOCK jsou zapojeny do vazby (Komander et al., 2008). Dale bylo zjisténo, ze SH3
doména DOCK180 vyznamné¢ interaguje s ELMOI1. C-terminalni konec ELMO, obsahujici a-helix Cah
a PXXP motiv, ptispiva k afinit¢ ELMO1 pro SH3 doménu DOCK180 (Sévajol et al., 2012).

Malé GTP-vazebné proteiny Racl a Rac2 jsou navzajem 92% homologni a patii do Rho podrodiny
proteint souvisejicich s Ras (Didsbury et al., 1989). Rac v signalni draze piisobi az po vzniku komplexu
Crk/DOCK180 proteinii béhem vyvojovych procest, které zahrnuji napf. migraci bun¢k (Nolan et al.,
1998). Rac stimuluje novou polymerizaci aktinu pomoci stimulace komplexu Arp2/3, ktery iniciuje tvorbu
novych aktinovych filamentt ze stran existujicich filament a vytvaii tak vétvené sité aktinovych filament
*(Pollard et al., 2000). Samotny komplex Arp 2/3 je neaktivni a zavisi na vné&jSich aktivatorech. Prvni
znamy aktivator komplexu Arp2/3 byl ActA (Welch et al., 1998). Wiskott-Aldrich syndrome protein
(WASP), a jeho ptibuzny Scarl/WAVE jsou proteiny, které interaguji s komplexem Arp2/3. Pomoci
delecni analyzy ukazali, ze jak WASP, tak Scarl/WAVE interaguji s p21 podjednotkou komplexu Arp2/3

prostfednictvim svych C-koncti (Machesky and Insall, 1998) a tyto C-terminalni domény jsou nezbytné pro
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zahgjeni nukleace aktinovych filament (Machesky et al., 1999). Aktivace Rac ma za nasledek vytvoteni

sirokych , listovitych* protruzi z okraje bun¢k znamych jako lamelipodia (Ridley et al., 1992).

5.3 Protein Nck

Tyrozinova fosforylace YXXP mist na substratové domén¢ proteinu p130Cas dovoluje navazani
signalnich molekul, které ve své struktuie obsahuji SH2 domény. Tuto podminku spliiuje kromé proteinu
Crk i protein Nck (Chou et al., 1992). Savci maji dva ¢leny rodiny Nck (Nckl/alfa a Nck2/beta) (Chen et
al., 1998) (viz obrazek 9). Proteiny Nck prispivaji k regulaci aktinového cytoskeletu, aktivuji N-WASP
navézanim svych SH3 domén na doménu N-WASP bohatou na prolin (Rohatgi et al., 2001). Proteiny Nck1
a Nck2 se funkci vzajemné prekryvaji a jsou zasadni pro spravny embryonélni vyvoj. Mysi deficientni na
Nck1 nebo Nck2 jsou zivotaschopné, zatimco inaktivace obou proteinti Nckl i Nck2 vede k zavaznym

defektim pfti tvorbé lamelipodii a migraci bunék, vede také k embryonalni letalit¢ (Bladt et al., 2003).

HA-SH3HSH3SH3H— SH2 [— Ncka-wt

HA—(SH3)-(SH3)-(GH3)< SH2 D~ Nckp-wt

Obrazek 9: Struktura proteini Nck (Chen et al., 1998)

Nck1 byl identifikovan jako specificky marker invadopodii, ale nikoli podosomi. Prostorové
rozmisténi proteini Nckl a Grb2 je unikatni pro kazdou ze struktur, odpovédnych za odbouravani
mezibunééné hmoty, lokalizovanych na ventralni strané bunék (Oser et al., 2011). Na rozdil od predstavy,
ze proteiny Nck jsou nezbytnymi regulatory funkce invadopodii, ziistava jejich role v biogenezi podosomi
vétSinou neur¢ena (Chaki et al.,, 2019). Adaptorové proteiny Nck indukuji biogenezi podosomi
v endotelialnich bunkach. Ektopicka exprese Nck indukuje tvorbu podosomu v endotelialnich bunkach,
které je bez stimulace in vitro nemaji (Chaki et al., 2019). Kromé role v biogenesi podosomii je protein Nck
nutny pro rist a vaskularizaci primarnich nadort a plicnich metastaz u rakoviny prsu. Urychluje invazi
bun¢k karcinomu prsu regulaci dynamiky aktinovych filament v invadopodiich a fidi dodavani a akumulaci
MMP14 na bunééném povrchu, ¢imz zplsobuje proteolyzu proteintt ECM (Morris et al., 2017) (viz obrazek

10).
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invadopodium

Obrazek 10: Aktinova remodelace v zavoslosti na proteinu Nck zprostiedkovava cilené dodavani
matrixovych metaloproteinaz (MMP), aby umoznilo degradaci proteini ECM (Morris et al., 2017)

5.4 p130Cas-SH3/Zyxin/C1Z/MMP

Exprese MMP je dulezitym aspektem invaze, protoze degradace ECM umoznuje invazi
rakovinnych bun€k do okolnich tkani. p130Cas se podili na regulaci transkripce MMP prostiednictvim
interakce s proteinem CIZ. Tento protein se vaze na CCTTTTCAAAAAGA sekvenci lidského MMP-1
promotoru a posiluje transkripci z promotord MMP-1, MMP-3 a MMP-7. CIZ se obvykle nachazi v jadre
a je rekrutovan z jadra, kdyz bunky vytvareji stabilni FA a stresova vlakna (Nakamoto et al., 2000).
Interakce proteinu p130Cas a CIZ je zprostfedkovana proteinem zyxin (Janssen and Marynen, 2006).
Nedavna studie naznacila, ze zyxin mize pusobit prostiednictvim mitotické fosforylace, kdy je protein
zyxin fosforylovan pomoci cyklin-dependentni kinazy 1. Fosforylace piisobi jako spousté¢ aktivity zyxinu,

ten tak podporuje rast a proliferaci rakovinnych bun¢k (Zhou et al., 2018).

5.5 p130Cas-SD/Crk/INK/MMP2/9

Bylo zjisténo, ze exprese pl130Cas vyznamné zvySuje invazivitu bunék transformovanych Src.
ZvySena invazivita byla spojena se zvySenou aktivaci matrixové metaloproteinazy-2 (MMP-2) a tvorbou
podosomalnich agregati bohatych na aktin (Brabek et al., 2004). Endogenni molekula Crk ma
fyziologickou roli ve spojovani fady buné¢nych podnétd s JNK drahou prostiednictvim malého proteinu
Rac vazajiciho GTP. Tyrozinfosforylovany protein p130Cas je nezbytnou soucasti drahy vedouci od

integrind k aktivaci JNK prostrednictvim Crk (Dolfi et al., 1998).
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5.6 Draha p130Cas-SD/Crk/DOCK180/Rac vedouci k tvorbé
podosomii/invadopodii (pres N-WASP)

Proteiny rodiny WASP (protein Wiskott-Aldrichova syndromu) jsou klicovymi regulatory
aktinového cytoskeletu (Machesky et al., 1999). WASP byl ptivodné identifikovan jako genovy produkt,
jehoz mutace je zodpoveédna za lidské onemocnéni zvané Wiskott-Aldrichiv syndrom. WASP je
exprimovan vyhradné v hematopoetickych buiikdch (Derry et al., 1994), dalsi izoforma proteinu WASP
byla pozdéji izolovana z mozku a nazyvadna N-WASP (z ,,neural“ WASP), ackoli je ve skutecnosti Siroce
exprimovana (Miki et al., 1996). Dalsim ¢lenem rodiny proteintt WASP je protein Scar. Scar byl nezavisle
izolovan dvéma vyzkumnymi skupinami v roce 1998. Scarl (suppressor of cAR), je lidsky homolog
proteinu Scarl nalezené¢ho v organismu Dictyostelium, zde se predpoklada, ze Scar spojuje receptory
spojené s G-proteinem s aktinovym cytoskeletem (Bear et al., 1998). Jedna skupina zachovala nazev Scar
(Machesky and Insall, 1998), druha skupina ptedstavila tento protein pod nazvem WAVE (Miki et al.,

1998) a oba nazvy jsou pouzivany.

V nékolika riznych studiich bylo prokazano, ze komplex N-WASP a Arp2/3 je soucasti podosomu
(Linder et al., 1999; Mizutani et al., 2002). Zatimco N-WASP a komplex Arp2/3 hraji roli pii tvorbé
invadopodii, proteiny WAVE/Scar nemaji vliv na vznik invadopodii. Cdc42, Nckl a WIP jsou nezbytné
pro tvorbu invadopodii jako regulatory N-WASP. Zajimavé je, Ze kofilin neni nutny pro tvorbu
invadopodia, ale je vyzadovan pro zrani pln€ funk¢énich invadopodii. Pro studium mechanismu vzniku
invadopodii vyuzili Casosbérnou mikroskopii s bunécnou linii MTLn3. Vysoce metastatické bunky MTLn3
tvofi invadopodia, na rozdil od nemetastatickych MTC bunék, coz naznaCuje pifimou korelaci mezi
schopnosti tvotit invadopodia a metastatickym potencidlem mesenchymalng invadujich rakovinnych bun¢k

(Yamaguchi et al., 2005).

5.7 Draha pres Cdc42 vedouci k tvorbé invadopodii

Mala GTPaza Cdc42 reguluje polymeraci aktinu, prostfednictvim proteinu N-WASP, ktery ptimo
aktivuje komplex Arp2/3. Draha Cdc42/N-WASP pravdépodobné predstavuje pouze jeden z né€kolika
bunécnych mechanismt, které tidi sestavovani aktinovych vldken prostfednictvim komplexu Arp2/3
(Rohatgi et al., 1999). Cdc42 reguluje aktivitu N-WASP nepfimo prostfednictvim proteinu Toca-1. Toca-1
vaze N-WASP i Cdc42 a je ¢lenem evoluén€ konzervované proteinové rodiny. Toca-1 miiZze iniciovat

tvorbu invadopodii aktivaci komplexu N-WASP/WIP (Ho et al., 2004).

Bylo také zjiSténo, ze existuje vice typt invadopodii, kratkodoba pohybliva invadopodia
a stacionarni dlouhodobé invadopodia. Zda se, Ze stacionarni invadopodia maji silny kontakt se substratem,

vycnivaji do matrix a provadéji jeji degradaci. Kromé toho bylo Casto pozorovéano, ze dlouhodoba
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invadopodia se pohybovala po vzniku a poté se stala nehybnou. Proto je mozné, Ze kratkodoba pohybova

invadopodia jsou predchtidci plné€ funkénich invadopodii (Yamaguchi et al., 2005).

6 Uloha proteinu p130Cas v nadorech

Charakteristiky nadorti zahrnuji Sest biologickych schopnosti ziskanych béhem vicestupiiového
vyvoje. Patii mezi n¢ trvala signalizace pro rust a déleni bunck, vyhybani se signalim potlacujicim rist
bun¢k, odolavani bunécné smrti, schopnost neomezené replikace, indukce angiogeneze a aktivace

invazivity a metastdzovani *(Hanahan and Weinberg, 2011).

Existuje mnoho dikazl, Zze fosforylace substratové domény p130Cas piispivd k migraci bunck
a invazivité, motivy YDXP jsou nepostradatelné pro organizaci aktinovych stresovych vlaken. p130Cas
deficientni mysi embryonalni fibroblasty vykazuji defekty v migraci, tuto schopnost je mozné obnovit po
pridani WT p130Cas. Migrace zlistane neobnovena po pfidani mutované formy p130Cas, které chybi
substratova doména (Huang et al., 2002). Sestaveni proteinového komplexu p130Cas/Crk slouzi jako
molekularni piepinac, ktery naprogramuje bunku k migraci na extracelularni matrici, coz v konecném
disledku vede k Sifeni nadorti (Klemke et al., 1998). Narusenim vazby mezi proteiny p130Cas a Crk je
migrace zastavena (Cho and Klemke, 2000). Bylo také prokazano, Ze i zkracena fosforylovana substratova
doména p130Cas (fragment obsahujici motivy 6—10) je dostatecna pro migraci a tvorbu metastaz in vivo
(Kumbrink et al., 2016). Mechanismus, kterym tyroziny v opakujicich se motivech na substratové doméné
prispivaji k invazivnim vlastnostem, je prostfednictvim aktivace signaliza¢nich drah vedoucich k sestaveni

podosomt/invadopodii (Brabek et al., 2005).

Lidsky ortholog p130Cas (nazvany BCARI1) byl identifikovan ve funkénim screeningu na geny
zapojené do rezistence bun€k karcinomu prsu na antiestrogenni léky (Brinkman et al., 2000). Analyza
exprese proteinu BCAR1/p130Cas v primarnim karcinomu prsu vedla ke dvéma zjisténim. Zaprvé,
relativné vysoka exprese BCAR1/pl30Cas v primarnich nadorech prsu je spojena s rychlym navratem
onemocnéni. Riziko relapsu bylo o 62% vyssi u pacientl, jejichz nadory mély vysoké hladiny
BCARI1/p130Cas nez u pacientt, jejichz nadory mély nedetekovatelné hladiny proteinu BCAR1/p130Cas.
Za druhé, vysoka troven exprese BCARI1/p130Cas v primarnich nadorech (ve srovnani s nadory bez
detekovatelné exprese BCAR1/p130Cas) je spojena s horsi odpovédi na 1é¢bu tamoxifenem (van der Flier
et al., 2000). NEDD?9 (protein z rodiny CAS) je také nadmérn€ exprimovan v lidskych karcinomech prsu
oproti normalni prsni tkani (McLaughlin et al., 2014) a ma dulezitou tlohu v metastazovani (Kim et al.,

2006).

21



Z.avér

Protein p130Cas byl objeven pied vice nez 30 lety a od té doby je stale v centru pozornosti
molekularni biologie. Tento protein, ktery byl poprvé identifikovan v souvislosti s buné¢nou transformaci
onkogeny v-src a v-crk, je slozen z SH3 domény, prolin bohaté domény, podrobn¢ popsané substratové
domény, serin bohaté domény a C-terminalni domény. Substratova doména proteinu p130Cas obsahuje 15
opakovani motivu YXXP. Samoziejme probihaly ¢etné spekulace, pro€ je tento motiv piitomen v tolika

repeticich.

Substratovd doména je hlavni misto, kde je p130Cas fosforylovan na tyrozinovych zbytcich
kindzami rodiny Src. Bylo dokazéano, ze fosforylace probiha procesivnim mechanismem. Kinaza ale
nendsleduje zadné povinné potadi, tyrozinové zbytky nejsou totiz kineticky rozliSitelné. Na fosforylované
tyroziny se vaze dalsi adaptorovy protein Crk, ktery dale spousti rizné signalni drahy vedouci k migraci
bunek nebo k proliferaci. Signélni drahy by se daly rozdélit na dvé hlavni vétve: a) signalni draha vedouci
pres p130Cas SD/Crk/DOCK180/Rac/proteiny ovliviiujici dynamiku aktinového cytoskeletu a b) vedouci
pres p130Cas SD/Crk/INK/MMP2/9. Prvni zminéna signalni draha vede k tvorbée lamelipodii. Lamelipodia
jsou Siroké aktinové protruze vycnivajici z okraje bun€k. Slouzi k migraci bun¢k a nerozkladaji proteiny
ECM. Zminéna draha se podili na tvorbé lamelipodii, ale pies proteiny N-WASP a Arp2/3 miize aktivovat
aktinovou dynamiku i v podosomech/invadopodiich. Podosomy i invadopodia rozkladaji ECM. Podosomy
se nachazeji vétSinou v normalnich bunkach (monocytarni bunky, endotelialni buiky a buiiky hladkého
svalstva), invadopodia jsou naopak tvofena invazivnimi rakovinnymi bunkami. Hlavni zptsob, jak
dosahnout fizené degradace ECM, je ptitomnost specidlnich enzymi — matrixovych metaloproteinaz.
Krom¢ proteinu Crk se na substratovou doménu p130Cas vaze protein Nck, tento protein je také soucasti

signalizace vedouci k degradaci ECM a migraci bun¢k.

Substratova doména p130Cas je za normalnich podminek v neroztazeném stavu a tyroziny tak
nejsou dostupné pro fosforylaci. Mechanické roztazeni buiiky je preneseno na substratovou doménu
proteinu p130Cas, ktery je ukotven svou N- a C-terminalni doménou do FA. Poté co dojde k natazeni
substratové domény jsou jiz tyroziny pfistupné pro fosforylaci. Protein p130Cas ma roli ptepinace, ktery

meéni mechanické signaly do biochemickych.

V posledni kapitole je zminéno, Ze lidsky ortholog adaptorového proteinu p130Cas BCARI je
v nadmérném mnozstvi detekovan u nékterych lidskych karcinomt. Zasadni role hraje v karcinomu prsu,
vysoka exprese BCARI je spojena s vysokym rizikem relapsu a s hor$i odpovédi na 1écbu tamoxifenem.

Protein p130Cas je tedy potencidlné vhodnym cilem pro protindadorovou a protimetastatickou terapii.
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