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Abstrakt

Individualni bunécnd invasivita mize byt améboidniho a mezenchymalniho typu.
Mezenchymalni invasivita je zavisld pfedev§im na formovani adhezivnich struktur, jako jsou
podosomy, invadopodia a fokalni adheze, na které je zejména zamétena tato prace. Fokalni
adheze jsou velmi komplexni a na jejich tvorbé a regulaci se podili mnozstvi proteinti. Jejich
zékladem jsou integriny, které extracelularné zprosttedkovavaji vazbu na extracelularni
matrix. Intracelularni doména integrinli interaguje pies plakové proteiny talin a vinculin
s aktinovym cytoskeletem. Tvorba fokalnich adhezi je zavisla na mechanickém tahu, ktery
vytvaii cytoskelet, a jejich stabilita je regulovana také pomoci signal pfenaSejicich protein
tyrozinkindz FAK a Pyk2. Tyto proteinkindzy jsou lokalizovany do fokalnich adhezi diky
interakci s paxillinem a do tamnich proteinovych komplexd jsou sdruzovany pomoci
adaptérovych protein, naptiklad p130Cas. Lokalizace proteinti do fokalnich adhezi, jejich
aktivita a vzajemné specifické interakce jsou zavislé na 3D struktufe téchto proteind. Tato
prace shrnuje nckteré znamé 3D struktury vybranych proteind, jejich interakéni potencidl
avliv na fokdlni adheze. Jeji soucasti je také souhrn vSech znamych struktur Sesti
zminovanych proteintl.

Kli¢ova slova

Buné¢na invasivita, mezenchymalni migrace, fokalni adheze, 3D struktura, FAT

Abstract

Mezenchymal migration strategy is a mode of individual cell invasion, along with
an ameboid migration strategy. It is dependent on cell adhesion structures formation
and traction forces generation. This work is focused on integrin-mediated cell to extracellular
matrix connections called focal adhesions. Focal adhesions are very complex and comprise of
many proteins. The clusters of integrin dimers make up the focal adhesion core that binds
extracellular matrix. Their intracellular domains indirectly interact with actin stress fibres
throught plaque proteins talin and vinculin. Focal adhesion assembly is force dependent
and its commponents turnover is also regulated by focal adhesion kinase and prolin-rich
tyrosin kinase 2. These kinases are probably recruited to focal adhesions by paxillin and then
linked to signaling complexes by adaptor proteins as p130Cas. The 3D structure is what
defines the options of interaction among participating proteins. Therefore, this work
summarizes 3D structures of six proteins of interest, deals with their interactions and impact
on focal adhesions. PDB codes of all available structures of these six proteins are enclosed.
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Seznam zKkratek:

AK — aminokyselinaly

Cas — crk-associated substrate

CSF-1 — macrophage colony stimulating factor
ECM - extracelularni matrix

EGF — epidermal growth factor

FA — fokalni adheze

FAK — kinaza asociovana s fokalnimi ahezemi

FAT — focal adhesion targeting domain

MMPs — matrix-metaloproteazy
PIP2 — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

Pyk2 — prolin-rich tyrosin kinase



1. Uvod

Populace nadorovych bunék se vyznacuji n¢kolika specifickymi vlastnostmi, které jim
umoznuji vymknout se kontrole a ohrozovat organismus, v némz se vyvinuly. Kromé
schopnosti neregulovatelné rast a mnozit se, mezi n¢ patii také schopnost metastazovat. Diky
této schopnosti jsou buiky schopny opustit oblast primarniho nadoru, $ifit se pomoci
ob¢hového systému a zakladat novotvary sekundarni. Nezbytnym krokem je tedy i ziskani
schopnosti invasivity. Invasivita je velmi komplexni proces, ktery zahrnuje spolupraci mnoha
bunéénych komponent. Pochopeni procest spojenych s buné¢nou invasivitou je kli¢ové pro

vyvoj novych terapii pro nddorova onemocnéni.

Bunéénd invasivita vSak ani z daleka neni jen ndstrojem pro rozsifeni rakovinnych
lozisek, ale také ptirozenou vlastnosti n€kterych eukaryotickych bunéénych typt. Ty se diky
ni podileji na mnoha fyziologicky podstatnych procesech, od zformovéani embrya po

udrzovani téla organismu ve funk¢énim stavu v priubéhu celého Zivota.

Diky modernim védeckym postupim se dafi ziskdvat cenna data o molekuldrni
podstaté déju a regula¢nich mechanismti spojenych s invasivitou. Mezi né patii i podrobné
struktury zucastnénych proteinii a proteinovych komplexti. Tato prace byla vypracovéna
S cilem shromazdit a utfidit zndmé informace pravé o 3D strukturach nékterych proteint
podilejicich se na bunécné invasivit¢ a jejich moznych vzajemnych interakcich. Hlavnim

objektem zajmu jsou zejména proteiny vyskytujici se ve fokalnich adhezich.



2. Bunécna invasivita

Bunécna invasivita, jako schopnost bunék pohybovat se mezibunécnou hmotou
pojivové tkang, je v dospélém organismu stejné tak dillezitym nastrojem pii hojeni ran jako
nebezpecnou zbrani nadorovych bunck. Diky této schopnosti mohou bilé krvinky invadovat
do mista zanctu a fibroblasty migrovat na misto obnovy tkan¢. AvSak buiky primarniho
nadoru schopné invasivity ¢ini po zaloZeni sekundédrnich lozisek, metastazi, pro pacienty

jejich nemoc zhoubnou (Shrnuto v: Lauffenburger and Horwitz, 1996).

K tomu aby mohly rakovinné bunky invadovat do prilehlé tkan€, musi prodélat sérii
zmén tykajicich se jejich morfologie, exprese proteinli, mezibunéénych interakci a interakci
s extracelularni matrix (ECM), podobné jako embryondlni bunky v nékterych stadiich
ontogeneze. V piipad¢ transformovanych epitelidlnich bun¢k je série téchto zmén oznaCovana
jako epitelialné—mezenchymalni ptechod a probiha pod taktovkou nékolika transkripénich
faktori v€etné Snail, Slug a Twist. Invasivita v8ak miiZze byt podnicena 1 vlivem vné&j$iho

mikroprostiedi (Shrnuto v: Hanahan and Weinberg, 2011).

Obecné lze fici, Ze vyraznymi rysy procesu ziskavani schopnosti invasivity jsou ztrata
mezibunéénych spoji zplsobend snizenou produkci E-kadherinli, katenini ¢i jinych
proteinovych komponentii adhezivnich spoji, zména morfologie bunck, zvySeni jejich
pohyblivost a exprese proteinti degradujicich ECM, napi. matrix-metaloprotedzy (MMPs)
(Glukhova et al., 1995; Shrnuto v: Hanahan and Weinberg, 2011).

3. Invasivni pohyby

Migrujici bunky mohou vyuzivat nékolika rozdilnych typi pohybu. Bunky nékterych
nadort (sarkomi, myelomi) migruji hromadné, stejn¢ jako embryondlni buiiky pii formovani
neuralni listy, ale v této praci jsem se zaméfil zejména na dve€ individualni migraéni strategie.
Prvni z té€chto strategii je mezenchymalni typ invasivity, studovany zejména na fibroblastech.
Druhou individualni strategii je améboidni typ invasivity, typicky naptiklad pro leukocyty.
Studiem téchto strategii se ukazalo, Ze nékteré nadorové bunky jsou schopné mezi nimi
pfechéazet, pomoci zmén v expresi klicovych proteinovych komponent, v zavislosti na jejich
aktualnim stavu a mikroprosttedi, v jakém se nachéazeji (Shrnuto v: Friedl and Brocker, 2000;

Friedl and Wolf, 2003; Lauffenburger and Horwitz, 1996).



Mezenchymalni a améboidni vzory pohybu jsou rozdilné invazni strategie
jednotlivych nddorovych bunek, lisici se zejména interakcemi s ECM, expresi integrint,
formovanim fokalnich adhezi a jeji proteolytické degradaci, a uspofadanim aktin-
myosinového aparatu Vv bunécném téle, které Usti i v rozdilnou morfologii téchto bunék

(obrazek 1; Shrnuto v: Friedl and Wolf, 2003; Pankova et al., 2010).

Obrazek 1: Rozdilnd morfologie mezenchymalné a améboidné migrujicich bun&k (Obrazek

ptevzat z: Pankova et al., 2010)
3.1. Mezenchymalni pohyb

Nejpouzivangj§im modelem mechanismu invaze tkané je mezenchymalni bunécna
migrace, ktera se vyznacuje vietenovitou (fibroblastim podobnou) morfologii bun¢k. Tato
specifickd polarizovana morfologie je vysledkem plsobeni adhezivnich a kontraktilnich sil
vznikajicich pfi pohybu, interakci builky s ECM a asymetrickou distribuci molekul
podilejicich se na téchto procesech (napf. integrinti; Mueller and Chen, 1991) a pfipadné
chemotaxi. Mezenchymalni pohyb v 3D ECM je podle (Friedl and Wolf, 2003) rozdélen do
péti fazi: vychlipeni membrany, tvorba adhezivnich spoji, proteolytickd aktivita, kontrakce
cytoskeletu a rozvolnéni adhezivnich spoji (obrazek 2). Jednotlivé faze jsou podrobnéji

vysvétleny v popisu obrazku 2.
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Obrazek 2: Pét fazi mezenchymalniho pohybu v komplexni 3D ECM:
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1) V prvni fazi dochazi k tvorbé vychlipenin plazmatické membrany na piedni strané
buniky pohanéné polymeraci aktinu, jehoz vznikajici filamenta se sdruzuji do svazka v ptipadé
trubicovitych vybézkl filopodii, nebo se spojuji pomoci adaptorovych proteinii do kiize
proti ECM; 2) V druhé fazi dochazi k tvorbé vazeb buiiky s ECM pomoci integrint, které vazi
extracelularni slozky ECM a intracelularné interaguji se stresovymi vldkny aktinu ptes
adaptorové proteiny. Integriny se po vazbé na ECM shlukuji a v pfedni ¢asti buiiky vytvareji
fokalni kontakty. Fokalni kontakty, dozravajici ve fokalni adheze jsou hlavnim zdrojem
adhezivnich sil a diky variabilité vazeb mezi mnozstvim jejich proteinovych komponentt také
dilezitym zdrojem a pienaseCem signalii pro buniku, 3) Nasledujicim krokem je extracelularni
proteolyticka aktivita kolokalizovand s misty kontaktu bunka-ECM. Kterd je zapfic¢inéna
jednak membranové vazanymi, ale i solubilnimi MMPs; 4) Ctvrtd faze zahrnuje kontrakci
aktin-myozinového aparatu, zejména stresovych vlaken, ustici v pohyb celé bunky smérem
k fokalnim adhezim. Kontrakce je fizena Rho/ROCK a Cdc42/MRCK signalnimi drahami; 5)
Finalni fazi je rozvolnéni fokalnich kontaktl na zadni stran¢ bunky (Obrazek pievzat z:

http://www.nature.com/nrc/journal/v3/n5/box/nrc1075_BX1.html).

3.2. Améboidni pohyb

Améboidné migrujici buniky vyuzivaji namisto stresovych vldken prochazejicich
buiikou kortikalni aktin-myosinové sité, ktera je s plazmatickou membrénou spojena pomoci
proteini ezrinu, moezinu a radixinu. Kontraktilita této sité¢, fizend Rho/ROCK signalni
drahou, je zékladem pro deformaci buniky a jeji pohyb. Zaroven vytvari kortikdlni aktin-
myosinovy aparat dostateCnou silu nejen pro presun bunky do jiz existujicich prostort uvniti
ECM, ale 1 pro mechanickou remodelact ECM. Améboidni bunky nevyuZzivaji
proteolytického $tépeni ECM, exprimuji pouze nizka mnozstvi integrini a neformuji fokalni
adheze. Na rozdil od lamelipodii a filopodii nejsou sférické vychlipeniny membrany
améboidné se pohybujicich bunck, takzvané ,bleby”, tvofeny polymeraci aktinu, ale
intracelularnim tlakem cytoplasmy a odpojenim membrany od kortikalniho cytoskeletu

(Shrnuto v: Friedl and Wolf, 2003; Pankova et al., 2010).
3.3. Mezenchymalné — améboidni prechod

Zména specifickych regulacnich drah, naptiklad Rho/ROCK, nebo inhibice nékterych
efektorovych proteint, naptiklad Cdc42 efektort N-WASP a PAK2, umoziuje prepnuti mezi
obéma moddy invazivity, takzvané¢ mezenchymalné-améboidni/améboidné-mezenchymalni

pfechod. Tato zména, miiZze byt i reakci na lokalni sloZzeni ECM a pusobit tak jako dilezita
11



adaptace invadujici rakovinné bunky na aktualni mikroprostiedi (Shrnuto v: Friedl and Wolf,
2003; Pankova et al., 2010).

4. Struktury specifické pro invadujici bunky

Invadujici buiky vytvareji v mistech kontaktu s extraceluldrni matrix specifické
membranové struktury. V této praci jsem se zaméfil pouze na struktury typické pro
mezenchymalné migrujici bunky. Jednd se o invadopodia, podosomy a fokdlni adheze
(obrazek 3). Vsechny tii typy struktur jsou bohaté na aktin, Slouzi jako interakéni rozhrani
a umoziuji pohyb i pfenos informaci. Jsou velmi komplexni a vykazuji mnoho spole¢nych,
ale i rozdilnych znakt (Shrnuto v: Linder et al., 2011). Pro ucely této prace se budu dale

podrobnéji zabyvat zejména fokdlnimi adhezemi.

Focal Adhesions Podosomes Invadopodia
e i R I
= B g ¥ J-:j_‘\ A
actin polymerization i izati
actin bundles actin bundles Pl Lot ol actin polymerization

ECM ECM ECM £

Obrazek 3: ZjednoduSené schéma zobrazujici rozdilnou stavbu adhezivnich struktur,
zejména odliSnou organizaci aktinu ve fokalnich adhezich, podosomech a invadopodiich

(Obrazek ptevzat z Gimona and Buccione, 2006)

4.1. Invadosomy

Podosomy a invadopodia jsou n¢kdy souhrné zvané jako invadosomy a od dalSich
podobnych struktur se odliSuji kolokalizaci mista aktivni polymerace aktinu s degradaci
ECM, jez jsou schopny diky lokdlnimu ptisobni proteaz. Podosomy a invadopodia vSak §tépi
piilehlou ECM rozdilnym zptisobem, coz je zplsobeno jejich odliSnou stavbou, velikosti

a dynamikou (Shrnuto v: Linder et al., 2011).

Pro tvorbu podosomtl i invadopodii je dilezitd extracelularni (parakrinni) stimulace

bunék. Makrofagy odpovidaji na ptitomnost CSF-1 zvySenim poctu podosomil na svém
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povrchu, zatimco v nepiitomnosti této latky tvofi jen velmi malo podosomu. Takto
stimulované makrofagy mohou u nékterych typti rakovin usnadiiovat migraci nadorovych
bun¢k. Formace invadopodii u rakovinnych bunék muze byt pfimo spousténa plisobenim
EGF. Oba tyto cytokiny zvySuji migracni kapacitu zminovanych bunék, ptisobi na migrujici
bunky jako chemoatraktans a mizou byt vyuzity v takzvanych ,,in vivo invasion assays ke
sbéru bungk, které vykazuji schopnost invasivity (Yamaguchi et al., 2005; Yamaguchi et al.,
2006).

4.1.1. Podosomy

Podosomy jsou konstitutivné tvoieny naptiklad osteoklasty, bunikami hladké svaloviny
a monocyty i za fyziologickych podminek. Maji soudkovity tvar s pfibliznym primérem 1 pm
a vyskou 0.4 um. Skladaji se z jadra tvofeného stresovymi vlakny aktinu, okolniho prstence
obsahujiciho adaptorové proteiny jako vinculin a talin a adhezni plochy obsahujici integriny.
Pfitomnost integrinil a s nimi interagujicich adaptorovych proteinli ukazuje diileZitost téchto
organel pro bunécnou adhezi. Podosomy obsahuji také proteiny spojené s regulaci polymerace
aktinu naptiklad gelsolin, komplex Arp2/3, fimbrin a N-WASP, ¢imz se mimo jiné 1isi od
fokalnich adhezi. Jimi zprosttedkovana lyze ECM je pouze pericelularni avSak diky jejich
vysoké dynamice se tyka vétsi plochy pfiléhajici k bunééné membrané (Shrnuto v: Buccione
et al., 2004; Linder et al., 2011).

4.1.2. Invadopodia

Na rozdil od podosomil jsou invadopodia stdlejSi povahy a formovana prevazné
rakovinnymi bunikami. Jimi zprostfedkovand degradace ECM, je pifimo Umérna mife
invasivity nadorovych bunék (Kelly et al.,, 1998). Tato degradace je spiSe soustiedéna
a narusuje extracelularni prostiedi do vétsi hloubky, diky pfibliZznym rozmérim 8 pm
Vpriméru a 5 pm na délku. Vychlipena membrana invadopodii je stabilizovana paralelné
uspofddanymi svazky mikrofilament, pfi¢emz na bazi se objevuje sitovina rozvétvenych
vlaken, které tr¢i smérem do bunky. Stejné jako podosomy obsahuji invadopodia proteiny

ucastnici se organizace aktinu (Shrnuto v: Buccione et al., 2004; Linder et al., 2011).

Stejn¢ jako piredchozi popis, vychazi mnozstvi dalSich modelli invadopodii
a podosomil ze studii bunék vysazenych na ploché substraty. Buiiky jsou vysazeny na sklicko
pokryté pouze tenkou vrstvou substratu, ktery se Casto lisi i sloZenim od in vivo situace, coz
sice usnadnuje naslednou manipulaci, ale mize ovlivnit vysledky. Stavba invadopodia

pozorovaného v komlexnim 3D prostiedi bezbunééné dermis ziskané z klize prasat, jejiz

v
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invadopodia je Siroka baze, jez vykazuje degradaci piilehlé matrix a ze které¢ do
extracelularniho prostiedi vystupuje nékolik tenkych vlaken. Autofi této studie také zjistili, ze
tenka vlakna na rozdil od baze neobsahuji fosfo-kortaktin a fosfo-paxilin, proteiny ti¢astnici

se organizace aktinu a pfenosu signalu (Tolde et al., 2010).
cellular gg}lg

VRV A AT AV/\’M»‘”
5! %Q %,

Obrazek 4: Schematicky znazornény rozdil ve stavbé ivnadopodia pozorovaného na 2D

povrchu (nahoie) a 3D povrchu (dole; Obrazek piejat z: Tolde et al., 2010)
4.2. Fokalni adheze

Fokalni adheze (FA) jsou ploché, podlouhlé utvary tvoiené submembranovymi
proteinovymi  komplexy, které spojuji svazky stresovych aktinovych filament
s extracelularnim prostfedim. Struktury fokalnich adhezi jsou hlavnim zdrojem adhezivnich
sil a dilezitym prenasecem biochemickych signalti z vnéjsiho prostiedi pro mezenchymalné
se pohybujici bunku. Jejich zakladem jsou klastry transmembranovych proteinti integrinti, jez
se velkou extracelularni receptorovou doménou vazi ke slozkdm ECM a svou intracelularni
doménou interaguji s mnoZstvim plakovych proteint. Tyto proteiny maji riiznorodé funkce
jako napiiklad signalizaci a regulaci bunéénych pochodti, mechanické spojeni s cytoskeletem
a jeho organizaci a zaroven fidi vyvoj samotnych FA. Na rozdil od invadosomu
nezprostfedkovavaji FA proteolytickou degradaci ECM a nevyuzivaji proteinovy komplex
Arp2/3 a jim kontrolovanou polymeraci aktinu (Shrnuto v: Geiger et al., 2001; Gimona and
Buccione, 2006).

14



4.2.1. Architektura fokalnich adhezi

Mezi stresovymi vlakny aktinu, ktera v FA kon¢i a umoziuji bunéény pohyb,
a cytoplasmatickou doménou integrinti je ztetelna piiblizné 40nm mezera. Ta tvoii prostor pro
organizované jadro FA, které je tvofeno Céastecné se piekryvajicimi vrstvami dalSich
funkénich komponent. Jednotlivé vertikdlni vrstvy proteinii dokazuji existenci tii rozdilnych
funkénich kompartmentd (obrazek 5). Membrané nejblize se nachazi signalni kompartment,
ktery reprezentuji proteiny kinaza asociovana s fokalnimi adhezemi (FAK) a paxillin. Stiedni
vrstvu prenasejici silu mezi integrin-ECM spojenim reprezentuji talin a vinculin. Talin, jehoz
molekuly jsou polarizované a organizované diagonaln¢ (N-terminalni head doména
k membrang), pravdépodobné piimo spojuje integrin s aktinem. Rozmisténi vinculinu ukazuje
na jeho roli v zesileni integrin-talin-aktin interakce. V dalsi vrstvé, aktin — regulacni, jsou
spoleéné lokalizovany vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP), zyxin a konce
stresovych filament. a-aktinin se nenachdzi pfimo v jadie FA, ale je hojné ptitomen v oblasti

aktinovych filament (Kanchanawong et al., 2010).

Actin stress fibre
Actin regulatory layer

Force transduction layer

Integrin signalling layer
Plasma membrane

Integrin extracellular domain
ECM

e N\ eo*

Integrin o, FAK Paxillin  Talin  Vinculin Zyxin VASP  a-Actinin Actin

Obrazek 5: rozdéleni proteinovych komponent FA do 3 funkénich kompartmentti: (Obrazek

ptevzat z: Kanchanawong et al., 2010 a ofiznut)
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5. Proteiny fokalnich adhezi

Ve zbytku prace se budu vénovat zndmym 3D strukturam vybranych proteini FA

a vlivu struktury na funkci invasivnich struktur.
5.1. Integriny

Integriny jsou aff heterodimerické transmembranové receptory, které vytvareji spojeni
bunky s ECM. Savci disponuji 24 rGznymi heterodimery integrint, které jsou tvofeny
kombinacemi 18 a a 8 B podjednotek. Kazdy typ integrinu se vyznacuje odlisSnou specifitou
a Vv organismu nezastupitelnou funkci (Shrnuto v: Hynes, 2002). Podjednotky integrinu
prostupuji membranu pouze jednou, pficemz vétSina molekuly je lokalizovand extracelularné.
Vétsina integrinii je exprimovano na bunéény povrch v neaktivnim, ohnutém stavu. Pro
vyuziti plného vazebného potencialu integrinu je nutna jeho aktivace, ptechod do prodlouzené
konformace. Aktivace integrinil vede ke spusténi fady signalnich drah a vyznamné ovliviiuje
regulaci zasadnich bunécnych pochodl. K této aktivaci miize dojit jak z intracelularniho
(oddélenim cytosolickych domén o a f podjednotek), tak extracelularniho prostedi (vazbou

ligandu; Shrnuto v: Hynes, 2002).

Tato obousmérna signalizace je doprovazena alosterickym pifenosem konformacéni
informace pies celou délku integrinové molekuly. Vazba ligandu a naslednd zmeéna
konformace extracelularnich domén, jejich napiimeni a oddéleni vede k oddéleni
intracelularnich domén o a [ podjednotek. Naopak, oddaleni intraceluldrnich domén,
napiiklad diky vazbé talinu, vede k napfimeni extracelularnich domén a k ptfechodu do

vysokoafinitni konformace (Kim et al., 2003).
5.2. Paxillin

Lidsky paxillin je ptiblizné 68 kDa adaptorovy protein skladajici se z 559 AK typicky
pro FA. Jeho pfitomnost ve FA je nezbytna pro jejich zformovani a spravnou funkci. 3D
struktura celé molekuly neni znama, ale analyzou sekvence a struktury nékterych oblasti bylo
identifikovano nékolik motivli, které umoznuji interakce s jinymi proteiny FA a lokalizaci
paxillinu do FA (Shrnuto v: Deakin and Turner, 2008). N — terminalni konec paxillinu
obsahuje 5 LD motivli (13 AK usek bohaty na leucin a kyselinu asparagovou), které jsou
zodpovédné za vazbu FAK a vinculinu. C-terminalni konec obsahuje 4 LIM domény (dvojité
zinc-finger motivy), které jsou zodpovédné za lokalizaci do FA. Zejména cilené mutace
v LIM3 doméné, které destabilizuji jeji strukturu, rusi lokalizaci paxillinu ve FA. Podobny,

ale méné vyrazny efekt maji mutace v LIM2 doméné (Brown et al., 1996). Jedinou casti
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proteinu, jejiz 3D struktura je znama jsou LD motivy V interakci S vazebnymi partnery,
napiiklad LD2 a LD4 s FAK. (Hoellerer et al., 2003). Této konkrétni interakci se budu
vénovat v kapitole o FAK.

Ukézalo se, ze na stabilitu a zrani FA ma vliv také stav paxilinu. Konkrétn¢ se jedna
o0 to, zda je v dané FA paxilin fosforylovany, nebo nefosforylovany na Tyr zbytcich Tyr 31
a Tyr 118. Nefosforylovatelné mutanty paxilinu (T31F, T118F) indukuji maturaci a tlumi
obrat ostatnich strukturnich komponent FA. Pfi¢inou tohoto efektu se zdd byt sniZena
schopnost nefosforylovaného paxilinu interagovat s FAK. Oba proteiny spolecné vytvari
komplexy v misté tvoficich se FA, pfiemz lokalizace této interakce je zavisla pravé na
vyskytu fosforylovaného paxilinu. Paxilin sam nevykazuje v cytosolu zadnou afinitu k FAK,
stejn¢ tak jako nefosforylovatelné mutanty. Naproti tomu protein nesouci mutace F31E
aF118E, imitujici fosforylaci, vytvaii komplexy s FAK jiz v cytosolu. Paxilin se tedy
Vv cytosolu vyskytuje pravdépodobné v nefosforylovaném stavu a schopnost véazat FAK
ziskava az v misté tvorby FA, tato schopnost zde miize byt umocnéna pravé fosforylaci.
Regulace mnozstvi vznikajicich signaliza¢nich komplexii paxilin-FAK mé vyznamny vliv na

vyslednou dynamiku FA (Choi et al., 2011).
5.3. Talin a vinculin

Proteiny talin a vinculin tvofi mechanické spojeni integrinti s aktinovymi vlakny

a pravdépodobné i nejvyraznéji reguluji pienos sily mezi cytoskeletem a FA (Hu et al., 2007).

Kufeci vinculin je protein skladajici se z 1066 aminokyselin. Strukutra tohoto proteinu
je oznacovana jako ,,bundle of bundles” a sklada se ze sedmi four-helix bundle a jednoho
five-helix bundle motivu. Pfiblizné rozméry proteinu jsou 100 x 100 x 50 A. Jednotlivé
motivy jsou organizovany do Ctyf part, z nichz tii (D1 - D3) tvofi head doménu a ponékud
odli$ny ctvrty par (D4) tvoti neck oblast a zaroven tail doménu. D4 je tvofen jednim four-
helix bundle motivem, jednim five-helix bundle motivem (tail doména) a na prolin bohatou
inzerci mezi nimi. Motivy v parech D1, D2 a D4 jsou navzajem orientovany sériove, na rozdil
od paru D3, jehoz ctyiSroubovice interaguji podélné. Vinculin je v cytosolu pfitomen
Vv autoinhibovaném stavu, kdy pary D1 a D3 tvoii jakési klesté, které sviraji tail doménu
(obrazek 6). V tomto stavu blokuje tail doména vazebna mista pro talin a a-katenin na head
doméné a pro VASP a vinexin v prolin bohaté oblasti. K pfechodu do aktivniho stavu, kdy se
pterusi interakce mezi tail a head doménou ohybem v neck oblasti a umozni se tak interakce
s dal§imi proteiny, muze dojit podle autori dvéma zplsoby. Prvnim je vazba
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2), druhym vazba F-aktinu na tail doménu - v obou
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piipadech musi byt ale k dispozici n¢ktery z ligand véazicich head doménu, aby se aktivni
konformace stabilizovala a nebyla pouze pfechodnd. Odlisnd vazebnd mista jsou totiz

konformacéné propojena a aktivacni potencidl jednotlivych ligandi se s¢ita, pouze pokud tento

potencial piekroci energii intramolekularni vazby, dojde k aktivaci vinculinu (Bakolitsa et al.,
2004).

Obrazek 6: A) Stuzkové zndzornéni struktury autoinhibovaného vinculinu — head doména
(D1, D2, D3 a D4) svira tail doménu (Vt) B) Struktura tail doména vinculinu (Obrazek
ptevzat z: Palmer et al., 2009)

Mezi integriny, které jsou pevné vazany k ECM, a cytoskeletem, ktery pii kontrakcich
generuje tah, dochazi k jistému prokluzovani. To je pravdépodobné zptsobeno piechodnosti
interakci mezi jednotlivymi proteiny. Sila generovana cytoskeletem je v ramci komponentt
FA ptenasena nejednotvarné - ¢im tésnéjsi je vazba proteinu na F-aktin, tim 1épe se na néj sila
pienasi a opacné. Mistem nejvétSich zmén v prenosu sily pii bunécném pohybu je praveé
vazba vinculin-talin-aktin, ktera ma vliv i na stabilizaci FA-ECM spojeni v zavislosti na
velikosti mechanického tahu (Hu et al., 2007).

Vliv plsobeni mechanického tahu na bunééné spoje s ECM zprostiedkované integriny
a jejich vyvoj byl zjistén jiz dfive. Zrani prvotnich integrinovych kontatkii s ECM ve fokalni

komplexy, vyvojové stddium piedchazejici FA, je indukovatelné aplikaci sily na tyto spoje.
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Ptficemz fokalni komplexy a FA se od prvotnich kontakti 1iSi nejen velikosti, ale i
molekularnim sloZzenim — napfiklad pfitomnosti vinculinu. Velikost tahu aplikovaného na tato
spojeni také s mnozstvim vinculinu v misté adheze pozitivné koreluje. Schopnost mistné
specificky regulovat slozeni spojii s ECM a tim i pevnost adheze v zavislosti na tom, jak
velkou trakéni silu je extracelularni prosttedi schopno podpofit, je velmi diilezita pro orientaci

migrujici bunky (Galbraith et al., 2002).

Ackoliv je mozné, Ze vinculin neni jedinou molekulou zodpovédnou za zesileni
spojeni integrin-talin-aktin, rozhodné je pro stabilizaci a rust vznikajicich fokalnich adhezi
nepostradatelny. Pravé ve vznikajicich adhezich je na vinculin aplikovana nejvétsi sila
a naopak, v rozpadajicich se fokalnich adhezich vinculin pfenasi silu nejmensi. Primérna sila
tahu, ktery je vinculinem pfendSen ve stabilnich FA byla pomoci biosenzoru stanovena

piiblizné na 2,5 pN (Grashoff et al., 2010).

Molekularni podstata konverze mechanického signdlu na signal biochemicky v FA
byla objevena v interakénich moznostech pravé proteini talinu a vinculinu. Pocet vazebnych
mist pro vinculin na rod doméné talinu se zvysuje, pokud je molekula talinu vystavena
mechanickému natahovani. Natazeni molekuly proteinu totiz vede ke konforma¢nim zménam
Vv jeji struktufe a odhaleni kryptickych vazebnych mist pro vinculin, naptiklad na helixu 12
(obrazek 7). Talin tedy pisobi jako mechanosenzor uvnitt FA a jeho aktivace vede
k hromadéni vinculinu, ktery mize v daném misté interagovat S dal§imi vazebnymi partnery

a tim zesilovat biochemicky signal, nebo posilovat vazbu talin-aktin (del Rio et al., 2009).

A
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Obrazek 7: A) Strukutra rod domény talinu (five-helix bundle motiv nasledovany seven-helix
bundle motivem), zvyraznéné helixy umoznuji interakci s vinculinem, Sipky zndzoriiuji smér
pusobeni sily; B) Aplikace sily zptisobuje natazeni rod domény, vystavuje helix 12 (Cervené)
k interakci s head doménou vinculinu (zluté); C) Struktura komplexu head domény vinculinu

a helixu 12 rod domény talinu (Obrazek ptevzat z: del Rio et al., 2009)

Fibroblasty neexprimujici vinculin vykazuji rozdilny fenotyp a vétsi schopnost
uzavirat rany, coz je zpusobeno rozdilnou dynamikou FA. FA bez vinculinu jsou méné
pocetné, mensi a vykazuji rychlejsi obrat komponent. Jsou vytvareny rychleji, ale zaroven
rychleji degradovany, vykazuji zvySeny retrogradni posun. Z téchto pozorovani je zifejmé, ze
vinculin ma dulezitou roli jako stabilizator FA, tim také jako negativni regulator bunécéné
migrace. Vinculin sam je vSak pfi regulaci obratu komponent FA zavisly na interakcich
Sjinymi komponenty, naptiklad PIP2. Vnesenim vektoru pro produkci vinculinu
s deletovanym C-terminalnim ramenem (zbytky 1053 — 1066, ¢ast proteinu odpovidajici za
vazbu PIP2) do bun€k neexprimujicich vinculin, byl prokazan vliv tohoto fosfolipidu na
vyslednou dynamiku FA. ZvySena schopnost transformovanych fibroblastii uzavirat rany byla
sice potlacena, ale piivodni fenotyp buné¢k obnoven nebyl, protoze FA byly pfili§ stabilni

(Saunders et al., 2006).

Tento zavér potvrzuje i dalsi studie, v niz prokazal vinculin jasnou preferenci pro
vazbu PIP2 oproti jinym fosfolipidim pfi ko-sedimentacni analyze s membranovymi vacky
smésného sloZeni. Autofi také potvrdili, Ze odstranéni C-terminalniho ramena vinculinu vede
ke zhrouceni terciarni struktury tail domény, ptestoZe jeji sekundarni struktura zlistava témet
totoznd. Zhrouceni tercialni struktury je zapti¢inéné prerusenim interakci mezi Trp 1058, Leu
1056 a Trp 912 a naslednym rozpadem hydrofobniho jadra five-helix bundle motivu. Ztrata
afinity k PIP2 po deleci aminokyselin (AK) z C konce proteinu je zapii¢inéna spise touto
zménou struktury molekuly, nikoliv chybé&jici hydrofobni vlasenkou (Thr 1062, Pro 1063, Trp
1064, Tyr 1065, GIn 1066), ktera by mohla byt povazovana za misto interakci s membranou.
Studie tail domény rizné¢ mutované na N-konci ukézaly zvySujici se afinitu proteinu k PIP2
po rozvolnéni interakce N-konce s helixy 1 a 2 a C-koncovymi AK. Kratké (5 AK) delece

a bodové mutace na N-konci zaroven nezptsobuji zmény v tercialni struktute (Palmer et al.,

2009).

I aktivace talinu a tim i jeho schopnost sdruzovat integriny do klastri je zavisla na
vazb¢ ligandu. Na head doméné talinu (ktera se sklada z FO, F1, F2 a F3 FERM subdomén)
byla identifikovana bazicka mista s afinitou pro PIP2, v F2 a F3 subdoménach. Vazba PIP2
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molekul na tato mista se ukdzala byt vyznamna pro regulaci autoinhibi¢ni interakce head
arod domény talinu. Zejména vazba PIP2 na F2 subdoménu talinu pozitivné¢ koreluje s jeho
aktivitou. Zajimavym zjisténim je také kriticky vyznam interakce Glu 726 na cytosolické
doméné B3 integrinu a Lys 316 na F3 subdoméné talinu pro vzajemnou vazbu téchto proteini
a tim 1 stabilitu FA. Autofi také navrhuji, Ze vazba head domény talinu na cytoplazmatickou
oblast B integrinu stéricky brani jeho reasociaci Sa doménou a tim udrZuje integrin

v aktivovaném stavu (Saltel et al., 2009).

Mechanismus regulace talinu je zalozen na vlastnostech jeho molekuldrni struktury
arozlozeni vazebnych mist na head domén¢. Jak bylo zminéno diive, vazba rod domény na
head doménu inhibuje jeji integrin aktivacni funkci. Vazebné misto pro rod doménu se z velké
Casti piekryva s tim pro integrin, v autoinhibované konformaci je tedy interakci s integrinem
stéricky branéno. Vazba rod domény na F3 je vSak kompetitivné€ inhibovana vazbou PIP2 na

F2, ktera zaroven nebrani vazbé integrinu na F3 a indukuje tak konformacni aktivaci talinu.

(Goksoy et al., 2008)

Vazbu rod domény talinu na F3 FERM subdoménu (¢ast head domény)
zprostiedkovava five-bundle helix (AK 1655 — 1822; obrazek 8). Vazby se ucastni helix 4
a C-konec helixu 1 tohoto motivu. Jako zasadni byly pro vazbu identifikovany AK tvofici
hydrofobni kapsu Leu 1680, Val 1683 a Met 1759, interagujici s Tyr 377 na F3, a skupina
kladné nabitych AK Asp 1763, Glu 1770, Glu 1798 a Glu 1805, které¢ interaguji s Lys 316,
318, 320, 322 a 324 aktivacni smycky F3. Autofi také potvrzuji vySe zminény prekryv
vazebnych mist na F3 (Goult et al., 2009).
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Obrazek 8: A) Struktura komplexu F3 FERM subdomény (Cervené) s five-helix bundle
motivem rod domény talinu (modfe; zbytky 1655 — 1822); B a C) Detaily interakce obou
domén (obrazek ptevzat z: Goult et al., 2009)

Struktura FERM domény Vv head oblasti talinu je atypicka priblizné 30 AK inzertem
vV F1 a jejim spojenim s FO subdoménou. FO i F1 obsahuji skrouceny 5-ti vlaknovy PB-list
a kratkou helikalni obratku, podobné jako protein ubiquitin. Obé subdomény jsou k sobé
pfipoutany povrchovymi naboji. Inzert v F1 je situovdn mezi B3 a B4 a je soucasti 35 AK
dynamické smycky, kterd ma schopnost pii kontaktu kladné nabitych Lys 146, Arg 149, Lys
153, Arg 156, Lys 157 a Lys 164 se zaporné nabitymi lipidy utvofit a-helikalni strukturu.
Interakce tohoto helixu s membranou pravdépodobné pfispiva ke spravné orientaci head
domény talinu pii aktivaci integrind. Pfitomnost fosforylovatelnych zbytkli Tyr 144 a 150
Vv oblasti smycky/ ptrechodného helixu, jejichZ nahrazeni zaporné nabitym Glu ¢asteéné omezi

aktivitu talinu, naznacuje existenci dal$iho regula¢niho mechanismu (Goult et al., 2010).

Strukturni studie C-terminalni domény talinu ukézala, ze obsahuje aktin vazebné misto
na povrchu helixti 3 a 4 ve five-helix bundle motivu, ktery tvoii jadro této domény. Vazebné
misto je charakterizované pfitomnosti skupiny hydrofobnich AK zbytki, obklopenych kladné
nabitymi skupinami, nejvyznamnéjSimi zbytky jsou pravdépodobné Gln 2388, Gln 2437, Lys
2443, Val 2444, Lys 2445. Vazebnému mistu protilehly helix 1 zeslabuje afinitu k aktinu. Na

five-helix bundle motiv navazuje C-terminalni dimeriza¢ni helix, ktery naopak zvysuje afinitu
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k aktinu a to nejen antiparalelni dimerizaci téchto domén, ale pravdépodobné i pomoci
elektrostatické interakce. Dimer C-termindlni domény se vaze po stran¢ na F-aktinové vlakno

a to asymetricky pies 3 monomery (Gingras et al., 2008).
5.4. Kinaza asociovana s fokalnimi adhezemi (FAK)

Kinaza asociovana s FA, nereceptorova protein-tyrozin kinaza, je dilezitym signalnim
proteinem bunécnych adhezi, jeZ je zapojen v regulaci bunécné motility. ZvySena exprese
tohoto proteinu koreluje s mirou invasivity bun¢k. Ukazalo se, Ze zvySovani mnozstvi FAK
MRNA v bunkéch nadort je jednou z mnoha zmén, ktera vede k tomu, Ze tyto bunky ziskavaji

invasivni potencial (Weiner et al., 1993).

Nejen ze v buitkach metastazujicich nddort prostaty byla zjiSténa zvySend exprese
FAK na mRNA 1 proteinové trovni, ale oproti buitkdm nenddorovym a dokonce i buiikdm
benignich nadori se prokédzala i jeji vyznamné zvySena aktivita. ZvySena aktivita je
charakteristicka fosforylaci na Tyr 397, Tyr 576 a Tyr 577 (Lietha et al., 2007) a asociaci
s paxilinem a pSOCSK kindzou v signalizacnich komplexech. Vzhledem k interakcim
S intergriny a ostatnimi proteiny FA, je pravdépodobné aktivita tohoto komplexu zodpovédna

za zmeény ve sloZeni adheznich struktur invasivnich bunék (Tremblay et al., 1996).

Struktura inaktivované FAK ukazuje rozsdhlé interakce jeji FERM domény,
spojujiciho tseku (linker) a kinazové domény udrzujici autoinhibovany stav nékolika zptisoby
(obrazek 9). Dochazi k vyznamnému kontaktu mezi F2 lalokem FERM a C lalokem kindzové
domény, pficemz celkova blizkost obou domén stéricky blokuje pfistup do zéafezu s aktivnim
mistem kinazy. Kontakt F1 laloku FERM a spojujiciho tseku se podili na inhibici zahrnutim
autofosforylaéniho mista Tyr 397 do antiparalelni B struktury a udrzovanim jeho polohy 35 A
od aktivniho mista enzymu. Zaroven dochdzi k izolaci Src fosforyla¢nich mist Tyr 576 a Tyr
577 na aktivacni smyc¢ce ezymu a jejimu udrzovani v inaktivni, defosforylované, konformaci
vloZzenim mezi FERM a katalytickou doménu (rozloZeni domén a fosforylacnich mist je
znazornéno na obrazku 9a). Sekvencni model aktivace byl navrZzen na zadkladé porovnani
inhibované a aktivni struktury proteinu a pocitd s nasledujicimi udélostmi: pfesun FERM
domény (indukovany kompetitivni vazbou aktivacniho proteinu na F2 lalok); autofosforylaci
na Tyr 397 a nasledné vystaveni Src vazebného mista na spojovacim tseku; vazbu Src, jez
fosforyluje Tyr 576 a Tyr 577 a tim plné aktivuje enzymatickou aktivitu FAK, ktera neodezni
ani po jeho disociaci (obrazek 10; Lietha et al., 2007).
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A Y397 Y576 Y577 Y861 Y925

= FERM
35 362 411 686 917 1053

Linker  1Yr397
B N-lobe * ».

Kinase C-lobe oG FERM

Obrazek 9: A) RozloZeni domén proteinu FAK se znazornénymi fosforylacnimi misty; B)
Stuzkovy model struktury kindzové domény (Cervenéd) a FERM domény (modie)

Vv autoinhibovaném stavu (obrazek pievzat z: Lietha et al., 2007 a ofiznut)

Obrazek 10: Znazornéni sekven¢niho modelu aktivace FAK (Obrazek pievzat z: Lietha

et al., 2007)
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Pouziti ,.fluorescence resonance energy transfer (FRET) biosenzori poprvé
prokézalo, ze aktivace FAK je i vin vivo podminkach doprovdzena konformaéni zménou
(oddaleni FERM a kinazové domény), coz je v souladu z vyse zminovanym modelem. Autofi
také odhalili zavislost zmény konformace na pfitomnosti PIP2, ktery se vaze na bazickou
oblast v F2 FRET domény. Tato metoda navic podala dikaz o tom, ze FAK je pfitomna
Vv aktivnim stavu pouze v misté FA, pficemz distribuce jeji aktivity neni stejnd ve vSech FA
v bunce. Nejvyssi aktivitu vykazovaly FA v ptfedni ¢asti polarizovanych bun¢k (Cai et al.,
2008).

Na prolin bohata oblast FAK (usek spojujici N-konec FAT doménu s kinazovou
doménou proteinu) slouzi také jako specifické vazebné misto pro SH3 doménu adaptorového
proteinu p130Cas. Piestoze tento usek obsahuje dvé potencionalni SH3 vazebna sekvence
(P712PKPSRPGYPSP, P874PKKPPRPGAP), jako primarni vazebné misto byla oznacena
sekvence blizka katalytické doméné&, konkrétné konsensus vzebny motiv SH3 domén tiidy II
P*?PKPSR. Kolokalizace obou proteini byla potvrzena in vivo. Piitomnost n&kolika riiznych
vazebnych mist na FAK naznacuje, Ze neni pouze dulezitym signél-pfenasejicim proteinem,
ale ze muze slouzit i jako leSeni pro sestavovani proteinovych a signalizanich komplexti FA

(Harte et al., 1996).
5.4.1. Focal adhesion targeting domain (FAT)

Focal adhesion targeting domain (FAT) je C-terminalni doménou FAK. Jeji struktura
je tvofena top-down four-helix bundle motivem s kratkymi smyckami spojujicimi pievazné
paralelni helixy. Hydrofobni jadro je utvafeno Leu zbytky a metioninovym zipem (Met 938,
Met 953,Met 1001, Met 1020). Helixy 1 a 4 jsou spojeny interakcemi Arg 919 a Asp 1039,
Asp 922 — Arg 1042 a hydrofobni interakci Leu 917 s hydrofobni kapsou helixu 4. Pfestoze je
helix 1 pomérné pevné spojen s hydrofobnim jadrem, tispé$nd fosforylace Tyr 925 a nasledné
vazba SH2 domény proteinu Grb2 vyzaduje energeticky nevyhodnou zménu konformace
FAT, spocivajici pravé ve zméné pozice helixu 1 vic¢i zbytku motivu. Sekvencni alignment
odhalil podobnost FAT a C-terminalnich domén proteinti vinculinu, a-cateninu, CAS, HEF1
a Efs/Sin s nejlépe konzervovanymi oblastmi odpovidajicimi FAT helixim 2 a 3. Vysoka
sekvenéni homologie napovidé o pravdépodobné podobné uloze C-terminalnich domén téchto
proteinli a to v jejich lokalizaci do FA a tamni interakci s dal$imi proteiny, napiiklad

paxillinem (Arold et al., 2002).

FAT doména obsahuje dvé odliSna vazebna mista pro paxillin, respektive pro jeho
LD2 a LD4 motivy (na leucin bohaté motivy LDXLLXXL; Hayashi et al., 2002). Pfi interakci
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FAT — paxillin se oba tyto motivy ve form¢ amfipatickych a-helixti vazi paraleln¢ na opacné
strany FAT four-helix bundle a to C koncem smérem k intradoménovym smyckam. Podle
autorti je soucasna vazba LD2 i LD4 na FAT nezbytna pro dostate¢nou stabilizaci FAK —
paxillin komplexu. Fragment LD2 vykazuje vyssi afinitu pro prvni z vazebnych mist (,,LD2
vazebné misto®; hydrofobni zafez na rozhrani helixti 1 a 4), pfiCemz je schopny se s nizkou
afinitou vazat i na druhé vazebné misto. Naproti tomu, fragment LD4 se specificky
a s vysokou afinitou vaze na druhé vazebné misto (LD4 vazebné misto - hydrofobni zafez
rozhrani helixti 3 a 4; obrazek 11), zéroven tento peptid po vazbé na FAT pfijima a-helikalni

konformaci (Bertolucci et al., 2005).

Lys1001

Asn1000
11e999

Ala996

Asn992

Obrazek 11: Struktura komplexu FAT domény FAK (helix 1 Zlutg, helix 2 modre, helix 3
zeleng, helix 4 fialov€ s LD4 peptidem paxillinu (Cervené), zbytky FAT domény diilezZité pro

interakci jsou zvyraznény (obrazek pievzat z: Bertolucci et al., 2005 a ofiznut)

Rozdily v afinité obou LD motivl k jednotlivym vazebnym mistim na FAT popsané
vyse jsou vSak castecné v rozporu se starSi strukturni studii, kterd se zabyvala molekularni
architekturou spojeni LD2 a LD4 s FAT. Jeji autofi totiZ tvrdi, ze afinity obou vazebnych
mist k obéma peptidiim jsou srovnatelné. Avsak nizké rozliSeni jejich krystalové struktury

rozhrani LD4 a druhého LD vazebného mista (FAT helixy 2 a 3) nedovolilo pfimé urceni
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orientace polypeptidového fetézce vtomto vazebném misté. Detaily byly odvozeny na
zaklad¢é podobnosti obou vazebnych mist, cozZ mohlo vést k chybnému zavéru. Autorim se
vsak podafilo urcit dulezité strukturni rysy obou LD vazebnych mist. Zjistili, Ze se jedna
0 hydrofobni zafezy na rozhrani helixi 1 a 4, 2 a 3; které jsou ohraniCeny kladné nabitymi
zbytky AK. Navrhli také moznost, ze vazba LD motivu na FAT znesnadiuje vazbu Grb2 SH2
domény a tim ovliviluje signalizaci FAK. Vazba LD motivli na FAT totiz stabilizuje jeji
konformaci, znesnadnuje tak zménu pozice helixu 1 a ¢astecné stini Tyr 925 (Hoellerer et al.,

2003).

Stabilizace struktury FAT domény vazbou paxillinu byla potvrzena i na mechanické
urovni. FAT je v komplexu s paxillinem schopna odolavat rozruSeni tercialni struktury
indukovanému putsobenim vétsi sily, nez bez navazaného paxillinu (85pN oproti 75pN)
(Mofrad et al., 2004). Pro to aby paxillin rozpoznal a vazal se na FAT je nutna jeji strukturni
integrita, zejména uplnost hydrofobni oblasti helixd 2 a 3. Je zajimavé, Zze pravé tato oblast je
béhem rozvoliovani four-helix bundle motivu zachovavana intaktni nejdéle (Mofrad et al.,

2004).
5.5. Tyrozin kinaza 2 (Pyk2)

Pyk2 je dalsi tyrozin kindza kolokalizovana s paxillinem ve fokalnich adhezich, ale
nachazi se i v blizkosti buné¢ného jadra. Svou strukturou je Pyk2 vysoce homologni s FAK,
patii dokonce do stejné rodiny proteinti (FAK). Tato protein kindza vykazuje aktin-regulacni
funkci a mira jeji exprese ma vliv 1 na stavbu FA a bunécnou morfologii. I pfes vysokou
strukturni podobnost vSak Pyk2 putsobi pii regulaci stejnych cilovych struktur jako
antagonista k FAK. Sama aktivita Pyk2 je pak zavisla na mife exprese FAK, ktera inhibuje
jeji lokalizaci do FA a zaroven zabranuje aktiva¢ni autofosforylaci na Tyr 402 (Du et al.,
2001).

5.5.1. FAT doména Pyk2

Stejn¢ jako FAT doména FAK vyzaduje pravdépodobné FAK doména Pyk2 pro
fosforylaci na Tyr 881 (Tyr 925 u FAK) a vazbu SH2 domény Grb2 c¢asteCnou zménu
struktury, kdy dojde ke zméné pozice helixu 1 vhledem k ostatnim. Okoli obou homolognich
fosforylacnich mist je velmi dobfe konzervovano v obou proteinech. Piestoze obé domény
vykazuji také obecné srovnatelny zptisob interakci s LD motivy paxilinu, lisi se selektivitou
vazebného mista mezi helixy 1 a 4. Pyk2 FAT obsahuje v této oblasti Lys 895 (namisto Ser

939), ktery zpusobuje odlisné rozlozeni nabojii a pravdépodobné rusi selektivitu pro LD4.
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Struktura komplexu Pyk2 FAT se dvéma LD4 motivy na je zndzornéna na obrazku 12. Tento
drobny rozdil v interakcich s paxilinem by mohl alespoil z ¢asti vysvétlovat rozdily ve funkci

obou kinaz (Lulo et al., 2009).

Obrazek 12: FAT doména proteinu Pyk2 (four-helix bundle uprostfed) s navdzanymi LD4

motivy paxillinu (zluté a ¢ervené; obrazek prevzat z:(Lulo et al., 2009)

5.6. p130Cas

P130Cas je adapterovy protein lokalizovany ve fokalnich adhezich, ktery je
fosforylovan na tyrozinu v zavislosti na pritomnosti integrinem zprostiedkovanych adhezi.
Fosforylace p130Cas je klicovym krokem signalizace pro kontrolu bunécného pohybu a jako
adptorovy protein hraje také dulezitou roli pfi sestavovani multiproteinovych signalnich

komplexu (Harte et al., 1996).
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5.6.1. SH3 doména p130Cas

SH3 doména p130Cas proteinu je slozena z 5 antiparalelnich pB-vladken, uspotadanych
do dvou B-listd, pticemz nejdelsi z vldken je riiznymi tseky soucasti obou listl. Pro vazbu
ligandu jsou diilezité¢ smycky mezi vlakny B1 a B2, nejvice konzervovana RT smycka tvotici
strukuturu podobnou vldsence stabilizovanou mnozstvim vodikovych mustka, a B2 a 3, n-src
smycka. Ze struktury také vyplyva, Ze vazby prolin bohaté sekvence FAK (zminéno vyse) se
nejvice ucastni AK Lys 9, Tyr 10, Gln 19, Trp 41 a Pro 54, které¢ tvoii hydrofobni zlabek
(Wisniewska et al., 2005).

5.6.2. FAT doména p130Cas

Nedavno publikovana studie zaméfena na interakci proteini z rodin NSP a CAS na
ptikladu p130Cas poprvé ukazala, ze C-termindlni doména CAS proteinit obsahuje dobie
konzervovany four-helix bundle, motiv typicky pro FAT doménu. Zajimava neni jen zjiSténa
ptitomnost FAT domény v CAS, ale i jeji zvlastni zpisob interakce s nezvyklou Cdc-25
homologni doménou v uzaviené konformaci (obrazek 13). Diive zjisténé interakce FAT
domén s vazebnymi partnery (naptiklad FAT z FAK a Pyk2 — paxillin) jsou typicky pomérné
slabé, oproti tomu interakce CAS a NSP proteini zprostitedkované FAT jsou velmi tésné
a silné. NSP3 Cdc-25 homologni doména vyuzivd pfi interakci s p130Cas paralelné¢ dvou
vazebnych mist. Prvni z nich odpovidd jiz zminovanému, mezi FAT doménami nejlépe
konzervovanému hydrofobnimu zafezu mezi helixy 2 a 3, do néjz se vmezetuje hydrofobni
cast helixu i (AK Val 616, Leu 620, Leu 623) z C-termindlni domény NSP3. Tato interakce se
velmi podoba vazbé FAT-paxillin. Druhé vazebné misto je vSak nezvyklé a u FAT domén do
ted’ nepozorované, nachazi se na rozhrani helixti 1 a 2 a jedna se o ptrevazné hydrofobni

zlabek, ktery interaguje s helixem NSPb (Mace et al., 2011).
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Obrazek 13: Struktura komplexu FAT domény p130Cas (vlevo) a Cdc25 homologni domény
proteinu NSP (vpravo; obrazek piejat z: Mace et al., 2011)
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6. Zavér

V této praci jsem se vénoval 3D strukturdm a interakcim vybranych proteind fokéalnich
adhezi, zejména pak paxillinu, talinu, vinculinu, kindze asociované s fokéalnimi adhezemi,
prolin-bohaté tyrozin kinaze 2 a p130Cas. VSechny tyto proteiny maji dilezity vliv na stavbu
a regulaci spojeni buriky s extracelularni matrix a tim na buné¢nou adhezi. Buné¢na adheze je
pak vyznamna pro bunécnou invasivitu.

Popisem 3D struktur a nékterych interakci zminénych proteint jsem se v ramci
moznosti pokusil poskytnout uceleny pohled na molekularni podstatu jejich funkce. Bohuzel
ne vzdy jsou znamy 3D struktury kompletnich molekul a objasnény vSechny mozné interakce.
Vsechny zndmé struktury proteinti, které jsem podrobnéji zminioval, jsou setiidény
v tabulkach i s pfislusnymi PDB kody v piiloze 1.

Bunééné déje maji svlj zaklad ve specifickych interakcich mezi proteinovymi
komponenty bunky. Jednotlivé proteiny spolu interaguji na zakladé svého prostorového
uspofddani. Proto nam strukturni biologie poskytuje velmi uZiteCny nahled na molekularni
podstatu mnoha procest. Pravé pochopeni molekuldrni podstaty ndm umoziuje pfemyslet nad
tim, jak nékteré z téchto procesti regulovat ¢i pfimo zvratit. Jednim z ptikladd je hledani
novych terapii pro nddorova onemocnéni. Dobra znalost 3D struktur proteinti dilezitych pro
bunécnou invasivitu umoziuje vybér specifickych inhibitord jejich funkce. Zamezeni funkce
téchto proteinti a cilené potlaceni invasivity nadorovych bun¢k je vyznamnym krokem pfi
1é¢be rakoviny.
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8. P¥ilohy

Piiloha 1: Zde jsou uvedeny tabulky PDB kodt dostupnych 3D struktur pro proteiny paxillin,

talin, vinculin, FAK, Pyk2 a p130Cas. Tabulky obsahuji kromé¢ ptislusného PDB kodu také

nazev struktury, metodu jakou byla struktura ziskana, rozliSeni a délku AK fetézce.

Paxillin
PDB . .. . | Délka AK
S Nazev struktury Metoda RozliSeni .
kod Fetézce
Paxillin LD4 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W6 | Kinase DIFFRACTION 2.35 13
Paxillin LD4 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W?7 | Kinase DIFFRACTION 2.60 13
Paxillin LD2 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W8 | Kinase DIFFRACTION 2.85 13
The second SH3 domain from Ponsin in complex | X-RAY
209V | with the paxillin proline rich region DIFFRACTION 1.63 10
CRYSTAL STRUCTURE OF THE C-
TERMINAL CALPONIN HOMOLOGY
DOMAIN OF ALPHA PARVIN IN COMPLEX | X-RAY
2VZD |WITHPAXILLIN LD1 MOTIF DIFFRACTION 2.10 20
CRYSTAL STRUCTURE OF THE C-
TERMINAL CALPONIN HOMOLOGY
DOMAIN OF ALPHA-PARVIN IN COMPLEX | X-RAY
2VZG |WITH PAXILLIN LD2 MOTIF DIFFRACTION 1.80 20
CRYSTAL STRUCTURE OF THE C-
TERMINAL CALPONIN HOMOLOGY
DOMAIN OF ALPHA-PARVIN IN COMPLEX | X-RAY
2VZ1 |WITH PAXILLIN LD4 MOTIF DIFFRACTION 2.20 20
Crystal Structure of the Focal Adhesion
Targeting (FAT) Domain of Pyk2 in Complex X-RAY
3GM1 | with Paxillin LD4 Motif-Derived Peptides DIFFRACTION 2.95 13
Crystal structure of full-length Bovine
Papillomavirus oncoprotein E6 in complex with | X-RAY
3PY7 | LD1 motif of paxillin at 2.3A resolution DIFFRACTION 2.29 523
Cerebral cavernous malformation 3 (CCM3) in | X-RAY
3RQE | complex with paxillin LD1 DIFFRACTION 2.80 14
Cerebral cavernous malformation 3 (CCM3) in | X-RAY
3RQFE | complex with paxillin LD2 DIFFRACTION 2.70 13
Cerebral cavernous malformation 3 (CCM3) in | X-RAY
3ROG | complex with paxillin LD4 DIFFRACTION 2.50 13
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Talin

PDB . .. . | Délka AK
S Nazev struktury Metoda RozliSeni N
kod retézce
X-RAY
1MIX | Crystal structure of a FERM domain of Talin | DIFFRACTION 1.75 206
Crystal structure of an integrin beta3-talin X-RAY
1MIZ | chimera DIFFRACTION 1.90 9
CRYSTAL STRUCTURE OF AN X-RAY
1MK7 | INTEGRIN BETA3-TALIN CHIMERA DIFFRACTION 2.20 15
CRYSTAL STRUCTURE OF AN X-RAY
1MK9 |INTEGRIN BETA3-TALIN CHIMERA DIFFRACTION 2.80 16
Human vinculin head (1-258) in complex with
talin's vinculin binding site 3 (residues 1944- | X-RAY
1RKC |1969) DIFFRACTION 2.70 262
X-RAY
1SJ7 | Crystal Structure of Talin Rod 482-655 DIFFRACTION 2.50 174
X-RAY
1SJ8 | Crystal Structure of talin residues 482-789 DIFFRACTION 2.60 308
Human vinculin head domain VH1, residues
1-258, in complex with human talin's vinculin | X-RAY
1SYQ | binding site 1, residues 607-636 DIFFRACTION 242 264
Vinculin complexed with the VBS1 helix X-RAY
1T01 |from talin DIFFRACTION 2.06 255
Vinculin head (0-258) in complex with the X-RAY
1U6H | talin vinculin binding site 2 (849-879) DIFFRACTION 2.38 280
1U89 | Solution structure of VBS2 fragment of talin | SOLUTION NMR 139
Vinculin head (1-258) in complex with the X-RAY
1XWJ | talin vinculin binding site 3 (1945-1969) DIFFRACTION 2.60 280
Structural basis for phosphatidylinositol
phosphate kinase type I-gamma binding to X-RAY
1Y19 |talin at focal adhesions DIFFRACTION 2.60 14
Vinculin Head (0-258) in Complex with the X-RAY
1ZVZ | Talin Rod Residue 820-844 DIFFRACTION 1.80 279
Vinculin Head (0-258) in Complex with the X-RAY
1ZW3 | Talin Rod residues 1630-1652 DIFFRACTION 3.30 279
2B0OH | Solution structure of VBS3 fragment of talin | SOLUTION NMR 137
NMR structure of talin-PTB in complex with
2G35 | PIPKI SOLUTION NMR 100
Solution structure of the talin F3 domain in
complex with a chimeric beta3 integrin-PIP
2H7D | kinase peptide SOLUTION NMR 101
Solution structure of the talin F3 domain in
complex with a chimeric beta3 integrin-PIP
2H7E | kinase peptide- minimized average structure | SOLUTION NMR 101
NMR solution structure of the F2 subdomain
2HRJ |of talin SOLUTION NMR 121
NMR structure of the talin C-terminal actin
2JSW | binding site SOLUTION NMR 189
Solution structure of the talin F3 in complex
2K00 |with layilin cytodomain SOLUTION NMR 92
NMR structure of the talin rod domain, 1655-
2KBB | 1822 SOLUTION NMR 174
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NMR structure of the FO domain (residues 0-
2KC1 |85) of the talin ferm domain SOLUTION NMR 91
NMR structure of the F1 domain (residues 86-
2KC2 |202) of the talin SOLUTION NMR 128
HADDOCK structure of the talin F3 domain
2KGX | in complex with talin 1655-1822 SOLUTION NMR 174
NMR structure of the FOF1 double domain
2KMA | (residues 1-202) of the talin ferm domain SOLUTION NMR 178
NMR structure of the talin VBS3 domain,
2KVP |1815-1973 SOLUTION NMR 165
2L.10 | Structure of the talin rod residues, domain C | SOLUTION NMR 158
2L7A | Solution Structure of the talin VBS2b domain | SOLUTION NMR 131
2L7N | NMR Structure of the B domain of talin SOLUTION NMR 168
Crystal structure of the talin dimerisation X-RAY
20DQ |domain DIFFRACTION 2.20 50
STRUCTURE OF THE TALIN ROD X-RAY
2X0C | RESIDUES 1359-1659 DIFFRACTION 2.00 309
X-RAY
3DYJ | Crystal structure a talin rod fragment DIFFRACTION 1.85 332
Crystal structure of the talin head FERM X-RAY
3IVE |domain DIFFRACTION 1.94 371
Human vinculin head domain Vh1 (residues
1-252) in complex with murine talin (VBS33; | X-RAY
3590 | residues 1512-1546) DIFFRACTION 1.97 253
Human vinculin head domain Vh1 (residues
1-258) in complex with the talin vinculin X-RAY
4DJ9 |binding site 50 (VBS50, residues 2078-2099) | DIFFRACTION 2.25 258
Human vinculin head domain Vh1 (residues
1-258) in complex with the talin vinculin X-RAY
4DJ9 |binding site 50 (VBS50, residues 2078-2099) | DIFFRACTION 2.25 29
Vinculin
PDB . v s Délka AK
, Nazev struktury Metoda Rozliseni v ox
kod retézce
CRYSTAL STRUCTURE OF THE VINCULIN | X-RAY
10KR |TAIL AND A PATHWAY FOR ACTIVATION | DIFFRACTION 1.80 188
X-RAY
1ST6 | Crystal structure of a cytoskeletal protein DIFFRACTION 3.10 1069
Vinculin complexed with the VBS1 helix from | X-RAY
1T01 |talin DIFFRACTION 2.06 255
Vinculin head (0-258) in complex with the talin | X-RAY
1U6H | vinculin binding site 2 (849-879) DIFFRACTION 2.38 280
Vinculin head (1-258) in complex with the talin | X-RAY
1XWJ | vinculin binding site 3 (1945-1969) DIFFRACTION 2.60 280
Vinculin Head (0-258) in Complex with the X-RAY
17VvZ | Talin Rod Residue 820-844 DIFFRACTION 1.80 279
Vinculin Head (0-258) in Complex with the X-RAY
1ZW2 | Talin Rod residues 2345-2369 DIFFRACTION 2.10 279
Vinculin Head (0-258) in Complex with the X-RAY
1ZW3 | Talin Rod residues 1630-1652 DIFFRACTION 3.30 279
Structure of Vinculin VD1 / IpaA560-633 X-RAY
2GDC | complex DIFFRACTION 2.74 266
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FAK

PDB . v s Délka AK
, Nazev struktury Metoda RozliSeni v
kod retézce
Crystal Structure of the Focal Adhesion X-RAY
1K04 | Targeting Domain of Focal Adhesion Kinase DIFFRACTION 1.95 162
Crystal structure of the Focal Adhesion X-RAY
1K05 | Targeting Domain of Focal Adhesion Kinase DIFFRACTION 2.90 162
crystal structure of the FAT domain of focal X-RAY
1K40 |adhesion kinase DIFFRACTION 2.25 126
SOLUTION STRUCTURE OF FAT DOMAIN | SOLUTION
1KTM | OF FOCAL ADHESION KINASE NMR 139
Crystal structure of Focal Adhesion Kinase X-RAY
1MP8 | (FAK) DIFFRACTION 1.60 281
Paxillin LD4 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W6 | Kinase DIFFRACTION 2.35 161
Paxillin LD4 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W7 |Kinase DIFFRACTION 2.60 161
Paxillin LD2 motif bound to the Focal Adhesion
Targeting (FAT) domain of the Focal Adhesion | X-RAY
10W8 | Kinase DIFFRACTION 2.85 161
NMR Solution Structure of the Avian FAT- SOLUTION
1PV3 |domain of Focal Adhesion Kinase NMR 146
SOLUTION STRUCTURE OF THE FAT SOLUTION
1QVvX | DOMAIN OF FOCAL ADHESION KINASE NMR 134
X-RAY
2AEH | Focal adhesion kinase 1 DIFFRACTION 2.53 369
X-RAY
2AL6 | FERM domain of Focal Adhesion Kinase DIFFRACTION 2.35 375
Crystal Structure of Focal Adhesion Kinase
Domain Complexed with 7H-Pyrrolo [2,3-d] X-RAY
2ETM | pyrimidine Derivative DIFFRACTION 2.30 281
Crystal Structure of Focal Adhesion Kinase
Domain with 2 molecules in the Asymmetric X-RAY
21JM | Unit Complexed with ADP and ATP DIFFRACTION 2.19 281
CRYSTAL STRUCTURE OF A FRAGMENT
OF FOCAL ADHESION KINASE
CONTAINING THE FERM AND KINASE X-RAY
2J0J | DOMAINS. DIFFRACTION 2.80 656
CRYSTAL STRUCTURE OF A FRAGMENT
OF FOCAL ADHESION KINASE
CONTAINING THE FERM AND KINASE X-RAY
2JOK | DOMAINS. DIFFRACTION 3.00 656
CRYSTAL STRUCTURE OF A THE ACTIVE
CONFORMATION OF THE KINASE
DOMAIN OF FOCAL ADHESION KINASE
WITH A PHOSPHORYLATED ACTIVATION | X-RAY
2J0L | LOOP. DIFFRACTION 2.30 276
CRYSTAL STRUCTURE A TWO-CHAIN
COMPLEX BETWEEN THE FERM AND
KINASE DOMAINS OF FOCAL ADHESION | X-RAY
2JO0M | KINASE. DIFFRACTION 2.80 371
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FOCAL ADHESION KINASE CATALYTIC

DOMAIN IN COMPLEX WITH BIS-ANILINO | X-RAY
2JKK |PYRIMIDINE INHIBITOR DIFFRACTION 2.00 276
FOCAL ADHESION KINASE CATALYTIC
DOMAIN IN COMPLEX WITH BIS-ANILINO | X-RAY
2JKM | PYRIMIDINE INHIBITOR DIFFRACTION 2.31 276
FOCAL ADHESION KINASE CATALYTIC
DOMAIN IN COMPLEX WITH BIS-ANILINO | X-RAY
2JKO |PYRIMIDINE INHIBITOR DIFFRACTION 1.65 276
CD4 endocytosis motif bound to the Focal
Adhesion Targeting (FAT) domain of the Focal | X-RAY
3B71 | Adhesion Kinase DIFFRACTION 2.82 162
Crystal Structure Analysis of Focal Adhesion
Kinase with a Methanesulfonamide X-RAY
3BZ3 | Diaminopyrimidine Inhibitor DIFFRACTION 2.20 276
FOCAL ADHESION KINASE CATALYTIC
DOMAIN IN COMPLEX WITH Pyrrolo[2,3- X-RAY
3PXK |d]thiazole DIFFRACTION 1.79 282
Pyk2
PDB . v s Délka AK
, Nazev struktury Metoda Rozliseni owa
kod retézce
Crystal structure of kinase domain of protein X-RAY
3CC6 | tyrosine kinase 2 beta (PTK2B) DIFFRACTION 1.60 281
Crystal structure of PYK2 complexed with PF- | X-RAY
3ET7 |2318841 DIFFRACTION 2.70 277
Crystal Structure of PYK2-Apo, Proline-rich X-RAY
3FEZO | Tyrosine Kinase DIFFRACTION 2.20 277
Crystal structure of PYK2 complexed with X-RAY
3FZP | ATPgS DIFFRACTION 2.10 277
Crystal structure of PYK2 complexed with PF- | X-RAY
3FZR | 431396 DIFFRACTION 2.70 277
Crystal Structure of PYK2 complexed with X-RAY
3FZS | BIRB796 DIFFRACTION 1.75 277
Crystal structure of PYK2 complexed with PF- | X-RAY
3FZT |4618433 DIFFRACTION 1.95 277
Crystal Structure of the Focal Adhesion
Targeting (FAT) Domain of Pyk2 in Complex X-RAY
3GM1 | with Paxillin LD4 Motif-Derived Peptides DIFFRACTION 2.95 153
Crystal Structure of the Focal Adhesion X-RAY
3GM2 | Targeting (FAT) Domain of Pyk2 DIFFRACTION 2.71 153
Crystal Structure of the Focal Adhesion X-RAY
3GM3 | Targeting (FAT) Domain of Pyk?2 DIFFRACTION 2.60 153
Crystal structure of PYK2 in complex with
Sulfoximine-substituted X-RAY
3H3C | trifluoromethylpyrimidine analog DIFFRACTION 2.00 277
Crystal Structure of FERM Domain of Proline- | X-RAY
4EKU | rich Tyrosine Kinase 2 DIFFRACTION 3.25 392
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p130Cas

PDB . vy Délka AK
; Nazev struktury Metoda RozliSeni v
kod Fetézce
The Crystal Structure of the p130Cas SH3 X-RAY
1WYX | Domain at 1.1 A Resolution DIFFRACTION 1.14 69
Crystal Structure of Lck SH2-SH3 with SH2 X-RAY
1X27 | binding site of p130Cas DIFFRACTION 2.70 167
The serine-rich domain from Crk-associated SOLUTION
1723 | substrate (p130Cas) NMR 163
Structure of the complex between NSP3 X-RAY
3T6G | (SHEP1) and p130Cas DIFFRACTION 2.50 331

40



http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1WYX
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1X27
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1Z23
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3T6G

