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Hlavnim cilem autorova snaZeni v ramci postdoktoralniho pobytu na Vanderbilt University
Medical Center, TN, USA bylo bliZe objasnit tlohu proteinu CAS v procesu nadorové
transformace. Uloha proteinu CAS v nadorové transformaci byla studovana na autorem
vytvofeném modelu mys$ich embryonalnich fibroblasti, transformovanych proteinem Src v
pfitomnosti nebo nepiitomnosti proteinu CAS. Piekvapivé jsme zjistili, Ze pfitomnost
proteinu CAS neni diilezita pro morfologickou transformaci fibroblastl transformovanych
proteinem Src ani pro rast téchto fibroblastii nezavisly na podkladu. Ukazalo se v3ak, ze CAS
ma zasadni vliv na nékolik dalsich aspekta transformace onkoproteinem Src. Exprese proteinu
CAS vedla ke znaénému zvyseni tyrozinové fosforylace substratii kinazy Src — zejména
proteinit FAK a paxillin, coz podporuje hypotézu o roli proteinu CAS jako pozitivniho
exprese proteinu CAS vedla k velikému zvySeni schopnosti bun¢k transformovanych
onkoproteinem Src invadovat skrz mezibunécnou hmotu. ZvySend invazivita bunék byla
sdruzena s aktivaci metaloproteindzy MMP-2 a s formaci velkych agregati podozomi,
sdruzujicich se do past nebo prstenci. Prace prokazala vyznamnou tlohu signalizace pi‘es
protein CAS v oblasti adhezivnich struktur pro rozvoj invazivnich vlastnosti
transformovanych bunék.
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V této préci jsme zjistili, ze piitomnost proteinu CAS neovliviiuje rist primarnich nadort z
podkozné injikovanych mySich embryonélnich fibroblastt, transformovanych onkoproteinem
Src. Piitomnost proteinu CAS v8ak byla nezbytna pro tvorbu spontannich plicnich metastazi z
téchto nadori. Tyrozinové zbytky v substratové doméné CAS mély zasadni vyznam pro
manifestaci invazivnich 1 metastatickych vlastnosti fibroblastl, transformovanych
onkoproteinem Src. Schopnost proteinu CAS zesilovat invazivitu, tvofit velké agregaty
podozoému a zvySovat tyrozinovou fosforylaci FAK, paxillinu a kortaktinu byla rovnéz zavisla
na pritomnosti tyrozinovych zbytki v substratové doméné. K aktivaci metaloproteinazy
MMP-2 tyroziny v substratové doméné¢ pouze pfispivaly, hlavni ulohu pro aktivaci mé¢la
piitomnost SH3 domény proteinu CAS. Prace prokéazala kritickou tlohu proteinu CAS v
invazivité a metastazovani bunék, transformovanych onkoproteinem Src. Vysledky prace
rovnéz naznacuji, ze tloha proteinu CAS v téchto procesech je zprostiedkovana nékolika
nezavislymi signalnimi mechanismy, pficemz hlavni ulohu ma signalizace ptes tyrozinové
zbytky v substratové domén¢ proteinu CAS.
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Pro studium invazivity sarkomovych bunék byl pouZzit sarkomovy model metastdzovani,
vyvinuty MUDTr. P. Veselym (UMG, Praha). Model se sklada ze 4 sarkomovych linii -
parentalni nemetastazujici linie K2 a tfi odvozenych linii s postupné se zvySujici schopnosti
metastazovat (T1, A2 a A3). Linie A3 s nejvy3sim metastatickym potencialem byla
srovnavana s nemetastazujici linii K2. Prekvapivé jsme zjistili, Ze metastazujici buniky linie
A3 neprodukovaly detekovatelné mnoZstvi aktivnich forem extracelularnich protedz. Oproti
tomu bunky linie A3 vykazovaly zesilenou signalizaci ptes proteiny drahy Rho/ROCK. Ve
spolupraci s laboratofi prof. B. Fabryho (Universitaet Erlangen-Nuernberg, Némecko) se nam
podafilo prokazat u linie A3 améboidni zpisob invazivity. Zesilena signalizace pies drahu
Rho/ROCK vedla u linie A3 ke zvy3eni dynamiky aktinoveho cytoskeletu, lokalizaci
fosforylovaného lehkého fetézce myozinu a zvySenych trakénich sil na vedoucim okraji
bunék. Tyto zmény spole¢né vyustily ve zvySenou invazivitu v 3D kolagenu a zvySené
metastatické schopnosti linie A3 in vivo. Uvedené vysledky poprvé dokumentovaly
améboidni invazivitu (dosud popsanou jako primarni zpusob invazivity pouze u bunék
epitelialniho ptlivodu) jako primarni zpisob invazivity u bunék mezenchymalniho
pavodu. Rovnéz poprvé piimo ukazaly souvislost mezi améboidni invazivitou,
zprostiedkovanou pres drahu Rho/ROCK a zvySenou schopnosti bunék vytvaiet sily, ptsobici
na vedoucim okraji bunky.
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V této praci jsme uveftejnili deklaraci a definici nové kategorie protinadorovych 1é¢iv. Clanek
je vyvrcholenim nasi dlouholeté snahy o zavedeni protimetastatické 1¢¢by do protinadorové
terapie. U pevnych nadort jsou invazivita a metastazovani zodpovédné za vice nez 90 %
vSech umrti. V soucasné paleté protinddorovych 1é¢iv vSak chybi specificka kategorie 1€kt
proti invazivité¢ a metastazovani. V praci jsme pfisli se zcela novou strategii 1é€by pevnych
nadort, spocivajici v kombinaci klasické cytostatické 1écby s cilenou inhibici invazivity a
metastazovani. V ¢lanku jsme zavedli novy nédzev ,migrastatika“ pro latky, inhibujici vSechny
zpusoby invazivity nadorovych bunék, k odliSeni od Siroce pouzivanych cytostatik, ktera
vétSinou inhibuji bunécnou proliferaci. Jsou zde rovnéz definovany bunécné biologické
mechanismy, které jsou vhodné pro zdsah migrastatiky a je zde obsazen i ptehled
kandidatnich latek s migrastatickymi G¢inky. Zavedeni migrastatik do protinadoroveé
terapie muZe znamenat zasadni prilom v 1é¢bé solidnich nadori a je nejvétSim
konceptuilnim pFinosem pro protinadorovou lé¢bu od zavedeni protinadorové
imunoterapie. To se odrazi i v mezinarodnim ohlasu, ptinos osobnimi dopisy ocenily
vedouci osobnosti vyzkumu v oblasti nadorové biologie, napt. Prof. Yuri Lazebnik (objevitel
zasadnich mechanismi apoptozy, Prof. Carlos Sonnenschein (autor Tissue organization field
theory), Prof. Gordon Cragg (hlavni zasluha o zavedeni taxanti do protinadorové 1é¢by), Prof.
David Mankoff (vlid¢i osobnost v oblasti zobrazovani nadorii) nebo Prof. Robin Weiss
(objevitel receptoru pro virus HIV).
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Protein p130Cas (dale jen CAS) je adaptorovy protein, ktery se podili hlavné na signalizaci
pfes integrinové receptory, zprostiedkované kinazami rodiny Src. Diky své modularni
struktute piisobi CAS jako obecny regulator ristu a invazivity nadorovych bunék,
indukovanych riznymi onkogeny. Dal$i mechanismy signalizace ptes protein CAS, které
vedou k maligni progresi, v§ak nejsou dostate¢né objasnény. V uvedené publikaci jsme
prokazali novou interakci mezi proteinem CAS a serin-threoninovou kindzou PKN3, kterd se
podili na progresi u karcinomu prostaty a prsu. Tato ptima interakce je zprostfedkovana
domeénou SH3 proteinu CAS a centralné umisténou polyprolinovou sekvenci kindzy PKN3.
PKNS3 je prvni identifikovana serin-threoninova kinaza, ktera se vaze na protein CAS,
fosforyluje jej a lokalizuje s proteinem p130Cas v bunécnych strukturach, které maji
vyznamnou funkci pro invazivitu nadorovych bunék. Kromé toho je interakce PKN3-CAS
dilezitd pro rist mySich embryonalnich fibroblastl a invazivitu nezavislou na transformaci
onkoproteinem Src, coz naznacuje mechanismus odlisny od toho, ktery byl diive popsan pro
Ulohu CAS v maligni progresi. Nae vysledky naznacuji, Ze komplex PKN3-CAS
predstavuje atraktivni terapeuticky cil u malignich onemocnéni i v pozdnim stadiu.



