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ABSTRAKT

Protein Cas patii do rodiny adaptorovych proteini Cas a spolu se svymi
interakénimi partnery ovliviiuje regulaci fady bunéénych d&i. Ugast proteinu Cas
v signalnich transdukénich drahach, jez fidi bunéénou motilitu, proliferaci a apoptézu, se

potvrdila v mnoha studiich.

Protein Cas je také spojovan s patofyziologickymi procesy jako je karcinogeneze,
tvorba metastazi a invazivita nadorovych buné€k. Podrobné zkoumani role proteinu Cas
v mechanismu té€chto procesti postupné pifindsi fadu uziteénych informaci, které mohou

pomoci i v klinické praxi.
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1. Uvod

Protein Cas (Crk-associated substrate) patii do rodiny adaptorovych proteint Cas.
Je aktivovan fosforylaci, ke které dochazi po stimulaci riznych membranovych receptorti
véetné integrind. Diky multidoménové struktufe a schopnosti byt fosforylovan miize
protein Cas interagovat s mnoha dal$imi efektorovymi proteiny a regulovat tak rozmanité
dé€je v buiice. Mezi tyto interakéni partnery patii proteiny riiznych typd a ne u vSech byla
objasnéna jejich role v bunénych procesech. Nejvice prostudovany byly komplexy
proteinu Cas s proteintyrozinkinazami Src, FAK a adaptorovym proteinem Crk.

Tato prace nejdfive objasiiuje ulohu proteinu Cas a nékterych jeho interakénich
partneri v procesech regulace dynamiky aktinového cytoskeletu, bunécné migrace,
proliferace a apoptdzy.

V dal8i casti se prace zaméfuje na situaci, kdy jsou vySe zminé€né procesy
deregulovany. NaruSeni regulace procesi bunécné migrace, proliferace ¢i apoptdzy, ve
kterych ma protein Cas nezastupitelnou roli, vede ve vysledku k transformaci buriky, ktera

je uzce spojena se zvysenou invazivitou a tvorbou metastazi.



2. Vyznam integrina a adhezivnich fokt pro bunééné procesy

Té€lo mnohobunééného organismu je komplexni systém, v n€émz jedinec — burika
musi kooperovat se svymi sousedy. Diky této spolupraci, kterd ma piisna pravidla, pak
vznikaji vy$$i funkéni celky bunék a tkani navzajem se dopliujici a zabezpecujici preZiti
organismu.

Signaly piichazejici z okolniho prostfedi buriky riznymi cestami fidi bunécné déje
a tim udrzuji celkovou homeostdzu v mnohobunééném organismu. Mezi zprostfedkovatele
téchto signalt patii mimo jiné i integriny.

Integriny jsou transmembranové proteiny, které jsou zaroveni i receptory pro
proteiny extracelularni matrix (ECM) jako je kolagen, fibronektin, laminin ¢i vitronektin a
slouzi jako pojitko mezi ECM a aktinovym cytoskeletem uvnitt buiiky. Prostfednictvim
své intracelularni domény mohou integriny interagovat s mnoha dalS$imi cytosolickymi
proteiny a pfenaset tak signaly k remodelaci aktinového skeletu.

Pfi stimulaci riiznych membranovych receptori dochazi k seskupovéni integrind a
formovani adhezivnich fokd, které poutaji buiiku k substratu. Zaroveni se uvnitt buiky
do téchto mist pfemist’uji proteiny fokalnich komplexi, nezbytné pro pfenos signalu dale
v kaskad¢ proteini. Adhezivni foky, v nichZ se pfedava signél z integrind na cytosolické
proteiny typu kinaz i adaptorovych proteini bez enzymatické aktivity, jsou dilezité pro
transmisi signali ovliviiyjicich bunééné déje jako je proliferace, diferenciace, migrace,
apoptdza i onkogenni transformace.

Také morfologie a tvar burky, které jsou primamé€ dané vnitini architekturou
aktinového cytoskeletu, jsou fizeny signalizaci pfes membranové receptory. I zde zaujimaji
integriny dilezitou ilohu. Morfologie buiikky ma pak vliv na buné¢ny riist a na zavislost

buiiky na ukotveni k substratu.



3. Rodina adaptorovych proteinti Cas

Rodina proteind Cas je skupinou adaptorovych proteinti, které slouzi mimo jiné
jako ,,leSeni* pro seskupovani a formovani signalnich komplexi. Ackoli tyto proteiny
nevykazuji enzymatickou ani transkripni aktivitu, mohou byt fosforylovany, coz
umoziiyje interakci s dal§imi efektorovymi proteiny. Vytvareni téchto makromolekularnich
komplext je klicové pro rychly a efektivni pfenos signali zprostfedkovanych integriny.
Rodina proteinti Cas zahrnuje tfi proteiny, které sdili podobnou strukturu a sekvenéni

homologii.

3.1. Protein Cas

Nejlépe prostudovanym zastupcem je 130 kDa protein Cas (Crk-associated
substrate), oznaCovany také jako p130Cas a na né se tato prace predevS§im zaméfuje.
Pivodné byl popsan jako vysoce fosforylovany protein v buiikach transformovanych
onkogeny v-src a v-crk. Zaroven bylo zjisténo, Ze také asocioval s proteinovymi produkty
téchto onkogent - pp60 ‘™ (v-Src) a p47 #E* (v-Crk) (Sakai et al., 1994; shrnuto
v O’Neill et al., 2000). V roce 1994 byla molekularnim klonovanim zji§t€éna primarni
struktura tohoto proteinu (Sakai et al., 1994).

Struktura proteinu Cas (viz obr.1) naznaduje, Ze tento adaptorovy protein mizZe
interagovat s mnoha dal$imi partnery a fidit tak rizné signalni dréhy (shrnuto v O‘Neill et
al., 2000).

SH2- and PTB-binding domain Src-binding domain  Helix—loop—helix

(YxxP)yg RPLPSPP...YDYV LLF...FIDG
Fak Crk 14-3-3 Src family kinases
FRNK Nck p130Cas
Pyk2/Raftk SHIPTP2 PI3K
PTP-1B Nephrocystin
PTP-PEST Grb2
C3G Nsp family
DOCK180 Ajuba
CMS BmX/Etk

Clz

Obr.1: Struktura a interakéni partnefi proteinu Cas (pfevzato a upraveno podle

Defillipi et al., 2006)



Cas obsahuje na N terminalnim konci SH3 (src — homology 3) doménu (viz obr. 2),
ktera piispivd ke sdruZzovani s dalS§imi efektorovymi molekulami a mize slouzit
k naslednému nasmérovani téchto komplext do uréitych ¢asti buiiky (napt. do adhezivnich
fokl) (Klemke et al., 1998). Nasleduje kratky usek bohaty na prolin. Nejvétsi doménou
rozsahem 1 vyznamem je substraitovd doména, kde miZeme najit 15 repetic CtyF
aminokyselinového motivu YXXP (tyrozin — dvé jakékoli aminokyseliny — prolin).

Presnéjsi zastoupeni aminokyselin v té€chto motivech je (Sakai et al.,1994):

YLVP v jednom motivu,

YQXP ve ¢tyfech motivech,
e YDXP v deviti motivech,

YAVP v jednom motivu.

Tyto motivy slouzi jako substrat pro fosforylaci proteintyrozinkinazami jako je
napiiklad Src nebo FAK (Polte a Hanks 1995; Ruest et al., 2001; Fonseca et al., 2004). Je-
li substratova doména ¢aste¢né nebo uplné nafosforylovana, mize fungovat jako ligand pro
SH2 (src — homology 2) doménu napf. adaptorového proteinu Crk (Sakai et al., 1994; Cho
a Klemke 2000, Cho a Klemke 2002; Shin et al., 2004) nebo fosfotyrozin-vazebnou
doménu PTB (shrmuto v Chodniewicz a Klemke 2004).

Dale zde nalézame tsek bohaty na serin a na samém C konci doménu, ktera vaze

klicového interak¢iho partnera - kinazu Src (Sakai et al., 1994; Ruest et al., 2001).

RT loop

n-src loop

| loop

C

Obr.2: Stuzkovy model SH3 domény proteinu Cas (pfevzato a upraveno podle Wisniewska
et al., 2005)



Diky multidoménové struktufe je Cas schopen vazat mnoho ligandi a pfimo ¢i
zprostfedkované ovliviiovat dynamiku aktinového cytoskeletu, migraci, rist, pfezivani i

bunéénou transformaci a onkogenezi.

3.2. Proteiny HEF1 a Efs/Sin

DalS§imi ¢leny rodiny Cas jsou proteiny HEF1/CasL (Human enhancer of
filamentation/Cas like protein in lymfocytes) a Efs/Sin (Embryonal Fyn-associated
subtrate/Src-interacting protein) (shrnuto v Defilippi et al., 2006). Oba sdileji s proteinem
Cas strukturni homologie a konzervované vazebné motivy, obzvlast¢ v SH3 doméné a C
koncové ¢asti.

Asi nejvétsi rozdil je v Src vazebnych sekvencich, kde Cas i Efs/Sin obsahuji
prolin-bohaty usek vazici SH3 doménu Src kinazy a také fosfotyrozinovy usek vazici SH2
doménu Src (Burnham et al., 2000). HEF1 naproti tomu neobsahuje vazebnou sekvenci
pro SH3 doménu Src kinazy (viz obr.3). Neni jasné, jestli a jak tento deficit ovliviiuje
vazbu kinazy Src k proteinu HEF1, ale z jinych studii tykajicich se proteinu Cas vyplyva,
Ze substituce prolinu za alanin v téchto sekvencich redukuje schopnost vazat kinazu Src

(Burnham et al., 2000)

R33PLPPPP---Y*'DYV

Obr.3: Rodina proteini Cas a jejich doménova struktura. U proteinu HEF1 chybi prolinovy
region (zelené vysrafovano) a jedna ze sekvenci vaZici kinazu Src (pfevzato podle Bouton
et al., 2001).



Ackoli proteiny Cas, HEF1 a Efs/Sin sdileji doménovou strukturu, mnohé studie
ukézaly, Ze maji pravdépodobné riizné funkce. Odlisnosti najdeme zejména v expresi a
lokalizaci (shrnuto v Bouton ez al., 2001).

Cas mRNA i protein Cas se vyskytuji ve vét§iné¢ dospélych tkani (Sakai et al.,
1994). Protein HEF1 nalézame nejvice v lymfocytech a v epitelu plic a prsu, zatimco
mnoZstvi jeho mRNA je redukovano v tkanich mozku a jater. Efs/Sin se objevuje
pfedevsim v embryonalnich tkanich.

Také lokalizace se rizni. VSechny tfi molekuly jsou sice lokalizovany z vétsi Casti
v cytosolu, ale vyraznou frakci Cas a HEF1 nalézame také v adhezivnich focich
adherentnich buné€k (Polte a Hanks 1995). Tyto tii proteiny spojuje strukturni podobnost,
ale maji zjevné rozdilné role v disledku rizné exprese v tkanich, buné¢né lokalizace a

primarni struktury - resp. mozZnych posttranslaénich modifikacich.
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4. Aktivace proteinu Cas fosforylaci

Fosforylace proteinu Cas se objevuje na tyrozinovych, serinovych a threoninovych
fosforylace je substratova doména obsahujici 15 repetic sekvence YXXP a dale pak C
koncova Src — vazebna doména. Tyrozinova fosforylace ma vliv na relokalizaci proteinu
Cas zcytosolu k membran€, do jadra (Sakai et al., 1994) a do nerozpustnych frakci
cytoskeletu (Polte a Hanks 1997).

Ulohou tyrozinové fosforylace v substratové doméné je umoZnéni vazby
interakénich proteini obsahujicich SH2 doménu ¢i PTB doménu. Fosforylace proteinu Cas
nastava v zavislosti na aktivaci membranovych receptorti ligandem a pfedevsim na adhezi

buitky na ECM zprostfedkovanou integriny.

4.1. Fosforylace proteinu Cas v zavislosti na aktivaci membranovych
receptoru ligandem

Aktivace membranovych receptorti, jako jsou receptorové proteintyrozinkinazy,
receptory spojené s G proteiny nebo receptory pro hormony (viz tabulka 1), vede
k fosforylaci proteinu Cas (Cho a Klemke 2000; shrnuto v Bouton et al., 2001).
V nékterych piipadech se vSak tato fosforylace objevuje neptimo, jako odpovéd na
kontrakci cytoskeletu zprostfedkovanou proteiny rodiny Rho nebo na shlukovani integrinti

v membrané.

Receptory a ligandy indukujici fosforylaci proteinu Cas
Receptor Ligand
_ EGF NGF
Ligandy receptorovych FGF PDGF
proteintyrozinkinaz IGE-1 GDNF
o . LPA Thrombin
qums’te receptort Bombesin Angiotensin II
spojenych s G proteiny Vasopresin Bradykinin
Endothelin Sfingosin 1-fosfat
SPC CCKA
Dalsi ligandy receptord Ristovy hormon  Urokinaza

Tabulka 1: Pfehled receptori a jejich ligandid indukujicich fosforylaci proteinu Cas
(pfevzato a upraveno podle Bouton et al., 2001)

11



4.2. Fosforylace proteinu Cas v zavislosti na aktivaci integrind pri adhezi
bunky

Druhym a nejvyznamnégj$im podnétem k fosforylaci tyrozinid substratové domény
proteinu Cas je adheze buriky zprostfedkovana integriny. Fosforylovany Cas ovliviiuje
bunéénou motilitu, diferenciaci, proliferaci, piezivani a onkogenezi zejména
prostfednictvim proteintyrozinkindz FAK a Src a adaptorového proteinu Crk.

Pro pfenos signalu odintegrini smérem do builky ma zéasadni roli
proteintyrozinkiniza FAK. FAK byla identifikovana jako  nereceptorova
proteintyrozinkinaza, ktera se pfednostné vyskytuje v adhezivnich focich (Polte a Hanks
1995; Polte a Hanks 1997). Po adhezi buiiky na ECM dochéazi kjeji aktivaci a
autofosforylaci na tyrozinu 397. Fosforylovany tyrozin 397 pak slouzi k vazbé SH2
domén, ptedeviim SH2 domény kinazy Src. Tato interakce uvoliiuje autoinhibi¢ni spojeni
uvnitf Src a stimuluje katalytickou aktivitu kinazy Src.

Navazana kindza Src déle fosforyluje nékolik tyrozini kindzy FAK a tim
maximalizuje jeji katalytickou aktivitu . Schopnost vazby a vzajemné stimulace kindzové
aktivity FAK a Src je také pravdépodobné zakladem mechanismu amplifikace poc¢ateniho
slabého signalu v této transdukéni draze (shrnuto v Hanks et al., 2003). FAK interaguje
s SH3 doménou Cas pomoci své sekvence bohaté na prolin (viz obr.4) (Polte a Hanks
1995) a muze pftispivat k fosforylaci substratové domény proteinu Cas vytvoienim

“mustku* mezi Src a Cas (Ruest et al., 2001; Fonseca et al., 2004).

Obr.4: Model vazby useku kinazy FAK na SH3 doménu proteinu Cas. Aminokyselinové
zbytky na povrchu SH3 domény jsou zabarveny podle svého néboje (ervené - negativné
nabité zbytky, modie — pozitivné nabité zbytky, bile — zbytky s neutradlnim nabojem)
(ptevzato a upraveno podle Wiesnewska et al., 2005)
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Dalsi dtlezity interakéni partner, ktery pifimo fosforyluje protein Cas, je kinaza Src
(Polte a Hanks 1995; Vuori et al., 1996; Fonseca et al., 2004). Tato nereceptorova
proteintyrozinkinaza je efektorem v mnoha transduk¢nich drahach, které vedou od
integrinti, receptorovych proteinkindz, receptori spojenych s G proteiny a cytokinovych
receptorii. Aktivita této kinadzy podléha striktni kontrole, zejména negativni regulace je
klicova pro bunécné procesy. Deregulace nebo exprese konstitutivné aktivni formy této
kinazy vede k bunééné transformaci s charakteristickymi rysy nekontrolovatelné buné¢né
proliferace a ptezivani.

Inaktivni stav kinazy Src je zabezpecen intramolekulamimi vazbami a ptitomnosti
fosforylovaného tyrozinu 527. Interakce proteinii s SH2 nebo SH3 doménou kinazy Src
rusi intramolekularni inhibiéni vazbu a stabilizuje katalytiticky aktivni konformaci této
kinazy.

Mezi proteiny, které vazou Src SH3 a SH2 domény, patii také protein Cas (Polte a
Hanks 1995; Pellicena a Miller 2001). Jak prokazaly studie, tak i on pozitivné reguluje
aktivitu kindzy Src. Varianta proteinu Cas obsahujici pouze C terminalni segment (Cas-
CT) byla dostate¢na ke stimulaci Src kindzové aktivity v COS-1 buiikach, av§ak mutant
Cas-CT neschopny vazat kinazu Src tuto schopnost nevykazoval. Overexprese proteinu
Cas a c-Src v COS-1 buiikkach pak vyustila ve zvySené mnoZstvi fosforylovanych Src
substratii, konkrétné€ paxillinu, cortactinu a FAK (Burnham et al., 2000).

Poslednim nemén¢ dileZitym partnerem proteinu Cas, ktery zde bude podrobnéji
popisovan, je adaptorovy protein Crk (CT10 regulator of kinase). Po adhezi buiky a
aktivaci integrind je Crk fosforylovan na tyrozinu 221 a pfesouva se do oblasti pobliz
membrany. Cas vaze prostfednictvim své fosforylované substratové domény SH2 doménu
proteinu Crk (Klemke et al., 1998). Komplex Cas/Crk poté interaguje napf. s proteinem
DOCK180, coz je protein stimulujici GTPazovou aktivitu Racl (GTPaza rodiny Rho)
(Dolfi et al., 1998; Cho a Klemke 2000; Cho a Klemke 2002). Racl aktivace nasledné
ovliviluje dynamiku bunééného cytoskeletu, formovani lamellipodii a bunéénou migraci.
Komplex Cas/Crk vaze mnohé dalsi efektorové proteiny a piispiva tak k regulaci riiznych
signalnich transdukénich drah (shrnuto v Chodniewicz a Klemke 2004).
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4.3. Mechanismy fosforylace proteinu Cas

Vysledky riznych skupin potvrdily, Ze Cas mizZe byt fosforylovan in vitro
proteintyrozinkindzami Src, FAK, Pyk 2 a Abl (Polte a Hanks 1995; Cary et al., 1998;
shrnuto v Bouton et al., 2001). Zda se v8ak, Ze kindza Src ma majoritni podil na fosforylaci
proteinu Cas zdavislé na aktivaci integrinii jak v normalnich, tak v transformovanych
buiikdch (Vuori et al., 1996; Fonseca et al., 2004). Modely mechanismu fosforylace
substratové domény proteinu Cas kinazou Src naznacuji dvé mozZnosti, jak tento proces
probiha (Burnham et al., 2000; Ruest et al., 2001; Fonseca et al., 2004).

Jako prvni pfipada vuvahu model pfimé fosforylace Cas substratové domény
kinazou Src, ktery je nezavisly na pfitomnosti jakéhokoli dal$iho interakéniho partnera (viz
obr.5). Src SH3 doména se navaze na RPLPSPP motiv v Src - vazebné doméné proteinu
Cas. Takto vazany Src fosforyluje nejen Cas substratovou doménu, ale i pfilehlé tyroziny
688 a 670. Tyto tyroziny nasledné vytvofi dalsi misto k vazbé kinazy Src, konkrétné pro
jeji SH2 doménu, a stabilizuji tak jeji vazbu i aktivni konformaci (Burnham et al., 2000;
Ruest., 2001).

Obr.5: Model ptimé fosforylace proteinu Cas kinédzou Src (2,3 — SH2 a SH3 domény; SD —
substratova doména; SBD — Src vazebna doména) (pfevzato a upraveno podle Ruest et al.,
2001)

Druhy model zahrnuje i ucast kindzy FAK na tomto procesu. Kooperace Src/FAK
se jevi jako nejefektivnéj$i mechanismus fosforylace substratové domény proteinu Cas
(Ruest et al., 2001). V tomto piipadé se Cas vaze prostiednictvim SH3 domény ke kinaze
FAK a zéaroven FAK fosforylovany na tyrozinu 397 interaguje s SH2 doménou kinazy Src
(viz obr. 6).



Obr.6: Model kooperativni fosforylace proteinu Cas kinazami Src a FAK (2,3 — SH2 a SH3
domény; SD — substratovd doména; SBD — Src vazebna doména; Y — tyrozin 397)
(ptevzato a upraveno podle Ruest ez al., 2001)

Tento model doklada, Ze Src a FAK spolupracuji na fosforylaci substratové domény
spole¢né€. Kinaza FAK zde hraje roli spojovaciho miistku mezi proteinem Cas a kinazou
Src. Koexprese kinaz FAK a Src v COS-7 burnikach vede k vyraznému zvyseni celkového
mnoZstvi fosforylovaného proteinu Cas. KdyZ jsou tyto kindzy exprimovany v butikach
samostatné, hladina fosforylovaného proteinu Cas nedosahuje zdaleka hodnot takové
urovné (Ruest ez al., 2001). Pfedpokladalo se, Ze FAK mtiZe fosforylovat Cas in vivo (Polte
a Hanks 1995), ale dalsi studie toto spiSe vyvraci. FAK prokazuje velmi omezenou
schopnost fosforylovat substratovou doménu proteinu Cas ve srovnani s kinazou Src

(Ruest et al., 2001).

4.4. Procesivita mechanismu fosforylace

Dalsim dtlezitym aspektem fosforylace substratové domény proteinu Cas kinazou
Src je exaktni mechanismus, kterym tento dé€j probiha. Pfitomnost vice zbytkd, jezZ mohou
byt fosforylovany, nabizi k 1vaze dva mechanismy fosforylace — distributivni
mechanismus a procesivni mechanismus.

Kinetické studie prokazaly, Ze fosforylace tyrozinti v substratové doméné proteinu
Cas kinazou Src probihd pravé procesivnim mechanismem. Src vaZe substrat Cas a tato
vazba zistdvad zachovana, dokud neni substrat na vSech residuich plné fosforylovan

(Pellicena a Miller 2001; Pathwardhan et al., 2006). Tento procesivni mechanismus sice
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nedovoluje odpovéd ve smyslu rychlého piepnuti fosforylaci urcitého residua, ale
umoziuje zvysit celkové mnozstvi fosforylovanych mist, tim i rychlejsi seskupovani
proteinu Cas s SH2 doménami interak¢nich partnerti a odpovéd’ v krat§im cCase.

Jsou znamy ptipady, kdy fosforylace na urcitém misté proteinu slouzi jako
»znacka*“ a ovliviiuje naslednou fosforylaci na jinych residuich. Tento fenomén se ale u
proteinu Cas nepotvrdil. Varianty proteinu Cas, kde byly nékteré nejvice preferované
tyroziny fosforylované kinazou Src v substratové doméné zaménény za nefosforylovatelné
fenylalaniny, vykazovaly plnou fosforylaci i na ostatnich méné€ preferovanych residuich.
Tyto mutanty byly také fosforylovany procesivnim mechanismem, z ¢ehoz vyplyva, Ze
tyroziny v substratové doméné proteinu Cas nejsou pro kinazu Src kineticky rozlisitelné a
Ze fosforylace uréitého residua v substratové doméné neovlivityje fosforylaci na jinych

mistech (Pathwardhan et al., 2006).

4.5. Negativni regulace fosforylace

Fosforylace proteinu Cas je také regulovana negativn€¢ a to prostiednictvim
fosfataz. Kli¢ovou ulohu v regulaci mnozstvi fosforylovaného proteinu Cas ma jeho SH3
doména, se kterou interaguji fosfataizy PTP1B a PTP-PEST svymi prolinovymi
sekvencemi (Liu et al., 1996; Garton et al., 1997). Overexprese WT PTPIB v 3Y1 v-crk
transformovanych burikach vede k podstatnému sniZeni fosforylace proteinu Cas, zatimco
mutantni varianty PTP1B s defektem v oblasti bohaté na prolin tuto schopnost postradaji.
Asociace PTP1B s proteinem Cas se prokéazala nezavisla na mife fosforylace proteinu Cas
(Liu et al., 1996).

Vysoce specificka interakce proteinu Cas s fosfatizami PTP-PEST a PTP1B je pak
vysledkem nejen vazby SH3 domény proteinu Cas na prolinovy region fosfataz, ale
samoziejmé 1 interakci katalytického useku PTP-PEST resp. PTP1B a substratové domény
proteinu Cas. Defosforylace substratové domény Cas miize vést v diisledku aZ ke zméné
lokalizace z adhezivnich fokli zpét do cytoplazmy a k ukonéeni signalizace skrze tento

protein.
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5. Dynamika aktinového cytoskeletu a bunééna migrace

Proces bunééné migrace je uzce svazan se spojenim buiiky a ECM. Funkéni spojeni
proteinu Cas s timto procesem se prokazalo, kdyz byl tento protein nalezen v adhezivnich
focich, které tvoii mustek mezi ECM a aktinovym cytoskeletem (Polte a Hanks 1995).
Signaly fidici proces migrace ovliviiuji hlavné adhezi a odpoutdni integrind, resp.
adhezivnich fokid a organizaci aktinového cytoskeletu. Koordinace téchto signali pak
umoziiuje vytvafeni novych adhezivnich fokd, aktinovych stresovych vldken a
prodluZzovani lamellipodii, filopodii ¢i pseudopodii migrujici buiiky. P¥itomnost proteinu
Cas v okrajovych oblastech lamellipodii i v nové vznikajicich adhezivnich focich byla
prokazana pomoci specifickych protilatek proti fosforylované Cas substratové doméné
(Fonseca et al., 2004).

Ovlivnéni migrace proteinem Cas se pak prokazalo zejména ve studiich na Cas
deficientnich buiikach. Cas -/- mySi embryonalni fibroblasty (MEF) vykazuji signifikantné
sniZenou migraci, a to i po stimulaci sérem, v porovnani s wild-type buiikami (Cho a
Klemke 2000; Huang et al.., 2002). Schopnost migrace Cas -/- MEF bun€k se pak
obnovuje po re-expresi proteinu Cas (Cho a Klemke 2000; Huang et al., 2002; Shin et al.,
2004). Cas deficientni buriky také vykazuji vyrazné defekty v proliferaci a ve formovani
aktinovych stresovych vlaken (viz obr.7) (Huang et al., 2002).

Obr.7: Organizace aktinovych stresovych vladken v Cas -/- MEF builkach bez exprese
proteinu Cas (a) a s re-exprimovanym proteinem Cas (b). (zelené¢ — aktinova vlakna
vizualizovana pomoci phaloidinu-FITC) (pfevzato a upraveno podle Huang ef al., 2002)
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5.1. Specifické interakce proteinu Cas s dalSimi efektory ovliviuji bunéénou
migraci

V procesu migrace zaujima dileZité misto fosforylace proteinu Cas kinazou Src,
nebot’ fosforylovana substratovd doména proteinu Cas dovoluje vazat SH2 doménu
proteinu Crk a dal$ich interak¢nich partnerti (Huang et al., 2002; Shin et al., 2004; Sanders
a Basson 2005). YDXP motivy v substratové doméné proteinu Cas, které jsou
fosforylovany kindzou Src, byly identifikovany jako nepostradatelné pro organizaci
aktinovych stresovych vldken a migraci. Delece YDXP motivi neumoZiiuje buiice
formovat aktinova stresova vlakna, coZ je d& kriticky pro migraci. Také RPLP motiv
v Src-vazebné doméné je esencialni pro migraci, ale pfekvapivé ne pro organizaci
stresovych vldken. RPLP motiv udrZuje vazbu s kindzou Src a nasledna fosforylace je
ddlezita pro lokalizaci proteinu Cas na membranu a interakci s dalS$imi signalnimi
molekulami (Huang et al., 2002).

Po podrobngj§im zkouméni jednotlivych tyrozini v YXXP motivech byly
identifikovany tyroziny v poloze 238, 253, 271, 291, 310, 331, 366, 376, 391 a 414 jako
majoritni pro fosforylaci kindzou Src a zaroveii schopné vazat SH2 doménu proteinu Crk.
Substituce tyrozinu za fenylalanin v jednom ¢i dvou YXXP motivech vSak nijak
neovliviiuyje bunéfnou migraci a dokonce i varianty proteinu Cas jen se étyfmi
fosforylovatenymi tyroziny vykazovaly schopnost umozZiiovat alespon ¢astecné bunécnou
migraci (Shin et al., 2004).

Nedilnou soucasti procesu migrace je vytvareni komplexu proteinti Cas a Crk po
fosforylaci substratové domény proteinu Cas v zavislosti na aktivaci integrinid (Vuori et al.,
1996; Klemke et al., 1998; Cho a Klemke 2000). Pfimym dikazem role Cas/Crk komplexu
v bunééné migraci je fakt, Ze overexprese proteinti Cas a Crk vede ke stimulaci a zvySeni
migrace COS bunék a FG-M bunék karcinomu pankreatu. V pfipad€ exprese dominantné-
negativni varianty proteinu Cas s deleci substratové domény nebo varianty proteinu Crk
s bodovou mutaci v SH2 doméné byla schopnost bun€k migrovat zna¢né sniZena a tyto
mutantni formy proteind Cas a Crk nebyly schopny spolu viibec interagovat. Lze tedy fici,

X6

Ze seskupovani komplexu Cas/Crk funguje jako molekularni ,pfepinac¢* pro bunéfnou
migraci (Klemke et al., 1998).

Migrace bunék byla také omezena v ptipad¢ exprese dominantné-negativni formy
GTPazy Racl (Klemke er al., 1998). GTPaza Racl je situovana niZe v signalni draze

zaCinajici integriny a s Cas/Crk komplexem je propojena prostfednictvim proteinu
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DOCK 180, ktery stimuluje jeji GTPazovou aktivitu (Dolfi et al., 1998). Cas /Crk komplex
je pro funkci GTPazy Racl nepostradatelny, nebot’ samotna aktivovana GTPéaza Racl
v burikach bez pfitomnosti Cas/Crk komplexu neni schopna zajistit normalni migraci (Cho
a Klemke 2000). Aktivace GTPazy Racl zpilsobuje prostiednictvim stimulace komplexu
Arp2/3 polymeraci aktinu, zménu buné&éné morfologie, formovani novych adhezivnich
fokii a lamellipodii (Cho a Klemke 2000; Cho a Klemke 2002; shrnuto v Linder a
Aepfelbacher 2003).

V Caco2 burikach epitelu tenkého stifeva, kde byla také zkouména role proteinu
Cas, bylo rovnéZ prokazano funkéni spojeni mezi fosforylaci substratové domény proteinu
Cas a tvorbou Cas/Crk komplexti. Caco2 buiiky, kde byla exprese proteinu Cas specificky
utlumena siRNA, vykazovaly sniZenou schopnost rozriistani na kolagenu IV. Spole¢na
transfekce bun€¢k Cas siRNA a Crk siRNA zna¢né utlumila migraci na kolagenu IV a
prodluZovani lamellipodii (Sanders a Basson 2005).

Tvorba Cas/Crk komplexu je dulezita pro podporu lokalizace aktivity GTPazy Racl
v ramci pseudopodii/lamellipodii. V prib&éhu adheze pseudopodia/lamellipodia na substrat,
aktivace integrini a seskupovani proteinti fokalniho komplexu fidi formovani Cas/Crk
komplexu. Vysoka hladina Cas/Crk komplexi vede v dlouhodobou aktivaci GTPazy Racl
a tim i ve stabilizaci membranovych vybézkd. Dlouhodobéjsi aktivita Racl funguje jako
pozitivni zpétna vazba, ktera stimuluje a udrZuje vysokou uroveni obsahu Cas/Crk
komplext v pseudopodiu/lamellipodiu (Cho a Klemke 2002).

Kindza FAK kolokalizuje s proteinem Cas do adhezivnich fokd (Polte a Hanks
1995) a taktéz Fak — Cas interakce piispiva ke schopnosti buné€k migrovat. Overexprese
kinazy FAK v CHO ovarialnich burikach indukovala zvySenou hladinu fosforylace
proteinu Cas. Nasledna zvySena koexprese obou proteind Cas i FAK méla jesté aditivni
efekt na fosforylaci a navic stimulovala migraci. Av8ak koexprese kinazy FAK a varianty
proteinu Cas obsahujici pouze SH3 doménu (Cas-SH3) migraci markantné sniZovala, takze
varianta Cas-SH3 se v tomto pokusu chovala jako dominantné-negativni mutant (Cary et
al., 1998).

Na membrané migrujicich buné€k se vyskytuje protein Cas ve vazbé také s kinazou
Bmx/Etk z rodiny Tec/Btk kindz. Bmx je exprimovana v mnoha typech bunék s migraénim
potencialem jako jsou epitelové, endotelové ¢i nadorové buiikky. Adheze buiky
zprostfedkovana integriny vyvolava formovani komplexu Cas — Bmx. Interakci SH2
domény kinazy Bmx a Src-vazebné domény proteinu Cas musi piedchéazet fosforylace

kinazou Src nebo komplexem Src/FAK. Exprese kindzy Bmx v COS 7 buiikach zvysuje
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fosforylaci substratové domény proteinu Cas a také nasledné formovani Cas/Crk
komplexu. Koexprese Bmx a proteinu Cas viditeln¢ zvySuje tvorbu membranovych
vyb&€zki a haptotakticou migraci na fibronektinu (Abbasi et al., 2003).

Ajuba, protein z rodiny LIM funkéné spjaty s aktinovym cytoskeletem a komplexy
fokalnich adheznich proteinl, vyznamné zasahuje do regulace tyrozinové fosforylace
proteinu Cas a do regulace migrace bunék. Ajuba -/- MEF buiiky se vyznacuji zhorSenou
migraci, ale ta neni doprovazena jakymikoli defekty vadhezi na ECM proteiny,
v bunééném proliferaci ¢i v aktivaci integrind. Overexprese proteinu Cas v Ajuba -/- MEF
buiikdch pak obnovuje schopnost migrace. Tvorba a funkénost lamellipodii v téchto
buiikdch je narusena a ve fokalnich proteinovych komplexech jsou méné zastoupeny a
fosforylovany proteiny FAK, Cas, Crk a DOCK180. Také aktivace Racl je zhorSena,
pravdépodobné v disledku omezené tvorby Cas/Crk/DOCK180 komplexu. Ajuba
interaguje s C koncovou doménou proteinu Cas, smérujici tento protein do adhezivnich
fokti, ¢imz muze regulovat jeho lokalizaci do ,,vedouci* strany migrujici buiiky a tim i

naslednou lokalni aktivitu Racl (Pratt ez al., 2005).
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6. Vliv proteinu Cas na proliferaci a apoptézu

Proteiny adhezivnich fokl ptenaseji z ECM signal pro stimulaci bunééného ristu a
piezivani a podileji se tak na procesech regulace buné¢ného cyklu, proliferace a apoptozy.

Interakce proteinu Cas a Src se ukazala jako kli€ova pro regulaci proliferace.
Fibroblasty linie C3H10T1/2, exprimujici zvySené mnoZstvi proteinu Cas a Src kinazy,
vykazovaly vét§i miru tvorby kolonii na mé€kkém agaru a schopnost proliferace v absenci
séra nebo ristovych faktori. Proliferace téchto bun€k bez stimulace sérem ¢i ECM by
mohla byt zplsobena pozitivnim vlivem proteinu Cas, stimulujicim katalytickou aktivitu
kinazy Src (Burnham et al., 2000).

Cas ptispiva k regulaci bunééného cyklu aktivaci kinazy JNK (c-Jun N-terminal
kinase) pti adhezi zprostiedkované skrze integriny. Exprese proteinu Cas v COS a HeLa
buiikach indukovala aktivaci JNK kindzy, blokovani tohoto efektu bylo dosazeno expresi
dominantné-negativnich variant proteini Cas, Crk i Rac. Tyto vysledky naznacuji, Ze
Cas/Crk/DOCK 180 komplex a naslednd aktivace Rac pfispivaji k progresi buné¢ného
cyklu z G1 do S faze aktivaci JNK kinazy (Dolfi et al., 1998; shrmuto v Bouton et al.,
2001).

Proces apoptozy je uzce spjat s adhezi buriky na ECM, nebot’ i malé zmény ve
sloZzeni proteini v adheznich komplexech mohou vyvolat pferuSeni pienosu signald,
nezbytnych pro pieziti buriky.

Spojeni proteinu Cas s procesem apoptozy dokazuji studie na FG-M burikach (Cho
a Klemke 2000). FG-M buiiky karcinomu pankreatu jsou schopné ve vétsi mife migrovat a
tvofit metastaze neZ rodiCovska linie, od které jsou odvozeny a tyto schopnosti jsou
pti¢itany zvySenému mnozstvi Cas/Crk komplexi v téchto burikach (Klemke et al., 1998).
Znemoznéni tvorby Cas/Crk komplexu nebo exprese dominantné-negativni formy Racl
omezuje bunééné rozSifovani a indukuje apoptézu. Ztoho plyne zavér, Ze stejna
signalizace skrze Cas-Crk-Rac ovliviiyjici bunéénou migraci reguluje také preZivani bunék
tlumenim apoptotickych mechanismii (Cho a Klemke 2000).

Role proteinu Cas v procesu apoptdzy byla indikovana i v normélnich MCDK
burikach epitelu ledvin. Po odpojeni bun€k od substratu byla patrna rychla defosforylace
proteinu Cas, fosforylace resp. aktivita kinaz FAK a Src téméf vymizela a po ur€ité dobé
buriky podlehly anoikis, neboli apoptoze zplisobené pierusenim interakce buiiky a ECM
(Wei et al., 2002).
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7. Cas v procesech onkogeneze, transformace a invazivity

Deregulace signélnich drah, které kontroluji buné¢nou adhezi, motilitu, pfezivani a
proliferaci mtize vést k onkogenni transformaci buiiky. U transformovanych bunék se
oproti normalnim builtkdm objevuji netypické rysy ristu a morfologie. Transformované
buiiky pifi rlistu ztraci zavislost na ukotveni a ristovych faktorech, ztraceji kontaktni
inhibici, rostou do vysokych hustot a ve vétsi mife jsou schopny degradovat ECM. To vse
pak miZe pfispivat k zesilené bunééné invazivité a schopnosti rakovinnych bunék tvofit
metastaze.

Adaptorovy protein Cas participuje na signalnich drahach procesti zminénych
v pfedchozich kapitolach a ma bezesporu kli€ovou pozici i v procesu onkogeneze. Uz to,
Ze Cas byl poprvé identifikovan jako hyperfosforylovany protein, ktery asocioval s v-Src a
v-Crk onkoproteiny, naznaovalo vyznamnou roli v onkogenezi (Sakai et al., 1994).
Hyperfosforylovany Cas byl nalezen v mnoha typech bunék véetné Src-transformovanych
bunék a bun€k melanomi, glioblastomi a adenokarcinomi (Brabek et al., 2004; Huang et
al., 2002; Hamamura et al., 2005; Wei et al., 2002).

7.1. Protein Cas a invazivita fibroblasti transformovanych onkoproteinem
Src

Pravdépodobné nejvice studovana je ucast proteinu Cas na buné¢né transformaci a
invazivit€ vyvolané konstitutivné aktivovanou kinazou Src. Asociace mezi proteinem Cas
a aktivovanou kinazou Src se prokéazala byt nezbytnou pro bunéénou transformaci. Src-
transformované Cas -/- MEF buiiky, ve kterych byl re-exprimovan Cas s deleci Src
vazebné domény (Cas-SBD), vykazovaly omezenou miru fosforylace Cas-SBD mutanta a
pfedev8im sniZenou schopnost ristu nezévisle na ukotveni (Huang et al., 2002). Vliv
proteinu Cas na proces ristu Src-transformovanych bun€k nezavisle na ukotveni byl
potvrzen i vysledky jiného vyzkumu. V Cas -/- MEF burikach exprese wild-type formy
proteinu Cas spolu s aktivovanou kindzou Src zna¢né zesilovala schopnost riistu nezavisle
na ukotveni (Pathwardhan et al., 2006).

V kontrastu s tim je studie, kde byly morfologicka transformace a rist nezavisle na
ukotveni Src-transformovanych Cas -/- MEF bunék pozorovany i bez exprese proteinu Cas
(Brabek et al., 2004). Tyto rozdily mohly byt zpisobeny expresi rozdilnych hladin i

riznych variant aktivované kinazy Src nebo odliSnostmi mezi bunéénymi liniemi,
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pouzitymi a vytvofenymi v t€chto studiich (Brabek et al., 2004; Pathwardhan et al., 2006).
Celkové lze tedy shrmout, Ze Cas neni nezbytny pro transformaci onkoproteinem Src ve
smyslu morfologické transformace a riistu nezavislého na podkladu. (Brabek et al., 2005).

Schopnost ristu nezavisle na ukotveni v$ak neni spjata s mirou fosforylace
substratové domény proteinu Cas. I exprese varianty proteinu Cas, kde byly viechny
tyroziny v substratové doméné substituovany za fenylalaniny, vyvolavala v pfitomnosti
aktivované kinazy Src rlist nezavisle na ukotveni (Pathwardhan et al., 2006). Mize to byt
pfi¢itano jednak diive zminénému modulaénimu dopadu proteinu Cas na kinazu Src, tedy
jeho schopnosti zvySovat kinazovou aktivitu oslabenim intramolekularnich inhibiénich
vazeb uvnitf kindzy Src (Burnham et al., 2000). Druhou mozZnosti je schopnost proteinu
Cas fungovat jako ,,leSeni* pro zprostfedkovani fosforylace substratti kindzy Src. Mezi tyto
substraty asociované s integriny mohou patfit FAK a paxillin, které jsou po re-expresi
proteinu Cas v Src transformovanych Cas -/- MEF buiikaich mnohem intenzivné&ji
fosforylovany (Bréabek et al., 2004).

Exprese proteinu Cas piispiva k invazivit¢ Src-transformovanych Cas -/- MEF
bunék také tim, Ze stimuluje zvySenou invazivitu skrze matrigel spojenou s nartistem
sekrece matrixové metalloproteinazy 2 (MMP -2), s tvorbou agregatli podozémi (viz
obr.8) a se zvySenou fosfosforylaci substratti kindzy Src - konkrétné proteini FAK, paxillin
a cortactin (Brabek et al., 2004; Brabek et al., 2005).

Obr. 8: Podozémy Src-transformovanych Cas -/- MEF bunék bez exprese proteinu Cas
(vlevo) a sexpresi proteinu Cas (vpravo), Sipky ukazuji na agregaty podozémi
zformované do kruhu nebo pasu (ervené — aktin, zelené — cortactin) (pfevzato a upraveno
podle Brabek et al., 2005)
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Podozomy jsou dynamické adhezni struktury bohaté na aktin, jsou hlavnim mistem
sekrece MMP a aktivné se uéastni remodelace ECM a invaze skrze tkan. Podozémy jsou
itvary pozorovatelné napf. na dendritickych buiikach, makrofazich ¢i osteoklastech, ale
miiZeme je nalézt i v bufikdich melanomi, karcinomi a v burikdch Src-transformovanych
fibroblastli (shrnuto v Linder a Aepfelbacher 2003). Cas fosforylovany na tyrozinech je
hojné zastoupen v podozomalnich strukturach (Brabek et al., 2004) a YXXP motivy
substratové domény maji nezastupitelnou roli ve formovani té€chto struktur (viz obr.8)
(Brabek et al., 2005).

Formovani podozomi muZe byt ovlivnéno proteinem Cas hned dvéma zpisoby.
Prvni zplsob zahrnuje schopnost vazby adaptorového proteinu Crk. Komplex Cas/Crk
nasledné aktivuje skrze protein DOCK180 GTPazu Racl (Dolfi et al., 1998; Hsia et al.,
2003). Racl ma schopnost lokalné aktivovat WASp/WAVE a Arp2/3 a indukovat
polymeraci aktinu resp. tvorbu podozoémi (viz obr. 9) (Brabek e al., 2004; shrnuto v
Linder a Aepfelbacher 2003). Druhou eventualitou wi¢asti proteinu Cas je stimulace aktivity
kinazy Src v podozémech. Re-exprese proteinu Cas v Src transformovanych Cas -/- MEF
burikdch podporuje zesilenou fosforylaci substrati Src jako je FAK, paxillin a cortactin
(Brabek et al., 2005). Celkové zvySeni kinazové aktivity uvolnénim intramolekularnich
inhibi¢nich vazeb pfi interakci proteinu Cas s kinazou Src (Burnham ez al., 2000) mize
vést k fosforylaci proteinti: WASp, talin, vinkulin, integrint aj. Tyto proteiny reprezentuji
daldi substraty kinazy Src, které se také ucastni formovani architektury podozéomi (viz
obr.9) (shrnuto v Linder a Aepfelbacher 2003).

Ackoli YXXP motivy substritové domény proteinu Cas se prezentovaly jako
nejdileZit€j$i pro zvySenou schopnost invaze skrze matrigel, pro formovani agregatd
podozémil 1 pro fosforylaci proteini FAK, paxillin a cortactin kinazou Src, byla
pro zvySenou aktivaci MMP-2 kli¢ova SH3 doména proteinu Cas. Exprese varianty Cas
s deleci SH3 domény v Src transformovanych Cas -/- MEF buiikach vykazovala nejmensi
schopnost indukovat aktivaci MMP-2 (Brabek et al., 2005). Neni v8ak jasné, skrze ktery
ligand SH3 domény by mohla byt MMP-2 aktivovana. SH3 doména proteinu Cas ma vSak
1 jiného interak¢iho partnera, ktery aktivuje expresi matrixovych metalloproteinaz. CIZ
(Cas-interacting zinc finger protein) kolokalizuje s proteinem Cas v adhezivnich focich a
interaguje s SH3 doménou proteinu Cas svou prolinovou sekvenci. CIZ je
nukleocytoplazmaticky transkripéni faktor, v jadfe se vaZe na sekvence v promotorech

n€kterych MMP. Overexprese transkripéniho faktoru CIZ v Cas -/- fibroblastech zesilovala
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transkripci z MMP-7 promotoru a nasledna koexprese proteini Cas a CIZ jesté zvySovala

transaktivaci MMP-7 promotoru (Nakamoto et al., 2000).

- Pyx2 - i F D Fembrin
G® waomin < Paxiin  (Co ) Cortactin

A vcuin v WASp . coce2

Obr.9: Schematicky model podozému.

Vlevo — detail komponentii na okraji podozému. (Integriny vazané na ECM; na né se
prostfednictvim ,,leSeni* paxillinu nabaluje komplex Src, Pyk 2/FAK, gelsolin, PI3K a
Cas; komplex je skrze vinkulin, talin a aktinin vazan k aktinovym filamentim jadra
podozému).

Vpravo — detail komponentii pfedstavujicich jadro podozému (aktinovy nukleaéni komplex
na membrané je tvofen CDC42, WASp a Arp2/3; aktinova vldkna jsou k sob&€ poutdna
cortactinem a fimbrinem).

Dole uprostied — membranova invaginace, kudy mohou byt sekretovany MMP. (pievzato
podle Linder a Aepfelbacher 2003)
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Role proteinu Cas se potvrdila i pfi regulaci invazivity kindzou FAK. FAK -/-
fibroblasty, i kdyZ jsou transformované v-Src, nevykazuji schopnost invazivity. Tato
schopnost je obnovena overexpresi proteinu Cas. Dulezita schopnost FAK -/- fibroblasti
pronikat skrze matrigel byla nejlépe obnovena pfi expresi aktivni kindzy FAK, fosforylaci
tyrozinu 397 FAK kinazy a pifitomnosti vazebnych sekvenci pro SH3 doménu, které maji
vaznost i pro protein Cas (Hsia et al., 2003).

Zatim asi nejzavazn€j§i dikaz pro ulohu proteinu Cas v invazivit¢ Src
transformovanych fibroblastd in vivo byl objeven pomoci injikace Src transformovanych
Cas -/- MEF bunék do podkozi athymickych mysi. Piestoze exprese proteinu Cas v Src
transformovanych Cas -/- MEF buiikach nijak neovliviiovala schopnost tvofit primarni
nadory, vyrazné pfispivala k tvorbé sekundarnich metastdzi. Po odstranéni priméarnich
podkoZnich nadorti, tvofenych Cas -/- MEF burikami s expresi proteinu Cas, se u mysi
vyvinuly Cetné metastaze v plicich. Pro rozvoj metastazi byly opét vyznamné YXXP
motivy v substratové doméné proteinu Cas. Mutantni forma proteinu Cas, kde byly
v substratové doméné substituovany tyroziny za fenylalaniny, neindukovala vytvareni
témeéf Zadnych plicnich metastazi. Src transformované Cas -/- MEF burky, které

neexprimovaly Cas, nevytvarely metastaze viibec (Brabek et al., 2005).

7.2. Cas a invazivita epitelialnich nadorovych bunék

Role proteinu Cas v invazivit¢ bun€k epiteli se zaCala podrobnéji zkoumat az
v nedavné dobé€ a neni proto tak podrobné€ zdokumentovana jako u Src-transformovanych
fibroblastt.

Buiiky malignich melanomii jsou charakteristické svou rychlou proliferaci,
agresivni invazivitou, velkou tendenci tvofit metastdze a Castou expresi povrchového
markeru — gangliosidu GD3. Také v GD3" burikach linie SK-MEL-28 byl nalezen protein
Cas ve vysoce fosforylovaném stavu. Po inhibici exprese proteinu Cas specifickou siRNA
se znatné zredukovala mira ristu GD3" bunék melanomu a také vyrazné poklesla
schopnost invazivity, coZ dokazuje ovlivnéni obou téchto kliC¢ovych procesii proteinem Cas
(Hamamura et al., 2005).

V burikach adenokarcinomu plic se prokézal vliv proteinu Cas na rist, ktery byl
nezavisly na ukotveni neboli na rezistenci k anoikis. Zatimco v normalnich MDCK

burikach epitelu ledvin po odpojeni od substratu nastalo zna¢né utlumeni fosforylace
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proteinu Cas i aktivity kinaz FAK a Src, v linii A549 bun€k adenokarcinomu plic tomu
bylo pravé naopak. Fosforylace/aktivita proteinu Cas a kinazy FAK i po odpojeni AS549
bun€k od substratu ziistala konstantni a fosforylace/aktivita kindzy Src navic citeln€
narostla. Inhibice fosforylace proteinu Cas kinazou Src nebo overexprese dominantné-
negativni varianty proteinu Cas indukovala anoikis A549 bun¢k adenokarcinomu plic, coz
naznacuje, Ze Kkonstitutivni fosforylace proteinu Cas ur€itym zplisobem pfispiva
k rezistenci bun€k adenokarcinomu k anoikis (Wei et al., 2002).

Protein Cas resp. jeho lidsky homolog BCAR 1 (Breast cancer antiestrogen
resistance) je spojovan s progresi nadori rakoviny prsu. Nadory prsu Casto obsahuji
funkéni receptory pro estrogeny (ER), které jsou pfitomny v jadfe a po navazani estrogenu
aktivuji transkripci z riznych genti ovliviiujicich bunéény rist a proliferaci rakovinnych
bunék. Cas/BCAR 1 byl identifikovan jako protein zodpovédny za rezistenci bunék nadort
prsu k antiestrogenim. V ZR-75-1 buiikkdch rakoviny prsu vyvolavala overexprese
Cas/BCAR 1 schopnost proliferovat i v pfitomnosti antiestrogenti tamoxifenu a ICI 182
(Brinkman et al., 2000).

Pozdgji se ukazalo, Ze samotny antiestrogen tamoxifen miize zesilovat fosforylaci
proteinu Cas/BCAR 1 a Ze tento efekt vyzaduje pfitomnost substratové domény tohoto
proteinu. V ER pozitivnich MCF-7 burikach nadorti prsu byla fosforylace Cas/BCAR1 po
vystaveni tamoxifenu jesté zesilena, zatimco v ER negativnich buiikach ziistavala stejna.
Fosforylace proteinu Cas indukovana tamoxifenem byla pak omezena, kdyZz byla
exprimovana varianta proteinu Cas/BCAR 1 s deleci substratové domény. Také inhibice
kinazy Src v pfitomnosti tamoxifenu redukovala zna¢né€ fosforylaci proteinu Cas/BCAR 1
a navic sniZzovala viabilitu MCF-7 bunék (Cowell et al., 2006).

U pacientek s rakovinou prsu, kde byla v bunikach nadoru pozorovana zvySena
hladina exprese Cas/BCARI1, byla prokazana slaba ucinnost tamoxifenové terapie,
rychlej$i navrat choroby a vys$i Umrtnost (van der Flier er al., 2000). Kvantitativni
zastoupeni proteinu Cas/BCAR 1 v nadorovych buiikach se dé4 pokladat za spolehlivy
prognosticky marker (Dorssers et al., 2004).
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8. Zaver

Protein Cas vyznamné zasahuje do regulace dynamiky aktinového cytoskleletu,
bunééné motility, proliferace i1 apoptézy. Tyto procesy jsou fFizeny signalnimi
transdukénimi drahami zahmujici protein Cas a maji sviij poCatek na povrchu buriky
v cytoplazmatické membrané. Signaly z okoli buriky specificky kontroluji a ovliviiuji
bunééné chovani, jez je diileZité pro udrZzeni homeostaze v mnohobunééném organismu.

Byla determinovana také role proteinu Cas v patologickych bunéénych procesech
jako je onkogeneze a invazivita. Stale vSak neni objasnén pfesny mechanismus ani uéast
vSech interakénich partnerti proteinu Cas, ktefi by se mohli na procesech onkogeneze a
invazivity podilet.

JiZ dnes je vSak mozZné pouZivat zvySené mnoZstvi proteinu Cas jako prognosticky
marker né€kterych nadord. Studium specifickych interakci mezi proteinem Cas a dal$imi
potencialnimi efektorovymi molekulami by pak mohlo byt vyuzito k syntéze specifickych

kompetitorti ¢i inhibitort té€chto vazeb a ptipadné poslouzit ke klinickému vyuZiti.
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