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IVADAS

Kiekvienai gyvai sistemai, nuo viruso iki ekosistemos, yra bidingi
vystymasis bei homeostazés palaikymas. Galima net teigti, jog tai yra esminiai
gyvosios gamtos bruozai. Daugialas¢iame organizme harmoninga vystymasi
bei homeostaz¢ uZztikrina rySiai tarp lasteliu. Nei viena Iastelé nesidalija,
nesidiferencijuoja arba nepereina | apoptoz¢ be atitinkamo procesa
reguliuojan¢io signalo. Reguliacijos defektai pasireiskia ivairiausiais
sutrikimais, ligomis ar sindromais, pazeidZianciais atskirus organus arba visa
organizma. RySkiausias tokiy ligu pavyzdys yra veézZys, pasireiSkiantis
nekontroliuojamu lasteliy dalijimusi, bei jvairiis imuning sistema pazeidziantys
sindromai, organizmo vystymosi sutrikimai.

Lastelés cikla ir diferenciacija reguliuojantys signalai dazniausiai yra
specifiniai augimo faktoriai, paskleisti skystoje terpéje tarp lasteliy ir
itakojantys tik tam tikras lasteliu grupes, turinias receptorius, giminingus
duotajam faktoriui. Receptorius, daZniausia esantis lastelés membranoje,
reaguoja su faktoriumi ir sukelia lastelés viduje biocheminiy reakciju granding,
nulemiancia tolesni lastelés likima. Pagrindiniai Siuy reakcijy dalyviai yra
baltymai. Lastelés baltymuy sudétis nulemia, ar lastelé reaguoja 1 iSorés signala
ir kaip ji 1 ta signala reaguoja. Vienas kertiniy lastelés likima nulemianciy
baltymy yra GTPazé Ras. Tiksliau, Siuo vardu yra vadinamos trys Ras
GTPazeés: N-, H- ir K-Ras. Jy aminoriigs§¢iy sekos ir funkcijos yra beveik
vienodos. [ Ras baltymus sueina jvairts reguliavimo keliai, priklausomai nuo
efektoriy balanso aktyvus Ras jjungia skirtingus procesus: dalijimasi,
diferenciacija, i§gyvenima, endo- arba egzocitozg, citoskeleto persitvarkymus,
jud¢jima (Bos 1989). Ras baltymai yra bitini lastelés funkcionavimui.
GTPaziy N-, H- ir K-Ras funkcijos didzigja dalimi persikloja ir pavieniy N-,
H- ir K-Ras genuy i§jungimas jtakos beveik neturi, tac¢iau visy Ras baltymy
ekspresijos iSjungimas yra mirtinas (Potenza, Vecchione et al. 2005). Ras
baltymuy mutacijos yra aptinkamos beveik visy vézio formy atvejais, jos
biidingos nuo 10 % (Slapimo puslés veézys) iki 90 % (kasos vézys) naviky

lasteliy (Pamonsinlapatham, Hadj-Slimane et al. 2009).



Baltymai Ras gali egzistuoti dvejose buisenose: neaktyvioje su GDP
sujungtoje (Ras-GDP) arba aktyvioje su GTP sujungtoje (Ras-GTP). Su GTP
sujungtas Ras gali saveikauti su reguliuojamaisiais baltymais ir veikti lastelés
funkcijas. Su GDP sujungtas Ras yra neaktyvus. Itin svarbi yra Ras aktyvumo
dinamika, tai yra, jjungimas ir i§jungimas, grieztas valdymas laike ir erdv¢je.
Ras mutacijos, salygojanc¢ios pastovy nereguliuojama Ras aktyvuma, skatina
nevaldoma lasteliy dalijimasi bei migracija ir taip pavercia sveikas lasteles
vezinémis. UZ Ras aktyvavima, tai yra nukleotido GDP pakitima nukleotidu
GTP yra atsakingi GEF vadinamy baltymy grupé — guanino nukleotido mainy
faktoriai. Aktyvus Ras dél nuosavo GTPazinio aktyvumo pamazu pats
hidrolizuoja GTP iki GDP ir pereina | neaktyvia forma, taciau natiiralus Ras
GTPazinis aktyvumas yra labai silpnas ir jo nepakanka, kad Ras biity valdomas
grieztai ir efektyviai. Todél egzistuoja uz Ras i§jungima atsakingi baltymai
RasGAP. Saveikaudami su Ras jie padidina Ras nuosava katalizini aktyvuma
iki 10° karty ir uztikrina staigy Ras i§jungima (Pamonsinlapatham, Hadj-
Slimane et al. 2009).

Taigi, GEF ir GAP baltymai betarpiSkai reguliuoja Ras jjungima ir
i§jungima. Taciau kas valdo reguliatorius, kaip yra uztikrinamas reguliatoriy
atsiradimas ir aktyvumas duotuoju momentu duotame lastelés kompartmente?
Ir GEF, ir GAP baltymy yra kelios Seimos, kiekviena ju yra reguliuojama
skirtingai: erdviskai, fiziSkai priartinant baltyma prie Ras, cheminémis
modifikacijomis, kofaktoriais, saveika su pagalbiniais baltymais (Bos,
Rehmann et al. 2007).

Pagrindinis Ras iSjungiantis baltymas arba neigiamas reguliatorius yra
p120 RasGAP. Nors tai yra anksCiausiai atrastas RasGAP baltymas, apie jo
reguliacija zinoma nedaug. Yra parodyta, jog atskirais atvejais p120 RasGAP
aktyvumas Ras atZzvilgiu yra uztikrinamas priartinant RasGAP prie
membranos, kur yra lokalizuotas Ras. Kai kurie su pl20 RasGAP
saveikaujantys baltymai slopina RasGAP katalizini aktyvuma (Bos, Rehmann
et al. 2007).



Mes tyréme naujai atrasta p120 RasGAP saveika su baltymu Nck. Nck
yra adaptoriniy baltymy Seima. Tokie baltymai nepasiZymi jokiu kataliziniu
aktyvumu, taciau turi daugybinius domenus, uZtikrinancius saveikas tarp kity
baltymu. Sitaip adaptoriniai baltymai gali keisti savo partneriy lokalizacija
lastel¢je arba, priartinant baltyma-fermenta prie baltymo-substrato, didinti arba
slopinti su adaptoriu saveikaujan¢io baltymo aktyvuma. Atskirais atvejais
adaptoriniai baltymai saveikaudami su partneriu gali keisti jo konformacija ir
tokiu biidu — jo aktyvuma arba gebéjima saveikauti su reguliatoriais arba
efektoriais.

Pagrindinis darbo tikslas buvo nustatyti adaptorinio baltymo Nckl ir
RasGAP saveikos mechanizma bei istirti Siy baltymy komplekso jtaka
mazosios GTPazés Ras aktyvumui.

Ras aktyvumui

Darbo uzdaviniai:

o Istirtt baltymy Nck ir RasGAP saveika skirtingose lasteliy linijose bei
saveikos specifiSkuma Nck Seimos baltymams Nck1 ir Nck2.

o Istirti baltymu Nck1 ir RasGAP lokalizacija lastel¢je.

e Nustatyti uz RasGAP ir Nck1 saveika atsakingus domenus.

e Jvertinti lasteliy prilipimo prie substrato jtaka Nckl ir RasGAP
kompleksui.

e Nustatyti Nckl asocijavimo su RasGAP itaka kataliziniam RasGAP
aktyvumui.

Mokslinis naujumas

Darbo mety mes tyréme kompleksa tarp adaptorinio baltymo Nckl ir
Ras pagrindinio neigiamo reguliatoriaus RasGAP bei Sio komplekso vaidmeni
lasteléje. Saveika tarp Siy dvieju baltymy buvo atrasta musy laboratorijoje
tiriant Nckl saveika su plokSteliy kilmés augimo faktoriaus (PDGF)
receptoriumi (Ger, Tunaitis et al. 2003). Nors Nckl ir RasGAP buvo atrasti
beveik prie§ 20 mety ir parodyta, jog jie kartu dalyvauja {vairiy vidulasteliniy



procesy reguliavime, niekas dar nebuvo paskelbgs tiesioginés saveikos tarp Siy
dvieju baltymy. Mes parodéme komplekso tarp Nckl ir RasGAP egzistavima
biocheminiais bei konfokalinés mikroskopijos metodais, iStyréme saveikos
priklausomybe nuo poveikio PDGF augimo faktoriumi bei eile slopikliy.
Naudojant RasGAP ir Nck1 delecinius bei taskinius mutantus buvo nustatyti uz
saveika tarp Siu baltymy atsakingi domenai: Nckl pirmasis ir treciasis SH3
domenai bei RasGAP N-galiné prolino turtinga seka.

Naujausi proteomikos metodai Siuo metu suteikia gausybe informacijos
apie saveikas tarp baltymy ir leidZia modeliuoti tarpbaltyminiy saveiky tinklus
i§ tukstanciy dalyviy. Todel saveikos tarp dvieju baltymy konstatavimas
savaime néra zymus atradimas. Taciau yra kur kas sudétingesné ir kruopsStaus
darbo reikalaujanti uzduotis: biologiniy procesy, kuriuose dalyvauja duotasis
baltymuy kompleksas, nustatymas. Buvo parodyta, jog adaptorinio baltymo
Nckl ir RasGAP kompleksas disocijuoja po adheziniy lasteliy suspendavimo.
Uz §ia disociacija yra atsakinga nezinoma RasGAP baltymo modifikacija arba
nenustatytas su RasGAP saveikaujantis baltymas. Nors pagrindiné RasGAP
funkcija yra mazosios GTPazés Ras aktyvumo reguliavimas, parodyta, jog
nekataliziné RasGAP baltymo dalis yra susijusi su lasteliy prilipimo prie
substrato reguliavimu (McGlade, Brunkhorst et al. 1993). Toks RasGAP
poveikis yra siejamas su p190 RhoGAP baltymo, saveikaujanc¢io su RasGAP,
aktyvumo ir vietos lasteléje pokyciais. Misy duomenys leidzia daryti prielaida,
jog Nckl baltymas, zinomas kaip svarbus citoskeleto persitvarkyma
kontroliuojantis baltymas (Buday, Wunderlich et al. 2002), potencialiai
dalyvauja Iasteliy saveikos su substraty reguliavime.

RasGAP yra pagrindinis mazosios GTPazés Ras iSjungiantis baltymas.
Apie paties RasGAP katalizinio aktyvumo reguliavima Zinoma nedaug. Siame
darbe mes pirma karta sistemoje in vitro bei lastel¢je parodome, jog RasGAP
aktyvuma gali padidinti saveika su kitu baltymu — adaptoriniu baltymu Nckl1.
Rezultatai rodo RasGAP aktyvumo padidéjima ir, atitinkamai, Ras aktyvumo
sumazeéjima, esant Nckl pertekliui, bei RasGAP aktyvumo sumazéjima ir Ras

aktyvumo padid¢jima suspenduotose lastelése, kur Nckl ir RasGAP



kompleksas yra disocijaves. Toks RasGAP ir Ras aktyvumo reguliavimo kelias

yra visiSkai naujas.

Turint omenyje, jog Ras reguliuojantys baltymai yra potencialis

terapeutiniai taikiniai daugeliui ligy, susijusiy su GTPaziy Ras defektais, Siame

darbe gauti duomenis gali buti naudingi ne tik teoriniu moksliniu, bet ir

praktiniu aspektu.

Ginamieji teiginiai

1.

Nck Seimos baltymai Nckl ir Nck2 saveikauja su Ras GTPazg
aktyvinanéiu baltymu (RasGAP). Si saveika yra badinga skirtingiems
lasteliy tipams.

Baltymai Nck1 ir RasGAP kolokalizuojasi Iastel¢je.

Uz komplekso tarp adaptorinio baltymo Nckl ir RasGAP susidaryma
yra atsakingi pirmasis ir treciasis adaptorinio baltymo Nckl SH3

domenai bei RasGAP N-galin¢ prolino turtinga sritis.

Adaptorinio baltymo Nckl ir RasGAP saveika priklauso nuo lasteliy

prilipimo prie substrato.

. Adaptorinio baltymo Nckl saveika su RasGAP skatina RasGAP

katalizini aktyvuma GTPazés Ras atzvilgiu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. GTPaziy Ras Seima

GTPaziy Ras Seima dalyvauja lastelés dalijimosi, diferenciacijos, i§gyvenimo,
endo- arba egzocitozés, citoskeleto persitvarkymy, judé¢jimo reguliavime (Bos
1989). Ras Seima yra taip pat Ras vadinamo GTPaziy arba mazyju G baltymuy Ras
antSeimio dalis. [ Ras antSeimi jeina Arf, Rab, Ran, Rap, Ras, Rho ir Sar GTPaziy
Seimos. Arf ir Rab Seimos, talpinancios apie 100 baltymy, valdo visa vidulastelini
transporta, 0 maziausia Seima — Ran — reguliuoja nukleocitoplazminj transporta.
Ras ir Rho kontroliuoja signalo perdavima. Ras ir Rho Seimoms priskiriami
mazdaug trecdalis Ras antSeimio baltymy, o reguliuoja juos iki 60 % (100 geny)
GAP baltymu. Tai rodo GTPaziy Ras ir Rho svarba (Malumbres and Pellicer
1998).

Ras antSeimio nariai yra nedideli (20-25 kDa) monomeriniai su GTP
saveikaujantys baltymai, pasiZymintys sugeb¢jimu pereiti i§ aktyvios, su GTP
sujungtos, 1 neaktyvia, su GDP sujungta, forma ir atvirks¢iai. Mazdaug 2 %
zmogaus geny koduoja Ras antSeimio baltymus (apie 160) bei ju reguliatorius. Su
GTP sujungtoje formoje Ras antSeimio nariai gali saveikauti su efektoriniais
baltymais ir, tiesiogiai ar netiesiogiai juos keisdami, atlikti savo biologing
funkcija. Paprastai GDP keitima | GTP skatina guanino nukleotidy mainy faktoriai
(guanin nucleotide exchange factors, GEF), o Ras GTPazini aktyvuma ir, tuo
paciu, peré¢jima i su GDP sujungta forma skatina GTPaz¢ aktyvinantys baltymai
(GTPase-activating proteins, GAP). GEF formuoja kompleksa su GTPaze,
esancia su GDP sujungtoje formoje ir palengvina GDP disociacija i§ komplekso.
Dél GTP pertekliaus lasteléje iSsilaisvinusi nukleotida nedelsiant pakeicia GTP,
tuo sukeldamas GEF disociacija. Kai kuriuos antSeimio narius (Rab, Rho, Ran)
reguliuoja guanino nukleotidy mainy slopikliai (GDI), kurie stabilizuoja Rab, Ran
ir Rho GTPazes su GDP sujungtoje formoje. GEF ir GAP baltymy aktyvumas
priklauso nuo ju lokalizacijos lasteléje, saveikos su kitais baltymais,
potransliaciniy modifikacijy, antriniy signalo pernes¢ju. GEF slopikliai ir GAP

aktyvintojai yra potencialiis terapeutiniai agentai (Bos, Rehmann et al. 2007).

11



Ras antSeimio baltymai reguliuoja vidulastelinius procesus laike, veikdami ne
tik kaip ,,ungtukai®, bet ir kaip ,taimeriai®, tikslingai yjungdami ir i§jungdami
procesa, bei erdvéje — specifiniuose lastelés kompartmentuose. Aktyvia vieta
neretai apsprendzia GEF baltymai: pavyzdziui, GTPaz¢ Sarl yra aktyvinama tik
ten, kur yra Secl2 GEF baltymas (prie krovinio receptoriy), GTPazé Ran yra
aktyvinama RCCI1 tik branduolyje (RCC1 saveikauja su chromatinu). Rab ir Rho
atveju, prieSingai, lokalizacija bei aktyvuma neretai apsprendzia su aktyvatoriais
saveikaujantys efektoriai (Takai, Sasaki et al. 2001).

Pagal GTP ir GDP reikSmg funkcionalumui G-baltymai yra skirstomi i dvi
grupes:

1. G-baltymai, kurie veikia visa laika prijunge GTP. Ras baltymai, Rho Seima
tam tikrais atvejais (pvz., aktyvinant nuo ju priklausomas kinazes).

2. G-baltymai, kuriy aktyvumui biitina GTP ir GDP formuy kaita. Tai Rho Seima
citoskeleto pertvarkymo atveju, Rab, Sarl/Arf, Ran.

TaSkiniai pastoviai aktyviis onkogeniniai mutantai biidingi tik pirmajai grupei.
I§ antrosios grupés onkogenais dazniau biina GEF baltymai (Takai, Sasaki et al.
2001).

Visiems Ras antSeimio baltymams yra biidinga panasi struktira. Visi jie turi
konservatyvy domena, saveikaujanti su guanino nukleotidu, GTPazés domena,
saveikos su efektoriais domeng. Arf, Ras, Rho ir Rab Seimy baltymai C-gale turi
hipervariabilias sekas, kurios yra modifikuojamos lipidais ir proteolizuojamos. C-
galinés sekos yra skirstomos i keturias grupes:

1. Cys-A-A-X (CAAX). N-Ras, H-Ras ir K-Ras yra farnezilinami cisteino
likutyje, A-A-X seka yra nukerpama proteazémis, o atviras cisteinas yra
karboksimetilinamas. N-Ras ir H-Ras po to yra palmitoilinami prie§ CAAX
esanCiame cisteino radikale. K-Ras papildomo cisteino vietoje turi polibazing
seka.

2. Cys-A-A-Leu/Phe. Rapl cisteinas yra geranilgeranilinamas ir toliau
procesuojamas kaip H- ir N-Ras.

3. Cys-X-Cys. Rab3A abu cisteinai yra geranilgeranilinami, o C-galinis

cisteinas dar ir karboksimetilinamas.
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4. Cys-Cys. Abu Rabl cisteinai yra geranilgeranilinami.

Lipidu grupés, kuriomis modifikuojami Ras baltymai, yra prijungiamos nuo
tarpiniy lipidy ir angliavandeniy metabolizmo produkty. Lipidinés modifikacijos
dazniausiai nulemia mazyjy GTPaziy lokalizacija specifinése membranose (Takai,
Sasaki et al. 2001).

G-baltymai kitiems G-baltymams gali buti efektoriais, dél ko susidaro istisos
G-baltymuy kaskados. Kaskadu virSuje paprastai biina vidinio ar iSorinio stimulo
aktyvinti Ras, toliau — labiau specializuoti reguliatoriai Rho, ir dar toliau — pvz.,
Rab. PanaSios kaskados gali egzistuoti ir Seimuy viduje, pvz., GTPaz¢ Cdc42
aktyvina GTPaze Rac, kuri, savo ruoztu, aktyvina GTPazg Rho. Aktyvinimas
paprastai néra tiesioginis, o per atitinkamy GEF aktyvinima. Skirtinguose lasteliy
tipuose bei skirtingy procesy mety gali susidaryti skirtingos kaskados (Takai,
Sasaki et al. 2001).

Skirtingy G-baltymy signalo perdavimo keliai gali persikryZiuoti arba
reguliuoti vienodas funkcijas. Pvz., Rho GTPazés reikalingos Ras transformacijai.
Rho Seima kartu su Rab reguliuoja lasteliy adhezija ir migravima: Rho GTPaz¢
skatina itempimo skaiduly susirinkima, o Rab5 — disociacija (Malumbres and
Pellicer 1998).

Geriausia i8tirti Ras Seimos nariai yra trys taip vadinamos tradicinés GTPazés
Ras: H-, N- ir K-Ras. Jos pasiZymi tarpusavyje itin auk$tu homologijos laipsniu
(zymiai skiriasi tik ~20 C-galiniy aminoriigs¢iu). Be Siy triju GTPaziy, Ras Seimai
dar yra priskiriami R-rasl, R-ras2/TC21, R-ras3/M-ras, RalA, RalB, penki Rap
baltymai: RaplA, RaplB, Rap2A, Rap2B ir Rap2C ir kai kurie kiti signalo
perdavime potencialiai dalyvaujantys baltymai: Rhebl, Rheb2, RasD2/Rhes,
AGSI, Rinl-3, Rit, Rad, Noey2, DiRas1/Rig, DiRas2, ERas, DexRas/RasD1, Ges,
Gem, kB-Rasl ir kB-Ras2 (saveikauja su IxBp stabdydamas jo degradavima; tai,
matomai, yra viena 1§ létesnio IkBP degradavimo nei IxBa priezasciy)
(Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004).

Geriausia tradiciniai Ras yra Zinomi kaip proliferacijos reguliatoriai ir
1§gyvenimo signalo iniciatoriai, taiau pastaruoju metu nustatyta, jog priklausomai

nuo efektoriy balanso Ras gali sukelti ir proapoptotini, ir antiapoptotinj atsakus.
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Galvojama, jog normaliose lastelése per didelis Ras aktyvumas sukelia apsaugini
proapoptotin] signala, kaip atsvara { padidinta proliferacija. Transformuotose
lastelése onkogeninis Ras, atvirksciai, skatina iSgyvenima, o ne mirti (Cox and
Der 2003). Be to, Ras baltymai dalyvauja transkripcijos, transliacijos, citoskeleto
organizacijos, Goldzio aparato ir endo- bei egzocitozés pisleliy susidarymo,
tarplasteliniy jungCiy reguliavime. M-ras, nors pagal seky homologija priskirtina
prie Ras Seimos, dalyvauja aktino citoskeleto persitvarkyme, kaip ir Rho Seima
(Matsumoto, Asano et al. 1997).

Dauguma Ras Seimos GTPaziy yra sintetinamos ant laisvy polisomy citozolyje.
Beveik visi Ras turi CAAX seka, kuri citozolyje yra prenilinama. Prenilintas
baltymas yra transportuojamas | endoplazminj tinkla, kur yra veikiamas RCEI
proteaze ir prenilcisteing atpazistancia karboksimetiltransferaze (prenylcystein-
directed  carboxymethyltransferase). ~ Sitaip  subrandintas  baltymas yra
modifikuojamas hipervariabilios srities sekoje, matomai GoldZio aparate, ir
transportuojamas i specifines plazminés membranos sritis (Bivona and Philips

2003).

1.1.1. Tradicinés GTPazés Ras

Tradicinémis GTPazés Ras yra vadinamos GTPazés H-, N- ir K-Ras (tiksliau,
alternatyvaus splaisingo produktai K-Ras2A ir K-Ras2B). Onkogenai H-Ras ir K-
Ras buvo pirma karta identifikuoti 1982 m. (Chang, Gonda et al. 1982). Ras
pavadinimas yra kilgs nuo rat sarcoma (ziurkiy sarkoma), i§ kurios dar
SeSiasdeSimtaisiais metais J. Harvey (Harvey 1964) ir W. Kirsten (Kirsten, Schauf
et al. 1970) buvo iSskyr¢ lasteles transformuojancius virusus (Siy mokslininky
garbei ir atsirado pavadinimai atitinkamai H- ir K-Ras). N-Ras buvo identifikuotas
véliau neuroblastomos lastelése (Taparowsky, Shimizu et al. 1983). Tradiciniai
Ras pasizymi aukS$tu homologijos laipsniu, ju funkcijos lasteléje didzigja dalimi
dubliuojasi: N-Ras (Umanoff, Edelmann et al. 1995) ir H-Ras (Ise, Nakamura et
al. 2000) genai néra bitini normaliam peliy vystymuisi. Nors K-Ras mutantai

zusta embriono stadijoje (Johnson, Greenbaum et al. 1997), esmé& yra ne
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i§skirtinése K-Ras funkcijose, o specifiniame ekspresijos raste (Potenza,
Vecchione et al. 2005). Taciau tarp N-, H- ir K-ras egzistuoja tam tikri skirtumai.

Genetiniai ir struktiriniai skirtumai. Kaip minéta, ras genas ekspresuojasi
{vairiai skirtinguose lasteliy tipuose ir priklausomai nuo lasteliy diferencijacijos
bei organizmo vystymosi stadijos. Ypac skiriasi K-rasA ekspresija embriono ir
suaugusio organizmo audiniuose (Pells, Divjak et al. 1997). Taciau néra duomeny,
kad kuriame nors lasteliy tipy visai nebiity ekspresuojamas kuris nors 1§ H-, N- ar
K-Ras baltymu.

Tradiciniy Ras baltymu seka sudaro 189 aminoriigStys. Pirmosios 85
aminorigsStys yra identiskos, viduringje 80-ties aminoriigsciy sekoje yra 85%
homologija tarp bet kuriy dvieju tradiciniy Ras baltymy. Likusios 24 C-galinés
aminoriigStys yra unikalios kiekvienam baltymui, jos nulemia eilg struktiiriniy bei
funkciniy skirtumy. Skirtumai C-galinése sekose nulemia skirtinga Ras baltymy
potransliacini modifikavima ir mikrolokalizacija membranoje. Daugelio Ras
antSeimio nariy skirtingas prenilinimas nulemia reguliavimo skirtumus. Tradiciniy
Ras saveika su plazmine membrana yra reliatyviai silpna ir gali buti
moduliuojama ivairiy efektoriy bei modifikacijy (Bivona, Quatela et al. 2006). K-
ras2B, bet ne kiti Ras, yra geranilgeranilinamas. H- ir N-ras endoplazminiame
tinkle yra palmitoilinami ir per GoldZio aparata patenka i citoplazming membrana,
tuo tarpu K-ras néra palmitoilinamas ir | membrang patenka nezinomu keliu
(Augsten, Pusch et al. 2006). Depalmitoilintas Ras gali grizti { Goldzi (Bivona,
Quatela et al. 2006). H-Ras funkcionalumas kritiskai priklauso nuo farnezilo
baltymu transferazés (farnesyl protein transferase) slopikliy, o N- ir K-Ras
modifikacijos — nekritiSkai (Whyte, Kirschmeier et al. 1997).

Farnezilintas K-Ras lokalizuojasi plazminé€je membranoje, taciau jo saveika su
membrana yra reliatyviai silpna. Aktyvinta baltymy kinazé C fosforilina K-Ras
sering-181, ir pastarasis migruoja 1 vidines lastelés membranas. 80% K-Ras
translokuojama | mitochondrijas, kur saveikauja su Bel-xL ir indukuoja apoptoze.
Bcl-2 slopina $ita indukcija (Bivona, Quatela et al. 2006).

Funkciniai skirtumai. Struktiiriniai skirtumai tarp tradiciniy Ras baltymy

vienaip ar kitaip nulemia funkcinius skirtumus. N-, H- ir K-Ras skirtingai
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saveikauja su kai kuriais reguliatoriais. Guanino nukleotidy mainy faktorius
RasGREF aktyvina tik H-ras, SmgGDS aktyvina tik K-ras (Malumbres and Pellicer
1998). GTPaz¢ aktyvinantis baltymas NF1 H pasizymi keturis karty didesniu
giminingumu H-Ras, nei N-ras (Bollag and McCormick 1991).

Skirtingai Ras GTPazés saveikauja ir su kai kurias efektoriais. N- ir K-Ras
aktyvina Erk kinazes per Rafl, o Erk aktyvinimas H-ras GTPaze nuo Rafl
nepriklauso (Hamilton and Wolfman 1998).

Biologines funkcijos sveikoje lgsteléje. Yra duomeny, jog K-Ras ir H-Ras
slopina skydliaukés lasteliy diferencijacija skirtingais budais. K-Ras sumazZina
TTF-1 (thyroid transcription factor-1) ekspresija, o H-Ras veikia netiesiogiai,
slopindamas TTF-1 geny-taikiniy veikla (Francis-Lang, Zannini et al. 1992).

H-Ras ir N-Ras, bet ne K-Ras yra aptinkami GoldZio aparate. GoldZio aparate
H-Ras yra aktyvinamas véliau ir ilgiau lieka aktyvus, nei citoplazminéje
membranoje. Yra duomeny, jog auganciy lasteliy GoldZio aparate Ras yra
pastoviai aktyvus (nors Sie duomenys yra kontraversisSki) (Chiu, Bivona et al.
2002; Augsten, Pusch et al. 2006; Mor, Campi et al. 2007).

T ir B limfocity linijose augimo faktoriai (CSF, EGF, IL-3) stipriau aktyvina K-
ras4B (ir M-ras). Toki pasirinkima nulemia bazinis C-galas, kuris salygoja
GTPazes K-ras4B lokalizacija specifinése, nepriskiriamose lipidy plaustams (/ipid
rafts), membranos srityse, kur taip pat lokalizuojasi Siu augimo faktoriy
receptoriai ir She, Grb2 bei mSos baltymai (Ehrhardt, David et al. 2004).

Visiems trims: N-, H- ir K-Ras buidinga lokalizacija mitochondrijose, taciau T-
limfocituose ji yra priklausoma nuo IL-2. N-Ras lokalizuojasi mitochondrijose IL-
2 stimuliuotuose limfocituose, o be IL-2 N-Ras kiekis mitochondrijose palaipsniui
mazeja. K-Ras lokalizuojasi tik IL-2 stimuliuoty lasteliy mitochondrijose, o H-Ras
yra aptinkamas mitochondrijose tik tam tikram laikotarpiui nutraukus
stimuliavima IL-2. Skirtingai nuo N- ir K-Ras, pastaroji translokacija nepriklauso
nuo H-Ras modifikacijos, o saveika su Bcl-2 — priklauso. (Rebollo, Perez-Sala et

al. 1999)
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membranos  sritis. K-Ras nepriklausomai nuo aktyvumo lokalizuojasi
neplaustinése srityse (Takai, Sasaki et al. 2001).

Biologinés funkcijos naviky lgstelése. Skirtinguose navikuose yra aktyvinami
skirtingi ras. K-Ras yra daZzniau aktyvinamas storosios Zarnos ir kasos
karcinomose, H-Ras — §lapimo puslés ir inksty karcinomose, N-Ras — mieloidiniy
ir limfoidiniy sutrikimy metu (Rodenhuis 1992).

Skirtinguose lasteliy tipuose ivairios GTPazés Ras pasizymi skirtingu
transformacijos potencialu. Onkogenin¢ H-Ras 10 karty efektyviau uz N-Ras
transformuoja rat-2 ir NIH3T3 fibroblastus, o N-Ras stipriau veikia hemapoetines
TF-1 ir FDC-P1 lasteles. Skirtumus nulemia GTPaziy C-galinés sritys ir H-Ras
aminorigsStys 84-143 (Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004).

1.1.2. Kiti Ras baltymai

R-Rasl seka daugiau nei 50% panasi i tradicines GTPazes Ras, N-gale turi
papildomas 26 aminortgstis. R-Rasl padidinta ekspresija transformuoja lasteles,
bet Zymiai silpniau nei Ras ar TC21 (Bos 1997). In vitro R-Ras1 saveikauja su Raf
ir RalGDS, bet néra duomeny, kad aktyvinty jas lastel¢je (Urano, Emkey et al.
1996). R-Rasl aktyvina fosfatidilinozitolio-3 kinaze (PI3K), bet kitas PI3K
frakcijas nei tradiciniai Ras baltymai. R-Rasl per PI3K aktyvina tik PKB/Akt
kelia, bet ne Erk, be to, nesukelia membranos rauksliy susidarymo (Marte,
Rodriguez-Viciana et al. 1997). GTPazé¢ R-Rasl skatina integriny aktyvuma
fibroblastuose ir Sitaip — lasteliy saveika su substratu (H-Ras veikia prieSingai).
Siam poveikiui yra svarbi R-Ras C-galiné variabili sritis, kuri salygoja R-Ras
lokalizacija lipidy plaustuose (Takai, Sasaki et al. 2001). R-Ras saveikauja su Bcl-
2 (Rebollo, Perez-Sala et al. 1999), turi prolino turtinga seka, kuri saveikauja su
adaptorinio baltymo Nck antruoju SH3 domenu. Prolino turtingo motyvo mutacija
mazina nuo R-Ras priklausoma Iasteliy prilipima prie substrato (Wang, Zou et al.
2000).

R-ras priskiriamos dvi funkcijos:
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1. Dalyvauja apoptozés reguliavime (priklausomai nuo efektoriy slopina arba
aktyvina), mieliy dvihibridinéje sistemoje saveikauja su Bcl-2.

2. Kontroliuoja integriny aktyvinima. Dominantinis negatyvus R-ras slopina
nuo integriny priklausoma lasteliy prilipima.

R-Ras2/TC21 seka 55% panasi | tradiciniy GTPaziy Ras seka . PanaSumas su
R-Rasl yra 70%. Vienintel¢ i§ netradiciniy RasGTPaziy, kurios mutacijos
aptinkamos navikuose (mutacija L72, analogiSka Ras L61, sukelia pastovy
GTPazés aktyvuma). GTPazés R-Ras2 padidinta ekspresija transformuoja lasteles.
R-Ras2 nesaveikauja su Raf, bet in vitro saveikauja su RalGDS. Gali aktyvinti
PI3K ir PKB kelia. Blokuoja, kaip ir tradicinés GTPazés Ras, mioblasty
diferencijacija (Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004). Analogiskai kaip ir R-
Rasl, skatina integriny aktyvuma fibroblastuose ir Sitaip — lasteliy saveika su
substratu (H-Ras veikia prieSingai) (Takai, Sasaki et al. 2001).

R-Ras3/M-Ras yra aktyvinamas NGF, FGF, CSF, EGF, IL-3 augimo faktoriais,
bet ne TCR ir BCR limfocity receptoriy saveika su IgG. M-Ras padidinta
ekspresija transformuoja NIH Iasteles. Taip pat M-Ras indukuoja neurity augima
(Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004). M-Ras gali apsaugoti nuo apoptozés
(Cox and Der 2003). Parodyta, jog M-Ras gali saveikauti su eile Ras efektoriy, bet
Siy saveiky funkciné prasmé néra Zinoma. M-ras efektorius yra RA-GEF2,
GTPazés Rapl GEF, kuris aktyvina Rap plazminéje membranoje (Rebhun, Castro
et al. 2000). Nors M-Ras yra reguliuojama ty paciy GEF ir GAP baltymy kaip ir
kitos GTPazés Ras, yra iSkelta hipotezé apie M-Ras nepriklausoma nuo kity Ras
baltymy kilme (Keduka, Kaiho et al. 2009). Si hipotez¢ derinasi su filogenetine
M-Ras geno analize bei skirtingu nuo kity Ras Seimos baltymy vaidmeniu aktino
citoskeleto reguliavime (Matsumoto, Asano et al. 1997).

Rapla ir Raplb izoformos skiriasi tik keliomis aminoriigStimis C-gale,
funkciniy skirtumy neaptikta. 61-oje pozicijoje vietoje glutamino GTPazés Rapl
turi treoning, dél Sios priezasties ju GTPazinis aktyvumas yra apie deSimt karty
mazesnis, nei tradiciniy Ras baltymy. Rapl (ankstesnis jy pavadinimas K-
revl)(Sakoda, Kaibuchi et al. 1992) gali supresuoti transformacija. Rapl

saveikauja su Rafl ir RalGEF baltymais, bet in vivo Sie kompleksai yra neaktyviis
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(Urano, Emkey et al. 1996). Rap1-GTP saveika su RafB bei PKC kinazémis in
vitro aktyvina jas (Labadia, Bokoch et al. 1993; Ohtsuka, Shimizu et al. 1996).
Rapl baltymai yra siejami su ilgalaikiu (skirtingai nuo Ras, kurie skatina
trumpalaiki) Erk aktyvinimu cikliniu AMP (cAMP) per B-Raf ir PKA kinazes.
PC12 lastelése GTPazés Rap1 veikia panasiai kaip Ras. Tac¢iau daugumoje lasteliy
linijy Rap1 veikia su Ras antagonistiskai, galbut prijungdama Rafl. Kas nulemia
jautruma Rapl-B-Raf keliui, neaiSku, spéjama, kad 95kDa B-raf izoformos
ekspresija arba Rap1 lokalizacija lastel¢je (Bos 1997).

Rapl yra aktyvinamas EGF perinuklearin¢je membranoje (manoma, jog EGF
endocitoze aktyvina C3G) (Mochizuki, Yamashita et al. 2001). Taip pat Rapl yra
aptinkami vidulastelinése pislelése ir plazminéje membranoje (Bivona and Philips
2003). Ypa¢ daug Rapl yra trombocituose, kur jis dalyvauja nuo PLC
priklausomame vidinés membrany sistemos atidaryme ir kalcio jonu
koncentracijos pakitimuose. Procesy indukcijoje dalyvauja trombocity integrinas
allbPB3. Po trombocity stimuliacijos Rapl saveikauja su citoskeletu, taciau su
Rapl kataliziniu aktyvumu §i saveika yra nesusijusi (Franke, Akkerman et al.
1997).

Rap2a, Rap2b ir Rap2c GTPazés nuo Rapl GTPaziy skiriasi viena
aminortgStimi efektoriniame regione bei keliomis uz jo riby. Rap2 nesupresuoja
transformacijos ir netransformuoja lasteliy. Apie Rap2 aktyvinima ir funkcijas
Zinoma nedaug. Trombocituose Rap2 baltymai aptinkami komplekse su integrinu
allbp3 (Bos 1997).

RalA ir RalB yra placiai ekspresuojami labai panaSitis baltymai. Lasteléje
GTPazes Ral lokalizuojasi endocitozeés ir egzocitozes puslelése. GTPazes Ral visy
pirma yra siejamos su naviky atsiradimo ir piisleliy transporto reguliavimu (van
Dam and Robinson 2006). Ral baltymai reguliuoja kai kuriy su heterotrimeriniais
G-baltymais susijusiuy receptoriy endocitoze (Bhattacharya, Babwah et al. 2004).
GTPaziy Ral aktyvintojai RalGEF baltymai: RalGDS, Rgl, Rgl2 ir RIf — yra
tradiciniy Ras baltymy efektoriai, bet nuo RalGEF priklausomi efektai skiriasi nuo
aktyviy GTPaziy Ral efekty. Tai leidzia daryti prielaida, jog minéty baltymy

funkcijos néra tik Ral aktyvinimas. Tradiciniai Ras transformuoja kai kurias

19



lasteles, aktyvindami RalGEF, o aktyviis Ral — netransformuoja. Taip pat RalGEF
veikia sinergistiSkai su Rafl, o Ral su Raf aktyvinimu yra beveik nesusije. Yra
hipoteze, jog GTPazés Ral supresuoja tradicinius Ras baltymus, prijungdamos
RalGEF baltymus. Gali buti, jog RalGEF turi ir kitus efektorius (Bos 1997). Kita
vertus, GTPazés Ral gali biiti aktyvinamos ir nepriklausomai nuo Ras (van Dam
and Robinson 2006).

GTPaziy Ral funkcijos:

1. Tarpininkavimas tarp Ras ir Rho Seimy GTPaziy reguliuojamy keliy: RalBP
yra GTPazés Ral efektorius ir GTPazés Cdc42 neigiamas reguliatorius. Taip pat
RalBP yra susijgs su AP-2 priklausoma receptoriy aktyvinama endocitoze. Kitas
su Ral saveikaujantis baltymas, filaminas, skatina nuo GTPazés Cdc42
priklausomy filopodijy formavimasi (Takai, Sasaki et al. 2001).

2. Ral N-galas yra susijes su fosfolipazés D (PLD) aktyvumu, kuris yra
aktyvinamas Src kinaze ir tradicinémis GTPazémis Ras. Tiesioginé asocijacija su
RalA PLD aktyvumo nekei€ia, tam turi susiformuoti trigubas PLD-RalA-Arf
kompleksas su aktyvia GTPaze Arf. Rgr — RalGDS Seimos narys, neturintis Ras
prijungianc¢io domeno, gali biiti atsakingu uz nuo Ras nepriklausoma Ral ir PLD
aktyvinima (Bernards 2003).

Saveikaudama su PLD GTPaz¢ RalA teigiamai reguliuoja kalcio sukelta
egzocitoze ir saveikauja su egzocistés kompleksu (van Dam and Robinson 2006).

3. Per ciklino D ir p27 lygi gali kontroliuoti lastelés cikla (Rodriguez-Viciana,
Sabatier et al. 2004).

4. Saveikaudama su PLCo1 dalyvauja signalo nuo su G baltymais susijusiy
receptoriy perdavime (Takai, Sasaki et al. 2001).

Rheb GTPaziy efektorinis domenas yra labai panasus { tradiciniy Ras, tik
konservatyviy Ras glicino-12 ir glicino-13 vietoje Rheb turi argining-15 ir serina-
16. Tradicinése Ras tokios mutacijos biity iSaktyvinancios, taciau Rheb yra
budingas i Ras panasus katalizinis aktyvumas (Yamagata, Sanders et al. 1994).
Nuo Ras Rheb GTPaz¢ skiriasi atsaku ;| cAMP: Ras yra slopinami cAMP ir
baltymy kinaze A, kuri fosforilina Rafl, o Rheb ir Rafl saveika dél Rafl
fosforilinimo sustipréja (Yee and Worley 1997). Pagrindinis aktyvios Rheb
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efektorius yra TOR — serino ir treonino kinaz¢, kuri dalyvauja lasteliy augimo,
dalijimosi, 1Sgyvenimo, baltymy sintezés reguliavime priklausomai nuo ivairiy
augimo faktoriy, tarp ju — insulino (Saucedo, Gao et al. 2003). Taip pat Rheb
saveikauja su B-Raf kinaze, ta¢iau, skirtingai nuo tradiciniy Ras, jos neaktyvina, o
slopina (Im, von Lintig et al. 2002). Rheb baltymas yra iSaktyvinamas GAP
baltymy tuberino ir hamartino kompleksu (tuberous sclerosis complex). Akt
kinaz¢ fosforilina tubering ir salygoja jo disocijacija nuo hamartino (ir/arba
slopina jo GAP aktyvuma), aktyvindama RheB, kuri savo ruoztu aktyvina TOR.
Fosforilintas tuberinas yra degraduojamas (Potter, Pedraza et al. 2002).

Rinl, Rin2, Rin3 yra Ras Seimos GTPazés. Rin baltymai neturi Ras biidingos
CAAX sekos, bet turi kita bazing membraninés lokalizacijos seka. GTPazés Rin
yra tradiciniy Ras efektoriai ir GTPaziy Rab5 reguliatoriai GEF (Tall, Barbieri et
al. 2001). Taciau lastelése buna ekspresuojama ir deletuota Rinl forma, neturinti
katalizinio GEF domeno (Han, Wong et al. 1997).

GTPaze Rinl saveikauja su tradicinémis Ras beveik tokiu pat stiprumu, kaip ir
Ras efektorius kinaz¢ Raf, ir gali su Raf konkuruoti, mazindama aktyvaus Ras
transformacini potenciala. Saveika su Ras blokuoja 14-3-3 baltymy saveika su
Rinl. Si saveika priklauso nuo fosforilinimo baltymy kinaze D (Wang, Waldron et
al. 2002). Aktyviis Ras savo ruoztu didina Rinl katalizini GEF aktyvuma,
stimuliuvodami nuo Rab5 priklausoma membranos receptoriu endocitozg. Tokia
stimuliacija gali turéti bent dvi funkcines prasmes: pirma, aktyvaus receptoriaus
kiekio mazinimas ir Ras neigiamas reguliavimas, ir antra, vidulasteliniy signaliniy
keliy, kuriuos reguliuoja endocituotas receptorius, stimuliavimas (Hoshino,
Yoshimori et al. 2005).

GTPazé Rinl saveikauja su kinaze c-Abl ir yra jos fosforilinama (Tall, Barbieri
et al. 2001). Rin baltymai saveikauja su tradiciniais Ras, Rap1, Rap2 (apart Rin3),
visais trimis R-Ras (Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004).

Rit (senesniuose straipsniuose klaidingai vadinama Rin2) yra Ras Seimos
GTPazé. Rit yra pladiai ekspresuojama. Si GTPazé, kaip ir Rin GTPazés, neturi
Ras biidingos CAAX sekos, bet turi kita bazing membraninés lokalizacijos seka.
Rit gali transformuoti NIH fibroblastus, blokuoja apoptoze, indukuoja neurity
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augima nervy lastelése (Hoshino, Yoshimori et al. 2005). Rit gali saveikauti su
Rafl, kai kuriose lastelése aktyvina Erk fosforilinima. Rit turi aukSta bazini
aktyvuma, beveik prilygstant] {vestos pastoviai aktyvios formos aktyvumui — tai
yra, lasteléje Rit beveik visada yra aktyvioje konformacijoje (Rodriguez-Viciana,

Sabatier et al. 2004).

1.2. Ras reguliavimas
Baltymai Ras yra daugybeés signaliniy keliy nuo skirtingy receptoriy (RTK,

citokiny, B- ir T-lasteliy, heterotrimeriniy su G-baltymais susijusiy receptoriy ir
t.t.) konvergencijos taSkas. Ramybeés busenoje esancioje lastel¢je Ras baltymai
paprastai egzistuoja neaktyvioje su GDP sujungtoje formoje. Ras giminingumas
GDP nukleotidui yra didesnis, nei GTP nukleotidui, tod¢l tam, kad GDP biity
pakeistas { GTP reikia papildomy baltymy, vadinamy GEF, — guanino nukleotido
mainy faktoriy. Saveikaudami su Ras, GEF baltymai skatina GDP disociacija.
Kadangi citoplazmoje paprastai GTP yra apie 1000 karty daugiau nei GDP, prie
atitinkamos Ras baltymo sritues prisijungia GTP, Ras pereina i aktyvia, su GTP
sujungta forma, o GEF baltymai disocijuoja (Malumbres and Pellicer 1998).

Aktyvus Ras dél nuosavo GTPazinio aktyvumo pamazu pats
hidrolizuoja GTP iki GDP ir pereina i neaktyvia su GDP sujungta forma, taciau
nattiralus Ras GTPazinis aktyvumas yra labai silpnas ir jo nepakanka, kad Ras
biity valdomas grieztai ir efektyviai. Todeél egzistuoja uz Ras i§jungima
atsakingi baltymai RasGAP. Saveikaudami su Ras jie padidina Ras nuosava
katalizinj aktyvuma iki 10° karty ir uZtikrina staigu Ras ijungima
(Pamonsinlapatham, Hadj-Slimane et al. 2009).

GEF ir GAP baltymy ivairové uztikrina efektyvu GTPaziy Ras
reguliavima priklausomai nuo konkretaus Ras baltymo, lasteliu tipo,

aktyvintojy ir efektoriy sudéties ir signalo stiprumo (1.1 pav).
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1.1 pav. GTPaziy Ras reguliavimas jvairiais GEF ir GAP baltymais.
Rodyklés smailiais galais rodo aktyvinima, bukais — slopinima.

1.2.1. Ras guanino nukleotidy mainy faktoriai (RasGEF)

GTPaziy Ras Seimai yra identifikuoti keletas GEF: Sosl, Sos2, RasGRF,
RasGRF2, C3G, RasGRP, RalGDS giminingi baltymai, Vav, SmgGDS.

Zmogaus bei pelés audiniuose yra placiai ekspresuojami Sos/ ir Sos2 baltymai,
giminingi Drosophila son-of-sevenless geno produktui. Sos baltymams yra
budingas alternatyvus splaisingas. Pelés mSos1 baltymo vidurinis rajonas, apie
200 aminorugsciy, yra giminingas mieliy Sacharomyces RasGEF aktyvumu
pasizymin¢iy baltymy Cdc25, Sdc25 ir Ste6 analogiSkiems rajonams ir yra
vadinamas Cdc25 domenu (Bowtell, Fu et al. 1992). Sis domenas katalizuoja
guanino nukleotido mainus H-, N-, K- ir M-ras baltymuose. C-galinis prolino
turtingomis sekomis gausus rajonas asocijuoja su Grb2 adaptorinio baltymo SH3
domenais, ir Grb2 per savo SH2 domena saveikauja su fosforilintais tirozinuose
receptoriais ir Sitaip pritraukia Sos baltymus prie membranos, kur jie gali

saveikauti su GTPazémis Ras (Egan, Giddings et al. 1993). Adaptorinis baltymas
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Nck irgi saveikauja su Sos (parodyta Sosl atveju), taCiau Sios saveikos prasme
néra iki galo aiski (Hu, Milfay et al. 1995).

Be Cdc25 domeno ir prolino turtingy seky, Sos baltymai turi N-gale
tandemiskai i$sidés€iusius Dbl homologijos (DH) ir plekstrino homologijos (PH)
domenus. DH domenai yra kataliziniai domenai, skatinantys guanino nukleotido
mainus Rho Seimos GTPazése. Sos DH domenas pasizymi GEF aktyvumu Rho
Seimos GTPazés Rac atzvilgiu. Rac ir Ras guanino nukleotido mainy aktyvumai
abu yra slopinami fosfatidilinozitolio-4,5-difosfatu, PI3K substrato, saveikos su
PH domenu. Sos katalizinis aktyvumas yra atstatomas, kai Ras aktyvina PI3K.
Yra parodyta, jog Sos specifiSkuma GTPaziy Ras arba Rac atzvilgiu apsprendzia
su Sos asocijuojantys baltymai: Grb2 arba E3bl (Abil). Pastaruoju atveju
adaptorinis baltymas E3bl pritraukia prie Sos RTK substrata Eps8, ir $is trigubas
kompleksas aktyvina Rac GTPazg¢ (Innocenti, Tenca et al. 2002).

RasGRF, taip pat vadinamas Cdc25Mm, Salia Cdc25 domeno papildomai turi
DH ir PH domenus, yra specifiskai ekspresuojamas smegenuy lastelése. RasGRF
baltymui yra biidingas alternatyvus splaisingas, baltymu heterogeniSkumas gali
salygoti Ras aktyvinimo ypatybes skirtinguose audiniuose ar vystymosi stadijose.
Yra parodyta, jog in vivo RasGRF aktyvina H-ras, ta¢iau ne N- ar K-rasB
baltymus (Jones and Jackson 1998).

RasGRF?2 yra daugiadomeninis baltymas, skatinantis tradiciniy Ras, taciau ne
kity GTPaziy guanino nukleotido mainus. C-gale RasGRF2 turi Cdc25 gimininga
domena. N-gale yra keletas skirtingiems signaliniams baltymams homologiniy
domeny: DH, du PH domenai, IQ motyvas. Kalcio jony koncentracijos
padid¢jimas sukelia RasGRF2 persikraustyma 1 lastelés periferija, kur jis
stimuliuoja GTP prijungima Ras baltymais ir Sitaip igalina Erk aktyvinima kalcio
jonoforais. RasGRF2 yra specifiskai ekspresuojamas smegeny lastelése (Fam, Fan
et al. 1997).

RasGRP turi netipiSky EF-hand domeny pora ir diacilogliceroli (DAG)
prijungiant] domena. RasGRP aktyvina Ras ir Erk kelig priklausomai nuo DAG.
RasGRP yra ekspresuojamas nervy sistemoje, manoma, kad veikia kaip

tarpininkas tarp DAG ir kalcio koncentracijy pokycio bei Ras aktyvavimo (Ebinu,
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Bottorff et al. 1998). Duomenys, jog RasGRP aktyvina Ras Goldzio aparate yra
gauti Ras pertekliy ekspresuojancioje sistemoje FRET metodu ir néra patvirtinti
tyrimais su endogeniniu Ras (M. Augsten et al, EMBO rep, 2005).

Baltymas Vav turi domenus, panaSius i Dbl Seimos domenus, pagal seka yra
labiau specifinis GTPaziy Ras, nei Rho Seimai. Taciau in vivo veikia kaip Rho
Seimos GTPaziy Racl (nuo PI3K substraty ir produkty priklausomoje Rac
aktyvacijoje) ir Cdc42 mainy faktorius. Ekspresuojamas tik hemapoetinése
lastelése (Malumbres and Pellicer 1998).

C3G turt Cdc25 homologijos domeng ir yra Rapl baltymui specifinis RasGEF
(Malumbres and Pellicer 1998).

SmgGDS katalizuoja K-Ras4B ir kity Ras giminingy GTPaziy guanino

nukleotido mainus, i§skyrus H-ras (Malumbres and Pellicer 1998).

1.2.2 Ras GTPaz¢ aktyvinantys baltymai

Baltymy Ras GTPazinis aktyvumas pasireiSkia léta su Ras sujungto GTP
hidrolize (disociacijos greitis yra apie 10” moliy i sekunde vienam moliui Ras-
GTP komplekso). Be to, vidulasteliné GTP koncentracija yra Zymiai didesne, nei
GDP, tode¢l tampa akivaizdu, jog baltymy Ras GTPazinis aktyvumas reikalauja
papildomy reguliaciniy baltymu.

GAP baltymy geny yra priskai¢iuojama apie 170, jau yra iStirta apie 80
baltymy, i§ kuriy tik keli nepasizyméjo GAP kataliziniu aktyvumu. Ras ir Rho
GAP baltymy jvairove gali buti paaiSkinama tuo, jog skirtingi GAP yra:

1. Ekspresuojami skirtinguose lasteliy tipuose;

2. Veikia specifines GTPazes;

3. Regulivoja GTPaziy aktyvuma priklausomai nuo skirtingy signalo
perdavimo keliy.

Dabar yra aptikta trylika skirtingy Zzmogaus ir penki vaisinés muselés RasGAP
baltymuy. Sie baltymai saveikauja su su GTP sujungtu ras ir neigiamai ji
reguliuoja, stimulivodami Ras baltymo GTPazini aktyvuma. Tafiau RasGAP
baltymai negali saveikauti su kai kuriais onkogeniniais Ras mutantais, pavyzdziui,

tradiciniy Ras glicino-12 ir glicino-13 (guanino nukleotido prijungimo domeno) ar
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gliutamino-61 (efektorinio domeno) mutantais. Biitent nesugebéjimu saveikauti ir
biti aktyvinamiems RasGAP baltymais ir yra paaiSkinamas S$iy mutanty
onkogeniSkumas.

RasGAP katalizinis domenas yra sudarytas i§ a-spiraliy ir turi taip vadinama
arginino pirSty struktiira. Argininas (p120RasGAP atveju — R789) dalyvauja su
Ras sujungto GTP hidrolizéje, stabilizuodamas Ras GTPaziniame domene
pereinamojoje faz¢je susidarant; neigiama kruvi (Scheffzek, Ahmadian et al.
1997).

Be GTPazg aktyvinancios funkcijos, baltymai p120-RasGAP ir NF1 gali biti ir
Ras efektoriais.

S. cerevisae RasGAP homologai yra Iral ir Ira2 (Tanaka, Nakafuku et al.
1990).

1.2.2.1. p120 Ras GTPaz¢ aktyvinantis baltymas
p120RasGAP (p120 Ras GTPase-activating protein, ¢ia vadinamas tiesiog
RasGAP) yra placiai ekspresuojamas 120 kDa baltymas, kurio pagrindiné
funkcija yra mazosios GTPazés Ras katalizinio aktyvumo stimuliavimas.
Hidrolizuodama GTP iki GDP GTPazé Ras pereina i§ aktyvios biisenos i
neaktyvia (Trahey, Wong et al. 1988).

N PP

1.2 pav. Baltymo RasGAP struktiiros schematinis vaizdas.

Kaip ir visi kiti GAP baltymai, RasGAP turi katalizini GAP domena
(aminoriigStys 700-1044) su arginino pirSty struktiira aktyviame centre
(Bernards 2003). Be to, Ras GAP turi du SH2 (N- ir C-galini), SH3 (esanti tarp
dvieju SH2; pagrindinis uz saveika atsakingas triptofanas yra W317), PH ir C2
(Ca®" reguliuojamas saveikos su membrana domenas-2) domenus, atsakingus

uz saveika su kitais baltymais (Pamonsinlapatham, Hadj-Slimane et al. 2009)
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(1.2 pav.). N-gale RasGAP baltymas turi prolino turtinga seka (aminortgstys
135-145), potencialiai galin€ia saveikauti su SH3 domenais (analizuota
naudojant Scansite (http://scansite.mit.edu/) programa), taciau kol kas
literattiroje néra duomeny apie su Sia seka saveikaujancius baltymus.

Kristaly struktiiros analizé parodé, jog RasGAP SH3 domenai gali
dimerizuotis. Dimerizacijos sritis neapima hidrofobinés uz saveika su ligandu
atsakingos SH3 domeno srities. Penkios 1§ dimera sudaranciy liekany jeina |
apoptogeninio N2 peptido seka (zr. zemiau). RasGAP SH3 domeno struktiira
yra nestandarting, jis gali saveikauti su netradicinémis sekomis (ne prolino
turtingomis) (Ross, Kristensen et al. 2007).

RasGAP yra vienas i$ klasikiniy citoplazmos markeriy (nors miisy tyrimai
rodo RasGAP buvima ir branduolyje, Zr. Rezultatai).

Paprastai RasGAP ekspresija lastel¢je vyksta pastoviai, bet yra duomeny,
jog augimo faktorius EGF gali stimuliuoti RasGAP ekspresija (Soler, Felipe et
al. 1994). Kai kurie virusai didina Ras aktyvuma lasteléje degraduodami
(coxsackievirus) ar slopindami (herpes simplex, fosforilina RasGAP) RasGAP
(Bernards and Settleman 2004).

Normalioje lasteléje dauguma RasGAP molekuliy yra monomerinéje
bisenoje, o transformuotoje, pvz., v-src — beveik visos sudaro kompleksus su
fosforilintais tirozinuose baltymais (Moran, Polakis et al. 1991).

RasGAP per savo katalizini GAP domena saveikauja su GTPazés Ras
aminortgstimis glicinu-12 ir glicinu-13, efektoriniu domenu (aminortigstis 32-
40) ir switchll srities aminoriigStimis 60-65. RasGAP arginino-789 radikalas
neutralizuoja neigiama kriivi, trukdant; Ras baltymui hidrolizuoti GTP. D¢l
saveikos su RasGAP poveikio Ras gliutaminas-61 gali dalyvauti katalizéje.
Ras glicinas-12 saveikauja su gliutaminu-61 ir RasGAP argininu-789, dél Sios
saveikos Ras molekul¢ priima reikiama konformacija (Scheffzek, Ahmadian et
al. 1997).

RasGAP saveikauja su visais keturiais tradiciniais Ras bei Rapl ir yra
specifinis Ras baltymy Seimai; tyrimai in vitro taip pat yra parodg, jog p120
RasGAP gali veikti kaip Rab Seimos baltymo Rab5 GAP (Liu and Li 1998).
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RasGAP molekuléje yra fosforilinami tirozinai, serinai. Pagrindinis
fosforilinamas tirozinas yra Y460, taip pat yra keli potencialis tirozinai C-gale,
kataliziniame domene. Parodyta, jog RasGAP fosforilinimas Src kinaze
(fosforilina daugiausia Y460) slopina RasGAP katalizini aktyvuma, o
fosforilinimas Src Seimos kinaze Lck (fosforilina Y460 bei C-galinius
tirozinus) RasGAP aktyvumo nekeifia (Giglione, Gonfloni et al. 2001).
Kompleksuose su membranos baltymais esantis RasGAP yra fosforilintas
stipriau. Ber/Abl kinazé nefosforilina RasGAP, nors fosforilina du pagrindinius
jo partnerius, p190 RhoGAP ir p62 DOK (Skorski, Kanakaraj et al. 1994).

RasGAP pagrindin¢ Zinoma funkcija yra GTPazés Ras aktyvumo
reguliavimas. Tyrimai su RasGap -/- lastelémis parodé, jog RasGAP reguliuoja
PDGF (Kulkarni, Gish et al. 2000) ir EGF indukuota, bet ne pastovy Ras
aktyvuma; Ras-GTP lygis RasGAP -/- lastelése btina net Zemesnis lyginant su
normaliomis. RasGAP geno, rasal, iSmuSimas nedidino MAP kinaziy
aktyvumo, taciau salygojo ilgesni MAP kinaziy aktyvumo laika (van der Geer,
Henkemeyer et al. 1997). Taip pat RasGAP dalyvauja lasteliu proliferacijos
reguliavime per savo PH ir C2 domenus (Koehler and Moran 2001). Ras
aktyvumo reguliavimui pakanka RasGAP katalizinio domeno, lokalizuoto
plazminéje membranoje (Huang, Marshall et al. 1993).

Taciau Ras aktyvumo reguliavimas néra vienintelé RasGAP funkcija.
RasGAP gali veikti ne tik Ras reguliatorius, bet ir kaip efektorius. Ras-
RasGAP kompleksas slopina kalio jonu kanaly saveika su muskarininiu
cholinerginiu (muscarinic cholinergic) receptoriumi ir Sitaip blokuoja
receptoriaus kanalo atidaryma. Sitas efektas priklauso nuo RasGAP SH2-SH3
srities (Martin, Yatani et al. 1992). RasGAP SH3 domenas yra biitinas nuo Ras
priklausomam Xenopus ovocito brendimui (germinal vesicle breakdown) ir
cdc2 kinazés aktyvinimui, nors jo slopinimas nekei¢ia RasGAP katalizinio
aktyvumo. RasGAP aktyvina cdc2, indukuodama Mos sintezg, nepriklausomai
nuo MAPK, kurios irgi prisideda prie MOS sintezés (Duchesne, Schweighoffer
et al. 1993; Pomerance, Thang et al. 1996; Leblanc, Tocque et al. 1998).

Membranoje esantys RasGAP be Ras sujungancCios srities gali slopinti
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onkogeninio, bet ne normalaus Ras aktyvuma (Clark, Quilliam et al. 1993).
Dominantinis neigiamas Ras slopina RasGAP ir su RasGAP asocijuojancio
G3BP baltymo saveika (Parker, Maurier et al. 1996).

RasGAP baltymo, turin¢io tik SH2-SH3-SH2 domeny sriti, ekspresija
salygoja Src aktyvumo sumazéjima. Saveikaudamas su RasGAP Src nebegali
fosforilinti PLCy, ir PLCy signalas yra neigiamai reguliuojamas (Cailliau,
Browaeys-Poly et al. 2001). Saveikaudamas su PDGF receptoriumi RasGAP
mazina nuo PLCy priklausoma proliferacija nekeiCiant Ras aktyvumo (Valius,
Secrist et al. 1995).

RasGAP PH domenas gali dalyvauti nuo Ras (bet ne nuo Raf)
priklausomame JNK reguliavime, jo padidinta ekspresija blokuoja nuo Ras
priklausoma transformacija, bet ne proliferacija. Taip pat yra parodyta, jog PH
domenas gali saveikauti su RasGAP kataliziniu domenu ir ji slopinti. Inozitolio
trifosfatas ir inozitolio-4,5-bifosfatas gali saveikauti su PH domenu,
mazindami jo geba saveikauti su kataliziniu domenu (Drugan, Rogers-Graham
et al. 2000).

RasGAP dalyvauja apoptozes reguliavime. Kai kaspaziy 3 ir 9 aktyvumas
yra zemas, RasGAP yra skeliamas | N-galinj fragmenta ties asparaginu-455,
kuris veikia antiapoptotiskai aktyvindamas Ras-PI3K-Akt kelia, ir C-galini
fragmenta, kuris potencialiai gali veikti proapoptotiskai, taciau N-galinio
fragmento antiapoptotinis poveikis yra stipresnis. Taciau jeigu kaspaziy
aktyvumas padidéja, jos skaldo N-galinj fragmenta 1 du mazesnius (N1 ir N2)
ties asparaginu-157, kurie apoptoze aktyvina. RasGAP D455A mutacija didina
lasteliy jautruma proapoptotiniams agentams, o DI57A mutacija mazina
lasteliy jautruma didesnéms proapoptotiniy agenty koncentracijoms, kas
koreliuoja su antiapoptotine N-fragmento ir proapoptotine N2 fragmento
funkcijomis (Yang, Walicki et al. 2005). Kol kas RasGAP yra unikalus
zinomas reguliatorius, kurio pro- arba antiapoptotinis poveikis priklauso nuo
kaspaziy aktyvumo lygio (Yang and Widmann 2001). N2 fragmentas yra 36
kDa baltymas (seka 158-455 aminoriigStys, beveik atitinka SH2-SH3-SH2
domeny sritj), apoptogenin¢ seka — aminoriigStys 317-326. N2 padaro
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transformuotas lasteles jautresnémis cisplatinos ir kity genotoksiny indukuotai
apoptozei, bet ne per iprastus NFkB aktyvumo moduliavima ar JNK ir p38
kelius (Cailliau, Browaeys-Poly et al. 2001; Yang and Widmann 2002). N2
peptidas konkuruoja su SH3 domenu dél jo saveikos partneriy (Ross,
Kristensen et al. 2007). IS N2 iSskirta seka RasGAP37.326, sulieta su virusiniu
pro membrang praeinanciu TAT,g 57 peptidu (TAT-RasGAP3;7.326), specifiskai
jautrina naviky lasteliy atsaka i genotoksinus priklausomai nuo p53 efektoriaus
PUMA (Michod and Widmann 2007).

Rasal geno mutacijos yra aptinkamos pas kapiliary defektu — genetine
liga, pasireiSkiancia kraujo kapiliary iSsivystymu virSutiniame epidermio
sluoksnyje — butent pas CM-AVM Sios ligos portsiu sergancius pacientus
(Eerola, Boon et al. 2003). Peliy embrionuose, homozigotinése pagal RasGAP
nuling mutacija, yra sutrikusi angiogenez¢, intersomatiniy arterijy
iSsidéstymas. Tokio fenotipo priezastimi gali buti lasteliy kryptingos
migracijos  sutrikimas  (Eerola, Boon et al. 2003). Lastelése,
neekspresuojanciose RasGAP, yra sutrikusi poliarizacija ir jos negali
kryptingai judéti. Mikrovamzdeliai jose yra normalis. Poliarizacija sutrinka dél
Goldzio aparato fragmentacijos (RasGAP yra potencialus Rab5, dalyvaujancio
Goldzio aparato veiklos reguliavime, GAP) ir nepoliarizuoto pusleliy
transporto 1 membrana (PDGF poveikis dalinai fragmentacija iStaiso, bet
poveikis mazéja, jei yra nuslopintos Rho kinazés). Tokios lastelés nesugeba
reorganizuoti itempimo skaiduly ir fokaliniy adheziju, po PDGF poveikio
pasitaiso jtempimo skaiduly, bet ne fokaliniy adhezijy reorganizavimas (i$
dalies— dél nesaveikavimo su pl190RhoGAP ir padidéjusio Rho aktyvumo).
Lastelés be RasGAP blogiau suformuoja tarplastelinius kontaktus. IS dalies
toks RasGAP poveikis yra aiSkinamas RasGAP-pl190RhoGAP komplekso
nebuvimu (Kulkarni, Gish et al. 2000).

P190 RhoGAP (veliau buvo atrasta, jog egzistuoja du panaSiis baltymai
P190 RhoGAP-A ir p190 RhoGAP-B) yra vienas pirmyju atrasty su p120
RasGAP saveikaujanciy baltymy (Hall 1992). P190 RhoGAP yra Rho GTPaziy
GAP, lasteleje p190 RhoGAP yra pastoviai fosforilintas ir saveikauja su p120
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RasGAP SH2 domenais. Tirozino kinazémis transformuotose Iastelése beveik
visas RasGAP yra komplekse su p190, ir Sitas kompleksas yra aptinkamas tik
citoplazmoje. Kompleksy su augimo faktoriais aktyvintais receptoriais arba
p62 baltymu biina Zymiai maziau. RasGAP SH2 domenai saveikauja su Y1087
ir Y1105 p190 fosforilintais tirozinais (p190A; p190B turi analogiskus Y1090
ir Y1108, atstumas tas pats - 17 aminorags¢iy). Siuos p190 tirozinus fosforilina
Src Seimos kinazés, Blk, Abl (Druker, Okuda et al. 1992). Pavieniy p190
fosforilinty tiroziny uztenka silpnai saveikai su RasGAP. D¢l saveikos su
dviem (biitinai abiem!) fosforilintais tirozinais pasikei¢ia RasGAP
konformacija: atsidengia RasGAP SH3 domeno liganda prijungiantis pavirSius
(giminingumas specifiniam monokloniniam antikiinui B4F8 padidé¢ja ~100
karty) (Hu and Settleman 1997). Kita vertus, yra duomeny, jog uz p120
RasGAP saveika su p190 RhoGAP yra atsakingas tik Y1105, o Y1087 net néra
fosforilinamas (Roof, Haskell et al. 1998).

Galima $iy dviejy baltymy saveikos funkcija yra signalo perdavimo keliy
per Ras ir Rho koordinavimas. Saveikaudamas su RasGAP p190 RhoGAP
slopina RasGAP katalizini aktyvuma in vitro ~4 kartus (Moran, Polakis et al.
1991). Gali biti, kad viena i§ p190 saveikos su RasGAP funkcijy yra RasGAP
saveikos su papildomais baltymais per SH3 domena uztikrinimas (Hu and
Settleman 1997). Savo ruoztu RasGAP dalyvauja pl190RhoGAP fosforilinimo
reguliavime (van der Geer, Henkemeyer et al. 1997). RasGAP N-galinés dalies
padidinta ekspresija sukelia aktino itempimo skaiduly suirima ir sumazina
lasteliy adhezija su substratu. PanaSiai veikia ir p190 pavienio katalizinio
domeno ekspresija, todél imanoma, jog RasGAP reguliuoja pl90RhoGAP
aktyvuma (McGlade, Brunkhorst et al. 1993).

RasGAP pilno arba dalies be GAP domeno padidinta ekspresija skatina
mRNR ir baltymy sinteze, Cdk7 ir RNR polimerazés II ekspresija (Abdellatif,
Packer et al. 1998). Nusodinimu su GST-baltymais parodyta, jog RasGAP gali
saveikauti su eEF1A2 (Panasyuk, Nemazanyy et al. 2008).

RasGAP sukelia embrioniniy kamieniniy (ES) lasteliy diferenciacija, kuri
gali biti  slopinama SC1 (taip pat vadinamu pluripotin), 3,4-
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dihidropirimido[4,5-d]pirimidino pagrindu susintetinta medziaga, kuri leidzia
kultyvuoti ES lasteles (Chen, Do et al. 2006).

RasGAP saveikauja su serino ir treonino kinazémis Aurora A ir Aurora B,
dalyvaujan¢iomis mitozés reguliavime (Gigoux, L'Hoste et al. 2002). Aurora A
lokalizuojasi centrosomose ir mitotinés verpstés susirinkimo centruose. Ji yra
biitina centrosomy brendimui ir atsiskyrimui. Taip pat Aurora A kinazé
reikalinga Mos mRNR transliacijai (o0 RasGAP dalyvauja mos geno ekspresijos
reguliavime). Aurora B iSsidésto centrosomose, o po anafazés persilokalizuoja
1 mitoting verpste. Ji yra bitina histono H3 serino-10 fosforilinimui ir
chromosomy kondensavimui. Aurora B reguliuoja kinetochoro funkcijas (Keen
and Taylor 2004). Peptidas-aptameras, specifiskai slopinantis SH3 domena,
lasteles veikia citotoksiSkai. Galima toksiSkumo priezastis: SH3 saveikos su
AuroraB kinaze suardymas (Pamonsinlapatham, Hadj-Slimane et al. 2008).

RasGAP saveikauja su p62 Dokl Y362 ir Y398 (Y296 ir Y315 in vitro)
fosforilintais tirozinais. p62 Dokl fosforilinima paprastai stimuliuoja augimo
faktoriai (Kashige, Carpino et al. 2000). RasGAP sudaro kompleksa su p62
(DOK1) citoplazmoje ir membranoje. v-src transformuoty lasteliy membranose
yra aptinkama apie 8% lastelés RasGAP (p62, receptoriai) (Moran, Koch et al.
1990). Komplekse su RasGAP yra apie 10% p62. In vitro saveika su p62
mazina RasGAP aktyvuma, o in vivo uZ S§ita saveika yra atsakingi kiti
fosforilinti tirozinai. p62 yra Zinomas kaip neigiamas Ras ir nuo Ras
priklausomo Akt kelio (duomenys apie Erk yra priestaringi) reguliatorius.

[ p62 Dok1 panasus p56 (DOK-R) taip pat saveikauja su RasGAP. DOK-R
aktyvina kinaze Abl ir stimuliuoja membranos iSsiki§imy atsiradima. DOK-R
nuo RasGAP ir Nck priklausomai neigiamai reguliuoja T-lasteliy diferenciacija
(Gugasyan, Quilici et al. 2002). Kitas Dok Seimos baltymas, Dok4 irgi
saveikauja su RasGAP, o DOK-L (Dok3) ir Dok5 su RasGAP nesaveikauja
(Cai, Dhe-Paganon et al. 2003).

Rackl1, pastolinis baltymas, kuris saveikauja su PKCg (kartu su RasGAP),
BIIPKC, PLCy, sinaptotagminu, dinaminu-1, sudaro kompleksa ir su RasGAP
(Koehler and Moran 2001). Rackl yra Src kinaziy saveikos partneris,
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substratas ir slopiklius: slopindamas Src aktyvuma, Rackl mazina Sam68 bei
pl90 RhoGAP fosforilinima. Rackl ir Src saveikos suardymas
konkuruojanciais peptidais sukelia aktino skaiduly disociacija (Miller, Lee et

al. 2004).

1.2.2.2 Kiti Ras GTPaz¢ aktyvinantys baltymai

Neurofibrominas (genas nfl) yra baltymas, kurio geno mutacijos yra
atsakingos uz pirmojo tipo neurofibromatozés atsiradima (Xu, Lin et al. 1990).
Neurofibrominas yra tradiciniy Ras RasGAP. NfI geno mutacijos taip pat yra
siejamos su jaunatvine mielomonocitine leukemija (Side, Emanuel et al. 1998)
ir Watson sindromu (Tassabehji, Strachan et al. 1993).

Drozofilos Gapl homologai: baltymai Gaplm (genas rasa?), GAPlip4bp
(genas rasa3), RASALI1 (genas rasall) ir CAPRI (genas rasa4). Siems baltymams
yra buidinga pana$i struktiira, jie turi pora C2 domeny, po kuriy eina RasGAP
katalizinis ir PH domenai. Nepaisant bendros struktiiros, Sios grupés RasGAP
baltymams budingas skirtingas reguliavimas ir poveikis. Gaplm ir GAP1ip4bp C2
domenai neturi aminoriigsciy, atsakingy uz koordinavima kalcio jonais, o CAPRI
C2 domenas pasizymi auk$tu giminingumu kalcio jony atzvilgiu, ir jo
translokacijai { plazming membrana yra bitinas Ca*" i§laisvinimas. Kiti Gapl
Seimos nariai sagveikauja su membrana PH domeno saveikos su fosfolipidais déka:
GAPlip4bp PH domenas saveikauja su fosfatidilinozitolio-2-fosfatu, o Gaplm —
su fosfatidilinozitolio-3-fosfatu, ir jo translokacija link membranos priklauso nuo
PI3K kinazés aktyvumo. Gaplm per PH domena taip pat saveikauja su G baltymy
subvienetu Gal2, ir Gal2 stimuliuoja jo GTPazini aktyvuma. Skiriasi ir Siy
baltymu kataliziniai GAP domenai. CAPRI GAP domenas, skirtingai nuo Gaplm
ir GAP1ip4bp, sulieto baltymo pavidale in vitro nepasizymi GAP aktyvumu, jei
terpéje néra Ca®" jonuy, kitaip tariant, yra aktyvinamas kalcio jony. RASALI
baltymo GAP aktyvumas in vitro tikrintas nebuvo (Bernards 2003).

SynGAP yra RasGAP, selektyviai ekspresuojamas smegeny suzadinanciose
sinapsése. Yra zinomi bent keturi Ziurkés ir Zmogaus genai, ekspresuojantys

SynGAP homologus: syngapl, rasal2, af9q34 ir flj21438, bet pagrindiniai tyrimai
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buvo atlikti su baltymu SynGAP1 (Bernards 2003). SynGAP kalcio jonai aktyvina
netiesiogiai: ji fosforilina nuo kalmodulino priklausoma kinazé II (CAMKII)
padidindama jo aktyvuma 70-95% (Oh, Manzerra et al. 2004). SynGAP reguliuoja
tradiciniy GTPaziy Ras, o taip pat GTPaziy Rap1 aktyvuma (Pena, Hothorn et al.
2008). SynGAPI geno mutacijos neretai aptinkamos pas autosominiu
dominantiniu nesindrominiu protiniu atsilikimu sergancius ligonius (Hamdan,
Gauthier et al. 2009).

IQGAP Seimai yra priskiriami trys baltymai: IQGAP1, IQGAP2, IQGAP3, bet
IQGAP3 néra istirtas ir priskiriamas IQGAP baltymams tik pagal homologija.
IQGAP baltymy N-gale yra kalponinui homologiskas F-akting prijungiantis
domenas, po to secka WW domenas, keturi IQ motyvai ir C-gale yra RasGAP
giminingas segmentas. Pastarasis neturi RasGAP domenui budingy arginino pirsty
ir veikia slopindamas Rho Seimos GTPaziy Cdc42 ir Racl aktyvuma. IQGAPI,
galbut, veikia kaip tarpininkas tarp kalmodulino bei Cdc42 ir Racl, nes IQGAP
saveika su §iomis Rho GTPazémis yra reguliuojama Ca®" ir kalmodulinu. Vienose
lastelese IQGAP lokalizuojasi Goldzio aparate, kitose — ties adhezinémis
jungtimis, kur saveikauja su E-kadherinu ir B-kateninu. IQGAP1 ir IQGAP2 genai
nekompensuoja vienas kito, nes turi nepersidengiancius ekspresijos rastus

(Bernards 2003).

1.3. Signalo nuo Ras perdavimas

Signalas nuo GTPaziy Ras yra perduodamas per aktyviy Ras (Ras-GTP)
saveikas su baltymais-taikiniais. Zinoma vis daugiau tokiy baltymy. Tradiciniy
Ras atveju efektoriniy baltymy prijungime dalyvauja Ras efektoriné kilpa
(aminortigStys 32-40) ir kai kurie aplinkui esantys radikalai bei taip vadinama
switch II sritis (aminorigStys 60-72). Ras baltymo saveika su GTP vietoj GDP
kritiskai pakeicia Siy sriciy konformacija, ir igalina jo saveika su efektoriais. Be
to, kai kurios (26, 31, 41, 45, 46, 48, 49 ir 53) aminortgstys, nors ju konformacija
del guanino nukleotido mainy ir nesikeicia, yra kritiSkos Ras signalo perdavimui.

Tai buvo nustatyta, tiriant Ras mutantus. Sitos aminorigitys bendrai yra
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vadinamos aktyvinancia sritimi (activator region) arba pastovia efektorine sritimi
(constitutive effector region).
Baltymai Ras efektoriams yra priskiriami pagal du pagrindinius poZymius:

1. Kai baltymo saveika vyksta tik su aktyvia Ras forma arba saveika su aktyviu
Ras vyksta Zymiai geriau, nei su neaktyviu;

2. Kai baltymas saveikauja su efektorinémis Ras sritimis, ir specifinés iy sriciu
mutacijos smarkiai sumazina ar panaikina saveika (Malumbres and Pellicer 1998).

Pagrindiniai tradiciniy Ras efektoriai yra Raf baltymai, RalGDS Seima, PI3K
kinazé¢, MEKK1 kinazé, GTPazés Rin-1, Rin-2, Rin-3; AF-6, PKC-z, Nore-1,
RasGAP, Tiaml ir kiti.

Ras efektoriai saveikauja su Ras per savo RBD (Ras prijungianti) domena.
RBD biina trijy tipy: Raf tipo, PI3K tipo ir RA (RalGDS/AF6) tipo. RA tipo RBD
turinCiy efektoriy yra zinoma daugiausia.

Ras saveika su efektoriumi salygoja efektoriaus aktyvumo padidéjima arba
biochemini poveikj efektoriaus taikiniams. Efektoriaus geno iSmuSimas pakenkia
daliai nuo Ras perduodamo signalo. Skirtingi efektoriai saveikauja su skirtingomis

Ras molekulés sritimis — tai padeda iSskirti signalo perdavimo kelius.

1.3.1 Raf-MEK-Erk signalo perdavimo kelias

Raf Seimos kinazés yra pirmieji nustatyti ir geriausia iStirti Ras efektoriai
(Vojtek, Hollenberg et al. 1993; Zhang, Settleman et al. 1993).

Raf aktyvinimo mechanizmai gali buti sudétingi, integruojantys konformacijos
pakitima, translokacija { membrang (Stokoe, Macdonald et al. 1994), fosforilinima
(Carroll and May 1994), Ras farnezilinima (Kikuchi and Williams 1994). Raf-1
turi du su Ras saveikaujan¢ius domenus: pagrindini, RBD, ir papildoma, CRD
(cysteine-rich domain), kuris saveikauja su Ras po RBD ir moduliuoja saveika.
Taciau vien saveikos su Ras nepakanka Raf aktyvinimui. Raf kinaziy aktyvinime
gali dalyvauti papildomi baltymai. Pavyzdziui, 14-3-3 baltymai (Zinomos 7
1zoformos) saveikauja su Raf-1, §i sgveika netrikdo Raf saveikai su Ras. 14-3-3
Seimos adaptoriniai baltymai saveikauja su fosforilintu arba autofosforilintu Raf-1

ir yra kritiniai Raf-1 aktyvinimo kofaktoriai (Freed, Symons et al. 1994; Dhillon,
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Yip et al. 2009). Raf-1 yra aktyvinama ir PKC kinaziy, kai kuriais atvejais net
nepriklausomai nuo Ras biisenos (Zou, Komuro et al. 1996).

Aktyvi Raf kinazeé fosforilina ir aktyvina labai specifines tirozino ir treonino
MEK kinazes (MAP kinase extracellular signal-regulated kinase), kurios, savo
ruoztu, fosforilina ir aktyvina p42 (Erk2) ir p44 (Erkl) MAPK/Erk serino ir
treonino kinazes (Macdonald, Crews et al. 1993). Erk kinazés, turi labai daug
taikiniy citoplazmoje bei branduolyje, kur jos migruoja po aktyvinimo.

Zindoliai turi tris Raf genus, koduojancius Raf-1 (C-Raf), A-Raf ir B-Raf; B-
Raf turi daug alternatyvaus splaisingo izoformy. B-Raf neturi dviejy fosforilinamy
tiroziny, kas galbiit nulemia aktyvinimo skirtuma: Raf-1 ir A-Raf yra stipriai
aktyvinami onkogeninés Src kinazés, B-Raf aktyvinime esminj vaidmen; atliecka
Ras baltymas, greiCiausia, tiesiogiai sukeldamas konformacijos pokyt; (H-Ras
atveju). Kita vertus, yra nustatyta, kad H-Ras aktyvina Raf-1 Zymiai silpniau uz
N-Ras, bet abu Sios GTPazés Ras aktyvina MAPK/Erk kelia (Malumbres and
Pellicer 1998).

Kinaz¢ Raf-1 yra aktivinama tradicinémis GTPazémis Ras, TC21, M-ras, Rit;
A-Raf yra aktyvinama tradicinémis Ras ir M-ras; B-Raf — tik tradicinémis Ras.
Kinaziy Erk fosforilinima sukelia tradicinés GTPazés Ras ir, Zymiai silpniau,
TC21, M-ras, Rit (Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004). Erk fosforilinimas
skatina Erk molekuliy homodimerizacija ir translokacija i1 branduoli, kur Erk
kinazés aktyvina transkripcijos faktorius, tiesiogiai juos fosforilindamos
(Khokhlatchev, Canagarajah et al. 1998).

Su Raf-MEK-Erk kelio aktyvinimu yra susijusi dar eilé kity baltymuy:

1. Raf Seimai gimininga serino ir treonino kinazé¢ Tpl2/Cot, kuri fosforilina ir
aktyvina MEK-Erk ir JNKK-JNK/SAPK kelius priklausomai nuo Ras
(Hagemann, Troppmair et al. 1999).

2. Raf-1 lasteléje egzistuoja komplekse su Hsp90 Saperonu, kuris, kaip
manoma, uztikrina Raf-1 stabiluma ir vieta lastel¢je (Schulte, Blagosklonny
et al. 1995). Hsp90 slopikliai yra potencialiis prieSvéZiniai preparatai

(Neckers 2009).
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3. Pastolinis baltymas Ksrl (kinase supressor of Ras) po stimuliavimo augimo
faktoriais sudaro triguba kompleksa su B-Raf ir MEK, kuris stiprina MEK
aktyvinima. Kai komplekse atsiranda aktyvi Erk kinaze, ji fosforilina Ksrl
ir B-Raf, skatindama komplekso tarp ju disociavima ir tokiu btidu neigiamai
reguliuoja savo aktyvinima (McKay, Ritt et al. 2009).

Pagrindiniai Erk taikiniai yra p90 ribosominé kinaz¢ S6, citozolin¢ fosfolipaze
A-2, eukarioty transliacijos inicijacijos faktoriy 4E prijungiantis baltymas-1,
transkripcijos faktorius Myc, kuri stabilizuoja fosforilinimas Erk kinazémis; tarp
taikiniy taip pat yra transkripcijos faktoriai p62TCF/Elk-1 ir Ets-2, kurie formuoja
triguba kompleksa ties SRE (serum response element) elementais ir reguliuoja
proliferacija inicijuojanciy staigaus ankstyvojo atsako genuy (c-fos, HB-EGF)
ekspresija; p90RSK kinazé, kuri fosforilina transkripcijos faktoriy CREB ir
aktyvina jo transaktivacini potenciala, taip pat p90RSK kinaz¢ fosforilina ir
slopina Bad, viena esminiy apoptozés induktoriy (Malumbres and Pellicer 1998;
Cox and Der 2003).

Raf ir MEK kinazés nepriklausomai nuo Erk aktyvumo reguliuoja
Mdm2/Hdm?2 baltymo, degraduojancio p5S3 mRNR transporta ir taip prisidedancio
prie Ras sukeliamo iSgyvenimo signalo (Phelps, Phillips et al. 2005); Par-4,
proapoptotini transkripcijos faktoriy; Bel-2 Seimos baltymus: K-Ras skatina Bcel-2
ekspresija, Bcl-xL ekspresija irgi priklauso nuo GTPaziy Ras. Raf-1 gali
saveikauti su Bcl-2 tiesiogiai citoplazmoje. Mitochondrijose esanti Raf-1 prijungia
Bad ir slopina apoptoz¢ (Cox and Der 2003).

Ras gali aktyvinti Erk ir receptoriaus endocitozés metu po signalo, perduodamo
nuo klatrinu padengty endocitozes pusleliu (clatrin-coated vesicles). Pavyzdziui,
po aktyvaus EGF receptoriaus endocitozés { citoplazma yra perduodamas
iSgyvenimo signalas; po NGF stimuliuoto TrkA receptoriaus endocitozés yra
aktyvinamas transkripcijos faktorius Elk (Bivona and Philips 2003).

Erk kinaziy signalo specifiSkumas i§ dalies priklauso nuo Erk erdvinés
lokalizacijos ir skirtingos baltymy kompleksy sudéties. PavyzdZziui, pastolinis
baltymas Ksrl lokalizuoja Raf-MEK-Erk kompleksa prie plazminés membranos
(McKay, Ritt et al. 2009), o kitas Erk signalg stiprinantis pastolinis baltymas MP1
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per adaptorini baltyma p14 — prie vélyvyju endosomy (Wunderlich, Fialka et al.
2001).
Raf-MEK-Erk kelias yra svarbus proliferacijos, i§gyvenimo, apoptozés bei

geny transkripcijos reguliavimui.

1.3.2. RalGDS Seima

RalGDS (Ral GDP dissociation stimulator) yra Ras Seimos GTPaziy Ral
guanino nukleotido mainy faktoriai. Su aktyviu Ras saveikauja ir keletas kity
RalGDS giminingy baltymuy, irgi Ral GTPaziy guanino nukleotido mainy faktoriy:
Rgl, Rgl2, RIf. Visi jie turi katalizini domena ir RA domena, atsakinga uz saveika
su Ras: C-gale, apie 80-100 aminoriigsciy ilgio. Kinaziy Raf ir RalGDS saveikos
su Ras mechanizmai skiriasi, galbiit Sitie skirtumai salygoja reguliavimo
specifiSkuma; §i specifiSkuma taip pat galéty itakoti baltymuy kinaze A
(Malumbres and Pellicer 1998).

RalGDS yra aktyvinamas tradicinémis GTPazémis Ras, R-Rasl, R-Ras2, R-
Ras3, Rit, Rapl. Rgl ir Rgl2 yra aktyvinami tradicinémis Ras, R-Ras1, R-Ras2, R-
Ras3, Rit (Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004).

GTPaze Ras aktyvintas RalGDS skatina Ral guanino nukleotido mainus; §i
procesa stimuliuoja daugelis augimo faktoriy. Siai aktyvacijai yra biitina Ras ir
Ral kolokalizacija (Kishida, Koyama et al. 1997).

RalGDS veikia 1 Goldzio aparato jud¢jima, pisleliy formavimasi (per
GTPazgArf ir fosfolipazg D), citoskeleta (per GTPazes Cdc42 ir Rac), genuy
ekspresija (fos, veikia sinergetiskai su Ras). RalGDS, Rgl ir RIf dalyvauja nuo Ras
priklausomoje TFF faktoriumi indukuotoje DNR sintez¢je (van Dam and

Robinson 2006).

1.3.3. Fosfatidilinozitolio-3-kinazés (PI3K)
Fosfatidilinozitolio-3-kinazes (PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase) katalizuoja
fosfatidilinozitolio-4,5-bifosfato (P1(4,5)P2) fosforilinima iki fosfatidilinozitolio-
3,4,5-trifosfato (PIP3). Kitas juy produktas yra fosfatidilinozitolio-3,4-bifosfatas
(PI(3,4)P2). PI3K yra heterodimerai, sudaryti i§ dviejy subvienety: p110 ir p85

38



baltymy. pl110 yra katalizinis PI3K subvienetas, egzistuoja a, B, vy ar 6 pl110
baltymai. p85 subvienetai yra eilé skirtingy adaptoriniy molekuliy, kurios turt SH2
domeng ir per ji pritraukia PI3K heterodimerus prie fosforilinty tirozinuose
augimo faktoriy receptoriy ar pastoliniy baltymy. Skirtingi p85 subvienetai
veikiausia nulemia skirtingy heterodimery reguliavimo ypatumus. Su p85
subvienetais nesaveikauja tik PI3Ky, ji yra reguliuojama heterotrimeriniy G
baltymy (Leevers, Vanhaesebroeck et al. 1999).

GTPazes Ras saveikauja su PI3K p110 subvienetais ir aktyvina juos. Taip Ras
kontroliuoja PI3K, dalyvaujanc¢ios nuo Ras priklausomoje tumorigenezéje,
aktyvuma (Der and Van Dyke 2007). Peliu pi3kca geno mutacijos parodé, jog
PI3K pl10 saveika su Ras yra svarbi nuo Ras priklausomiems vystymosi
procesams bei tumorigenezei (Gupta, Ramjaun et al. 2007).

Skirtingi pl110 subvienetai su Ras saveikauja skirtingai. p110 o ir pl110y
saveikauja su tradiciniais Ras, R-Rasl, R-Ras2, R-Ras3, Rit; p110a labai silpnai
saveikauja su Rapl. Saveika su pl110a koreliuoja su Akt kinazés aktyvinimu.
pl106 saveikauja su R-Rasl ir R-Ras2 (TC21). pl110B su Ras nesaveikauja
(Rodriguez-Viciana, Sabatier et al. 2004).

PI3K aktyvinimo Ras GTPazémis mechanizmas néra aiSkus, bet parodyta, kad
uztenka pl10 translokacijos prie membranos. Gali biiti, kad PI3K aktyvinimui
reikia ir papildomy veiksniy, pvz., tiroziny fosforilinimas (Leevers,
Vanhaesebroeck et al. 1999). PI3K poveikis yra neigiamai reguliojamas PIP3
fosfatazés PTEN (Maehama and Dixon 1998).

Labiausia iStirta PI3K kinazés funkcija yra baltymy kinazés B (PKB), taip pat
zinomos kaip Akt kinazes, aktyvinimas (aktyvinime dalyvauja I klasés PI3K). Akt
priklauso baltymu serino ir treonino kinaziy A/G/C (AGC) Seimai, yra Zinomos
trys Akt izoformos (Aktl, 2, Akt3 arba Akta, Aktp, Akty). PIP3 saveikauja su Akt
PH domenu ir salygoja jos translokacija prie membranos, kur ji yra fosforilinama
ir aktyvinama ivairiy kinaziy, dazniausia PDKI1 (kuri yra pritraukiama prie
membranos irgi saveikos su PIP3). PDK1 fosforilina Akt treoning-308. Kitas Akt

aktyvinimo kelias yra nuo RTK per mTOR kompleksa 2, tikslus mechanizmas
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nezinomas, fosforilinamas Akt serinas-473. Akt kinazés veikia savo aktyvinimo
kelius teigiamais ir neigiamais griZtamaisiais rySiais (Manning and Cantley 2007).

Akt kinazés veikia ir citoplazmoje, ir branduolyje. Ju fosforilinimo jtaka gali
pasireiksti per efektoriy funkcijuy stimuliavima arba slopinima. Pagrindinés Akt
funkcijos: lastelés iSgyvenimas — per BAD, FOXO, Cas9; lastelés augimas (masés
did¢jimas) priklausomais ir nepriklausomais nuo mTor kompleksol keliais;
dalijimasis — per p27Kipl, p27Cip/Waf, mTorC1, migracijos slopinimas — per
NFAT degradavima ir Erk kelio slopinima. Akt fosforilina IKK, kuris fosforilina
ir 1Saktyvina IkB, NF-xB slopikliy. NF-xB indukuoja iSgyvenimo signala. Akt
kinazés jtakoja Erk (fosforilina Raf-1 ir mazina jo kinazini aktyvuma (Cox and
Der 2003)), INK/p38 signalo perdavimo kelius (Manning and Cantley 2007).

Bcl-2 Seimos baltymai reguliuoja mitochondrijy membranos pralaiduma ir nuo
mitochondrijy priklausoma apoptozg. Bcl-2 ir Bel-xL baltymai mitochondrijy
membranoje slopina citochromo c iSejima { citoplazma. Kitas Seimos narys, Bad,
prijungia Bcl-2 ir Bel-xL ir veikia proapoptotiskai. Akt fosforilina Bad, dé¢l ko su
Bad saveikauja 14-3-3 Seimos baltymai, kurie prijungia Bad citoplazmoje ir
uztikrina lastelés iSgyvenima (Cox and Der 2003).

PI3K taip pat dalyvauja nuo Ras priklausomame Rho Seimos kinaziy
aktyvinime, nuo Rab5 priklausomos endocitozés reguliavime (Christoforidis,
Miaczynska et al. 1999).

PI3K ir jos lipidiniai produktai dalyvauja proliferacijos, iSgyvenimo, migracijos
ir metabolizmo pokyciy (insulinu reguliuojamas gliukozés metabolizmas)

reguliavime, taip pat uzdegiminiame ir imuminiame atsakuose.

1.3.4 Nuo RASSF priklausomi keliai
RASSF yra Ras efektoriy, naviky supresoriu (tumour supressor) Seima. | Sia
Seima jeina $eSi homologiniai baltymai, nuo RASSF1 iki RASSF6.
Bendros RASSF baltymy savybés:
1. C-gale turi saveikos su Ras (RBD) RA tipo domenus ir SARAH baltymuy

saveikos domenus.
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2. Budingi daugybiniai transkriptai (alternatyvinis splaisingas, skirtingi
promotoriai).

3. Promotoriy sriciai budingos CpG saleleés, transkripcija reguliuojama
metilinimu.

4. Funkcionuoja kaip naviky supresoriai.

5. Veikia kaip adaptoriniai baltymai.

RASSFI1 turi septynias izoformas, Zymimas nuo RASSFIA iki RASSFI1G, kai
kurios ju turi C1 domena, ATM kinazés fosforilinimo motyva. RASSF1 funkcijos
yra naviky supresavimas, taip pat Sie baltymai yra susij¢ su mikrovamzdeliy
reguliacija, dalyvauja lastelés cikle.

RASSF1 kolokalizuojasi su mikrovamzdeliais, mitozés metu keicia
lokalizacija. Skatina a-tubulino acetilinima, ir tokiu budu — mikrovamzdeliy
stabiluma, apsaugo nuo mikrovamzdeliy susirinkimo slopikliaus nokodazolo
poveikio. RASSF1 saveikauja su keletu baltymy, susijusiy su mikrovamzdeliy
susirinkimo reguliavimu.

RASSFIA ir RASSFIC saveikauja su kitu RASSF baltymu -
RASSF5/NOREI, su proapoptotine kinaze MST1, kuri gali indukuoti nuo Ras
priklausoma apoptoz¢ (prieSingai PI3K ir Tiaml i§gyvenimo keliams). Mstl yra
kaspazes-3 efektorius ir stiprintuvas. Vaisinés muselés Mst homologas indukuoja
nuo CNRI1 ir Mst priklausoma apoptoze.

RASSF1 vaidmuo Iastelés cikle pasireiSkia prometafazéje Cdc20 titravimu.
RASSF1 neleidzia Cdc20 saveikauti su APC/C (anaphase promoting
complex/cyclosome) kompleksu, kuris turéty katalizuoti ciklinu A ir B
degradavima. Padidinta RASSF1 ekspresija taip pat maZzina cikliny D1 ir D3 lygi.

Kai kuriy naviky Iasteléese RASSF1 geno promotorius yra slopinamas
metilinimu, pavyzdziui, NSCLC, kruties karcinomos lastelése. Reikia pazymeéti,
jog $i reguliacija budinga RASSFIA ir kai kurioms kitoms izoformoms, taciau $is
metilinimas nekei¢ia RASSF1C ekspresijos. RASSFI1 somatinés mutacijos
aptinkamos retai. Taip pat yra duomenuy apie RASSF2, RASSF3, RASSF4,
RASSFS5 ivairiy izoformy promotoriy metilinima naviky lastelése. RASSFI

ekspresijos pazeidimai siejami su onkogeninémis 3p21.3 srities delecijomis.
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Rassf1 saveikauja su tradiciniais Ras (geriausia — su K-Ras) ir M-Ras.

RASSF2 dalyvauja apoptozés, perejimo 1§ GO 1 GI reguliavime. Gali
lokalizuotis branduolyje, bet ne branduoléliuose. RASSF2 saveikauja su
tradiciniais ir, silpnai, su trimis R-Ras.

RASSF4/ADO037 dalyvauja apoptozés reguliavime, saveikauja su tradiciniais ir
trimis R-Ras.

RASSF5/NOREI] dalyvauja lastelés ciklo sustabdyme ir apoptozés indukavime,
skirtinguose lasteliy tipuose veikia skirtingai. Gali lokalizuotis branduolyje ir
branduol¢liuose. RASSFS5 saveikauja su tradiciniais Ras, Rap2 ir R-Ras. RASSF5
yra homologiskas RASSF1 baltymams, turi hipotetini C1 domena.

Apie RASSF3 ir RASSF6 funkcijas duomeny kol kas néra (Agathanggelou,
Cooper et al. 2005).

1.3.5 Kiti nuo Ras priklausomi signalo perdavimo keliai

MEKK]I nors vadinasi MEK kinazé, MEK aktyvina tik nezymiai. Pagrindiné
MEKKI1 funkcija yra JNK ir p38 MAP kinaziuy keliy aktyvinimas. GTPazés Ras
per MEKKI1 aktyvina NF-kB signala. MEKKI1 aktyvina IkB kinazg, kuri
fosforilina IxB baltyma, sukeldama jo degradavima ir NF-kB translokacija 1
branduoli (Russell, Lange-Carter et al. 1995).

Tiaml yra Rho Seimos GTPaziy Rac GEF baltymas (Lambert, Lambert et al.
2002). Tiaml gali aktyvintis tiesioginé¢ saveika su Ras, taip pat Ras aktyvina
Tiaml1 per PI3K. Baltymas Tiaml turi Raf tipo RBD domena (Michiels, Habets et
al. 1995).

Atipinés, nuo DAG ir kalcio jonuy nepriklausomos, baltymy kinazés C (PKC)
PKCA ir PKC({ saveikauja su tradicinémis GTPazémis Ras. Aktyvintos Ras
pernesa PKCA ir PKC( prie plazminés membranos ir aktyvina jas. Per atipines
PKC Ras blokuoja miogeniniy satelitiniy lasteliy diferenciacija (Fedorov, Jones et
al. 2002).

Kita su Ras saveikaujanti baltymy kinazé C yra PLCe, turinti du RA tipo RBD
domenus, antras yra Zemesnio giminingumo. Ji sagveikauja su tradiciniais Ras ir

M-Ras, kurie pritraukia ja prie membranos ir aktyvina (Song, Hu et al. 2001).
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Bcl-2 saveikauja su aktyviomis tradicinémis GTPazémis Ras mitochondrijose
per savo BH4 (Bcl-2 homology-4) domena ir blokuoja nuo Ras priklausoma
apoptoze¢ (Denis, Yu et al. 2003), taciau Sis procesas biidingas ne visoms lasteliy
linijoms. Taip pat Bcl-2 citozolyje saveikauja su kinaze Raf-1, perneSdama Raf-1 {
mitochondrijas, kur Raf-1 kartu su Bcl-2 slopina nuo Ras priklausoma apoptoze

(Rebollo, Perez-Sala et al. 1999).

1.4. Adaptoriniai baltymai

Adaptoriniais (adaptor arba adapter) yra vadinami baltymai, nepasiZymintys
kataliziniu aktyvumu, kurie uztikrina saveikas tarp baltymy ar tarp baltymy ir
lipidy. Kai kurie fermentai irgi gali buti vadinami adaptoriais, jeigu nagriné¢jamo
proceso metu jie funkcionuoja kaip adaptoriai, o ne fermentai. Adaptoriams taip
pat priskiriami dokiniai (docking) baltymai ir pastoliniai (scaffold) baltymai.
Dokiniai baltymai veikia kaip tarpininkai tarp vieno ar keliy baltymy ir lastelés
strukttiry. Pastoliniai baltymai veikia kaip tarpininkai, susidarant kompleksams i§
keliy baltymy, kurie Sio komplekso susidarymo déka gali saveikauti tarpusavyje
(Csiszar 2006).

Adaptoriniai baltymai yra sudaryti i§ domeny, uZtikrinanc¢iy saveikas tarp
baltymy arba tarp baltymuy ir lipidy. Tokiy domeny yra Zinoma apie 80. Geriausia
iStirti yra fosforilinta tirozing prijungiantys domenai SH2 ir PTB, fosforilinta
sering prijungiantis 14-3-3 baltymo domenas, prolino turtingus motyvus
prijungiantis domenas SH3, fosfoinozitolio darinius ir hidrofobinius aminoragsc¢iy
motyvus prijungiantis domenas PH (Pawson 1995).

Lastel¢je adaptoriniai baltymai atlicka jvairias funkcijas. Jie dalyvauja
vidulasteliniy signaly ir signaly nuo membranos receptoriy perdavime per
kompleksy tarp baltymy suformavima. saveikaudami su  baltymais,
dalyvaujanciais skirtinguose procesuose, adaptoriniai baltymai veikia kaip
savotiSkos signaliniy keliy sankryzos. Adaptoriniai baltymai gali reguliuoti
signalo amplitude bei poveikio laika per saveiky stipruma bei gimininguma.
Neretai adaptoriniai baltymai apsprendzia kity baltymy vieta lasteléje. Atskirais

atvejais adaptorinio baltymo saveika su partneriu gali keisti baltymo-partnerio
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erdving konformacija ir dél to jo aktyvuma arba sugeb¢jima saveikauti su kitais
baltymais (Csiszar 2006).

IS adaptoriniy baltymy pazymeétina 14-3-3 baltymy Seima, kurios potencialils
saveikos partneriai sudaro apie 0,6% genomo (Jin, Smith et al. 2004), Grb2 ir |
Grb2 pana$iy baltymy Seimos Graf ir Gab, dalyvaujancios signalo nuo jvairiy
augimo faktoriy perdavimo reguliavime, Nck adatoriniai baltymai, kuriy vaidmuo

bus aptartas zemiau.

1.4.1. SH2 domenai

SH2 (Src homology 2 [domain]) domenai pirma karta buvo identifikuoti kai
kuriy tirozino kinaziy reguliatorinése dalyse (DeClue, Sadowski et al. 1987).
Véliau jie buvo atrasti dar keliuose negimininguose baltymuose, pvz., PLCy,
RasGAP ir PI3K reguliatoriniame subvienete p85 (Anderson, Koch et al. 1990).
Tyrimai parod¢, jog SH2 domenai gali uztikrinti saveika tarp baltymy. Pirmiausia
buvo parodyta, jog v-Crk onkobaltymas, sudarytas vien i§ SH2 ir SH3 domenuy, v-
Crk transformuotose lastelése aktyvina onkogening tirozino kinazg ir asocijuoja su
eile baltymy su fosforilintais tirozinais (Mayer and Hanafusa 1990). Mutaciniai
tyrimai patvirtino prielaida, jog SH2 domenai i§ tiesy yra atsakingi uz saveika su
fosforilintais tirozinais. Be to, SH2 domenus turin¢iy signaliniy molekuliy (PLCy
ir GAP) saveika su fosforilintu EGF receptoriumi parodé SH2 domenu svarba
signalo perdavimui nuo RTK (Moran, Koch et al. 1990).

SH2 domenai uZtikrina saveika su fosforilinta tirozing turin¢iais aminorags¢iy
motyvais. Fosforilintas tirozinas suteikia saveikai pagrinding energija — be
fosforilinimo saveika visai nevyksta. Saveikos specifiSkuma uztikrina C-gale nuo
fosforilinamo tirozino esancios 3-6 aminoriigStys. Kiekvienas SH2 domenas
specifiSkai atpazista unikalia aminortgs¢iy seka. SH2 domenas yra mazdaug 100
aminortigs¢iy ilgio, kurios sudaro centring antiparaleling B-kloste, apsupta dvieju
a-spiraliy. Fosforilinta tirozing atpazista konservatyvi hidrofobiné kiSené, fosfato
deguonies atomus nukreipia invariantinis argininas, kuris yra esminis prijungiant

fosforilinta peptida. C-gale nuo fosforilinto tirozino esancias aminortigstis
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specifiSkai atpazista kintamoji SH2 domeno dalis. SH2 domeno specifinio ligando
disociavimo konstanta yra ~50-500 nM (Waksman, Kominos et al. 1992).

SH2 domenai yra buidingi daugialas€¢iams organizmams, pradedant gleiviinais
(Eichinger, Pachebat et al. 2005). Zmogaus ir pelés organizmuose juos turi vir§
110 baltymuy, dalyvaujanéiy iSorés bei vidulasteliniy signaly perdavime,
citoskeleto, transkripcijos, baltymy degradavimo reguliavime ir kituose

procesuose (http://sh2.uchicago.edu/).

1.4.2. SH3 domenai

SH3 (Src homology 3) domenai yra atrasti daugelyje baltymy, dalyvaujanciy
signalo perdavime, citoskeleto organizavime ir fermenty kompleksuose, pvz.,
fagocity NADPH oksidazé, Src, Abl kinazés, pl20RasGAP. Kaip ir SH2, SH3
domenai wuztikrina tarpbaltymines saveikas. Bandant identifikuoti su SH3
domenais saveikaujan¢ius motyvus buvo klonuoti du su Abl kinazés SH3
domenais saveikaujantys baltymai. UZ saveika pasirodé esa atsakingi trumpi, apie
10 aminoriigs$c¢iy ilgio, prolino turtingi motyvai (Ren, Mayer et al. 1993).

SH3 domenas yra ~60 aminoriigs¢iy ilgio, jo struktiirini pagrinda sudaro 5-6
antiparalelinés B-sekos, suformuojancios dvi B-klostes. B-sekas jungia keturios
kilpos. Liganda prijungiantis rajonas susidaro i$ hidrofobinio pavirSiaus, kuriame
yra trys negilios aromatiniy aminorigi¢iy suformuotos kisenés; Sj pavirsiy supa
dvi tkrautos variabilios kilpos, prisidedancios uztikrinant saveikos specifiSkuma
(Nguyen, Turck et al. 1998). Struktiiriné ir mutaciné SH3 domeny kompleksy su
ligandais analiz¢ rodo, kad su SH3 domenais asocijuojantys peptidai turi kairiojo
sukimo II tipo poliprolino spiralg¢ su trimis aminortig§timis vijoje. Peptidas-
ligandas turi tris vijas, 1§ kuriy dvi saveikauja su SH3 domenu, o trecioji
stabilizuoja spiralg, ir jam yra biidingas aminoriig§¢iy motyvas X-P-p-X-P. Du
konservatyvis prolinai yra bitini saveikai, viena 1§ aminorigs¢iy tarp ju
dazniausia irgi yra prolinas, o X linkg¢ buti alifatinémis aminortigStimis. Kiekviena
XP pora saveikauja su viena SH3 domeno hidrofobine kiSene, suteikdamos
saveikai pagrinding energija. SH3 domeno saveikos su ligandu disociavimo

konstanta yra 0,1-10 uM eiles (Mayer 2001).
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Su SH3 domenais saveikaujantys peptidai yra pseudosimetriski ir potencialiai
gali saveikauti abiem kryptimis, tai yra, 1§ C-galo 1 N-gala (klasé I) arba i§ N-galo
1 C-gala (IT klas¢). Krypti nulemia su trecia (“specifiSkumo”) vija saveikaujantis
SH3 domeno argininas (arba lizinas). SH3 domeny sugebéjimas saveikauti su
ligandu abiem kryptimis padidindamas potencialiy partneriy skaiciy gali turéti ir
netikéty pasekmiy. Pavyzdziui, ligando orientacija nulemia komplekso erdving
organizacija, kuri gali biiti lemtinga tolesniam signalo perdavimui. [domu, jog,
kaip rodo tyrimai, adaptoriniy baltymy SH3 domenai teikia pirmenybg iSimtinai II
klaseés ligandams (Pawson 1995).

Kai kuriuose baltymuose SH3 domenai prisijungia netradicines sekas, ne PXXP
(Pix saveika su Pak, Eps8 ir Hbp SH3 domenais). Rugstines liekanas RT kilpoje
turintys SH3 domenai gali atpazinti netradicines sekas, turin¢ias daug baziniy
aminortigsciy: R/KXXR/K, KKPP, HXXK ir kt. (Jia, Nie et al. 2005).

Naudojant trumpy peptidy bibliotekas bei eksponavima fago pavirSiuje
nustatyta, kad kiekvienas SH3 domenas saveikauja su specifiniu motyvu.
SpecifiSkuma  akivaizdziai nulemia saveika tarp ligando neprolininiy
aminoriigs¢iy, esanCiy uz pagrindinés saveikos vietos (PXXP) riby, taip pat
variabilios SH3 domeno kilpos, kurios supa pagrindini hidrofobini saveikos
pavir§iy (Pawson 1995). Vis dél to, SH3 domeny giminingumas savo ligandy
atzvilgiu paprastai yra gana Zemas, taCiau esant aukStai Zzemo giminingumo
ligando lokalinei koncentracijai, saveika gali vykti (pvz., Src SH3 domeno saveika
su tos pacios molekulés prolino turtinga sritimi (Sicheri and Kuriyan 1997)).

Daugumos SH3 domeny specifiSkumas yra Zemas, ir tai nesiderina su jy svarbia
biologine funkcija. Sis paradoksas turi du paaigkinimus:

1. Selektyvumas in vivo gali didéti:

a) potencialiy partneriy suartinimo déka, pavyzdziui, SH2 domeny pagalba;

b) dél daugybinés saveikos per keleta SH3 domenu, pavyzdziui, Grb2, Nck
adaptoriniy baltymy atvejais;

2. Galbit, lasteleje SH3 domenu saveikos selektyvumas néra lemiamas.
Atvirksciai, saveikaudamas su daugybe partneriy, SH3 domeng turintis baltymas

sujungia signalo perdavimo grandines 1 vientisa tinkla (Mayer 2001).
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Baltymai su SH3 domenais paprastai saveikauja pastoviai, nepriklausomai nuo
lastelées biisenos. SH3 domeny saveikai su ligandu nereikia papildomy
modifikaciju (prieSingai kaip, pavyzdziui, SH2 domeny saveikai reikia tiroziny
fosforilinimo). Pazymétina, kad su panaSiais, prolino turtingais ir spiralg
sudaranciais ligandais saveikauja ir kiti baltymy saveikos domenai: WW domenai
(Wintjens, Wieruszeski et al. 2001), profilino domenai (Mahoney, Rozwarski et
al. 1999).

SH3 domenai yra bidingi beveik visy eukarioty, pradedant mielémis,
baltymams. Zmogaus genome yra uzkoduota apie 300 SH3 domeny, tadiau dar
neaiSku, kiek yra SH3 domenus turin¢iy baltymuy: kai kurie baltymai turi po kelis

SH3 domenus (http://www.expasy.org/prosite/).

1.5. Adaptoriniai baltymai Nck

Nck yra adaptoriniy baltymu, turin¢iy tris SH3 ir viena SH2 domenus (1.1
pav.), Seima, { kuria ieina du baltymai: Nckl (Ncka) ir Nck2 (NckB/Grb4). Nck
baltymai pasizymi auksta tarpusavio homologija: 68%, domeny srityse — nuo 72
iki 94% (Coutinho, Jahn et al. 2000). Didzigja dalimi Nckl ir Nck2 baltymy
funkcijos dubliuojasi, nes pelés su nokautuotais vienu i§ Siy baltymy nepasiZzymi
i§skirtiniu fenotipu, o dvigubi Nck mutantai Ziista embriono stadijoje (Bladt,
Aippersbach et al. 2003). Taciau pavieniai tyrimai leidZzia manyti, jog Nck
baltymy vaidmenys signalo perdavime tam tikrais atvejais gali Zymiai skirtis,
kaip, pavyzdziui, aktino citoskeleto persitvarkymo reguliavimas priklausomai nuo
PDGF (Chen, She et al. 2000). Nck2, bet ne Nck1 stabilizuoja akting reguliuojanti
baltyma paksilina neuritogenezés metu (Guan, Chen et al. 2007).

Nck yra konservatyviis baltymai, ju geny homologai yra klonuoti pelése (abiejy
formy, a ir B), Xenopus (vienas genas), C. elegans (vienas genas) bei Drosophila
(genas dreadlocks: dork arba dock).

Nckl genas yra treCiosios chromosomos 21 srityje; aberacijos Siame
regione yra siejamos su jvairiomis karcinomomis bei piktybiniais hemopoezés
sutrikimais. Nck2 genas yra antrosios chromosomos q12 srityje (Chen, She et

al. 1998).
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1.3 pav. Nck Seimos baltymy struktiiros schematinis vaizdas.

Kaip paminéta aukS¢iau, Nck baltymai pasizymi aukStu homologijos
laipsniu. Antikiinai prie§ Nck, iSskyrus specialiai pagamintus monokloninius
arba giminingumo chromatografija iSgrynintus polikloninius antikiinus,
atpazista abu Nck baltymus. Todé¢l daugelyje Nck baltymu tyrimuy nebuvo
deramai atsizvelgta i tai, kuriam Nck baltymui budinga tiriamoji saveika arba
kuris 1§ Nck specifiSkai sukelia tiriamaji efekta. SpecifiSkumo klausimas
reikalauja i§samiy ir sisteminiy tyrimy (Lettau, Pieper et al. 2009).

Nck yra adaptoriniai baltymai ir nepasiZzymi kataliziniu aktyvumu.
Pagrindiniai Nck tyrimai yra susij¢ su baltymy, saveikaujanciy su Nck, paieska.
Paradigminis adaptoriniy baltymy vaidmuo signalo perdavime yra saveiky tarp
kity baltymy uztikrinimas (Csiszar 2006). Nck baltymai, per savo SH3
domenus, stabiliai saveikauja su vidulasteliniais baltymais, ir po augimo
faktoriaus ar kitokio poveikio pritraukia juos per savo SH2 domenus prie
tirozinuose fosforilinty baltymy. Taciau yra duomeny, demonstruojanciy, jog
Nck baltymai gali tiesiogiai veikti baltymy-partneriy aktyvuma. Geriausia
iStirtas tokio poveikio pavyzdys yra Nck saveika su T-lasteliy receptoriumi
(TCR) (Gil, Schamel et al. 2002).

Nck yra vienintel¢ adaptoriniy baltymy Seima, kurios nariai turi net tris SH3
domenus. Potencialiai Nck gali vienu metu saveikauti su keletu partneriy, arba
kai kurioms saveikoms yra biitinas daugiau nei vienas domenas. I$ tikryju, abi
prielaidos yra teisingos. Nck partneriy tarpe yra tokiy, kurie saveikauja tik su
vienu SH3 domenu, bet yra ir tokiy, sagveikai su kuriais yra biitini du ar daugiau
domeny arba jie gali saveikauti ir su vienu domenu, bet kity domeny buvimas
sustiprina $ia saveika (Mayer 2001).

Adaptoriniai baltymai Nck dalyvauja signalo perdavime nuo RTK. Per savo

SH2 domena Nck sugeba asocijuoti su daugybe baltymy, fosforilinamy
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tirozinuose. Visy pirma, tai yra pacios autofosforilintos RTK. Nck baltymai
sqveikauja su EGF (Li, Hu et al. 1992) ir PDGF receptoriais. PDGF
receptoriuje buvo nustatytos dvi saveikos su Nck vietos: Nckl saveikauja
tiesiogiai su Y751 saitu, konkuruodamas su PI3K, ir su Y1009, o Nck2,
matomai, tiesiogiai saveikauja su Y1009 (Chen, She et al. 2000). Taip pat Nck
baltymai gali saveikauti su PDGFR netiesiogiai per pastolini baltyma p130*
(Rivera, Antoku et al. 2006). Su Flt-1 (VEGFR-2) (Lamalice, Houle et al. 2006)
ir EphB1 receptoriumi Nck saveikauja tiesiogiai (Stein, Huynh-Do et al. 1998),
o su EphB2 (Nuk) receptoriumi — netiesiogiai: EphB2 fosforilina baltymo DOK
(arba p62°°%) tirozinus, jis sudaro kompleksa su Nck ir RasGAP, o RasGAP
per viena savo SH2 domeny saveikauja su fosforilintu tirozinuose receptoriumi
(Holland, Gale et al. 1997). Abu Nck saveikauja su IRS-1, kuris yra pagrindinis
insulino receptoriaus substratas (Tu, Li et al. 1998). Saveikaudami su
receptoriais, baltymai Nck dalyvauja perduodant iSorés signala i lastele,
pavyzdziui, skatinant citoskeleto persitvarkymus.

Nck baltymai yra glaudziai susijes su citoskeleto organizacija bei signalo
perdavimu nuo RTK i citoskeleta. Vaisinés muselés geno dock mutacijos
sukelia fotoreceptoriy aksony krypties vystymosi sutrikimus (Song, Wu et al.
2003); panasias funkcijas Nck atlieka ir vystantis stuburiniy nervy sistemai (Li,
Meriane et al. 2002; Fawcett, Georgiou et al. 2007; Guan, Chen et al. 2007).

Adaptoriniai baltymai Nck saveikauja su baltymais WASP (Wiskott-Aldrich
syndrome protein) ir N-WASP — centriniais aktino citoskeleto struktiiros
reguliatoriais. WASP ir N-WASP aktyvina Arp2/3 kompleksa, kuris katalizuoja
aktino filamenty Sakojimasi ir aktino skaiduly tinkly susiformavima (Suetsugu,
Miki et al. 2002). WASP ir N-WASP funkcijos yra identiSkos, tik WASP yra
ekspresuojamas hemopoetinése lastelése, o N-WASP — kituose audiniuose
(Fukuoka, Miki et al. 1997). WASP geno mutacijos sukelia Wiskott-Aldrich
sindromg — su X-chromosoma susijusio imunodeficito sindroma. WASP Seimos
baltymams yra biidingas autoslopinimas. Aktyvinami jie per saveika su Cdc42
Rho Seimos GTPaze (Kim, Kakalis et al. 2000). Nck saveikauja su WASP per
SH3-III domena (Rivero-Lezcano, Marcilla et al. 1995) ir po TCR ar PDGFRS

49



(Nckp) aktyvavimo savo SH2 domeno pagalba pritraukia WASP 1 tirozinuose
fosforilinty baltymy kompleksus, pavyzdziui, 1 viena kompleksa su Vav, Rho
GTPaziy GEF baltymu ir aktyvia Cdc42 GTPaze (Aspenstrom, Lindberg et al.
1996). Taciau baltymai Nck gali aktyvinti WASP ir kitais bidais.
Eksperimentai su mielémis leidzia manyti, kad nekonvenciniai SH3 domenus
turintys miozinai, biitini aktino citoskeleto susirinkimui, yra potencialiis WASP
partneriai. Mielése jie saveikauja su mieliy WASP analogu Beelp ir pritraukia
ji prie Arp2/3 komplekso. Siy mioziny funkcionavimui yra svarbus
fosforilinimas Pak Seimos kinazémis (Ste20p). Nck ir mieliy, ir Zinduoliy
lastelése saveikauja su Pak Seimos kinazémis. Gali buti, kad Nck yra svarbus
nekonvenciniy mioziny fosforilinimo reguliavimui (Tomasevic, Jia et al. 2007).
Taip pat su WASP baltymy EVH1 domenu saveikauja WIP (WASP-interacting
protein) (Ramesh, Anton et al. 1997), WIP saveikauja ir su Nck SH3-II
domenu, stabilizuodamas jo gana silpna saveika su WASP arba N-WASP
(Anton, Lu et al. 1998). WIP turi prolino turtinga sritj, kuri irgi gali saveikauti
su SH3 domenus turin¢iais miozinais. Sitaip WASP-WIP kompleksas turi
daugiau saveikos su miozinais viety. Be to WIP gali dalyvauti aktino pluosty
susirinkime 1§ pavieniy skaiduly (Anton, Lu et al. 1998). Nck gali aktyvinti
WASP prijungdamas kita savo partner; NAP (Kitamura, Kitamura et al. 1996).
Galy gale, domenai gali aktyvinti WASP-Arp2/3 kompleksus tiesiogiai, Nck
atveju optimaliam aktyvinimui reikia keleto SH3 domeny. Gali biti, kad
saveika su dviem ar net trim SH3 domenais uzfiksuoja N-WASP atviroje,
aktyvioje konformacijoje, atidengdama VCA sriti, susijusia su aktino
polimerinimosi reguliavimu. AukSta lokaliné Nck koncentracija gali aktyvinti
N-WASP nepriklausomai nuo aktyvaus Cdc42-GTP buvimo (Tomasevic, Jia et
al. 2007). Nck SH3 domeny sankaupos skatina aktino polimerinimasi (Rivera,
Briceno et al. 2004). Vienas i§ receptoriy, sudaranciy tokias sankaupas, yra
nefrino receptorius-1 (taip pat zinomas kaip DCC). Nefrinai yra sekretuojami
baltymai, kurie suteikia krypti lasteliy judéjimui ir aksony augimui. Nck
saveikauja su nefrino receptoriaus fosforilintg tirozing turin¢iais motyvais per

savo SH2 domeng ir tarpininkauja aktyvinant GTPaz¢ Racl (Li, Meriane et al.
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2002). Daugybiniai nefrino receptoriaus fosforilinta tirozing turintys motyvai ir
Nck SH3 domenai leidZzia moduliuoti aktino polimerinimasi nefrino
receptoriaus ir Nck sankaupose kiekybiSkai (Blasutig, New et al. 2008).

Vieni svarbiausiy Nck partneriy yra serino/treonino kinazés PAK (p21
activated kinase) (Galisteo, Chernoff et al. 1996). Pak yra serino ir treonino
kinaziy Seima, kurios yra aktyvinamos Rac ir CDC42 mazy GTPaziy, mieliy
Ste20  kinazés homologai. Jos dalyvauja perduodant proliferacijos,
diferenciacijos, iSgyvenimo signalus, reguliuoja citoskeleto persitvarkymus.
Pak kinazés yra susijusios su JNK ir p38MAP kinaziy kaskady aktyvacija, o
taip pat su citoskeleto organizacija. Yra SeSios Pak kinazés. Pagal sekos
panasuma jos yra skirstomos i dvi grupes:

1. Pakl(a), Pak2([]) ir Pak3(p)

2. Pak4, Pak5, Pak6 (Zhou, Zhuo et al. 2003).

Nck asocijuoja su Pakl ir Pak2 per savo SH3-II domena (Bokoch, Wang et
al. 1996). Pakl ekspresija skatina membranos rauksl¢jimasi, slopina itempimo
skaiduly formavimasi. Pakl gali aktyvinti JNK kinaziy kaskada, bet néra
kritiné. Erk kinaziy atzvilgiu, prieSingai, Pakl yra biitina, bet jos vienos
aktyvumo Erk aktyvinimui nepakanka. Pakl, Pak2 ir Pak4 kartu su Akt kinaze
fosforilina ir aktyvina po Ras aktyvinimo i§gyvenimo faktoriy Bad (Tang, Zhou
et al. 2000).

Nck pritraukia Pakl prie aktyvinty augimo faktoriy receptoriy ir salygoja
nuo G-baltymy nepriklausoma Pakl aktyvinima. Saveika su Nck salygojanti
prolino turtinga seka yra Salia serino 21. Sitas Pak serinas yra
autofosforilinamas arba fosforilinamas Akt, PDK-1, PKG (Fryer, Wang et al.
2006) kinaziy, dé¢l ko Pak aktyvumas neZymiai padidéja, o saveika su Nck yra
slopinama. Manoma, jog taip yra reguliuojami Pak kinazés lokalizacija ir
aktyvumas. Pakl relokalizacija 1 citoplazma sumaZina lastelés prilipima prie
substrato; fosforilindama citoplazmoje miozino lengvaja granding Pakl galbiit
papildomai mazina prilipima (Zhou, Zhuo et al. 2003). Dar Pak yra
autofosforilinama ar fosforilinama PDK-1 kinazés ties treoninu 423 ir

aktyvinama.
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Pak saveikauja (prolino turtinga seka ties S199, saveika irgi yra reguliuojama
fosforilinant S199) su PIX: Rac ir CDC42 GEF.

Su Nck SH3-II domenu saveikaujanti serino/treonino kinazé¢ PRK2 yra
homologiné lipidy reguliuojamai baltymy kinazei N (PKN). PRK2 specifiskai
asocijuoja su GTP turin¢ia RhoA GTPaze, ir §i saveika salygoja nuo RhoA
priklausomy geny transkripcijos aktyvinima (Quilliam, Lambert et al. 1996).

Dar viena su Nck asocijuojanti serino/treonino kinaz¢ — NIK taip pat yra
susijusi su JNK MAP kinaziy kaskados aktyvinimu. Tyrimai su vaisine musele
parodé, kad Nck ir NIK homologiniu genu — dock ir msn (misshapen) —
produkty asociacija yra biitina normalios fotoreceptoriy aksony krypties
vystymuisi (Becker, Huynh-Do et al. 2000), tac¢iau NIK aktyvacija, skirtingai
nuo PAK, nepriklauso nuo asocijavimo su GTPazémis Rho. Gali biiti, kad NIK
yra aktyvinama tiesioginés saveikos su MEKK déka. Taigi, Nck vaidmuo
signalo perdavime pasireiSkia kaip nuo Rho priklausomoje, taip ir
nepriklausomoje JNK MAP kinaziy kaskados aktyvacijoje (McCarty 1998).

Ras Seimos GTPazé¢ R-Ras turi prolino turtinga seka, kuri saveikauja su
adaptorinio baltymo Nck antruoju SH3 domenu . Prolino turtingo motyvo
mutacija mazina nuo R-Ras priklausoma lasteliy prilipima (Wang, Zou et al.
2000).

Duomenys apie Nck jtaka Ras ir Sitaip Erk kinaziy kaskados aktyvinimui yra
priestaringi. Nck sugeba asocijuoti su Ras guanino nukleotido mainy faktoriumi
Sos (Hu, Milfay et al. 1995), ir yra parodyta, jog nuo Sitos saveikos priklauso
kai kuriy nuo Ras priklausomy geny transkripcijos aktyvinimas. Taciau kiti
tyrimai parodé, kad Nck atskiry domeny mutacijos neturi jtakos nuo EGF arba
PDGF priklausomam Erk aktyvinimui, o padidinta Nck ekspresija PC12
lastelése netgi slopino NGF ir FGF sukelta nuo Ras priklausoma diferenciacija
ir skatino ju tolimesng proliferacija, taip patvirtindama kritini Nck vaidmeni
proliferacijoje (Rockow, Tang et al. 1996).

Adaptoriniai baltymai Nck dalyvauja taip vadinamame nesulankstyty
baltymy atsake (unfolded protein response). Tai yra endoplazminio tinklo

indukuojamas atsakas, kai endoplazminiame tinkle susikaupia galutinés tretinés
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strukttiros nepasiekg¢ baltymai. Nesulankstyty baltymy atsako metu yra laikinai
slopinama baltymy transliacija ir gaminami leucino uZtrauktuko tipo
transkripcijos faktoriai, kurie jungia su baltymy struktiiros susidarymu
susijusiy geny ekspresija. IS endoplazminio tinklo ertmés i citozolj ir branduoli
atsaka perduoda trys transmembraniniai perne$¢jai: IRE1, ATF6 ir PERK.
Baltymy Nck saveika su elF2f transliacijos iniciacijos komplekso komponentu
stimuliuoja transliacija, todél nesulankstyty baltymu atsako metu §i saveika yra
suardoma (Kebache, Zuo et al. 2002). Taip pat Nck yra elF2aSer51 fosfatazés
komplekso dalis, skatindamas elF2a defosforilinima, Nck perteklius lasteléje
irgi skatina transliacija, sustabdyta atsako i1 nesulankstytus baltymus metu
(Kebache, Cardin et al. 2004). Zinduoliy lastelése su baltymy sintezés
sustabdymu susijusius stresus specifiSkai aktyvina keturios kinazés: PERK,
PKR, HRI ir GCN2. Nck moduliuoja stresus sukeltus PERK (Kebache, Cardin
et al. 2004), PKR (Cardin and Larose 2008) ir HRI, bet ne GCN2
(aminortig§¢iy trukumo sukeltas atsakas) (Cardin, Latreille et al. 2007).

Kai kurie faktai apie Nck dar laukia paaiskinimo. Pavyzdziui, jvairiy augimo
faktoriy bei metabolity analogy aktyvintose lastelése specifiniai Nck serinai bei
tirozinai yra gausiai fosforilinami, bet Sio fosforilinimo funkciné reik§mé yra
néra aiSki (Park and Rhee 1992). Nck tirozinai yra fosforilinami kepenu
lastelése i1Semijos ir reperfuzijos procesu mety kepeny persodinimo eigoje, taip
pat keiciasi Nck ekspresija bei lokalizacija lastel¢je (Emadali, Metrakos et al.
2007). Dalis lastelinio Nck yra lokalizuota branduolyje, kur jis asocijuoja su
RNR prijungian¢iu baltymu SAMG68, taciau vél gi, funkciné Sios saveikos
prasmé dar nezinoma (Lawe, Hahn et al. 1997).

Septinai (Sept) yra neaiskios funkcijos su GTP saveikaujantys citoplazmos
baltymai. Septinai per Socs7 adaptorini baltyma saveikauja su Nck baltymais ir
sulaiko juos citoplazmoje. Nesant septiny 2, 6 arba 7, Nck perlokalizuojamas i
branduoli ir dél to suyra itempimo skaidulos. IS kitos pusés, Nck patekimas {
branduol; yra biitinas atsako 1 DNR pazZeidima indukavimui, konkreciai — nuo
Atm/Atr priklausomam Chk2 ir p53 aktyvinimui, nors vien Nck

perlokalizacijos tam neuZtenka (Kremer, Adang et al. 2007).
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Apibendrinant, adaptoriniai baltymai Nck yra svarbis jvairiy vidulasteliniy
procesy, tokiy kaip iSorés signalo perdavimas, citoskeleto persitvarkymas,
baltymy sintezé reguliatoriai. Nepaisant gausios informacijos, Nck baltymy

vaidmuo lasteléje dar kelia daug klausimy.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Lasteliy linijos

Daugiausia tyrimams buvo naudojama HepG2 Zmogaus hepatomos
lasteliy linija, neturinti endogeninio PDGF receptoriaus B. Laukinio tipo PDGF
receptoriaus B (PDGFR-B) genas buvo ivestas i HepG2 lasteles pLXSN
vektoriaus pagalba. HepG2 lastelés su jvestu tus¢iu pLXSN vektoriumi buvo
pavadintos H-N, o ekspresuojancios laukinio tipo PDGFR-f — H-WT (Van
Lint, Ni et al. 1998). Taip pat buvo panaudota NIH3T3 pelés embriono
fibroblasty linija, HeLa linija 1§ Zmogaus gimdos kaklelio karcinomos ir
Myo026, triusio miogeniniy lasteliy linija. Lastelés buvo kultivuojamos
Dulbecco modifikuotoje Eagle (DME, Biochrom) terpéje su 10% jaucio
embriono serumo (Sigma) ir antibiotikais (100 pg/ml penicilino ir 100 pg/ml
streptomicino, Biochrom). Lastelés buvo perséjamos, naudojant standarting

audiniy kultiiry priezitiros technika.

2.2. Lasteliy lizaty paruoSimas

Lastelés buvo auginamos iki 70-80% tankio ir sinchronizuojamos DME
terpéje per nakti. PDGF poveikiui buvo naudota PDGF-BB (Amgene) 50
ng/ml koncentracija 37°C temperatiiroje. 2,5 puM latrunkulinu B (Sigma)
lastelés buvo veikiamos 0,5 val. 37°C temperatiroje. 10pg/ml nokodazolu
(Sigma) lastelés buvo veikiamos 0,5 val. 37°C temperatiiroje. Lasteliy
suspendavimui buvo naudojamas 2 mg/ml tripsino proteazés (Amresco)
tirpalas fiziologiniame tirpale fosfatiniame buferyje (PBS) su 1 mM EDTA,
lastelés buvo veikiamos tripsinu 5 min kambario temperatiiroje. Pakartotinam
uzséjimui po suspendavimo buvo naudoti 25 cm’ audiniy kultiiry indeliai,
kuriy dugnas buvo padengtas 0,1 pg/ml fibronektinu (Sigma).

Po poveikiy lastelés buvo tris kartus plaunamos PBS ir lizuojamos lizés
buferyje (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF,
1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 20 nM aprotininas, 2 mM NaVO,). Lizatai
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buvo atskiriami nuo neistirpusiy nuosédy centrifuguojant (20000 g, 15 min,

0°C temperatiiroje).

2.3. Ekspresijos konstruktai, antikiinai, kiti reagentai

pRKS5-HA-Nckl vektoriai ekspresuojantys laukinio tipo
hemoagliutinino (HA) epitopu pazyméta Nckl (HA-Nckl), arba Nckl su
iSaktyvinan¢iomis taskinémis mutacijomis pavieniuose domenuose: SH3
pirmajame (K38), antrajame (K143), treCiajame (K229) ar SH2 domene
(K308), arba HA-Nck1 su visais trimis 1Saktyvintais SH3 domenais (K38, 143,
229) (2.1 A pav.) buvo gauti i§ dr. W. Li (Chen, She et al. 2000).
Kiti pRK5-HA-Nck1 konstruktai: Nck-SH3I+ (K143, 229, 308; tik SH3-I
domenas funkcionalus), Nck-SH3II+ (K38, 229, 308; tik SH3-II domenas
funkcionalus), Nck-SH3III+ (K38, 143, 308; tik SH3-III domenas
funkcionalus), Nck-0 (K38, 143, 229, 308; visi SH3 ir SH2 domenai su
iSaktyvinan¢iomis taSkinémis mutacijomis) buvo sukurti misy laboratorijoje
Istatant restrikcijos fragmentus i§ vieny mutanty i kitus (2.1B pav.). pGex2T-
Nck1-WT vektorius, ekspresuojantis su gliutationo S-transferaze (GST) sulieta
laukinio tipo Nckl baltyma (GST-Nck1-WT) ir antikiinas specifinis Nck2
baltymui taip pat buvo gauti i§ dr. W. Li. pGex2T-Nck-(SH3)3 SH2A vektorius
ir pavienius su GST sulietus Nckl SH3 domenus ekspresuojantys vektoriai
buvo sukonstruoti, klonuojant PGR padaugintas SH3 domeny sekas | pGex2T
vektoriy { EcoRlI/BamH1 restriktaziy kirpimo vieta (2.1C pav.). kDNR
fragmentas, koduojantis RasGAP N-galing prolino turtinga seka (aminortigstys
68-168), buvo padaugintas PGR pagalba ir istatytas i pEGFP-C2 vektoriy per
tarpini pcDNA3 vektoriu 1 EcoRI/Bsp1201 restriktaziy kirpimo vietas; c-myc
epitopas buvo iterptas naudojant adaptorinius oligonukleotidus su lipniais
galais. pGex2T-Nck-(SH3); ir pGex2T-Nck-SH2 vektoriai buvo sukonstruoti
klonuojant fragmentus i§ pRKS vektoriy su atitinkamais mutantais | pGex2T-
Nck1-WT plazmide (2.1C pav.). pGex2T-RBD ir pGex-Nck2 plazmidés buvo
gautos 18 dr. L.A. Quilliam. pcDNA3-HA-H-Ras plazmid¢ padovanojo dr. K.-

L. Guan. Nck, GST ir RasGAP triusio polikloninis antiserumas buvo gautas
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imunizuojant triuSius atitinkamais rekombinantiniais su GST sulietais
baltymais. Molekulinés biologijos reagentai buvo pirkti 1§ Fermentas. Nckl, c-
myc ir HA pelés monokloniniai antikiinai buvo pirkti i§ Santa Cruz
Biotechnology. Nck, p190 RhoGAP ir Ras pelés monokloniniai antikiinai buvo
pirkti 1§ BD Transduction Laboratories. RasGAP pelés monokloninis antikiinas
buvo pirktas i§ Millipore. FITC Zymétas faloidinas ir R250 kumasio mélio

daZai buvo pirkti 1§ Sigma.

A SH3 SH3Il SH3Il SH2

et {EHITHETHE®

Netests- > HITTHITIH@r B SH3I _SH3Il_SH3Ill SH2
Nck-SH3lI- .:EE:.@. Nck-SH3 I+ -:KBXP@
Nck-SH3lII- -:-:ﬂZE@. Nck-SH3l1+ W
AE S ﬁZHZHZE@' Nck-SH3IlI+

(49, {IIHIIHIIK ST Nekd

c GST SH3l SH3Il SH3Ill SH2
GST

GST-Nck-WT
GST-Nck-(SH3),SH2A
GST-Nck-SH3I

GST-Nck-SH3lI

GST-Nck-SH3ll
GST-Nck-SH2

GST-Nck- (SH3),

2.1 pav. Nck1 taskiniy mutanty schemos ir nomenklatiira. A. IS W. Li gauti Nckl
mutantai, {statyti { pRK5-HA vektoriy. B. Miisy laboratorijoje restrikcijos fragmenty
pakeitimo pagalba sukonstruoti Nck1 mutantai, jstatyti { pRK5-HA vektoriy. C.
Deleciniai ir taskiniai Nck1 mutantai, istatyti i pGex2T vektoriy.
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2.4. Imunonusodinimas ir imunoblotas

Imunonusodinimo eksperimentams naudoty antikiiny titrai buvo: Nckl
— 1:50, HA — 1:250, RasGAP antiserumas — 1:100, c-myc — 1:100. Lasteliu
lizatai buvo inkubuoti su nurodytu antikiinu 2 wval. 4°C temperatiiroje.
Imuniniai kompleksai buvo surinkti su ProtA sefaroze (GE Healthcare), jei
buvo naudojami triusio antikiinai, arba ProtG sefaroz¢ (GE Healthcare), jeigu
buvo naudojami pelés antikiinai, inkubuojant 1 val. 4°C temperatiiroje
pastoviai vartant. Sefaroz¢ su sujungtais baltymy kompleksais buvo 6 kartus
plaunama lizés buferiu ir iSkaitinta 50 pl vienkartinio elektroforézes pavyzdzio
(SB) buferio (2% SDS, 10% glycerolio, 5% 2-mercaptoetanolio, 0,004%
bromfenolio meélio, 0,125 M Tris HCI, pH 6,8). Baltymai buvo iSskirstomi
SDS-PAG elektroforezés gelyje, perneSami elektroforezés budu ant
polivinildifluorido (PVDF) membranos (Bio-Rad). Membrana buvo
blokuojama BLOTTO buferyje (0,9% NaCl, 8mM Tris HCI, 2mM Tris, 1%
lieso pieno, 0,025% Tween-20, 0,05% NaN3) bei analizuojama imunobloto
metodu, naudojant antikiinus, specifiSkai atpazistanCius analizuojamus
baltymus. Inkubavimo laikas su pirminiais antikiinais standartiSkai buvo 2 val.,
su antriniais, konjuguotais su Sarmine fosfataze (Sigma), — 0,5 wval.
Imunoblotas buvo rySkinamas naudojant nitro-blue tetrazolio ir 5-bromo-4-
chloro-3-indolilfosfato tolidzio druskos dazus (Roth). Membranos skenavimui

naudotas Image Scanner skeneris (GE Healthcare).

2.5. Su GST suliety baltymy gryninimas ir nusodinimo su
rekombinantinias baltymais metodas
Su GST sulieti baltymai buvo ekspresuoti BL21 kamieno bakterijose ir
iSgryninti giminingumo chromatografija, naudojant gliutationo sefaroz¢ (GE
Healthcare), vadovaujantis gamintojo instrukcija. RasGAP aktyvumo
matavimo eksperimentams nuo GST-Nckl su trombino proteaze (GE
Healthcare) buvo nuskeltas GST ir pasalintas gliutationo sefaroze. Nusodinimo

su GST-Nck baltymais eksperimentams buvo naudojama po 10 ug GST-Nck
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baltymo arba GST kiekvienam méginiui. Baltymas buvo imobilizuojamas ant
gliutationo sefarozeés ir inkubuojamas su lasteliy lizatu 1 val. 4°C pastoviai
vartant. Sefarozé¢ su susidariusiais baltymy kompleksais buvo plaunama 5
kartus lizés buferiu ir iSkaitinta su 50 ul SB buferio. Su GST ar GST-Nck
baltymais asocijave baltymai buvo frakcionuojami SDS-PAGE gelyje ir
analizuojami imunoblotu. Membranos skenavimui naudotas Image Scanner

skeneris (GE Healthcare).

2.6. Laikinoji transfekcija
H-WT lastelés 25 cm® indeliuose buvo transfekuojamos su 10 pg
iSgrynintos su MaxiPrep kolonéle (Qiagen) plazmidés, naudojant standarting
nusodinimo su kalcio fosfatu metodika. 24 val. po transfekcijos lastelés buvo
sinchronizuojamos terpé¢je be serumo per nakti ir naudojamos tolesniems

eksperimentams.

2.7. Netiesioginis imunoblotas

RasGAP buvo imunonusodintas i§ H-WT lasteliy lizaty, baltymy
kompleksas buvo isskirstytas SDS-PAGE ir perneStas ant PVDF membranos.
Membrana buvo blokuojama BLOTTO buferyje ir 3 val. inkubuojama
netiesioginio imunobloto buferyje (22 mM HEPES pH7,7, 75 mM KClI, 0,1
mM EDTA, 2,5 mM MgCl, 1% jaucio serumo albumino, 0,05% NP-40, 1 mM
DTT) su 10 mg/ml tiriamojo rekombinantinio baltymo. Su GST sulieti
baltymai, specifiskai asocijave su saveikos partneriais ant membranos, buvo
analizuoti antiktinais prie§ GST, inkubuojant membrang antikiino prie§ GST
tirpale 1,5 val ir antrinio antiktino tirpale — 0,5 val. Netiesioginis imunoblotas
buvo rySkinamas naudojant nitro-blue tetrazolio ir 5-bromo-4-chloro-3-

indolilfosfato tolidZio druskos dazus (Roth).
2.8. Imunofluorescencija ir konfokaliné mikroskopija
H-WT lastelés buvo uZauginamos ant dengiamyjy stikleliy,

uzfiksuojamos 4% paraformaldehidu, permeabulizuojamos 0,2% Triton X-100
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PBS buferyje ir blokuojamos Image-iT FX signalo stipriklyje (Invitrogen). Nck
ir RasGAP kolokalizacijos eksperimentams adaptorinis baltymas Nck buvo
nudazytas monokloniniu antikiinu, atpaZistan¢iu Nckl ir Nck2 baltymus
(Transduction Labs); RasGAP baltymas buvo nudazytas monokloniniu
antikinu, atpaZzistan¢iu epitopa RasGAP SH3 domene (Millipore). Abu
antikiinai buvo tiesiogiai pazyméti Alexa fluorescuojanciais dazais, naudojant
Apex antikiiny Zymeéjimo rinkini (Invitrogen). Branduoliai buvo nudazyti DNR
dazu 4,6-diamidino-2-fenilindoliu (DAPI) (Invitrogen). Nck, RasGAP ir aktino
citoskeleto kolokalizacijos eksperimentams adaptorinis baltymas Nck buvo
nudazytas monokloniniu antikiinu, atpaZistan¢iu Nckl ir Nck2 baltymus ir
antriniu antikinu pries§ pelés IgG konjuguotu su fluorochromu. RasGAP buvo
nudaZytas antiserumu tiesiogiai pazymetu Alexa 488 fluorochromu (antikino
zymejimui naudotas baltymuy Zymeéjimo rinkinys 1§ Invitrogen). Aktino
citoskeletas buvo nudazytas su FITC konjuguotu faloidinu. Fluorescencijos
vaizdai buvo gauti Nikon CI1 invertuotu lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu
mikroskopu, naudojant 60.1.4NA imersinj objektyva. Signalo apdorojimui bei
kolokalizacijos ivertinimui buvo naudota Imaris 5.0 (Bitplane) programiné

lranga.

2.9. RasGAP aktyvumo matavimas

RasGAP buvo imunonusodintas i§ H-WT Iasteliy lizaty. Sefarozé su
baltymu buvo plauta lizés buferiu ir inkubuojama su rekombinantiniu Nck1
baltymu arba tus¢iu buferiu 1 val. 4°C pastoviai vartant. Rekombinantinis
baltymas H-Ras (Sigma), po 5 pug kiekvienam meéginiui, buvo pakrautas 0,1
mM GTP Ras pakrovimo buferyje (20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM MgCl,,
ImM DTT, 50ug/ml jaucio serumo albumino, 100 mM NaCl) ir inkubuotas su
imunoisodintu RasGAP arba tuSc¢ia ProtA sefaroze. Aktyvus H-Ras, likes po
inkubavimo su RasGAP ar be jo, buvo nusodintas su 20 ug Rafl baltymo Ras
prijungian¢io domeno (RBD) sulieto su GST (GST-RBD). RBD specifiskai
saveikauja tik su aktyviu H-Ras. Nusodinimo su GST-RBD metodika buvo
analogiSka nusodinimui su GST-Nck baltymais (zr. 2.5). Aktyvaus H-Ras
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kiekis buvo ivertintas iSskirsCius susidariusius kompleksus SDS-PAGE ir
analizuojant imunoblotu su antikiinais prie§ H-Ras. Imunobloto démiy optinio

tankio jvertinimui buvo naudota Image J programiné iranga.

2.10. Laikinai ekspresuoto HA epitopu paZzyméto H-Ras (HA-H-Ras)
aktyvumo Igsteléje matavimas

H-WT lastelés buvo transfekuotos tus€¢iu pcDNA3 vektoriumi arba
pcDNA  vektoriumi,  ekspresuojan¢iu ~ HA-H-Ras.  Lastelés  buvo
sinchronizuotos terp¢je be serumo per nakti. Pra¢jus 48 val. po transfekcijos
lastelés buvo paveiktos PDGF-BB arba suspenduotos tripsinu, priklausomai
nuo konkretaus eksperimento, ir lizuotos. Aktyvus HA-H-Ras i$ lizaty buvo
nusodintas su 20 pg GST-RBD. Aktyvaus HA-H-Ras kiekis buvo jvertintas
18skirsc€ius susidariusius kompleksus SDS-PAGE ir analizuojant imunoblotu su
antikiinais prie§ HA epitopa. Imunobloto démiy optinio tankio jvertinimui

buvo naudota Image J programing¢ jranga.

2.11. Statistiné duomeny analizé
Visi Siame darbe apraSyti eksperimentai buvo pakartoti tris kartus su
panasiais rezultatais. Kiekybiniai duomenys pateikti kaip vidurkis + standartiné
paklaida. Duomeny kitimo patikimumas jvertintas lyginant nesuporuoty dvieju
nuokrypiy Stjudento testa. Duomenys laikomi patikimais kai P yra mazesnis

nei 0,1.
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3. REZULTATAI

3.1. Adaptoriniy baltymy Nck saveika su p120 Ras GTPaze¢ aktyvinanciu
baltymu (RasGAP)

Tirdami Nck Seimos baltymu vaidmen; PDGF- receptoriaus signalo
perdavime, mes aptikome, jog Nckl (Ger, Tunaitis et al. 2003) baltymas
saveikauja su RasGAP. Pirmasis uzdavinys iSkeltas §iai saveikai iStirti buvo
nustatyti, ar lasteléje egzistuoja kompleksas tarp adaptoriniy Nck Seimos
baltymu: Nckl ir Nck2 — ir RasGAP. Siam uzdaviniui i$spresti Nck1 ir Nck2
baltymai buvo imunonusodinti su antiktinais, specifiniais Nckl arba Nck2
baltymui, i§ ploksteliy kilmeés augimo faktoriumi BB (PDGF-BB) paveikty
(PDGF-BB koncentracija — 50 nM, poveikio laikas — 5 min., temperatiira 37°C)
arba nepaveikty HepG2 lasteliy, pastoviai ekspresuojanciy dirbtinai jvesta
laukinio tipo PDGF receptoriy B (H-WT lastelés). Baltymai, esantys
komplekse su Nckl ir Nck2 ir nusodinti kartu su jais, buvo isskirstyti SDS-
PAGE, ir imunoblotu buvo patikrinta, ar Siuose kompleksuose yra RasGAP.

1 2 3 4 §

IB: anti-RasGAP . . RasGAP
IB: anti-Nck — g e — Nok
PDGF-BB: + - + o

IS: K Ncki Nck2

3.1 pav. Adaptoriniai baltymai Nck1 ir Nck2 saveikauja su RasGAP lasteléje.
H-WT lastelés buvo paveiktos arba nepaveiktos PDGF-BB ir lizuotos. IS lizaty su
specifinias antikiinais buvo nusodinti (IS) Nck1 (takeliai 2-3) arba Nck2 (takeliai
4-5) ir su jais saveikaujantys baltymai. RasGAP buvimas imuninése
kompleksuose patikrintas imunoblotu (IB) su antikiiny prieS RasGAP (virSutiné
juostele). Nck baltymy kiekis parodytas, naudojant antiseruma, atpazistantj abu
Nck baltymus (apatin¢ juostel¢). Imunonusodinimo kontroléje be Nck antikiiny
nei Nck, nei RasGAP néra (takelis 1).

Gauti duomenys parode, jog RasGAP saveikauja su Nckl (3.1 pav.,
takeliai 2-3, virSutin¢ juosta) ir Nck2 (3.1 pav., takeliai 4-5, virSutin¢ juosta)
PDGF paveiktose ir nepaveiktose lastelése. Baltymy Nckl1 (3.1 pav., takeliai 2-
3, apatiné juosta) ir Nck2 (3.1 pav., takeliai 4-5, apatin¢ juosta) buvo vienodas

kiekis, kas yra parodyta imunoblotu su antikiinu, atpazistanc¢iu abu Nck
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baltymus. Imunonusodinimo kontrol¢je be Nck antikiiny nei Nck, nei RasGAP
néra (3.1 pav., takelis 1). RasGAP su abiem Nck baltymais saveikauja vienodu
stiprumu, ir §i saveika nepriklauso nuo trumpalaikio poveikio PDGF-BB.
Alternatyviai Nck baltymy ir RasGAP saveika buvo patikrinta naudojant
rekombinantinius su gliutationo-S-transferaze (GST) sulietus Nckl (GST-
Nckl) ir Nck2 (GST-Nck2) baltymus. Rekombinantiniai baltymai buvo
imobilizuoti ant gliutationo sefarozés granuliy ir inkubuoti PDGF paveikty ar
nepaveikty H-WT lasteliy lizatuose. Lygiagreciai buvo panaudotos HepG2
lastelées be PDGF receptoriaus [, transfekuotos tuS¢iu vektoriumi (H-N

lastelés), nes PDGF receptorius potencialiai gali sudaryti kompleksa su Nck

IB: anti-RasGAP « RasGAP
PDGF-BB: + - + = + - + _- +
Lasteles: WT N WT N WT
Nusaodinimas: GST GST-Nck1 GST-Nck2

3.2 pav. Rekombinantiniai GST-Nckl ir GST-Nck2 saveikauja su RasGAP.
Transfekuotos tus¢iu vektoriumi (N, takeliai 2-3 ir 6-7) arba vektoriumi su
PDGFR-B genu (WT, takeliai 4-5 ir 8-9) HepG2 lastelés buvo paveiktos arba ne
PDGF-BB, lizuotos ir i§ lizaty su 10 ng GST-Nckl (takeliai 2-5) arba GST-Nck2
(takeliai 6-9) buvo precipituotas RasGAP baltymas. RasGAP buvimas komplekse
su rekombinantiniais baltymais patikrintas imunoblotu (IB) su antikiiny pries§
RasGAP. Nusodinimo kontrol¢je su GST RasGAP néra (takelis 1).

baltymais bei su RasGAP ir taip veikti kaip tarpininkas. Baltymy kompleksai,
analogiSkai kaip ir prie§ tai analizuoti imuniniai kompleksai, buvo iSskirstyti
SDS-PAGE ir imunoblotu patikrinta, ar juose yra RasGAP. Rezultatai rodo,
jog Nckl (3.2 pav., takeliai 2-5) ir Nck2 (3.2 pav., takeliai 6-9) saveikauja su
RasGAP nepriklausomai nuo trumpalaikio PDGF poveikio ir nuo PDGF
receptoriaus ekspresijos. Grynas GST baltymas su RasGAP nesaveikauja (3.2
pav., takelis 1). Sis eksperimentas patvirtina duomenis, jog RasGAP su abiem

Nck saveikauja vienodu stiprumu, ir $i saveika nepriklauso nuo trumpalaikio

poveikio PDGF-BB.
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Nustateg, jog Nckl1 ir Nck2 saveikauja su RasGAP vienodai, tolesniuose

eksperimentuose mes dirbome tik su Nckl.

1 2 3 4 5 6 7 8
IB: anti-RasGAp'fﬁ,;;; g p_,? -!-._ RasGAP

. o . "
IB: anti-Nck & - “ “ S — Nek
IS: K Nck1 K Nck1 K Nck1 K Ncki1
HepG2 HelLa Myo26 NIH3T3

3.3 pav. Adaptorinis baltymas Nckl saveikauja su RasGAP skirtingose
Iasteliy linijose. IS H-WT (takeliai 1-2), HeLa (takeliai 3-4), Myo026 (takeliai 5-
6) arba NIH3T3 (takeliai 7-8) lizaty su specifinias antikiinais buvo nusodintas
Nckl arba paruostas kontrolinis méginys su tuscia sefaroze. RasGAP buvimas
imuniniuose kompleksuose patikrintas imunoblotu (IB) su antikiinu pries§
RasGAP (virSutiné juostelé). Nck baltymu kiekis parodytas, naudojant
antiseruma, atpazistantj abu Nck baltymus (apatiné juostele).

Siekiant patikrinti, ar Nck baltymy ir RasGAP saveika yra biidinga
skirtingiems lasteliy tipams, Nck1 ir RasGAP saveika buvo patikrinta keliose
lasteliy linjjose. Buvo panaudotos Zmogaus gimdos kaklelio véZio karcinomos
lasteliy linija HeLa, triuSio mioblasty pirminé linija Myo26 ir pelés embriono
lasteliy linjja NIH3T3. IS Siy lasteliy lizaty su antikiinu prieS Nckl buvo
imunonusodintas Nckl. LygiagreCiai buvo padaryta kontrol¢é be Nckl
antikiny. Nusodintuose imuniniuose kompleksuose esantys baltymai buvo
i8skirstyti SDS-PAGE ir imunoblotu patikrinta, ar juose yra RasGAP. Visose
naudotose lasteliy linijjose: HelLa (3.3 pav., takeliai 3-4, virSutiné juosta),
Myo26 (3.3 pav., takeliai 5-6, virSutiné juosta), NIH3T3 (3.3 pav., takeliai 7-8,
virSutiné juosta) — buvo stebima specifiné Nck1 saveika su RasGAP. Skirtingas
RasGAP kiekis imuniniuose kompleksuose galimas dél skirtingo Nckl kiekio
lastelése ir imuninése kompleksuose (3.3 pav., apatiné juosta) ir skirtingo
RasGAP kiekio lizatuose (duomenys nepateikti). H-WT (3.3 pav., takeliai 1-2)
lastelés buvo naudotos kaip teigiama kontrolé saveikai stebéti. Sie duomenys
rodo, jog saveika tarp Nckl ir RasGAP néra reiSkinys, biidingas tik vienam
lasteliy tipui, ir yra vertas tolesniy tyrimy.
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3.2. Nckl ir RasGAP kolokalizacija lasteléje

Lasteléje du baltymai potencialiai gali sgveikauti tik tuo atveju, jeigu jie
lokalizuojasi viename lastelés kompartmente. Siekiant nustatyti, ar baltymy
Nckl ir RasGAP saveika, aptikta biocheminiais metodais, kai lastelés
struktiiros yra suardomos, gali vykti intaktin¢je lasteléje, mes patikrinome, ar
Nckl ir RasGAP kolokalizuojasi lastel¢je. Tam tikslui H-WT lastelés buvo
uzfiksuotos, Nckl ir RasGAP baltymai lastel¢je buvo aptinkami auksto
specifiSkumo monokloniniais antikiinais. Nckl antikiinas buvo pazymeétas
Alexa 488 zaliai fluorescuojancias dazais, o RasGAP antikiinas — Alexa 594
raudonai fluorescuojanciais dazais. Be to, lasteliy branduoliai buvo nudazyti
DNR specifiniu mélynai fluorescuojanciu dazu 4,6-diamidino-2-fenilindolu
(DAPI). Sitaip paruosti pavyzdziai buvo tiriami lazeriniu skenuojanéiu
mikroskopu Nikon C1 bei apdorojami atitinkamos programinés irangos
pagalba.

Duomenys rodo, jog abu baltymai, Nck1 (3.4 pav., nuotrauka 1, matomas
zalia spalva) ir RasGAP (3.4 pav., nuotrauka 2, matomas raudona spalva), yra
pasiskirst¢ kaip citoplazmoje, taip ir branduolyje. Bendras Nckl ir RasGAP
vaizdas lasteléje parodytas nuotraukoje 3. Nuotraukoje 4 yra pateiktas Nck ir
RasGAP kolokalizacijos vaizdas, tai yra rastas, rodantis, kur Nckl ir RasGAP
baltymai lasteléje yra kartu. Kolokalizacijos rastas yra sugeneruotas apdorojus
vaizda mikroskopijos vaizdy analizés programa Imaris 5.0.1.

Kaip matosi nuotraukoje 5, Nckl ir RasGAP kolokalizuojasi lastelés
branduolyje, citoplazmoje (konkreciu lastelés struktiiry tyrimy mety nustatyti

nepavyko) ir judanciy lastelii lamelipodijose.
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5 pm

' Kolokalizacija

Kolokalizacija

W

lamelipodija — %

citoplazma

branduolys

3.4 pav. Nckl ir RasGAP kolokalizuojasi lasteléje. Augancios H-WT lastelés buvo
uzfiksuotos ir nudazytos specifiniais antikiinais, atpazistanciais Nckl (nuotrauka 1,
zalia spalva) ir RasGAP (nuotrauka 2, raudona spalva) baltymus, o taip pat DNR dazu
DAPI (mélyna spalva). Pavyzdziai buvo nuskenuoti lazeriniu konfokaliniu mikroskopu
Nikon C1. Nuotraukoje 3 pateiktas bendras Nck1 ir RasGAP baltymy vaizdas lastel¢je.
Vaizdo analizés programos Imaris 5.0 pagalba sugeneruotas Nckl ir RasGAP
kolokalizacijos rastas parodytas nuotraukoje 4. Nckl ir RasGAP lokalizuojasi kartu
lastelés citoplazmoje, branduolyje bei lamelipodijoje (nuotrauka 5). Pridétos
palyginamosios liniuotés dydis — 5 pm.

66



3.3. Nckl ir RasGAP domeny, atsakingy uz adaptorinio baltymo Nck1
komplekso su RasGAP susidaryma, nustatymas

Nckl1 asocijavimas su kitais baltymais beveik visada vyksta per vieng ar
kelis Nckl domenus, saveikaujan¢ius su specifinémis sekomis (domeny
ligandais) baltyme-partneryje, todél Nckl ir RasGAP saveikos mechanizmo
nagrin€¢jima mes pradéjome nuo Nckl domeny, atsakingy uz saveika,
nustatymo. Adaptorinis baltymas Nckl yra sudarytas 1§ keturiy domeny,
atsakingy uz tarpbaltymines saveikas: trijuy SH3 domeny ir vieno SH2 domeno.
Uz saveika su RasGAP atsakingy domeny nustatymui mes naudojome Nckl
taskinius mutantus su ivairiomis mutacijy, iSaktyvinanciy pavienius domenus,
kombinacijomis. Laukinio tipo arba mutantiniai Nckl genai, sulieti su
hemoagliutinino (HA) epitopu (HA-Nckl) ir jstatyti § pRKS vektoriy, buvo
ekspresuojami H-WT lasteliy kultiroje 48 valandas. Po to lastelés buvo
lizuojamos ir jvestas HA-Nck1 baltymas buvo imunonusodinamas su antikiinu
prie§ HA epitopa. Kaip ir kity imunonusodinimo eksperimenty atveju,
imunonusodintuose kompleksuose esantys baltymai buvo iSskirstyti SDS-

PAGE ir imunoblotu buvo patikrinta, ar juose yra RasGAP.

IS pradZziy mes naudojome pavieniy Nckl SH3 domeny mutantus
(naudoty mutantiniy baltymy schema —3.5B pav.). TaSkiniai pavieniy SH3
domeny mutantai buvo ivesti 1 H-WT lasteles, ekspresuotas HA-Nckl
imunonusodintas antikiinu prie§ HA epitopa ir imunoblotu parodytas RasGAP
kiekis imunonusodintuose kompleksuose. Palyginimui lygiagreciai buvo
naudotas laukinio tipo HA-Nckl ir HA-Nckl su visais iSaktyvintais SH3
domenais. HA-Nckl su iSaktyvinanfia mutacija pirmajame SH3 domene
(SH3I-) (3.5A pav., takelis 3, virSutin¢ juosta) ir HA-Nckl1 su iSaktyvinancia
mutacija tre¢iajame SH3 (SH3III-)(3.5A pav., takelis 5, virSutiné¢ juosta)
domene saveikavo su RasGAP silpniau, nei laukinio tipo HA-Nck1 (3.5A pav.,
takelis 2, virSutin¢ juosta). ISaktyvinanti mutacija antrame SH3 domene
(SH3II-) (3.5A pav., takelis 4, virSutiné juosta) Nckl saveikos su RasGAP
nejtakojo. Nck1 su visais iSaktyvintais SH3 domenais su RasGAP nesaveikavo

(3.5A pav., takelis 6, virSutin¢ juosta). Ivestu HA-Nckl baltymy ekspresija
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buvo daugmaz vienoda (3.5A pav., apatin¢é juosta). Kontroléje be ivestos HA-

Nckl1 net HA-Nckl1, nei RasGAP nesimato (3.5A pav., takelis 1).

A 1 2 3 4 5 &
IB: anti-RasGAP «—RasGAP

IB: anti-HA “.“ +—HA-Nck

Transfekcija,

PRK5-HA-Nck1: K WT - 1 lll- SH2
' SH3
IS: anti-HA
B SH3I SH3ll SH3ll SH2

o~ HHE-GE
Nck-SH3I- m
Nck-SH3lI- .:HZE:.@
Nck-SH3llI- -:-:ﬂz[-é-

3.5 pav. Nckl pirmojo ir treciojo SH3 domeny mutacijos silpnina Nckl
asocijavimg su RasGAP. A. Su HA epitopy sulietas laukinio tipo Nckl arba
Nckl su taskinémis mutacijomis buvo ekspresuoti H-WT lastelése, i$ lasteliy
lizaty buvo imunonusodintas HA-Nckl, ir imunoblotu (IB) patikrintas RasGAP
(virSutiné juostel¢) arba HA-Nckl (apatiné¢ juostelé) kiekis surinktuose
imuniniuose kompleksuose. Takelis 1 — imunonusodinimo kontrol¢ be ivestos
HA-Nckl; 2 — laukinio tipo HA-Nckl; 3-5 — HA-Nckl su taSkine mutacija
pirmajame (I-), antrajame (II-) arba trec¢iajame (III-) domenuose; 6 — HA-Nckl1 su
taskinémis mutacijomis visuose trijuose SH3 domenuose. B. Eksperimente
naudoty HA-Nck1 konstrukty schemos.

Taigi, Sis eksperimentas rodo, jog uz adaptorinio baltymo Nckl saveika

su RasGAP yra atsakingi Nck1 pirmasis bei treciasis SH3 domenai.

Siekiant jvertinti pavieniy baltymo Nckl SH3 domenu vaidmeni
saveikoje su RasGAP, mes sukonstravome vektorius, ekspresuojancius HA-
Nckl su pavieniais funkcionaliais SH3 domenais ir SH2 domeno mutacija

(naudoty mutantiniy baltymy schema —3.6B pav.).
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A 1 2 3 4 5§ 6 7

IB: anti-RasGAP cun —n «——RasGAP

IB: anti-HA “._HA-ch

Transfekcija,
pRK5-HA-Nck1: K  WT I+ S:; I+ (SH3); 0

I1S: anti-HA

B SH3l SH3ll SH3Ill SH2

v {IEHIZHETHED

a1, ITHIIHIIR S
o PRERPTESS

-~ L

3.6 pav. Nck1 pirmasis ir trefiasis SH3 domenai saveikauja su RasGAP. A.
Su HA epitopy sulietas laukinio tipo Nck1 arba Nckl1 su taSkinémis mutacijomis
buvo ekspresuoti H-WT lastelése, i§ lasteliy lizaty buvo imunonusodintas HA-
Nckl, ir imunoblotu (IB) patikrintas RasGAP (virSutiné juostel¢) arba HA-Nck1
(apatiné juostel¢) kiekis surinktuose imuniniuose kompleksuose. Takelis 1 —
imunonusodinimo kontrolé be jvestos HA-Nck1; 2 — laukinio tipo HA-Nck1; 3-5
— HA-Nckl su taskinémis mutacijomis visuose domenuose, i§skyrus pirma (I-),
antra (II-) arba trecia (III-) SH3 domena; 6 — HA-Nck1 su iSaktyvinancia taskine
mutacija SH2 domene ir funkcionaliais visais SH3 domenais; 7 — HA-Nckl1 su
iSaktyvinan€iomis mutacijomis visuose SH3 ir SH2 domenuose. B.
Eksperimente naudoty HA-Nck1 konstrukty schemos.
Ivede Siuos vektorius 1 H-WT Iasteles ir imunonusoding ekspresuotus HA-
Nckl baltymus, mes parodéme, jog su RasGAP saveikauja HA-Nckl, turintys
funkcionaly pirmaji SH3 domena (3.6A pav., takelis 3, virSutiné juosta) arba
funkcionaly tre€iaji SH3 domena (3.6A pav., takelis 5, virSutin¢ juosta). Abu
Sie baltymai saveikavo su RasGAP silpniau, nei HA-Nckl su visais trimis
funkcionaliais SH3 domenais (3.6A pav., takelis 6, virSutiné¢ juosta), kurio
saveika su RasGAP buvo tokio pat stiprumo, kaip ir laukinio tipo HA-Nckl
baltymo (3.6A pav., takelis 2, virSutiné juosta). Funkcionaly antraji SH3
domeng turintis HA-Nck1 (3.6A pav., takelis 4, virSutin¢ juosta), kaip ir HA-
Nckl1 su visy keturiy domeny mutacijomis (3.6A pav., takelis 7), su RasGAP

nesaveikavo. Ivesty HA-Nckl baltymy ekspresija buvo daugmaz vienoda
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(3.6A, apatin¢ juosta). Kontrol¢je be ivestos HA-Nckl nei HA-Nckl, nei
RasGAP nesimato (3.6A pav., takelis 1). Taigi, pirmasis bei treciasis Nckl
domenai saveikauja su Nckl panaSiu stiprumu, ir vieno domeno nepakanka,

kad susidaryty pilnaverté saveika, lyginant su laukinio tipo Nckl.

Norédami alternatyviu bidu jvertinti Nckl SH3 domeny vaidmeni
komplekso tarp Nckl ir RasGAP susidaryme, mes sukonstravome
rekombinantinius su GST sulietus pavienius Nckl SH3 domenus: pirmaji
(SH3I), antraji (SH3II) arba treciaji (SH3III), o taip pat su GST sulieta Nck1 su
visais trimis SH3 domenais ir be SH2 domeno (SH3);SH2A (su GST suliety
baltymy schemos pateiktos pav. 3.7C). Siuos rekombinantinius baltymus mes
imobilizavome ant gliutationo sefarozés ir inkubavome su H-WT lasteliy
kultiiry lizatais. Sefarozé su imobilizuotais rekombinantiniais baltymais ir
baltymais 1§ lizaty, kurie su jais asocijavo, buvo nusodinta centrifugavimu.
Susidariusiuose kompleksuose esantys baltymai buvo iSskirstyti SDS-PAGE, ir
imunoblotu buvo patikrinta, ar juose yra RasGAP. Rezultatai parode, jog su
RasGAP saveikavo visus tris SH3 domenus turintis GST-Nckl (3.7A pav.,
takelis 4) ir pavienis pirmasis Nck1 SH3 domenas, sulietas su GST (3.7A pav.,
takelis 5). Abu Sie konstruktai saveikavo su RasGAP silpniau, nei laukinio tipo
Nckl, sulieta su GST (WT) (3.7A pav., takelis 3). GST baltymas (3.7A pav.,
takelis 2), o taip pat su GST sulieti antrasis (3.7A pav., takelis 6) arba treciasis
(3.7A pav., takelis 7) Nckl SH3 domenai su RasGAP nesaveikavo. 3.7A pav.
takelyje 1 parodytas RasGAP baltymo lygis H-WT lasteliy lizate. Vienodas
bandymams naudoty su GST suliety baltymu kiekis parodytas kumasio melio
dazais nudazytame SDS-PAGE gelyje (3.7B pav.).

Taigi, Sis eksperimentas patvirtina Nckl pirmojo SH3 domeno svarba
saveikos su RasGAP susidarymui. Silpnesné visus tris Nckl SH3 domenus
turin€io konstrukto saveika su RasGAP bei RasGAP saveikos su pavieniu
treciuoju SH3 domenu nebuvimas gali biiti aiSkintini treciojo SH3 domeno

konformacijos pazeidimu po SH2 domeno delecijos.
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3.7 pav. Rekombinantinis Nckl pirmasis SH3 domenas sgveikauja su
RasGAP. A. Su GST sulieti laukinio tipo Nckl arba atskiri Nckl domenai,
imobilizuoti ant sefarozés, buvo inkubuoti su H-WT Iasteliy lizatais. RasGAP
kiekis susidarusiuose kompleksuose buvo patikrintas imunoblotu (IB) su
antiserumu prieS RasGAP. Takelyje 1 parodytas RasGAP lizate, takelis 2 —
nusodinimas su GST, 3 — su GST-Nckl, 4 — su GST-Nck(SH3);SH2A, 5-7 — su
GST sulietais pavieniai Nckl pirmasis (takelis 5), antrasis (takelis 6) arba treciasis
(takelis 7) domenais. B. Eksperimente naudoti baltymai, iSskirstyti SDS-PAGE,
nudazyti kumasio meélio R250 dazais. C. Eksperimente naudoty GST-Nckl
konstrukty schemos.

SH3 domenai paprastai saveikauja su specifiniais prolino turtingais
motyvais. Baltymo RasGAP seka buvo iSanalizuota naudojant Scansite

programa (http://scansite.mit.edu/), kuri parodé¢ RasGAP sekos N-gale sritj tarp

aminortigsciy 135 ir 145, turincia keleta aminoriig§¢iy motyvy PXX/PP, kurie
teoriSkai gali saveikauti su SH3 domenais. Mes klonavome RasGAP DNR
sekos fragmenta, atitinkanti aminoriigStis 68-168, istatéme $i fragmenta i

pEGFP-C2 eukariotini ekspresijos vektoriy ir pridéjome c-myc epitopa, kad
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galétume registruoti baltymo ekspresija su antikiinais prie§ c-myc baltyma.
Gauta plazmide, ekspresuojanti EGFP-c-myc-RasGAP 68-168 baltyma, arba

kontrolin¢ plazmide, ekspresuojanti EGFP su c-myc epitopu, buvo ivestos i

Sl e EGFP-c-myc-
IB: anti-c-myc © . - GAP 68-168

Hl h S +— EGFP-c-myc
Transfekcija: GAP EGFP GAP GAP
Nusodinimas: GST GST-Nck1 GST-Nck-

(SH3),

3.8 pav. RasGAP N-galiné prolino turtinga seka sgveikauja su Nckl SH3
domenais. Su EGFP-c-myc sulieta RasGAP 68-168 seka arba vien tik EGFP-c-
myc buvo ekspresuoti H-WT lastelése. Lastelés buvo lizuotos ir lizatai buvo
panaudoti nusodinimui su GST, laukinio GST-Nckl arba GST-Nck-(SH3);
rekombinantiniais baltymais. EGFP-c-myc arba EGFP-c-myc-RasGAP 68-168
kiekis susidarusiuose kompleksuose buvo patikrintas imunoblotu (IB) su
antikiinu prie§ c-myc seka. Takelis 1 — nusodinimas su GST, takeliai 2-3 —
nusodinimas su GST-Nck1 laukinio tipo, 4 — nusodinimas su GST-Nck-(SH3)s.
EGFP — nusodinimas i§ Iasteliu, ekspresuojanciu EGFP-c-myc; GAP — i§
lasteliy, ekspresuojanc¢iy EGFP-c-myc-RasGAP 68-168.

H-WT lasteles. Po 48 val. nuo transfekcijos lastelés buvo lizuotos, lizatai buvo
panaudoti nusodinimui su GST, GST-Nckl arba GST-Nck-(SH3)3 (Nckl su
iSaktyvinancia taskine mutacija SH2 domene ir funkcionaliais SH3 domenais)
baltymais. C-myc epitopu paZymeti baltymai 1§ lizaty, asocijave su
rekombinantiniais, buvo iSanalizuoti imunoblotu su antikiinais prie§ c-myc
seka. Abu Nckl: laukinio tipo (3.8 pav., takelis 3) ir Nckl, turintis
funkcionalius tik SH3 domenus (3.8 pav., takelis 4) — saveikavo su EGFP-c-
myc-RasGAP 68-168. EGFP-c-myc baltymas su laukinio tipo Nckl
nesaveikavo (3.8 pav., takelis 2). GST rekombinantinis baltymas EGFP-c-myc-
RasGAP 68-168 i§ lizato netrauke (3.8 pav., takelis 1). EGFP-c-myc ir EGFP-
c-mys-Ras68-168 ekspresija buvo vienoda (duomenys nepateikti). Sitaip mes
nustatéme, jog RasGAP N-galin¢ prolino turtinga sritis sgveikauja su Nckl

baltymo SH3 domenais.
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Taigi, uz baltymy Nck1 ir RasGAP saveika yra atsakingi Nckl pirmasis
bei tre€iasis SH3 domenai bei RasGAP N-galin¢ prolino turtinga sritis.

3.4. Nckl ir RasGAP saveikos potencialiy tarpininky paieska

Imunonusodinimo metodas leidzia aptikti | viena kompleksa, kuris yra
atsparus lasteliy lizés salygoms, ieinancius baltymus, bet neirodo, jog tiriamieji
baltymai saveikauja tiesiogiai. IS literatiiros yra Zinomi baltymai, kurie
saveikauja ir su Nckl, ir su RasGAP, ir potencialiai gali veikti kaip tarpininkai
saveikoje tarp Siy dvieju baltymuy (Kazlauskas, Kashishian et al. 1992;
Nishimura, Li et al. 1993). Tam, kad patikrintume, ar Nck1 ir RasGAP gali
saveikauti tiesiogiai ir kokie Nckl domenai yra atsakingi uz tiesioging Nckl ir
RasGAP saveika, mes pasinaudojome netiesioginio imunobloto metodu.

IS: RasGAP

A IS: RasGAP e

IB:anti-
NIB: RasGAP
B SH3l SH3ll SH3Ill SH2
GST
GST-Nck-WT

GST-Nck-(SH3),

GST-Nck-SH2

3.9 pav. Adaptorinio baltymo Nckl SH3 domenai gali saveikauti su RasGAP
tiesiogiai. A. H-WT lastelés, sinchronizuotos para, buvo lizuotos, ir i§ lizaty
imunonusodintas (IS) su specifiniu antikiinu RasGAP baltymas. Imuniniai
kompleksai buvo iSskirstyti SDS-PAGE, pernesti ant PVDF membranos ir
panaudoti netiesioginiam imunoblotui su rekombinantiniais GST (takelis 1), GST-
Nckl laukinio tipo (takelis 2) arba su iSaktyvinanciomis taskinémis mutacijomis
SH2 (takelis 3) arba SH3 (takelis 4) domenuose. RasGAP baltymo lygis
imuniniame komplekse (naudojant 10% imuniniy kompleksy) buvo parodytas
imunoblotu (IB) su antikiinais, atpazistanciais RasGAP (takelis 5). B. Eksperimente
naudoty GST-Nck1 konstrukty schemos.
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IS H-WT lasteliy, sinchronizuoty para be augimo faktoriy, buvo
imunonusodintas RasGAP. Imuniniai kompleksai buvo iSskirstyti SDS-PAGE
gelyje, pernesti ant PVDF membranos ir netiesioginio imunobloto metodu su
rekombinantiniu su GST sulietu laukinio tipo Nckl (GST-NckWT), Nckl su
funkcionaliais SH3 domenais ir iSaktyvintu SH2 domenu (GST-Nck(SH3),)
arba Nckl1 su iSaktyvintais SH3 domenais ir funkcionaliu SH2 domenu (GST-
NckSH2) buvo patikrinta, ar Sie rekombinantiniai baltymai gali saveikauti su
RasGAP. Rezultatai rodo, jog GST-NckWT (3.9A pav., takelis 2) ir GST-
Nck(SH3); (3.9A, takelis 3 pav.) gali saveikauti su RasGAP tiesiogiai, o GST-
NckSH2 (3.9A pav., takelis 4) su RasGAP tiesiogiai nesaveikauja. Kontrol¢je,
inkubuotoje su GST, RasGAP nesimato (3.9A pav., takelis 1). Takelyje 5
imunoblotu su antiserumu prie§ RasGAP yra parodytas imunonusodinto
RasGAP lygis, taip pat tai yra baltymo masés kontrol¢, rodanti, kurios
netiesioginiame imunoblote matomos juostelés pagal mase tiksliai atitinka
RasGAP. Sis bandymas rodo, jog adaptorinis baltymas Nck1 gali saveikauti su

RasGAP tiesiogiai per savo SH3 domenus.

RasGAP imuniniame komplekse, inkubuotame su laukinio tipo Nckl
(3.9A pav., takelis 2), buvo aptiktas apie 190 kDa masés baltymas,
saveikaujantis su RasGAP ir Nckl. Buvo iSkelta hipoteze, jog Sis baltymas yra
p190 RhoGAP, nes p190 RhoGAP saveikauja su RasGAP (Moran, Polakis et
al. 1991) ir aptiktas baltymas tiksliai atitiko pl190 RhoGAP pagal masg
tikrinant jo buvima imunoblotu (duomenys nepateikti). Siekiant nustatyti, ar
p190RhoGAP saveikauja su Nckl, mes iStyréme RasGAP ir p190 RhoGAP
saveika su rekombinantiniu GST-NckWT ir GST-Nck(SH3);SH2A (GST-
Nckl su SH2 domeno delecija) H-WT lastelése, para sinchronizuotose be
augimo faktoriy ir paveiktose arba nepaveiktose PDGF-BB. Susidarg
kompleksai buvo iSanalizuoti antikiinais, atpaZistanc¢iais pl190RhoGAP-B,
tatiau pl190RhoGAP buvimo nustatyti nepavyko nei méginiuose su GST-
NckWT (3.10 pav., takeliai 3-4, virSutiné juosta), nei meéginiuose su GST-
Nck(SH3)3SH2A (3.10 pav., takeliai 5-6, virSutiné juosta). Abu
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rekombinantiniai baltymai saveikavo su RasGAP (3.10 pav., apatiné juosta).
GST nesaveikavo nei su RasGAP, nei su pl90RhoGAP-B (3.10 pav., takeliai
1-2). Taigi, kitais metodais, ne netiesioginiu imunoblotu, Nckl1 saveikos su

p190 RhoGAP mes neaptinkame.

IB: anti-p190 «— p190 RhoGAP
IB: anti-RasGAP «— RasGAP
PDGF-BB: + _- + - +

Nusodinimas: GST WT {SH3)3 SH2A

3.10 pav. Adaptorinis baltymas Nckl nesgveikauja su p190 RhoGAP. H-WT
lastelés, sinchronizuotos para, buvo paveiktos arba nepaveiktos PDGF-BB, lizuotos,
ir lizatai panaudoti nusodinimui su rekombinantiniais baltymais GST-Nck1 laukinio
tipo (takeliai 3-4) arba GST-Nckl su iSaktyvinanc¢iomis taSkinémis mutacijomis
SH2 domene (takeliai 5-6) baltymais. Lygiagre€iai buvo padaryta kontrolé su GST
baltymu (takeliai 1-2). p190 RhoGAP ir RasGAP baltymy lygis susidarusiuose
kompleksuose vizualizuotas imunoblotu (IB) su atitinkamais antikiinais.

3.5. Baltymy Nck1 ir RasGAP sgveikos priklausomybé nuo poveikio
PDGF-BB augimo faktoriumi arba lastelés citoskeleta suardanciais
slopikliais

Turimi literatiiros duomenys apie Nck baltymy ir RasGAP funkcijas
lasteléje leidzia daryti prielaida, jog $iu dvieju baltymuy kompleksas gali
dalyvauti signalo nuo augimo faktoriy receptoriy perdavime arba citoskeleto
persitvarkymo reguliavime (Kulkarni, Gish et al. 2000; Rivera, Briceno et al.
2004). Todel mes patikrinome, kaip Nckl ir RasGAP kompleksy kiekis
keiciasi, veikiant lasteles augimo faktoriumi PDGF-BB arba citoskeleto
strukttiry susirinkimo slopikliais.

Tiriant PDGF-BB poveiki Nck1 ir RasGAP kompleksui, H-WT lastelés
buvo neveiktos PDGF-BB (3.11 pav., takelis 2) arba paveiktos 50 ng/ml
PDGF-BB skirtinga laiko tarpa: 5 min. (3.11 pav., takelis 3), 4 val. (3.11 pav.,
takelis 4), 8 val. (3.11 pav., takelis 5), 14 val. (3.11 pav., takelis 6) arba 20 val.

(3.11 pav., takelis 7). Nckl baltymas buvo imunonusodintas specifiniu
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antikiinu i§ nepaveikty ir paveikty lasteliy, imunonusodinti baltymai iSskirstyti
SDS-PAGE ir imunobloto metodu nustatytas RasGAP lygis imuniniuose
kompleksuose. Veikiant PDGF-BB su Nckl saveikaujan¢io RasGAP kiekis
laike nesikeité (3.11 pav., virSutiné juosta). Imunonusodinto Nckl kiekis
visuose pavyzdziuose buvo vienodas (3.11 pav., apatiné juosta).
Imunonusodinimo kontrol¢je be Nckl antikiiny nei Nckl, nei RasGAP néra
(3.11 pav., takelis 1). Duomenys rodo, jog PDGF-BB augimo faktorius
nejtakoja baltymy Nck1 ir RasGAP saveikos.

1 2 3 4 5§ 6 7
IB: anti-RasGAP

+«— RasGAP
PDGF-BB: - - 5 4h 8h 14h 20h
IS: K Nck1

3.11 pav. Neckl ir RasGAP kompleksy kiekis nepriklauso nuo PDGF-BB
poveikio. H-WT lastelés buvo neveiktos (takeliai 1-2) arba veiktos PDGF-BB 5
min (takelis 3), 4 val. (takelis 4), 8 val. (takelis 5), 14 val. (takelis 6) arba 20 val.
(takelis 7), lizuotos, ir i$ lizaty imunonusodintas Nck1 (IS). RasGAP ir Nck1 kiekis
imuniniuose kompleksuose buvo nustatytas imunoblotu (IB) su atitinkamais
antikiinais. Takelyje 1 yra imunonusodinimo kontrolé¢ be Nck1 antikiino.

Lastelés citoskeleto pagrinda sudaro aktino citoskeletas, sudarytas 1§ F-
aktino baltymo skaiduly, ir mikrovamzdeliai — i§ baltymy o-tubulino ir -
tubulino  heteromero sudarytos skaidulos. Aktino citoskeletas ir
mikrovamzdeliai yra dinamings strukttiros, todél paveikus lasteles slopikliais,
kurie blokuoja citoskeleto baltymy polimerinimasi, citoskeletas greitai suyra.
Mes paveikéme H-WT lastelés aktino citoskeleto slopikliu latrunkulinu B (3.12
pav., takelis 3), arba mikrovamzdeliy slopikliu nokodazolu (3.12 pav., takelis
4), arba abiem S$iais slopikliais tuo pafiu metu (3.12 pav., takelis 5).
Kontrolinés lastelés nebuvo veiktos slopikliais (3.12 pav., takelis 2).
Analogiskai, kaip ir auksSCiau apraSytame bandyme, lastelés buvo lizuotos, 18
lizaty imunonusodintas Nckl ir imunoblotu nustatytas RasGAP lygis

imuninése kompleksuose. Su Nckl saveikaujan¢io RasGAP kiekis dél
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poveikio latrunkulinu B, nokodazolu ar abiem slopikliais nesikeité (3.12 pav.,
virSutiné juosta). Imunonusodinto Nckl kiekis visuose pavyzdZiuose buvo
vienodas (3.12 pav., apatin¢ juosta). Imunonusodinimo kontrol¢je be Nckl
antikiiny nei Nckl, nei RasGAP néra (3.12 pav., takelis 1). Taigi, citoskeleto
susirinkimo slopikliai neitakoja saveikos tarp Nck1 ir RasGAP.

1 2 3 4 5

-

IB: anti-RasGAP | . BoSGAP

IB: anti-Nck W e e o +— Nck

Latrunkulinas B (LatB)
arba nokodazolas (Nok):

IS: K Nck1

- - LatB Nok LatB+Nok

3.12 pav. Citoskeleto susirinkimo slopikliai nejtakoja sgveikos tarp baltymy
Nckl ir RasGAP. H-WT lastelés buvo neveiktos (takeliai 1-2) arba paveiktos
latrunkulinu B (LatB; takelis 3), nokodazolu (Nok; takelis 4) arba latrunkulinu B ir
nokodazolu kartu (LatB+Nok; takelis 5), lizuotos, ir i§ lizaty imunonusodintas Nck1
(IS). RasGAP ir Nck1 kiekis imuniniuose kompleksuose buvo nustatytas imunoblotu
(IB) su atitinkamais antikiinais. Takelyje 1 yra imunonusodinimo kontrol¢ be Nckl
antikiino.

3.6. Nckl ir RasGAP kolokalizacijos su aktino citoskeletu tyrimas.

Nckl ir RasGAP baltymus tyrusiy autoriy duomenys leidzia daryti
prielaida, jog Nckl (Buday, Wunderlich et al. 2002) ir RasGAP (Kulkarni,
Gish et al. 2000) yra susij¢ su aktino citoskeleto persitvarkymo reguliavimu,
todel mes patikrinome Nckl ir RasGAP baltymy kolokalizacija su F-aktinu
auganciose H-WT Iastelése. Lastelés buvo uzfiksuotos paraformaldehidu, ir
jose buvo nudazytas RasGAP arba Nckl kartu su F-aktinu. Aktino skaidulos
buvo nudazytos FITC Zymétu faloidinu. RasGAP buvo nudazytas specifiniu
antikiinu, konjuguotu su Alexa Fluor 594 fluorochromu, o Nckl buvo
nudazytas specifiniu antikiinu ir antriniu antikiinu, konjuguotu su Alexa Fluor
594  fluorochromu. Lasteliy pavyzdziai buvo skenuojami lazeriniu
skenuojanciu mikroskopu Nikon C1 bei apdorojami atitinkamos programinés

irangos pagalba. Kaip parodyta 3.13 pav., F-aktino daZymosi rastas (3.13 pav.,
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nuotrauka 1) skiriasi nuo RasGAP (3.13A pav., nuotrauka 2) ir neaptikta ju
kolokalizacijos (3.13 pav., nuotrauka 3), ka patvirtina ir skaitmeniné vaizdo
analizé. Nck1 dazymosi rastas (3.14 pav., nuotrauka 2) irgi beveik nesutampa
su F-aktinu (3.14 pav., nuotrauka 1) ir patikimos kolokalizacijos su vaizduy
analizés programa Imaris 5.0.1 tarp F-aktino ir Nckl neaptikta (3.14 pav.,
nuotrauka 3). Rezultatai rodo, jog RasGAP ir Nckl neiSsidésto ant F-aktino
skaiduly.

F-aktinas

/

3.13 pav. RasGAP nesikolokalizuoja su aktino citoskeletu. Augancios H-
WT lastelés buvo uzfiksuotos ir nudazytos su FITC konjuguotu faloidinu,
saveikaujanciu su F-aktinu (nuotrauka 1, Zalia spalva) ir specifiniu antiktinu,
atpazistan¢iu RasGAP (nuotrauka 2, raudona spalva). Nuotraukoje 3 yra
parodytas bendras F-aktino ir RasGAP dazymo rastas lasteléje.

3.14 pav. Nckl nesikolokalizuoja su aktino citoskeletu. Augancios H-WT
lastelés buvo uzfiksuotos ir nudazytos su FITC konjuguotu faloidinu,
saveikaujanciu su F-aktinu (nuotrauka 1, zalia spalva) ir specifiniu antikiinu,
atpazistan¢iu Nck1 baltyma (nuotrauka 2, raudona spalva). Nuotraukoje 3 yra
parodytas bendras F-aktino ir Nck1 dazymo rastas Iasteléje.
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3.7. Nckl ir RasGAP kompleksas disocijuoja po adheziniy lasteliy
saveikos su substratu suardymo

Siekiant nustatyti biologini procesa, su kuriuo yra susijgs Nckl ir
RasGAP kompleksas lasteléje, mes patikrinome, kaip Nckl ir RasGAP
kompleksy kiekis keiciasi, suardzius prilipusiu (adheziniy) lasteliy saveika su
substratu ir leidus joms prilipti i§ naujo. Tuo tikslu H-WT lastelés,
sinchronizuotos para be augimo faktoriy, buvo suspenduotos proteaze tripsinu,
uzsétos ant fibronektinu padengto pavirSiaus ir po suspendavimo augintos iki 5
val. Lastelés buvo lizuotos, 1§ lizaty imunonusodintas Nckl1 ir imunoblotu su
antikiinais prie§ RasGAP parodytas RasGAP kiekis imuninése kompleksuose
su Nckl. Pasirodé, jog iSkarto po suspendavimo su Nckl saveikaujancio
RasGAP kiekis, lyginant su nesuspenduotomis prilipusiomis Iastelémis (3.15
pav., takelis 2, virSutiné juosta), stipriai sumazéja (3.15 pav., takelis 3,
virSutiné juosta). Po lasteliy uZs¢jimo ant substrato RasGAP ir Nckl
kompleksuy kiekis neatsistato po 0,5 val. (3.15 pav., takelis 4, virSutiné juosta),
1 val. (3.15A pav., takelis 5, virSutiné juosta), 2 val. (3.15 pav., takelis 6,
virSutiné juosta), 3 val. (3.15 pav., takelis 7, virSutiné juosta), 4 val. (3.15 pav.,
takelis 8, virSutiné juosta). Nckl ir RasGAP saveika atsistato tik i§ dalies
pra¢jus 5 val. (3.15 pav., takelis 9, virSutiné juosta) po lasteliy uzs¢jimo ant
substrato. Imunonusodinto Nckl1 kiekis visuose pavyzdziuose buvo vienodas
(3.15 pav., apatiné juosta). Imunonusodinimo kontrol¢je be Nckl antikiiny nei
Nckl, nei RasGAP néra (3.15 pav., takelis 1). Taigi, baltymy Nckl1 ir RasGAP
kompleksas disocijuoja po lasteliu suspendavimo ir pradeda atsistatyti tik
praéjus penkioms valandoms po prilipimo atstatymo.

Nckl ir RasGAP kompleksas gali biti suardomas dé¢l vieno 1§ Siy
baltymuy kokios nors modifikacijos arba saveikos su konkuruojanciu baltymu,
todel kitas uzdavinys buvo nustatyti, kuris 18 Siy baltymy — Nck1 arba RasGAP
yra atsakingas uz Nckl ir RasGAP komplekso disociavima. Tam tikslui buvo
patikrintas Nck1 arba RasGAP 1§ suspenduoty lasteliy sugebéjimas saveikauti
su nemodifikuotu RasGAP arba Nckl atitinkamai.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

IB: anti-RasGAP + amm A0k i T , «— RasGAP

IB: anti-Nck 5 T S W e e — Nck

Prilipimo laikas, val
arba kontrolé (K): K K 0 05 1 2 3 4 5

IS: K Nck1

3.15 pav. Adaptorinio baltymo Nckl saveikos su RasGAP priklausomybé nuo
Iasteliy prilipimo. H-WT lastelés, sinchronizuotos para, buvo suspenduotos naudojant
tripsino proteazg ir lizuotos (takelis 3) arba uzsétos ant fibronektino ir kultivuotos nuo
0,5 iki 5 (takeliai 4-9) valandy, paskui lizuotos. I§ lizaty buvo imunonusodintas (IS) su
specifiniu antikiinu Nckl baltymas. Lygiagreciai padaryta imunonusodinimo kontrolé
be antikiiny (takelis 1) arba imunonusodinimas i§ normaliy nesuspenduoty H-WT
lasteliy lizaty (takelis 2). Nck ir RasGAP baltymy lygis imunininése kompleksuose

vizualizuotas imunoblotu (IB) su atitinkamais antikiinais.

RasGAP is suspenduoty lasteliy galimai saveikai su Nck1 patikrinti mes
nusodinome RasGAP su rekombinantiniu GST-Nck1 baltymu i§ prilipusiy arba
suspenduoty  H-WT lasteliy lizaty. RasGAP lygis susidariusiuose
kompleksuose buvo patikrintas imunoblotu su antiserumu prie§ RasGAP.
Suspenduotose lastelése RasGAP su rekombinantiniu GST-Nckl baltymu
saveikavo zymiai silpniau (3.16 pav., takelis 3, virSutiné juosta), nei RasGAP
i§ prilipusiu lasteliy (3.16 pav., takelis 2, virSutiné¢ juosta). AnalogiSkai
imunonusodinimo eksperimentams, RasGAP beveik nesaveikavo su Nckl po 4
val (3.16 pav., takelis 4, virSutiné juosta) po lasteliy uzs¢jimo ant fibronektino,
bet saveika i§ dalies atsistaté po 7 val. (3.16 pav., takelis 5, virSutiné juosta).
Grynas GST baltymas su RasGAP nesaveikauja (3.16 pav., takelis 1, virSuting
juosta). Eksperimentams buvo naudojamas vienodas GST-Nckl kiekis (3.16
pav., apatiné juosta). Sie duomenys rodo, jog biitent RasGAP baltymas po

lasteliy suspendavimo netenka galimybés saveikauti su Nckl.
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3.16 pav. RasGAP po lasteliy suspendavimo nebesaveikauja su Nckl. H-WT
lastelés buvo paliktos prilipusios (takeliai 1-2), arba suspenduotos (takelis 3), arba
suspenduotos ir uzsétos ant fibronektino i§ naujo 4 (takelis 4) arba 7 (takelis 5)
valandoms ir lizuotos. IS lizaty buvo nusodinti baltymai, saveikaujantys su GST
(takelis 1) arba GST-Nckl (takeliai 2-5) ir imunoblotu (IB) patikrintas RasGAP kiekis
susidarusiuose kompleksuose. Nusodinimui naudotas GST1-Nckl nudazytas kumasio
melio R250 dazais.

Nckl baltymo geb¢jimui saveikauti su RasGAP nustatyti mes
patikrinome, ar Nckl 1§ suspenduoty lasteliy gali saveikauti su RasGAP 1§
prilipusiy lasteliu. H-WT lastelés, sinchronizuotos para, buvo suspenduotos, ir
1S ju buvo imunonusodintas Nckl. Nckl 1i§ suspenduoty lasteliy buvo
inkubuotas su sinchronizuoty nesuspenduoty H-WT lasteliy lizaty. Su Nckl
saveikaujancio RasGAP lygis imuniniuose kompleksuose buvo patikrintas
imunoblotu su RasGAP atpaZistanciais antikiinais. Duomenys rodo, jog is
suspenduoty lasteliy imunonusodintas Nckl (3.17 pav., takelis 4, virSutiné
juosta) gali saveikauti su RasGAP. Suspenduotose lastelése Nckl baltymo
mas¢ padid¢ja, greiciausiai dél fosforilinimo, ir imunoblote matosi, jog Nckl
mase¢ pasunkéja. Pagal masés poslinki mes sprendZiame, jog imuninése
kompleksuose yra Nck1 biitent 1§ suspenduoty lasteliy, ir RasGAP | kompleksa
ateina biitent dél to, jog Nckl1 i§ suspenduoty lasteliy saveikauja su RasGAP, o
ne dél to, jog Nckl antikiinas papildomai prisijungia Nck1 18 prilipusiy lasteliy
lizato. Lygiagreciai paruoStas Nck1 1§ kontroliniy prilipusiy lasteliy (3.17 pav.,
takelis 2, virSutin¢ juosta) saveikauja su RasGAP stipriau, taciau saveikos
sustipréjimas gali biiti paaiskintas tuo, jog i§ prilipusiy lasteliy mes iStraukiame

Nckl, kuri jau yra komplekse su RasGAP, ir inkubuojame ja pakartotinai su

lizatu, kur Sitas Nckl baltymas saveikauja su RasGAP papildomai.
Suspenduoty lasteliy lizate Nck1 saveikauja su RasGAP zymiai silpniau (3.17

pav., takelis 3, virSutiné juosta). Imunonusodinto Nckl kiekis visuose
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pavyzdziuose buvo vienodas (3.17 pav., apatin¢ juosta). Imunonusodinimo
kontrol¢je be Nck1 antikiiny nei Nck1, nei RasGAP néra (3.17 pav., takelis 1).

Nck1 suspenduotose lastelése potencialiai gali saveikauti su RasGAP.

1 2 3 4
IB: anti-RasGAP +«—RasGAP

IB: anti-Nck - +—Nck1

P1 P1 S1 $1 :Lizatas 1| prilipusios ar
R2ME2m SR klzatashs Suspenduotos
K IS: Nck1

3.17 pav. Nckl po lasteliy suspendavimo gali sgveikauti su RasGAP. H-WT
lastelés buvo paliktos prilipusios (P1; takeliai 1-2) arba suspenduotos (S1; takeliai 3-
4), lizuotos, ir i§ lizaty imunonusodintas (IS) Nckl baltymas. Nckl baltymas i$
prilipusiuy lasteliu buvo pakartotinai inkubuotas su prilipusiu lasteliy lizatu (P2;
takelis 2), o Nck1 baltymas i§ suspenduoty lasteliy — su suspenduoty (S2; takelis 3)
arba prilipusiy (P2; takelis 4) lasteliy lizatais. Imunonusodinimo kontrolé (tusc¢ia
sefaroz¢) abu kartus buvo inkubuota su prilipusiuy lasteliy lizatais (takelis 1).
RasGAP ir Nckl kiekis imuniniuose kompleksuose buvo parodytas imunoblotu (IB)
su atitinkamais antikiinais.

Nckl ir RasGAP komplekso disociavimo priezastis gali biiti RasGAP
baltymo modifikacija arba neZinomas baltymas, kuris pradeda saveikauti su
RasGAP po lasteliu suspendavimo. Tai gali biiti potransliaciné RasGAP
saveikos su Nckl vietos modifikacija, alosteriné potransliaciné modifikacija,
dél kurios ivyksta RasGAP baltymo konformacijos pokytis ir Nckl nebegali
saveikauti su RasGAP; arba kazkoks baltymas, kuris po suspendavimo pradeda
saveikauti su RasGAP ir konkuruoja su Nckl. Kad nustatytume, ar tai yra
kovalentiné saveikos su Nckl motyvu RasGAP baltyme modifikacija, mes
patikrinome RasGAP baltymo sugeb¢jima saveikauti su Nckl netiesioginiu
imunoblotu. IS prilipusiy arba suspenduoty H-WT lasteliu buvo
imunonusodintas RasGAP, imuniniai kompleksai iSskirstyti SDS-PAGE ir

analizuoti netiesioginiu imunoblotu su GST-Nck1 baltymu.
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3.18 pav. RasGAP i§ suspenduoty Ilgsteliy gali saveikauti su Nckl po
denatiiravimo. Sinchronizuotos para H-WT lastelés buvo paliktos prilipusios
arba suspenduotos ir lizuotos, 1§ lizaty imunonusodintas (IS) su specifiniu
antikiinu RasGAP baltymas. Imuniniai kompleksai buvo isskirstyti SDS-PAGE,
pernesti ant PVDF membranos ir panaudoti netiesioginiam imunoblotui su
rekombinantiniais GST (takelis 3) arba GST-Nck1WT (takelis 4 — RasGAP i$§
prilipusiy lasteliy, takelis 5 — RasGAP i§ suspenduoty) baltymais. RasGAP
baltymo lygis imuniniame komplekse buvo patikrintas, paleidus 10% imuniniy
kompleksu tame paciame gelyje ir dazant imunoblotu (IB) su antikiinais,
atpazjstanciais RasGAP (takelis 1 — RasGAP 1§ prilipusiy lasteliy, takelis 2 —
RasGAP i§ suspenduoty).

Analiz¢ parodé, jog RasGAP is suspenduoty lasteliu (3.18 pav., takelis 5)
netiesioginiame imunoblote gali saveikauti su Nck1 tokiu pat stiprumu, kaip ir
RasGAP i$ nesuspenduoty adheziniy lasteliy (3.18 pav., takelis 4). GST
baltymas su RasGAP nesaveikauja (3.18 pav., takelis 3). RasGAP lygis
imuninése kompleksuose 1§ prilipusiy (3.18 pav., takelis 1) ir suspenduoty
(3.18 pav., takelis 2) lasteliy buvo vienodas.

Ruosiant méginius SDS-PAG elektroforezei, baltymai yra denattiruojami.
Jeigu RasGAP nesugebéjimo saveikauti su Nckl1 priezastis bty kovalentiné N-
galinés prolino turtingos srities modifikacija, $i modifikacija iSlikty ir Nckl
negaléty saveikauti su RasGAP netiesioginiame imunoblote. Taciau Nck1 gali
saveikauti su denatiiruotu RasGAP i§ suspenduoty lasteliy, reiSkia, saveikos
disociavimo priezastis yra RasGAP konformacijos pokytis (kuris iSnyksta,
denatiiravus baltyma) arba su Nckl konkuruojantis baltymas (kompleksas su

kuriuo yra iSardomas, paruoSiant méginius SDS-PAG elektroforezei).
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3.8. Nck1 sgveikos su RasGAP jtaka GTPazés Ras aktyvumui

GTPazé Ras egzistuoja lasteleje dvejose formose: aktyvioje su GTP
sujungtoje ir neaktyvioje su GDP sujungtoje. Pagrindiné RasGAP baltymo
funkcija lasteléje yra GTPazés Ras GTPazinio aktyvumo padidinimas ir Sitaip
Ras per¢jimo 1 neaktyvia su GDP sujungta biisena katalizavimas. Todél mes
patikrinome, kaip saveika su Nck jtakoja RasGAP katalizini aktyvuma in vitro
ir 1astel¢je.

Eksperimentuose in vitro buvo tikrinamas imunonusodinto RasGAP
sugebéjimas sumazinti aktyvaus rekombinantinio Ras kieki. Tuo tikslu 1§ H-
WT lasteliy, sinchronizuoty para be augimo faktoriy, buvo imunonusodinamas
RasGAP, imuniniai kompleksai inkubuojami su rekombinantiniu Nck1 arba be
Nckl. Sitaip RasGAP, komplekse su Nckl baltymu arba tuidias, buvo
inkubuotas su rekombinantiniu H-Ras baltymu, pakrautu GTP. Aktyvus, tai yra
komplekse su GTP esantis, H-Ras po inkubavimo su RasGAP buvo
nusodinamas su rekombinantiniu Raf baltymo Ras prijungian¢iu domenu
sulietu su GST (GST-RBD), kuris specifiSkai atpazista tik aktyvy Ras.
Nusodinto aktyvaus H-Ras lygis buvo rySkinamas imunoblotu su antikiinais
prie§ H-Ras ir matuojamas Image J vaizdy analizés programa (3.19A pav.).
Rezultatai parod¢, jog komplekse su Nckl baltymu esantis RasGAP
iSaktyvindavo H-Ras efektyviau (3.19B pav., takelis 3, virSutiné juosta) uz
RasGAP, neinkubuota su Nckl1 (3.19B pav., takelis 2, virSutiné juosta). H-Ras
iSaktyvinimas buvo nustatytas, lyginant su pavyzdziu, inkubuotu be RasGAP
(3.19B pav., takelis 1, virSutin¢ juosta). Bendras H-Ras lygis visuose
pavyzdziuose buvo vienodas (3.19B pav., viduriné juosta). Imunonusodinto
RasGAP lygis méginiuose be ir su Nck1 buvo vienodas (3.19B pav., takeliai 2-
3, apatiné juosta). In vitro eksperimentai leidzia daryti prielaida, jog saveika su

Nckl1 padidina RasGAP katalizinj aktyvuma.
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3.19 pav. Saveika su Nckl padidina RasGAP katalizinj aktyvumg. RasGAP
buvo imunonusodintas i§ H-WT lasteliy lizato, uzkrautas arba ne Nckl ir
inkubuotas su H-Ras-GTP. Po inkubavimo be RasGAP (1), arba vien su RasGAP
(2), arba su RasGAP uzkrautu Nckl (3) likgs aktyvus Ras buvo nusodintas su
GST-RBD ir iSanalizuotas imunoblotu. A. Aktyvaus H-Ras baltymo kiekis
meéginiuose, pamatuotas su Image J programa, iSreikStas procentais nuo aktyvaus
H-Ras, likusio po inkubavimo be RasGAP. B. Virsutiné juostelé¢ — aktyvaus Ras
kiekis, viduriné juostelé — bendras Ras kiekis prie§ inkubavima, apatiné juostelé —
RasGAP kiekis imuniniuose kompleksuose, nudazyti imunoblotu (IB) su
antikiinais, atpazistancias Ras arba RasGAP.

Eksperimenty su rekombinantiniais baltymais duomeny patvirtinimui,
Nckl1 jtaka RasGAP aktyvumui buvo ivertinama lastel¢je, transfekuojant 1 H-
WT lasteles pRKS5 wvektoriy, ekspresuojant; laukinio tipo HA-Nckl, ir
pCDNA3 vektoriy, ekspresuojanti laukinio tipo HA-H-Ras (endogeninio Ras
aktyvumo mums pamatuoti nepavyko dél Zemo Ras ekspresijos lygio).

Sinchronizuotos para be augimo faktoriy lastelés buvo nepaveiktos arba

paveiktos 2 min. 50 ng/ml PDGF-BB, lizuotos, ir i§ lizaty su GST-RBD

nusodintas aktyvus HA-H-Ras. HA-H-Ras lygis komplekse su GST-RBD buvo
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nustatytas imunoblotu su antikiinais prie§ HA epitopa Ras ir matuojamas

Image J vaizdy analizés programa (3.20A pav.).
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3.20 pav. Nckl padidinta ekspresija jtakoja Ras aktyvuma lasteléje. H-WT
lastelés buvo transfekuotos pcDNA3-HA-H-Ras vektoriumi ir papildomai
transfekuotos (takeliai 3-4) arba ne (takeliai 1-2) pRK5-HA-Nckl plazmide. 48 val.
po transfekcijos sinchronizuotos lastelés buvo paveiktos (takeliai 2, 4) arba ne
(takeliai 1, 3) PDGF-BB ir lizuotos. Aktyvus HA-H-Ras i$ lizaty buvo nusodintas su
GST-RBD baltymu ir detektuotas imunoblotu (IB) su antikiinu, atpazistan¢iu HA
epitopa. A. Aktyvaus HA-H-Ras baltymo kiekis méginiuose, pamatuotas Image J
programa, iSreikStas procentais nuo aktyvaus HA-H-Ras kiekio PDGF-BB
nepaveiktose HA-Nckl neekspresuojanciose lastelese. B. VirSutiné juostelé —
aktyvaus HA-H-Ras kiekis, viduriné juostelé — bendras HA-H-Ras lygis lizatuose,
apatin¢ juostelé — HA-Nckl ekspresijos lygis; nustatyta imunoblotu su antikiinu,
atpazistan¢iu HA epitopa.

Duomenys rodo, jog PDGF-BB paveiktuose pavyzdziuose be
transfekuoto HA-Nckl (3.20B pav., takelis 2, virSutiné juosta) arba su HA-
Nckl (3.20B pav., takelis 4, virSutin¢ juosta) HA-Ras lygis yra beveik

vienodas 1ir didesnis, nei atitinkamuose PDGF-BB nepaveiktuose
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pavyzdziuose, kas atitinka literattiros duomenis, jog PDGF-BB padidina H-Ras
aktyvuma lasteléje. PDGF-BB nepaveiktuose pavyzdziuose lastelése su
transfekuoty HA-Nck1 (3.20B pav., takelis 3, virSutiné juosta) H-Ras lygis yra
aukstesnis, nei lastelése be transfekuotos HA-Nckl (3.20B pav., takelis 1,
virSutiné juosta). HA-H-Ras lygis, bendrai paémus, néra vienodas, tatiau yra
vienodas, lyginant tarpusavy tik PDGF-BB paveiktus arba tik nepaveiktus
pavyzdzius (3.20B pav., vidurin¢ juosta). HA-Nck lygis pavyzdziuose,
transfekuotuose su pRKS5-Nckl, yra vienodas (3.20B pav., apatiné¢ juosta).
Duomenys rodo, jog Nckl padidinta ekspresija lastel¢je padidina bazing
aktyvaus Ras lygi, o paveikus PDGF-BB aktyvaus Ras lygis lasteléje
susilygina. Tas rodo, jog Nckl ekspresija mazina PDGF-BB indukuoto
aktyvaus Ras lygi, tai yra, skirtuma tarp bazinio Ras lygio be poveikio PDGF-
BB ir bendro Ras lygio po poveikio PDGF-BB. Augimo faktoriumi indukuoto
Ras lygio sumazéjimas koreliuoja su in vitro parodytu RasGAP aktyvumo
padidéjimu.

Kaip mes buvome nustatg, lasteléms praradus saveika su substratu
baltymuy Nckl ir RasGAP kompleksas disocijuoja. Mes patikrinome kaip
tokioje sistemoje, kur iSyra tiriamasis kompleksas, kinta Ras aktyvumas. H-
WT lasteles buvo transfekuotos pcDNA3 vektoriumi, ekspresuojan¢iu HA-H-
Ras 48 val., sinchronizuotos per nakti, paliktos prilipusios arba suspenduotos ir
lizuotos. IS lizaty su imobilizuotu GST-RBD arba GST baltymu, kaip kontrole
(3.21B pav., takelis 1), buvo nusodintas aktyvus HA-H-Ras, jo kiekis
parodytas imunoblotu su antikiinais prie§ HA epitopa (3.21B pav., virSuting
juosta) ir pamatuotas Image J vaizdy analizés programa (3.21A pav.). HA-H-
Ras ekspresija visose méginiuose buvo beveik vienoda (3.21B pav., viduriné
juosta). Nusodinimui naudotas GST-RBD kiekis buvo parodytas, nudazius geli
kumasio mélio dazais (3.21B pav., apatin¢ juosta). Duomenys rodo, jog po
lasteliy suspendavimo (3.21B pav., takelis 3) Ras aktyvumas Iasteléje, lyginant
su prilipusiomis lastelémis (3.21B pav., takelis 2) padid¢ja, kas koreliuoja su
Nckl ir RasGAP kompleksy disociavimu. GST baltymas su Ras nesaveikauja
(3.21B pav., takelis 1).
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3.21 pav. Ras aktyvumo priklausomybé nuo lasteliy suspendavimo. H-WT
lastelés buvo transfekuotos su pcDNA3-HA-H-Ras vektoriumi. 48 wval. po
transfekcijos lastelés buvo paliktos prilipusios arba suspenduotos ir lizuotos.
Aktyvus HA-H-Ras i§ lizaty buvo nusodintas su GST-RBD baltymu ir detektuotas
imunoblotu (IB) su antikiinu, atpazistan¢iu HA epitopa. A. Aktyvaus HA-H-Ras
baltymo kiekis méginiuose, pamatuotas su Image J programa, iSreikStas procentais
nuo aktyvaus HA-H-Ras kiekio prilipusiose lastelése. B. Takelis 1 — nusodinimas
su GST-baltymu, takelis 2 — Ras aktvumo matavimas prilipusiose lastelése, takelis
3 — Ras aktyvumo matavimas suspenduotose lastelése. VirSutiné juostelé —
aktyvaus HA-H-Ras kiekis, viduriné juostel¢ — bendras HA-H-Ras lygis lizatuose;
nustatyta imunoblotu su antikiinu, atpazistan¢iu HA epitopa. Apatiné juostelé¢ —
GST-RBD kiekis méginiuose, nudazytas kumasio melio R250 dazais.

Nustate, jog suspenduotose lastelése H-Ras aktyvumas padidéja, mes
patikrinome, kaip jose kinta RasGAP aktyvumas. IS prilipusiy arba
suspenduoty H-WT lasteliy buvo imunonusodintas RasGAP baltymas ir
inkubuotas su rekombinantiniu GTP pakrautu H-Ras baltymu. Aktyvus H-Ras,
likes po inkubavimo su arba be RasGAP, buvo nusodintas su GST-RBD ir
parodytas imunoblotu su antikiinais prie§ Ras (3.22B pav., virSutiné juosta).

Aktyvaus Ras kiekis imunoblote buvo pamatuotas Image J vaizdy analizés
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3.22 pav. RasGAP aktyvumo priklausomybé nuo suspendavimo. RasGAP buvo
imunonusodintas i§ prilipusiy arba suspenduoty H-WT lasteliy lizato ir inkubuotas
su H-Ras-GTP. Po inkubavimo be RasGAP (1), arba su RasGAP i§ prilipusiuy
lasteliy (2), arba su RasGAP i$ suspenduoty (3) likes aktyvus Ras buvo nusodintas
su GST-RBD ir iSanalizuotas imunoblotu (IB) su antikiinais pries Ras. A.
Aktyvaus H-Ras baltymo kiekis méginiuose, pamatuotas su Image J programa,
iSreikStas procentais nuo aktyvaus H-Ras, likusio po inkubavimo be RasGAP. B.
VirSutiné juostel¢ — aktyvaus Ras kiekis. Viduriné juostelé — GST-RBD kiekis
meéginiuose, nudazytas su kumasio melio R250 dazais. Apatiné juostelé — RasGAP
kiekis imuniniuose kompleksuose, nudazytas imunoblotu su antikiinais,
atpazistancias RasGAP.

programa (3.22A pav.). Nusodinimui naudotas GST-RBD gelyje buvo
nudazytas kumasio mélio R250 dazais Ras (3.22B pav., viduriné juosta).
Imunonusodinto RasGAP kiekis nudazytas imunoblotu su antiserumu pries
RasGAP Ras (3.22B pav., apatiné juosta). Lyginant su H-Ras, inkubuotu be
RasGAP (3.22B pav., takelis 1), inkubavimas su RasGAP kaip i§ prilipusiy
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(3.22B pav., takelis 2), taip ir i§ suspenduoty lasteliy (3.22B pav., takelis 3)
mazina aktyvaus H-Ras kieki méginiuose. RasGAP i§ suspenduoty lasteliy
pasizymi zemesniu kataliziniu aktyvumu, nei RasGAP i$ prilipusiy lasteliy, kas
koreliuoja su Nck1 ir RasGAP saveikos suardymu po lasteliy suspendavimo.
Taigi, Nckl saveika su RasGAP padidina RasGAP katalizinj aktyvuma
ir mazina aktyvaus Ras kiekj lasteléje. Nckl ir RasGAP saveikos disociavimas
po lasteliy suspendavimo veikia prieSingai: RasGAP katalizinis aktyvumas po

suspendavimo sumazéja, o aktyvaus Ras kiekis lastel¢je padidéja.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Ras Seimos GTPazeés yra labai svarbiis Iasteléje vykstan€iy procesuy,
tokiy kaip dalijimasis, diferenciacija, apoptoze, egzocitozés ir endocitozés
ciklai, citoskeleto persitvarkymas reguliatoriai (Ehrhardt, Ehrhardt et al. 2002).
Su Ras baltymy aktyvumo anomalijomis, kuriy priezastimi gali biity paciy Ras
arba Ras reguliuojanciy baltymuy mutacijos, yra susijusi eil¢ lastelés bei
organizmo veiklos sutrikimy, todel yra biitina gerai suprasti Ras reguliavimo
mechanizmus. Pagrindinis Ras baltymu neigiamas reguliatorius lasteléje yra
pl20 Ras GTPaze aktyvinantis baltymas (RasGAP). Siame darbe buvo
nagrin¢gjama RasGAP saveika su adaptoriniu baltymu Nckl. Buvo iSsamiai
iStirtas RasGAP ir Nckl saveikos mechanizmas, nustatyta, jog RasGAP ir
Nckl komplekso stabilumas priklauso nuo lastelés saveikos su substratu bei
parodyta Nck1 asocijavimo su RasGAP itaka H-Ras baltymo aktyvumui.

Adaptoriniy baltymy Nck Seima sudaro du baltymai: Nckl ir Nck2.
Nors Sie du baltymai pasiZymi gana aukSta homologija, ju funkcijos lastel¢je
gali skirtis (Chen, She et al. 2000; Guan, Chen et al. 2007). Nck baltymai
dalyvauja citoskeleto persitvarkymo, lastelés ciklo, baltymy transliacijos
reguliavime (Cardin, Latreille et al. 2007; Lettau, Pieper et al. 2009).

Tirdami Nck Seimos baltymy vaidmeni PDGF-B receptoriaus signalo
perdavime, mes aptikome, jog Nckl (Ger, Tunaitis et al. 2003) ir Nck2
baltymai saveikauja su RasGAP. Kiti Nck ir RasGAP tyr¢ autoriai duomeny
apie tokia saveika nebuvo paskelbg, tai yra naujai atrastas reiskinys. TeorisSkai
yra baltymy, kurie saveikauja kaip su Nck baltymais, taip ir su RasGAP ir
galéty biti tarpininkais komplekso tarp Siy baltymy susidaryme, pavyzdziui,
PDGFR-f saveikauja ir su Nck (Nishimura, Li et al. 1993), ir su RasGAP
(Kazlauskas, Kashishian et al. 1992). Yra parodyta, jog Nck1 gali saveikauti su
RasGAP NG108 lastelése (neuroblastomos ir gliomos lasteliy hibridas)
(Holland, Gale et al. 1997), bet pastarajame darbe teigiama, jog (1) Sis
kompleksas susiformuoja tik paveikus lasteles efrinu-B1, (2) uz komplekso

susiformavima yra atsakingi Nckl ir RasGAP SH2 domenai, (3) Nckl ir
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RasGAP kompleksas susidaro per tarpininka — adaptorini baltyma p62DOKI1.
Misy atveju, Nck baltymy ir RasGAP kompleksas Iasteléje egzistavo
nepriklausomai nuo trumpalaikio poveikio PDGF-BB, kas buvo parodyta
dviem nepriklausomais imunonusodinimo su specifiniais antikiinais ir
nusodinimo su rekombinantiniais su GST sulietais baltymais metodais. Sie
eksperimentai paneigia prielaida, jog kompleksas yra indukuojamas augimo
faktoriumi. Nck1 ir RasGAP kompleksas buvo aptiktas keliose skirtingy tipy ir
biologiniy riiSiy lastelése. Mes netikrinome Holland S. su bendraautoriais
(1997) darbe naudotyu NG108 lasteliy, bet gali biiti, jog Siose lastelése Nckl ir
RasGAP kompleksas nesusidaro arba jo yra labai mazai, todél jis
neaptinkamas.

Abu Nckl Seimos baltymai saveikavo su RasGAP vienodu stiprumu,
todel mes nenagrin¢jome potencialiy skirtumy tarp Nck baltymy ir tolesniuose
tyrimuose naudojome vien Nckl.

Pagrindiniai biologiniai procesai, su kuriais yra susij¢ abu tiriamieji
baltymai: Nckl ir RasGAP — yra signalo nuo augimo faktoriumi aktyvinto
receptoriaus perdavimas bei citoskeleto persitvarkymo reguliavimas. Todél
mes patikrinome, kaip Nckl ir RasGAP saveika priklauso nuo poveikio
augimo faktoriumi (PDGF) bei lastelés citoskeleta suardanciy slopikliy:
latrunkulino B (blokuoja susidaryma ir Sitaip suardo aktino citoskeleta) bei
nokodazolo (suardo tubulino mikrovamzdelius). Nei poveikis PDGF iki 20
valandy, nei poveikiai citoskeleta suardanciais slopikliais (pavieniais ir abiem
kartu) nedar¢ itakos Nck1 bei RasGAP kompleksy kiekiui Iastel¢je. Vienintelis
kompleksa itakojantis veiksnys buvo Zemiau apraSytas lasteliy saveikos su
substratu suardymas.

Lastel¢je Nckl ir RasGAP potencialiai gali saveikauti tik tuo atveju,
jeigu jiems yra biidingas buvimas tuose paciuose lastelés kompartmentuose, tai
yra, jeigu jie kolokalizuojasi. Fiksuotuose lasteliy kultiiry preparatuose Nckl1 ir
RasGAP baltymai buvo pazyméti specifiniais antikiinais, preparatai buvo
skenuoti lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu mikroskopu, gauti vaizdai buvo

apdoroti mikroskopijos vaizdy analizés programa Imaris 5.0.1. Mes parodéme,
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jog Nckl ir RasGAP lokalizuojasi kartu tose paciose lastelés struktiirose:
lastelés branduolyje, lamelipodijose ir neidentifikuotose citoplazmos
struktiirose. Tai yra svarus argumentas, jog imunonusodinimo ir nusodinimo su
rekombinantiniais baltymais metodais parodyta saveika vyksta Iastel¢je.

Kadangi kolokalizacija su tam tikromis lastelés struktiiromis gali padéti
atskleisti baltymo komplekso biologini vaidmeni, buvo patikrinta Nckl ir
RasGAP kolokalizacija su jvairiomis lastelés struktiiromis: aktino citoskeletu,
Goldzio aparatu (duomenis nepateikti), mitochondrijomis (duomenis
nepateikti), endocitotinémis puslelémis (duomenis nepateikti), branduoliu.
Nckl ir RasGAP kartu yra aptikti judanciy lasteliy lamelipodijose, kas atitinka
literatiros duomenis: Nck (Buday, Wunderlich et al. 2002) ir RasGAP (Ligeti,
Dagher et al. 2004; Shang, Moon et al. 2007) yra susij¢ su mazyju Rac
GTPaziy, atsakingy uz lamelipodijy susidaryma, reguliavimu. Taip pat Nckl ir
RasGAP yra aptinkami kartu citoplazmoje (srityse, nesutampanciose nei su
viena analizuoty vidulasteliniy struktiiry) bei branduolyje. Nckl buvimas
branduolyje yra zinomas faktas (Kremer, Adang et al. 2007), o RasGAP visada
buvo laikomas specifiniu citoplazmos markeriu (Zhang, Zhang et al. 1993),
taciau mes aptinkame RasGAP branduolyje, naudojant skirtingus RasGAP
specifinius antikiinus bet dazymo technikas. Mes kol kas negalime
vienareikSmiskai teigti, ar RasGAP buvimas branduolyje yra mikroskopijos
artefaktas, ar RasGAP yra ekstrahuojamas i§ branduolio nustatant baltymo
lokalizacija biocheminiais metodais.

Patvirtinus baltymy Nckl ir RasGAP saveika jvairiais metodais, toliau
sickéme nustatyti uz saveikos susidaryma atsakingus domenus. Adaptorinis
baltymas Nckl turi keturis Zinomus funkcinius domenus: tris SH3 domenus,
kurie yra numeruojami nuo N-galo: pirmasis, antrasis, treciasis, ir vienag SH2
domena (Lehmann, Riethmuller et al. 1990). SH2 domenai uZtikrina baltymo
saveika su specifiniais motyvais turinCiais fosforilinta tirozina, ir tokia saveika
paprastai indukuoja augimo faktoriai ar kiti veiksniai, kai yra aktyvinamos
tirozino kinazés. SH3 domenai saveikauja su prolino turtingais specifiniais

motyvais, saveika per SH3 domena paprastai biina pastovi, neindukuojama.
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Minétame Holland S. ir bendraautoriy (1997) darbe yra tvirtinama, jog uz
komplekso tarp Nckl1 ir RasGAP susidaryma yra atsakingi abejy baltymuy SH2
domenai, kas atitinka stebimg indukuojama Nck1 ir RasGAP saveikos prigimtj.
Taciau miisy duomenys rodo, jog Nckl ir RasGAP saveika néra indukuojama.
Imunonusodinimo su taskiniais Nckl domeny mutantais eksperimentuose mes
parodéme, jog komplekso susidarymui reikalingi Nckl SH3 domenai,
konkrec€iai — pirmasis ir treciasis Nckl SH3 domenai. Nckl konstruktai su
mutuotais pirmuoju ar tre¢iuoju SH3 domenais saveikauja su RasGAP silpniau,
nei laukinio tipo Nckl. Antrojo SH3 domeno ar SH2 domeno mutacijos
saveikos stiprumui neturi itakos. TaSkiniy mutacijy pagalba ,,i§jungus® visus,
apart pavieniy, SH3 domenus su RasGAP saveikauja pirmaji ar tre¢iaji, bet ne
antraji SH3 domena turintys baltymai. Pavieniai SH3 domenai saveikauja su
RasGAP silpniau, nei visus tris SH3 domenus turintis baltymas. Kitu,
nusodinimo su rekombinantinias su GST sulietais baltymais, metodu mes
parodéme, jog su RasGAP saveikauja pirmasis, bet ne treciasis SH3 domenas,
ta¢iau RasGAP saveikos su treciuoju Nckl SH3 domenu nebuvimas gali biiti
paaiskintas Sio domeno konformacijos pazeidimu, kai pavienis domenas buvo
ekspresuotas kaip atskiras baltymas.

SH3 domeny ligandai yra specifinés prolino turtingos sekos. RasGAP

baltymo seka buvo iSanalizuota Scansite programa (http://scansite.mit.edu/).

RasGAP N-galinéje dalyje buvo identifikuota sritis (aminoriigstys 135-145),
turinti daug potencialiai su SH3 domenais saveikaujanciy proliny. Si seka su
aplinkinémis amino riig§timis (nuo 68 iki 168) buvo klonuota PGR metodu ir
ekspresuota su EGFP sulieto baltymo pavidalu. Nusodinimo su laukinio tipo
GST-Nckl1 arba su GST-Nckl1 su mutuotu SH2 domenu biidu buvo parodyta,
jog §i seka gali saveikauti su Nck1 SH3 domenais.

Taigi, mes nustatéme, jog RasGAP ir Nck1 baltymy saveika salygoja du
Nckl SH3 domenai, kurie saveikauja su RasGAP N-galine prolino turtinga
sritimi. Siekiant nustatyti, ar $i saveika gali vykti tiesiogiai, ar jai reikia
tarpininko, mes pasinaudojome netiesioginio imunobloto metodu, kurio esme

yra tokia: vienas tiriamyjy baltymy (misy atveju — RasGAP), sukoncentruotas
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imunonusodinimo pagalba, yra denatiiruojamas, atskiriamas nuo kity su juo
saveikaujanc¢iy baltymy SDS-PAG elektroforeze ir perneSamas ant membranos.
Kitas tiriamasis baltymas yra susintetinamas bakterijose kaip su GST sulietas
rekombinantinis baltymas (miisy atveju — Nckl), ir membrana su pirmu
baltymu yra inkubuojama rekombinantinio antro baltymo tirpale. Saveika,
jeigu tokia yra, parodoma antikiinais prie§ antra baltyma. Zinoma, jog SH2 ir
SH3 domenai, iSskyrus retus atvejus, sugeba atpazinti denatiiruotas saveikos
determinantes, nes SH2 ir SH3 domenuy saveika su determinantémis nulemia
pirmin¢ determinanciy struktiira (Pawson 1995). Lygiagreciai su laukinio tipo
rekombinantiniu Nckl mes naudojome su GST sulieta Nckl su funkcionaliais
SH3 domenais ir mutuotu SH2 domenu (GST-Nck(SH3);) arba Nckl su
mutuotais SH3 domenais ir funkcionaliu SH2 domenu (GST-NckSH2).
Duomenys rodo, jog laukinio tipo GST-Nckl arba GST-Nck(SH3); gali
saveikauti su RasGAP tiesiogiai, taciau GST-NckSH2 su RasGAP tiesiogiai
nesaveikauja. Sitie duomenys galéty paaiskinti miisy priestaravimus su
Holland S. ir bendradarbiy (1997) darbu, kuriame yra teigiama, jog Nckl ir
RasGAP saveikai reikia p62DOKI1 baltymo, nes minéti autoriai registravo tik
nuo Nck1 SH2 domeno priklausoma Nck1 ir RasGAP saveika.

Tiriant netiesioginio imunobloto metodu Nck1 saveika su RasGAP, tarp
baltymy, imunonusodinty su RasGAP, mes aptikome apie 190 kDa masés
baltyma, kuris sagveikavo tik su laukinio tipo GST-Nck1. Buvo iskelta hipoteze,
jog tai galéty buti p190 RhoGAP baltymas, nes jis (1) stipriai saveikauja su
RasGAP (Ellis, Moran et al. 1990) ir (2) tiksliai atitinka aptikta baltyma pagal
masg. Nckl saveika su p190 buvo patikrinta nusodinimo su rekombinantiniais
GST-Nckl ir GST-Nck(SH3); biidu, taciau Siuo metodu saveikos su p190
nustatyti nepavyko. Tod¢l, jeigu Sis potencialiai su Nckl saveikaujantis
baltymas i§ tikryjuy yra p190RhoGAP, Nckl ir p190RhoGAP saveika yra labai
silpna, arba netiesioginiu imunoblotu uzregistruota saveika yra tiesiog $io
metodo artefaktas.

Mes patikrinome, kaip saveika tarp baltymuy Nck1 ir RasGAP priklauso

nuo lasteliy prilipimo ir nustatéme, jog suardzius lasteliy baltymines jungtis su
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substratu tripsino proteaze ir taip suspendavus prilipusias lasteles, Nckl ir
RasGAP kompleksas disocijuoja. Saveika pradeda atsistatyti tik pragjus
penkioms valandoms po lasteliy uzséjimo ant fibronektino. Toliau mes
patikrinome, kuris i$ Siy dviejy baltymy praranda sugebéjima saveikauti su
kitu. Nck1 1§ suspenduoty lasteliy galéjo saveikauti su RasGAP 1§ adheziniy
lasteliy, ta¢iau RasGAP suspenduotose arba augintose tik keturias valandas ant
substrato lastelése nesaveikavo su rekombinantine Nckl, skirtingai nei
RasGAP 1§ adheziniy lasteliy ar lasteliy, auginty ant substrato septynias
valandas. Reiskia, biitent RasGAP baltymas praranda sugeb¢jima saveikauti su
Nckl lasteliy suspendavimo metu. To priezastimi gali biiti (1) potransliaciné
saveikos su Nck1 vietos modifikacija, (2) potransliaciné modifikacija, keicianti
RasGAP baltymo konformacija, dél kurios Nckl nebegali saveikauti su
RasGAP, arba (3) kaZzkoks baltymas, kuris po suspendavimo pradeda
saveikauti su RasGAP ir konkuruoja su Nckl. Saveikos tarp RasGAP ir Nckl
analizé netiesioginiu imunoblotu parodé, jog denatiiruotas RasGAP i$
suspenduoty lasteliy gali saveikauti su Nckl lygiai taip pat efektyviai, kaip ir
RasGAP i prilipusiy lasteliy. Sis eksperimentas leido mums atmesti hipotezg,
jog kompleksas suyra dél tiesioginés saveikos vietos su Nckl modifikacijos.
Tolesni tyrimai bus nukreipti | alosteriSkai veikian¢ios modifikacijos arba po
suspendavimo su RasGAP saveikaujancio baltymo paieska.

Saveikos tarp baltymy priklausomybé nuo prilipimo prie substrato yra
zinomas reiSkinys. RasGAP saveikauja su baltymy kinaze FAK tik
suspenduotoje, bet ne prilipusioje veéziniy astrocitomos lasteliy U-251MG
kultiiroje, taciau Siuo atveju komplekso susidarymo prieZastimi negalima
tvardinti tik suspendavima, nes S$iuy lasteliu suspendavimas modeliuoja
migravimg ir invazija (Hecker, Ding et al. 2004). Adaptorinis baltymas Nck1
suspendavimo metu disocijuoja nuo baltymy kinazés Pak (Howe 2001), taciau
Nckl ir Pak kompleksas atsistato iSkart po lasteliy grazinimo ant substrato, o
misy tiriamasis Nckl ir RasGAP kompleksas pradeda atsistatyti praéjus tik

penkioms valandoms. Reiskia, Nckl ir RasGAP saveika yra reguliuojama ne
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Siaip kontaktu su substratu, o dar ir po prilipimo vykstanciais procesais, kuriy
nustatymas biity viena 1§ tolesniy darbo uzduociy.

RasGAP baltymy aktyvumas gali biti reguliuojamas baltymo
translokacija, antriniais signalo pernes$¢jais, potransliacinémis modifikacijomis
arba saveika su reguliuojanciais baltymais (Bos, Rehmann et al. 2007). Apie
misy nagrinéjamo RasGAP, pl120 RasGAP, baltymo reguliacija néra daug
zinoma. Jis turi domenus, kurie paprastai yra atsakingi uz saveika su antriniais
perne$¢jais: PH domeno viena i§ funkciju yra specifiné saveika su
fosfatidilinozitoliniais lipidais(Ferguson, Lemmon et al. 1995), o C2 domeno—
su kalcio jonais(Sutton and Sprang 1998). PH domenas gali saveikauti su
RasGAP kataliziniu domenu ir ji slopinti. Inozitolio trifosfatas ir inozitolio-
4,5-bifosfatas gali saveikauti su PH domenu, mazindami jo geba saveikauti su
kataliziniu domenu (Drugan, Rogers-Graham et al. 2000). Parodyta, jog
RasGAP fosforilinimas Src kinaze (fosforilina daugiausia Y460) slopina
RasGAP katalizini aktyvuma (Giglione, Gonfloni et al. 2001). Ir vis délto
dominuojanti RasGAP aktyvumo reguliavimo teorija yra translokacijos i
membrana, kurioje yra Ras, teorija. Toks Ras aktyvumo reguliavimo modelis
yra jrodytas sistemoje, kur RasGAP yra translokuojamas i membrang per
kompleksa su aneksinu VI (Grewal, Evans et al. 2005). Taip pat yra zinomi
atvejai, kai RasGAP slopina saveika su kitais baltymais, pl90 RhoGAP
(Moran, Polakis et al. 1991) arba p62 DOK (Kashige, Carpino et al. 2000).
Niekas iki Siol nebuvo pademonstraves RasGAP katalizini aktyvuma
didinandios saveikos. Mes konstatavome, jog uZkrovus imunonusodinta
RasGAP Nckl baltymu RasGAP katalizinis aktyvumas Ras atzvilgiu padidé¢ja,
ir aktyvaus Ras kiekis sistemoje, atitinkamai, sumazé¢ja. Ekspresavus lasteléje
Nckl pertekliy ir HA epitopu pazyméta H-ras (HA-H-Ras), mes registravome
bazinio HA-H-Ras aktyvumo lygio padidéjima ir PDGF indukuoto HA-H-Ras
aktyvumo lygio sumaz¢jima. Tikslios priezasties, kod¢l Nckl padidina bazing
Ras aktyvuma lastel¢je, nebuvo nustatyta. Nckl saveikauja su keliais
baltymais, dalyvaujanciais Ras aktyvumo reguliavime: Ras guanino nukleotido

mainy faktoriumi Sos1 (Hu, Milfay et al. 1995), p62 DOK baltymu
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4.1 pav. Adaptorinio baltymo Nckl disocijavimas nuo RasGAP po
Iasteliy suspendavimo mazZina RasGAP Kkatalizinj aktyvuma GTPazés
Ras atzvilgiu.
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(Tang, Feng et al. 1997), kuris veikia 1 Ras aktyvuma neigiamai (Kashige,
Carpino et al. 2000), Abil adaptoriniu baltymu (Yamamoto, Suzuki et al.
2001), kuris jeina | kompleksa, keiCiant; Ras aktyvatoriaus Sos1 specifiSkuma
(Innocenti, Tenca et al. 2002). Ras bazinis lygis lastel¢je galéjo padidéti dél bet
kurios i§ Siy saveikuy pusiausvyros pokycio, sukelto Nckl pertekliumi. Bet
tirdami Nckl1 jtaka RasGAP aktyvumui mes labiau kreipéme démesi i PDGF
indukuoto Ras lygio pokyti, nes nuo

pl120 RasGAP priklauso ne bazinis, o butent PDGF indukuoto Ras
aktyvumo lygis (Kulkarni, Gish et al. 2000). Miisy duomenys parodé, jog esant
lastel¢je Nck1 padidintai ekspresijai PDGF indukuoto Ras lygis sumazéja, kas
atitinka sistemoje in vitro gautus duomenis, jog Nckl saveikaudama su
RasGAP didina jo katalizini aktyvuma.

Kaip buvo parodyta auksciau, lasteléems praradus kontakta su substraty,
kompleksas tarp Nckl ir RasGAP suyra. Mes patikrinome, kaip tokiose
lastelése kinta RasGAP ir Ras aktyvumas. RasGAP i§ suspenduoty lasteliy
sistemoje in vitro slopino Ras aktyvuma ne taip efektyviai, kaip RasGAP i$
prilipusiy lasteliy. Ras lygis suspenduotose Iastelése buvo padidéjes lyginant su
prilipusiomis lastelémis, kas atitinka literatiros duomenis (Hecker, Ding et al.
2004). Taigi, musy gauti rezultatai rodo, jog egzistuoja koreliacija tarp Nckl1 ir
RasGAP komplekso disociavimo, RasGAP katalizinio aktyvumo sumazéjimo
bei aktyvaus Ras lygio uzkilimo (4.1 pav). Tolesniais tyrimais planuojama

parodyti, ar tarp Siy reiSkiniy yra priezastinis rysys.
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ISVADOS

. Nck Seimos baltymai Nck1 ir Nck2 saveikauja su Ras GTPazg aktyvinanciu
baltymu (RasGAP). Si saveika vyksta skirtingo tipo lastelése.

. Baltymai Nck1 ir RasGAP kolokalizuojasi lastelés branduolyje,

lamelipodijose ir neidentifikuotose citoplazmos struktiirose.

. UZ komplekso tarp adaptorinio baltymo Nck1 ir RasGAP susidaryma yra
atsakingi pirmasis ir treciasis adaptorinio baltymo Nck1 SH3 domenai bei
RasGAP N-galin¢ prolino turtinga sritimi. Nck1 ir RasGAP saveika gali
vykti tiesiogiali.

. Adaptorinio baltymo Nck1 ir RasGAP kompleksas disocijuoja suardzius
lasteliy saveika su substratu.

. Adaptorinio baltymo Nck1 saveika su RasGAP skatina RasGAP katalizini
aktyvuma GTPazés Ras atzvilgiu.
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