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Abstrakt:

Tato bakalarska prace se zabyva shrnutim dosavadnich poznatk( o neuron navigdtorovych proteinech
(NAV) v migraci nadorovych bunék. Neuron navigatorové proteiny jsou proteiny asociované
s cytoskeletem. Interaguji s mikrotubuly i aktinovymi vlakny. Obsahuji nékolik konzervovanych domén,
které se mezi isoformami rodin neuron navigatorovych proteini moc nelisi. Dale obsahuji riizné dalsi
motivy, které se ¢asto prekryvaji a nejsou proto konzervované. Nejlépe prostudovana je uloha neuron
navigatorovych protein( v ristu a vedeni axon(l. Recentni studie ovsem ukazuji na jejich dalezitou roli
v regulaci migrace, invazivity a metastazovani. Neuron navigatorové proteiny ovliviiuji rizné signalni
drahy, které reguluji zejména cytoskelet, migraci a epithelo-mesenchymalni tranzici. Zmény exprese
neuron navigatorovych protein( jsou pozorovany v riznych onkologickych onemocnénich, zejména

u metastazujicich bunék. Tyto zmény ¢asto koreluji s prognézou onkologickych pacient.

Klicova slova: NAV1, NAV2, NAV3, progrese nadoru, migrace, cytoskelet

Abstract:

This bachelor thesis focuses on the summary of the current knowledge of neuron navigator proteins
(NAVSs) in migration of tumor cells. Neuron navigator proteins are cytoskeleton-associated proteins.
They interact with microtubules and actin filaments. Neuron navigator proteins contain several
conserved domains that do not differ much between isoforms of neuron navigator protein families.
They also contain different motifs that often overlap and are therefore not conserved. Neuron
navigator proteins are most known as a proteins participating in axon guidance and growth. However,
recent studies point to their important role in regulation of migration, invasiveness and metastasis.
Neuron navigator proteins are affecting several signaling pathways. Mainly signaling pathways,
that are regulating cytoskeleton, migration and ephitelial-to-mesenchymal transition. Alternations
in the expression of neuron navigator proteins are observed in various cancers, especially in metastatic

cells. These changes often correlate with prognosis of cancer patients.
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1. Uvod

Migrace bunék je jednim z nejdlleZitéjsich procest v Zivych organismech. Vyskytuje se od bakterii
az po mnohobunécné organismy. Uplatriuje se ve vyvoji, imunité nebo napfiklad v procesu hojeni.
Poruchy v regulaci mohou vést k riznym patologickym staviim zahrnujicim metastazovani nadord,
chronické zanéty, nebo autoimunitni onemocnéni. Na deregulaci migrace se podileji rlizné faktory,
napriklad genetické mutace, zmény v signdlnich drahdch a zmény mikroprostredi, véetné extracelularni

matrix.

Metastazovani nadorl patii mezi nejzavaznéjsi komplikace nadorovych onemocnéni. Je to i nejcastéjsi
pri¢ina umrti onkologickych pacient(. V procesu metastazovani se nékteré buriky primarniho nadoru
oddéli a Sifi do jinych casti téla. Klicovym krokem procesu metastdzovani je pravé schopnost bunék

migrovat a invadovat do okoli.

Neuron navigatorové proteiny (NAV) jsou proteiny asociované s cytoskeletem, které byly popsany jako
reguldtory pro vedeni a rlist axond ve vyvijejicim se nervovém systému. Recentni studie ale ukazuji,
Ze hraji dulezitou roli i v jinych bunéénych procesech zahrnujicich migraci a invazivitu bunék. V lidském
organismu se vyskytuji tfi zastupci rodiny NAV proteind (NAV1, NAV2 a NAV3). NAV proteiny obsahuji
nékolik konzervovanych uUsekl se specifickymi doménami. Patfi mezi né doména kalponinova (CH),

AAA+ (ATPases Associated with diverse cellular Activities) a coiled-coil.

V poslednich letech se proteiny rodiny NAV zkoumaji i v souvislosti s jejich ulohou v nadorovych
burikdch. NAV proteiny se vyskytuji v mnoha typech nadord. V nadorech je exprese NAV proteinl ¢asto
zvysena nebo sniZena. Exprese NAV3 protein( Casto koreluje s proliferaci, migraci a invasivitou
nadorovych bunék a z klinického hlediska i s prognézou pacientll. Pochopeni mechanismd, jakymi
se NAV proteiny podileji na regulaci migrace a invasivity by mohlo pomoci ve vyvoji novych zpUsobu
protinddorové Iécby a samotné NAV proteiny by potencionalné mohly slouZit jako cile pro nddorovou

terapii.

Cilem této bakalarské prace je predstaveni neuron navigatorovych proteinl a shrnuti jejich ulohy

v migraci, invazivité a metastazovani nadorovych bunék.

2. Neuron navigatorové proteiny
Neuron navigatorové proteiny jsou proteiny asociované s cytoskeletem. Interaguji jak s aktinovymi
vlakny, tak s mikrotubuly. Vyskytuji se pravdépodobné u vsech bilaterdlnich Zivocichl. Role NAV

proteind v organismu zahrnuje smérovani a rlst axonu, bunéénou migraci a invazi. Obratlovci maji tfi



zastupce rodiny neuron navigatorovych proteind. Neuron navigatorové proteiny 1 (NAV1), neuron
navigatorové proteiny 2 (NAV2) a neuron navigatorové proteiny 3 (NAV3). Jejich nejznamé;jsimi
homology jsou proteiny Unc-53 z Caenorhabditis elegans a proteiny Sickie z Drosophila melanogaster.
Proteiny Unc-53 se podileji na vyvoji nervového systému (Hekimil & Kershaw, 1993) a proteiny Sickie
reguluji aktinovy cytoskelet pfi vyvoji houbového téliska (mushroombody) v mozku (Abe et al., 2015).
Jejich nejblizsimi sekvenénimi homology jsou proteiny NAV2 (Maes et al., 2002). V této praci budou

neuron navigatorové proteiny nadale oznacovany jako proteiny NAV.

Exprese NAV proteinl je nejvyssi vembryondlnim vyvoji. NAV proteiny se vyskytuji v mnoha
bunécnych typech a jsou i tkariové specifické. VSechny tfi rodiny NAV protein( se exprimuji pfi vyvoji
mozku. Nejvyssi exprese NAV1 proteind je vsrdci, dale v placenté, mozku a nervové soustavé.
Po narozeni se exprese NAV1 vyrazné snizuje. U NAV2 proteind byla nejvyssi exprese pozorovana
v ledvinach a jatrech, poté nizsi hladiny v mozku, srdci, placenté a plicich (Maes et al., 2002). NAV3

proteiny se exprimuji prevazné v mozku.

Na bunécné urovni jsou NAV proteiny lokalizovany v cytoplazmé a také jsou soucasti centrozomd
(Martinez-Lépez et al., 2005; Merrill et al., 2002). Geny pro NAV proteiny jsou lokalizované na rliznych
chromozomech. Lokalizace genu pro NAV1 je v pozici 19g32.1, pro NAV2 v 11p15.1 a pro NAV3 v pozici
12g21.1 (Maes et al., 2002).

2.1 Nazev a Historie

Lidské NAV proteiny byly objeveny roku 2002 nezavisle na sobé v nékolika laboratofich. V nejstarsich
publikacich jsou proto oznacovany pod rlznymi nazvy, jako POMFIL1 (NAV3), POMFIL3 (NAV1)
a POMFIL2, RAINBI1, HELAD1 (NAV2). NAV3 byl objeven jako protein v jadernych pérech neuronl
(pore membrane and filament interacting like protein 1) (Coy et al., 2002). NAV2 byl identifikovan
jako gen odpovidajici na all-trans retinovou kyselinu (retinoic acid inducible in neuroblastoma cells)

(Muley et al., 2008).

2.2 Struktura

NAV proteiny a jejich homology jsou relativné velké proteiny (>200 kDa) a vyskytuji se v nékolika
isoformach. Jednotlivé isoformy se liSi pfedevsim v oblastech mimo konzervované domény. To ukazuje
na dulezitost jak konzervovanych domén, tak i sousedicich oblasti. Oblasti, sousedici s konzervovanymi

doménami, mohou byt dilezité pro tkanovou specifitu, naopak konzervované sekvence zajistuji



zakladni funkce NAV proteinl. NAV1 proteinu oviem chybi jedna ze zdkladnich domén, a to doména

kalponinovd (Maes et al., 2002).

Konzervované oblasti zahrnuji domény kalponinovou (CH), AAA+ (ATPazy asociované s rlznymi
bunéénymi aktivitami) a coiled-coil (CC) (Maes et al., 2002). CH doména se vyskytuje na N konci.
Zahrnuje asi 110 aminokyselin (shrnuto v: Powers et al., 2023) a obsahuje nékolik sekvenci, které jsou
schopné se vazat na aktin a/nebo tubulin. Mechanismus regulace vazby vSak dosud nebyl objasnén.
AAA+ doména je zachovana u vsech isoforem napfi¢ vSemi organismy a povaZzuje se za zakladni
poznavaci motiv NAV proteind. V centru je ATPazovy core region zahrnujici asi 116 — 155 aminokyselin.
Kolem ATPazového centra je nékolik mensich motivd s celkovou délkou 401 — 452 aminokyselin
dlleZitych pro vazbu ATP a jeho hydrolyzu, které jsou kupodivu také velice konzervované (shrnuto v:
Powers et al., 2023). Tyto motivy zahrnuji Walker A (P-loop) a Walker B motiv (Van Haren et al., 2009).
ATPazové core je lemovano vysoce konzervovanou sekvenci (shrnuto v: Powers et al., 2023). Na C konci
se vyskytuji coiled-coil (CC) domény. CC domény se Casto Ucastni protein-proteinovych interakci. Kazdy
NAV protein obsahuje tyto domény dvé. CC domény se vidy vyskytuji v definované vzdalenosti
od AAA+ domény (Maes et al., 2002; shrnuto v: Powers et al., 2023). Dalsi nalezené motivy zahrnuji
sekvence s nizkou komplexitou (low complexity sequences, LCSs): regiony bohaté na serin (serine-rich
regions, SRRs), SxIPs motivy a nékolik vnitiné neusporadanych region( (intrinsically disordered regions,
IDRs). Tyto sekvence se Casto prekryvaji a nejsou tudiz uz tolik konzervované (shrnuto v: Powers et al.,
2023). SxIPs ([ST]-X-[IL]-P) patfi mezi motivy, které se casto vyskytuji u +TIPs proteint (proteind vazajici
+ konec mikrotubul() a vazajici EB1 (end-binding) proteiny (Honnappa et al., 2009). V NAV proteinech
se vyskytuji v rlzném poctu a vétSinou na N-konci (hNAV2 (human NAV2) ma jeden motiv navic

na C konci proteinu) (shrnuto v: Powers et al., 2023).



Obrdzek 1: Obecnd organizace domén rodin NAV protein(
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3. Cytoskelet

Cytoskelet je dynamicka proteinova sit tubul( a filament, ktera se vyskytuje po celé burice. Sklada
se ze tfi zékladnich typl vldken a to mikrotubull, aktinovych filament a intermedialnich filament.
Cytoskelet se vyskytuje jak v cytoplazmé, tak v organeldch. Vytvafi i samostatné organely, napfiklad
bi¢iky, nebo cilie. Cytoskelet v burice zajistuje mnoho funkci. Umozriuje pohyb a déleni bunék,
mechanickou stabilitu, podili se na tvorbé adhezi mezi burikami a mezi burikou a ECM, pomaha pohybu
organel a zajistuje jejich lokalizaci. DlleZitou vlastnosti cytoskeletu je schopnost polymerizace
a depolymerizace cytoskeletarnich vldken. De/polymerizace probiha na zakladé specifickych signald,
které prichazeji z vnéjsiho i vnitfniho prostfedi. Diky dynamické polymerizaci je cytoskeletalni sit
schopna neustdlé remodelace, a to ji umoznuje zastavat vyse uvedené funkce (shrnuto v: Fletcher &

Mullins, 2010).

3.1 Aktinovy cytoskelet

Aktinovy cytoskelet vytvari nejtenci cytoskeletalni vldkna s priimérem 4-7 nm. Aktinova vlakna existuji
ve dvou formach, které jsou v burnce zastoupeny pll na pal, a to v monomerni (G-aktin),
anebo v polymerni (F-aktin) formé. Monomery aktinu se v cytoplazmé nevyskytuji samostatng,

ale jsou vazany monomer-vazajicimi faktory. K polymeraci aktinovych monomerQ je potreba ATP,



které se po zabudovani aktinovych monomert do vldkna rozkldda na ADP a fosfat. Polymerni vlidkna
jsou polarni. Jedna jejich strana polymerizuje rychleji. Tato strana se nazyva +/barbed/rostouci konec.
Druha strana polymerizuje pomaleji. Ta se nazyva —/pointed konec. Polymerace neprobihd samovolné.
le zapotfebi mit nukleacni centrum tvorené z aktinovych trimer(/tetramer( neboli nukleator(.
Nukledtory jsou proteinové komplexy, které pomahaji iniciaci polymerizace tim, Ze vytvareji mista,
kam monomery mohou nasedat a spojovat se ve vldkna. Mezi nejznaméjsi nukledtory patfi forminy
a komplex Arp2/3. Komplex Arp2/3 se sklada z aktin-pfibuznych proteind (Arp) 2 a 3 (shrnuto v: Schaks
et al., 2019a). Arp2/3 proteiny jsou monomernimu aktinu velmi podobné. Spolu s monomery aktinu
se navazuji ze stran jiz vzniklych aktinovych vlaken a vytvareji na nich nova nukleacni centra. Aktinova
vldkna ale pouze vétvi. Nova vldkna vytvaret nedokazou. Nové polymery vyrlstaji v uhlu 70°.
Aby Arp2/3 komplex fungoval, je potfebna jeho aktivace. K jeho aktivaci slouzi faktory NPF (nucleation

promoting factors) (shrnuto v: May, 2001; Schaks et al., 2019b)

3.1.1 Migrace bunék a aktinovy cytoskelet
Proces migrace bunék je jednim ze zakladnich projevi Zivych organism{. Proces je to velice
konzervovany. UmozZnuje burikdm pohyb, ménit pozice a vytvaret a udrZovat tkané a organy. Uplatiuje

se v embryonalnim vyvoji, homeostazi a regeneraci.

Migrace vyuZivaji i nadorové bunky pfi metastazovani. Proces metastazovani zahrnuje nékolik kroka.
V prvnim kroku se buriky museji odpojit od primarniho nadoru (pferusuji se mezibunécné spoje
anékteré spoje mezi bunkou aECM). Nasleduje invaze okolni tkané a intravazace
do krevniho/lymfatického systému. Krevnim/lymfatickym recistém se bunky Sifi az na misto,
kde se mohou usadit. K tomu jim napomahaji rlizné signalni molekuly, mezi které patfi chemokiny
a rlstové faktory. Po usazeni bunék na sekunddrnim misté dochazi rovnou nebo po obdobi dormance

k proliferaci a tvorbé metastaz (shrnuto v: Fares et al., 2020).

Aby bunky byly schopné migrace, prochazeji procesem zvanym epithelo-mesenchymalni tranzice
(EMT). V tomto procesu dochazi k nékolika zasadnim zménam na morfologické, signalni i genetické
urovni. Z epitelidlnich, nepohyblivych, polarizovanych bunék s bunécnymi adhezemi se stavaji buriky
mesenchymalni, nepolarizované a schopné pohybu. Tato tranzice jim napomaha k adaptaci v jiném
prostiedi (shrnuto v: Voulgari & Pintzas, 2009). EMT je ¢asto definovana ztratou epitelidlniho markeru
E-kadherinu a zvySenou expresi mesenchymadlnich markerd vimetinu a N-kadherinu. Celd EMT
je indukovana raznymi faktory a signdlnimi drahami. Signadly zahrnuji rlstové faktory TGF-B
(Transforming Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor),

transkripéni faktory, komponenty ECM, onkogeny a zanéty. Mezi transkripéni faktory, které reprimuji



epitelidlni geny (geny pro E-kadherin...), patfi snaill, snail2, TWIST1 (Twist-related protein 1), TWIST2
(Twist-related protein 2), ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) a ZEB2 (Zinc finger E-box-
binding homeobox 2). Kromé represe epitelidlnich genl také bud pfimo nebo nepfimo aktivuji geny
asociované s mesenchymalnim fenotypem (fibronektin, vimetin, N-kadherin) (shrnuto v: Pastushenko

& Blanpain, 2019).

Jednim z ddlezitych déja, které migraci umoznuji, je polymerace aktinovych vldken. Polymerace
aktinovych vldken vede ktvorbé vybézkd plazmatické membrany. Vybézkl existuje nékolik typd.
Ploché vybézky se oznacuji za lamelipodia. Lamelipodia maji na bazi nerozvétveny aktin, ktery
se postupné smérem k vedoucimu konci vétvi za pomoci Arp2/3 komplexu. Jak vldkna polymeru;ji,
tak tla¢i na membranu a vytvafi tlak, ktery pohani pohyb vpred. Tento mechanismus se uplatniuje
hlavné u mesenchymalni migrace. Filopodia jsou vybézky uzkého, protahlého tvaru. Obsahuji lUzce
svazand aktinovd vlakna. SlouZi jako senzorické struktury, které detekuji signaly, napfiklad
chemoatraktanty. Pro pohyb v 3D matrix je potfeba i schopnost prestavovat extracelularni matrix
(ECM). K tomu slouzi invadopodia a podosomy. Invadppodia jsou rovnéZ vybézky bohaté na aktin,
ale navic maji schopnost proteolytické aktivity. Podosomy a invadopodia jsou velmi podobné struktury.
Rozdil mezi nimi je hlavné ve velikosti, po¢tu a funkci. Podosomy se vyskytuji napfiklad u makrofagg,
dendritickych bunék a osteoklastll. Podosomy jsou mensi a je jich vétsi pocet, jsou stabilni pouze
nékolik minut a degraduji ECM v mnohem mensi mife. Na druhé strané invadopodia jsou vétsi,
vyskytuji se v mensim poctu, ECM degraduiji silné a jsou stabilni az hodiny. Invadopodia jsou spojovana
se schopnosti invazivity nadorovych bunék. DlleZitymi proteiny v oblasti invadopodii jsou matrixové

metaloproteinazy, které slouzi k degradaci ECM (shrnuto v: Svitkina, 2018; Yilmaz & Christofori, 2009)

V iniciaci polymerace aktinu a udrZovani polarity bunék hraji dlleZitou roli malé GTPazy. Malé GTPazy
jsou schopné prenaset signaly od chemokind, rlistovych faktor( a adhezivnich receptor( na efektorové
proteiny remodelujici aktin. Malé GTPazy se aktivuji vazbou GTP, jejichZz navazani zprostifedkovavaji
GEF faktory (faktory vymériujici guaninové nukleotidy). Castymi efektory GTPaz jsou kindzy (Racl
a Cdc42 aktivuji kindzy rodiny PAK, RhoA aktivuji kindzy ROCK) (shrnuto v: Mosaddeghzadeh &
Ahmadian, 2021), nebo faktory podporujici nukleaci (NPFs). NPFs jsou velka rodina proteint, zahrnujici
proteiny WAVE (WASP-family verprolin homologous) a WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein).
Tyto proteiny maji doménu A, pres kterou se vazi jak k Arp2/3 komplexu, tak k monomerim aktinu
(shrnuto v: Rottner et al., 2021). Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) indukuje formovani
lamelipodii, Cdc42 (Cell Division Cycle 42) tvorbu filopodii a RhoA (Ras homolog family member A)
reguluje kontraktilitu a mezibunééné adheze. WAVE proteiny se vyskytuji v nékolika proteinovém

komplexu oznacujicim se jako WAVE regulatory complex (WRC, SCAR complex). WAVE proteiny



se podili na tvorbé aktinovych siti v lamelipodiich a jsou regulovan Rac GTPazou a proteiny ABI (shrnuto

v: Rottner et al., 2021).

3.1.2 NAV proteiny a aktinovy cytoskelet

Kalponinova doména (CH), kterou NAV proteiny obsahuji, se ¢asto vyskytuje u protein( vazajicich aktin,
ale i umnoha dalsich protein( Ucastnicich se signaini transdukce. CH domény jsou rozdéleny do tfi tFid.
Prvni tfida (CH1) ma schopnost vazat F-aktin. Druha tfida (CH2) se vaZe tandemové s CH1 a je potiebna
pro zvySeni afinity CH domén k F-aktinu. Treti tfida (CH3), kterou obsahuji i NAV proteiny, funguje zcela
odlisné. Na rozdil od CH1 a CH2 se nejcastéji vyskytuje samostatné a je schopna vazat nékolik jinych
proteind (napfiklad transgelin-1, Irch4 (Leucine-rich repeat and calponin homology domain-containing
protein 4) a kalponin-1), diky cemuz m3 zcela jiné funkce neZz domény CH1 a CH2 (Stradal et al., 1998;
Sytnyk et al., 2020). NAV proteiny pfes CH3 doménu primo interaguji s proteinem ABI-1 (Stringham &
Schmidt, 2009). ABI-1 (abelson kinase interactor) je protein z rodiny ABI protein(, které jsou nejcastéji
lokalizované na koncich mist bohatych na aktin v lamelipodiich a filopodiich. ABI-1 je soucasti WAVE
komplexu spolu s NAP-1 (Nucleosome Assembly Protein 1), SRA-1 (Steroid Receptor RNA Activator 1),
HSPC300 (Hematopoietic Stem/Progenitor Cell Protein 300) a WAVE proteiny (Rottner et al., 2021).
WAVE komplex se Ucastni regulace formovani aktinového cytoskeletu pres interakce s Arp2/3
komplexem. ABI-1 se k WAVE proteinu vaZze N-koncovou doménou a zaroven se pres SH3 doménu vaze
k N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein). N-WASP stimuluje na aktinu zavisly vezikularni
transport a endocytdzu (Innocenti et al., 2005). Nejdllezitéjsi GTPazou v uvedenych procesech je Racl
(Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1). Rac-1 se Ucastni bunécného rlstu a reorganizace
cytoskeletu. Racl se vaze na SRA-1 protein, a tim WAVE komplex aktivuje. Dalsi GTPazy (napfriklad
Cdc42 a Rho G) pravdépodobné pomdhaji optimalizovat aktivitu celého WAVE komplexu. WAVE

komplex stimuluje Arp2/3 komplex k polymeraci aktinu (Rottner et al., 2021).

Ztrata exprese ABI-1 proteinl vede ke podobnym defektim bunécné migrace jako ztrata exprese NAV
proteind, proteind WAVE,nebo Arp2/3 komplexu. Pravé interakce NAV protein( s ABI-1 proteiny
mohou kontrolovat bunécny rist tim, Ze reguluji Arp2/3 komplex a tim polymerizaci aktinovych vldken.
Jednou z mozZnosti vysvétleni vyznamu interakce NAV protein(i a ABI-1 protein( je, Ze NAV proteiny
se chovaji jako scaffold proteiny. Scaffold proteiny jsou proteiny, které jsou schopné vazat 2 a vice
proteind najednou a napomahaji tak jejich interakci. NAV proteiny by tedy mohly pfindset ABI-1
proteiny do mist, kde polymerizuji aktinova vldkna a napomahat tak interakci ABI-1 protein( s dalSimi

regulatory aktinové polymerizace a s aktinovymi vlakny (Stringham & Schmidt, 2009).



3.2 Mikrotubulovy cytoskelet

Mikrotubuly jsou pomérné silnd cytoskeletarni vldkna s prdmérem okolo 25 nm. Pomahaji burikdm
udrZovat tvar a jsou soucasti riznych dynamickych procesu, zahrnujicich polarizaci, déleni a migraci
bunék. Mikrotubuly jsou potfebné i pro intracelularni transport, kde slouzi jako traté pro molekularni
motory. Zakladni jednotkou mikrotubulll je monomer tubulin. Tubulin je GTPaza. Mikrotubuly jsou
vladkna sloZena z protofilament. Protofilamenta jsou tvorena z dimeru stavénych na sebe. Kazdy dimer
je slozen z monomer( tubulinu a a B, které spolu interaguji v pozici hlava-ocas. a — tubulin vaze GTP.
Naproti tomu B-tubulin je schopen vazat jak GTP, tak GDP s fosfatem i pouze GDP. Dalsi formou
tubulinu je tubulin y. Tubulin y se vyskytuje pouze na za¢atku mikrotubul(l a vytvari tak zaklad pro jejich
vznik. Je asociovdn s MTOC (microtubule-organizing center), které je zodpovédné za organizovani
a nukleaci mikrotubul(. Primarnim MTOC je centrozom, ktery je hlavni strukturou podilejici se rovnéz

na bunécéném déleni (shrnuto v: Galjart, 2010; Goodson & Jonasson, 2018).

Polymerace mikrotubull probiha spise z jedné (+, rostouci) strany. JelikoZ jsou mikrotubuly dynamické
struktury, které neustéle polymerizuji nebo depolymerizuji, miZe nastat situace zvana mikrotubulova
katastrofa. Pfi mikrotubulové katastrofé prevazuje depolymerizace nad polymerizaci. Depolymerizace
je tak rychla, Ze se mikrotubuly nevratné rozpadnou. Opacny déj se nazyvd zachrana (rescue).
Dynamika mikrotubul(l zajistovana Fizenou polymeraci a depolymeraci aktinovych vldken umozniuje

fungovani komplexnich déj(, jako je pohyb bunék nebo déleni chromozom (shrnuto v: Galjart, 2010).

3.2.1 +TIPs

+TIPs neboli plus-end tracking proteiny je rodina proteint lokalizovanych na konci rostoucich
mikrotubulG spadajici do rodiny MAPs proteinli (Microtubule-associated protein). Nejcastéji
se vyskytuji na vedoucim konci mikrotubuld. +TIPs reguluji dynamiku mikrotubull a umoZiuji interakce
mezi bunécnymi komponenty a mikrotubuly. Podileji se tak na bunéfném déleni, migraci
a intracelularnim transportu. Na konce mikrotubull se +TIPs dostavaji pomoci molekularnich motor(
nebo difuzi. Vétsina +TIPs jsou stabilizatory (APC (Adenomatous Polyposis Coli), CLASPs (cytoplasmic
linker-associated proteins), CLIP-170 (Cytoplasmic Linker Protein 170), EB-1..). Kromé toho,
Ze jsou +TIPs asociované s mikrotubuly, tak asociuji i saktinovym cytoskeletem. S aktinovym
cytoskeletem mohou asociovat pfimo i nepfimo. EB-1 (end-binding) protein je jednim z hlavnich
regulator(l mikrotubulové dynamiky. Autonomné se vaze na tubulinové struktury a rekrutuje dalsi
+TIPs. Ostatni +TIPs se na EB-1 proteiny vazi bud pres CAP-Gly nebo SxIP motivy. Touto vazbou

se stimuluje prodluzovani mikrotubuld (Akhmanova & Hoogenraad, 2005; Galjart, 2010).



Mezi + TIPs patfi i NAV proteiny. Na + koncich mikrotubulll se objevuji zastupci vSech rodin NAV
proteind a vSechny tyto proteiny jsou schopné vazat a-tubulin. NAV proteiny asociuji i s EB-1 proteiny
(Van Haren et al., 2009). Stejné jako vétsina +TIPs proteind se NAV proteiny na EB-1 vazi pres SxIP
motiv. V NAV1 proteinech se motiv vyskytuje dvakrat. Pfi mutaci pouze v jednom z motivl k vazbé
stdle dochazi. Vazba je ovsem slabsi. Pokud se mutace vyskytuje v obou motivech, NAV1 proteiny
uz vazby nejsou schopné (Sanchez-Huertas et al., 2020). Propojeni mikrotubulll a aktinovych vldken
probihd pouze v pfitomnosti protein(i EB-1. Vétsina + TIPs proteind se na koncich mikrotubult
nedokdaze udrzet bez proteinu EB-1. NAV1 je vyjimkou a po rozpadnuti EB-1 komplexu s mikrotubuly
naddle interaguje a pomaha tim mikrotubuly stabilizovat (Sanchez-Huertas et al., 2020). Mezi +TIPs
proteiny probihd kompetice. Bylo zjiSténo, ze proteiny NAV1 soutézi s proteinem CLIP-170. Jejich

domény, pres které se na EB-1 protein vazZou, se prekryvaji (Van Haren et al., 2009).

Zivotnost mikrotubuld je ovlivnéna také kovalentnimi modifikacemi. Modifikace se objevuji pouze
na mikrotubulech s dlouhou délkou Zivota. Pomahaji k lepsi stabilité a flexibilité mikrotubul(l a zvysuji
afinitu k molekularnim motorim. Jednou z nejcastéjsich modifikaci je acetylace. Acetylace zvysuje
motilitu a afinitu k molekularnimu motoru kinesinu-1 (Reed et al., 2006). Burnky se sniZzenou expresi
NAV3 proteinli maji snizenou acetylaci mikrotubul{. Po nasledném obnoveni exprese NAV3 proteind
se acetylace mikrotubull znovu objevuje. To naznacuje uUlohu NAV3 proteind v napomahani
pfi procesu stabilizace mikrotubull (Cohen-Dvashi et al., 2015). Deacetylované mikrotubuly rovnéz
inhibuji endocytézu rlistového faktoru EGFR (epidermal growth factor receptor). Endocytéza EGFR
za¢ind vazbou ligandu na EGFR. Vazba spousti formovani klatrinového obalu, ktery zplsobuje
invaginaci membrany a vznik vacku. V bunkach se snizenou expresi NAV3 bylo pozorovano, ze EGFR
se na povrchu membrany kumuluje a zUstava delsi ¢as. Také internalizované vacky v bunce pretrvavaji
déle. Pfi zvyseni koncentrace receptorl pro EGFR na povrchu bunék se zpomaluje aktivace
,downstream” signalnich drah (hlavné ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase signhaling pathway)
a AKT (Protein Kinase B signaling pathway)) (Cohen-Dvashi et al., 2015). Tyto signaini drahy se podileji
na procesech migrace, bunécného ristu a diferenciace. Deregulace téchto signalnich drah se vyskytuje
v rliznych onemocnénich, véetné onkologickych. NAV3 proteiny se tedy miZou podilet na regulaci

téchto drah i nepfimo pres internalizace receptoru pro EGFR.

3.2.2 Ristovy kuzel
Rastovy kuZel (growth cone, GC) je struktura, kterd vede axony pfi jejich rlstu. Pomoci receptord
reaguje na vnéjsi signdly a nasledné vytvari nové neurity. RUstovy kuZel se nachazi na koncich neuritd.

Morfologie rlstového kuZele je velmi variabilni, je zavisld na typu nervovych bunék. Obecné



se ale rGstovy kuZel sklada ze tfi hlavnich domén, a to z domény centralni (C), periferni (P)
a prechodové (T). Periferni doména se nachazi na periferii neuritu. Vytvari se v ni membranové vybézky
filopodia alamelipodia, které maji hustou sit aktinovych vlaken. Rostouci konec P domény
je orientovan k plazmatické membrané. Centralni doména je naopak vyztuzena prevazné mikrotubuly,
které se podileji na stabilité rlistového kuZele a také umoznuji spolu s molekularnimi motory transport
proteind potfebnych pro rdst neuritd. Mikrotubuly jsou zde z vétsSi Casti orientovany + koncem
k periferii. Pfechodovd doména se nachdzi mezi centrdlni a periferni doménou. Obsahuje svazky F-
aktinu i mikrotubul. Pfechodovda doména umoznuje rozdéleni a napojeni perifernich a centralnich
domén (Dent & Gertler, 2003). Pfi rlstu rGstového kuzZele se nejdrive vytvareji membranové vycnélky
(filopodia, lamelipodia) na rostoucim konci. Po vytvoreni vy¢nélka (nebo-li po prodlouZeni rostouciho
konce) dochazi ke zvétSeni objemu, a to pomoci invazi mikrotubuld a transportem potrebnych vacku
a organel. Cyklus se zakoncuje vytvorenim pevnych spojl, které umozni stabilizaci celé struktury a cela
struktury. Pro funkci ristového kuzele je daleZita i prfitomnost +TIPs protein( (Dent & Gertler, 2003;

Hur & Zhou, 2011; Mortimer et al., 2008).

Obrdzek 2: Ristovy kuZel neuronu
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NAV proteiny se v rlstovém kuZelu vyskytuji také. Nejvyssi hustota NAV proteinll je v mistech,

kde se vytvareji membranové vybézky a v koncich neuritl. Jednou z Uloh NAV1 proteind je propojovani



nepolymerizujicich mikrotubulovych vldken s vldkny aktinovymi. Nejvyssi vyskyt NAV1 protein(
byl zjistén v F-aktin bohatych oblastech P domény (Sdnchez-Huertas et al., 2020). NAV1 proteiny
se podili jak na vedeni axonu, tak na smérovani rlstu rdstového kuZele. Pokud je shiZzena exprese NAV1
proteind, tak axony vykazuji vyssi hustotu filopodii a rlstovy kuZel je vice dynamicky. To ovSsem vede

k vyssi frekvenci spontannich ohybl axonu (Sanchez-Huertas et al., 2020).

Po vystaveni chemoatraktantu netrinu-1 u bunék se snizenou expresi NAV1 protein(, na netrin-1 axony
nereagovaly. Netrin-1 je chemoatraktant dlleZity pro vedeni axonu a migraci bunék hlavné pfi vyvoji
organismu. Za normalnich okolnosti je rlist a ohyb axonu sméfovan k netrinu-1 (Martinez-Lépez et al.,
2005; Sanchez-Huertas et al., 2020). Zvysena exprese NAV1 proteinl naopak dynamiku rdstového
kuZelu snizuje a zmensuje velikost filopodii (Sdnchez-Huertas et al., 2020). NAV proteiny neinterferuji

s polymeraci mikrotubul(. Pouze podporuji jejich stabilitu a zabranuji vzniku katastrofy.

NAV proteiny mohou mit i propojovaci funkci. Propojovani aktinovych a mikrotubulovych vlaken
je dalezité jak pro udrZovani tvaru bunky a organizaci cytoskeletu, tak pro bunéénou migraci. Podili
se na tom rlizné proteiny, zahrnujici napfiklad spektriny, katastrofiny a také protein EB-1. NAV proteiny
jsou v pfimé interakci jak s aktinem (ptres N-koncovou doménu), tak s mikrotubuly. V rlstovém kuZelu
je propojeni aktinovych a mikrotubulovych vldken dileZité z nékolika divodud. Propojeni pomaha
mikrotubuly stabilizovat a zabraniuje tak jejich kolapsu a vytvareni nechténych ohybl axonu.
Dale propojeni koordinuje dynamiku ristu axon(, umozZiiuje spravné vedeni axonu a udrZuje celkovy
tvar bunék. Mikrotubuly rovnéz slouzi jako zaklad pro vybézky, zatimco aktin pomaha pohyb fidit (Dent

& Gertler, 2003; Lowery & Van Vactor, 2009).

Dalsimi dulezitymi +TIP proteiny, které se na NAV proteiny vazi, je skupina proteind TRIO. Proteiny
TRIO jsou rodina guanin nukleotid vyménnych faktor(i (GEFs), které reguluji malé GTPazy (napftiklad
Racl a RhoG). TRIO proteiny aktivuji GTPazy katalyzou vymény GDP za GTP. TRIO proteiny se ucastni
fady bunécnych procesl zahrnujicich napf. remodelaci aktinového cytoskeletu, migraci bunék a rlist

neuritll (Bateman & Van Vactor, 2001).

V hipokampalnich neuronech je exprese NAV1 proteinli nejvyssi. Nachazeji se zejména v blizkosti
domén bohatych na aktin, na + koncich mikrotubuld a v membranovych vybézcich. Snizenim exprese
NAV1 proteinG byly axony, oproti neuronlm s nezménénou expresi, zkracené. TRIO proteiny
se vyskytuji spolu s NAV1 proteiny na + koncich mikrotubull (i spolu s EB-1 proteinem), ve vaccich
v cytoplazmé a v rlstovém kuZelu. Pfi snizeni exprese proteinid NAV1 byly TRIO proteiny rozptylené
v cytoplazmé. To poukazuje na pravdépodobnou zavislost lokalizace TRIO proteind na NAV1
proteinech (Van Haren et al., 2014). Vacky obsahujici NAV-TRIO proteiny se spiSe vyskytovaly v periferii

bunék. Prfi expresi proteinl TRIO doslo k aktivaci Racl GTPazy. Pokud se exprese NAV1 proteind



v bunikach sniZila, aktivace Racl GTPazy byla rovnéZ snizena. Pfi snizeni exprese NAV1 proteind
nastavaly i problémy v aktinové siti. Vazba TRIO proteinli k NAV1 proteinlim mUzZe tedy zvySovat afinitu

pro Racl a RhoG GTPazy. Dal$i mozZnosti je, Ze TRIO proteiny GTPazy stabilizuji (Van Haren et al., 2014).

Kromé NAV proteinl potifebuji TRIO proteiny pro fungovani a lokalizaci i dalsi +TIPs proteiny. Jednim
z nich jsou EB-1. TRIO proteiny se vazi k EB-1 a NAV1 proteinim pres separatni domény. NAV1 proteiny
vazbu TRIO proteinl k EB-1 proteinim posiluji. Interakce vSech tfi komponent (NAV, EB-1 a TRIO
proteind) jsou dulleZité hlavné pro rdst neuritld. Navic je pravdépodobné, Ze spolu vsechny tfi

komponenty vytvéreji komplex (Van Haren et al., 2014).

Obrdzek 3: Navrhovany model funkci a proteinovych interakci NAV proteint v ristovém kuZelu
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4. Neuron navigatorové proteiny a onkologicka onemocnéni

Vyskyt neuron navigatorovych protein( v nadorovych onemocnénich je velmi Casty. Exprese NAV
proteinl je ve specifickych nddorovych burikdch ¢asto zvySend nebo naopak snizena. NAV proteiny
pravdépodobné mohou podle kontextu pusobit jako tumor supresory nebo naopak podporovat
progresi nador(. Pres rlizné signalni drahy, které reguluji cytoskelet, transkripci gen( a pretvareji okoli,
se NAV proteiny podileji na regulaci invazivity, migrace, proliferace a metastazovani. Exprese NAV

proteinl Casto koreluje s horsi progndzou onkologickych pacient(.

4.1 NAV2

Zvysena exprese NAV2 proteini byla objevena v nékolika typech nador(. Napfiklad v burikach
maligniho melanomu, kolorektdlniho karcinomu a v bunkach sarkomu délohy. Ve vsech pfipadech
zvySend exprese korelovala s vétsi schopnosti migrace a invazivity bunék a s metastdzovanim.
V bunkach maligniho melanomu byla objevena hladina NAV2 vysSi nez ve zdravé kozni tkani.
Metastazy melanomd mély hladiny NAV2 protein( jesté vyssi, néz byly hladiny v nadorech primarnich.
Kromé Spatné klinické progndzy a kratsi doby preZiti u onkologickych pacientd, nadorové burnky rychleji
migrovaly, mély vétsi schopnost invazivity a exprimovaly EMT markery (napf. N-kadherin, vitemin,
snail) (Hu et al., 2019). V bunkach sarkomu délohy byla zvySena exprese NAV2 proteinu asociovana
s agresivnéjSim chovanim nador( a také s nizsi mirou preziti (Davidson et al., 2017). V burikach lidského
kolorektalniho karcinomu byla také zjiSténa zvySena exprese NAV2 korelujici s negativni klinickou
progndzou pacientl a vétsi schopnosti bunék migrovat a metastazovat (Tan et al., 2012). Nezavisla
studie rovnéz prokazala vysokou expresi NAV2 (HELAD1) proteinG také v kolorektalnim karcinomu.
Exprese genu pro NAV2 byla snizena pfi zvySené expresi proteinu APC (adenomatous polyposis coli).
Pti snizeni exprese NAV2 proteinl byl inhibovan rdst bunék a byla indukovana jejich smrt (Ishiguro et

al., 2002).

4.2 NAV3

Pacienti s horSimi klinickymi prognézami a s nadory s vétsi schopnosti migrace maji expresi proteind
NAV3 vétSinou snizenou. V burikdch kolorektdlniho karcinomu byly objeveny ¢asté delece v genu
pro NAV3 protein. Tyto delece souvisely se snizenou expresi NAV3 proteind, kterd vedla ke zvyseni
aktivity signalnich drah Jak/STAT a GnRHR (Gonadotropin-releasing hormone receptor) (Carlsson et al.,
2012). Obdobné vysledky pfinesla i dalsi studie na modelu kolorektalniho karcinomu, kdy snizeni
exprese NAV3 podporovalo migraci, invazivitu bunék a EMT. Naopak v nadorech neschopnych

metastazovat byla exprese NAV3 zvysena. Ve vysledku byl NAV3 oznacen za nadorovy supresor



(Uboveja et al., 2020). Podle vysledkl jiné studie ale pacienti se snizenou expresi NAV3 protein(
v kolorektalnich nddorech vykazuji naopak lepsi klinické progndzy a nadorové burky proliferuji méné

(Li et al., 2022), coZ naznacuje, Ze vliv NAV3 miZe byt zavisly na signalnim nastaveni bunék.

U bazoceluldrnich a dlazdicobunéénych karcinom( byla zjisténa ztrata alel v NAV3 genu u 20 - 25 %
vzork( a sniZzenim exprese NAV3 proteind byla zvySena transkripce genl souvisejicich s nadorovym
ristem primarnich keratinocytll. V burikdch bazoceluldrnich agresivnich karcinomd byly ovSem
objeveny i nékteré populace bunék s NAV3 amplifikaci. Amplifikace NAV3 proteini se nejvice
objevovaly ve $patné diferenciovanych nadorech. Snizena exprese NAV3 proteinl vedla k vétsi
agresivité nadoru. Tyto informace naznacuji heterogenitu nadorové bunécné populace (Maliniemi et
al., 2011). V leiomyeomech délohy byla exprese NAV3 protein( také sniZzena. Snizenim exprese NAV3
proteind se zvySovala aktivita drahy GnRHR. ZvySena signalizace pfes GnRHR drahy méla za nasledek

vétsi objem nador( (Aly et al., 2019).

5. NEURON NAVIGATOROVE PROTEINY V SIGNALNICH DRAHACH

Kromé pfimych interakci s cytoskeletem a jeho proteiny, jsou NAV proteiny soucasti riznych signalnich
drah. Signdlni draha je proces, pfi kterém se kaskadovité prenasi signal z jednoho mista v burice
na druhé. Vyusténim tohoto procesu je aktivace/regulace bunéénych procesl a odpovédi zahrnujici
bunécné déleni, rist, genovou expresi a apoptdzu. NAV proteiny se vyskytuji hlavné v drahach, které
se podileji na remodelaci cytoskeletu, migraci a invazivité bunék. Pfesné mechanismy, jakymi NAV

proteiny tyto drahy reguluji, oviem jesté nejsou objasnéné.

5.1 p73

Protein p73 je clenem rodiny p53 a homologem tumor supresoru p53. Rodina proteind
p53 jsou dlileZité proteiny, které se Ucastni kontrolnich mechanismi apoptdzy a bunééného cyklu. P53
je gen nejfrekventovanéji mutovany v lidskych nadorovych onemocnénich. P53 a p73 maji nékolik
strukturné homolognich oblasti, mezi které patfi i DNA-vazebna doména. Pomoci této domény se p53
a p73 vaii na néktera stejnd mista na DNA. P73 je tedy schopny diky této doméné regulovat bunécny
cyklus a apoptdzu stejnym zplisobem jako p53. K dokonceni je ale p53 neustdle potreba (reguluje jiné
potifebné geny) (Davis and Dowdy, 2001). P73 indukuje apoptdzu, kontroluje bunécnou migraci,
metastazovani a epitelo-mesenchymalni tranzici (Davis and Dowdy, 2001; shrnuto v: Ramos, Raimundo

and Saraiva, 2020). Na promotoru NAV3 genu se vyskytuji dvé mista (pozice od TSS (transcription start



site) jsou - 1175 aZ - 1143 a + 2433 aZ + 2466), na které se p73 vaZe a podili se tim na jeho regulaci
(Uboveja et al., 2020).

Buniky s vypnutou expresi NAV3 a p73 proteinl projevuji vyssi schopnost migrace a invazivity
v bunikach kolorektalnich nador(. Po zvyseni exprese NAV3 proteinu se migrace naopak snizuje.
To naznaduje, Ze opétovné spusténi exprese NAV3 proteinl je dostatecné pro potlaceni migrace.
Apoptoticka aktivita se ukazala pouze v bunikach s expresi proteinli p73. NAV3 tedy tuto aktivitu nema.
Vysledky naznacuji, Ze kontrola migrace a invazivity p73 probiha pres zvySeni genové exprese genu
NAV3 (Uboveja et al., 2020). NAV3 také zabranuje EMT. V burikach s vypnutou expresi NAV3 proteind
byla exprese E-kadherinu vyrazné snizena, a naopak se zvysila exprese N-kadherinu, snailu, viteminu
a fibronectinu. V burikach s vypnutou expresi p73 protein( doslo k podobnému efektu (Uboveja et al.,

2020).

E-kadherin je transmembrdnovy protein, ktery vytvari bunécné adheze a udrzuje bunécnou epitelialni
integritu. Extracelularni ¢asti se propojuje s E-kadheriny bunék vedlejSich. Cytoplazmatickou ¢asti
se propojuje pomoci kateninl k aktinovému cytoskeletu (shrnuti v: Collinet and Lecuit, 2013). Jeho
ztrata je charakteristickym znakem EMT a casto se vyskytuje v tumorové progresi vétsiny epitelidlnich
nadord. Regulace E-kadherinu je dualeZitd jak na transkripcni, tak posttranskripéni drovni.
Na transkripéni Urovni je regulovan represory. Mezi represory patfi i snaill a snail2 (Nieto, 2002).
Expresy téchto represorl indukuji rdzné faktory, zahrnujici TGF (transforming growth factor), HGF
(hepatocyte growth factor) a Wnt. Postranskripcni regulace probihd i pres B-katenin. Kromé schopnosti
migrace a invazivity, se p73 spolu s NAV3 podili tedy i na EMT a remodelaci cytoskeletu (Uboveja et al.,

2020).

5.2 Wnt signalni draha

Wnt signalni draha je jednou z nejdllezitéjsich drah podilejicich se na bunécné proliferaci, tumorgenezi
a diferenciaci bunék. Jeji deregulace je velmi ¢asta v nadorovych burikdch. Centralni molekulou Wnt
signalni drahy je B-katenin. B-katenin je protein, ktery propojuje kadheriny s cytoskeletem a umoziuje
tim bunécné adheze. Urcitd ¢ast B-kateninu se vyskytuje volné v cytoplazmé. Pokud je B-katenin
fosforylovan serin/threonin kindsou GSK-3B (glykogen synthasa kinasa 3 B), tak je Wnt draha vypnuta
(Willert & Nusse, 1998). GSK-3B vytvari s dalSimi proteiny (napfiklad kinasou 1 a, AXINem a APC
proteinem) komplex. Tento komplex napomaha B-katenin fosforylovat. Po fosforylaci je B-katenin
ubikvitovan a urcen kdegradaci v proteazomu. Jakmile se Wnt signalni molekula navaze
na koreceptory (FZD (frizzled receptors) a LRP5/6 (low density lipoprotein receptor-related proteins)),

spusti se signalizacni kaskdda a drdha se aktivuje. Aktivace drahy vede kinhibici GSK-3B kinazy,



a tim neschopnosti fosforylace B-kateninu. B-katenin je diky tomu hromadén v cytoplazmé. Jakmile
je hladina B-kateninu dostatecné vysoka, tak se pfemistuje do jadra. V jadfe interaguje s transkripénimi
faktory Tcf (T-cell factor)/Lef (lymphoid enhancer-binding factor) a spousti transkripci rlznych gent

Whnt signalni drahy (Kikuchi, 2000; Nieto, 2002; Rim et al., 2022).

Obrdzek 4: Wnt/B-kateninovd signdlni dréha

Vypnuta Wnt signalni draha Zapnutad Wnt signalni drdha

Degradace
B-kateninu

>< Cilové geny = Cilové geny

(Liu et al., 2022)

Pfi vyzkumu melanom( se ukazalo, Ze exprese NAV2 proteind je mnohem wvyssi u melanomu
neZ ve zdravych koZnich bunkdach. Zvysena exprese NAV2 zvysovala jak motilitu, tak schopnost
invazivity. Vypnuti exprese NAV2 protein( v koZnich melanomech zvysilo expresi E-kadherinu a naopak
snizilo expresi N-kadherinu a vimetinu. To naznacuje, Ze invazivita a proliferace by mohla byt
regulovana navozenim EMT pomoci NAV2 protein(. Transkripéni regulator Snail2, ktery podporuje

EMT, byl nalezen v korelaci exprese s NAV2 proteiny. V burikach se snizenou expresi Snail2 proteint




se exprese E-kadherinu zvysila, N-kadherinu a vimetinu snizila a buriky ztratily schopnost migrace. B-
katenin je jednim z regulator(, ktery reguluje expresi Snail2 protein( (stabilizace B-kateninu vede
k transkripéni aktivaci snail2 gen). Ve spusténé Wnt draze se zvysuje exprese snail2 protein( (shrnuto
v: Valenta et al., 2012). V bunikach s vypnutou expresi NAV2 protein(l se kromé sniZzené exprese Snail2
objevuje i snizena exprese B-kateninu a fosforylované GSK-3B. Pfi obnoveni exprese NAV2 proteint
se naopak exprese B-kateninu a GSK-3B zvysuje. Také se zjistilo, Ze pfi sniZzeni exprese Snail2 protein(
se exprese GSK-3B a B-kateninu nesniZila. Z téchto poznatkd se da usoudit, Ze NAV2 proteiny mohou
expresi Snail2 proteind regulovat prostfednictvim GSK-3B/B-kateninové drahy a tim podporovat

zrychleni progrese nador( podporou EMT (Hu et al., 2019).

B-katenin se podili i na regulaci GhnRHR/GnRH (gonadotropin-releasing hormone) drahy. GnRH draha
reguluje transkripci svych specialnich ¢tyr gend, a to Cga, Lhb, Fsh a Gnrhr. V jedné z hlavnich roli
je protein SF1 (steroidogenic faktor 1), ktery se vaZe na promotor téchto genl a reguluje tim jejich
transkripci. B-katenin reguluje GnRHR drahu prdvé pres SF1. B-katenin je v interakci s SF1 a funguje

jako jeho koaktivator (Salisbury et al., 2008).

Zvysena signalizace GnRHR drahy se pfi snizeni exprese NAV3 proteinl vyskytovala u gliom( (Carlsson
et al., 2013), basocelularnich a dlazdicobunécnych karcinomi (Maliniemi et al., 2011), kolorektalnich
karcinomu (Carlsson et al., 2012) a v leiomyomech (Aly et al., 2019). V gliomech se pfi sniZzeni exprese
NAV3 proteind kromé GnRHR upreguloval i membranovy protein IL23R. Také buriky kolorektalnich
nadorl s delecemi pro NAV3 gen (snizena hladina NAV3 mRNA) vykazovaly zvySenou hladinu proteint
IL23R (interleukin-23 receptor) a GnRHR. Receptory GnRHR a IL23R aktivuji signalni drahy jako GnRHR

a Jak-STAT, které jsou dilezZité pro karcinogenezi (Carlsson et al., 2013, Carlsson et al., 2012a).

B-katenin se v gliovych burikach vidy vyskytoval jako membranovy protein. Naopak v nadorovych
burikdch se v deseti pfipadech z Ctyficeti tfi vyskytoval i v jadre. Jadernd lokalizace B-kateninu
korelovala s metastazemi v lymfatickych uzlinach (Carlsson et al., 2012a). Z téchto poznatk( se usuzuje
moznost, Ze GNRHR draha by mohla byt regulovana pravé pres B-katenin. Pfesné mechanismy
plsobeni zatim nejsou znamy. Jeden z navrhl je, Ze NAV3 proteiny jsou soucasti kadherin-katenin-

aktinového komplexu a ovliviiuji tak mnoZstvi cytosolického B-kateninu (Carlsson et al., 2013).

Regulace IL23R také jeSté nebyla objasnéna. IL-23 je prozanétlivy cytokin, ktery produkuji buriky
imunitniho systému (napfiklad mikroglie). Ukazalo se, Ze IL-23 podnécuje rlist nadorl a angiogenesi.
Zvysené hladiny IL-23 cytokinl v nadorovych bunkach koreluji s horsi prognézou pacient a vyssi
schopnosti bunék metastazovat. IL-23 cytokiny také pomahaji vytvaret, mikroprostredi vyhodné;jsi

pro nadory (Carlsson et al., 2013; Parham et al., 2002).



Leiomyomy maji ¢asto zvySenou aktivitu GnRHR drahy a jeji nadmérna aktivita zvétSuje objem téchto
nadorl. Zaroven maji vétsinou sniZzenou expresi NAV3 proteind. Pfi pouZiti antagonistd/agonistl
GnRHR drahy (cetrorelix, leuprolide acetate) v nadorovych burikdch se snizenou hladinou NAV3
proteind, se hladiny NAV3 protein( zvysily. Je tedy mozZné, Ze se jedna o regulaci zpétnou vazbou. Nevi
se ale, jestli NAV3 proteiny funguji jako mediatory této drahy, anebo jako jeji vedlejsi produkt. Navyseni
NAV3 proteinll by mohlo ve vysledku vést ke snizeni ristu nadoru, zprostfedkovaného GnRHR. Dalsi
moznosti je, Ze regulace by mohla probihat pres ne-kanonickou drahu, kterd je hormondlné nezavisla

(Aly et al., 2019).

5.3 SSH1L/Kofilinova draha

Dalsi draha, kterou NAV proteiny ovliviiuji, je draha SSH1L/Kofilinova. Kofilin je ¢lenem rodiny aktin
depolymerizujicich faktort (ADF). Stimuluje rozpadani aktinovych filament na — konci. Tim se podili
na prestavovani cytoskeletu a dodavani aktinovych monomer( (shrnuto v: Ono, 2003). Fosforylovany
kofilin je jeho neaktivni formou. Negativnim reguldtorem kofilinu je LIM kindza, kterd kofilin
fosforyluje. Fosforylovany kofilin zabranfiuje formovani lamelipodii a polarizované migraci bunék.
Naopak, fosfatazy kofilin aktivuji (Niwa et al., 2002). Nejd(lezZitéjsi fosfatdzou je fosfatdza SSH1L
z rodiny slingshot (SSH). SSH1L ma aktin vazajici doménu. Je kolokalizovana na F-aktinu a jeji aktivita

koreluje s hladinami kofilinu (shrnuto v: Ghosh et al., 2004).

V nadorovych bunkdach tlustého stfeva korelovali hladiny NAV2 proteinl s fosforylaci jak SSH1L,
tak kofilinu. Tyto nadorové buriky mély expresy NAV2 proteinl zvySenou. Zvysené hladiny korelovaly
se Spatnou progndzou pacientd. Také se wvyskytoval rozdil mezi nadory metastazujicimi
a nemetastazujicimi. Metastazujici nddory mély hladiny NAV2 proteind, oproti nadorim
nemetastazujicim, vyssi. Naopak inhibice NAV2 proteinl migraci, invazivitu a schopnost metastazovani
sniZzovala. Pfi vypnuti exprese NAV2 protein( v burikdch se objevila snizend hladina fosforylované
SSH1L fosfatdzy a zvysSend hladina fosforylovaného kofilinu. Ztrata exprese NAV2 by tedy mohla
regulovat depolymerizaci F-aktinu (Tan et al., 2012). Mechanismy regulace nejsou zatim objasnéné,
ale dulezitd role NAV2 proteinl v kolorektalnich nadorech v podnécovani aktinové polymerizace

pres SSH1L/kofilinovou drahu je pravdépodobna.

5.4 Metaloproteinazy
Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou endopeptidazy, které se podileji na remodelaci ECM. Jsou

schopné degradovat a remodelovat ECM a stépit povrchové receptory, ristové faktory a dalsi MMPs.



Zvysend exprese MMP se v nddorovych burikdch objevuje casto. NejcastéjSimi metaloproteindzami
v invadopodiich jsou metaloproteindzy MMP-14, MMP-2 a MMP-9. MMP-14 (MT1-MMP, membrane
type 1-matrix metalloproteinase) je membranové vdzana proteinaza, kterd se kromé proteolytické
aktivity vyznacuje i funkci neproteolytickou. MMP-14 je exprimovana v rliznych bunécnych typech.
Naptiklad ve fibroblastech, epitelidlnich a endotelidlnich burikach, adipocytech a T a B lymfocytech.
MMP-14 je schopna degradovat rGzné slozky ECM zahrnujici kolageny typu |, Il a lll, fibronektin, laminin
a fibrin. Také umi aktivovat metaloproteindzy MMP-2 a MMP-13. MMP-2 je solubilni protedza
degraduijici kolagen typu IV. Kolagen typu IV je hlavni komponentou basalni membrany. Aktivace MMP-

2 je tedy duleZita pro invazivitu nadorovych bunék (Gifford & Itoh, 2019; Lee et al., 2013, 2022).

V lidskych melanomech se objevila mozna vzajemna regulace proteinu NAV3 a MMP14. NAV3 proteiny
jsou v lidskych melanomech exprimovany na koncich invadopodii. Podnécuji invazivni rist v 3D
kolagenu, prodlouzenou morfologii bunék a pomadhaji uréovat smér migrace. Buniky melanomu
se snizenou expresi NAV3 protein( migrovaly mnohem méné jak ve 2D, tak ve 3D kolagenu. V 70 %
melanomU se nalezla vysokd korelace NAV3 protein a MMP14. V ranych stadiich nadoru
se exprimovaly vidy oba druhy proteini. Naopak v pozdnich stadiich se exprese MMP14 a NAV3
proteinl zeslabila. Z toho vyplyva moZnost spole¢né regulace a také to, Ze v pozdéjsich stadiich jsou
MMP i NAV3 proteiny méné potiebné (Bugaeva et al., 2023). Mechanismus spole¢né regulace jesté
neni objeven. Jednou z mozZnosti regulace by mohla byt schopnost NAV3 proteint lokalizovat MMP-14
do invadopodii diky interakci s mikrotubuly, které jsou nezbytné pro transport. Dalsi moZnosti
je ovlivnéni pres regulaci endocytézy EGFR (epidermal growth factor receptor), na které se NAV3
proteiny podileji. EGF (epidermal growth factor) je jednim z dileZitych faktor( indukujici expresi MMP-
14. Zaroven MMP-14 podnécuje uvoliovani heparin-vazajiciho EGF-like fakoru (HB-EGF),
ktery indukuje NAV3 proteiny (Bugaeva et al., 2023).

V nadorovych bunkach tlustého stfeva svypnutou expresi NAV3 proteinll se pozorovala zvysena
exprese MMP2 a MMP9. Bunky s vypnutou expresi NAV3 protein( vykazovaly zvySenou schopnost
migrace a invazivity (Uboveja et al.,, 2020). Kromé MMP2 a MMP9, vykazovaly nadorové buriky
zvySenou expresi proteinu kortaktinu. Kortaktin je protein vazajici aktinova filamenta a reguluje
aktivitu Arp2/3 komplexu. Aktinova vldkna stabilizuje a reguluje jejich uskupeni v invadopodiich.
Také je schopen vazat rdzné rastové faktory, proteiny jako N-WASP, dynamin2 a chemokiny.
Je soucasti mechanickych adhezi a funguje jako signdlni molekula. Kaktinu se koraktin vaze
pres integrin linked kindzu (ILK) (shrnuto v: Jeannot & Besson, 2020; Jun et al., 2020). Hladiny MMP-2
a MMP-9 zavisi na kortaktinu (Clark et al., 2007). Je tedy mozZné hypotetizovat, Ze NAV3 proteiny
reguluji kortaktin a kortaktin nasledné MMP-2 a MMP-9 (Uboveja et al., 2020).



6. Zavér

U&elem této prace bylo shrnuti dosud zndmych informaci o neuron navigatorovych proteinech. Neuron
navigatorové proteiny (NAV) jsou proteiny asociované s cytoskeletem. Vazii se a interaguji
jak s aktinovymi vldkny, tak s mikrotubuly. Podileji se na duleZitych procesech v organismu, napftiklad
na smérovani a rlstu axonu. Také se podileji regulaci invazivity, migrace, proliferace a metastazovani

bunék. V nddorovych onemocnénich byly prokdazané zmény exprese NAV protein(.

Metastdzovani nadorovych bunék je nejcastéjsi pri¢inou Umrti lidi s nddorovym onemocnénim.
V procesu metastazovani jsou nddorové bunky schopny migrace a invaze do okolnich tkani.
Aby toho bunky byly schopné, prochazi epitelidini nadorové buriky procesem zvanym epithelo-
mezenchymadlni tranzice (EMT). Vtomto procesu se epitelidlni burnky stavaji burikami

mesenchymalnimi.

NAV proteiny jsou dileZitou soucasti signalnich drah. Tyto signalni drahy nejcastéji ovliviuji cytoskelet,
transkripci genl a epithelo-mezenchymalni transici. Protein p73, ktery je homologem znamého
proteinu p53, je dualeZitym proteinem regulujici bunécny cyklus. NAV3 proteiny pravdépodobné

ovliviuji pravé expresi proteinli p73. Diky tomu se podileji na regulaci kontroly migrace bunék a EMT.

Dalsi drahou, kterou NAV proteiny ovliviuji, je signalni drdha Wnt. V nadorovych burkach exprese NAV
protein( ¢asto koreluje s expresi Snail2 proteind. Snail2 proteiny jsou transkripcnimi faktory, ovliviujici
transkripci gend dilezitych pro EMT (a to aktivaci genl pro mesenchymalni tranzici a naopak represi
epitelidlnich gend). Potlacuji expresi proteinl zprostfedkovavajicich adhezi jako E-kadheriny
a umoznuji tak migraci bunék. Jednim z regulator(i proteinu snail2 je B-katenin, ktery se po stabilizaci
se premistuje do jadra a spousti expresi snail2. Je mozné, ze NAV proteiny jsou soucasti kadherin-
katenin-aktinovych komplexu, pres které reguluji stabilitu B-kateninu a tim ovliviiuji expresi proteinu

snail2 a reguluji EMT.

NAV proteiny také ovliviiuji membranové receptory jako GnRHR a IL23R. Tyto receptory spousti

dllezité drahy (jako JAK-STAT a GnRHR), které podporuji karcinogenezi.

DuleZitou ulohu v regulaci aktinového cytoskeletu ma kofilinova draha. Kofilin je protein schopny
depolymerizovat aktinova vldkna. Exprese NAV2 proteint koreluje s hladinou fysforylovaného kofilinu
a SSH1L. Nefosforylovany podporuje prestavbou cytoskeletu a tim i migrativitu bunék. Pfi vypnuti
exprese NAV protein(, se zvysila exprese fosforylovaného kofilinu. To naznacuje, Ze NAV proteiny

by mohly ovliviiovat schopnost bunék migrovat pravé pres kofilin.

NAV proteiny také hraji dualeZitou roli v prestavbé ECM, kde kooperuji s matrixovymi

metaloproteindzami (MMP). Hlavni tloha MMPs je degradace a remodelace ECM. Exprese NAV3



proteind a MMP14 je v nadorovych burikidch casto pozitivné korelovana. Zvysena exprese
v pocatecnich stadiich migraci napomaha a v pozdéjsich stadiich ji naopak spiSe omezuje. Je mozné,
Ze NAV3 proteiny pomahaji lokalizovat MMP14 do invapodii. NAV3 mohou regulovat metaloproteinazy

pomoci ovlivnéni EGFR.

Uloha proteind NAV v buné&nych procesech je neustale velmi mélo objasnéna. Pro lepsi pochopeni
mechanismU a uUlohy NAV protein v bunkach jsou potfebné dalsi studie, které mohou pomoci
jak k pochopeni Ulohy NAV proteinl v bunécnych procesech, tak i k moznosti jejich vyuZiti v Ié¢bé

nadorovych onemocnéni.
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