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Abstrakt

v,

Hlavni pri¢inou umrti pacientli se solidnim naddorem jsou metastaze. Migrace

z

bunék zprostredi primarniho nadoru a zakladani sekundarnich lozisek je
nékolikastupniovy proces, béhem kterého nadorové bunky prekonavaji tkanové
bariéry. Nadorové bunky jsou schopny adaptovat se na vlastnosti extracelularniho
prostiedi zménou zplisobu migrace a dynamiky pohybu za uclelem zachovani
pohyblivosti. Invazivni bunlky vytvari vybézky cytoplazmatické membrany, které maji
schopnost degradovat komponenty mezibunééné hmoty, tzv. invadopodia. Tvorba
téchto protruzi bohatych na aktinovd mikrofilamenta je spojena s produkci tzv.
matrixovych metaloprotedz (MMP), které mezibunétnou hmotu proteolyticky
degraduji. Tvorba invadopodii, stejné tak produkce MMP, jsou klicové pro degradaci
extracelularni matrix. NejvyznamnéjSimi ¢leny skupiny MMP jsou membranoveé vazana
MMP-14 (MT1-MMP) a sekretované MMP-2 a MMP-9. Struktura a funkce invazivnich
struktur nadorovych bunék ve 2D prostredi je jiZ detailné popsdna. Nicméné chybi
uceleny model lokalizace a transportu MMP v souvislosti s invazivnimi strukturami
nadorovych bunék ve 3D prostredi. Tato diplomova prace je zamérena na rozsifeni

poznatki tykajicich se klicovych MMP a na optimalizaci podminek pro studium proteaz

ve 3D prostredi, které se vice podoba situaci in vivo.

Klicova slova

Nadorové buriky, metastaze, invadopodia, matrixové metaloproteazy, mezibunécna

hmota, 3D prostredi, nadorové mikroprostredi



Abstract

Metastasis is the main cause of death from solid cancer. The dissemination of
cancer cells from a primary tumour is a very complex process that involves many steps
and cells must overcome many obstacles to colonize distant organs. The tumour
microenvironment influences the mode and the dynamics of invasion of cancer cells.
Cancer cells have the ability to adapt to distinct environmental conditions in order to
stay motile. Invasive cancer cells form membrane protrusions called invadopodia that
are able to degrade extracellular matrix. The formation of invadopodia by cancer cells
is interconnected to the production of matrix metalloproteases (MMPs). Metastasizing
tumour cells use MMPs to break through extracellular matrix barriers and migrate in
dense matrix. Both invadopodia formation and MMPs secretion is crucial for the
degradation of the extracellular matrix. The most important is the membrane bound
MMP-14 (MT1-MMP) and soluble MMP-2 and MMP-9. The invasive structures of
tumour cells and the proteolytic enzymes in 2D environment is well described.
However, a suitable model of localization and transport of MMPs and connection with
invadopodia of tumour cells in 3D environment is still lacking. This diploma thesis
focused on the extension of current knowledge of these key MMPs and on the
optimization of experimental conditions more suitable for mimicking the situation in

vivo.
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N-WASP Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein

PCR Polymerase chain reaction (Polymerazova retézova reakce)
PDGF Platelet-derived growth factor

PI(3,4)P: Phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate

PI1(4,5)P: Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate

PI3K Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 3-kinase
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ROCK Rho-associated protein kinase

Src Tyrosine-protein kinase Src

TGF- Transforming growth factor 8
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TNF-a Tumor necrosis factor o

VAMP4 Vesicle associated membrane protein 4

VAMP7 Vesicle associated membrane protein 7

VEGF Vascular endothelial growth factor

WASH Wiskott-Aldrich syndrome protein and Scar homolog

v



Obsah

1. UvoD 1
2. LITERARNI PREHLED.......coomsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 2
2.1 MIGRACE NADOROVYCH BUNEK wuuurutusmsisssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenss 2
2.2 ADHEZIVNI STRUKTURY BUNEKuuuuiiurumrsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesses 3
2.2.1 Podosomy a invadopodia jako adhezivni a proteolytické struktury ................ 3
2.2.2  Studium adheznich struktur ve 2D/3D prostiedi 4
2.2.3  Struktura invadopodii nddorovych bunék 5
2.24  Morfologie invadopodii ve 3D prostoru 6
2.2.5 Invazivni struktury in vivo 7
2.3 EXTRACELULARNI MATRIX (ECM) cvourieereeeeeermeesseesseesssesssessssssssssesssessssesssessssssssssssssasssssasssasssasssssens 8
2.3.1 Vmezefend pojivovd tkdrn 8
2.3.2  Bazdlni lamina
2.4 VLIV NADOROVE TKANE NA MIGRACI BUNEK ....oesmmrursissmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
2.5 PROTEOLYTICKA DEGRADACE ECM coouirususssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 11
2.6 MATRIXOVE METALOPROTEAZY (MMP)..ucuureureeeseerssernsesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessns 12
2.6.1 Regulace aktivity MMP. 15
2.6.2 MMP-2 (Zelatindza A, 72-kDa Zelatindza) 16
2.6.3 MMP-9 (Zelatindza B, 92-kDa Zelatindza) 16
2.64 MMP-14 (MT1-MMP) 17
2.7 CILE DIPLOMOVE PRACE ..couevuserseesssssssesssssssssessssesssssssssessssssssssessssesssssssssssssssasssssssssesssssssssesssas 21
3. MATERIAL 22
3.1 ORGANISMY wceureurcuseussesssesssessseesssessseessaesssessse s ss st st sssesssssses s e et s bs s es bbb ss e 22
3.1.1 Bakterie 22
3.1.2  Savci bunééné linie 22
3.2 KULTIVACE ORGANISMU wcouieerreneensecussesssesssesssessssssssesssessssssssesssssssasssesssessssssssessssssssssssasesssnssssnes 22
3.2.1 Kultivace bakterii 22
3.2.2  Kultivace sav¢ich bunécnych linif. 23
3.3 MATERIAL POUZITY PRI PRACI S DNA .uuucuurssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
3.3.1 Izolace a purifikace DNA 23
3.3.2 Agardzovd elektroforéza 24
3.3.3  Vektory 25
3.34 Inzerty 26
3.3.5 Primery 26




3.3.6  Enzymy a pufry pro enzymatické reakce, deoxynukleotidy ............ccuuweeen.

3.3.7  Restrikcni endonukledzy

3.4 MATERIAL POUZITY PRI PRACI S PROTEINY ...covuiuririerererssresesssresessssessssssesssssssssssesesssesssasssssessseens

3.4.1 Priprava bunécnych lyzadtii a vzorkii pro SDS-PAGE
3.4.2 SDS-PAGE a vizualizace proteinti

3.4.3 Zelatinovd zymografie

3.5 MATERIAL PRO PRIPRAVU PREPARATU NA MIKROSKOPIL...reeuerrerirseresessssessssesesssssssasssesssssnns

3.5.1 Mikroskopovaci materidl a jeho tiprava

3.5.2  Priprava kolagenové matrix jako 3D matrice

3.5.3  Imunocytochemické barveni savCich bunék

4. METODY

4.1 KULTIVACE SAVCICH TKANOVYCH KULTUR .uvovrerersrresssssessssssssssssssssssssssssesssssssssasssssssssssassssseans

4.1.1 PasdZovdni savcich bunék

4.1.2 Kryokonzervace sav¢ich bunék
4.1.3 Rozmrazovdni savcich bunék

4.1.4  Transfekce savcich bunék

4.1.5 Priprava bunécné suspenze o poZadované koncentraci

4.2 1ZOLACE A PURIFIKACE DNA ..ccsturisstresseseressesesessesssessessssessessssessssssssssessssssssssssesssasssesssnsssssssssssnses

4.2.1 Izolace plazmidové DNA pomoci fenol-chlorofomu

4.2.2  Elektroforetickd separace DNA v agarézovém gelu

4.2.3 Izolace DNA fragmentii z agarézového gelu pomoci fenolu ...
4.2.4  Purifikace DNA pomoci Agencourt AMPure XP

4.3 MOLEKULARNI KLONOVANT KONSTRUKTU woucovurererirresisssresessssessssssesssssssssssessssessasssesssssssssssssans

4.3.1 Polymerdzovd retézovd reakce (PCR)

4.3.2 PCR z bakteridlnich kolonii

4.3.3  Restrik¢ni stépent.
4.3.4  Defosforylace koncti
4.3.5 Ligace DNA
4.3.6  Priprava kompetentnich bakterii E. coli DH5a.

4.3.7 Transformace kompetentnich bakterii metodou Heat ShOCK ........cccoocererrneene.

4.3.8 Transformace kompetentnich bakterii elektroporaci

4.4 PRACE S PROTEINY wootevurerissseissssesesssssssssssssssssssssssssesssssssasssssssssssssssssssssasssssssssssssesssssssssssssssasssssans

4.4.1 Priprava bunécnych lyzdtii

4.4.2  Stanoveni koncentrace proteinti a priprava vzorkii pro SDS-PAGE...............

4.4.3 SDS-PAGE elektroforéza

vi

27
28
28
29
31
32
32
32
33

35

35
35
35
36
36
37
37
37
38
39
39
40
40
41
42
42
43
43
45
45
46
46
46
47



7.

444
4.4.5
4.4.6
4.4.7

Western blot

Imunodetekce proteinti na membrdné

Zelatinovd zymografie

4.5 PRIiPRAVA PREPARATU PRO KONFOKALNI MIKROSKOPII wvvueereresessesssssssesssssssssssssssssssssessses

4.5.1
4.5.2
453
4.54
4.5.5
4.5.6

Priprava skli¢ek pokrytych fibronektinem

Priprava skli¢ek pokrytych fluorescenéni Zelatinou

Fluorescencné znaceny kolagen

Fibrildrni kolagen o vysoké hustoté

Imunocytochemické barveni savéich bunék.

Znaceni SNAP-MMP-14 pomoci substrdtu SNAP-Surface

4.6 ANALYZA A STATISTICKE VYHODNOCENT ottt sssssssssesssssssssesesssssssssssesssssssassssseans

VYSLEDKY

5.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU .ovsiuresssessessssesssssssssssssssssssasssssssssssssssasssssssasssssssasssssssasssssssasssssssassssassases

51.1
512
513
514
515

MMP-2-mTurquoise2/MMP-9-mTurquoise2
MMP-2-SNAP/MMP-9-SNAP
MMP-2-Clover2/MMP-9-Clover2
MMP-14-SNAP
SNAP-MMP-14

5.2 FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE PROTEAZ VE 2D .cvireeersrressssnsessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssnns

5.3 IMUNODETEKCE PROTEAZ TRANSFEKOVANYCH V SAVCICH BUNKACH ...vveecererererreesseresesenns

5.4 ZELATINOVA ZYMOGRAFIE w.ouevveeereeseeeessessssssssesessssssessssssssessssssssssssssssssesssssssssssssssssssessessessssseees

5.5 IN SITUDEGRADACE ZELATINY .vetststeiscscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses

5.6 OPTIMALIZACE PRIPRAVY 3D MATRICE .eovevereversesessssesissssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssesssnn

5.7 LOKALIZACE A DYNAMIKA PROTEAZ VE 3D PROSTRED] c.vevrvererrerisereesssesssesesssssssssssssesesens

571
57.2

MMP-9
MMP-14

5.8 INTERNALIZACE A DYNAMIKA MMP-14 ... nssssssssssesessessessessssssssssssssssssasssssanes

DISKUZE

6.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU PROTEAZ, OVERENI EXPRESE A KVANTIFIKACE AKTIVITY..cvvuun.

6.2 OPTIMALIZACE PRIPRAVY KOLAGENOVE MATRICE JAKO 3D PROSTRED .....omsveeeeersessssinnens

6.3 LOKALIZACE A TRANSPORT PROTEAZ VE 3D PROSTREDI ..vvveveurerersrsesssesesssssessssssesssssssssseseans

6.4 STUDIUM DYNAMIKY A INTERNALIZACE MMP-14 ..o sessens

SMEROVANI VYZKUMU .....oeeeeseeseesessssssessesssessessssssessssssessessssssesssessessesssessesssessessssssesss

vii

48
48
49
49
51
51
51
52
53
54
55
55

56

56
56
56
57
58
59
60
63
65
68
72
74
74
77
80

83



8.

9.

ZAVERECNE SHRNUTI

SEZNAM POUZITE LITERATURY

viil



1. Uvod

Migrace bunék je nezbytna pro fyziologické procesy v organismu, napft. pro
imunitni reakci, embryonalni vyvoj jedince nebo hojeni ran. Pri patologickych zménach
v organismu muZe dochazet k invazivni migraci nddorovych bunék. Pravé invazivita
nadorovych bunék je jednim z predpokladii pro vznik metastaz, které jsou pticinou
umrti az 90 % pacient se solidnim nddorovym onemocnénim. Metastazovani je
nékolikastupnovy proces, kdy nadorové bunky vycestovavaji z prostredi primarniho
nadoru a vytvareji sekundarni loZiska.

Migrujici naddorové bunky se dostavaji do kontaktu s cévnim endotelem nebo
vlakny extracelularni matrix (ECM) a tyto tkanové bariéry ovliviiuji mobilitu bunék.
Invazivita bunék je podminénad schopnosti prizplisobit se svym tvarem a vyhledat

volny prostor pro naslednou migraci. Jinou moznosti je uvoliiovani proteolytickych

enzymd, které degraduji mezibuné¢nou hmotu.

Degradace okolniho prostiedije podminéna tvorbou invazivnich struktur, které
vytvareji kontakt s extraceluldrnim prostifedim a uvoliuji proteolytické enzymy.
Invazivni struktury u nddorovych bunék oznacujeme jako tzv. invadopodia (Chen
1989). V pripadé fyziologické degradace ECM, se kterou se setkdvdme napft. u
osteoklastii a makrofagi, jsou struktury oznacovany jako tzv. podosomy (Marchisio et
al. 1984; Linder et al. 1999). V literatuie se miizeme setkat se souhrnnym oznacenim

invadosomy nebo podosome-type adhesions (PTA).

Nadorové mikroprostredi je velmi komplexni, dochazi k prestavbam ECM a
vyskytuji se zde interakce nadorovych bunék sjinymi bunécénymi typy (napf.
fibroblasty, makrofagy, leukocyty). Takové podminky nelze vystihnout v laboratornim
prostredi, ale s pouZitim 3D matrice se pribliZujeme situaci in vivo. Jako 3D matrice je
pro studium uZzivan kolagen, Zelatina, Matrigel, pripadné tkan bohata na kolagen (koZni
dermis, tkanové substituenty).

Cilem diplomové prace je rozsirit poznatky tykajici se lokalizace proteaz
mezibunécné hmoty v souvislosti s invazivnimi strukturami nddorovych bunék ve 3D
prostredi a vizualizovat degradaci ECM. Studium je zaméreno predevSim na tzv.

matrixové metaloproteazy (MMP), které hraji klicovou roli v invazivité nadorovych

bunék.



2. Literarni prehled

2.1 Migrace nadorovych bunék

NaruSenim rovnovahy mezi bunécnym rlistem, délenim a apoptézou vlivem
poskozeni kontrolnich mechanismi miZe dochazet k nekontrolovatelnému déleni a
pripadné k invazivité bunék. V ptipadé maligniho tumoru, kromé nadora krvetvorné
povahy, nadorové buniky vykazuji invazivni charakter a jejich migrace do okolnich
tkani vede ke vzniku sekundarnich loZisek. Nadorové bunky uvolnéné z primarnich
tumori vstupuji do krevniho nebo lymfatického obéhu a malé mnozstvi z nich dokaze
vystoupit z cirkulace a usidlit se v jinych tkanich (Massagué & Obenauf 2016; Carlini et
al. 2011). Kolonizace sekundarnich tkani je velmi limitujici a neefektivni proces, béhem
kterého preZije pouze minorita nadorovych bunék schopnych vytvorit sekundarni
tumor. Presto jsou metastaze hlavni pri¢inou Umrti u pacienti snadorovym

onemocnénim (Massagué & Obenauf 2016).

Klicovymi kroky na pocatku invaze jsou prestavby cytoskeletu, mobilita
adhezivnich interakci, sekrece MMP a kathepsinti. Diseminace nadorovych bunék je
doprovazena prechodem z epitelidlniho do mezenchymalniho stavu (EMT), kdy
dochazi ke zménam ve fenotypu bunék, ztratam mezibunécnych adhezi a epitelialni
polarizace a k ziskani motility (Quail & Joyce 2013; Massagué & Obenauf 2016). EMT
se vyznacuje napr. sniZzenou expresi E-kadherinu a zvySenou produkci vimentinu

(Thiery et al. 2009).

Dnes jsou popsany dva krajni zplsoby migrace nadorovych bunék ve 3D
prostredi, améboidni a mezenchymalni typ. Nicméné toto rozdéleni neni striktni, nebot’
buriky mohou zaujimat pfechodny stav mezi témito zpisoby invaze. Nadorové buriky
vykazujici améboidni typ migrace maji kulaty tvar a pohybuji se pomoci vytvareni
blebii, které se podobaji apoptickym blebim. Hlavni tUlohu v signalizaci sehrava
GTPaza Rho a kinaza Rho (ROCK). Invazivita améboidnich bunék nemusi byt zavisla na
proteolytické degradaci ECM (Fackler & Grosse 2008; Sahai & Marshall 2003). Oproti
tomu mezenchymalni zplisob migrace se vyznacuje vietenovitym tvarem bunék a
tvorbou Cetnych protruzi bohatych na fibrilarni aktin, které vytvari silné adheze k ECM,
a bunky mohou proteolyticky degradovat ECM. Tento proces je zprostfedkovan
GTPazou Racl a Cdc42 (Clark & Vignjevic 2015; Sahai & Marshall 2003; Friedl &
Alexander 2011).



Inhibici proteolytické aktivity dochazi u nékterych mezenchymalnich bunék ke
zméné zplisobu migrace na améboidni typ a k zavislosti na signalni kaskadé zahrnujici
kinazu ROCK (Sahai & Marshall 2003). Stejné tak blokovani Rac inhibuje
mezenchymalni pohyb a iniciuje améboidni zplisob migrace. Aktivni Rac negativné
reguluje GTPazu Rho a kindzu ROCK a tim potlac¢uje améboidni fenotyp (Sanz-Moreno

et al. 2008).

Hnaci silou pro migraci mezenchymalnich bunék je polymerizace aktinu. Aktin
myozinové vlakna vykazuji kontrakce na stranach a vzadni ¢asti bunky ve sméru
migrace (Hall 2009). Polymerizovany aktin vytvari vybézky v predni ¢asti bunky, které
prostrednictvim integrinovych adhezi interaguji s ECM. Generovani trakcni sily
zprostredkované aktinem a myozinem umoZzni pohyb buniky na misto nové vzniklych
adhezi. Rozrusenim adheznich interakci na zadni ¢asti buniky dojde k posunu buriky a
zanechani tubularniho defektu ECM, ohrani¢eného nové uspoiradanymi kolagenovymi

vlakny (Friedl & Wolf 2009; Friedl & Alexander 2011).

Nadorové bunky mohou migrovat samostatné améboidnim nebo
mezenchymalnim zplisobem, ptripadné kolektivné v usporadané skupiné a vykazovat
kooperativni chovani (Friedl & Wolf 2003; Friedl 2004). Na individualitu ci
kolektivnost migrace mezenchymalnich bunék ma vliv hustota ECM. Zatimco fibrilarni
kolagen o niz8i hustoté, kdy vznikaji pory o vétSi velikosti, indukuje migraci
individualnich bunék, kolagen o vyS$$i hustoté s mensSi velikosti péru indukuje
kolektivni migraci mezenchymalnich bunék zprostfedkovanou mezibunécnymi
interakcemi. Oproti tomu fibrilarni kolagen o vysoké hustoté s vétsi velikosti poéru,
cehoz je dosaZeno polymerizaci v niZsi teploté, indukuje individualni migraci a zménu

na améboidni fenotyp (Haeger et al. 2014).
2.2  Adhezivni struktury bunék

2.2.1 Podosomy a invadopodia jako adhezivni a proteolytické struktury

Migrace bunék spojena s proteolytickou degradaci ECM je podminéna
pritomnosti specidlnich adhezi, které zprostredkovavaji kontakt s extracelularnim
prostredim a zajiStuji degradaci komponent ECM. Prvni zminky o zméné distribuce
cytoskeletalnich proteini se objevuji u fibroblasti transformovanych virem Rous

Sarcoma (David-Pfeuty & Singer 1980).



Invazivni struktury nachazejici se ve fyziologickych podminkach, napt. u
makrofagii, osteoklastii nebo dendritickych bunék, oznacujeme jako tzv. podosomy.
Podosomy se vyskytuji v misté kontaktu bunék s podkladem, pripadné na vedoucim
okraji migrujici bunky. Jejich distribuce miliZze mit pravidelny charakter v podobé tzv.
rozet, nebo se vyskytuji ve shlucich ¢i pasech (Linder 2007; Linder 2009; Linder et al.
2011). Invazivni struktury nachazejici se u nadorové transformovanych bunék
nazyvame invadopodia. Invadopodia se stejné jako podosomy vytvari v misté kontaktu
buriky s okolnim prostfedim a vykazuji schopnost degradace ECM (Linder 2007;
Linder 2009; Linder et al. 2011; Murphy & Courtneidge 2011).

2.2.2 Studium adheznich struktur ve 2D/3D prosti-edi

Struktura a funkce adheznich struktur ve 2D je jiz detailné popsana. Pro
nasledné rozvijeni poznatkil v trojdimenziondlnim pojeti je nezbytné porozuméni
situaci ve 2D. Avsak ve 2D prostredi nemiiZe dojit k vystihnuti interakci a sloZitosti,
které se vyskytuji v situaci in vivo. Proto je nezbytné studium invazivni struktur
s pouzitim 3D matric. Ve 2D prostredi je burika v kontaktu s ECM pouze na styku buriky
s podkladem. 3D prostredi umoziuje buitkam interagovat celym svym povrchem
s okolnim prostredim prostrednictvim adheznich struktur. Migrace bunék ve 2D
prostiedi podminuje tvorbu véjitkovitych struktur nazyvanych lamellipodia a
prostupujicich tenkych vybézki, tzv. filopodia. 3D matrice indukuje zménu tvaru
buriky a sniZen{ poCtu a velikosti téchto protruzi (Geraldo et al. 2012).

Pro vytvoreni 3D prostredi se vyuziva krysi, mySi nebo hovézi kolagen,
pripadné denaturovany kolagen neboli Zelatina. Ex vivo se vyuZiva tkan bohata na
pritomnost kolagenu, napr. kozni dermis a tkanové substituenty. Pro in vivo studium je
vhodna tkan prsni Zlazy nebo chorioalantoidni membrany ptakl. Invaze nadorovych
bunék pres bazalni laminu je studovana s vyuzitim Matrigelu, ktery se svym sloZenim
bliZi situaci in vivo. Jednd se o smés proteinti, pfevazné laminin, kolagen typu IV a
nidogen, sekretovanych bunikami mysiho sarkomu (Kalluri 2003). Pro studium invaze
je dale vyuzivana Boydenova komirka, kdy buiiky migruji za chemoatraktanty ptes
pory membrany pokryté proteiny ECM, pripadné vrstvou jinych bunék (Chen 2005).

V této diplomové praci je vyuzivan fibrilarni kolagen o vysoké hustoté (High-
density fibrilar collagen, HDFC), pripraveny podle protokolu Artym et al., 2015. Jedna

se o vrstvu polymerizovaného kolagenu, u které je s pouzitim centrifugace dosazeno

4



komprese a dochazi k ziskani kolagenové matrice o nékolikandsobné vyssi hustoté.
Takto pripravena matrix funguje jako induktor tvorby invadopodii u Siroké Skaly
bunécnych linii (obr. 1 A.) (Artym et al. 2015). Dale je vyuZivan 3D rekonstituovany
kolagenovy gel.

2.2.3 Struktura invadopodii nadorovych bunék

Invadopodia jsou tvoiena jddrem bohatym na piitomnost fibrilarniho aktinu a
prstencem adheznich molekul (Branch et al. 2012). Adhezni prstenec je klicovy pro
naslednou proteolytickou aktivitu. Jeho struktura je tvorena pirevazné integriny, které
zastavaji roli bunécnych receptorti a zprostiedkovavaji interakci mezi aktinovym
cytoskeletem a komponenty ECM. Kromé integrinii se adhezni prstenec sklada z
adheznich molekul, napf. paxillin, vinculin, talin atd. (Branch et al. 2012).
Proteolytickou aktivitu zajistuji predevSim MMP (Nakahara et al. 1997; Monsky et al.
1993; Clark & Weaver 2008).

Ristové faktory (EGF, PDGF, TGF-B) aktivuji PI3K, coZ vede k aktivaci kinazy
Src. Tyrosin kindza Src fosforyluje celou radu substratli véetné Tks4 a Tks5. Tyto
proteiny se vazi svou doménou PX na plazmatickou membranu bohatou na pritomnost
PI(3,4)P2 ajsou nezbytné pro formovani a maturaci invadopodiif (Buschman et al. 2009;
Seals et al. 2005; Blouw et al. 2008; Courtneidge et al. 2005). V invadopodiich je
zvySeny vyskyt lipidovych rafti a narusenti jejich struktury vede k inhibici formovani a
funkce invadopodii u bunék prsniho adenokarcinomu a melanomu (Yamaguchi et al.
2009). Nezbytnou roli pro signalizaci ma PI(4,5)P2 a blokovani jeho produkce ma za

nasledek naruseni vzniku invadopodii a proteolytické aktivity (Yamaguchi et al. 2010).

Polymerizaci aktinu reguluji N-WASP a komplex Arp2/3 (Yamaguchi et al.
2005), které interaguji s Cdc42 (Linder et al. 1999), cortactinem (Oser et al. 2009;
Artym et al. 2006) a cofilinem (Yamaguchi et al. 2005). Pro vytvoreni invadopodii,
degradaci ECM a protruzi do Matrigelu jsou nezbytné forminy, prevazné DRF/mDia
(Lizarraga et al. 2009). Nasledné je pro formovani a stabilitu invadopodii diileZity
fascin, ktery svazuje aktinové filamenta predevsim pfti tvorbé filopodii (Li et al. 2010;

Schoumacher et al. 2010).

Klicovou roli pfi maturaci a dynamice invadopodii ve 3D prostoru sehrava
cortactin. Tyrosinova fosforylace cortactinu zprostredkovdna kindzou Src reguluje
smérovani Na*/H* pump NHE-1 do mist vznikajicich vybézkl. Aktivitou pumpy
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dochazi k lokalnimu zvysSeni bunécného pH a uvolnéni inhibi¢ni vazby cortactinu na
cofilin. Aktivace cofilinu umoZni polymerizaci aktinu regulovanou Arp2/3, N-WASP a
Cdc42. Opétovna inhibice cofilinu je zprostredkovana jeho fosforylaci, pripadné
vazbou defosforylovaného cortactinu po sniZeni buné¢ného pH. Dynamika invadopodif
je dana frekvenci cyklu prolongace a retrakce rizeného fosforylaci cortactinu a je
nezbytnd pro invazi invadopodii ve 3D (Magalhaes et al. 2011). Kromé regulace
aktinového cytoskeletu se cortactin uplatiuje pfi transportu MMP do invadopodif a pti
sekreci proteolytickych enzymii do extraceluldrniho prostiredi (Clark & Weaver 2008;
Clark et al. 2007). SniZeni extracelularniho pH v misté invadopodii vlivem transportéru

NHE-1 stimuluje proteolyzu ECM (Busco et al. 2010).

Pro elongaci dlouhych protruzi jsou kromé aktinovych mikrofilament nezbytné
mikrotubuly (Kikuchi & Takahashi 2008). Maturovana invadopodia se vyznacuji
pritomnosti mikrotubuld a vimentinovych intermedialnich filament (Schoumacher et
al. 2010). Funkce mikrotubull spociva v transportu proteolytickych enzymi, jejichZ
aktivita je nezbytna pro invazivni charakter invadopodii (Schnaeker et al. 2004;
Schoumacher et al. 2010). Kooperace aktinového cytoskeletu a mikrotubull je
zprostfedkovdna reguldtorem polarity bunék IQGAP1, ktery interaguje
s podjednotkami komplexu exocyst a tato interakce je fizend GTPazami Cdc42 a RhoA

(Sakurai-Yageta et al. 2008).

2.2.4 Morfologie invadopodii ve 3D prostoru

Invadopodia jsou ve 2D prostoru pozorovana jako bodové struktury v misté
kontaktu buriky s podkladem v blizkosti buné¢ného jadra a Golgiho aparatu (Gimona
et al. 2008). Morfologie invadopodii ve 3D prostoru je stale predmétem studia a
jednotlivé pozorovani se 1isi v zavislosti na pouzité matrici a bunécné linii. U bunék
linie MDA-MB-231 rostoucich v Matrigelu jsou pozorovany filamentarni vybézky
v misté proteolytické degradace pozitivni na pritomnost cortactinu a fosfotyrosinu
(Lizarraga et al. 2009). S pouzitim poérovitého filtru prevrstveného Matrigelem pro
mimikovani bazalni laminy byla invadopodia vizualizovana jako prostupujici vybézky
cytoplazmatické membrany (Schoumacher et al. 2010). S pouZitim bezbunécné dermis
Xe-Derma bylo poukazano u krysich bunék linie RsK4 transformovanych virem
Rousova Sarcomu na mensi filamentarni struktury vychazejici z invadopodii, které

postradaji pritomnost cortactinu a paxillinu a jsou pozitivni na fosfotyrosin (Tolde et
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al. 2010). 3D kolagen typu I indukuje u bunék linie HT1080 vznik rozvétvenych
vybézki, které souvisi s rychlosti pohybu buriiky (Giri et al. 2013).

2.2.5 Invazivni struktury in vivo

PouZitim ex ovo modelu chorioalantoidni membrany kureciho embrya bylo
zobrazeno generovani invadopodii u nadorové linie HEp3 pfi extravazaci bunék
cévnim endotelem. Dlikazem je pritomnost marker( invadopodii, napt. Tks4, Tks5,

cortactinu a MMP-14 (obr. 1 B.) (Leong et al. 2014).

Homology invadosomii se vyskytuji pfi ontogenetickém vyvoji Caenorhabditis
elegans u tzv. anchor cell. Vyvoj had’atka obecného lze povaZovat za model pro studium
interakce invadopodii s bazalnilaminou (Hagedorn etal. 2013). Homology invadopodii
miiZeme pozorovat také u bunék neuralni liSty v ontogenetickém vyvoji Danio rerio
(Murphy et al. 2011), pripadné pri vyvoji nervové soustavy Xenopus laevis u tzv.

ristového kuzele (Santiago-Medina et al. 2015).

Murphy a kolektiv vizualizovali struktury ve tvaru rozet u mysich bunék
vaskularni hladké svaloviny. Diikazem, Ze se jedna o podosomy, je piitomnost Tks5 a

cortactinu (Murphy & Courtneidge 2011).
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Obr. 1: A. Indukce tvorby invadopodii pomoci fibrilarniho kolagenu o vysoké hustoté (HDFC)
u bunék linie MDA-MB-231. Invadopodia se jevi jako Zluté zbarvené tecky poukazujici na
kolokalizaci aktinu (zelené) a cortactinu (Cervené). Endogenni MT1-MMP (MMP-14) je
nahromadéna v invadopodiich. ZvétSeny detail invadopodii je v cerveném ramecku. Métitko =
10 pum, 3 pm. Prevzato a upraveno z (Artym et al. 2015). B. Intravitalni zobrazeni invadopodii
pri extravazaci buiiky lidského epidermoidniho karcinomu (HEp3) s vyuzitim ex ovo modelu
kureciho embrya. Burika exprimuje zelené znacCeny cortactin, ktery je pritomny v protruzich
prochazejicich do extravaskularniho stroma. Povrch lumen znacCen zluté. Méritko = 5 pm.

Pfevzato a upraveno z (Leong et al. 2014).



2.3 Extracelularni matrix (ECM)

ECM funguje jako leSeni pro bunécnou adhezi a migraci, ovliviiuje tenzi dané
tkané a zprostredkovava signalizaci. OdliSné tkané se vyznacuji specializovanymi
komponenty ECM a jejim usporadanim, coZ zajiStuje specificnost dané ECM. ECM
miiZeme rozdélit na zakladé organizace na vmezerenou pojivovou tkan a bazalni

laminu (Mouw et al. 2014).

2.3.1 Vmezeiena pojivova tkan

Vmezefenou pojivovou tkan nalézame napft. u vazi, Slach nebo chrupavek.
Hlavni proteinovou sloZkou je kolagen, zajiStujici mechanickou pevnost a odolnost.
Nejrozsitenéjsi je fibrilarni kolagen typu I, IT a II1. Vedle kolagenu je nezbytnou sloZkou
glykoprotein fibronektin, zprostredkovavajici vazbu komponenti ECM s buné¢nymi
receptory, napt. integriny. Dale se zde nachazi elastin, proteoglykany a kyselina

hyaluronova (Mouw et al. 2014).

Kolagenové vlakno je tvoreno tiemi polypeptidovymi retézci usporadanymi do
a helixu, které jsou v endoplazmatickém retikulu sbaleny do helikalni struktury a
vytvari kolagenovou doménu. Tésné sbaleni homo- nebo hetero-trimert je umoZnéno
opakovanim motivu Gly-X-Y (X je nejCastéji prolin, Y je nejcastéji 4-hydroxyprolin)
(Egeblad et al. 2010). Maturace kolagenu zahrnuje proteolytické Stépeni N- a C-konce
polypeptidovych tetézcii, hydroxylaci lysinu a prolinu, glykosylaci hydroxylysinu a
crosslinkovani zprostredkované lysyl oxidazou (LOX) (Egeblad et al. 2010), pripadné
glukézou a ribézou (Furber 2006; Egeblad et al. 2010).

2.3.2 Bazalnilamina

Bazalni lamina je tenka vrstva ECM, obklopujici epitelidlni, endotelové, svalové,
tukové a nervové bunky. ZajiStuje adhezi a polarizaci bunék, stejné tak strukturu a
kompartmentalizaci tkani. Mimo to se v prostredi laminy vyskytuje vyssi koncentrace
rastovych faktorl, zprostfedkovavajicich prezivani, migraci a proliferaci bunék
(Glentis et al. 2014).

Bazalni lamina ma sitovitou strukturu tvorenou prevazné lamininem a
kolagenem typu IV (Glentis et al. 2014). Nefibrilarni kolagen typu IV se od ostatnich
fibrilarnich typl odliSuje v samo uspoiadavani do prostorové sité zprostiedkovanym
integriny na povrchu bunék, pripadné nepfimo interakci s lamininem (Khoshnoodi et
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al. 2008; Yurchenco et al. 2004). Stabilizaci kolagenu typu IV zajiSt'uji kovalentni vazby
(Khoshnoodi etal. 2008) a nekovalentni interakce s glykoproteinem nidogen (entactin)
a proteoglykanem perlecan (Kalluri 2003; Yurchenco et al. 2004). Laminin
zprostredkovava interakce mezi bunécnymi receptory a ostatnimi komponenty bazalni

laminy (Mouw et al. 2014).

Bazalni lamina predstavuje fyzickou bariéru ohranicujici danou tkan, presto
jsou nékteré bunécné typy schopné bariérou prochazet v mnoha fyziologickych i
patologickych procesech, napt. béhem embryonalniho vyvoje, imunitni odpovédi nebo
nadorové invaze (Glentis et al. 2014; Kalluri 2003). Pti lokalni degradaci komponent
bazalni laminy se uplatiiuji invadopodia nadorovych bunék schopna proteolytické
degradace zprostredkované predevsim MMP a serinovou protedazou FAP (Mueller et al.
1999; Schoumacher et al. 2010). Invaze bunék pres bazalni laminu mize byt
zprostiredkovana i améboidnim zplisobem migrace nezavisle na proteolytické aktivité.
Prostup pres bazalni laminu je dale usnadnén sniZenou syntézou komponent bazalni

laminy v okoli invazivniho tumoru (Glentis et al. 2014).

2.4 Vliv nadorové tkané na migraci bunék

Nadorové buiiky jsou schopny adaptovat se na odliSné vlastnosti prostiedi
zménou morfologie nebo zplisobem migrace za celem zachovani pohyblivosti (Friedl
& Alexander 2011). Mikroprostredi je tak vyznamnym faktorem ovliviiujicim migraci
bunék a jejich morfologii a dramatické zmény v usporadani vedou k pozdéjSim
metastazim (Egeblad et al. 2010; Conklin et al. 2011). Architektura nadorové tkané je
vyrazné odliSna od zdravé tkané€, a kromé vlastnich nadorovych bunék je tvorena

nadorovym stromatem (Joyce & Pollard 2009).

Klicovym bunécnym typem nadorového stromatu jsou fibroblasty. V souvislosti
s nadorovym prostiedim hovofime o tzv. Cancer-associated fibroblasts (CAFs),
pripadné o tzv. myofibroblastech z dlvodu pritomnosti a-aktinu. CAFs uvoliuji
enzymy zprostiedkovavajici zmény ECM, komponenty ECM, ristové faktory a
modulatory imunitni odpovédi. Fibroblasty sehravaji roli vangiogenezi, progresi
tumoru a pravdépodobné v metastazovani primarnich nadori (Kalluri & Zeisberg

2006; Orimo et al. 2005).

Migraci nadorovych bunék pozitivné ovliviiuje pritomnost makrofagi, které se
nachazeji v blizkosti krevnich cév a pomdahaji nadorovym buinikam v intravazaci do
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krevniho recisté (Wyckoff et al. 2007). Makrofagy produkuji EGF, a tim stimuluji
migraci nadorovych bunék podél kolagenovych vlaken do krevniho recisté. Naopak
nadorové buiiky produkuji CSF-1, které indukuji expresi EGF u makrofagt, a tim
dochazi ke vzniku parakrinni smycky (Wyckoff et al. 2004). Signalizace mezi
makrofagy a nadorovymi bunkami také ovliviiuje aktinovy cytoskelet a indukuje
formovani podosomil u makrofagi a invadopodii u naddorovych bunék (Yamaguchi et
al. 2006). Kromé toho makrofagy maji vliv na angiogenezi, remodelaci ECM a vzniku
zanétlivého mikroprostredi, které prispiva ke vzniku nadoru (Condeelis & Pollard

2006).

Nadorové buiky dokazi pozménit sviij metabolismus a k ziskavani energie
vyuzivaji preferencné aerobni glykolyzu nez oxidativni fosforylaci (Warburgtv efekt).
Zavislost na glykolyze je nezbytna v hypoxickych podminkach, které se vyskytuji
v pokrocilych stadiich nddoru (Hanahan & Weinberg 2011). Hypoxie, rlistové faktory
a onkogeny zprostredkovavaji aktivaci transkripéniho faktoru HIF-1, ktery indukuje
expresi gend dileZitych pro glykolytickou drahu, angiogenezi nebo invazivitu
(Kitajima & Miyazaki 2013). Metabolické zmény vedou ke sniZeni intracelularniho pH
a nasledné kexpresi transportnich proteinli, které exportuji protony a dochazi
k okyselovani vnéjsiho nadorového mikroprostiredi. NiZsi extracelularni pH zasadné
ovliviiuje bunécné adheze a migraci nddorovych bunék (Hofschréer et al. 2017; Busco

etal. 2010).

Béhem pocateCnich fazi u vétSiny typd tumori dochazi knadprodukci
fibrilarniho kolagenu typu I a Il a zvySené degradaci kolagenu typu IV (Kauppila et al.
1998). Tento jev, nazyvany desmoplazie, je pozorovan také u mist, kde dochdazi
k usidleni sekundarniho nadoru a pravdépodobné zvySuje tispéSnost vzniku metastaze
(Erler & Weaver 2009). Modifikace vlaken kolagenu a zvySeni tuhosti naddorového
stroma je regulovdno intraceluldrnimi lysyl hydroxylazami, jejichZ exprese je
regulovana HIF-1 a katalyzuji hydroxylaci lysinti v prokolagenové strukture (Gilkes et
al. 2013). Po sekreci kolagenu do ECM dochazi vlivem riistovych faktort a HIF-1
k zvySené expresi LOX. LOX je extracelularni enzym produkovany nadorovymi
bunikami a bunkami stromatu, ktery katalyzuje oxidativni deaminaci na lysinu a
hydroxylysinu a tim dochazi k modifikaci kolagenovych a elastinovych vlaken a jejich
kovalentnimu crosslinkovani. LOX mimo jiné reguluje aktivaci FAK a tim podporuje

vznik bunécénych adhezi (Erler et al. 2006).
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Vznik nadoru indukuje zahuSténi a linearizaci kolagenovych vlaken predevsim
v oblastech cévniho zasobeni tumoru a zvySené migrace nadorovych bunék
(Provenzano et al. 2006; Levental et al. 2009). Nadprodukce a zesileni kolagenovych
vldken vede ke zvySené schopnosti bunék vycestovavat zprimarniho tumoru.
Nadorové bunky orientuji své protruze na vedoucim konci paralelné s kolagenovymi
vlakny a migruji podél téchto svazki (Conklin et al. 2011; Egeblad et al. 2010; Geraldo
et al. 2012). Modifikace kolagenu ovliviiuje tuhost ECM, amplifikuje integrinovou
signalizaci a signalizaci fokalnich adhezi a zvySuje aktivitu PI3K (Levental et al. 2009).
Nasledkem je zvySend proliferace, migrace a viabilita bunék, zmény v genové expresi,
diferenciaci bunék a podpora kolonizace sekundarnich tkani (Cox et al. 2013; Egeblad

et al. 2010; Erler & Weaver 2009; Conklin et al. 2011).

2.5 Proteolyticka degradace ECM

Invaze bunék pres bazalni laminu, nddorové stroma nebo cévni endotel je
umoznéna proteolytickou degradaci ECM. Enzymy schopné $tépit komponenty ECM
mohou byt uvoliiovany do prostredi, lokalizovany v buné¢né membrané, pripadné
dochazi k nitrobunécné degradaci v lysozomech (Wolf & Friedl 2011). Nadorové bunky
produkuji MMP, serinové protedzy (napi. plasmin, uPA), cysteinové a aspartatové
protedzy (napr. kathepsiny) k degradaci kolagenu, vitronektinu, lamininu nebo
fibronektinu. Rodina metaloproteaz zahrnuje mimo jiné tzv. ADAMs (A disintegrin and
metalloproteinase), které zprostredkovavaji stépeni rlistovych faktorli, cytoking,
receptorl, adheznich molekul a jsou nezbytné pro vyvoj a udrZeni homeostaze

organismu (Edwards et al. 2009).

Proteolytickd aktivita migrujicich bunék je umoZnéna interakci bunky
s okolnim prostredim prostifednictvim invazivnich struktur. Transport vackl
s proteolytickymi enzymy do invadopodii a jejich sekrece je nezbytnosti pro formovani
a stabilizaci invadopodii (Hoshino et al. 2013). Degradacni aktivita je soustfedéna
nikoliv na koncich vybézkl prostupujicich do ECM, ale na bazi téchto struktur, coz
zajistuje zvysenou efektivitu degradace (obr. 2 A., B.) (Wolf et al. 2007; Tolde et al.
2010). Mimo to nekontrolovana degradace v misté adheze bunky k ECM by narusila

generaci trakéni sily z dlivodu predcasné ztraty kontaktu s ECM (Friedl & Wolf 2009).
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Obr. 2: A. Detailni zobrazeni vybézki bunky linie RsK4 bohatych na pritomnost aktinu
(modre), prochazejicich do bezbunécné dermis (zelené). Degradovany kolagen, znacen
protilatkou C1,2C (Cerveneé), je lokalizovan na bazi invadopodii (bilé Sipky). Méritko = 5 pm.
Prevzato a upraveno z (Tolde et al. 2010). B. Schématické znazornéni klicovych signalnich
komponent nezbytnych pro formovani a funkci invadopodii. Pfevzato a upraveno z (Brabek et
al. 2013).

Inhibici proteolytické aktivity u mezenchymalnich bunék linie HT1080 a MDA-
MB-231 dochazi kindukci améboidniho fenotypu, tzv. mezenchymalné-améboidni
tranzice (MAT). Bunky jsou schopné protahnout se mezerami mezi kolagenovymi
vlakny bez degradacni aktivity. Dochazi k naruseni komplexu 1 integrinu a MMP-14.
MMP-14 je akumulovana v intracelularnim prostoru, zatimco hladina 31 integrinu je u
améboidnich bunék sniZena a 1 integrin se nachazi difizné na povrchu bunky (Wolf

et al. 2003).

Proteolyza ECM umoZnuje migraci bunék diky prestavbam struktury
mezibunécéné hmoty, ale také uvoliiovanim fragmentli komponent ECM, které vykazuji
urcitou biologickou funkci (Egeblad et al. 2010). Napriklad stépenim kolagenu typu I
zprostiredkovanym MMP dochazi ke vzniku fragmentti, které funguji jako antagonisté
nestépeného kolagenu a mohou vazat, ale nikoliv aktivovat primarni receptor kolagenu

typu Il integrin az231 (Messent et al. 1998).

2.6 Matrixové metaloproteazy (MMP)

MMP jsou endopeptidazy schopné Stépit komponenty ECM a hraji vyznamnou

roli pri ontogenetickém a postnatalnim vyvoji, ale také pri autoimunitnich
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onemocnénich, osteoartritidé a pri vyvoji nadoru. MMP reguluji nadorové
mikroprostredi a jejich produkce a aktivace u nadorové tkané je zvySena v porovnani
se zdravou tkani (Egeblad & Werb 2002). Doposud je znamo 28 MMP, z nichZ 14 je
spojovano svyvojem a invazivitou nddoru (Kéhrmann et al. 2009). MMP jsou
rozdélovany do skupin podle substratové specifity a proteinové struktury. Mezi tyto
skupiny patii kolagendazy, Zelatindzy, stromelysinové MMP, matrilysinové MMP,

membranove vazané MMP a ostatni MMP (Yadav et al. 2014).

Struktura MMP je tvorena nékolika doménami. Signalni peptid reguluje
transport MMP a propeptid je nezbytny pro udrzeni proMMP v latentni formé. Dale
nasleduje katalytickd doména, bohata na pritomnost histidinu, s vazebnym mistem pro
zinecnaty kationt. Oblast se zvySenym vyskytem prolinovych motivi je oznacovana
jako tzv. hinge region a funguje jako spojovaci smycka mezi katalytickou doménou a
doménou hemopexinového typu, kterd urcuje substratovou specifitu dané MMP.
Zelatinazy navic obsahuji v katalytické doméné repetici domény fibronektinového
typu II. U membranové vazanych MMP se vyskytuje transmembranova doména
tvorena 20 hydrofobnimi aminokyselinami na C-konci domény hemopexinového typu,
které jsou ndasledovany kratkou intracelularni doménou, pripadné je vazba na
membranu zajisténa pres GPI kotvu (obr. 3) (Johansson et al. 2000; Itoh et al. 1999;
Kojima et al. 2000).
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Obr. 3: Schématické znazornéni domén MMP rozdélenych do skupin na zakladé strukturni
podobnosti. Interakce zinecnatého kationtu v Kkatalytické doméné s cysteinovou smyckou
v propeptidu zajiStuje latentni formu vSech MMP. SP = signdlni peptid, Pro = propeptid, SA =
N-koncova signalni kotva, Fr = Stépici misto rozeznavané furinem, Fn = fibronektinova
repetice, SH = thiolova skupina cysteinové smycky, Cys = cysteinova doména, C5 = doména
kolagenového typu V, TM = transmembranovd doména, Cs = cytosolickd doména, GPI =

glykosylfosfatidylinositol. Pfevzato z (Parks et al. 2004).

Nativni fibrilarni kolagen I, II, III, V, VII, VIII, IX, X a XI je Stépen prevaziné
kolagenazami, mezi které fadime MMP-1, MMP-8 a MMP-13. Stépeni vede ke vzniku
fragment(, u kterych dochazi k denaturaci vlivem télesné teploty a vytvoreni Zelatiny,
ktera je substratem Zelatinaz (Johansson et al. 2000). MMP-13 aktivuje latentni formu

MMP-9 a je aktivovana MMP-2 a MMP-14 (Knduper et al. 1996).

Mezi stromelysinové MMP a MMP stromelysinového typu patii MMP-3, MMP-
10, MMP-11 a MMP-12, které degraduji Sirokou skalu ECM jako je kolagen typu IV, V,
[XaX, proteoglykany, Zelatina, fibronektin a laminin (Johansson etal. 2000). Nadmérna
exprese MMP-3 v epitelidlnich burikach vede ke Stépeni E-kadherinu a k indukci EMT
(Lochter et al. 1997).

Skupina Zelatinaz zahrnuje MMP-2 a MMP-9. MMP-2 (¢asto znacena jako

Zelatinaza A, 72-kDa Zelatinaza) je exprimovana nejen nadorovymi burkami, ale také

fibroblasty, endotelidlnimi butikami, osteoblasty nebo monocyty. MMP-9 (Zelatinaza B,
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92-kDa Zelatinaza) je exprimovana kromé transformovanych bunék také makrofagy,
leukocyty, osteoklasty a keratinocyty (Waheed Roomi et al. 2015). Mezi substraty
Zelatinaz patfti kolagen typu IV, V, VII, X, XI a XIV, Zelatina, elastin, proteoglykany,
fibronektin a prekurzory TNF-a a IL-1f (Johansson et al. 2000).

Doposud je znamo 6 MMP zakotvenych v plazmatické membrané. Jsou to MMP-
14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 a MMP-25. Ctyfi z nich (MMP-14, MMP-15,
MMP-16 a MMP-24) obsahuji transmembranovou doménu a kratkou cytoplazmatickou
doménu, oproti tomu MMP-17 a MMP-25 jsou zakotveny v plazmatické membrané
pomoci GPI kotvy (Parks et al. 2004). Membranové vazané MMP jsou aktivovany
odStépenim  signalniho peptidu a propeptidu od katalytické domény
zprostredkovanym furinovou proteazou, ktera rozeznava konzervovanou sekvenci
aminokyselin Arg-Arg-Lys/Arg-Arg (Sato et al. 1996; Sato et al. 1994). V migraci
nadorovych bunék sehrava nejdileZitéjsi roli MMP-14 a je exprimovana také

fibroblasty, epitelidlnimi burikami a osteoklasty (Sato et al. 1997).

2.6.1 Regulace aktivity MMP

Exprese MMP miiZe byt regulovana exogennimi signdly, napt. cytokiny (TGF-f3,
IL-18), riistovymi faktory a ECM nebo na transkrip¢ni irovni. Proteolyticka aktivita je
Fizena aktivaci latentni formy (zymogenu) a inhibici specifickymi inhibitory, tzv. TIMPs
(Tissue inhibitor of metalloproteinases). Nespecificky jsou inhibovany al-
protedazovym inhibitorem a plazmatickym proteinem a2-makroglobulinem (Johansson

et al. 2000).

Latentni proforma MMP se vyznacuje kovalentni interakci konzervovaného
cysteinu v propeptidové sekvenci se zineCnatym kationtem v katalytické oblasti,
oznacovanou jako cysteinova smycka (Van Wart & Birkedal-Hansen 1990). Ve stépeni
propeptidu se uplatiiuje Siroka skala protedz, napt. plazmin nebo jiné MMP. Aktivace
transmembranovych MMP probiha vlivem furinu v Golgiho aparatu a pericelularnim
prostoru pred transportem na plazmatickou membranu (Mazzone et al. 2004).

Dodnes jsou znamy 4 typy specifickych inhibitort TIMPs. Jejich funkce spociva
vinterakci s katalytickym mistem. TIMP-2 a TIMP-1 se také mohou vazat na
hemopexinovou doménu latentnich MMP-2, respektive MMP-9. TIMP-1, TIMP-2 a
TIMP-4 jsou sekretovany v solubilni formé, zatimco TIMP-3 je asociovan s ECM (Leco
etal. 1994). TIMP-1 inhibuje aktivitu vétSiny MMP s vyjimkou MMP-14 a MMP-2. TIMP-
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2 neinhibuje aktivitu MMP-9. TIMP-3 inhibuje MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 a MMP-
13 a TIMP-4 MMP-2, MMP-9 a MMP-7 (Johansson et al. 2000).

2.6.2 MMP-2 (zelatinaza A, 72-kDa Zelatinaza)

MMP-14 aktivuje latentni formu MMP-2 vytvoienim membranového komplexu
MMP-14/TIMP-2 a interakci s C-terminalni ¢asti proMMP-2 (Butler et al. 1998; Ohuchi
et al. 1997; Sato et al. 1994). Aktivaci MMP-2 zprostiedkovava také MMP-15, MMP-16,
MMP-24 a MMP-25, ale pouze MMP-14 tvoii navic komplex s TIMP-2 (Takino et al.
1995; Shofuda et al. 1997; Llano et al. 1999; Velasco et al. 2000). V piipadé Stépeni
latentni formy MMP-2 nezavisle na TIMP-2 je aktivace umoZnéna claudiny, které
zprostiredkovavaji tésny spoj mezi proMMP-2 a membranové vazanymi MMP
(Miyamori et al. 2001). MMP-2 je Stépena MMP-14 v intermediat o velikosti 64 kDa a
k plné aktivaci je potfeba jizZ aktivni forma MMP-2, ktera odstrani sekvenci propeptidu

a dojde ke vzniku proteinu o velikosti 62 kDa (Atkinson et al. 1995).

C-konec MMP-2 zprostiredkovava interakci s avB3 integriny (receptor pro
vitronektin), coZ umoZniuje lokalizaci aktivni formy MMP-2 na povrchu buiiky,
degradaci ECM a rizenou bunécnou invazi (Brooks et al. 1996). NaruSeni interakce
MMP-2 s av33 integriny vede k inhibici angiogeneze a ke zpomaleni riistu nadoru
s pouzitim in vivo modelu (Silletti et al. 2001). Kromé toho vazba MMP-2 s avf33
integriny napomaha maturaci intermediatu MMP-2 v plné aktivni formu (Deryugina et

al. 2001).

2.6.3 MMP-9 (zelatinaza B, 92-kDa Zelatinaza)

Protedza je produkovana eozinofily a uchovana v sekre¢nich granulich
neutrofilli, odkud je uvoliovana (Stahle-Backdahl & Parks 1993). Sekretovana MMP-9
miiZe lokalizovat na membranu pomoci interakce s receptorem CD44. Membranova
lokalizace MMP-9 umozni aktivaci latentni formy TGF-, bunécnou invazi a
angiogenezi (Yu & Stamenkovic 1999; Yu & Stamenkovic 2000). Latentni forma MMP-
9 je stépend MMP-2, MMP-3, MMP-13, plazminem, trypsinem a kathepsinem G v aktivni
formu o velikosti 83 kDa. V pripadé nadorovych bunék miize dochazet k sekreci dimeru
MMP-9, vytvoireného pomoci disulfidickych mlstki v hemopexinové doméné, a tvorba
tohoto diméru je spjata svyssi agresivitou nadoru (Waheed Roomi et al. 2015;

Niedzwiecki et al. 2013). Vazba TIMP-1 kMMP-9 Kkompetitivné inhibuje
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homodimerizaci MMP-9, zatimco interakce monomeru MMP-9 sCD44 vede k

dimerizaci (Dufour et al. 2010).

Sekretovdna MMP-9 bunkami stromatu ovliviiuje angiogenezi tumoru
zvySovanim hladiny dostupného VEGF (Bergers et al. 2000). Studia pojednavaji také o
indukci exprese MMP-9 v burikach plicniho endotelu a makrofazich, zprostiredkovanou
vzdalenym primarnim tumorem pres receptorovou tyrosin kinazu VEGF, a pozdéjSich

preferencnich metastazich do plic (Hiratsuka et al. 2002).

V bunkach lidského melanomu jsou vacky s MMP-2 a MMP-9 transportovany do
invadopodii pomoci mikrotubulii a kinesinu. Zelatinazy se nenachazeji ve stejnych
vaccich, ale jednotlivé transportni vacky s MMP-2 a MMP-9 jsou v tésné blizkosti
(Schnaeker et al. 2004). Stejné jako v pripadé MMP-14, sekrece je zavisla na cortactinu
(Clark & Weaver 2008; Clark et al. 2007), ale nezavisla na endocytéze a komplexu
Exocyst a transport do invadopodii probiha pifimo z trans-Golgi za tcasti VAMP4 a
GTPazy Rab40b (obr. 4) (Jacob et al. 2013). GTPaza Rab40b vytvari komplex s Tks5,
ktery interaguje svou doménou PX s plazmatickou membranou invadopodii, a tim je
zajiStén smérovany transport (Jacob et al. 2016). SniZeni exprese GTPazy Rab40b vede
k transportu vackti s MMP-2 a MMP-9 do lysozom1i a nasledné degradaci (Jacob et al.

2013).

Obr. 4: Schématické zndzornéni
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upraveno z (Jacob & Prekeris 2015).

Exocytosis of MMP2/9

2.6.4 MMP-14 (MT1-MMP)

MMP-14 je klicovy regulator hustoty ECM a vytvari prostor pro naslednou
migraci jak jednotlivych bunék, tak bunécné masy (Wolf et al. 2007). Substratem MMP-

14 je kolagen typu [, II a III, Zelatina, fibronektin, laminin, vitronektin, proteoglykany
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(Johansson et al. 2000) a povrchové proteiny jako je CD44 (Kajita et al. 2001), av
integriny (Deryugina et al. 2002) nebo syndecan 1 (Endo et al. 2003). Kromé toho
vykazuje neproteolytickou funkci, napr. stimulace produkce ATP aktivaci HIF-1 u
makrofagli (Sakamoto & Seiki 2010) nebo aktivace MAPK drahy interakci s 31
integriny (Mori et al. 2013).

MMP-14 je transmembranova MMP o velikosti 63 kDa, Stépena v aktivni formu
o velikosti 57 kDa. Endogenné je hladina membranové MMP-14 regulovana TIMP-2.
V nepritomnosti tohoto inhibitoru je MMP-14 autokatalyticky S$tépena a dojde ke
vzniku membranové vazaného degrada¢niho produktu o velikosti 44 kDa a uvolnéni

inaktivni katalytické domény o velikosti 18 kDa (Hernandez-Barrantes et al. 2000).

Komplex MMP-14/TIMP-2 funguje jako receptor pro latentni formu MMP-2,
ktera je Stépenad MMP-14 nevazanou na TIMP-2. Aktivace latentni formy MMP-2
probiha pouze za takové koncentrace TIMP-2, kterd umozni vznik komplexu s MMP-14
fungujici jako receptor pro latentni formu MMP-2, a zaroven aktivaci MMP-2
neinhibovanou MMP-14. Jinak feceno, MMP-14 neni schopna S$tépit jiné substraty
v takové koncentraci inhibitoru TIMP-2, ktera vede k aktivaci latentni formy MMP-2

(Kudo etal. 2007).

Aktivita stabilizované MMP-14 v komplexu s TIMP-2 na buné¢né membrané je
regulovana rovnovahou mezi exocytdzou a internalizaci za G€asti klathrinu a caveolinu
(Remacle et al. 2003). Internalizovana forma MMP-14 muZe byt smérovana na
plazmatickou membranu zendocytickych kompartment(i, piipadné jsou vacky
smérovany do lysozomil a degradovany (Remacle et al. 2003; Jiang et al. 2001).
Smétovani MMP-14 do lysozom1 a proteolytickd degradace je zprostredkovana CD63
zrodiny tetraspaninti (Takino et al. 2003). Pro internalizaci je nezbytna
cytoplazmatickd doména MMP-14, ktera interaguje s klathrinem (Uekita et al. 2001). V
regulaci endocytozy aktivni formy MMP-14 sehrava roli také inaktivni degradacni
produkt o velikosti 44 kDa, vznikly autokatalytickym Stépenim v nepritomnosti TIMP-
2, ¢imz je zajiSténo zachovani aktivity MMP-14 na plazmatické membrané (Cho et al.

2008).

Pro smérovani MMP-14 do invadopodii je nezbytna transmembranova a
cytoplazmatickd doména (Nakahara et al. 1997). Transport a akumulace MMP-14
v invadopodiich je fizena cortactinem (Clark et al. 2007; Clark & Weaver 2008),
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komplexem Exocyst spolecné s IQGAP1 (Sakurai-Yageta et al. 2008; Monteiro et al.
2013), VAMP7 (Steffen et al. 2008) a GTPazou Rab8 (Bravo-Cordero et al. 2007).

IQGAP1 je pritomny v invadopodiich a jeho interakce s podjednotkami Sec3 a Sec8

Vv

VIV

tubularniho spojeni mezi pozdnim endozomdalnim vackem s MMP-14 a plazmatickou
membranou a k rizené exocytéze MMP-14 na plazmatickou membranu invadopodii
(Monteiro et al. 2013). Roli v transportu MMP-14 do invadopodii u bunék prsniho

adenokarcinomu sehrava caveolin-1 (Yamaguchi et al. 2009).

R apon seicia Obr. 5: Schématické  znazornéni
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Exocytosis of MMP14 ' \

Prekeris 2015).

Aktivni MMP-14 je lokalizovana v misté kontaktu buriky s kolagenovymi vlakny.
MMP-14 je prevazné lokalizovana v protruzich na vedoucim okraji bunky a podél
bunécného téla. Nicméné kolagenova vlakna, ktera interaguji s MMP-14 na vedoucich
protruzich, postradaji degradované oblasti a vybézky zaujimaji predevSim adhezivni
funkci. Predni ¢ast buniky vytvarejici protruze bez degradacni aktivity je nasledovana
proteolyticky aktivni oblasti bunky, kde se soustfeduje lokalizace MMP-14
s degradovanymi kolagenovymi vlakny. Shlukovani a lokalizace MMP-14 neni
14 se vaze svou C-koncovou hemopexinovou doménou na fibrilarni kolagen a jeji

lokalizace je regulovana extracelularné (Wolf et al. 2007).

Inhibici funkce MMP-14 dochazi k naruseni proteolytické a invazivni aktivity

(Sabeh etal. 2004; Wolf etal. 2007), pripadné k ziskdni améboidniho charakteru bunky
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(Wolf et al. 2003). Nadmérna exprese MMP-14 v bunkach linie HT1080 vede ke
zvySené hladiné membranové vazané MMP-14, objeveni degradac¢niho produktu o
velikosti 44 kDa, zvySené hladiné aktivni MMP-2, zvySené degradaci 3D fibrilarniho

kolagenu a nasledné bunécné migraci (Wolf et al. 2007).
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2.7

Cile diplomové prace

Vytvoreni konstruktli tii nejvyznamnéjSich matrixovych metaloproteaz:
membranoveé vazané MMP-14 a sekretovanych MMP-2 a MMP9. Uvedené
protedzy budou exprimovany s fluorescen¢nim znacenim a znac¢enim SNAP,
které bude aktivovano pomoci komer¢né dostupnych substrati.

Ovéreni funkc¢nosti pripravenych konstrukti a vlivu znaceni na spravnou
aktivitu a lokalizaci v nadorovych bunkach.

Piiprava a optimalizace vlastnosti kolagenové matrice pro simulaci
trojrozmérného prostiedi. 3D matrice bude pripravovana s riiznou hustotou
kolagenovych vlaken a s fluorescen¢nim znacenim pro vizualizaci degradace.
Analyza souvislosti mezi invazivnimi strukturami interagujicimi s ECM a misty,
kde dochazi k degradaci mezibunécné hmoty v trojrozmérném prostredi.
Vizualizace degradace ECM zprostiedkované invazivnimi strukturami
nadorovych bunék ve 3D s pouZitim znacenych kolagenovych vlaken.

Priprava konstruktu MMP-14 se znacenim SNAP na extracelularnim konci

proteinu pro studium dynamiky a internalizace membranové vazané MMP-14.
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3. Material

3.1 Organismy

3.1.1 Bakterie

E. coli DH5«x

3.1.2 Savci bunééné linie
MDA-MB-231
HT1080

NIH/3T3
3.2 Kultivace organismii

3.2.1 Kultivace bakterii

LB médium

Plotny s Zivnym agarem

dlacZ Delta M15 Delta (lacZYA-argF) U169 recAl
endA1 hsdR17 (rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96 relA1

lidské naddorové bunky prsniho adenokarcinomu
lidské nadorové burnky fibroblastického sarkomu

mys$i embryonalni fibroblasty

10 g Universal pepton M66 (Merck, 1070431000)
5 g Yeast extract (Amresco, ]850)

5 g NaCl (Sigma, S3014)

doplnit do 11 destilovanou vodou

LB médium

20 g/1 Zivny agar (Amresco, ]637)

selekéni antibiotikum (priddvame po zchladnuti

roztoku na méné nez 60°C)

SOC Outgrowth Medium (New England BioLabs, B9020S): bohaté médium pro

Cerstvé transformované bakterie

Zasobni roztoky antibiotik

Ampicilin (Biotika) 100 mg/ml

Kanamycin (Thermo Scientific) 100 mg/ml

Antibiotika fedime v médiu na kone¢nou koncentraci 100 pg/ml.

Glycerol (AppliChem, A2926): pro pripravu bakterialnich konzerv a kompetentnich

bakterii
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CaClz: priprava kompetentnich bakterii

VSechny uvedené roztoky kromé antibiotik pied pouZitim sterilizujeme klavovanim 20
minut pti 121 °C a skladujeme v 4 °C. Antibiotika jsou skladovdna v zasobnich

koncentracich v -20 °C.

3.2.2 Kaultivace savc¢ich bunécnych linii

Kompletni médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma,
D6429)

10% FBS (fetalni bovinni sérum, Sigma, F7524)
Gentamicin/Ciprofloxacin
Zasobni roztoky antibiotik Ciprofloxacin 10 mg/ml
Gentamicin (Sigma, G1272) 10 mg/ml
Geneticin 418 (Sigma, A1720) 100 mg/ml
Antibiotika fedime v médiu na kone¢nou koncentraci 10 pg/ml.
10x PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, D1408)
Trypsin-EDTA solution 0,25% (Sigma, T4049)
Zamrazovaci médium 90% FBS (Sigma, F7524)
10% DMSO (dimethyl sulfoxid, Sigma, D2650)
Transfek¢ni reagens PEI (polyethylenimine, Polysciences, Inc., 23966)

GM6001 (Ilomastat): inhibitor proteaz, kone¢na koncentrace 10 uM
3.3 Material pouzity pri praci s DNA

3.3.1 Izolace a purifikace DNA
TEG pufr (pH 8,0) 50mM glukéza
25mM Tris-HCl (Serva, 37190)
10mM EDTA (Sigma, EDS)
TE pufr (Tris-EDTA, Sigma, T9285)
Lyzacni roztok 200 pl 10M NaOH (Penta, 011-002-00-6)

1 ml 10% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)
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8,8 ml H20
NH4Ac (ammonium acetate, P-lab, 01101)
LiCl (lithium chloride, Sigma, 203637)

Fenol (Sigma, P1037): po nasyceni vodou pridat 8-hydroxychinolin pro obarveni na

Zluto a 0,7 g Tris na 50 ml fenolu
Fenol-chloroform: fenol s chloroformem (Lach:ner, 20034-AT1) v poméru 1:1 v/v
Glykogen (Thermo Scientific, R0561)
Isopropanol (Lach:ner, 20037-ATO0)
Ethanol 96% (Penta, 70390-1100)
RNAse roztok RNAse A (Thermo Scientific, EN0531)
TE (Tris-EDTA, Sigma, T9285)

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, A63881): magnetické kulicky pro
purifikaci DNA

3.3.2 Agarozova elektroforéza
20x SB pufr (pH 8,5) 8 g NaOH (Penta, 011-002-00-6)
45 g kyseliny borité (Lachema, 30935-1199)
doplnit do 1 1 destilovanou vodou
Agaréza (Thermo Scientific, 16500500)
DNA Stain G (Serva, 3980301): interkalacni barvivo

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, SM0311): marker molekulovych
hmotnosti DNA (obr. 6)
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use
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Obr. 6: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (www.thermofisher.com).
6x Loading dye 60% glycerol (AppliChem, A2926)
0,06% bromfenolova modt (P-lab, R15121)

60mM EDTA (Sigma, EDS)

3.3.3 Vektory

pSNAPf (New England BioLabs, N9183S): Vektor podminujici expresi proteint
fazovanych se znacenim SNAP vsavcich burikach. SNAP je mutantni forma DNA
reparacniho proteinu o velikosti 20 kDa. Pti reakci fizovanych proteinii s derivaty
benzylguaninu dochazi ke kovalentnimu navazani syntetické sondy (obr. 7). K této
reakci dochazi pri pouziti celé fady substratii, které podminuji fluorescencni aktivitu,

Protein of Interest

blokuji signal nebo znaci pouze proteiny lokalizované na membrané.
l SNAP-tag

== _ .ol 1 SNAP-tag
w . ” %# Fllslon Reoteln

_ pa
T %

5 y-. ‘g 5
=] L A G
enzylguaning —— .%I g i‘ K:‘ -a—— Guanine
Label

Obr. 7: Reakce proteini znacenych SNAP se substratem. Pri reakci se substratem dochazi ke
kovalentnimu navazdni znaceni na protein fuizovany se SNAP za uvolnéni guaninu

(www.neb.com).

pPEGFP-N1: Vektor pro expresi proteint fizovanych s GFP fluorescen¢nim proteinem

na jejich C konci (excitace 488, emise 507).

25



Clover2-N1: Vektor podminujici expresi proteini fzovanych s Clover2
fluorescencnim proteinem na jejich C konci. Jedna se o variantu GFP proteinu

s posunem ve spektru (excitace 505, emise 515) a vyssi stabilitou fluorescence.

3.3.4 Inzerty
MMP-2-mTurquoise2: komerc¢ni syntéza string DNA, 2516 bp, 20 ng/ul (Invitrogen)
MMP-9-mTurquoise2: komerc¢ni syntéza string DNA, 2885 bp, 20 ng/ul (Invitrogen)
MMP-14 (MT1-MMP): ziskdno z konstruktu MMP-14-EGFP, ktery obdrZela nase
laboratof darem

3.3.5 Primery

VSechny primery (tab. 1) byly obdrzeny od Integrated DNA Technologies a byly redény

na koncentraci 10 uM.

Tabulka 1: Seznam pouzitych primeri

Primery pro amplifikaci Sekvence (5°-37)
MMP-2 F: TGGTAGCCATCTAGCTAGCATGCAG
R: CTACGATAGCCTAGCTAGCTTATCC
MMP-9 F: TGGTAGCCATCTAGCTAGCATGAGC
R: CTACGATAGCCTAGCTAGCTTATCC
MMP-14 (signalni peptid + F: GCCTTAAGCTTGCCATGTCTCCCGCCCCAAGA
propeptid) R: GTCGACCGGTACCCTGGATGGCGTAGCG

F: CCGGAGCTAGCGGTGGCTACGCCATCCAGGGTC

MMP-14 (maturovana forma)
R: TCTAGACGCGTCAGACCTTGTCCAGCAGGGAAC

F: CGGTACCGGTGGCATGGACAAAGACTGCGAAATGA

SNAP-ta
g R: AACCGCTAGCACCGGATCCGCCTGCAGGAC

Ovérovaci primery Sekvence (5°-37)

F: CTCGTGACCACACTGTCTTG

MMP-2
R: TTCTGTCGTCGTCGTAGTTG
F: CCTAGCGAAAGACCTACAGC
MMP-9
R: TATCGTCGGTGTCGTAGTTG
F: GGATAGCGGTTTGACTCACG
SNAP-tag

R: GAAAGTAGGCGTTGAGCCAG
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Pozn.: Tu¢nym pismem jsou zvyraznéné nekomplementdrni sekvence pro zavedeni

restrikcnich mist v amplifikovanych produktech.

3.3.6 Enzymy a pufry pro enzymatické reakce, deoxynukleotidy

Q5 DNA polymeraza (2 000 U/ml, New England BioLabs, M0491L)
Pufr pro Q5 DNA polymerazu (5x, New England BioLabs, B9027S)
Taq DNA polymeraza (5 000 U/ml, New England BioLabs, M0273L)
Pufr pro Taq DNA polymerazu (10x, New England BioLabs, M0273L)
Antarkticka fosfataza (5 000 U/ml, New England BioLabs, M0289L)
Pufr pro antarktickou fosfatazu (10x, New England BioLabs, M0289L)
T4 DNA ligaza (5 000 U/ml, Thermo Scientific, EL0011)

Pufr pro T4 DNA ligazu (10x, Thermo Scientific, B69)

dNTPs 10mM (New England BioLabs, N04475)

3.3.7 Restrik¢ni endonukleazy

VSechny pouZzité restrikéni endonukledzy (tab. 2) byly obdrZzeny od New England
BioLabs. Pufry a podminky reakce byly stanoveny podle doporuceni vyrobce. Reaké¢ni

teplota je pro vSechny uvedené enzymy 37 °C.
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Tabulka 2: Prehled pouzitych restrikénich endonukleaz

Enzym Kéd produktu Pufr

Agel R0552S NEBuffer 1.1
BamHI-HF R3136S CutSmart
EcoRI-HF R3101S CutSmart
HindIII-HF R3104S CutSmart
Mlul R0198S NEBuffer 3.1
Nhel-HF R3131S CutSmart
Pstl R0140S NEBuffer 3.1
Sacll R0O157S CutSmart
Smal R0141S CutSmart

3.4 Material pouzity pri praci s proteiny

3.4.1 Priprava bunéc¢nych lyzati a vzorki pro SDS-PAGE

10x PBS (pH 7,3)

Lyzacni pufr RIPA

Inhibitory proteaz MixM (Serva): 100x

137mM NaCl (Lach:ner, 30093-AP0O)

2,7mM KCI (Penta, 16210-31000)

4,3mM NazHP04.12H20 (Penta, 15150)

1,4mM KH2PO4 (Penta, 12300)

0,15M NacCl (Lach:ner, 30093-AP0)

50mM Tris-HCI (pH 7,4) (Serva, 37190)

1% Nodinet P-40

0,1% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)

1% deoxycholat sodny (Sigma, D6750)

5mM EDTA (Sigma, EDS)

50mM NaF (Sigma, S7920)
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DC Protein Assay (BioRad, 500-0116): kit pro stanoveni koncentrace proteinti ve

vzorku

BSA (Sigma, A7030A): pro pripravu standardt

6x Laemmli pufr 375 mM Tris-HCI (pH 6,8) (Serva, 37190)
9% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)
50% glycerol (AppliChem, A2926)
0,03% bromfenolova modr (P-lab, R15121)

6x Laemmli pufr mizZe byt pouzit fedény na mensi koncentrace (2x, 4x) pomoci 4x

Tris/SDS (pH 6,8).

DTT (dithiothreitol, Sigma, D5545)

3.4.2 SDS-PAGE a vizualizace proteint
4x Tris/SDS (pH 8,8) 1,5M Tris (pH 8,8) (Serva, 37190)
0,4% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)
4x Tris/SDS (pH 6,8) 0,5M Tris (pH 6,8) (Serva, 37190)
0,4% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)
AKkrylamid/bis-akrylamid (30%, Sigma, A3699)
TEMED (N, N, N9, N9-tetra-methyl-ethylenediamin, Serva, 35925)
APS (ammonium persulfate, Sigma, A3678-256)

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 26619): marker

molekulovych hmotnosti proteinti (obr. 8)

kDa

~250

~130
~100

Gel e Blot
Obr. 8: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (www.thermofisher.com).
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SDS-PAGE pufr

Coomassie brilliant blue

Odbarvovaci roztok pro CBB

25mM Tris (pH 8,3) (Serva, 37190)

190mM glycin (Fluka chemie, 50052)

0,1% SDS (dodecylsiran sodny, Sigma, L3771)
20% methanol (Lach:ner, 20038-ATO)

10% kyselina octova (Lach:ner, 10047-A99)

0,114% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad,
1610436)

5% methanol (Lach:ner, 20038-ATO)

7% kyselina octova (Lach:ner, 10047-A99)

Trans-blot Turbo RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit (BioRad, 1704270): kit

pro prenos proteinli na nitrocelul6zovou membranu

Amersham Protran 0,45 um NC (Sigma, 10600002): nitrocelul6zova membrana

Ponceau S

TBS

TTBS

0,1% Ponceau S

5% kyselina octova (Lach:ner, 10047-A99)
20mM Tris (pH 7,5) (Serva, 37190)
150mM NaCl (Lach:ner, 30093-AP0O)

0,05% Tween-20 (P-lab 9127,2) v TBS

BSA (Sigma, A7030A): pro blokovani membran a fedéni protilatek
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Tabulka 3: Prehled pouzitych protilatek pro metodu Western blot

Kod
produktu

Velikost

Puvod Redéni proteinu

Vyrobce

Primarni protilatky

. . 1:800- New England
Anti-SNAP-tag rabbit 1:1000 20 kDa BioLabs P9310S
. . 1:800- Santa Cruz
Anti-actin goat 11000 43 kDa Biotechnology SC-1616
Anti-GFP rabbit  1:1000 27 kDa SantaCruz g0 g33p
Biotechnology
Sekundarni protilatky (HRP)
Anti-rabbit oat  1:700 Thermo 32460
g ' Scientific
Anti-goat donkey  1:5000 Santa Cruz $C-2033
g y ’ Biotechnology

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific, 34075):

substrat pro kirenovou peroxidazu

3.4.3 Zelatinova zymografie
Zelatina (Bio-Rad, 170-6537)
Renaturacni pufr 50mM Tris-HCI (pH 7,5) (Serva, 37190)
0,1M NacCl (Lach:ner, 30093-AP0)
2,5% Triton-X 100 (Sigma, 1001376742)
AKktivacni pufr 50mM Tris-HCI (pH 7,5) (Serva, 37190)
10mM CaCl2

0,02% azid
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3.5 Material pro pripravu preparatu na mikroskopii

3.5.1 Mikroskopovaci material a jeho uprava

Kryci sklicka: predem omytd v HCI pro zdrsnéni povrchu a nasledné dlouhodobé

uchovavana v ethanolu, pred pouzitim se sklicka z ethanolu vyjmou a opali
p-Slide 8 Well (Ibidi, 80827): 8-jamkové desticky se sklenénym dnem

35 mm dish, 20 mm glass diameter, No. 1,5 coverglass (MatTek, P35G-1,5-20-C):

misky se sklenénym dnem
Fibronektin (Serva, 110726): protein extraceluldrni matrix, pokryvani povrcht

Poly-L-lysin (Sigma, P4707): pokryvani povrchi pro zvySeni prilnavosti kolagenu a

bunék

QCM Gelatin Invadopodia Assay (Merck Millipore, ECM671-1): kit pro pripravu

sklicek pokrytych fluorescencni Zelatinou

3.5.2 Priprava kolagenové matrix jako 3D matrice

Amicon Ultra 0,5 ml Centrifugal Filters (Merck Millipore, UFC510024): kolonky

pro purifikaci proteinti

Rat tail collagen (4 mg/ml, Serva, 47256)

10x rekonstitucni pufr 200mM HEPES (Sigma, H4034)
262mM NaHCOs (Sigma, S8761)

Boratovy pufr (pH 9,0) 50mM H3BOs3 (Lachema, 30935-1199)
NaOH (Penta, 011-002-00-6)

Alexa Fluor 633 NHS Ester (Succinimidyl Ester) (Thermo Scientific, A20005):

fluorescenc¢ni znaceni kolagenovych vlaken

TRIS pufr (pH 7,5) 50mM TRIS (Serva, 37190)
HCI (Lach:ner, 10033-A35)

10x PBS (pH 7,3) 137mM NaCl (Lach:ner, 30093-AP0O)
2,7mM KCI (Penta, 16210-31000)
4,3mM Na2HPO04.12H20 (Penta, 15150)

1,4mM KH2PO4 (Penta, 12300)
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Kyselina chlorovodikova (Lach:ner, 10033-A35)
Kyselina octova (Lach:ner, 10047-A99)

10x DMEM (Sigma, D2429)

Sacharoza (Penta, 60774-1000)

Paraformaldehyd (Sigma, 158127)

3.5.3 Imunocytochemické barveni sav¢ich bunék

10x PBS (pH 7,3) 137mM NaCl (Lach:ner, 30093-AP0O)
2,7mM KCI (Penta, 16210-31000)
4,3mM Na2HP04.12H20 (Penta, 15150)
1,4mM KH2PO4 (Penta, 12300)

Paraformaldehyd (Sigma, 158127)

Triton X-100 (Sigma, 1001376742)

Montovaci médium 6 g glycerol
2,4 g mowiol
6 ml dH20

12 ml pufru (60mM PIPES, 25mM HEPES, 10mM
EGTA, 1mM MgClz, pH = 8,3)

Tabulka 4: Prehled pouzitého faloidinu konjugovaného s Alexa Fluor

Redéni Vyrobce Ko6d produktu
Faloidin 350 1:100 Thermo Scientific A22281
Faloidin 405 1:50 Dyomics 405-33
Faloidin 488 1:100 Thermo Scientific A12379
Faloidin 594 1:100 Thermo Scientific A12381
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SNAP-Surface Alexa Fluor 488 (New Englad BioLabs, $9129S): fluorescenc¢ni
substrat neprochazejici bunécnou membranou, znacici proteiny fuzované se

znacenim SNAP
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4. Metody

4.1 Kultivace savcich tkanovych kultur

Sav¢i bunky kultivujeme v termostatu pri 37 °C a 5% CO2z na plastikovych
povrchach urcenych pro tkanové kultury o priméru 6 a 10 cm, piipadné na 6-, 12- a
24-jamkovych destickach. Kulturu je nutno pravidelné kontrolovat pomoci svételného
mikroskopu (Nikon-Eclipse TS100) a sledovat narist, morfologii bunék, ptipadné
kontaminaci. Stkanovymi kulturami pracujeme vyhradné vlaminarnim boxu

s pouzitim sterilniho vybaveni.

4.1.1 Pasazovani savc¢ich bunék

PasaZovani bunék provadime v zavislosti na konfluenci misky a zbarveni pH
indikatoru v médiu, zpravidla po 2-4 dnech. Pro praci s butikami je vhodné predem

ohrat médium ve vodni 1azni na 37 °C a trypsin na pokojovou teplotu.

— Z misek odsajeme médium a bunky kratce oplachneme 1x PBS

— K bunkam piiddme trypsin (0,5 ml na 6cm misky, 1 ml na 10cm misky) a misky
vloZime na 2-5 minut do inkubatoru, dokud nedojde k uvolnéni bunék ode dna

— Aktivitu trypsinu inhibujeme pridanim média s obsahem séra (stejny objem
jako objem trypsinu) a resuspendujeme za pomoci pipety pro dokonalé
uvolnéni bunécénych agregath

— Odsajeme priblizné 90-95 % bunécné suspenze, pripadné preneseme
poZadovany objem na novou misku a doplnime cCerstvym médiem (4-5 ml na

6cm misky, 9-10 ml na 10cm misky)

4.1.2 Kryokonzervace sav¢ich bunék

— Bunky kultivujeme na 10cm miskach do dosazeni 90-100 % konfluence

— Pripravime si dostatetné mnoZstvi zamrazovaciho média (2 ml na 1x10cm
misku)

— Postupujeme stejné jako pri pasazi bunék az do dosazeni bunécné suspenze

— Cely objem suspenze preneseme do 15ml zkumavek Falcon a centrifugujeme
(180 g, 1 000 rpm, 4 min)

— Odsajeme supernatant, pelet resuspendujeme v 2 ml zamrazovaciho média a

objem rozdélime do dvou mikrozkumavek Nalgene
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— Mikrozkumavky vloZime do predem vychlazené nadoby sisopropanolem a
umistime do -80 °C pro kratkodobé uchovani, piipadné nasledujici den

preneseme do tekutého dusiku (-196 °C) pro dlouhodobé uchovavani

4.1.3 Rozmrazovani savcéich bunék

Zkumavku se zamrazenymi buinikami po vyjmuti ztekutého dusiku ihned

nechame roztat ve vodni lazni o teploté 37 °C

Bunécnou suspenzi preneseme do 15ml Falcon zkumavky, doplnime na cca 5 ml

kompletnim médiem a centrifugujeme (180 g, 1 000 rpm, 4 min)

Odsajeme supernatant, pelet resuspendujeme v4 ml Ccerstvého média,
preneseme na 6cm/10cm misku (podle mnoZstvi bunék) a doplnime objem

médiana 5 ml/10 ml

Bunky standardné pouZivame na experimenty 3-5 dni po rozmrazeni

4.1.4 Transfekce savc¢ich bunék

— Pro transfekci pouzivame prisedlé bunky v 60-80% konfluenci

— MnozZstvi transfekéni reagens PEI, DNA a DMEM bez piidavku séra je zavislé na

mnozstvi bunék (tab. 5)

Tabulka 5: SloZeni transfek¢ni smési podle mnoZstvi bunék

10cm 6cm 6-jamk. 12-jamk.
misky misky dest. dest.
DNA mix
DNA 14 ng 5ug 1440 ng 720 ng
DMEM* 500 pl 250 pl 100 pl 50 ul
PEI mix
LMW PEI 112 pl 40 ul 10,6 ul 53 ul
DMEM* 388 ul 210 ul 89,3 ul 44,6 pl

*  Pro dané mixy pouZivaime médium bez pridaného séra

— Pripravime DNA mix a PEI mix podle uvedené tabulky, fadné promichame
— Oba mixy spojime, fadné promichame a inkubujeme 15-30 minut

— Smeés pridame k médiu s burikami

— Po 18-24 hodinach vyménime médium
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4.1.5 Priprava bunécné suspenze o pozadované koncentraci

4.2

Postupujeme stejné jako pii pasazi bunék az do dosazeni bunécné suspenze
Bunéc¢nou suspenzi preneseme do 15ml Falcon zkumavky a centrifugujeme
(180 g, 1 000 rpm, 4 min)
Odsajeme supernatant, pelet resuspendujeme vx ml kompletniho média (v
zavislosti na mnozstvi bunék) a spoc¢itame pocet bunék

a) Preneseme 12 pl bunécné suspenze do Biirkerovy komtrky

b) Spocitame primérny pocet bunék na ¢tverec

c) Urc¢ime pocet bunék v x ml

d) Urc¢ime pocet bunék v 1 ml
Bunécnou suspenzi centrifugujeme (180 g 1000 rpm, 4 min) a
resuspendujeme ve vypocteném objemu média podle pozadované koncentrace

bunék

Izolace a purifikace DNA

4.2.1 Izolace plazmidové DNA pomoci fenol-chlorofomu

1. den (navecer):

2. den:

Do 2 ml LB média s prisluSnym antibiotikem zaockujeme bakterie z konzervy,
pripadné agaroveé misky

Inkubujeme 12-16 h na tfrepacce pri 37 °Ca 180 rpm

1-1,5 ml bakteridlni kultury centrifugujeme (14 000 rpm, 1 min), médium
odsajeme pomoci vakuové pumpy, podle velikosti peletu pripadné pridame
zbylé mnoZstvi kultury a postup opakujeme

Pridame 100 pl TEG, inkubujeme 5 minut a pomoci vortexu resuspendujeme
pelet

Bakterie lyzujeme pridanim 280 pl ¢erstvého lyzac¢niho roztoku za soucasného
vortexovani (1300 rpm), vortexujeme nasledujici 2 sekundy

Po 1 minuté neutralizujeme pridanim 420 pl 10M NH4AC za soucasného

vortexovani (1300 rpm), vortexujeme nasledujicich 5 sekund
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— Pridame 280 pl fenol-chloroformu, protifepeme a vortexujeme po dobu 10
sekund na maximalni otacky, poté centrifugujeme (14 000 rpm, 5 min)

— Preneseme maximum horni bezbarvé faze do nové zkumavky a pridame 0,7
objemu isopropanolu (cca 450-500 pl), porddné promichame a nechame
inkubovat v pokojové teploté minimalné 10 minut

— Centrifugujeme (14 000 rpm, 15 min), odlejeme isopropanol a pelet
oplachneme 600 pl 80% ethanolu, zkumavky preklapime do oddéleni peletu
ode dna

— Centrifugujeme (14 000 rpm, 1 min) pro usazeni peletu, supernatant odsajeme
a pelet vysuSime v pokojové teploté

— Pelet rozpustime ve 20 pl roztoku RNAse a inkubujeme po dobu 30 minut ve 37
°C

— Plazmidovou DNA procistime pomoci magnetickych kulicek Agencourt AMPure
XP, zméiime koncentraci pomoci pristroje NanoDrop (Thermo Scientific) a

uchovavame v -20 °C

4.2.2 Elektroforeticka separace DNA v agarézovém gelu

— Zvolime koncentraci agarézy v zavislosti na velikosti analyzovanych fragmenti
DNA (pro fragmenty o velikosti 1-10 kbp volime 1% w/v gel, pro mensi
fragmenty 1,5-2% w/v gel)

— Potiebné mnozstvi agarézy pridame k 100 ml 1x SB pufru, smés ohiivame do
uplného rozpusténi v mikrovinné troubé (2-3 min), nechame zchladnout na 40-
50 °C a pridame 1 pl interkala¢niho barviva pro vizualizaci DNA

— Gel nalejeme do nalévaci aparatury, vlozime hiebinky pro vytvoreni jamek a
nechame ztuhnout (20-30 min), poté odstranime hrebinek, gel premistime do
elektroforetické aparatury a zalejeme 1x SB pufrem

— Na gel nanasime 0,2-1 pg DNA s 6x Loading dye, do jedné z jamek naneseme
marker (3 pl)

— Elektroforetickou aparaturu pripojime ke zdroji a nastavime napéti 0,5-10
V/cm gelu

— Vyhodnoceni provadime pomoci UV transluminatoru vybaveného kamerou,

pripadné poZadované fragmenty DNA izolujeme z gelu
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4.2.3 Izolace DNA fragmentu z agar6zového gelu pomoci fenolu

vV

— Fragment DNA o poZadované délce vyrizneme zgelu pomoci skalpelu pri
vizualizaci UV transluminatorem (dbame na co nejkratsi vystaveni DNA UV
zareni)

— Gel vloZime do zkumavky, priddme 400 pl fenolu a zahtivame pri 72 °C do
uplného rozpusténi (10-20 min)

— Pridame 300 pl TE, 25 pl 10M LiCl, zvortexujeme a centrifugujeme (13 000
rpm, 10 min)

— Preneseme horni fazi do nové zkumavky, pridame 100 ul 10M LiCl, 300 pl
fenol-chloroformu, zvortexujeme a centrifugujeme (13 000 rpm, 5 min)

— Preneseme horni fazi do nové zkumavky, pfiddme 1 pl glykogenu, cca 450 pl
isopropanolu (0,7x objem), fddné promichame a inkubujeme 10 minut, poté
centrifugujeme (13 000 rpm, 15 min)

— Odstranime supernatant a pelet oplachneme 500 pl 80% ethanoly,
centrifugujeme pro usazeni peletu (13 000 rpm, 1 min), odsajeme ethanol
pomoci vakuové pumpy a nechame vysusit v pokojové teploté

— Pelet rozpustime v 10-20 pl vody

— Plazmidovou DNA procistime pomoci magnetickych kulicek Agencourt AMPure

XP a uchovavame v -20 °C

4.2.4 Purifikace DNA pomoci Agencourt AMPure XP

— Agencourt AMPure XP magnetické kulicky nechame temperovat na pokojovou
teplotu a pred pouZitim radné promichame

— K DNA produktu po restrikénim stépeni nebo PCR reakci priddme magnetické
kulicky (1,8x objem purifikované DNA), fadné promichame pipetovanim a
nechadme inkubovat 5-10 minut

— Zkumavky vloZime do magnetického stojanku pro oddéleni magnetickych
kulicek s navazanou DNA (2-5 min) a odstranime prebytecny roztok

— Kuli¢ky pri stalém prichyceni na magnetu opldchneme 2x v ¢erstvém 70%

ethanolu (600 pl)

39



— Odstranime veskery ethanol pomoci vakuové pumpy a nechame magnetické
kuli¢ky vysusit (max. 5 min)

— Zkumavky vyjmeme zmagnetického stojanku, pridame ke kulickdm
pozadovany objem vody (20-40 pl), prip. TE pufru, a resuspendujeme
v homogenni suspenzi

— VloZime zkumavky do magnetického stojanku pro oddéleni kuli¢ek (2-5 min) a

preneseme DNA roztok do nové mikrozkumavky
4.3 Molekularni klonovani konstrukti

4.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

— Reakci pripravime na ledu do 0,2ml PCR mikrozkumavek podle nasledujiciho

rozpisu (tab. 6)

Tabulka 6: SloZeni reakcéni smési pro PCR

5x Q5 reak¢ni pufr Finalni koncentrace 1x

10mM dNTPs Finalni koncentrace 200 pM (50x naredit)

10pM forward primer Finalni koncentrace 0,5 uM (20x naredit)

10puM reverse primer Findlni koncentrace 0,5 uM (20x naredit)

Templatova DNA 1pg-1ug
Polymeraza Q5 0,02 U/ul reakce (0,25-0,5 pl)
mpH:20 Doplnéni do poZadovaného objemu

— Pripravenou reakéni smés promichdme a vkladame do jizZ predem predehiratého

cycleru (98 °C) s uvedenym nastavenim programu (tab. 7)

Tabulka 7: Podminky pro PCR reakci

Kroky Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 98 °C 30s
2. Denaturace 98°C 5-10's
3. Nasedani primeru 50-72°C* 10-30 s
4. Syntéza 72°C 20-30 s/kb **

5. Opakujeme kroky 2, 3,4 10-30x
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6. Zavérecné dosyntetizovani 72°C 10 min

7.UdrzZovaci faze 4-10°C neomezeno

* Teplotu nasedani volime 3 °C nad teplotou tani pouzitych primert
* Trvani syntetické faze urcime v zavislosti na délce syntetizovaného

fragmentu

Pozn.: Pri zavddeéni restrikcnich mist do syntetizovaného fragmentu pouZivime
primery s nekomplementdrnimi presahy, v tomto pripadé volime teplotu naseddni

primert v prvnim cyklu odlisnou od cyklii ndsledujicich.

4.3.2 PCR z bakterialnich kolonii

— Pomoci 200ul plastové Spicky preneseme vybranou bakterialni kolonii
z agarové plotny na Cerstvou plotnu a stejné tak do predem pripravené reakéni

smési v 0,2ml PCR mikrozkumavkach (tab. 8)

Tabulka 8: SloZeni reakcéni smési pro PCR z bakteridlnich kolonif

10x Taq reakcni pufr  Finalni koncentrace 1x

10mM dNTPs Finalni koncentrace 200 pM (50x naredit)

10pM forward primer Finalni koncentrace 0,2 uM (50x naredit)

10puM reverse primer Findlni koncentrace 0,2 uM (50x naredit)

Templatova DNA Variabilni
Polymeraza Taq 0,025 U/l reakce (0,1-0,5 pl)
mpH:z0 Doplnéni do poZadovaného objemu

— Pripravenou reakéni smés promichame a vkladame do jizZ predem predehratého

cycleru (98 °C) s uvedenym nastavenim programu (tab. 9)

Tabulka 9: Podminky pro PCR reakci z bakterialnich kolonii

Kroky Teplota Cas
1. Pocatecni denaturace 98 °C 3 min
2. Denaturace 98°C 15-30's
3. Nasedani primeru 45-68 °C * 15-60 s
4. Syntéza 68°C 1 min/kb **

5. Opakujeme kroky 2, 3, 4 30x
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6. Zavérecné dosyntetizovani 68 °C 10 min

7.UdrZovaci faze 4-10°C  neomezeno

* Teplotu nasedani volime 3 °C nad teplotou tani pouzitych primert
* Trvani syntetické faze urcime v zavislosti na délce syntetizovaného

fragmentu

— Po dokonceni reakce vyhodnotime pozitivni kolonie pomoci vizualizace DNA na

agar6zovém gelu

4.3.3 Restrikc¢ni stépeni

— Objem reakce volime podle mnozstvi DNA, zpravidla pro kazdy ug DNA 10 pl
totalni reak¢ni smési

— Pripravime restrik¢ni reakci (tab. 10) v poZadovaném objemu

Tabulka 10: SloZeni reakce pro restrik¢ni Stépeni

DNA 100 ng-10 pg

10x restrikéni pufr * Finalni koncentrace 1x

Restrik¢ni endonukleaza 1 U/1 pg DNA (0,2-1 pl)

mpH20 Doplnéni do poZadovaného objemu

* Dbame na to, aby dana restrikéni endonukledza dosahovala v pouZitém pufru

maximalni aktivity

— Reak¢ni smés nechame inkubovat v teploté doporucené vyrobcem v zavislosti
na typu restrikéni endonukleazy (zpravidla 37 °C) po dobu 1-2 hodin (pro
restrik¢ni analyzu), pripadné pres noc (pro nasledné molekularni klonovani)

— Vpripadé molekularniho klonovani je potfeba enzym po uplynuti inkubacni
doby tepelné inaktivovat podle navodu vyrobce nebo DNA procistit pomoci

Agencourt AMPure XP magnetickych kulicek

4.3.4 Defosforylace koncii

— Antarkticka fosfataza katalyzuje defosforylaci 5'konce linearizovaného vektoru
a tim zabranuje opétovné recirkularizaci vektoru a uzavreni bez inzertu
— Pripravime reakci podle rozpisu (tab. 11) a inkubujeme pti 37 °C po dobu 30-

60 minut
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Tabulka 11: SloZeni reakce pro defosforylaci 5’koncti

Vektor 100 ng - 10 pg

10x AP pufr Finalni koncentrace 1x

Antarkticka fosfataza 1 U/1 ug DNA (0,2-1 ul)

mpH:20 Doplnéni do poZadovaného objemu

— Fosfatazu tepelné inaktivujeme v80 °C po dobu 2 minut, pripadné DNA

procistime pomoci Agencourt AMPure XP

4.3.5 Ligace DNA

— Pripravime reakci podle rozpisu (tab. 12) a reakci inkubujeme pfi pokojové

teploté pres noc

Tabulka 12: SloZeni ligatni reakce

Vektor * 20-50 ng

Inzert * 50-500 ng; molarni pomér 4-10:1 (inzert:vektor)

10x liga¢ni pufr Finalni koncentrace 1x

T4DNAligaza 5U (1)

mpH:20 Doplnéni do poZadovaného objemu

* Pokud nezname presnou koncentraci vektoru a inzertu, poZadovany objem
pro liga¢ni reakci volime na zdkladé odhadu koncentrace podle analyzy
separace DNA v agarézového gelu, kterou provadime pred ligaci pro ovéreni

Cistoty fragmentli

— Aktivitu enzymu miiZeme tepelné inaktivovat pti 70 °C po dobu 10 minut, ale

neni to nutnosti

4.3.6 Priprava kompetentnich bakterii E. coli DH5«

1. den (navecer):

— Bakterie DH5a sterilné odebereme ze zasobni konzervy a zaockujeme na

agarovou plotnu bez selek¢nich antibiotik, inkubujeme v 37 °C do druhého dne

2. den (navecer):
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3.den:

Z agarové misky zaockujeme jednu z narostlych kolonii do 20 ml LB média a

kulturu inkubujeme na trepacce (37 °C, 180 rpm) pies noc (cca 16 hodin)

Zmétrime ODsoo inokula pomoci spektrofotometru a sterilné zaockujeme
kulturu do 400 ml ¢erstvého LB média na ODsoo 0,05, inkubujeme na tirepacce
(37 °C, 180 rpm) do dosaZeni ODeoo 0,6-1,0

Kulturu ochladime na ledu a preneseme do predem vychlazenych a sterilnich
50ml Falcon zkumavek

Centrifugujeme (4 000 g, 15 min, 4 °C) a odstranime supernatant

1) Priprava kompetentnich bunék pro chemickou transformaci

Bakteridlni pelet 2x promyjeme v 50 ml ledové vychlazeného 50mM CacClz, pelet
dokonale resuspendujeme pro odstranéni zbytkli média a centrifugujeme
(4000 g, 15 min, 4 °C)

Pelet resuspendujeme v 5 ml sterilniho 50mM CaClz a slou¢ime suspenzi do
jedné 50ml Falcon zkumavky

Centrifugujeme (4 000 g, 10 min, 4 °C) a pelet resuspendujeme v 5-8 ml 50mM
CaClzs 15% glycerolem

Pripravime alikvoty bakteridlni suspenze v 10% glycerolu do 1,5ml
mikrozkumavek, zamrazime v tekutém dusiku a dlouhodobé skladujeme v -80

°C

2) Priprava kompetentnich bunék pro elektroporaci

Bakterialni pelet 2x promyjeme v 50 ml ledové vychlazené ddH:0, pelet
dokonale resuspendujeme pro odstranéni zbytki média a centrifugujeme
(4 000 g, 15 min, 4 °C)

Pelet resuspendujeme v 5 ml sterilniho 10% glycerolu a slou¢ime suspenzi do
jedné 50ml Falcon zkumavky

Centrifugujeme (4 000 g, 10 min, 4 °C) a pelet resuspendujeme v 2-3 ml 10%
glycerolu

Pripravime alikvéty bakteridlni suspenze v 10% glycerolu do 1,5ml
mikrozkumavek, zamrazime v tekutém dusiku a dlouhodobé skladujeme v -80

°C
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4.3.7 Transformace kompetentnich bakterii metodou Heat shock

— TOP10 kompetentni bakterie po vytazeni z -80 °C pomalu rozmrazime
umisténim na led

— K 30-50 pl bakterii pridame 3-5 pl ligacni smési (objem liga¢ni reakce by nemél
prekrocit 10% objemu kompetentnich bakterii), jemné promichame a
inkubujeme 30 minut na ledu

— Smés vloZime do termoblocku o teploté 42 °C na 40 sekund pro aplikaci heat
shock

— Inkubujeme 2 minuty na ledu a pridame bohaté SOC médium bez antibiotik
(doplnéni do objemu 100 pl)
Pozn.: v pripadé kanamycinové rezistence bakterie inkubujeme v trepacce (37 °C,
750-900 rpm) a ve vétsim mnoZstvi média bez antibiotik (500 ul) po dobu 1
hodiny pred vysetim na agarové misky s kanamycinem

— Smeés naneseme na predem vyhraté agarové misky s prisluSnym antibiotikem a
pomoci opdalené sklenéné hokejky bakterie rozetifeme rovnomeérné po ploSe
plotny

— Inkubujeme pti 37 °C do druhého dne (12-16 h)

4.3.8 Transformace kompetentnich bakterii elektroporaci

— Elektrokompetentni buiiky po vytaZeni z -80 °C pomalu rozmrazime umisténim
na led, elektroporacni kyvety vysuSime od ethanolu a vychladime na ledu

— K 30-40 pl bakterii pfiddme maximalné 1/10 objemu liga¢ni smési (3-4 pl) a
smés pirevedeme do elektroporacni kyvety

— Transformaci provadime za pouziti pristroje Gene Pulser (Bio-Rad)
s nastavenim napéti 2,5 kV, odporu 200 () a aplikaci pulzu cca 12 500 V/cm po
dobu 4-5 ms

— Thned po elektroporaci pridame k bakteriim 1 ml LB média s 2% glukézou,
radné promichame, pfreneseme do mikrozkumavek a inkubujeme na trepacce
(37 °C, 750-900 rpm) po dobu 1 hodiny

— Kulturu centrifugujeme (3 000 rpm, 3 min), odstranime vétSinu supernatantu a

pelet resuspendujeme ve zbylych cca 100-150 pl
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4.4

Suspenzi naneseme na predem vyhraté agarové misky s ptisluSnym
antibiotikem a pomoci opdlené sklenéné hokejky bakterie rozetreme
rovnomérné po plose plotny

Inkubujeme pti 37 °C do druhého dne, z narostlych kolonii nasledné miizeme
vyizolovat DNA a restrik¢ni analyzou ovérit pritomnost daného konstruktu,

pripadné miizeme kolonie analyzovat pomoci PCR

Prace s proteiny

4.4.1 Priprava bunécnych lyzata

Piiprava bunécnych lyzati vyzaduje praci na ledu a uzivani ledové vychlazenych

roztoku.

Misky s bunikami preneseme na led a oplachneme vychlazenym 1x PBS
Odsajeme PBS a naneseme rovnomérné na misky lyzacni pufr RIPA (cca 200-
1000 pl, mnozstvi upravime podle konfluence bunék a velikosti misky)
s pridanymi inhibitory proteaz, pripadné inhibitory fosfataz a inkubujeme 10-
15 min

Pomoci Skrabky seSkrabneme bunky ze dna misky, preneseme do
mikrozkumavek a centrifugujeme (13 000 g, 15 min, 4°C)

Supernatant preneseme do novych mikrozkumavek a uchovavame kratkodobé

v -20 °C, pripadné v -80 °C dlouhodobé

4.4.2 Stanoveni koncentrace proteinti a priprava vzorku pro SDS-PAGE

Celkovou koncentraci proteini vlyzatu stanovujeme Folinovou metodou
pouzitim kitu DC Protein Assay

Jako standardy pouZijeme redici fadu BSA o koncentracich 0; 0,1; 0,25; 0,5a 1
mg/ml v lyza¢nim pufru

V mikrozkumavce smichame 1 ml roztoku A s 20 pl roztoku S, ¢imz ziskame
roztok A’

do 96-jamkové desticky napipetujeme 25 pl roztoku A’, pridame 5 pl
proteinového lyzatu v triplikatech, véetné standardiit BSA

Pridame 200 pl roztoku B a nechame inkubovat 15 minut na tmavém misté
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Po uplynuti inkubace zmétime absorbanci vzorkli pomoci spektrofotometru pri
750 nm

Znameérenych hodnot absorbance standardi vytvoiime graf zavislosti
absorbance na koncentraci, vypocitdme koncentraci proteinti vlyzatech a

vzorky naredime pomoci lyza¢niho pufru na poZadovanou koncentraci

4.4.3 SDS-PAGE elektroforéza

Sestavime aparaturu pro pripravu 1,5mm polyakrylamidového gelu a

pripravime 6% a 15% separacni gel (tab. 13)

Tabulka 13: Rozpis pro piipravu separacniho a zaostrovaciho gelu

6% separacni 15% separacni  Zaostiovaci

gel gel gel
ZFA‘}tgf‘Sel 750 ul 1,88 ml 650 pl
4x Tris/SDS 940 pl 940 pl 1,25 ml
ddH:20 1,99 ml 840 ul 3,1 ml
TEMED 3ul 3ul 5ul
10% APS 15 pl 15 pl 25 ul

Do plastové pipety natdhneme nejprve 6% a poté 15% gel, nasledné 2
vzduchové bubliny pro promichani gelu a vytvoreni gradientu a smés pomalu
nanasSime mezi skla za soucasného pohybu po celé délce sklicek v pripravené
aparature, gel prevrstvime vodou nebo izopropanolem pro zamezeni pristupu
vzduchu

Po polymerizaci separacniho gelu (15-30 min) pfipravime zaostiovaci gel podle
rozpisu (tab. 13) a aplikujeme na separacni gel po odsati vody/izopropanolu,
mezi skla vloZime hiebinek pro vymezeni jamek

Po ztuhnuti zaostrovaciho gelu vytdhneme skla zaparatury, vloZime do
elektroforetické aparatury a zalejeme SDS pufrem

Z gelu opatrné vyjmeme hirebinek a jamky oplachneme SDS pufrem

K bunéénym lyzatim pridame 1/5 objemu 6x Laemmli pufru a 1M DTT

v poméru 1:30, povarime po dobu 10 minut pti 100°C
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— Naneseme 20-30 pl vzorki do jamek pomoci Hamilton injekce, pripadné
specialnich plastovych Spicek, do jedné zjamek naneseme marker
molekulovych hmotnosti proteinii (4 pul)

— Pripojime aparaturu ke zdroji napéti a pustime pri proudu 12 mA/gel

— Po dosahnuti hranice separacniho gelu a zaosttreni vzorku zvySime napéti na 24
mA/gel

— Jakmile celo dosahne konce gelu, vypneme zdroj napéti a gel obarvime pomoci
Coomassie Brilliant Blue, pripadné jej pouZijeme pro pienos proteinii na

membranu metodou Western blot

4.4.4 Barveni polyakrylamidového gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue

— 0Oddélime zaostfovaci ¢ast gelu a separacni Cast preneseme do barviciho
roztoku, nechame inkubovat do uplného zabarveni gelu za mirného trepani (1-
3 hod)

— Nasledné gel odbarvujeme v odbarvovacim roztoku po dobu nékolika hodin

(idealné ptes noc), pricemzZ vyménime roztok za novy podle potieby

4.4.5 Western blot

— Pro prenos proteinii na membranu pouzijeme aparaturu Trans-blot Turbo
BioRad

— Z pristroje vyjmeme blotovaci kazetu, kterou navlh¢ime blotovacim pufrem

— Pripravime si nitrocelulézovou membranu o velikosti gelu a predem ji
namocime v blotovacim pufru, stejné tak 2 blotovaci tkaniny
Pozn.: S membrdnou manipulujeme pouze pomoci pinzety, abychom zamezili
kontaminaci. Dbame na to, aby nedoslo k vysuseni membrdany.

— Poskladame blotovaci ,sendvic¢“ v blotovaci kazeté podle nasledujiciho poradi:
tkanina, membrana, gel, tkanina

— Pomoci valecku opatrné odstranime prebytecné mnozstvi pufru a vzduchové
bubliny, vesSkeré mnoZstvi pufru z kazety vylejeme

— Kazetu uzavieme vickem a uzamkneme, vloZime do aparatury a nastavime
proud 1,3 A/gel po dobu 12 minut (plati pro 1,5mm gel)

— Po dokonceni rozloZime aparaturu, membranu vloZime do TBS a podle potieby

ji rozstiihneme
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4.4.6 Imunodetekce proteinii na membrané

— Membranu blokujeme v 4% BSA v TBS po dobu 45-60 minut za neustalého
preklapéni

— Po zablokovani membranu inkubujeme v primarni protilatce redéné v 1% BSA
v TTBS do druhého dne ve 4 °C za neustalého preklapéni

— Nasledujici den promyvame membranu po dobu 3x10 minut v TTBS

— Inkubujeme v sekundarni protilatce fedéné v 1% mléku v TTBS po dobu 1
hodiny v pokojové teploté

— Nasledné promyvame membranu po dobu 3x5 minut v TTBS, pred vyvolanim
kratce promyjeme v TBS

— Membranu vyvolame pomoci substratu (smés luminolu a peroxidu v poméru
1:1) pro kienovou peroxidazu, ktera je konjugovana se sekundarni protilatkou,

hladinu chemiluminiscence snimame pomoci ptistroje Amersham Imager 600

4.4.7 Zelatinova zymografie

— Pripravené bunky trypsinizujeme jako pri pasazovani, bunéfnou suspenzi
preneseme do 15ml Falcon zkumavky a centrifugujeme (1 000 rpm, 180 g, 4
min)

— Odsajeme supernatant, pelet resuspendujeme ve 4 ml kompletniho média a
opét centrifugujeme (1 000 rpm, 180 g, 4 min)

— Odsajeme supernatant, pelet resuspendujeme ve 4 ml kompletniho média a
opét centrifugujeme (1 000 rpm, 180 g, 4 min)

— Odsajeme supernatant a pelet resuspendujeme v 1-2 ml kompletniho média
(podle mnoZstvi bunék)

— Spocitame mnozstvi bunék v1 ml a pripravime si bunécnou suspenzi o
100 000-200 000 bunék v 500 pl kompletniho média, suspenzi preneseme na
24-jamkovou desticku v duplikatech

— Dalsi den bunky 2x oplachneme médiem bez FBS a pridame 300 pl média bez
FBS

— Po 48 a 72 hodinach odebereme 100 pl z kazdé jamky a vzorek zamrazime v -

80 °C, pred pouZitim vzorky rozmrazime na ledu
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Vzorky pro zymografii pripravime z 23 pl odebraného supernatantu a 7 pl 4x
Laemmli pufru

Pripravime roztok Zelatiny o koncentraci 5 mg/ml (konec¢na koncentrace v gelu
2 mg/ml), pro rozpusténi nutno zahrivat ve vodni lazni o teploté 50 °C
Pripravime 10% separacni polyakrylamidovy gel podobné jako pro SDS-PAGE,
ale misto vody pridame Zelatinu jako substrat (tab. 14), zbyly postup je shodny
s pripravou SDS-PAGE

Tabulka 14: Rozpis pro piipravu 2x1mm gelu

10% separac¢ni  Zaostrovaci

gel gel
ZFA‘}tgf‘Sel 3,33 ml 867 ul
Tris/SDS 4x 2,5 ml 1,7 ml
ddH:0 170 ul 4,1 ml
Zelatina 4 ml -
TEMED 6,7 ul 6,7 ul
10% APS 33l 33l

Po polymerizaci naneseme zaostirovaci gel bez Zelatiny (tab. 14)

Do jamek nanasime 30 ul vzorka

Aparaturu preneseme do lednice, ptripojime ke zdroji napéti a poustime pii 10-
15 mA, aby nedoslo k denaturaci proteaz

Po skonceni elektroforézy renaturujeme proteiny inkubaci gelu v renaturacnim
pufru po dobu 2 hodin, po 1 hodiné vyménime pufr za novy

Gel oplachneme destilovanou vodou a inkubujeme pres noc v aktivacnim pufru
pri 37 °C za velmi mirného trepani

Po skonceni inkubace barvime gel pomoci Coomassie Brilliant Blue, odbarvime

a aktivitu proteolytickych enzymi indukujeme jako neobarvena mista v gelu
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4.5 Priprava preparata pro konfokalni mikroskopii

4.5.1 Priprava sklicek pokrytych fibronektinem

— Pripravime si roztok fibronektinu o koncentraci 10 pg/ml ve vodé
— Naneseme kapky (70-100 pl) na vrstvu parafilmu a ptiklopime sklicka
— Sklicka nechame ve sterilnich podminkach uschnout (cca 2 hodiny), vloZime je

do 12-jamkové desticky a aplikujeme bunécnou suspenzi

4.5.2 Priprava sklicek pokrytych fluorescencni Zelatinou

— Smichame 35 pl/sklicko poly-lysinu se stejnym mnoZstvim ddH20

— Zroztoku poly-lysinu vytvorime kapku (70 pl/sklicko) na vrstvé parafilmu,
poloZime na ni sklicko a inkubujeme 20 minut

— Sklicko oplachneme 3x v 1x PBS (ve 12-jamkové desticce), pricemZ dbame na
spravnou orientaci (vrstvou poly-lysinu nahoru)

— Smichame 5 pl/sklicko glutaraldehydu se 75 pl/sklicko 1xPBS

— Zroztoku glutaraldehydu vytvorime kapku (70 ul/sklicko) na vrstvé parafilmu,
poloZime na ni sklicko, pficemz dbame na spravnou orientaci (vrstvou poly-
lysinu dold) a inkubujeme 15 minut

— Skli¢ko oplachneme 3x v 1x PBS (ve 12-jamkové desticce), pricemZ dbame na
spravnou orientaci sklicka

— Pripravime smés Zelatiny nasledujicim postupem:

a) 3 ul/sklicko Zelatiny znacené Cy3 zahrejeme na 60 °C po dobu 5
minut, nasledné smichame s9 pl/sklicko 1x PBS (celkem 12
ul/sklicko)

b) 12 pl/sklicko neznacené Zelatiny smichame s 36 pl/sklicko 1x
PBS (celkem 48 pl/sklicko)

c) smichame 12 pl/sklicko znacené Zelatiny s48 pl/sklicko
neznacené Zelatiny (celkem 60 pl/sklicko)

— Zroztoku Zelatiny vytvorime kapku (60 pl/sklicko) na vrstvé parafilmu,
poloZime na ni sklicko (dbame na spravnou orientaci) a inkubujeme 10 minut
(od této doby sklicka chranime pred nadbytecnym svétlem)

— Sklicko oplachneme 3x v 1x PBS (ve 12-jamkové desticce), pricemZ dbame na

spravnou orientaci
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Sklicka dezinfikujeme 70% ethanolem po dobu 30 minut

Sklicko oplachneme 3x v 1x PBS (ve 12-jamkové desticce)

Zbytky aldehydii odstranime inkubaci sklicek v DMEM médiu po dobu 30 minut
(chranime pred svétlem)

Médium vyménime za nové a na sklicka aplikujeme bunécnou suspenzi v
pozadovaném mnozstvi bunék

Degradaci Zelatinové matrix detekujeme jako fluorescencné neaktivni plochu

4.5.3 Fluorescencné znaceny kolagen

Metoda je prevzata z Doyle, A. D. 2015

K potfebnému mnozstvi zasobniho roztoku kolagenu pridame pro neutralizaci
1/10 objemu 10x rekonstitu¢niho pufru a vodu pro dosaZeni koncentrace 3
mg/ml, pracujeme na ledu pro zamezeni polymerizace kolagenu
Zneutralizovany roztok kolagenu nechame polymerizovat v Amicon kolonkach
v pokojové teploté po dobu 10 minut

Po polymerizaci priddme 50mM boratovy pufr a inkubujeme 10 minut, pufr
odstranime centrifugaci kolonek (14 000 rpm, 10 minut)

Ke kolagenu pridame Alexa Fluor NHS-ester barvici roztok v boratovém pufru a
inkubujeme v pokojové teploté po dobu 1 hodiny (od této doby kolagen
chranime pred nadbytecnym svétlem)

Roztok odstranime z kolonky centrifugaci (14 000 rpm, 10 minut) a zbyvajici
barvici roztok odmyjeme 50mM TRIS pufrem po dobu 10 minut a odstranime
jej z kolonky centrifugaci (14 000 rpm, 10 minut)

Kolonku promyvame PBS pufrem 6-10x po dobu nékolika hodin, mezi
jednotlivymi kroky centrifugujeme pro odstranéni pufru z kolonky (14 000
rpm, 10 minut)

Barveny kolagen depolymerizujeme pridanim 200mM kyseliny chlorovodikové
a opatrné jej pipetou promichame do rozpusténi, takto pripraveny kolagen
miiZe byt skladovan chranén pred svétlem ve 4°C do nasledného pouZiti
Kyselinu chlorovodikovou odstranime centrifugaci (14 000 rpm, 10 minut) a
zaménime ji za ledové vychlazenou 10mM Kkyselinu octovou

Amicon kolonky oto¢ime a centrifugaci (8 000 rpm, 5 minut) premistime roztok
kolagenu do spodni zkumavky
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Kolagen neutralizujeme na ledu pridanim 10x DMEM a 10x rekonstitu¢niho
pufru v poméru 10:1:1, ptipadné opatrnym pridanim 1M hydroxidu sodného
pro dosazeni pH 7,4

Neutralizovany roztok inkubujeme na ledu po dobu 10 minut

Kolagen naneseme v tenké vrstvé na vychlazené a pripadné poly-L-lysinem
pokryté sklicka

Vrstvu nechdme polymerizovat ve 4-15 °C v zavislosti na poZadované podobé
vlaken do druhého dne

Na pripraveny kolagen naneseme bunécnou suspenzi, pripadné jej dale

pouzijeme pro pripravu fibrilarniho kolagenu o vysoké hustoté

4.5.4 Fibrilarni kolagen o vysoké hustoté

Metoda je prevzata z Artym et al., 2015

K potfebnému mnoZstvi zasobniho roztoku kolagenu pridame pro neutralizaci
1/8 objemu 10x DMEM a 10x rekonstitu¢niho pufru, pracujeme na ledu pro
zamezeni polymerizace kolagenu

Pomoci pH papirku zkontrolujeme neutralni pH (7-7,5), vpiipadé pH<7
neutralizujeme opatrnym piidavanim 1M hydroxidu sodného

Inkubujeme 5 minut na ledu a centrifugujeme (9 100 g, 3 min, 4 °C) pro
odstranéni bublin

Na poly-L-lysinem pokryty a predem vychlazeny sklenény povrch naneseme
tenkou vrstvu kolagenu (dbame na to, abychom kolagen aplikovali na stred
jamKy, nikoliv k okrajiim)

Kolagen nechame polymerizovat v 37 °C po dobu 30 minut

Pozn.: Je nezbytné, aby vrstva kolagenu byla plné polymerizovand, v opacném
pripadé dojde ke steCeni kolagenu ke sténam jamek pri centrifugaci. Pokud
k polymerizaci nedojde po uvedené inkubaci, vloZime desticky do 4 °C na alespon
1 hodinu.

Pripraveny kolagen centrifugujeme s pouZitim adaptoru na centrifugaci
desticek (3 500 g, 20 min, 25 °C)

Pozn.: Dbdme na dodrzZeni daného ndsobku tihového zrychleni a pokojové teploty,

v opacném pripadé miiZe opét dojit ke steceni kolagenu.
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— Centrifugovany kolagen zafixujeme 4% paraformaldehydem s 5% sacharé6zou
v 1x PBS po dobu 20 minut

— Opakované promyjeme v 1x PBS a zbytkové aldehydy inhibujeme pomoci
DMEM média po dobu nékolika hodin (idealné pres noc)
Pozn.: Je nezbytné, aby doslo k tiplnému odstranéni paraformaldehydu, ktery je
toxicky pro buriky. Odsdvdni tekutiny provddime z okrajii jamek, aby nedoslo
k poruseni kolagenové vrstvy.

— Na pripraveny kolagen naneseme bunéc¢nou suspenzi o pozadovaném mnozstvi

bunék

4.5.5 Imunocytochemické barveni savéich bunék

— Buiiky pro imunocytochemické barveni nechdme rist na pokrytych sklickach
nebo vrstvé kolagenu minimalné 12-24 hodin

— Bunky vyjmeme z termostatu, 2x oplachneme vychlazenym 1x PBS a fixujeme
v 4% paraformaldehydu v 1x PBS po dobu 10-15 minut

— Po fixaci 3x oplachneme v 1x PBS a aplikujeme 0,3% Triton X-100 v 1x PBS pro
permeabilizaci bunéénych membran po dobu 3-5 minut, nasledné 3x
oplachneme v 1x PBS

— Pro barveni bunék faloidinem konjugovanym s fluorescenénim znacenim,
aplikujeme faloidin fedény v 1x PBS v poméru 1:50-100 a inkubujeme 20-30
minut, nasledné opét oplachneme 3x 10 minut v 1x PBS
Pozn.: V pripadé prepardtii na sklicku protildatky aplikujeme v podobé kapky na
vrstvu parafilmu a sklicka priklopime na vytvorené kapky, aby doslo
k rovnomérnému rozprostreni malého mnoZstvi protildtky po sklicku. Je nezbytné
udrzovat vlhkost, abychom predesli vysuseni sklicek.

— Vpripadé Ibidi nebo MatTek misek ponechame preparat v roztoku 1x PBS, ve 4
°C a chranén pred svétlem

— Vptipadé preparatl na sklickach oplachneme sklicka v destilované vodé pro
odstranéni prebyte¢nych soli, odsajeme vodu pomoci buni¢iny a sklicka
priklopime vrstvou s bunikami na kapku (7 pl) montovaciho roztoku na

podloZnim sklicku, sklicka uchovavame ve 4 °C a chranéna pred svétlem
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4.5.6 Znaceni SNAP-MMP-14 pomoci substratu SNAP-Surface

4.6

SNAP-Surface Alexa Fluor 488 je fluorescentni substrat neprochazejici
bunéfnou membranou, ktery barvi proteiny flzované se znaCenim SNAP
lokalizované na membrané nebo v roztoku

Zasobni roztok o koncentraci 1 mM naredime v médiu s 10% FBS v poméru
1:200 (konecna koncentrace 5 pM)

Substrat v médiu promichdme pipetovanim, abychom redukovali vzniklé
pozadi po barveni

Pripravené médium se substratem priddme kbunkam a inkubujeme
v termostatu 10-30 minut podle potieby

Poté bunky 3x oplachneme cCerstvym médiem a pokracujeme ve fixaci

preparatu, pripadné v mikroskopovani zivych bunék

Analyza a statistické vyhodnoceni

Analyza degradace Zelatinu byla provedenda pomoci programu Image].

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu SigmaPlot s pouzitim metody

jednosmérna ANOVA. Symbol hvézdic¢ek predstavuje hladinu vyznamnosti (p-value)

podle standardniho oznaceni:

*

)%

k*kk

p<0,05
p<0,01

p <0,001
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5. Vysledky

5.1 Priprava konstrukti

5.1.1 MMP-2-mTurquoise2/MMP-9-mTurquoise2

Kédujici sekvence MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2 byly ptripraveny komercni
syntézou linearni DNA (obr. 9 A.). DNA byla amplifikovdna metodou PCR za pouZiti
primert pro amplifikaci a polymerazy Q5. Konce purifikovaného produktu byly
upraveny restrikéni endonukledzou Nhel a inzert byl vloZzen do vektoru pSNAPf
predem Stépeného enzymem Nhel. Po transformaci bakterii byly kolonie pozitivni na
pritomnost daného plazmidu detekovany metodou Colony PCR. Pro reakci byly pouzity
ovérovaci ,forward“ primery pro MMP-2/MMP-9 v kombinaci s ,reverse” primerem
pro SNAP-tag k ovéreni pritomnosti MMP-2/MMP-9 i SNAP-tag sekvence a spravné
orientace inzertu. V pripadé MMP-2 byl u pozitivnich kolonii nasyntetizovan produkt
o velikosti 790 bp (obr. 9 B.), v pripadé MMP-9 produkt o velikosti 1684 bp (obr. 9 C.).
Pozitivni kolonie byly nasledné pouZity pro izolaci plazmidové DNA, ktera byla ovérena
restrikCni analyzou. Velikost pripraveného konstruktu MMP-2-mTurq2 je 8333 bp,
velikost MMP-9-mTurq?2 je 8702 bp.

A. B. M MMP-2
v MMP-2 mTurqg2 N 1000 bp -
Nhel EcoRlI STOP kodon Nhel EcoRI
750 bp -
¥ MMP-9 mTurq2 l c M MMP-9
Nhel EcoRlI STOP kodon Nhel EcoRlI e S

2000 bp -
1500 bp -

Obr. 9: A. Schématické znazornéni sekvence MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2 ptripravené

komer¢ni syntézou linearni DNA. Sipkou jsou znacena restrikéni mista Nhel, ktera byla pouZita
pro upravu koncti DNA a naslednou ligaci do vektoru pSNAPf. Velikost linearni DNA MMP-2-
mTurq2: 2516 bp, MMP-9-mTurq2: 2885 bp. B., C. Vyfez z vysledného agar6zového gelu
detekujici kolonie pozitivni na pfitomnost MMP-2-mTurq2 (B., 790 bp) a MMP-9-mTurq?2 (C.,
1684 bp) pomoci metody Colony PCR.

5.1.2 MMP-2-SNAP/MMP-9-SNAP

Pro pripravu konstrukti MMP-2-SNAP a MMP-9-SNAP byly pouzity jako
vychozi konstrukty MMP-2/MMP-9 se znacenim mTurq2 ve vektoru pSNAPL.
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Odstranéni sekvence mTurq2 se stop kodonem podminuje expresi MMP-2 a MMP-9 se

znacenim SNAP (obr. 10 A.).

B. M MMP2  ctr

6000 bp -
A. l 3000 bp -
MMP-2 ¥ mTurq2 SNAP 2000 bp -

Nhel EcoRI STOP kodon Nhel ECOR| pu—

M MMP-9 ctrl

C.

MMP-9 4 mTurg2 l SNAP -

Nhel EcoRlI STOP kodon Nhel ECOR| 6000 bp -L ol
3000 bp -
2000 bp -

Obr. 10: A. Schématické znazornéni pripravy konstrukt MMP-2 a MMP-9 se znacenim SNAP.

Pro lepsi piehlednost je uvedeny linedrni fragment pouze ¢asti cirkularniho vektoru. Sipkami
je znazornéna sekvence, ktera byla pomoci restrik¢niho mista EcoRI odstranéna z plazmidu.
Zbyla sekvence byla ligovana bez inzertu. B., C. Vytez z vysledného agar6zového gelu detekujici
kolonie pozitivni na pritomnost MMP-2-SNAP (B., 2260 bp) a MMP-9-SNAP (C., 2629 bp)
pomoci metody Colony PCR. Jako kontrola (ctrl) byly pouzity bakterie pozitivni na piritomnost
plazmidu MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2 (3016/3385 bp).

Pripravena plazmidova DNA MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2 byla Stépena
restrikénim enzymem EcoRI, ¢imZ jsme vyStépili fragment mTurq2 se stop kodonem.
Z agar6zového gelu byla izolovana linearni DNA kddujici sekvenci MMP-2/MMP-9 a
vektoru pSNAPf (7577/7946 bp). Tyto fragmenty byly ligovany bez inzertu. Po
transformaci bakterii byly pozitivni kolonie detekovany metodou Colony PCR
s pouzitim ovérovacich primert pro SNAP-tag, kdy byl v pripadé MMP-2-SNAP ziskan
produkt o velikosti 2260 bp (obr. 10 B.), v pripadé MMP-9-SNAP produkt o velikosti
2629 bp (obr. 10 C.). Jako kontrola byly pouZity bakterie pozitivni na pritomnost
konstrukti MMP-2-mTurq2/MMP-9-mTurq2 a s pouZitim shodnych primerd byl
nasyntetizovan produkt o vétsi velikosti (3016/3385 bp). [zolovana DNA z pozitivnich

kolonif byla dale ovérenad restrikéni analyzou na nepfitomnost sekvence mTurq2.

5.1.3 MMP-2-Clover2/MMP-9-Clover2

Z divodu premisténi nasSi laboratore do BIOCEVu, kde neni kdispozici
mikroskop s adekvatnim laserem pro excitaci, bylo nutno zaménit zna¢eni mTurq?2 za
Clover2. Jako vychozi konstrukty byly pouzity MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2, u
kterych byla provedena zaména sekvence kodujici mTurq2 za sekvenci Clover?2.

Pripravena plazmidovda DNA MMP-2-mTurq2 a MMP-9-mTurq2 byla Stépena
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restrikénim enzymem EcoRI pro odStépeni fragmentu kodujici mTurq2, obdobné jako
v pripadé pripravy konstruktii MMP-2-SNAP/MMP-9-SNAP. Vektor Clover2 byl Stépen
enzymem EcoRI a z agar6zového gelu byl izolovan fragment DNA, kodujici znaceni
Clover2, ktery jsme pouzili jako inzert (813 bp). Ligace s nadbytkem inzertu (molarni
pomér 10:1) vedla kzaméné sekvence mTurq2 za sekvenci Clover2 a velikost
vysledného produktu byla v pripadé MMP-2-Clover2 8394 bp a v pripadé MMP-9-
Clover2 8763 bp. Po transformaci bakterii byla DNA z narostlych kolonii analyzovana
restrikcnim Stépenim pro detekci kolonii pozitivnich na pritomnost inzertu Clover2

(obr. 11).

& &
& ¢
F

Q'.\' 9
@@

4'/,%

M
Obr. 11: Kontrolni restrik¢ni stépeni DNA z kolonii pozitivnich na

3000 bp -
2000 bp -
1500 bp -

pritomnost inzertu Clover2. Pro Stépeni byla pouZita kombinace
restrik¢nich endonukleaz Sacll a Smal. V pripadé MMP-2-Clover2
mély vysledné fragmenty velikost 6153 bp, 800 bp, 793 bp, 648 bp.
V pripadé MMP-9-Clover2 4727 bp, 1795 bp, 800 bp, 793 bp a 648

1000 bp -

750 bp -

bp.

500 bp -

5.1.4 MMP-14-SNAP

Pro ptipravu konstruktu MMP-14 se znacenim SNAP na C Kkonci, tzn.
vintraceluldrnim prostoru, byl jako vychozi pouzit konstrukt MMP-14-EGFP.
Plazmidova DNA MMP-14-EGFP byla Stépend endonukledzami Nhel a Agel a
z agarézového gelu byl izolovan fragment kédujici MMP-14 (1827 bp). Izolovand DNA
byla vloZena do vektoru pSNAPf linearizovaného pomoci restrikénich enzymi Nhel a
Agel. Po transformaci bakterii byly pozitivni kolonie detekovany pomoci Colony PCR
s pouzitim ovérovacich primert pro SNAP-tag, kdy byl ziskan produkt o velikosti 2176
bp. Jako kontrola byl pouzit prazdny vektor s vyslednym produktem 532 bp (obr. 12).

[zolovana DNA z pozitivnich kolonii byla nasledné ovérena restrikéni analyzou.
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M MMP-14-SNAP ctrl Obr. 12: Vyrez z vysledného agarézového gelu

3000 bp - & s 7 . i ’ V.7
detekujici kolonie pozitivni na pritomnost

plazmidu MMP-14-SNAP (2176 bp) pomoci

1000 bp -

metody Colony PCR. Jako negativni kontrola
500 bp- (ctrl) byl pouzit prazdny vektor pSNAPf, u
néhoz byl ziskan produkt o velikosti 532 bp.

5.1.5 SNAP-MMP-14

Konstrukt se znacenim SNAP na N konci, tzn. v extracelularnim prostoru, byl
vytvoren pro znaceni membranové vazané MMP-14 a studium internalizace pomoci
substratu SNAP neprochazejictho bunécnou membranou. Pii maturaci MMP-14
dochazi k odstépovani signalni sekvence a propeptidu na N konci, z tohoto diivodu byla
sekvence pro SNAP vkladana downstream od odStépované sekvence, aby nedoslo ke
ztraté znaceni pri proteolytickém Stépeni proteinu. Konstrukt je exprimovan se
znacenim SNAP vloZenym mezi signalni peptid s propeptidem a maturovanou formu
MMP-14 a po proteolytickém Stépeni pri maturaci proteinu dojde k tvorbé proteazy
MMP-14 lokalizované na membrané se znacenim SNAP na N konci v extracelularnim

prostoru (obr. 13 A)).

6000 bp -

3000 bp -
2500 bp -

SP SNAP Maturovanid MMP-14 2000bp -

Hindlll  p— Agel Nhel Milul

1500 bp -

1000 bp -

Obr. 13: A. Schématické zndzornéni poradi vloZzenych inzertdi do vektoru se
zavedenymi restrikcnimi misty. Pro prehlednost je znazornén pouze vkladany linearni
fragment bez zbytku vektoru. OdStépeni signalniho peptidu a propeptidu pti maturaci proteinu
podminuje expresi maturované formy MMP-14 se znaCenim SNAP na N konci, tedy
v extracelularnim prostoru. SP = signalni peptid, PP = propeptid. B. Vysledny agarézovy gel po
restrikéni analyze pripraveného konstruktu. Plazmid byl Stépen restrik¢nimi endonukleazami

BamHI a Pstl a velikost vzniklych fragmenti byla 4903 bp, 1730 bp a 1060 bp.
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Pro pripravu konstruktu bylo nezbytné amplifikovat 3 nasledujici fragmenty:
sekvenci kodujici signalni peptid a propeptid, sekvenci kodujici SNAP a sekvenci
kédujici maturovanou formu MMP-14 a zavést do amplifikovanych tseki Stépici mista.
Toho bylo dosaZzeno metodou PCR spouzitim amplifikacnich primert
s nekomplementarnimi presahy kédujici mista rozeznavané restrik¢nimi enzymy.
Templatem pro PCR reakci byl pro useky MMP-14 linearizovany a purifikovany
konstrukt MMP-14-SNAP, pro sekvenci SNAP linearizovany a purifikovany vektor
pSNAPf. Nejprve byla provedena testovaci reakce s niZsi teplotou pro nasedani
nekomplementarnich primerd v prvnim cyklu reakce. Po ovéfeni syntézy produkti
pomoci agar6zové elektroforézy byla provedena preparativni reakce, kdy byl pouZit
jako templat produkt testovaci reakce. Vyslednym produktem PCR reakce byl fragment
kodujici signalni peptid a propeptid o velikosti 372 bp, sekvence maturované formy o
velikosti 1443 bp a sekvence kodujici SNAP o velikosti 587 bp. VSechny uvedené
produkty mély zavedena restrik¢ni mista pro naslednou inzerci. Konce purifikovanych
produktii PCR byly upraveny restrikénimi endonukledzami a postupné vloZeny do

predem Stépeného a purifikovaného vektoru Clover2.

V prvnim kroku byla vkladana sekvence kédujici signalni peptid s propeptidem,
dale byla vkladana sekvence maturované formy MMP-14 a nakonec byla sekvence
Clover2 zaménéna za sekvenci pro SNAP. Varianta konstruktu pred zaménou Clover2
za SNAP byla pouzita jako kontrola exprese proteinu pomoci fluorescencni
mikroskopie. Po prvni ligaci signalniho peptidu a propeptidu byla z transformovanych
bakterii izolovana plazmidova DNA, kterd byla ovérena restrik¢nim Stépenim na
pritomnost daného inzertu. DNA z pozitivnich kolonii byla pouzitd pro vkladani
nasledujiciho inzertu. Po ovéreni pritomnosti inzertu maturované formy MMP-14 byla
provedena zaména Clover2 za SNAP a pritomnost SNAP byla ovérena restrikéni

analyzou (obr. 13 B.). Velikost vysledného konstruktu je 7701 bp.

Pozn.: Amplifikacni primery s nekomplementdrnimi presahy pro zavedeni restrikcnich

mist byly navrzeny za asistence Mgr. Vladimira Cermdka, Ph.D.

5.2 Fluorescenc¢ni mikroskopie proteaz ve 2D

Exprese proteaz MMP-2, MMP-9 a MMP-14 fazovanych s fluorescencnim
znacenim Clover2, pripadné GFP byla ovérena pomoci fluorescencni mikroskopie.

Bunky linie HT1080 byly transfekovany pripravenou DNA. Nasledujici den byla
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bunécna suspenze prenesena na sklicka pokryta Zelatinou, pripadné fibronektinem. O
den pozdéji po prisednuti bunék kpodkladu, byly preparaty fixovany
paraformaldehydem a aktinovy cytoskelet byl znacen faloidinem konjugovanym

s Alexa Fluor 350/405/594 (obr. 14).
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A. MMP-14-GFP Faloidin 350 Prekryv signali

B.
MMP-2-Clover2 Faloidin 405 PFekryv signald
MMP-9-Clover2 Faloidin 405 Prekryv signall
C. Clover2-MMP-14 Faloidin 594 Prekryv signalii

Obr. 14: A. Burniky linie HT1080 transientné transfekované MMP-14-GFP (zelené) a fixované
na sklickach pokrytych Zelatinou. Aktinovy cytoskelet je znacen faloidinem konjugovanym
s Alexa Fluor 350 (modte). B. Buniky linie HT1080 transientné transfekované MMP-2-Clover2,
MMP-9-Clover2 (zelené) a fixované na sklickach pokrytych fibronektinem. Aktinovy cytoskelet
je znaCen faloidinem konjugovanym s Alexa Fluor 405 (modfe). C. Buiiky linie HT1080
transientné transfekované Clover2-MMP-14 s fluorescen¢nim znacenim na N konci proteinu
(zelen€). Bunky jsou fixovany na sklickach pokrytych fibronektinem a aktinovy cytoskelet je

znacen faloidinem konjugovanym s Alexa Fluor 594 (Cervené).
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5.3 Imunodetekce proteaz transfekovanych v sav¢ich bunikach

Exprese transientné transfekovanych proteaz fuzovanych se znacenim
SNAP/GFP v savc¢ich bunécnych liniich byla detekovana pomoci metody Western blot
s pouzitim protilatky proti SNAP/GFP. Bunky linie HT1080, 3T3 a MDA-MB-231 byly
transfekovany pripravenou DNA. Po 24 hodinach bylo vyménéno médium za Cerstvé.
Nasledujici den byly pripraveny bunécné lyzaty, u kterych byla zmérena celkova
koncentrace proteinii a vzorky byly naredény na stejnou celkovou koncentraci

proteinii v zavislosti na nejniZzsi hodnoté. Jako kontrola byl pouZit lyzat

z netransfekovanych bunék.

Po prenosu proteinii na nitrocelulézovou membranu byla exprese proteaz
fazovanych se znacenim SNAP detekovana protilatkou proti SNAP (obr. 15 A, B.). Pro
kontrolu spravného srovnani celkové koncentrace proteini na stejnou hodnotu a
spravné nanasky vzorki byla u vSech imunoblotd pouzita protilatka proti aktinu. Jako
kontrola funk¢nosti protilatky proti SNAP byl pouZit lyzat z bunék exprimujicich pouze
samotny vektor pSNAPf bez inzertu (obr. 15 C.). Exprese MMP-14 s fluorescen¢nim
proteinem GFP byla ovérena pomoci protilatky proti zna¢eni GFP u bunék linie MDA-

MB-231 (obr. 15 D.).
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Obr. 15: A. Detekce exprese protedaz fuzovanych se znaCenim SNAP u transientné
transfekovanych bunék linie HT1080 pomoci metody Western blot s pouzitim protilatky proti
SNAP. Ctrl = kontrolni netransfekovana bunécna linie. Jako kontrola nanasky byla u vSech
imunoblotli pouzita protilatka proti aktinu. B. Exprese MMP-14-SNAP u transfekovanych
bunék linie 3T3 detekovana protilatkou proti SNAP. C. Kontrola funkcnosti protilatky proti
SNAP u bunék linie HT1080 transientné transfekovanych vektorem pSNAPf bez inzertu. D.
Kontrola exprese MMP-14 se znacenim GFP protilatkou proti GFP u bunék linie MDA-MB-231.

Z uvedenych imunobloti vyplyva, Ze exprese MMP-2-SNAP u transientné
transfekovanych bunék linie HT1080 probiha a je viditelné silnéjsi, neZ exprese MMP-
9-SNAP (obr. 15 A.). Pritomnost MMP-14-SNAP se podarilo detekovat pouze u
fibroblasti 3T3 (obr. 15 B.), zatimco exprese konstruktu SNAP-MMP-14 je v buiikiach
linie HT1080 velmi vyrazna (obr. 15 A.). Samotny vektor pSNAPf bez inzertu
transfekovan do bunék linie HT1080 je exprimovan velmi silné a tento imunoblot
potvrzuje specificnost protilatky proti SNAP (obr. 15 C.). Expresi MMP-14-GFP

v transientné transfekovanych bunkach linie HT1080 byla ovéfena pomoci
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fluorescencni mikroskopie, nicméné uvedeny imunoblot prokazuje expresi MMP-14

fazovanou se znacenim GFP také u bunék linie MDA-MB-231 (obr. 15 D.).

Pro studium proteaz fazovanych jak s fluorescen¢nim znacenim, tak znacenim
SNAP jsme se pokusili vyselektovat buniky linie HT1080 a MDA-MB-231 pozitivni na
pritomnost danych konstruktli pomoci rezistence na antibiotikum G418. Po ovéreni
exprese proteinli pomoci metody Western blot se pritomnost protedz neprojevila i
pres pretrvavajici rezistenci bunék na antibiotikum. Kromé toho se na nitrocelul6zové
membrané objevily nespecifické signaly, a proto jsme se rozhodli pro nasledujici

experimenty vyuZzivat transientni transfekci.

5.4 Zelatinova zymografie

Pro studium aktivity proteaz se znacenim SNAP byla pouZita metoda Zelatinové
zymografie. Buniky linie HT1080 byly transientné transfekovany pripravenou DNA a
nasledujici den vysety na 24-jamkovou desticku v poc¢tu 200 000 bunék pro kazdy
konstrukt. Poté byly buiiky kultivovany v médiu bez pridaného séra a byl odebran
vzorek média po 48, 72 a 96 hodinach. Po aktivaci proteaz v Zelatinovém gelu dochazi
k degradaci Zelatiny, ktera je substratem proteolytickych enzymi. Aktivitu proteaz
detekujeme jako neobarvena mista v polyakrylamidovém gelu z divodu chybéjici
Zelatiny. Vysledné Zelatinové gely jsou foceny vnegativu pro lepsi viditelnost

degradovanych mist.
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Obr. 16: Zelatinovy gel po pilisobeni protedz pritomnych v médiu u transientné
transfekovanych bunék linie HT1080. Bunky byly transfekovany protedzami fizovanymi se
znacenim SNAP. Médium bylo odebirano po 48 a 72 hodinach. Jako kontrola (ctrl) byly pouzity
netransfekované bunky linie HT1080.

Degradované oblasti vyskytujici se u vSech vzorkt vcetné kontrolnich poukazuji
na aktivitu endogennich proteaz. U bunék transfekovanych MMP-9-SNAP je vysoka
degradacni aktivita, kterd velikostné odpovida proenzymu, Stépené formé MMP-9-
SNAP a homodiméru MMP-9. Bunky exprimujici MMP-14-SNAP a SNAP-MMP-14
vykazuji zvySenou proteolytickou aktivitu proforem MMP-2. Aktivitu MMP-2-SNAP
v médiu se nepodarilo detekovat. Z tohoto diivodu byly pro dals$i experiment pouzity
buriky soucasné transfekovany MMP-2 a MMP-14 pro moZnou aktivaci exprese MMP-

2 (obr. 17).
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Obr. 17: Zelatinova zymografie protedz pfitomnych v médiu u transientné transfekovanych
bunék linie HT1080. Buiiky byly transfekovany protedzami flizovanymi se znacenim SNAP.
Médium bylo odebirano po 72 a 96 hodinach. Jako kontrola (ctrl) byly pouzity netransfekované
buriky linie HT1080.

U bunék transientné transfekovanych MMP-2-SNAP se ani po zopakovani
experimentu nepodaftilo detekovat degradacni aktivitu, zatimco degradac¢ni aktivita
MMP-9-SNAP je velmi vyraznd jako u predchoziho vysledku. U vzorku MMP-14-SNAP
byl ziskan odlisny vysledek s ohledem na predchozi zymografii. V tomto piipadé doslo
k silnéjsi aktivaci nestépenych proforem MMP-2 a tento vysledek je shodny s negativni
kontrolou. U konstruktu SNAP-MMP-14 s extracelularnim znacenim doslo k aktivaci
Stépenych proforem MMP-2. Pri kotransfekci MMP-2-SNAP s MMP-14-SNAP/SNAP-
MMP-14 také doslo k aktivaci Stépené formy MMP-2, silnéji u varianty s MMP-14-
SNAP.

Pro dalsi experiment byly pouzity buiiky linie HT1080 transientné
transfekované protedzami fizovanymi s fluorescen¢nim znacenim Clover2 a GFP, aby

doslo k vylouc¢eni moZného vlivu znaceni SNAP na spravnou funkci proteaz (obr. 18).
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Obr. 18: Zelatinova zymografie protedz pfitomnych v médiu u transientné transfekovanych
bunék linie HT1080. Bunky byly transfekovany proteazami flizovanymi se znacCenim
Clover2/GFP. Médium bylo odebirdno po 72 hodinach. Jako kontrola (ctrl) byly pouzity
netransfekované bunky linie HT1080.

Zelatinova zymografie suzitim média bunék transientné transfekovanych
protedzami fizovanymi s fluorescentnim znacenim byla provedend zdlvodu
vylouceni moZného vlivu znaceni SNAP na spravnou funkci proteaz. V pripadé MMP-2-
Clover2 nebyla prokazana Zadna degradacni aktivita. V pripadé MMP-9-Clover2 byl
ziskan stejny vysledek jako u MMP-9-SNAP, oba konstrukty jsou tedy funk¢ni a dochazi
ke spravné sekreci MMP-9-SNAP/MMP-9-Clover2 do média. V pripadé MMP-14
fazované se znacenim GFP dochazi ke stejnému efektu jako u MMP-14-SNAP na obr. 16
a aktivované jsou Stépené proformy MMP-2. U Clover2-MMP-14 se znacenim Clover2
na extracelularnim konci byl ziskan obdobny vysledek jako v pitipadé SNAP-MMP-14.
Vétsi aktivita vlivem endogenni protedz u negativni kontroly je pravdépodobné
zpusobend vySsim poctem bunék, jelikoZ transfek¢ni agens miiZe sniZit viabilitu bunék.
Piipadné transfekce miiZze sniZit expresi endogennich protedz, a proto v pripadé

netransfekovanych kontrolnich bunék je proteolyticka aktivita vyssi.

5.5 Insitu degradace Zelatiny

Pro srovnani proteolytické aktivity u bunék transfekovanych pripravenymi
konstrukty vzhledem k buinikdm s endogenni proteolytickou aktivitou byla pouZita
metoda in situ degradace Zelatiny. Buniky linie HT1080 byly transfekovany konstrukty
proteaz fuzovanych s fluorescennim znac¢enim GFP/Clover2 a nasledujici den bylo

médium vyménéno za Cerstvé bez pritomnosti transfekcniho agens. O den pozdéji byly
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bunky vysety na sklicka pokryta fluorescenc¢ni Zelatinou paralelné s pritomnosti
inhibitoru proteaz GM6001 a bez tohoto inhibitoru. Inhibitor byl pouzit pro zamezeni
degradace Zelatiny béhem prisedani bunék k podkladu a ke spusténi degradace az po
prisednuti na sklicka. Po rovnomérném rozprostieni bunék (cca 4 hodiny) bylo
vyménéno médium za Cerstvé u bunék s pritomnosti GM6001 a buriky byly nadale
kultivovany po dobu 15 hodin. Nasledné byly fixovany 4% paraformaldehydem a

aktinovy cytoskelet byl znacen pomoci faloidinu konjugovanym s Alexa Fluor 405.

Pro porovnani degradace u bunék transfekovanych pripravenymi konstrukty
s kontrolnimi bunkami linie HT1080 byly porizeny snimky z fluorescenc¢niho
mikroskopu, které byly vyvhodnocovany pomoci programu Image]. Analyza spocivala
vnahodném vybéru transfekované, pripadné kontrolni bunky bez viditelnosti
degradované plochy, aby nedoslo k ovlivnéni vybéru. Tvar bunky byl ru¢né obtahnut
pomoci znaceného aktinu a byla vypoctena plocha bunky v um? podle nastaveného
méritka kalibrovaného mikroskopu. Nasledné byl obrys buiiky zkopirovan do
cerveného kanadlu, ve kterém byly porizeny snimky fluorescencni Zelatiny a pomoci
funkce Threshold a nasledné analyzy byla vypoctena plocha bez fluorescencniho
signalu pod vyznacenou buiikou v um?2. Rozmezi funkce Threshold bylo nastaveno
automaticky, pripadné poupraveno, aby do vysledné analyzy nebylo zapocteno
ptripadné poskozeni Zelatinu vzniklé manipulaci se sklicky. Pro kazdy konstrukt a
kontrolu bylo vyhodnoceno 30 bunék. Pro analyzu byly vybirany pouze bunky znatelné
exprimujici dané konstrukty, naopak jako kontrolni ty, u kterych $lo s jistotou fict, Ze

nebyly transfekované.

Nasledné byl vypocCten pomér degradované oblasti pod bunikou a bunécné
plochy v procentech pro piipravené konstrukty proteaz fizovanych s fluorescen¢nim
znacenim, vcéetné kontroly a v pritomnosti i neptritomnosti inhibitoru proteaz GM6001.
Vysledné porovnani degradace u transfekovanych bunék ke kontrolnim
netransfekovanym burikam bylo statisticky vyhodnoceno pomoci programu SigmaPlot
s pouzitim metody jednosmérnad ANOVA a metody Holm-Sidak. Vystup z programu je
prezentovan v podobé grafu se zaznamenanou hladinou vyznamnosti (p-value) (obr.
19). Také jsou uvedeny reprezentativni snimky z fluorescen¢niho mikroskopu (obr.

20).
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Obr. 19: Vysledny graf statistické analyzy degradace pomoci programu SigmaPlot. Buiiky linie
HT1080 byly transfekovany danymi konstrukty a degradace byla porovnavana s kontrolnimi
netransfekovanymi bunikami (Ctrl). Graf A. znazoriuje vysledné pomeéry v nepritomnosti
inhibitoru protedz GM6001, graf B. v pritomnosti inhibitoru protedz pti prisedadni bunék
k podkladu. Chybové tsecky znaci standardni chybu. Symbol hvézdi¢ky oznacuje hladinu
vyznamnosti vzhledem k negativni kontrole (Ctrl). V ptipadé MMP-2-Clover2 chybi hladina
vyznamnosti z divodu nesignifikantniho rozdilu vzhledem ke kontrole (p = 0,138/0,885).
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Obr. 20: Reprezentativni snimky z fluorescen¢niho mikroskopu, které byly pouZzity pro
naslednou analyzu degradace u bunék transfekovanych znacenymi protedzami v porovnani

s kontrolnimi buiikami linie HT1080. Pro viditelnost tvaru bunky byl znacen aktinovy
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cytoskelet pomoci faloidinu 405. Degradované plochy lze detekovat jako plochy v Zelatiné
znacené Cy3 bez fluorescenc¢niho signalu. Nespecifické degradace, vzniklé pti manipulaci se
sklicky, nikoliv vlivem proteaz, byly upraveny pomoci hladiny funkce Threshold, aby nebyly
zapocitavany do bunécné degradace. U bunék na obrazku A. nebyl pouzit inhibitor. K buiitkdm
na obrazku B. byl piidan inhibitor protedz GM6001, ktery byl odmyt po piisednuti bunék
k podkladu.

5.6 Optimalizace pripravy 3D matrice

Pro nase ucely byl vyuZivan jako 3D matrice fluorescencni kolagen, piipadné
fibrilarni kolagen o vysoké hustoté s fluorescen¢nim znac¢enim nebo bez znaceni.
Piiprava matrice vychazi z protokoli uvedenych v Doyle, A. D. 2015 a Artym et al,,
2015. Nicméné bylo potreba optimalizovat pripravu vzhledem k moZnostem nasi
laboratore. Jednalo se predevSim o zvoleni nejvhodnéjsi koncentrace fluorescencni
barvy, odstranéni nadbytecné barvy z kolagenovych vlaken, polymerizaci kolagenu do
fibrilarnich vlaken, vhodna volba typu kolagenu a vytvoreni viabilniho prostredi pro

naslednou kultivaci bunék.

Piiprava fluorescen¢niho kolagenu byla optimalizovdna pro vizualizaci
interakce invazivnich struktur nadorovych bunék s extracelularnim prostiedim a
pripadné degradace kolagenovych vlaken. Ptiprava fluorescenc¢niho kolagenu zahrnuje
polymerizaci kolagenu, fluorescen¢ni znaceni kolagenovych vldken a odstranéni
nenavazané barvy, nasledné depolymerizaci vlaken vkyselém prostfedi a po
neutralizaci opétovna polymerizace ve vhodné teploté podle poZadovanych vlastnosti

vlaken.
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Kolagen 633
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Obr. 21: A. Vysledna struktura fluorescen¢niho ,rat tail“ kolagenu znaceného Alexa Fluor 633,
ktery byl opétovné polymerizovan ve 4, 15 a 37 °C. B. Buiiky linie MDA-MB-231 transientné
transfekované MMP-14-GFP vyseté na kolagen polymerizovany v odliSnych teplotach podle

poZadovanych vlastnosti kolagenu.

Z obr. 21 je zrejmé, Ze nejvétsi vliv na vlastnosti kolagenovych vlaken ma
teplota, ve které dochazi k opétovné polymerizaci. Zatimco v nizZsi teploté se vytvari
viditelna kolagenova vlakna o vysoké hustoté, se stoupajici teplotou pocet vlaken klesa.
Teplota 37 °C indukuje tvorbu drobnych vlaken, kterd nejsou rozeznatelna a je zjevna

degradace zplisobena burikami linie MDA-MB-231 transientné transfekovanych MMP-
14-GFP.

Piiprava vlaknitého kolagenu o vysoké hustoté zahrnuje centrifugaci
polymerizované vrstvy kolagenu, pomoci které je dosaZeno komprese a ziskame tak
kolagen o nékolikanasobné vyssi hustoté. Pro tento postup lze vyuzit i fluorescencné
znaceny kolagen, ale nejprve bylo potieba optimalizovat pripravuy, jelikoZ pripraveny

znaceny kolagen ma nizsi hustotu a pri centrifugaci dochazelo k steceni kolagenu ke
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sténam jamek. Z toho diivodu je nutné Ibidi, pripadné MatTek misky predem pokryt

poly-L-lysinem, vytvorit tenkou vrstvu kolagenu a upravit podminky pro centrifugaci.

Z=0pm Z=-3pum Z=-6ppm Z=-9pum

Faloidin 488

Reflexe

Prekryv signald

Obr. 22: Obrazek predstavuje postupné konfokalni rezy buiikou linie MDA-MB-231 se
znacenym aktinovym cytoskeletem pomoci faloidinu konjugovanym s Alexa Fluor 488, ktera je
fixovand na vlaknitém kolagenu o vysoké hustoté pripraveného centrifugaci. Struktura
kolagenu je zobrazena pomoci reflexe. Je zietelné, Ze fibrilarni kolagen vytvari 3D matrici a

bunécné vybézky prochazi do kolagenové matrix.
5.7 Lokalizace a dynamika proteaz ve 3D prostredi

5.7.1 MMP-9

Pro sledovani lokalizace MMP-9 u Zivych bunék na fluorescenénim vlaknitém
kolagenu o vysoké hustoté byly transfekovany buriky linie HT1080 MMP-9-Clover2 a
aktinem konjugovanym s CFP. Snimky byly porizeny pomoci ptistroje Nikon Ti-E
s moznosti environmentalni kontroly pro udrZeni teploty 37 °C, 5% CO2z a 100%

vlhkosti.
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Obr. 23: Dynamika vackt s MMP-9 u bunék linie HT1080 transientné transfekované soucasné
MMP-9-Clover2 (zelené) a aktinem znaCenym CFP (modie). 3D matrici predstavuje
fluorescencni vysoce zahustény kolagen (Cerven€). Vyfezy na pravé strané zobrazuji detail
oblasti vyznaCené obdélnikem na obrazku celé bunky v odlisnych intervalech. Pro lepsi
viditelnost neni u téchto detailli zobrazen fluorescenc¢ni kolagen. Tenkymi bilymi a cervenymi
Sipkami jsou oznaceny vacky, u kterych byla pozorovana dynamika v daném c¢asové useku. PIna
bila Sipka poukazuje na vacek, ktery byl pravdépodobné uvolnén do extracelularniho
prostiedi.

Z obr. 23 je viditelné, Ze dochazi k transportu vacka s MMP-9 do fibrilarnich
aktinovych vybézkl, kde se vacky hromadi a pravdépodobné uvoliuji do

extracelularniho prostredi.

Pro dalsi studium dynamiky a lokalizace MMP-9 ve 3D prostiedi byly buiky
linie MDA-MB-231 soucasné transfekované MMP-9-mTurq2 a aktinem znacenym

mCherry. Matrici predstavuje vlaknity kolagen o vysoké hustoté bez fluorescenéniho
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znaceni. Obrazky byly porizeny vdanych intervalech pomoci konfokalniho
mikroskopu Leica SP8 se zajisSténim environmentalni kontroly pro udrzZeni viabilniho

prostredi.

Pozn.: VSechny snimky v této diplomové prdci, které byly ziskdny pomoci konfokdIniho
mikroskopu Leica SP8, byly porizeny za asistence mého Skolitele RNDr. Ondreje Toldeho,

Ph.D. S mikroskopem Nikon Ti-E jsem pracovala samostatné.

MMP-9-mTurq2
Aktin-mCherry

1:42 min

Obr. 24: Dynamika vackd u bunék linie MDA-MB-231 exprimujici sou¢asné MMP-9-mTurq2
(zelené) a aktin fuzovany s mCherry (Cervené). 3D matrici predstavuje vlaknity kolagen o
vysoké hustoté. Detailné jsou zobrazeny oblasti vyznacené obdélniky na obrazcich celych
bunék. Méritko u téchto detailti je 2 pum. Bilé tenké Sipky poukazuji na vacky v blizkosti
rozvétveného aktinu. Akumulace struktur bohatych na aktin je oznacena bilymi plnymi
Sipkami.

Z obr. 24 v danych casovych intervalech mliZeme vypozorovat velmi dynamicky
pohyb vacki s MMP-9. Detailni vyfezy poukazuji na akumulaci vackli v oblasti
zvySeného vyskytu invadopodii, které detekujeme nahromadénim aktinu. Dale dochazi
k smérovani vackl k okrajiim buiiky, kde dochazi k rozvétvovani aktinu a k uvolniovani

MMP-9 do extracelularniho prostredi.
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5.7.2 MMP-14

Dynamika a lokalizace vacki s MMP-14 byla studovana u bunék linie MDA-MB-
231 soucasné transfekovanych MMP-14-GFP a aktinem fuzovanym se znacenim
mCherry. 3D matrix predstavuje fibrilarni kolagen o vysoké hustoté, jehoZ struktura je
zobrazena pomoci reflexe. Snimky byly potizeny pomoci mikroskopu Leica SP8 se
zajisténou environmentalni kontrolou v uvedenych ¢asovych intervalech.
MMP-14-GFP

Aktin-mCherry
Reflexe

15s 2:15 min 5 min

15:15 min

21:15 min 24 min 29:15 min

Obr. 25: Burnka linie MDA-MB-231 soucasné transfekovana MMP-14-GFP (zelené) a aktinem
se znaCenim mCherry (Cervené). 3D matrici predstavuje fibrilarni kolagen o vysoké hustoté,
jehoZ struktura je zobrazena pomoci reflexe.

Na uvedenych snimcich u obr. 25 miizeme pozorovat zvySenou akumulaci MMP-
14 ve stredni Casti bunky. VmensSi mire se vacky nachazi po celé bunce
v endozomalnich kompartmentech. Vacky s MMP-14 jsou smérovany k vedoucimu
okraji bunky.

Nasledujici snimky piedstavuji buriky linie HT1080 transientné transfekované

MMP-14-GFP a vyseté na fluorescenéné znaCeny kolagen o vysoké hustoté,
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polymerizovany v nizsich teplotach pro vznik viditelnych vlaken. Snimky byly porizeny
pomoci mikroskopu Leica SP8 a preparaty byly pred mikroskopii fixovany pomoci

paraformaldehydu.

A. Kolagen 633
MMP-14-GFP

MMP-14-GFP Faloidin 405 Kolagen 633/MMP-14-GFP

Prekryv signal

Obr. 26: A. Projekce bunky linie HT1080 exprimujici MMP-14-GFP (zelené) na fluorescen¢né
znaceném kolagenu (Cervené). Bilé Sipky poukazuji na lokalizaci MMP-14 na styku
s kolagenovymi vlakny. B. Buinlka linie HT1080 transientné transfekovand MMP-14-GFP
(zelen€) interagujici s vlakny fibrilarniho kolagenu o vysoké hustoté (¢ervené). Po fixaci byl
aktinovy cytoskelet znacen faloidinem konjugovanym s Alexa Fluor 405 (modre). Bilé Sipky
poukazuji na nahromadéni MMP-14 pfti styku buiiky s kolagenovymi vlakny.

Obr. 26 zobrazuje interakci MMP-14 s fluorescen¢né zna¢enymi kolagenovymi

vldkny. MulZeme pozorovat zvySeny vyskyt MMP-14 v adhezich interagujicich
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s kolagenovymi vlakny jako prekryv signali MMP-14-GFP a fluorescen¢né znaceného

kolagenu (oznaceno Sipkami).

Nasledujici snimky na obr. 27 poukazuji na interakci Zivych bunék linie HT1080
s kolagenovymi vlakny v riznych ¢asovych intervalech a smérovani pohybu vacki
vzhledem k okolnimu prostiedi. Snimky byly pofizeny pomoci mikroskopu Nikon Ti-E

s moznosti environmentalni kontroly pro udrzenti viability bunék.

Kolagen 633
MMP-14-GFP

10s 30s 40s 50s

1:40 min 1:50 min

Obr. 27: Interakce bunky linie HT1080 transfekované MMP-14-GFP (zelené) s fluorescen¢né
znaCenymi fibrildrnimi kolagenovymi vlakny (Cerven€). V pravé casti je detailné€ zobrazena
oblast vyznacena obdélnikem na obrazku celé buriky v ¢asovych intervalech. Bilé tenké Sipky
poukazuji na vacek, ktery byl pravdépodobné internalizovan. Plna Sipka poukazuje na
akumulaci MMP-14 podél kolagenového vldkna.

Z uvedenych snimki v ¢asovych intervalech na obr. 27 vyplyva dynamicky
pohyb vacki a jejich smérovani ke kolagenovym vlaknim, nikoliv do volného 2D
prostoru bez vlaken. Interakce MMP-14 s kolagenovymi vlakny je detekovana jako
prekryv signaléi (Zluté). Sipka poukazuje na vacek, ktery byl pravdépodobné
internalizovan do burky a poté dochazi k transportu vacku mimo sledovanou rovinu,
pripadné k jeho degradaci.

Na obr. 28 mliZeme pozorovat buiiky linie MDA-MB-231, které byly fixovany na
fluorescen¢né znaceném fibrilarnim kolagenu o vysoké hustoté polymerizovaném ve
vyssi teploté pro ziskdni tenkych vladken a zvyraznéni pripadné proteolytické
degradace kolagenu. Snimky byly porizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica

SP8.
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MMP-14-GFP Faloidin 405 Kolagen 633 Prekryv signala

Obr. 28: Buiika linie MDA-MB-231 transientné transfekovana MMP-14-GFP (zelen€) a vyseta

na fibrilarni kolagen o vysoké hustoté (Cervené), ktery byl opétovné polymerizovan ve 37 °C, a
proto vytvoril velmi tenka vlakna. Po fixaci bunék byl aktinovy cytoskelet znacen pomoci
faloidinu konjugovanym s Alexa Fluor 405 (modie). Zobrazena je stejna bunka s riznou

polohou osy z.

Z danych snimki fluorescenc¢né znaceného kolagenu je viditelnd degradace
degradovana oblast se tvarové podoba vybézku transfekované bunky, nicméné

degradace se nachazi i v okoli netransfekovanych bunék.

5.8 Internalizace a dynamika MMP-14

Pro studium internalizace MMP-14 zbuné¢né membrany byl vytvoien
konstrukt se znacenim SNAP na extraceluldrnim konci proteinu. Pomoci substratu
SNAP neprochdazejiciho buné¢nou membranou doslo k oznaceni membranové vazané
MMP-14 se znacenim SNAP na extraceluldrnim konci. Pro nasledujici snimky byly
buriky linie HT1080 transfekované SNAP-MMP-14 a inkubovany se substratem SNAP-
Surface po dobu 30 minut podle doporuceni vyrobce. Po odmyti substratu byly

preparaty fixovany a pozorovany pomoci konfokalnitho mikroskopu Leica SP8.
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A. SNAP-MMP-14 Faloidin 594 Prekryv signalt

20 pm

Obr. 29: A. Buiika linie HT1080 transientné transfekovanad SNAP-MMP-14 se zna¢enim SNAP
v extracelularnim prostoru a znafena pomoci substratu SNAP-Surface 488 neprochazejicim
bunécnou membranou (zelené). Aktinovy cytoskelet byl znacen faloidinem 594 (Cervené). B.
Detail na vedouci okraj buiiky z obrazku A (vytez znacen obdélnikem na obrazku A). C. Detail
na vybéZek jiné burnky linie HT1080 poukazujici na lokalizaci SNAP-MMP-14 na bunécné
membrané (oznaceno Sipkami).

JelikoZ je internalizace velmi rychly déj, dochazelo vlivem transportu vackl do
intracelularntho prostoru ksilnému signdlu i vendozomadlnich kompartmentech
uvniti buniky (obr. 29). Signdl internalizované formy MMP-14 je silny prevazné na
vedoucim okraji buriky (obr. 29 A, B.). Nicméné lze pozorovat MMP-14 lokalizovanou
na membrané v tenkych protruzich (obr. 29 C.). Pro redukci signalu v intracelularni

Casti a sledovani procesu internalizace, byla zkracena doba inkubace se substratem na
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nejmensi moznou hodnotu (5-10 minut). Ihned po odstranéni substratu byly burky

snimany fluorescencnim mikroskopem Nikon Ti-E se zajiSténim environmentalni

kontroly (obr. 30).

A.

SNAP-MMP-14
Aktin-CFP

1:11 min 1:51 min

7:31 min 8:01 min

SNAP-MMP-14

Aktin-mCherry

5:31 min 7:11 min

~N

L

[}
9:11 min

21,4

Obr. 30: A. Buiika linie HT1080 soucasné transfekovdna aktinem konjugovanym s CFP

(modre) a SNAP-MMP-14. MMP-14 byla znafena pomoci substratu SNAP (zelené€). B. Burika

linie HT1080 stabilné exprimujici mCherry-aktin (Cerven€é) a transfekovana SNAP-MMP-14

s pouzitim substratu SNAP (zelené). V pravé Casti jsou u obrazka A. i B. detailné zobrazeny

oblasti vyznaCené obdélniky na obrazcich celé bunky v casovych intervalech. Bilé Sipky

poukazuji na ¢ast buriky, kde dochazi k internalizaci vack( s MMP-14.

Pozn.: Stabilni bunécnd linie HT1080 exprimujici mCherry-aktin byla pripravend

kolegyni Mgr. Anetou Gandalovicovou.
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6. Diskuze

VIV

U 90 % pacientl se solidnim nddorovym onemocnénim jsou piimou pric¢inou
umrti metastaze. Nadorové bunky jsou schopné adaptovat se na vlastnosti
extracelularniho prostredi zménou morfologie nebo zplisobem migrace. Zaménitelnost
migrac¢nich médi znacné komplikuje tspésnou 1écbu. Z tohoto divodu je nezbytné
porozumét mechanismim ndadorové invazivity, abychom dokazali zacilit
protimetastatickou lécbu a redukovali vznik sekundarnich lozisek. Vzhledem k tomu,
Ze zvySena hladina exprese MMP koreluje se zvySenym metastatickym potencidlem, je
dilezité studium regulace lokalizace a transportu MMP do invazivnich struktur

nadorovych bunék.

Struktura invadopodii ve 2D prostredi je detailné popsana. Sklicka pokryta
tenkou vrstvou substratu (napr. Zelatina, fibronektin) umozni tvorbu invadopodii,
nicméné nemiiZe dojit vzhledem k tloustce matrice k rozvoji invazivnich struktur a
invadopodia jsou ve 2D pozorovana jako bodové struktury pri styku bunky
s podkladem. Zatimco suzitim 3D matrice dochazi krozvoji dlouhych protruzi
prostupujicich do ECM. Prikladem je prace Schoumacher et al. 2010, ktera zobrazuje
vybéZek cytoplazmatické membrany prostupujici bazalni laminou (Schoumacher et al.
2010). Dalsi rozdil mezi invadopodii ve 2D a 3D prostiedi je tvorba tenkych filopodii,
které vychazeji z vétsich protruzi (Tolde et al. 2010).

Tato diplomova prace se zabyva tremi nejvyznamnéjSimi proteazami
mezibunécné hmoty: membranové vazanou MMP-14 a sekretovanymi MMP-2 a MMP-
9. Ziskané znalosti o regulaci produkce a transportu se neustale rozsituji, avSak chybi
uceleny model lokalizace a transportu vsouvislosti sinvazivnimi strukturami
nadorovych bunék ve 3D prostredi. V nasi laboratori byl popsan dosud nejdetailné;jsi
model invazivnich struktur ve 3D prostiedi s pouZitim bezbunécné dermis (Tolde et al.
2010). Vysledky jsou zaroven v souladu s pozorovanim lokalizace aktivity proteaz na

bazi téchto invazivnich struktur, nikoliv na jejich konci (Wolf et al. 2007).

6.1 Priprava Kkonstruktii proteaz, ovéreni exprese a kvantifikace
aktivity

Pro studium uvedenych MMP byly v prvni fadé pripraveny konstrukty proteaz

fazovanych s fluorescencnim znacenim mTurq2 /Clover2, stejné tak se znacenim SNAP.
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Konstrukt MMP-14-GFP jsme dostali darem. Proteiny fuzované se znaCenim SNAP
mohou byt znaceny pomoci Siroké Skaly substrati SNAP, které mohou byt
fluorescencné aktivni, blokovat signal nebo neprochazejici pres buné¢nou membranu.
Fluorescen¢ni znacCeni protedz se v priibéhu studia ukazalo jako vice vhodnéjsi
varianta neZz znaceni SNAP z diivodu specifi¢téjSiho a stabilnéjSiho signalu, proto je
pouzivano v uvedenych experimentech. Nicméné proteazy fizované se SNAP budou
vyuzity v elektronové mikroskopii. V pripadé pripravy konstruktu MMP-14 se
znacenim SNAP na N-konci pro studium internalizace se tato moZnost ukazalo jako
vyhovujici pro nase potreby.

U pripravenych konstruktd s fluorescen¢nim znacenim bylo ovéfeno pomoci
fluorescencni mikroskopie, Ze dochazi k expresi a spravné lokalizaci v savCich bunikach
ve 2D prostredi. Obr. 14 poukazuje na lokalizaci MMP ve vaccich ve velké mire

v centralni ¢asti buriky a také v bunécnych protruzich.

Exprese proteaz fuzovanych se znaCenim SNAP vbunécnych liniich byla
ovérena pomoci metody Western blot s uzitim protilatky proti SNAP. Transfekované
buriky linie HT1080 vykazuji expresi MMP-2, MMP-9 i SNAP-MMP-14 (se znaCenim
SNAP na extracelularnim konci) (obr. 15 A.), nicméné exprese MMP-14-SNAP (s
intracelularnim znaCenim) byla prokazana pouze u transfekovanych bunék linie 3T3
(obr. 15 B.). MoZnym vysvétlenim je vySsi uspésnost transfekce u bunék linie 3T3,
pripadné mald exprese konstruktu z divodu vysoké exprese endogenni MMP-14 u

bunék linie HT1080.

Zelatinova zymografie byla provedena pro studium aktivity transfekovanych
protedz a moZného negativniho vlivu znaceni na jejich funkci. DalSim divodem byl
vysledek Western blotu, ktery detekoval niZsi expresi MMP-9-SNAP nez MMP-2-SNAP
v bunikach linie HT1080 a exprese MMP-14-SNAP nebyla u této bunécné linie zjisténa
vibec (obr. 15 A.).

Obr. 16 poukazuje na silnou sekreci MMP-9-SNAP do média, ktera je piritomna
jak v aktivni Stépené, tak neaktivni nestépené formé. Stejného vysledku bylo dosazeno
u opakovani experimentu (obr. 17) a u bunék transfekovanych konstruktem MMP-9-
Clover2 (obr. 18). Na zakladé uvedenych vysledkii 1ze tvrdit, Ze pripravené konstrukty
s protedzou MMP-9 jsou Stépeny v proteolyticky aktivni formu a znaceni

SNAP/Clover2 nijak nenarusuje jejich funkci, v€etné tvorby homodiméru. Toto tvrzeni
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potvrzuje statisticka analyza in situ degradace Zelatiny, kdy byla proteolyticka aktivita
u bunék linie HT1080 transfekovanych MMP-9-Clover2 signifikantné vys$Si nez u

negativni kontroly (obr. 19).

Proteolytickou aktivitu MMP-2-SNAP, ptipadné MMP-2-Clover2 se nepodarilo
detekovat metodou Zelatinové zymografie ani pii soucasné transfekci s MMP-14, ktera
je aktivatorem MMP-2 (obr. 16, 17). S ohledem na vysledek imunoblotu (obr. 15 A.),
kdy bylo poukazano na zvySenou expresi MMP-2-SNAP v bunécnych lyzatech a naopak
niz8i expresi MMP-9-SNAP je mozné vysvétleni takové, Zze MMP-2-SNAP/MMP-2-
Clover2 konstrukt je hromadén v bunikkdch a nedochazi k sekreci do extracelularniho
k silné sekreci do média. Potvrzenim je vysledek in situ degradace Zelatiny, kdy burky
linie HT1080 transfekované MMP-2-Clover2 vykazovaly nesignifikantni rozdil
v aktivité oproti kontrolnim buiikam (obr. 19). MMP-2 se znacenim Clover2/SNAP je
silné exprimovana v transfekovanych bunkach linie HT1080, pravdépodobné dochazi
i kaktivaci na bunéné membrané vzhledem Kk pritomnosti signalu protilatky na
nitrocelul6zové membrané o mensi velikosti proteinu, nez je velikost neaktivni formy
(obr. 15 A.). Nicméné nedochazi k sekreci aktivni ani neaktivni formy, coZ miZe byt
zpuisobeno znaCenim na C konci proteinu, pripadné nespravnym navrZenim
konstruktu. V nasledujicim studiu je v planu priprava nového konstruktu MMP-2

s fluorescenc¢nim znacenim a znacenim SNAP.

Vzhledem ktomu, Ze MMP-14 je transmembranovy enzym neuvolnovany
vaktivni formé do extracelularniho prostredi (média), nedochazi vZadném
z uvedenych vysledkd zymografie k proteolytické aktivité MMP-14-SNAP/SNAP-MMP-
14. Jejich funkce v pripadé zymografie spociva v aktivaci latentnich forem MMP-2. Na
obr. 16 byla v ptipadé bunék transfekovanych MMP-14-SNAP a SNAP-MMP-14 zvysSena
proteolyticka aktivita stépenych endogennich proforem MMP-2, stejného vysledku
bylo dosaZeno soucasnou transfekci MMP-14-SNAP/SNAP-MMP-14 s MMP-2-SNAP
(obr. 17) a pri pouziti konstruktili se znacenim GFP/Clover2 (obr. 18). Oproti tomu obr.
17 poukazuje na silnéjSi aktivaci neStépenych proforem MMP-2 u bunék
transfekovanych MMP-14-SNAP. Vzhledem k podobnosti s negativni kontrolou je
moznym vysvétlenim, Ze v tomto pripadé nedoslo k transfekci bunék MMP-14-SNAP

nebo k expresi konstruktu. Z obr. 16 lze rict, Ze expresi MMP-14 se znaCenim SNAP
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v bunikach linie HT1080 dochazi k navySeni proteolytické aktivity endogennich
latentnich forem MMP-2.

Kvantifikace proteolytické aktivity bunék linie HT1080 transfekovanych MMP-
14-GFP byla analyzovana in vitro degradaci Zelatiny. Jak jiZ bylo zminéno, bunky
transfekované MMP-9-Clover2 vykazovaly signifikantni rozdil v degradaci Zelatiny
oproti kontrolnim bunkam, zatimco bunky exprimujici MMP-2-Clover2 nebyly
proteolyticky aktivni ve srovnani s negativni kontrolou. Bunky transfekované MMP-
14-GFP vykazovaly procentualné vyssi degradacni aktivitu ve srovnani s MMP-9-
Clover2 a tedy signifikantni rozdil oproti negativni kontrole (obr. 19). Uvedena data
jsou v souladu s literaturou, ktera uvadi MMP-14 jako klicovou MMP pfri proteolytické

degradaci ECM (Wolf et al. 2007).

6.2 Optimalizace pripravy kolagenové matrice jako 3D prostiedi

Pro studium lokalizace a transportu MMP ve 3D prostiedi bylo nezbytné
optimalizovat pripravu 3D matrice vzhledem k moZnostem nasi laboratofe a zavést
platny protokol. Fluorescen¢ni znaceni kolagenovych vldken vychazi z protokolu
Doyle, A. D. 2015, priprava vysoce koncentrovanych fibrilarnich vlaken z publikace

Artym et al., 2015.

Optimalizace pripravy fluorescenc¢né znacené kolagenové matrix vyzadovala
dokonalé odstranéni nenavazané fluorescenc¢ni barvy, nalezeni vhodné koncentrace
kolagenovych vlaken, podminek pro opétovnou polymerizaci a vytvoreni viabilniho
prostredi pro Zivé bunky. Priprava fibrilarniho kolagenu o vysoké koncentraci
zahrnovala upraveni podminek pro centrifugaci, vzhledem k premisténi nasi
laboratoie do BIOCEVu a zmény laboratorniho vybaveni. Dale nalezeni podminek pro
centrifugaci fluorescen¢né znacCeného fibrilarniho kolagenu, ktery je méné

koncentrovany a nestabilni pti centrifugaci.

Postup pro pripravu 3D kolagenové matrice jak s fluorescen¢nim znacenim, tak
bez znaceni byl prizplisoben moZnostem nasi laboratote a byl zaveden obecné platny
protokol. V nasledujicim studiu je potifeba zavést postup pro znaceni proteinti u bunék,
které jsou vyseté na fluorescencni kolagen, pomoci protilatek konjugovanych
s fluorescencnim znacenim. VnaSem pripadé dochazelo kinterakci protilatek
s fluorescencné znaCenymi kolagenovymi vldkny a tim k nespecifickému signdlu a

vysokému pozadi.
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6.3 Lokalizace a transport proteaz ve 3D prostredi

Pripravené konstrukty proteaz s fluorescencnim znacenim byly pouZity pro
nasledujici studium lokalizace a transportu ve 3D prostiedi. Konstrukt s MMP-2 byl
vzhledem k uvedenym vysledkiim povaZovan za nevyhovujici a jiZ nebylo moZno jej
z ¢asovych diivodli znovu vytvorit. Z tohoto diivodu se prace zaméruje pouze na MMP-
9 a MMP-14. Jako 3D matrice je vyuZivan jak nefluorescenc¢ni, tak fluorescenc¢né
znaceny fibrildrni kolagen o vysoké hustoté. Pro mikroskopii byl vyuzivan
fluorescen¢ni mikroskop Nikon Ti-E a konfokalni mikroskop Leica SP8, oba s moZnosti

environmentalni kontroly pro snimani Zivych bunék.

Obr. 23 poukazuje na dynamicky pohyb vacki sMMP-9, které jsou
transportovany do dlouhych aktinovych protruzi. Vtéchto vybéZcich dochazelo
k pohybu vackl v ramci tenké protruze (oznaceno Sipkami), pripadné se u nékterych
neménila lokalizace béhem snimani. Vzhledem k ovéreni funkcnosti konstruktu a
sekrece MMP-9 do extracelularniho prostredi je protedza pravdépodobné uvoliovana
do mezibunécného prostoru. Nicméné nelze tvrdit bez dalSiho studia, Ze dochazi
k sekreci pravé ztéchto tenkych protruzi, jelikoZ podle publikovanych vysledkii

dochazi k uvolnovani proteaz na bazi téchto struktur (Wolf et al. 2007).

Na obr. 24 jsou zobrazeny vacky s MMP-9 u bunky linie MDA-MB-231, ktera
netvori ¢etné protruze jako bunky linie HT1080 (obr. 23). MMP-9 je nahromadéna
prevazné v blizkosti adheznich struktur bohatych na pritomnosti aktinu (plné Sipky).
U tenkych protruzi je MMP-9 lokalizovana na jejich bazi a v misté, kde dochazi

k rozvétvovani aktinovych mikrofilament (oznaceno Sipkami).

V pripadé exprese fluorescencné znacené MMP-14, dochazi k silnému signalu
v okoli jadra a pravdépodobné Golgiho aparatu, kde je protedza syntetizovana a
upravovana. VmenS$i mifre jsou vacky rozptylené v intracelularnim prostoru
v endozomalnich kompartmentech. Migraci bunky doSlo kretrakci zadni c¢asti a

transportu MMP-14 na vedouci okraj (obr. 25).

Studium MMP-14 spouZitim fibrilarniho kolagenu o vysoké hustoté
s fluorescen¢nim znac¢enim poukazalo na obohaceni pritomnosti MMP-14 ve fokalnich
adhezich pri styku s kolagenovymi vlakny (obr. 26). Vyskyt MMP-14 v kontaktu buriky
s ECM je v souladu s publikovanymi daty (Wolf et al. 2007). Nicméné uvedené snimky

zobrazuji vyraznou kolokalizaci MMP-14 se znaCenymi kolagenovymi vlakny (obr. 26
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A, B.) a akumulaci bunécnych struktur bohatych na pritomnosti proteazy na

kolagenovych vlaknech (obr. 26 B., znaceno Sipkami).

Obr. 27 zobrazuje dynamicky pohyb vacki a jejich akumulaci v misté kontaktu
buriky s kolagenovymi vlakny (znaceno plnou Sipkou). Soucasné mliZeme pozorovat
vacek, ktery byl pravdépodobné internalizovan z plazmatické membrany a
transportovan do intracelularniho prostoru (oznaCeno bilymi Sipkami). Nasledné

dochazi k transportu vackii mimo snimanou rovinu, pripadné k jeho degradaci.

Zobr. 28 je zretelnd degradace Kkolagenovych vlaken, zpiisobena
pravdépodobné proteolytickymi enzymy, uvoliiovanymi jak buiikou transfekovanou
MMP-14-GFP, tak netransfekovanymi buiikami. Z obr. 28 a 21 B. vyplyva, Ze pro
vizualizaci proteolytické degradace je nejvhodnéjsi opétovna polymerizaci

fluorescen¢né znaceného kolagenu v teploté 37 °C.

6.4 Studium dynamiky a internalizace MMP-14

Studium internalizace bylo umoZnéno vytvoirenim konstruktu MMP-14 se
znacenim SNAP na extracelularnim konci proteinu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
membranovy protein, ktery je béhem transportu proteolyticky $tépen v aktivni formu,
musela byt priprava konstruktu navrZena tak, aby doslo ke spravné maturaci proteinu,
lokalizaci na membranu a nedoSlo ke ztraté znaceni béhem maturace. Pripraveny
konstrukt nam umozni znacit membranové vazanou a internalizovanou formu MMP-

14.

Po ovéreni nepriichodnosti fluorescentniho substratu SNAP-Surface pres
bunécnou membranu lze s jistotou tvrdit, Ze vesSkery signal v intracelularnim prostoru
je zplisoben internalizovanou formou MMP-14, ktera byla znaend na membrané.
Nicméné internalizace MMP-14 zbunécné membrany do endozomalnich
kompartment je velmi rapidni déj a pro sledovani tohoto jevu bylo nutné
optimalizovat podminky. Jednou z moZnosti bylo zkraceni doby inkubace se
substratem SNAP, aby doslo k omezeni internalizace béhem barveni, kdy neni mozné
buniky pozorovat vzhledem k fluorescencnim vlastnostem nenavazaného substratu.
Dals$i moznosti byla inkubace bunék béhem barveni v nizsich teplotach pro zpomaleni
metabolismu a transportu vackli, nicméné i pres udrzeni pH prostiedi dochazelo

k velké imrtnosti bunék.
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Na obr. 29 A, B. zkonfokdlniho mikroskopu je vidét velké mnoZstvi
internalizovanych vackd v endozomalnich kompartmentech, zejména na vedoucim
okraji bunky. Preferencni internalizace na vedoucim okraji migrujici bunky je
v souladu s publikovanymi daty (Uekita et al. 2001). I ptes silny intracelularni signal
zpusoben rapidni internalizaci, 1ze na zakladé obr. 29 C. poukdzat na membranovou
lokalizaci znacené MMP-14 (oznaceno Sipkami). Lze tedy tvrdit, Ze dochazi ke znaceni

membranove vazané formy MMP-14, ktera je nasledné rapidné internalizovana.

Pro dal$i studium internalizace bylo nezbytné redukovat mnoZstvi
internalizovanych vackia béhem inkubace se substratem a pred mikroskopii bunék.
Cilem bylo poukazat na oznaceni vacki lokalizovanych na membrané a jejich transport
do intracelularni oblasti. Toho bylo castetné dosaZeno zkracenim doby znaceni
substratem na nejmen$i mozZnou hodnotu a mikroskopii Zivych bunék, nikoliv

fixovanych preparatd.

SnimKky Zivé bunky na obr. 30 A. byly potizeny ihned po odstranéni substratu a
zobrazuji internalizaci MMP-14 na vedoucim okraji buiiky béhem jeji migrace. MliZzeme
pozorovat rozSifujici se signal prostupujici do intracelularni c¢asti béhem procesu
,membrane ruffling“. Internalizovana forma MMP-14 je nasledné hromadéna ve
stredni a zadni Casti bunikky a v blizkosti struktur bohatych na pritomnost aktinu.
»,Membrane ruffling“ je proces reorganizace kortikalniho aktinového cytoskeletu, ktery
je nezbytny pro tvorbu bunécnych protruzi a fokalnich adhezi (Lopez-Guerrero et al.

2017). Z tohoto dlivodu je pravdépodobna vysoka mira internalizace MMP-14 béhem

procesu ,membrane ruffling, coZ bylo zjevné u vice pozorovanych bunék.

Obr. 30 B. poukazuje na internalizaci vacku bohatého na piitomnost znacené
MMP-14. S ohledem na publikovana data nelze tvrdit, zda je vacek pred internalizaci
navazan na povrch bunky. Dosavadni studie popisuji vznik tubularniho spojeni mezi
endozomalni membranou a plazmatickou membranou a ¢aste¢né uvolnéni MMP-14 na
bunéénou membranu (Monteiro et al. 2013). Zda mize dochéazet také k iplnému
uvolnéni vackl do extraceluldrniho prostoru a nasledné internalizaci z bunécéného
povrchu nelze sjistotou rict vzhledem k experimentalnimu usporadani. Tento jev
vyZaduje dals$i studium napf. souCasnou expresi znaceného klathrinu, pripadné

caveolinu.
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Pro nasledné studium internalizace by bylo vhodné optimalizovat koncentraci
substratu na takovou hodnotu, ktera by nezpiisobila vysoké fluorescencni pozadi, a
zaroven umoznila znaceni proteaz fizovanych se SNAP. Substrat by v tomto pripadé
nemusel byt odmyty a internalizace by mohla byt pozorovana po delsi ¢asovy usek.
Z ¢asovych diivodi nebylo jiZ moZné provést tento experiment vramci diplomové

prace.

90



7. Smérovani vyzkumu

Studium transportu a lokalizace MMP v souvislosti s invazivnimi strukturami
nadorovych bunék ve 3D prostredi bude nadale pokracovat. Nasledujici projekt bude
zaméren na analyzu vyznamu transportu a funkce matrixovych metaloproteaz pro
aktivitu invadopodii nadorovych bunék. Cilem bude rozsirit experimentalni pristupy a
navazat na poznatky a vysledky diplomové prace. Soucasné bude studium vénovano

internalizaci MMP-14 a dynamice tohoto procesu.

Pro praci budou vyuZzity pripravené konstrukty a zarovei bude znova zhotoven
konstrukt s MMP-2. Soucasnou expresi MMP s markery invadopodii bude upiesnéna
lokalizace pericelularnim proteolyzy pomoci metod konfokadlni mikroskopie.
Konstrukty fuzované se znacenim SNAP budou vyuzity pro transmisni elektronovou
mikroskopii. Jako 3D matrice bude pouZivan fluorescencné znaceny fibrilarni kolagen

o vysoké hustoté, pripadné fluorescencné znacena bezbunécna dermis.
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8. Zavérecné shrnuti

Tato diplomova prace prispéla predevSim k rozsireni metodiky pripravy 3D
matrice a k optimalizaci vizualizace transportu nejvyznamnéjSich proteaz
mezibunécné hmoty ve 3D. Soucasné byl zhotoven nastroj pro studium internalizace
membranové vazané MMP-14. Diplomova prace zahrnovala Sest hlavnich cil{, z nichz
Ctyfi znich byly splnény a dva vyZaduji dalSi studium s pouZitim pokrocilejsi
mikroskopie. Pripraveny material a ziskané poznatky jsou nezbytnym zakladem pro

nasledujici studium.
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