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ABSTRAKT 

 

Pohyb jádra, ke kterému dochází během buněčné migrace a invazivity, je aktivní 

proces z velké části zprostředkovaný aktino-myozinovým cytoskeletem. Klíčovou roli v 

přenosu aktino-myozinových sil na jádro hraje proteinový komplex LINC, který se skládá 

z proteinů SUN a nesprin a který mechanicky spojuje jadernou laminu a cytoskelet. 

Komplex LINC asociuje s tzv. perinukleárními aktinovými vlákny, která jsou jeho pomocí 

zakotvená v jaderné obálce. Perinukleární aktinová vlákna jsou zakotvena také ve 

fokálních adhezích a tak mechanicky spojují extracelulární matrix s komplexem LINC a 

jádrem. Jelikož perinukleární aktinová vlákna jsou kontraktilní, lze předpokládat, že 

generují síly, které regulují pohyb jádra a tak optimalizují buněčný pohyb. 

 

V této práci jsme se zaměřili na roli perinukleárních aktinových vláken během 

buněčné migrace. Hlavním cílem diplomové práce bylo objasnit mechanizmy, které se 

podílí na tvorbě perinukleárních aktinových vláken a jak tyto mechanizmy usnadňují 

migraci buněk. Práce byla zaměřena na charakterizaci úlohy signální dráhy LPA - RhoA 

při vzniku perinukleárních aktinových vláken, úlohy jednotlivých součástí LINC komplexu 

v zakotvení aktinových vláken do jaderné obálky a jaký vliv mají tato vlákna na migraci 

nenádorových a nádorových buněk. 

 

Působení LPA bylo potvrzeno jako jeden z hlavních podnětů pro tvorbu 

perinukleárních vláken a kináza FAK naopak jako důležitý činitel při jejich rozpadu, ke 

kterému dochází během polarizace buněk. Naše výsledky také naznačují, že přítomnost 

actin capu by mohla korelovat se zvýšenou směrovaností buněčné migrace a zároveň 

nemá vliv na rychlost migrace. Navzdory našemu předpokladu nebylo prokázáno, že by 

aktin vazebná doména, přítomná v proteinu nesprin-2, hrála významnou roli při napojení 

perinukleárních aktinových vláken na LINC komplex.  

 

 

klíčová slova: LINC, perinukleární aktin, aktino-myozinová kontraktilita, buněčná 

migrace, LPA, Rho, FAK 
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ABSTRACT 

 

Nucleus is the largest cellular organelle in animal cells. Due to its bulky nature and the 

stiffness of nuclear lamina the nucleus constitutes the substantial problem for migrating 

cells where nucleus has to move. The actomyosin generated forces and LINC (Linker of 

Nucleoskeleton and Cytoskeleton) complex, that is composed of SUN and nesprin 

proteins, play key role in nuclear movement. LINC complex mechanically couples nuclear 

lamina to the cytoskeleton and allows the forces exerted by the cytoskeleton to move the 

nucleus. Perinuclear actin fibers, also termed actin cap, mechanically link focal adhesions 

with nucleus and they may generate forces that position the nucleus in a way that is 

optimal for cellular movement. However, molecular mechanism of how perinuclear actin 

fibers and LINC complex orchestrate the nuclear movement and functional significance of 

this process remain poorly understood. 

 

The specific aim was to determine the mechanisms by which perinuclear actin fibers 

are formed and how are these mechanisms employed to facilitate cell migration. The role 

of LPA-RhoA signaling axis and LINC complex in the formation of perinuclear actin fibers 

was also examined. 

 

It was confirmed that LPA is essencial stimulus during actin cap formation. On the 

other hand, FAK kinase was found necessary for actin cap disassembly during cell 

polarization. Our results also indicate that actin cap increases directionality of cell 

migration without affecting cell velocity. In contrast with previous assumtion, it was 

found that actin binding domain of nesprin-2 does not significantly influence connection 

of perinuclear actin fibres to the LINC complex and formation of actin cap. 

 

 

key words: LINC, perinuclear actin, actomyosin contractility, cell migration, LPA, Rho, 

FAK 
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SEZNAM ZKRATEK 

 

ABP – aktin vazebné proteiny (actin binding proteins) 

AC – actin cap („aktinová čepička“) 

ACAFA – fokální adheze asociovaná s actin capem (actin cap associated focal adhesion) 

Cdc42 – homolog proteinu 42 kontrolujícího buněčný cyklus (Cell division control protein 

42 homolog) 

CHD – doména calponinové homologie (calponin homology domain) 

CS – calf serum 

DAPI - 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

DH – Dbl homology 

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 

dox - doxycyklin 

ECM – extracelulární matrix (extracellular matrix) 

FA – fokální adheze (focal adhesion) 

FAK – kináza fokálních adhezí (focal adhesion kinase) 

FBS – fetal bovine serum 

GFP – zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 

GPCR – receptor spřažený s G-proteiny (G-protein coupled receptor) 

IF – intermediální filamenta 

INM – vnitřní jaderná membrána (inner nuclear membrane) 

KASH - Klarsicht, ANC-1, Syne Homology 

LARG - leukemia-associated Rho GEF 

LEM - LAP2, emerin, MAN1 

LINC - propojení nukleoskeletu a cytoskeletu (Linker of Nucleoskeleton and 

Cytoskeleton) 

LPA - kyselina lysofosfatidová (lysophosphatidic acid) 

mDia – savčí homolog Diaphanous (mammalian Diaphanous-homolog) 

MLC – lehký řetezec myosinu (myosin light chain) 

MLCP – fosfatáza lehkého myosinového řetězce (myosin light chain phosphatase) 

MTOC – mikrotubuly organizující centrum (mikrotubule organising center) 
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Nespriny – proteiny jaderného obalu obsahující spektrinové repetice (Nuclear envelope 

spectrin-repeat proteins) 

ONM – vnější jaderná membrána (outer nuclear membrane) 

PDZ - PSD-95/DlgA/ZO-1 

RGS – regulátory G-proteinové signalizace (regulators of G-protein signaling) 

RhoA – Ras homolog A 

ROCK – Rho-asociovaná protein kináza (Rho-associated protein kinase) 

RTK – tyrosin kinázový receptor (receptor tyrosin kinase) 

siRNA – malá interferující ribonukleová kyselina (small interfering ribonucleic acid) 

SR – spektrinová repetice (spectrin repeat) 

SUN - Sad1, UNC-84 

WASP – Wiskott-Aldrich Syndrome protein 

WAVE – WASP-family verprolin-homologous protein 
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1 Úvod 

 

Aktinový cytoskelet a síly jím generované hrají v buňce nezastupitelnou roli a závisí 

na nich mnoho buněčných procesů. Mezi ty patří např. buněčné dělení, buněčná adheze, 

morfogeneze, endocytóza, fagocytóza a v neposlední řadě i buněčná migrace. Narušení 

dynamiky tvorby a rozpadu aktinových vláken může vést k závažným poruchám a 

onemocněním – např. rakovině, neurologickým onemocněním nebo myofibrilárním 

myopatiím. 

Komplikovanou síť aktinových filament tvoří mimo jiné různé typy tzv. stresových 

vláken, kde jsou jednotlivá paralelní či antiparalelní vlákna navzájem propojena 

pomocnými aktin-vazebnými proteiny. V migrujících mesenchymálních buňkách 

rozlišujeme ventrální stresová vlákna, nacházející se na spodní straně buňky, dorsální 

stresová vlákna, vedoucí od předního konce buňky směrem nad jádro a transversální 

aktinové oblouky (transverse actin arcs), které se nacházejí v přední části buňky a jsou 

kolmé na dorsální vlákna. Specifickým typem stresových vláken jsou pak tzv. 

perinukleární aktinová vlákna, nazývaná též actin cap („aktinová čepička“), která se tvoří 

jen v některých typech buněk. Actin cap se skládá z několika rovnoběžných stresových 

vláken, která se nacházejí nad jádrem. Na bazální straně buňky se tato vlákna upínají do 

fokálních adhezí a zajišťují tak napojení na extracelulární matrix (ECM). Actin cap je na 

rozdíl od ostatních stresových vláken zakotven i na apikální straně jádra. 

 Výzkum z posledních let ukazuje velký potenciál perinukleárního actin capu jako 

mechanického propojení ECM a jádra. Byla prokázána např. důležitost actin capu při 

reorientaci jádra během buněčné polarizace, spekuluje se o jeho významu při regulaci 

buněčné exprese v závislosti na tzv. mechanosensingu a je téměř jisté, že svou roli hraje i 

v některých typech buněčné migrace. 

Cílem této práce je objasnění dalších funkcí perinukleárního actin capu v buněčné 

migraci a odhalení signálních drah vedoucích k tvorbě, resp. rozpadu těchto specifických 

aktinových vláken. 
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2 Přehled literatury 

 

2.1 Aktinový cytoskelet v buňce 

 

Buňky musí během své existence překonávat mnoho překážek. Musí být schopny se 

přizpůsobovat změnám ve svém okolí, být schopny dělení, migrace, udržovat 

mezibuněčný kontakt a zachovávat tvar. Při všech těchto činnostech se neobejdou bez 

správně fungujícího aktinového cytoskeletu. 

Aktin je jedním z nejhojnějších proteinů v buňkách. Vyskytuje ve dvou základních 

formách – jako monomerický globulární G-aktin (velikost zhruba 43 kDa) a jako 

polymerní filamentární F-aktin. Aktin se objevuje ve 3 hlavních isoformách. α-aktin, který 

lze nalézt především ve svalových buňkách, a β a γ-aktin, které jsou zastoupeny téměř ve 

všech typech buněk jakožto mediátoři buněčné motility. F-aktin (též označován jako 

mikrofilamenta) se tvoří polymerací z jednotlivých monomerů G-aktinu. Tento děj je 

vysoce dynamický a ovlivňuje ho celá řada dalších proteinů, jak strukturních, tak 

signálních. Vlákna F-aktinu jsou polarizovaná a rozlišujeme tzv. „pointed“ (-) a „barbed“ 

(+) konec. Polymerace a prodlužování aktinových vláken probíhá preferenčně na + konci 

(Oda et al. 2009). 

S pomocí dalších aktin-vazebných proteinů (ABP – actin binding proteins) pak 

aktinová vlákna (F-aktin) v buňce utváří mnoho různých struktur – paralelní svazky, 

rozvětvené aktinové sítě a ve spolupráci s myosinem také antiparalelní kontraktilní 

vlákna (Blanchoin et al. 2014). 

Pro každou tuto aktinovou strukturu je typické umístění v rozdílných buněčných 

lokacích. Velkou škálu různorodých aktinových struktur lze nalézt například v migrující 

polarizované mesenchymální buňce, přičemž právě reorganizace cytoskeletu je jedním z 

nezbytných kroků k ustanovení buněčné polarity (Maninova, Caslavsky, and Vomastek 

2017). 

Typická migrující mesenchymální buňka zaujímá kónický tvar s rozšířeným tzv. 

vedoucím okrajem (z angličtiny leading edge) a zúženou zadní částí (z angl. cell rear nebo 

tail). Na vedoucím okraji můžeme pozorovat tzv. lamelipodium a filopodia. Lamelipodium 

je široká plochá struktura tvořená hustou aktinovou sítí. Na zesíťování aktinových vláken 

se podílí především proteiny Arp2/3 (Blanchoin et al. 2014). Na rozdíl od aktinové sítě 
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v lamelipodii jsou filopodia tvořena tlustými aktinovými svazky propojenými proteiny 

fimbrin a fascin. Filopodia tvoří drobné cylindrické výrůstky (Obr. 1). V obou těchto 

strukturách dochází k intenzivní polymeraci F-aktinu na jeho „barbed“ koncích, 

směřujících směrem z buňky, k odtlačování buněčné membrány, tvorbě buněčných 

výstupků (tzv. protruzí) a tím k pohybu buňky kupředu (Faix and Rottner 2006; Gupton 

et al. 2007). 

V zadní části buňky se tvoří hned několik druhů tzv. stresových vláken (Obr. 1). Tyto 

kontraktilní aktinomyozinové svazky jsou nezbytné pro ukotvení buňky k substrátu a 

také pro přitažení buněčného konce (z angl. tail retraction) během buněčné migrace. 

Stresová vlákna jsou tvořena obvykle 10-30 antiparalelními aktinovými vlákny navzájem 

propojenými především díky působení proteinů α-actininu a myosinu a jejich konce jsou 

ve většině případů ukotveny do fokálních adhezí (FA). Fokální adheze jsou 

multiproteinové komplexy, které zajišťují skrze integrinové receptory propojení 

extracelulární matrix (ECM) a cytoskeletu (Pellegrin and Mellor 2007). 

Po vnějším obvodu buňky můžeme pozorovat tenkou vrstvu aktinového (též 

buněčného) kortexu, jehož hlavní role je udržování buněčného tvaru (Obr. 1) (Fehon, 

McClatchey, and Bretscher 2010). Zbytek buňky je vyplněn sítí drobných navzájem 

propojených filament dynamického charakteru. 

 

 
Obr. 1: Základní aktinové struktury nacházející se v polarizované migrující buňce. Na 
rozšířeném vedoucím okraji buňky se nachází lamelipodium a několik filopodií, v zadní i 
přední části buňky jsou viditelná stresová vlákna, po obvodu buňky aktinový kortex 
(převzato z Blanchoin et al. 2014 - upraveno). 
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2.1.1 Stresová vlákna 

 

Jak již bylo zmíněno výše, hlavní úlohou stresových vláken je produkování tažné síly. 

To je umožněno díky ATP-poháněnému pohybu myozinu II proti aktinovému vláknu. 

Jelikož jak vlákna aktinu, tak motorická jednotka myozinu jsou organizovány bipolárně, 

dochází při tomto pohybu ke kontrakci celého aktinomyozinového vlákna (Tojkander et 

al. 2011). 

Tato vlákna se vyskytují téměř ve všech buňkách, v některých jsou však výraznější než 

v jiných, např. ve fibroblastech, endoteliálních a svalových buňkách a v některých 

buňkách rakovinných. Obecně se dá říci, že v nepohyblivých buňkách jsou stresová vlákna 

silnější a stabilnější, naproti tomu v buňkách migrujících jsou dynamičtější a méně 

zřetelná (Cramer, Siebert, and Mitchison 1997). Ačkoli role stresových vláken při migraci 

některých typů buněk je neoddiskutovatelná, existují také buňky, jež se během buněčné 

motility obejdou zcela bez nich, např. leukocyty (Valerius et al. 1981).  

Na základě odlišné morfologie a funkce můžeme stresová vlákna rozlišovat na čtyři 

druhy. Ventrální vlákna, jejichž oba konce jsou ukotveny do fokálních adhezí (FA), se 

obvykle nacházejí spíše v zadní části buňky a jejich hlavní úlohou je konstrikce buněčného 

konce. 

Dorsální vlákna, která se upínají do FA v přední části buňky a odtud se zdvihají 

směrem k centru buňky. Na rozdíl od ostatních stresových vláken neobsahují myozin a 

nejsou tedy schopná kontrakce. Jejich pravděpodobná funkce je jako „lešení“ pro tvorbu 

dalších typů vláken (Hotulainen and Lappalainen 2006). 

Kontraktilní aktinové transversální oblouky (angl. actin transverse arcs) budiž toho 

příkladem. Tato vlákna se vůbec neupínají do FA, ale váží se na dorsální vlákna a 

generovanou sílu předávají dál jejich prostřednictvím. Jejich specifikem je postupný 

posun od vedoucího předního okraje buňky směrem ke středu a to právě díky generované 

kontrakci a svému postupnému zkracování (Obr. 2). Tento proces se nazývá retrográdní 

tok (Hotulainen and Lappalainen 2006). 

A jako poslední ze čtveřice jsou relativně nedávno objevená perinukleární aktinová 

vlákna, v angličtině obvykle označovaná pojmem perinuclear actin cap (AC) (Khatau et al. 

2009). Český ekvivalent k tomuto označení neexistuje, v úvahu připadá „aktinová čepička“ 

nebo perinukleární aktinová vlákna. V této práci budu používat termínu actin cap, 
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případně perinukleární aktinová vlákna. Actin cap se vyskytuje především u buněk 

přirozeně rostoucích na planárních substrátech (Khatau et al. 2009). Tato vlákna se 

oběma svými konci napojují do FA na bazální straně buňky, zároveň však horizontálně 

prostupují buňkou až nad jádro a vytváří nad ním kopulovitou strukturu. Jak bude 

detailně popsáno dále, přímo na jádro jsou také fyzicky navázána a regulují tak například 

reorientaci jádra a dále stabilizují jeho pozici (Maninova and Vomastek 2016). 

 
Obr. 2: Typy stresových vláken v migrující buňce. Oranžově jsou znázorněná ventrální, 
dorsální vlákna a transversální oblouky, červeně perinukleární aktinová vlákna. Modré 
šipky značí postupné smršťování transversálních oblouků na základě myozinem generované 
kontrakce, černé šipky retrográdní tok. Červené šipky ukazují jeden z možných mechanismů 
vzniku actin capu, podrobněji popsáno v kapitole 2.1.3 (převzato z Maninova and Vomastek 
2016 - upraveno). 

 

2.1.2 Fokální adheze 

 

Fokální adheze však v buňce zajišťují více funkcí, než jen prosté mechanické ukotvení 

stresových vláken k podkladu. Jedná se o složité proteinové komplexy propojující ECM na 

vnější straně buňky s jejím vnitřním prostředím a hrají zároveň i roli signální. Tvorba, 

velikost, konformace a trvalost FA je mimo jiné ovlivněna právě i silami generovanými za 

pomoci stresových vláken (Balaban et al. 2001). 

Fokální adheze jsou komponovány mnoha proteiny. Mezi základní patří integrinové 

heterodimery složené z α a β-podjednotek. Interginy jsou členy rodiny membránových 

receptorů, které na extracelulární straně asociují s ECM. Po aktivaci integrinů dochází na 

cytoplasmatické straně k akumulaci řady strukturálních a signálních proteinů, které tvoří 
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fokální adheze. Mezi typické proteiny fokálních adhezí patří p130Cas/BCAR1 - 

adaptorová molekula umožňující vazbu dalších signálních partnerů; vinkulin a talin - 

adaptorové proteiny umožňující napojení aktinu do FA; paxilin – signální adaptorový 

protein, na jehož N-koncovou doménu se mohou vázat např. kináza fokálních adhezí 

(FAK) a další proteiny (Tojkander, Gateva, and Lappalainen 2012). Tyto proteiny jsou do 

fokálních adhezí inkorporovány postupně v průběhu tvorby adhezí a tento proces se 

nazývá maturace fokálních adhezí (Laukaitis et al. 2001). 

FA se uplatňují také při vnímání a odpovědi na mechanické změny v extracelulárním 

prostředí, tzv. mechanosensing a mechanostransdukce. Jak bylo zmíněno, přesné složení 

a dynamika FA jsou vysoce závislé jak na silách působících ze strany stresových vláken, 

tak na složení a tvrdosti ECM, případně substrátu, na němž jsou buňky kultivovány. 

Složení substrátu dále ovlivňuje i složení a organizaci stresových vláken a následně také 

expresi některých genů (Zemel et al. 2010). Jak fokální adheze, tak stresová vlákna jsou 

tím výraznější, čím tvrdší substrát je pro kultivaci použit, a tedy čím vyšší míře 

mechanického stresu jsou buňky vystaveny (Prager-Khoutorsky et al. 2011). 

Složení, velikost a přesná úloha FA se liší i podle toho, jaké typy aktinových vláken se 

do nich upínají. Např. FA, do nichž jsou ukotvena perinukleární aktinová vlákna/actin cap 

(actin cap associated FA – ACAFA), jsou větší než konvenční FA, obsahují více vinkulinu a 

aktivované proteinkinázy FAK a specializují se právě na signalizaci a přizpůsobování 

buňky změnám tvrdosti ECM (Kim et al. 2012). Naopak FA tvořené v lamelipodiu jsou jen 

drobné útvary vykazující vysokou dynamičnost a jejich hlavní úlohou je ukotvování 

protruzí k substrátu a umožnění generování tažné síly. Někdy jsou označované jako tzv. 

fokální komplexy (He and Ji 2017; Nobes and Hall 1995). 

 

2.1.3 Actin cap 

 

Perinukleární aktinová vlákna zastupují v buňce poněkud odlišnou roli, než ostatní 

stresová vlákna. Jak již bylo zmíněno výše, jako jediná stresová vlákna umožňují přímé 

mechanické propojení ECM s jádrem a to díky ACAFA a tzv. LINC komplexu (linker of 

nucleoskeleton and cytoskeleton – spojnice jaderného a buněčného skeletu). LINC komplex 

prostupuje obě jaderné membrány jaderné obálky a propojuje jadernou laminu a buněčný 

cytoskelet. Toto přímé spojení mezi ECM a jádrem pravděpodobně usnadňuje adaptaci na 
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vnější stimuly (Maninova, Caslavsky, and Vomastek 2017). Za zmínku také stojí, že 

perinukleární aktinová vlákna jsou orientována paralelně s osou migrace buňky a mohou 

tak představovat znak typický pro polarizované, protáhlé buňky (Maninova, Caslavsky, 

and Vomastek 2017). V souladu s tím je i poznatek, že perinukleární vlákna se vyskytují v 

buňkách s ustanovenou buněčnou polaritou a naopak chybí v buňkách cirkulárního tvaru 

(Klimova et al. 2016). 

Tvorba perinukleárních aktinových vláken v buňce stále není dokonale objasněna a 

zdá se, že k ní může docházet kombinací více dějů. Perinukleární aktinová vlákna se tvoří 

pravděpodobně přechodem z některého jiného typu stresových vláken. Jednou z hypotéz 

tvorby actin capu je „podsunutí“ buněčného jádra pod existující stresová vlákna ventrální, 

čímž se z nich vytvoří vlákna actin capu (Kim et al. 2012). V naší laboratoři se povedlo 

zdokumentovat další z procesů skládání actin capu, který se uplatňuje při polarizaci 

buněk do rýhy vytvořené v konfluentně narostlých buňkách. Při polarizaci buněk dochází 

v počáteční fázi nejprve k rozložení existujícího actin capu a reorganizaci aktinového 

cytoskeletu. Po ustanovení buněčné polarity směrem do rýhy se actin cap znovu vytváří. 

Podle tohoto modelu se actin cap tvoří poměrně komplexním způsobem, který zahrnuje 

všechny typy stresových vláken. V první fázi dochází k tvorbě dorzálních vláken a k nim 

připojených aktinových transversálních oblouků. K některým koncům transverzálních 

vláken se pak také připojují periferální ventrální vlákna. Celá tato síť se stahuje směrem 

ke středu buňky díky kontrakci aktinových transversálních oblouků a periferálních 

ventrálních vláken. Jelikož dorsální vlákna polymerují podél dorsální membrány směrem 

k apikální straně buňky, celá tato aktinová síť je tažena směrem nad jádro. Na apikální 

straně jádra jsou pak aktinová vlákna stabilizována interakcí s LINC komplexem a 

maturují v actin cap (Obr. 2) (Maninova and Vomastek 2016; Versaevel, Grevesse, and 

Gabriele 2012). 

Oproti dalším typům stresových vláken vykazuje AC také vyšší dynamiku. Lze to 

dokázat například přidáním malého množství latrunkulinu, inhibitoru, který váže 

monomery aktinu a brání jejich polymeraci. Toto ošetření v buňkách rozkládá specificky 

přednostně vlákna actin capu, zatímco ostatní stresová vlákna zůstávají zachována 

(Maninova and Vomastek 2016). 
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2.2 Jaderná obálka a jaderná lamina  

 

 Jednoznačně nejvýznamnější odlišností actin capu oproti ostatním stresovým 

vláknům je však již zmíněné napojení na jadernou obálku a jadernou laminu.  

Buněčná obálka je tvořena vnitřní (INM – inner nuclear membrane) a vnější (ONM – 

outer nuclear membrane) jadernou membránou. Tyto membrány jsou navzájem 

propojeny prostřednictvím jaderných pórů a mezi nimi se nachází perinukleární prostor 

(Stoffler, Fahrenkrog, and Aebi 1999).  

Přímo pod INM se nachází jaderná lamina. Jedná se o síť tvořenou intermediálními 

filamenty (IF), především laminy, která zajišťuje mechanickou podporu pro jadernou 

obálku a také kotvící místa pro jednotlivé chromatinové domény, jaderné regulační 

proteiny a transkripční faktory (Burke and Stewart 2013). 

 

2.2.1 Proteinové složení jaderné obálky – nespriny a SUN proteiny 

 

INM a ONM se svým proteinovým složením významně odlišují jak mezi sebou 

navzájem, tak i napříč rozličnými tkáněmi (de las Heras et al. 2013; Schirmer et al. 2003). 

ONM se svým složením podobá spíše membráně endoplasmatického retikula, naopak INM 

obsahuje rozsáhlou kolekci proteinů, z nichž některé se napojují na jadernou laminu a 

chromatin. Jednou z významných složek INM jsou tzv. SUN proteiny obsahující SUN 

(odvozeno od Sad1p-UNC-84) doménu.  

SUN proteiny jsou velmi evolučně konzervované a vyskytují se napříč mnoha 

organismy, a to včetně hub a rostlin. Společným znakem je pro ně přítomnost alespoň 

jedné transmembránové domény, jejíž pomocí jsou ukotveny do INM, a SUN domény, 

která se nachází v perinukleárním prostoru. Mnoho z nich navíc obsahuje další domény 

umožňující jejich vzájemnou multimerizaci, často trimerizaci (Haque et al. 2006; Sosa et 

al. 2012). Nukleoplasmatická N-koncová doména se mezi jednotlivými SUN proteiny liší. 

Většinou však zajišťuje vazbu na lamin nebo chromatin (King, Drivas, and Blobel 2008). 

V savčích buňkách byly identifikovány 2 zástupci rodiny SUN proteinů – proteiny Sun1 a 

Sun2 (Haque et al. 2006). 

Důležitým proteinem přítomným v ONM pak jsou tzv. KASH proteiny, obsahující 

vysoce evolučně konzervovanou transmembránovou doménu KASH (Klarsicht, ANC-1 
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and Syne Homology), která zároveň zasahuje do perinukleárního prostoru mezi INM a 

ONM (Rajgor and Shanahan 2013). 

Jedněmi z nejvýznamnějších a zároveň poměrně nedávno popsaných zástupců KASH 

proteinů jsou nespriny (nuclear envelope spectrin-repeat proteins), tedy proteiny jaderné 

obálky obsahující spektrinové repetice. V obratlovcích byly popsány celkem 4 geny 

kódující nespriny 1-4. Nesprin-1 a nesprin-2 jsou ohromné proteiny, oba s velikostí přes 

700 kDa, obsahující na N-konci párovou doménu calponinové holomogie (CHD - calponin 

homology domain) (Obr. 3) (Zhang et al. 2002). CHD doména je aktin-vazebná. Nesprin-3 

a nesprin-4 jsou oproti předchozím dvěma zmíněným výrazně menší a postrádají CHD 

doménu (Obr. 3). Nesprin-3 je schopný vazby na intermediální filamenta (IF) a aktin skrze 

adaptorový protein plektin, nesprin-4 váže kinesin (Roux et al. 2009; Wilhelmsen et al. 

2005). 

 
Obr. 3: Schématické znázornění doménové kompozice jednotlivých proteinů 
nesprinové rodiny. Všechny nespriny obsahují KASH transmembránovou doménu a 
alespoň jednu spektrinovou repetici.  Nespriny -1 a -2 navíc obsahují CHD aktin vazebnou 
doménu, nespriny -3 a -4 nikoliv. (převzato z Rajgor and Shanahan 2013 - upraveno) 

 

Nespriny navíc podléhají alternativní transkripci, tedy se v organismech vyskytují 

v mnoha různých isoformách, lišících se velikostí a tím, zda obsahují či neobsahují 

koncové domény – ať už KASH či CHD. Zkrácené isoformy s KASH doménou jsou díky 

menší velikosti schopné pronikat i do INM. Isoformy bez KASH domény lokalizují do 

mnoha různých buněčných kompartmentů (Rajgor et al. 2012). 

Další z proteinů obvykle se vyskytujících v INM je emerin. Tento protein obsahuje tzv. 

LEM (zkratka pro LAP2, emerin, MAN1) doménu, která umožňuje jeho vazbu na chromatin 

(Brachner and Foisner 2011). Emerin se dále váže i na lamin A/C. 
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2.2.2 Jaderná lamina 

 

Hlavními komponenty jaderné laminy jsou laminy typu A a B. Lamin A má navíc 2 

sestřihové varianty – lamin A a lamin C. Často se proto používá souhrnné označení lamin 

A/C (Rober, Weber, and Osborn 1989). Lamin B má 2 formy – lamin B1 a B2, z nichž každá 

je kódována jiným genem. Ačkoli má každá ze 4 zmíněných forem laminu v buňce 

odlišnou roli, zdá se, že do určité míry jsou vzájemně zastupitelné (Guo et al. 2014).  

Jak již bylo zmíněno, na jadernou laminu, a potažmo laminy, se upíná velké množství 

interakčních partnerů. Ať už výše zmíněné SUN proteiny, emerin nebo domény 

chromatinu (Shimi et al. 2008). Laminy jsou tedy důležité nejen jako strukturní podpora 

jádra a jaderné obálky, ale např. i během organizace chromatinu, kdy se váží na promotory 

a usnadňují nasedání transkripčních faktorů (Lund et al. 2013). 

 

2.2.3 Napojení perinukleárních aktinových vláken na jádro – LINC komplex 

 

Je zřejmé, že na pomezí ONM, INM a jaderné laminy probíhá mnoho vzájemných 

interakcí. Velká část proteinů, které se těchto interakcí účastní, jsou součástí tzv. LINC 

komplexu (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton), případně se na LINC komplex váží.  

LINC komplex se skládá ze SUN proteinů na vnitřní jaderné membráně a nesprinů na 

membráně vnější, přičemž tyto 2 typy proteinů spolu vzájemně fyzicky interagují 

v perinukleárním prostoru (Obr. 4). KASH doména nesprinů se zde váže na C-terminální 

SUN doménu SUN proteinů (Crisp et al. 2006). 

Tím, že nespriny obsahují ve své cytosolické části mnoho vazebných míst pro různé 

proteiny a naopak SUN proteiny umožňují svou nukleoplasmickou částí vazbu na 

jadernou laminu a chromatin, znamená interakce SUN-KASH v podstatě přímé fyzické 

napojení komponentů cytosolu na laminu, případně dokonce přímo na chromatin. 
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Obr. 4: Schématické znázornění kompozice LINC komplexu. LINC komplex se skládá 
z nesprinu, ukotveného do vnější jaderné membrány (ONM), a SUN proteinu, ukotveného do 
vnitřní jaderné membrány (INM). Tyto dva partneři spolu vzájemně interagují 
v perinukleárním prostoru prostřednictvím svých domén SUN a KASH a zajišťují tak fyzické 
propojení komponentů cytoplasmy a nukleoplasmy (převzato z Maninova, Caslavsky, and 
Vomastek 2017- upraveno). 

 

Jedním z cytosolických vazebných partnerů nesprinů je mimo jiné také aktin, 

konkrétně vlákna perinukleárního actin capu. Actin cap se tedy prostřednictvím LINC 

komplexu váže na apikální stranu buněčného jádra a je tak fyzicky napojen až na laminu 

a chromatin.  

Pokud navíc uvážíme, že actin cap se zároveň upíná až do fokálních adhezí na bazální 

straně buňky, lze hovořit o přímém propojení ECM s buněčným jádrem. Rozrušení LINC 

komplexu vede v buňce k úbytku fokálních adhezí asociovaných s actin capem (Kim et al. 

2012). 

Z toho plyne několik různých dodatečných úloh, které actin cap může v buňce mít. 

Bylo např. popsáno, že rozrušení LINC komplexu a následná eliminace actin capu vede ke 

změnám tvaru buněčného jádra (Khatau et al. 2009). Buňky s narušeným LINC 

komplexem a rozpadlým actin capem zároveň nejsou schopny efektivní reorientace jádra 

(Maninova and Vomastek 2016) a buněčné polarizace (Lombardi et al. 2011).  

A lze tak vysvětlit i další dříve popsané děje, které ukazovaly na přímé propojení 

integrinů, napojených na ECM, a buněčného jádra (Maniotis, Chen, and Ingber 1997). 
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2.3 Buněčná migrace a úloha aktinu 

 

Buněčná migrace je jeden z dějů, bez nichž většina buněk, a potažmo i celý 

organismus, nemůže existovat. Jejím narušením dochází k poruchám embryonálního 

vývoje, narušení reparačních tkáňových procesů a poruchám imunity. Naopak zvýšenou 

mírou migrace u buněk, jež by správně migrovat neměly, dochází např. k metastatickému 

rozsevu a šíření rakovinných buněk z primárního nádoru. Z tohoto důvodu se inhibice 

buněčné migrace, potažmo inhibice funkce aktinového cytoskeletu, jeví jako vhodný 

nástroj pro zabránění šíření nádorů v organizmu (Gandalovicova et al. 2017). 

Buňky mohou migrovat buď každá samostatně, nebo kolektivně. Kolektivní buněčná 

migrace je založená na principu jedné nebo více vedoucích buněk (leader cell) a skupiny 

buněk následujících (follower cells). Tyto buňky jsou mezi sebou propojeny pomocí 

mezibuněčných spojů (Haeger et al. 2015). Buňky migrující samostatně mohou migrovat 

jednak mesenchymálním způsobem a pokud dostatečně dediferencují a ztratí kontakt 

s ECM, mohou využívat i améboidního způsobu migrace (Gandalovicova et al. 2016). 

Oproti kolektivní migraci vykazují buňky migrující jednotlivě vyšší rychlost, ale zároveň 

také menší perzistenci pohybu, tedy častěji mění směr (Mayor and Etienne-Manneville 

2016).  

V této práci se zaměřuji na mesenchymální mód migrace jednotlivých buněk 

(mesenchymal single cell migration mode). 

Migrace je obvykle zahájena v závislosti na signálu z vnějšího prostředí buňky. Tím 

může být např. gradient atraktantu, případně vazba na některý z proteinů ECM. 

Předpokladem pro úspěšnou migraci je ustanovení buněčné polarity. Polarizovaná buňka 

je schopná odlišně regulovat rozdílné děje na vedoucím okraji (leading edge) a na buněčné 

zádi (cell rear). Příkladem může být odlišná organizace aktinu, která vede k formování 

zesítěného aktinu a buněčné protruzivitě na vedoucím okraji buňky a tvorbě stresových 

vláken a neprotrudujících oblastí na buněčné zádi, podrobněji popsáno v kapitole 2.1. 

Dalším znakem polarizované buňky je umístění MTOC (mikrotubuly organizující 

centrum) a Golgiho aparátu ve směru migrace před jádro (Obr. 5). Ačkoliv přesný význam 

pozice MTOC není zcela objasněn, předpokládá se, že je to z důvodu usnadnění transportu 

vezikulů směrem k vedoucímu konci buňky (Watanabe, Noritake, and Kaibuchi 2005). 
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Obr. 5: Vnitřní uspořádání polarizované migrující mesenchymální buňky. Modrá šipka 
znázorňuje směr migrace. V přední části buňky lze pozorovat lamelipodium, filopodia a nově 
se tvořící fokální adheze. V oblasti před jádrem je viditelné mikrotubuly organizující 
centrum a Golgiho aparát. Červeně jsou pak znázorněna stresová vlákna – dorsální vlákna 
a transversální aktinové oblouky. (převzato z Mayor and Etienne-Manneville 2016) 

 

Proces buněčné migrace lze rozdělit do čtyř po sobě navazujících kroků. Prvním 

krokem je protruze vedoucího okraje směrem kupředu. Následuje přichycení protruze 

k ECM. Dalším krokem je generovaní tažných sil, které posunují buňku blíže k nově 

vzniklé adhezi a k přednímu okraji buňky. Celý cyklus je ukončen uvolněním adhezí 

v zadním konci buňky a přitažení buněčného zadku (Lauffenburger and Horwitz 1996). 

Správná synchronizace zmíněných kroků je pro úspěšnou migraci nezbytná a každý 

z těchto kroků se za určitých okolností může stát limitujícím pro rychlost migrace (Gardel 

et al. 2010). Z hlediska signalizace je nutné, aby do přední a zadní části buňky přicházely 

odlišné signály. Například je potřeba, aby v přední části docházelo k tvorbě nových 

fokálních adhezí a v zadní části ve stejný čas k rozpadu starých fokálních adhezí. 

Je zřejmé, že velmi důležitou úlohu během migrace hraje aktinový cytoskelet 

a proteiny s ním asociované. Polymerace a zesíťování aktinu na předním okraji buňky 

podmiňuje tvorbu protruzí, zatímco aktinová vlákna ve spolupráci s myozinem zajišťují 

kontraktilní tažné síly potřebné ke změně tvaru buňky a posunu buňky kupředu. 

Myozinem vyvolané tažné síly působící na nově vzniklé fokální adheze vedou ke 

stabilizaci FA (Folsom and Sakaguchi 1999; Grashoff et al. 2010).  
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Bylo zjištěno, že způsob, perzistence, rychlost a typ migrace se liší mezi různými typy 

buněk. Typické fibroblasty migrují způsobem pohybu, který by se dal popsat jako 

„píďalkovitý“ (tedy střídavá tvorba protruzí a následná kontrakce buněčného konce) 

a během migrace zaujímají vřetenovitý či kónický tvar (Maninova, Iwanicki, and 

Vomastek 2014). Jiné buňky, např. sarkomové buňky U2OS nebo rybí keratocyty, při 

migraci zaujímají tvar půlměsíce se širokým vedoucím okrajem a pohybují se méně 

„trhavým“ pohybem, tedy tvorba protruzí a přitahování buněčného konce probíhá 

kontinuálně (Li et al. 2017). Subjektivně se navíc zdá, že buňky U2OS migrují oproti 

fibroblastům více chaoticky a často mění směr migrace. 

Je tak nasnadě hledat souvislost mezi způsobem organizace aktinu v buňce a typem 

buněčné migrace, resp. směrovaností, perzistencí a rychlostí migrace. 

Nutno však také podotknout, že s pokrokem v zobrazovacích a kultivačních metodách 

je evidentní, že ne všechny migrující buňky zaujímají tvar a vnitřní uspořádání tak, jak je 

zde popsáno (Blanchoin et al. 2014). 

Další otázkou je, do jaké míry je studium migrace ve 2D relevantní ve vztahu 

k buněčné migraci in vivo. V posledních letech je proto snaha o zavedení vhodného 3D 

modelu studia migrace buněk (Antoni et al. 2015; Khatau et al. 2012; Liu et al. 2016). 

 

2.4 Signalizace ovlivňující tvorbu, resp. rozpad aktinu 

 

Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách, migrující buňky vyžadují k udržení 

polarizovaného charakteru odlišnou signalizaci v přední a zadní části buňky. Na základě 

odlišné signalizace se pak v různých částech buňky tvoří různé struktury a probíhají 

odlišné buněčné procesy (Chodniewicz and Klemke 2004). 

Zcela nepostradatelnými proteiny umožňujícími tuto prostorově specifickou 

signalizaci jsou proteiny z rodiny malých RhoGTPáz, které jsou podčleny superrodiny Ras 

proteinů. Skupina savčích RhoGTPáz čítá 20 členů (Boureux et al. 2007). Z nich skutečně 

dobře prostudované a podle všeho i fyziologicky nejvýznamnější jsou tři – Rac1, Cdc42 a 

RhoA. 
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2.4.1 Rho GTPázy 

 

RhoGTPázy jsou malé proteiny o velikosti 20 až 40 kDa. Jejich aktivita je podmíněna 

přepínáním mezi aktivním stavem s navázaným GTP a neaktivním stavem s navázaným 

GDP. Vazba GTP způsobuje změnu konformace GTPázy a odhalení tzv. efektorové smyčky, 

která následně umožňuje interakce s efektorovými proteiny (Aspenstrom 1999). Záměna 

GDP za GTP je zajištěna pomocí proteinů GEFs (faktory zaměňující guaninové nukleotidy, 

guanine nucleotide exchange factors). Hydrolýzu GTP na GDP a fosfát pak spouští proteiny 

zvané GAPs (GTPázu aktivující proteiny, GTPase activating proteins) (Obr. 6) (Etienne-

Manneville and Hall 2002).  

Aktivované RhoGTPázy mají široký rozsah cílových proteinů, jež svou aktivitou 

ovlivňují. Konkrétně tři výše zmíněné GTPázy v součtu ovlivňují přes 60 různých efektorů 

(Etienne-Manneville and Hall 2002). Tím je zajištěna velká škála buněčných procesů 

a signálních drah, na něž má aktivace RhoGTPáz vliv. Bylo zdokumentováno, že 

RhoGTPázy se uplatňují především v regulaci buněčné adheze, organizace cytoskeletu 

a buněčné migrace, svou úlohu ale hrají např. i při apoptóze, proliferaci a v regulaci 

transkripce (Ridley et al. 2003). 

Vliv na aktivitu RhoGTPáz má i jejich buněčná lokalizace. GTPáza Rac je 

prostřednictvím isoprenylovaného C-konce ukotvena do plasmatické membrány 

(Grande-Garcia, Echarri, and Del Pozo 2005).  Stejně tak RhoA a Cdc42 podstupují 

posttranslační modifikaci C-konce, která určuje jejich membránovou lokalizaci (Garcia-

Mata, Boulter, and Burridge 2011). Nicméně GTPáza RhoA může být sekvestrována 

v prostoru cytosolu vazbou na inhibitory disociace guaninového nukleotidu (Rho guanine 

nucleotide dissociation inhibitors – RhoGDIs) (Obr. 6) a tím udržována v neaktivním stavu 

(Boulter et al. 2010; DerMardirossian and Bokoch 2005).  
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Obr. 6: Schéma aktivace a deaktivace RhoGTPázy RhoA. RhoGEF aktivuje RhoA 
prostřednictvím záměny GTP namísto GDP. RhoGAP zprostředkovává hydrolýzu GTP na GDP 
a fosfát a tím RhoA deaktivuje. RhoGDI se váže na neaktivní RhoA v cytoplasmě, brání tak 
její integraci do membrány, záměně nukleotidů a tím udržuje GTPázu v neaktivním stavu 
(převzato z Garcia-Mata, Boulter, and Burridge 2011- upraveno). 

 

K aktivaci či inaktivaci RhoGTPáz dochází rozličnými mechanismy, nejčastěji v reakci 

na aktivaci receptorů spřažených s G-proteiny (G-proteins coupled receptors – GPCRs), po 

aktivaci tyrosin-kinázových receptorů (receptor tyrosine kinase - RTK) nebo po aktivaci 

integrinových receptorů, které nemají enzymovou aktivitu. Tyto typy receptorů bývají 

aktivovány na základě signálů z vnějšího prostředí buňky. Těmito signály mohou být 

vazba mitogenů (aktivace GPCRs), růstových faktorů nebo mechanické změny detekované 

prostřednictvím integrinů (aktivace RTKs) (Zachary and Rozengurt 1992).  

Jak již bylo zmíněno, všechny tři výše zmíněné RhoGTPázy, tedy Rac1, Cdc42 i RhoA, 

hrají významnou roli především v regulaci organizace aktinu. Každá z nich se však 

uplatňuje při jiných procesech a v jiné části buňky. 

K aktivaci GTPáz Rac1 a Cdc42 dochází především na vedoucím okraji migrujících 

buněk. Rac1 byla prokázána jako esenciální pro polymeraci aktinu na vedoucím okraji 

buňky, úspěšné formování lamelipodia, tvorbu protruzí a pohyb buňky kupředu. Dále je 

Rac1 důležitá i pro tvorbu fokálních komplexů v oblasti lamelipodia (Nobes and Hall 

1999). 
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Cdc42 pak zajišťuje správnou tvorbu filopodií a fokálních komplexů a navíc má 

schopnost aktivovat Rac1. Tím je zajištěno časové a prostorové propojení formování 

lamelipodia a filopodií. Cdc42 dále hraje dominantní roli v ustavení migrační polarity 

a narušením funkce Cdc42 dochází zároveň k narušení morfologické polarizace buněk 

a směrované migrace (Etienne-Manneville and Hall 2002; Nobes and Hall 1995). 

Rac1 a Cdc42 sdílí společnou skupinu efektorových proteinů z proteinové rodiny 

WASP/WAVE. Proteiny WASP/WAVE pak indukují aktivaci komplexu Arp2/3 a zahajují 

tak polymeraci aktinu na vedoucím okraji buňky (Pollitt and Insall 2009; Takenawa and 

Miki 2001). Cdc42 dále aktivuje např. protein mDia2 (mammalian homolog of Diaphanous 

2), ze skupiny forminů, který spouští polymeraci aktinu a formovaní dlouhých aktinových 

svazků typicky se nacházejících právě ve filopodiích (Yang et al. 2007). A v neposlední 

řadě se Cdc42 prostřednictvím aktivace MRCK (myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-

binding kinase) a fosforylace myosinu uplatňuje také v aktino-myosinové kontraktilitě 

(Wilkinson, Paterson, and Marshall 2005). 

Naproti tomu GTPáza RhoA je aktivní spíše v zadní části buňky, kde má na starost 

tvorbu fokálních adhezí, stresových vláken a retrakci buněčného zadku. Jednou z hlavních 

úloh RhoA je regulace fosforylace a defosforylace myosinu a tím regulace kontraktility 

stresových vláken (ChrzanowskaWodnicka and Burridge 1996). Nicméně RhoA je aktivní 

i na vedoucí straně migrující buňky, kde společně s Rac1 a Cdc42 koordinuje dynamiku 

aktinového cytoskeletu (Machacek et al. 2009; Martin et al. 2016). 

Jedním z efektorových proteinů RhoA na předním okraji buňky může být např. formin 

mDia1, který stimuluje nukleaci a následnou polymeraci aktinu (Watanabe et al. 1997) a 

mimo jiné spouští polymerizaci dorsálních stresových vláken z vedoucího okraje buňky 

směrem nad jádro (Hotulainen and Lappalainen 2006). 

Významnými efektory RhoA jsou kinázy ROCKI a ROCKII (Rho kinase I and II).  Jejich 

hlavními funkcemi jsou fosforylace lehkého myozinového řetězce (MLC – myosin light 

chain) a fosforylace MLC fosfatázy (MLCP – myosin-light-chain phosphatase). Fosforylací 

MLCP dochází k její inaktivaci, fosforylací MLC k jeho aktivaci. Oba tyto kroky tedy vedou 

ke zvýšení myozinové aktivity (Kimura et al. 1996). Kinázy ROCK dále spouští dráhy 

vedoucí k inhibici proteinů ADF/cofilin, jež rozrušují aktinová vlákna (Maekawa et al. 

1999; Van Troys et al. 2008). 
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I přestože je obecně vžitá představa, že Cdc42 a Rac1 působí striktně v přední části 

buňky a RhoA se uplatňuje v zadní části, skutečnost je o poznání složitější. Tyto tři GTPázy 

nejen že vykazují překryvnou lokalizaci, ale navíc významně interagují i mezi sebou 

navzájem. Jak bylo zmíněno, GTPáza RhoA je v průběhu migrace aktivní i na přední straně 

buňky, kde je RhoA schopná inhibovat Rac1 (El-Sibai et al. 2008). Cdc42 může Rac1 

naopak aktivovat (Machacek et al. 2009). Stejně tak Rac1 dokáže prostřednictvím 

aktivace p190RhoGAP inaktivovat RhoA (Bustos et al. 2008). Podle všeho se tedy zdá, že 

pro správné fungování je nezbytné i zcela přesné načasování aktivity každé z GTPáz. Při 

tvorbě protruzí ve fibroblastech bylo prokázáno, že počáteční fáze je koordinována 

GTPázou RhoA a teprve zhruba 40 sekund po iniciování tvorby protruze se v oblasti 2 μm 

od okraje buňky aktivují GTPázy Rac1 a Cdc42. Ty pak zodpovídají za stabilizaci vzniklé 

protruze (Machacek et al. 2009). 

Bylo prokázáno, že disbalance činností jednotlivých RhoGTPáz může vést k buněčné 

transformaci a vzniku rakovinného bujení (Stengel and Zheng 2011). Na druhou stranu 

správně zacílené narušení funkce některé z GTPáz či jejich efektorových proteinů může 

být úspěšně využito i jako tumor-supresivní terapie (McHardy et al. 2005; Patel et al. 

2014). 

 

2.4.2 Signalizace vedoucí k aktivaci/deaktivaci RhoGTPáz, především RhoA 

 

Jak již bylo řečeno, aktivace RhoGTPáz je závislá na záměně GDP za GTP za pomoci 

RhoGEFs. Většina RhoGEFs obsahuje katalytickou DH (Dbl homology) doménu, jež 

umožnuje vyvázání GDP z cílové GTPázy, a pomocnou PH (pleckstrin homology) doménu, 

která navádí RhoGEF na membránu, kde je GTPáza umístěna (Obr. 7) (Goicoechea, 

Awadia, and Garcia-Mata 2014; Ma and Abrams 1999). Některé RhoGEFs aktivující 

GTPázu RhoA potřebují ke správné funkci homo- nebo heterooligomerizaci. Ta je 

zajištěna C-koncovou doménou zvanou RGS (regulators of G-protein signaling) nebo též 

RGS-like (RGL) doména (Obr. 7). Po odstranění této domény dochází k nárůstu aktivity 

RhoGEFs a tím ke zvýšené aktivitě RhoA. Přítomnost RGS domény byla prokázána u p115-

RhoGEF, PDZ-RhoGEF a LARG. Skrze RGS doménu dokáží tyto proteiny přímo asociovat 

s α-podjednotkami GPCRs Gα12 and Gα13 a tak představují přímé spojení mezi GPCRs a 

RhoA (Chikumi et al. 2004; Fukuhara, Chikumi, and Gutkind 2001). Další doménou 
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vyskytující se však pouze u PDZ-RhoGEF a LARG je doména PDZ (Obr. 7). Ta má mimo jiné 

za úkol vazbu na  α-podjednotku G proteinů (G12,13) a na cytoskelet (Harris and Lim 2001; 

Siehler 2009). 

 

 
Obr. 7: Doménové složení PDZ-RhoGEF, LARG a p115-RhoGEF, které aktivují RhoA, 
v porovnání s DRhoGEF2, který se vyskytuje u octomilek. U všech výše zmíněných 
můžeme pozorovat přítomnost katalytické DH domény, pomocné PH domény a RGS-like 
domény zodpovědné za oligomeraci. U LARG, PDZ-RhoGEF a DRhoGEF2 navíc nalézáme PDZ 
doménu, jež umožnuje vazbu na cytoskelet (převzato z Fukuhara, Chikumi, and Gutkind 
2001). 

 

Aktivace nebo deaktivace jednotlivých RhoGEFs a RhoGAPs je nejčastěji spouštěna 

stimulací receptorů spřažených s G-proteiny (GPCRs), vazbou některého růstového 

faktoru na tyrosin-kinázové receptory (RTKs), případně skrze integriny iniciovanou 

signalizaci. Na základě každého z těchto podnětů se spouští tvorba celé řady signálních 

molekul. Každá z nich má obvykle schopnost aktivovat hned několik dalších proteinů 

a jiné zároveň zase deaktivovat. Jedná se tedy o nesmírně komplexní signalizační síť. 

Co se týká regulace aktinového cytoskeletu, velmi významnou roli hraje právě 

signalizace na základě podnětů z ECM, která je buňkou zprocesována integrinovými 

receptory. Integriny jako takové nedisponují katalytickou aktivitou, tedy další předání 

signálu je zajištěno tzv. s integriny asociovanými proteiny (Mitra and Schlaepfer 2006). 

Jedním z nejvýznamnějších zástupců těchto proteinů je kináza FAK (focal adhesion kinase, 

kináza fokálních adhezí). 

K aktivaci FAK dochází její fosforylací na Tyr397. Tato fosforylace následně umožňuje 

nasedání kináz z rodiny Src, které FAK dále fosforylují a tím zvyšují její aktivitu (Lietha et 

al. 2007). Aktivní FAK poté reguluje mnoho buněčných procesů, z nichž jeden z 

nejdůležitějších je právě regulace buněčné migrace prostřednictvím malých RhoGTPáz 

(Iwanicki et al. 2008; Tilghman et al. 2005). 
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Kináza FAK ovlivňuje lokalizaci a aktivitu hned několika RhoGEFs a RhoGAPs. Velmi 

významná je aktivace p190A-RhoGAP, která vede k následné deaktivaci GTPázy RhoA 

(Roof et al. 1998). Za určitých okolností však kináza FAK může zvyšovat aktivitu p190-

RhoGEF, PDZ-RhoGEF, p115-RhoGEF a LARG a tím naopak indukovat aktivitu RhoA 

(Chikumi et al. 2004; Dubash et al. 2007). Důležité je vždy správné načasování daného 

děje. 

Hned dvěma způsoby FAK aktivuje GTPázu Rac1. Interakce s proteinem p130Cas 

umožňuje nasedání proteinu Crk, tvorbu komplexu p130Cas/Crk a prostřednictvím 

Dock180GEF aktivaci Rac1 (Premkumar et al. 2010). Druhou cestou je aktivace Rac1 

prostřednictvím PI3 kinázy (Reiske et al. 1999). 

Další významnou cestou aktivace RhoGTPáz při reorganizaci aktinového cytoskeletu 

je stimulace GPCRs prostřednictvím působení LPA (lysophosphatidic acid, kyselina 

lysofosfatidová). Touto cestou jsou aktivovány především GTPázy RhoA a Cdc42 (Etienne-

Manneville and Hall 2002; Lee et al. 2008; Ren, Kiosses, and Schwartz 1999). 

Růstové faktory pak přednostně aktivují RhoGTPázu Rac1 (Liu and Burridge 2000). 
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3 Cíle práce 

 

Z dosavadních poznatků je zřejmé, že perinukleární actin cap, který se napojuje 

zároveň do fokálních adhezí a na apikální stranu jádra, hraje významnou roli při buněčné 

migraci. Konkrétní signální dráhy, jež se podílejí na tvorbě a rozpadu těchto 

perinukleárních vláken jsou však stále obestřeny řadou tajemství. Hlavními cíli této práce 

jsou: 

 

 Stanovení vlivu přítomnosti perinukleárních aktinových vláken na rychlost 

a směrovanost buněčné migrace. 

 

 Bližší objasnění způsobu napojení actin capu na jadernou obálku. Zejména se 

zaměřím na úlohu, jež během tohoto procesu hrají nespriny a lamin A/C. 

 

 Odhalení hlavních signálních drah, které se podílí na tvorbě a rozpadu 

perinukleárního actin capu. Pozornost bude soustředěna především na 

 

 úlohu lysofosfatidové kyseliny (LPA) při tvorbě actin capu 

 roli kinázy fokálních adhezí (FAK) během rozkladu actin capu během buněčné 

polarizace 

 zastupitelnost jednotlivých RhoGEFs, jež aktivují GTPázu RhoA. 
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4 Materiály a metody 

 

4.1 Materiály 

V experimentech týkajících se této práce byly použity níže uvedené materiály. 

 

4.1.1 Buněčné linie a kultury 

Buněčná linie Popis buněčné linie 

BJ lidské fibroblasty 

HT1080 lidské fibrosarkomy 

HT1080 

s inducibilním 

CA-RhoA 

lidské fibrosarkomy; buněčná linie obsahuje stabilně vnesený 

konstrukt umožňující na základě indukce doxycyklinem expresi 

konstitutivně aktivní GTPázy RhoA (CA-RhoA) 

HS913T lidské metastatické fibrosarkomy 

NIH/3T3 myší embryonální fibroblasty 

RAT2 potkaní fibroblasty 

Saos-2 lidské osteosarkomy 

U2OS lidské osteosarkomy 

 

4.1.2 Seznam siRNA (syntetizováno firmou Eurogentec) 

siRNA  Sekvence 

ctrl 5´- AGG UAG UGU AAU CGC CUU GTT -3´ 

FAK 5´- GCU AGU GAC GUA UGG AUG UTT -3´ 

lamin A/C 5´- GGU GGU GAC GAU CUG GGC UTT -3´ 

LARG RhoGEF (1) 5´- GGA GGA AAG UUA CAC CCU U -3´ 

LARG RhoGEF (2) 5´- GGA CGG AGC UGU AAU UGC A -3´ 

p115 RhoGEF (1) 5´- GGG CUG AGC AGU AUC CUA G -3´ 

p115 RhoGEF (2) 5´- GCG ACU AAC CAA AGA CAA A -3´ 

PDZ RhoGEF (1) 5´- CAU GAA AGC UGG UGU GAA A -3´ 

PDZ RhoGEF (2) 5´- GGA GCU CAC CAU CAA GCU U -3´ 
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4.1.3 Seznam plasmidů 

Název plasmidu Popis 

GFP-KASH pEGFP.C1 plasmid obsahující doménu KASH, značeno pomocí EGFP 

GFP-KASHΔL 

pEGFP.C1 

plasmid obsahující doménu KASH zkrácenou o 23 AMK a tím 

postrádající SUN vazebné místo, značeno pomocí EGFP 

CHD-GFP-KASH 

pEGFP.C1 

plasmid obsahující doménu KASH konjugovanou s CHD 

doménou, značeno pomocí EGFP 

 

4.1.4 Seznam restrikčních enzymů 

Restrikční enzym Výrobce 

AgeI New England Biolabs 

MfeI New England Biolabs 

NheI New England Biolabs 

HindIII TaKaRa 

 

4.1.5 Seznam primárních protilátek 

Protilátka Výrobce Původ Ředění IF Ředění WB 

FAK Milipore myš --- 1:1000 

GFP Exbio králík --- 1:1000 

lamin A/C Cell Signaling králík 1:100 1:1000 

LARG (H-70) Santa Cruz králík --- 1:500 

p115 Cell Signaling králík --- 1:1000 

PDZ Invitrogen králík --- 1:500 

phalloidin-rhodamine Invitrogen --- 1:100 --- 

RACK1 Santa Cruz myš --- 1:1000 

 

4.1.6 Seznam sekundárních protilátek 

Protilátka Výrobce Původ Ředění 

Sek. protilátka anti-myš konj. s HPR Sigma koza 1:10000 

Sek. protilátka anti-králík konj. s HPR Sigma koza 1:5000 

Alexa488 anti-králík Life Technologies koza 1:100 
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4.2 Metody 

 

4.2.1 Kultivace buněk 

 

Všechny buněčné linie s výjimkou NIH/3T3 byly standardně kultivovány v DMEM 

(Gibco) médiu s 10% FBS (fetal bovine serum - Gibco) při teplotě 37°C a atmosféře s 5% 

obsahem CO2. Buňky NIH/3T3 byly kultivovány v DMEM médiu s 10% CS (calf serum - 

Gibco). Buňky byly pasážovány při konfluenci zhruba 80-90 %, obvykle jednou za 2-3 dny. 

Během pasáže jim bylo odsáto médium, poté byly opláchnuty 1xPBS (137mM NaCl, 

2,7mM KCl, 10m Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, pH=7.3) a ponechány 0,05% trypsinu (Life 

Technologies) v PBS do doby, kdy se odloučily od podkladu (zhruba 1-2 minuty). Poté 

byly naředěny čerstvým médiem vysety na novou misku. 

 

4.2.2 Fixace buněk pomocí paraformaldehydu a následná permeabilizace 

 

Pro potřeby fluorescenční mikroskopie byly buňky kultivovány na sklíčkách 

ošetřených fibronektinem (Millipore; sklíčka byla inkubována po dobu 1 hodiny při 37°C 

v 1 μg/ml roztoku fibronektinu v PBS). Během samotné fixace byly buňky nejprve 

opláchnuty PBS temperovaným na 37°C a poté po dobu 25-30 minut fixovány pomocí 2% 

PFA v PBS o teplotě 37°C. Následně byly zafixované buňky permeabilizovány po dobu 4 

minut pomocí 0,5% Tritonu-X100 (Sigma-Aldrich) v PBS a 2x10 minut promyty pomocí 

PBS. 

 

4.2.3 Fluorescenční mikroskopie 

 

Permeabilizované buňky byly zablokovány pomocí 20% kozího séra v PBS po dobu 

1h při pokojové teplotě, případně přes noc ve 4°C. Poté byly buňky inkubovány 1h 

s primární protilátkou v 5% kozím séru v PBS. Po promytí 3x10 minut byly buňky 

inkubovány se sekundární protilátkou, opět v 5% kozím séru. Phalloidin konjugovaný s 

rhodaminem byl k buňkám přidán zároveň se sekundární protilátkou. Po dobu inkubace, 

i po ní, byla sklíčka udržována ve tmě. Po skončení inkubace byly buňky opět 3x10 minut 

promyty v PBS, opláchnuty destilovanou vodou a celé sklíčko zafixováno do montovacího 

média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories) na podložní sklo. Snímky byly pořízeny 

na fluorescenčním mikroskopu Olympus BX43. 
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4.2.4 Time-lapse mikroskopie za použití fázového kontrastu 

 

Buňky byly kultivovány na 6-jamkové destičce (TPP) ošetřené fibronektinem (1h při 

37°C v 1 μg/ml roztoku fibronektinu v PBS). Snímky byly pořízeny na zobrazovací stanici 

Olympus Cell-R (invertovaný mikroskop Olympus IX71, iluminační zdroj NT20) při 37°C. 

Aby nedocházelo k vysychání média, bylo médium s buňkami převrstveno minerálním 

olejem (Sigma). Focení probíhalo tak, že jsem nejprve uložila 7 vhodných pozic z každé 

jamky a poté nastavila focení každé pozice s odstupem 7 minut po dobu 7 hodin (ve 

výsledku tedy 60 snímků každé pozice). 

 

4.2.5 Sběr lyzátů a příprava vzorků na SDS-PAGE 

 

 Pro proteinovou elektroforézu byly použity buněčné lyzáty získané lyzací v RIPA 

pufru (50mM Tris-HCl o pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% deoxycholát, 0,1% SDS, 

1mM EDTA, pH=7.3, vše Sigma). Buňky byly nejprve opláchnuty chlazeným PBS o teplotě 

4°C a poté na ledu lyzovány zhruba  1 minutu RIPA pufrem o teplotě 4°C. Na 6cm misku 

bylo použito 300 ul pufru, na jamku 6-jamkové destičky 150 ul. Zbytky buněk byly 

z podkladu seškrabány stěrkou a lyzáty přeneseny do zkumavky na led. Po dalších 20 

minutách byly vzorky stočeny v chlazené centrifuze (14.000 g) a pipetou odebrán 

supernatant. Pomocí kitu Pierce BCA Protein Assay Kit (postupováno dle návodu výrobce) 

byla změřena koncentrace proteinů v lyzátech, ke vzorkům byl přidán Laemmli vzorkový 

pufr (50mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol, 1% β-merkatpoethanol, 12,5mM 

EDTA, 0,02% bromfenolová modř, vše Sigma) v poměru 4:1 (lyzát:pufr) a vzorky byly 

povařeny po dobu 10 minut při 100 °C. 

 

4.2.6 SDS-PAGE 

 

Proteiny z jednotlivých vzorků byly separovány podle velikosti na 10% 

akrylamidovém gelu (složení separačního a zaostřovacího gelu viz. tabulka níže) 

v elektroforetickém pufru (25mM Tris-Hcl, 192mM glycin, 0,1% SDS) při konstantním 

napětí. Všechny reagencie byly od firmy Sigma. 
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Zaostřovací gel 4% (4 ml) Separační gel 10% (14 ml) 

29% Akrylamid, 

1% bisakrylamid 

530 µl 29% Akrylamid, 

1% bisakrylamid 

4,6 ml 

0.5M Tris pH 6.8 1 ml 1.5M Tris pH 8.8 3,5 ml 

10% SDS 40 µl 10% SDS 140 µl 

10% APS 40 µl 10% APS 140 µl 

TEMED 5 µl TEMED 14 µl 

H2O 2,36 ml H2O 5,7 ml 

 

4.2.7 Western blot a imunodetekce 

 

Proteiny rozdělené pomocí SDS-PAGE byly za užití aparatury pro western blot 

přeneseny na nitroceluózovou membránu (Sigma; velikost póru 0,45 μm) v transferovém 

pufru (48mM Tris-HCl, 39mM Glycin, 0,0375% SDS, 20% metanol, vše Sigma) po dobu 1 

hodiny při konstantním proudu 360 mA. Membrány byly blokovány po dobu 1 hodiny 

v roztoku sušeného odtučněného mléka (5% mléko v PBS). Po proplachu v PBS + 0,05% 

Tween-20 byla membrána byla dle potřeb rozstříhána a přes noc inkubována s primární 

protilátkou v 5% BSA v PBS ve 4°C. Poté byla membrána promyta 3x 10 minut v PBS + 

0,05% Tween-20 a po dobu 1h inkubována s příslušnou sekundární protilátkou (myší 

nebo králičí) konjugovanou s peroxidázou. Po dalším promytí 3x 10 minut v PBS + 0,05% 

Tween-20 byla provedena detekce signálu za užití kitu SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (postupováno dle návodu výrobce) na autoradiografické 

filmy. Vyvolání filmů bylo provedeno v temné komoře na přístroji Agfa Curix 60. 

 

4.2.8 Kalcium-fosfátová transfekce siRNA 

 

Snížení exprese genů pro FAK a lamin a/c bylo provedeno použitím kalcium-fosfátové 

transfekce. Buňky o konfluenci zhruba 70-80 % byly transfekovány námi připravenou 

transfekční směsí – do jedné zkumavky bylo odpipetováno 100 µl 2x HEBS (274mM NaCl, 

10mM KCl, 1,4mM Na2HPO4, 15mM D-glukóza, 42mM HEPES, pH 7,1), do druhé 10 µl 2,5M 

CaCl2 v 10 mM HEPES (pH 7,2), 96 µl 1x TE (pH 7,2) a 4 µl roztoku siRNA o koncentraci 

20 pmol/µl (uvedené množství chemikálií platí pro jednu jamku 6-jamkové destičky). 
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Obsah druhé zkumavky byl postupně pomalu nakapán do první zkumavky a celý objem 

byl inkubován po dobu 20 minut při pokojové teplotě pro vytvoření komplexů. Poté byl 

roztok přikapán do čerstvého média k buňkám na 6-jamkové destičce. Po 6 hodinách byla 

transfekční směs odmyta za pomoci PBS a k buňkám přidáno čerstvé médium. Účinek 

siRNA byl stanoven 24-48 hodin po transfekci. 

 

4.2.9 Transfekce DNA vektorů 

 

DNA vektory byly do buněk vneseny za užití reagencie Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). Postupováno bylo dle pokynů výrobce. Po 12ti hodinách od transfekce bylo 

médium s transfekční směsí odsáto, buňky opláchnuty v PBS a přidáno čerstvé médium. 

Plasmidová DNA byla připravena pomocí kitu QIAprep Spin Midiprep Kit (Qiagen) dle 

doporučeného návodu. 

 

4.2.10 Práce s DNA – PCR, restrikce, ligace 

 

K amplifikaci DNA pomocí PCR byl použit přístroj Minicycler MJ Research. Použitý 

cyklus odpovídal tabulce níže. Polymerázové reakce probíhaly vždy v objemu 50 μl 

(2x0,3mM DNA primer, Pfu pufr s MgSO4 [Jena Biosciences], 20μM dNTP [Fermentas], 

1 μg/μl templátové DNA, 0,5μl Pfu-X DNA polymerázy [Jena Biosciences]). 

 

Restrikce DNA probíhala 2 hodiny při pokojové teplotě podle doporučení výrobce 

restrikáz (New England Biolabs). Při použití dvou restrikáz současně byly restrikční 

podmínky optimalizovány na základě stránek výrobce.  

K ligaci DNA byla použita T4 DNA ligáza (Thermo scientific) a postupováno bylo dle 

návodu výrobce. Ligace probíhala přes noc při pokojové teplotě. 
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4.2.11 Agarózová DNA elektroforéza + extrakce DNA z gelu 

 

Složení agarózového gelu je následující: prášková agaróza (Lonza) v Tris-acetátovém 

pufru (TAE; 40mM Tris, 20mM kys. octová, 1mM EDTA), 0,05 μg/ml ethidium bromid. 

Obvykle byl používán 1% agarózový gel. Vodný roztok DNA byl smíchán s nanášecím 

pufrem (Thermoscientific) v poměru 1:6 (pufr : objem DNA). Elektroforéza probíhala 

v TAE pufru při konstantním napětí 80V. 

Extrakce námi žádaného fragmentu probíhala tak, že jsem pod UV lampou nejprve 

rychle nafotila gel a označila pomocí skalpelu oblast obsahující náš fragment. Tuto oblast 

jsem pak vyřízla a DNA v ní obsaženou jsem z gelu vyextrahovala pomocí QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen) dle návodu výrobce. DNA byla na závěr eluována do destilované 

vody. 

 

4.2.12 Replikace plasmidu v kompetentních bakteriích + izolace DNA 

 

Námi připravený plasmid byl vnesen do kompetentních buněk E. coli (kmen DH5α) 

metodou tepelného šoku. Kultivace bakterií DH5α a následná izolace plasmidové DNA 

byla provedena dle pokynů výrobce QIAprep Spin Midiprep Kit (Qiagen). Ve finálním 

kroku izolace byla DNA eluována destilovanou vodou. 
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4.2.13 Příprava CHD-GFP-KASH konstruktu 

 

Plazmidy GFP-KASH a GFP-KASHΔL připravila již dříve moje kolegyně Miloslava 

Maninová (Maninova et al. 2013). Plazmidy exprimují zelený fluorescenční protein (GFP) 

fúzovaný na C-konci s KASH doménou nesprinu-2 (GFP-KASH), respektive KASH 

doménou s chybějící částí zodpovědnou za interakci s proteiny SUN (GFP-KASHΔL).  

Plazmidové mapy obou konstruktů jsou níže. 

 

 

Doména CHD byla získána PCR amplifikací z cDNA knihovny získané z HeLa buněk 

(Maninova et al. 2013) pomocí primerů 

CHD-F 5´ aaaaagctagctccatcgagtcaaagaatggcatctagtcctgagcttcc 3´ 

CHD-R 5´ accggtttccaaatatccaattttgatttca 3´ 

Po opakovaných nezdařilých pokusech zaklonovat získanou doménu CHD do GFP-

KASH plazmidu napřímo pomocí restriktáz NheI a AgeI jsem zvolila postup nejprve 

zaklonovat CHD doménu do jiného v laboratoři dostupného plasmidu LMNA-GFP-C1 a to 

pomocí restriktáz AgeI a NheI. Úspěšné zaklonování CHD do vektoru bylo ověřeno 

restrikcí pomocí HindIII a detekcí na agarózovém gelu. Byla potvrzena přítomnost 

fragmentů velikosti 772 a 5253 bp. 
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Následně jsem z plazmidu GFP-KASH pomocí restriktáz MfeI a AgeI vyštěpila 

fragment GFP-KASH. Tento fragment byl pak užitím stejných restriktáz vložen do 

plazmidu LMNA-CHD. Produktem je plazmid CHD-GFP-KASH. Zaklonování fragmentu 

GFP-KASH bylo potvrzeno sekvenací z primerů CMV, EGFP-N a EGFP-C (provedla externí 

firma). Celý postup znázorněn níže.  
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5 Výsledky 

 

5.1 Actin cap - jeho funkce v buňkách a struktura napojení na jádro 

 

Perinukleární actin cap hraje v buňce pravděpodobně hned několik rolí, ať už je to 

deformace jádra, jeho reorientace během buněčné polarizace nebo převod signálu z ECM 

do jádra (Maninova and Vomastek 2016). Obecným cílem této práce bylo objasnit, jaký 

vliv má přítomnost actin capu na způsob migrace, a zároveň blíže charakterizovat způsob 

a strukturu napojení těchto aktinových vláken na jaderný obal. 

 

5.1.1 Porovnání různých buněčných typů - přítomnost x nepřítomnost actin 

capu 

 

Jak již bylo zmíněno, actin cap není přítomen ve všech buněčných liniích. Jako první 

krok jsem se proto rozhodla zjistit, v jakých dostupných liniích mezenchymálního původu 

jsou perinukleární aktinová vlákna přítomná. Buňky kultivované na sklíčkách ošetřených 

fibronektinem byly zafixovány pomocí paraformaldehydu, obarveny fluorescenčně 

značeným phalloidinem a zafixovány do montovacího média VectaShield s obsahem DAPI. 

 Pozorovali jsme, že nejvyšší zastoupení actin capu vykazují buněčné linie Saos-2 

(lidské osteosarkomy), RAT2 (potkaní fibroblasty), BJ (lidské fibroblasty) a NIH-3T3 

(myší embryonální fibroblasty). Naopak v buňkách HT1080 (lidské fibrosarkomy) a U2OS 

(lidské osteosarkomy) actin cap pozorován nebyl (Obr. 8). 

Z těchto výsledků vyplývá, že přítomnost actin capu nesouvisí nutně s původem 

buněčné linie. Příkladem může být porovnání linií U2OS a Saos-2. Ačkoliv jsou obě linie 

osteosarkomové, v Saos-2 je actin cap téměř vždy ukázkově přítomen, zatímco U2OS jsme 

pro další experimenty zvolili jako typický příklad buněk, v nichž se actin cap standardně 

téměř nevyskytuje. 
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Obr. 8 (viz. předchozí strana): Porovnání přítomnosti actin capu napříč buněčnými 
liniemi. V prvních 3 sloupcích nafocen ve třech fokálních rovinách aktin barvený pomocí 
phalloidin-rhodaminu, v posledním sloupci je vrchní fokální rovina zobrazená s jádrem 
(barveno pomocí DAPI). Fokální hladina byla měněna manuálně, jelikož mikroskop 
nedisponoval motorizovaným posunem stolku. Z tohoto důvodu nebylo možné zaznamenat 
přesné z-hodnoty a jednotlivé fokální hladiny jsou orientačně označované jako bazální 
strana (spodní strana buňky přilehlá k substrátu), prostřední strana a vrchní strana (fokální 
hladina zobrazující oblast nad jádrem).   

 

5.1.2 Migrační mód buněk v závislosti na přítomnosti actin capu 

 

Následně jsme stanovili, zda přítomnost actin capu koreluje s migračním potenciálem 

buněčných linií – pro tyto studie byly použity linie RAT2, Saos-2 a NIH-3T3, u kterých je 

actin cap přítomen, a linie U2OS, u které se actin cap běžně nevyskytuje. 

 Jako další modelová linie pak byla použita buněčná linie HT1080, která obsahuje 

stabilně vnesený gen kódující konstitutivně aktivní verzi malé GTPázy RhoA (CA-RhoA) 

fúzovanou s GFP (tato linie byla laskavě poskytnuta z laboratoře doc. Jana Brábka, PřF 

UK). Exprese tohoto genu je řízena z inducibilního promotoru, který je aktivován 

přidáním doxycyklinu (Dox). Buňky HT1080 za standardních podmínek actin cap 

nevytváří, nicméně přidání doxycyklinu a exprese CA-RhoA indukuje tvorbu actin capu 

(podrobněji v kapitole 5.2.1).  

Buňky kultivované na fibronektinem ošetřené 6-jamkové destičce byly sledovány 

pomocí časosběrné mikroskopie na mikroskopu Olympus CellR (7 uložených pozic z 

každé jamky) po dobu 7 hodin. Trajektorie jednotlivých buněk byla sledována v programu 

Fiji za užití pluginu Manual tracking (https://fiji.sc/) a získaný soubor pozic byl 

zpracován programem Chemotaxis and Migration Tool (https://ibidi.com/chemotaxis-

analysis/171-chemotaxis-and-migration-tool.html).  

Buňky HT1080 v jedné z jamek byly inkubovány s doxycyklinem, aby byla indukována 

exprese GFP-CA-RhoA. Exprese CA-RhoA (značený pomocí GFP) byla potvrzena pomocí 

fluorescenční mikroskopie (Obr. 9)  
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Obr. 9: Ověření exprese CA RhoA-GFP v HT1080 indukovaných doxycyklinem. Levý 
panel ukazuje buňky ve fázovém kontrastu, panel vpravo pak GFP signál potvrzující expresi 
CA RhoA-GFP. 

 

Celý experiment byl proveden ve dvou nezávislých opakováních. Celkem bylo 

sledováno 26 buněk RAT2 (12 v prvním měření, 14 ve druhém), 18 buněk Saos-2 (6 +12), 

45 buněk U2OS (21+24), 43 buněk NIH-3T3 (19+24), 34 buněk HT1080 bez indukce 

doxycyklinem (18+16) a 28 buněk (17+11) HT1080 exprimujících CA-RhoA - indukováno 

doxycyklinem. 

Příklady trajektorií jednotlivých buněk jsou ukázány na Obr. 10. Z těchto obrázků je 

zřejmé, že jednotlivé buněčné linie se liší ve dvou parametrech buněčné migrace. Buněčné 

linie vykazují odlišnou rychlost migrace a směrovanost (perzistenci) pohybu, neboli 

schopnost se pohybovat beze změny směru.  
 

 

Obr. 10: Grafy znázorňující trajektorie jednotlivých buněk různých buněčných linií. 
V grafu ukazujícím trajektorie buněk RAT2 bylo upraveno měřítko z důvodu malé 
vzdálenosti jejich migrace. Pro přehlednost jsou uvedeny trajektorie buněk pouze z prvního 
experimentu. 
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Pro kvantifikaci rychlosti migrace jsem stanovila celkovou vzdálenost, kterou buňky 

urazily za daný časový úsek (Obr. 11).  

 

 

Obr. 11: Porovnání celkové uražené vzdálenosti buněk jednotlivých linií. V levé části 
grafu jsou buněčné linie seřazené sestupně dle umigrované vzdálenosti. V pravé části grafu 
separátně porovnání linie HT1080 a HT1080 s indukovaným CA-RhoA (značena jako 
HT+dox). Sloupce reprezentující buněčné linie mající actin cap jsou označeny černou barvou, 
sloupce reprezentující buněčné linie bez actin capu jsou označeny šrafovaně. Do grafu byla 
pro každou buněčnou linii vynášena průměrná hodnota umigrované vzdálenosti (v μm) 
získaná ze dvou nezávislých experimentů a příslušná směrodatná odchylka. 

 

Změřená rychlost migrace naznačuje, že přítomnost actin capu nekoreluje s rychlostí 

migrace. Actin cap je přítomen jak v rychle se pohybujících buňkách (NIH3T3), tak 

i v buňkách s nízkou migrací (RAT2, Saos-2).  

Pro kvantifikaci směrovanosti pohybu jsem stanovila index perzistentní migrace, kdy 

byla vzdálenost přímo spojující počáteční a konečný bod migrace vydělena vzdáleností, 

kterou buňka skutečně umigrovala (Obr. 12). V tomto typu kvantifikace hodnota blížící se 

1 ukazuje na velkou perzistenci a směrovaný pohyb, s minimálními změnami směru 

pohybu. Hodnota blížící se 0 pak ukazuje, že buňky se pohybují spíše náhodně s častými 

změnami směru.  
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Obr. 12: Porovnání směrovanosti migrace jednotlivých zkoumaných buněčných linií. 
V levé části grafu jednotlivé linie řazené dle přítomnosti (sloupce značeny černě) nebo 
nepřítomnosti (sloupce značeny šrafovaně) actin capu. V pravé části separátně porovnání 
buněk linie HT1080 a HT1080 s indukovaným CA-RhoA (značeny jako HT+dox). Do grafu 
byla pro každou buněčnou linii vynášena průměrná hodnota indexu směrovanosti získaná 
ze dvou nezávislých experimentů a příslušná směrodatná odchylka. 
 

Dle našich výsledků se zdá, že buňky s actin capem vykazují směrovanější typ migrace. 

Naopak buňky bez capu se více „točily v kruzích“ a směr migrace častěji měnily (Obr. 10 

a Obr. 12). Pro srovnání buňky 3T3 (s actin capem) vykazovaly při obou měření zhruba 

dvojnásobnou míru indexu směrovanosti migrace oproti buňkám U2OS (bez capu). Index 

směrovanosti migrace buněk NIH3T3 se pohybuje okolo hodnoty 0,6, což znamená, že 

skutečná trajektorie NIH3T3 buněk je pouze 1,7x delší než ideální trajektorie přímo 

spojující počáteční a konečný bod migrace. Buňky U2OS  pak vykazovaly 3,5x delší 

trajektorii.  

V některých případech je tento jev i statisticky průkazný, např. v případě srovnání 

NIH3T3 a HT1080 a U20S (p= 2,4E-08, respektive p= 8,6E-09, dvouvýběrový nepárový t-

test) a v některých případech je na hranici statistické významnosti (RAT2-U2OS, p= 

0,052). Toto je pravděpodobně způsobeno malým počtem naměřených dat, kdy např. pro 

Saos-2 se podařilo naměřit trajektorie pouhých 18 buněk. 
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Zajímavé zjištění přineslo srovnání buněk HT1080 a HT1080, u nichž byla indukována 

tvorba actin capu pomocí doxycyklinu a exprese konstitutivně aktivního RhoA. Buňky 

s CA-RhoA migrovaly více směrovaně ve srovnání s neošetřenými buňkami HT1080, 

i když rozdíly opět nebyly statisticky významné (p=0,14). Je zřejmé, že tyto experimenty 

bude nutné ještě několikrát zopakovat pro získání většího souboru dat. 

 

5.1.3 Vliv snížené exprese laminu A/C na tvorbu actin capu 

 

Lamin A/C se přímo váže na LINC komplex. Dá se tedy očekávat, že absence či 

narušení funkce laminu A/C povede zároveň k narušení správné funkce LINC komplexu, 

tedy k poškození propojení mezi cytoskeletem a jádrem. 

Jelikož rozrušení LINC komplexu má za následek i neschopnost buněk si vytvořit actin 

cap (Lombardi et al. 2011), předpokládali jsme, že deplece laminu A/C by mohla mít 

podobný následek. 

K ověření této teorie jsem využila snížení exprese laminu A/C v buňkách RAT2 

pomocí siRNA. siRNA proti laminu A/C byla vnesena do buněk prostřednictvím kalcium-

fosfátové transfekce. Redukci množství laminu A/C jsem se nejprve snažila potvrdit 

pomocí western blotu. Bohužel použitá protilátka se zdá být při použití na western blot 

nefunkční. Snížení exprese bylo tedy nakonec prokázáno pomocí imunofluorescenční 

mikroskopie (Obr. 13).  

Buňky byly fixovány 36h po transfekci siRNA. Lamin A/C byl barven pomocí králičí 

protilátky rozeznávající lamin A/C a sekundární protilátky Alexa488. Dále byl 

vizualizován aktin pomocí phalloidin-rhodaminu a jádro pomocí DAPI. Jako kontrola byly 

použity buňky zcela netransfekované a buňky transfekované kontrolní siRNA.  

Pomocí imunofluorescenční mikroskopie se podařilo potvrdit, že siRNA výrazně 

snižuje hladinu laminu A/C (Obr. 13). Nikdy nicméně nedošlo k dokonalému odstranění 

laminu A/C. Dokonce i po dvojité transfekci bylo malé residuální množství laminu 

přítomno. 
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Obr. 13: Snížení exprese laminu A/C v buněčné linii RAT2 po dvojité kalciumfosfátové 
transfekci siRNA cílící na lamin A/C. Modře je pomocí DAPI značené jádro, zeleně lamin 
A/C (použita primární protilátka proti laminu a/c + sekundární protilátka Alexa 488). 

 

Během kvantifikace přítomnosti actin capu byly jednotlivé buňky zařazeny do jedné 

ze 3 skupin – buňky s dokonale vytvořeným actin capem, buňky, které jej měly částečně 

rozpadlý a buňky zcela bez capu (Chambliss et al. 2013; Maninova and Vomastek 2016). 

Příklady jednotlivých forem actin capu jsou uvedeny na Obr. 14. Stejný způsob 

kvantifikace byl použit i u několika dalších níže uvedených experimentů. 

 

Obr. 14: Příklady buněk s dokonale vytvořeným actin capem (první řada), buněk 
s polorozpadlým actin capem (prostřední řada) a buněk zcela bez actin capu (spodní 
řada). Zobrazena je fokální hladina na svrchní straně jádra (barveného pomocí DAPI, 
modrá barva). Aktinová vlákna jsou značena bíle. 

polorozpadlý 

 

ANO 

NE 
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Experiment byl jednou zopakován s tím rozdílem, že při opakování bylo pro zvýšení 

účinnosti využito dvojité transfekce siRNA, kdy druhá transfekce proběhla 36 hodin po 

první transfekci. Celkem bylo vyhodnoceno 65 buněk netransfekovaných, 153 

transfekovaných kontrolní siRNA a 169 transfekovaných laminovou siRNA. 

Navzdory našemu očekávání se zdá, že buňky se sníženou expresí laminu A/C (Obr. 

15; lam kd) vykazují minimální rozdíly v přítomnosti actin capu vůči netransfekovaným 

buňkám (Obr. 15; bez transfekce). 

Poněkud překvapivé je zjištění, že buňky transfekované kontrolní siRNA (Obr. 15; 

ctrl) vykazují nejvyšší úbytek perinukleárních aktinových vláken oproti buňkám 

netransfekovaným nebo buňkám transfekovaným siRNA proti laminu A/C. Toto 

naznačuje, že námi používaná kontrolní siRNA má nechtěný vedlejší účinek, který se 

projevuje na struktuře actin capu (detaily v diskuzi, kapitola 6.2). 
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Obr. 15: Podíl buněk obsahujících actin cap v populaci buněk RAT2 po snížení exprese 
laminu A/C. Ukázány jsou výsledky z experimentu, kde byly buňky transfekovány dvakrát 
za sebou siRNA proti laminu A/C pro efektivní snížení jeho exprese. Zelené sloupce 
znázorňují frakci buněk s dokonale vytvořeným actin capem (ANO), modré sloupce 
znázorňují frakci buněk s narušeným actin capem (polorozpadlý) a oranžové sloupce frakci 
buněk bez actin capu (NE). 
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5.1.4 Úloha aktin-vazebné domény CHD při tvorbě actin capu v buňkách 

  

 Interakce cytoskeletu s jadernou laminou může být zprostředkována proteiny 

z rodiny nesprinů, které jsou zakotveny ve vnější membráně jaderného obalu. Bylo 

popsáno, že cytosolická N-koncová doména nesprinu může zajišťovat propojení 

s cytoskeletem (Rajgor and Shanahan 2013). Na druhé straně, C-koncová doména KASH, 

nacházející se v prostoru mezi vnitřní a vnější membránou jaderného obalu, hraje zásadní 

roli při asociaci s proteiny SUN, které asociují s jadernou laminou (Lombardi et al. 2011). 

Heterodimer nesprin-SUN tak vytváří můstek, který spojuje cytoskelet na 

cytoplasmatické straně jaderného obalu s jadernou laminou přítomnou na jaderné straně 

jaderného obalu. 

Rozrušení heterodimeru nesprin-SUN lze dosáhnout expresí KASH domény. Pokud je 

samostatná KASH doména exprimována v nadbytku, může asociovat s proteiny SUN 

a vytlačit endogenní nesprin z tohoto dimeru. Tím dochází k rozrušení komplexu LINC, 

jelikož samotná KASH doména není schopná vazby cytoskeletu a znemožňuje tím jeho 

propojení s jádrem.   

Pro rozrušení LINC komplexu je v laboratoři používán plazmid, který kóduje KASH 

transmembránovou doménu zajišťující lokalizaci do vnější membrány jaderného obalu ve 

fúzi s GFP (Obr. 16 a Obr. 17). Tento konstrukt se nazývá GFP-KASH. Bylo ukázáno, že 

exprese GFP-KASH blokuje tvorbu actin capu v polarizujících buňkách (Maninova and 

Vomastek 2016). Jako negativní kontrola je používán konstrukt GFP-KASHΔL, který je 

oproti GFP-KASH zkrácen o 23 aminokyselin a postrádá SUN-vazebnou doménu (Obr. 16). 

Integruje se tedy úspěšně do vnější jaderné membrány, ale neinteraguje ani se SUN, ani 

s aktinem.  

Domnívali jsme se, že napojení actin capu k nesprinu by mohlo být způsobeno vazbou 

aktinu k doméně homologní s calponinem (calponin homology domain, CHD doména), 

která se vyskytuje na N-konci nesprinů-1 a -2 (Obr. 16). Pro ověření významu CHD 

domény při vazbě na aktin jsem připravila konstrukt „mininesprin“ CHD-GFP-KASH, který 

obsahoval doménu KASH a CHD doménu fúzovanou s GFP (Obr. 16). Ten by měl být 

schopný jak vazby proteinů SUN, tak aktinu, a tedy by měl znovu obnovit propojení aktin-

jádro a potažmo tvorbu actin capu v buňkách. 
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Konstrukty GFP-KASH a GFP-KASHΔL připravila moje kolegyně Miloslava Maninová 

již v roce 2013 (detaily viz. Maninova et al. 2013). Detailní příprava konstruktu CHD-GFP-

KASH je popsána v kapitole 4.2.13. 

 

Obr. 16: Schématické znázornění doménového uspořádání nesprinů a připravených 
konstruktů použitých v této práci 

 

Vektory byly do buněk RAT2 vneseny pomocí transientní transfekce Lipofectaminem 

2000. Transfekované buňky byly dále zafixovány, nabarveny pomocí DAPI a phalloidinu 

konjugovaného s rhodaminem. Dle pozorování transfekovaných buněk pod 

fluorescenčním mikroskopem se zdá, že konstrukt CHD-GFP-KASH vykazuje v buňkách 

jen nízkou míru exprese a navíc že podíl transfekovaných buněk v populaci je výrazně 

nižší, než u buněk transfekovaných pomocí konstruktů KASH či KASHΔL (Obr. 17). 

 

 

Obr. 17: Lokalizace KASH konstruktů do jaderné membrány buněk RAT2 (modře 
DAPI, zeleně GFP značené konstrukty). Exprese konstruktů KASH a KASHΔL byla 
v buňkách velmi dobře patrná, zatímco signál CHD-GFP-KASH byl výrazně slabší a menší byl 
i podíl GFP pozitivních buněk v populaci. GFP signál byl v tomto případě zesílen, aby ukázal 
správnou lokalizaci CHD-GFP-KASH do jaderného obalu. 

 

Hladina exprese fúzních proteinů GFP-KASH, GFP-KASHΔL a CHD-GFP-KASH byla 

v buňkách ověřena také pomocí western blotu a následného vyvolání za užití protilátky 

proti GFP (Obr. 18). Jako kontrola stejného množství nanášky v jednotlivých jamkách gelu 
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byla použita kináza FAK (120 kDa), jejíž velikost je dostatečně odlišná od velikosti 

konstruktů.  Zde se ukázalo, že signál CHD-KASH konstruktu je v buněčných lyzátech 

nedetekovatelný. Konstrukty KASH a KASHΔL detekovány byly. 

 

 
Obr. 18: Western blot pro ověření množství námi vnesených GFP-značených 
transgenních KASH proteinů v buňkách. KASH proteiny konjugované s GFP byly 
detekovány za použití protilátky proti GFP. Pořadí nanášek zleva: marker, GFP (kontrola), 
GFP-KASH, GFP-KASHΔL, CHD-GFP-KASH. Jako kontrola nanášky bylo použito proteinu FAK. 
Zatímco proteiny KASH a KASHΔL byly bez obtíží detekovány, konstrukt CHD-KASH se 
detekovat nepodařilo. 

 

Přítomnost actin capu v jednotlivých transfekovaných buňkách byla kvantifikována 

stejně, jako v předchozím experimentu (kapitola 5.1.3). Buňky vykazující pouze nízkou 

míru exprese transgenního produktu, odhadnutou podle intenzity GFP signálu, nebyly do 

kvantifikace zahrnuty. 

  Celkově byl experiment proveden ve čtyřech nezávislých opakováních a v součtu 

bylo vyhodnoceno 304 buněk s konstruktem GFP-KASH, 270 buněk s konstruktem GFP-

KASHΔL a 201 buněk s konstruktem CHD-GFP-KASH.  
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Obr. 19: Vyhodnocení přítomnosti actin capu v buňkách RAT2 v závislosti na 
přítomnosti různých vnesených konstruktů. Ukázány jsou výsledky z jednoho 
z experimentů. Zelené sloupce znázorňují frakci buněk s dokonale vytvořeným actin capem 
(ANO), modré sloupce znázorňují frakci buněk s narušeným actin capem (polorozpadlý) 
a oranžové sloupce frakci buněk bez actin capu (NE). 

 

Na základě získaných dat se zdá, že množství buněk s polorozpadlým actin capem je 

téměř stejné jak mezi jednotlivými konstrukty, tak i mezi skupinami z různých 

experimentů. Do jednoho grafu jsme proto vynesli průměrné hodnoty procentuálního 

zastoupení buněk s polorozpadlým actin capem ze všech 4 experimentů (Obr 20.). 

Potvrdilo se, že polorozpadlý actin cap je zastoupen u všech zkoumaných skupin téměř 

v totožné míře. Pro další vyhodnocení je tedy možné frakci s polorozpadlým actin capem 

zcela zanedbat. Do druhého grafu jsme proto samostatně vynesli pouze průměr 

zastoupení buněk s dokonale vytvořeným actin capem (Obr. 20).  
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Obr. 20: Porovnání procentuálního zastoupení buněk s polorozpadlým (vlevo) a 
dokonale vytvořeným (vpravo) actin capem jako průměr ze všech čtyř provedených 
experimentů. Můžeme vidět, že polorozpadlý actin cap (AC) je zastoupen u všech 
zkoumaných skupin zhruba ve stejné míře. Naproti tomu dokonale vytvořený actin cap se 
nejvíce vyskytuje u kontrolní skupiny buněk s KASHΔL konstruktem, v menší míře je pak 
zastoupen v buňkách s vneseným konstruktem KASH a CHD-KASH. 

 

Ve shodě s dříve dosaženými výsledky v naší laboratoři (Maninova and Vomastek 

2016) jsme zjistili, že buňky exprimující GFP-KASH mají actin cap přítomný v menší míře 

než kontrolní buňky exprimující GFP-KASHΔL (Obr. 19 a Obr. 20). Je třeba zmínit, že 

inhibiční efekt GFP-KASH nebyl tak dominantní jako v předchozích publikovaných 

výsledcích (Maninová 2016), nicméně i přesto statisticky významný. Provedením 

neparametrického t-testu jsme při porovnání množství dokonale vytvořeného actin capu 

mezi skupinami KASH a KASHΔL získali hodnotu p=0,0291, při porovnání skupin KASHΔL 

a CHD-KASH je p=0,019. 

Důvodem může být slabší exprese sledovaných proteinů nebo rozdílné metodické 

provedení experimentu (podrobněji rozebráno v kapitole Diskuze). Nicméně jsme 

pozorovali, že konstrukt obsahující CHD doménu snížil zastoupení actin capu podobně 

jako GFP-KASH. Přítomnost CHD domény tedy nezapříčinila obnovu vazby na aktin 

a znovu zvýšení procentuálního zastoupení actin capu oproti buňkám s GFP-KASH. 

Z tohoto výsledku lze usuzovat, že actin cap není spojen s jaderným obalem skrze aktin 

vazebnou CHD doménu proteinů nesprin-1 a -2.      
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5.2 Signalizace vedoucí k tvorbě, resp. rozpadu actin capu 

 

V této kapitole se zaměřím na charakterizaci pravděpodobných signálních drah 

ovlivňujících tvorbu actin capu, resp. i ostatních aktinových struktur v buňce.  Vzhledem 

k tomu, že vlákna actin capu obsahují fosforylovaný lehký řetězec myosinu a jsou tudíž 

kontraktilní, předpokládali jsme, že ústředním regulátorem tvorby actin capu může být 

malá GTPáza RhoA, která se významně podílí na udržování aktomyosinové kontraktility 

v buňkách. RhoA je inaktivní ve formě s navázaným GDP a výměnou GDP za GTP dochází 

k její aktivaci a schopnosti aktivovat její efektorové proteiny jako jsou forminy mDia 

a proteinkinázy ROCK (Maekawa et al. 1999).  Správně časovaným cyklováním mezi stavy 

s navázaným GDP a GTP, je zajištěna celá řada buněčných dějů, mimo jiné i správná 

organizace aktinu, potažmo actin capu. Výměna GDP za GTP je regulována proteiny 

z RhoGEF rodiny (guanine nucleotide exchange factor), zatímco hydrolýza GTP za vzniku 

GDP je aktivována pomocí proteinů RhoGAP (GTPase activating protein). 

Jedním z aktivátorů RhoA je kyselina lysofosfatidová (lysophosphatidic acid - LPA), 

která tak činí prostřednictvím specifické podskupiny RhoGEF, tzv. RGS-RhoGEF (Tanabe 

et al. 2004). Naopak např. buněčná adheze k proteinům ECM vede k akutní aktivaci kinázy 

fokálních adhezí (FAK), která zapříčiňuje deaktivaci RhoA, resp. její „zamrznutí“ ve stavu 

s navázaným GDP. FAK pravděpodobně inaktivuje RhoA skrze působení proteinu 

p190RhoGAP – jednoho z proteinů RhoGAP (Klimova et al. 2016) (Obr. 21). 

Přechozí výsledky dosažené v laboratoři ukázaly, že v průběhu polarizace buněk 

RAT2 dochází k remodelaci actin capu, kdy během prvních fází polarizace dochází 

k rozpuštění existujícího actin capu (přibližně do tří hodin po iniciaci polarizace) a poté 

dojde k novému vytvoření actin capu (Maninova and Vomastek 2016). Polarizace byla 

indukována rýhou provedenou v konfluentní kultuře. Na základě těchto výsledků jsme 

předpokládali, že v buňkách dochází během polarizace k tranzientnímu poklesu RhoA, 

který umožňuje remodelaci actin capu. Tranzientní pokles může být způsoben tvorbou 

protrudujících oblastí, aktivací integrinů, FAK a p190RhoGAP (Obr. 21). 
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Obr. 21: Souhrnné schéma předpokládané signální dráhy vedoucí k remodelaci actin 
capu. Zatímco LPA a RGS-RhoGEF aktivují RhoA, tak integriny, FAK a p190RhoGAP 
inaktivují RhoA. 

 

 

5.2.1 Úloha GTPázy RhoA na tvorbu actin capu v buňkách HT1080 s inducibilní 

konstitutivně aktivní RhoA  

 

Jak již bylo zmíněno, měli jsme k dispozici linii HT1080 s doxycyklin-inducibilní 

expresí konstitutivně aktivní RhoA (CA-RhoA). Tato linie je ideálním modelem pro 

porovnání vlivu aktivní RhoA na actin cap, jelikož tato linie standardně nevytváří actin 

cap a mimo přidání doxycyklinu (dox) není k aktivaci RhoA potřeba žádné další zásahy, 

které by mohly negativně ovlivnit kondici buněk. 

Pokud tvorba actin capu vyžaduje RhoA aktivitu, tak by exprese CA-RhoA měla 

způsobit zvýšenou míru tvorby stresových vláken tedy i actin capu v buňkách. Toto jsem 

ověřila kvantifikací přítomnosti actin capu v buňkách bez doxycyklinu a s přidáním 

doxycyklinu (výsledná koncentrace 0,5uM) po dobu 24 hodin (postup kvantifikace 

popsán v kapitole 5.1.3). 
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Obr. 22: Nárůst procentuálního zastoupení buněk s actin capem v buňkách HT1080 
po expresi CA-RhoA indukované doxycyklinem. Zelené sloupce znázorňují frakci buněk 
s dokonale vytvořeným actin capem (ANO), modré sloupce znázorňují frakci buněk 
s narušeným actin capem (polorozpadlý) a oranžové sloupce frakci buněk bez actin capu 
(NE).  
 

Celkem bylo během dvou experimentů kvantifikováno 64 buněk bez ošetření a 109 

po ošetření doxycyklinem. Výsledky naznačují, že konstitutivně aktivní RhoA dokáže 

indukovat tvorbu actin capu v linii HT1080 (Obr. 22 a Obr. 23).  Nicméně je zřejmé, že 

actin cap není tak dobře zformován jako v případě např. buněk RAT2. Zastoupena je 

především forma „polorozpadlého“ actin capu (detekováno u 40 % buněk), který 

neobsahuje zřetelná, paralelně uspořádaná perinukleární vlákna. Přestože k tvorbě dobře 

uspořádaného actin capu dochází, jeho výskyt je pouze u zhruba 8 % buněk. 
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Obr. 23: Vliv indukovaného CA-RhoA na strukturu aktinu v buňkách HT1080. Bíle je 
značen aktin, modře jádro barvené pomocí DAPI. Horní panel ukazuje kontrolní buňky bez 
indukce CA-RhoA, spodní panel buňky po přidání doxycyklinu (24h, 0,5uM) a indukci exprese 
CA-RhoA. Aktin byl nafocen ve 3 fokálních hladinách – bazální (zcela vlevo), hladina 
uprostřed buňky (2. panel zleva) a v hladině nad jádrem (napravo). V některých buňkách 
s aktivovaným CA-RhoA je v hladině nad jádrem zřejmá indukovaná tvorba actin capu.  

 

 

5.2.2 Důležitost přítomnosti kyseliny lysofosfatidové (LPA) při utváření actin 

capu 

 

To, že kyselina lysofosfatidová (LPA) je jedním z aktivátorů G-proteinu Rho a tím že 

indukuje tvorbu stresových aktinových vláken, bylo již opakovaně prokázáno (Ren, 

Kiosses, and Schwartz 1999). Předpoklad nezbytné přítomnosti LPA pro vytvoření 

perinukleárního actin capu jsem ověřila kultivací buněk RAT2 v bezsérovém médiu (LPA 

je jednou ze složek FBS séra) a následným opětovným přidáním sérového média. 

Buňky byly starvovány po dobu 48 hodin. Jedné populaci buněk bylo poté vyměněno 

médium zpět za médium obsahující 10% FBS, druhá byla ponechána v bezsérovém médiu. 

Za dalších 6 hodin byly buňky zafixovány, nabarveny phalloidin-rhodaminem, nafoceny 

a byl u nich kvantifikován actin cap. Jako kontrola byly použity buňky po celou dobu 

standardně kultivované v médiu obsahujícím 10% FBS. Celkově bylo vyhodnoceno 204 

kontrolních buněk, 167 starvovaných a 215 starvovaných + následně ošetřených FBS. 

HT1080  

+dox 

HT1080 
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Obr. 24: Kvantifikace přítomnosti actin capu u buněk RAT2. Sloupec vlevo ukazuje 
zastoupení actin capu v kontrolních buňkách (no starving), sloupec uprostřed v buňkách 
starvovaných po dobu 54h v bezsérovém médiu (starved) a sloupec napravo v buňkách 48h 
stravovaných a poté po dobu 6 hodin kultivovaných ve standardním sérovém médiu 
(starved+FBS). Zelené sloupce znázorňují frakci buněk s dokonale vytvořeným actin capem 
(ANO), modré sloupce znázorňují frakci buněk s narušeným actin capem (polorozpadlý) 
a oranžové sloupce frakci buněk bez actin capu (NE). 

 

Z výsledků je patrné, že v bezsérovém médiu byla velmi výrazně snížena schopnost 

buněk utvářet actin cap – pouhých 6 % buněk mělo cap dokonale vytvořený v porovnání 

se 72 % u kontrolních buněk. Po opětovném přidání FBS byla tato schopnost obnovena a 

to téměř až do hodnot rovnajících se kontrole – 61 % buněk vytvořilo dokonalý actin cap. 

Pro ověření, že LPA je skutečně tou esenciální složkou FBS zodpovědnou za opětovný 

nárůst tvorby actin capu, jsem experiment zopakovala ještě 2x s tím, že v dalších 

opakováních jsem po starvování buňkám nepřidala sérové médium, ale pouze médium 

s 10uM LPA. 
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Obr. 25: Porovnání přítomnosti actin capu v buňkách RAT2 po starvování 
a následném ošetření 10uM LPA. Každý graf znázorňuje jeden nezávislý experiment. 
Zelené sloupce znázorňují frakci buněk s dokonale vytvořeným actin capem (ANO), modré 
sloupce znázorňují frakci buněk s narušeným actin capem (polorozpadlý) a oranžové 
sloupce frakci buněk bez actin capu (NE). 

 

Tento experiment potvrdil, že tvorba actin capu má přímou souvislost s přítomností 

LPA. Přestože u starvovaných buněk tentokrát nedošlo k tak razantnímu poklesu 

zastoupení buněk s capem (pokles zhruba na 24 % buněk oproti 75 % u kontrolních 

buněk), jedná se stále o dostatečně markantní rozdíl. Přidáním LPA došlo k výraznému 

nárůstu podílu buněk obsahujících actin cap – v jednom případě na 66 %, ve druhém na 

48 %. Celkově bylo v těchto dvou pokusech zkvantifikováno 391 buněk kontrolních (165 

v prvním měření + 226 ve druhém), 349 starvovaných (172+177) a 305 po přidání LPA 

(128+177). 

  

77,9%

23,2%

48,0%

15,0%

32,8%

37,9%

7,1%

44,1%

14,1%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

no
starving

starved starved +
LPA

NE

polorozpadlý

ANO
72,7%

25,0%

66,4%

15,2%

32,0%

21,1%

12,1%

43,0%

12,5%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

no
starving

starved starved +
LPA

P
ro

ce
n

tu
ál

n
í z

as
to

u
p

en
í a

ct
in

 c
ap

u
 

v 
b

u
ň

ká
ch



57 
 

5.2.3 Vliv snížené exprese FAK na rozpad a tvorbu actin capu během buněčné 

polarizace 

 

Kináza fokálních adhezí (FAK) je jedním z regulátorů aktivity RhoA. FAK je významně 

aktivována adhezí integrinových receptorů k ECM. Aktivovaná kináza FAK následně 

aktivuje protein p190RhoGAP. Ten je členem rodiny proteinů, které zvyšují GTPázovou 

aktivitu RhoA vedoucí k hydrolýze GTP na GDP a tím k deaktivují RhoA. Bez přítomnosti 

kinázy FAK by tedy mělo docházet k trvalé aktivaci RhoA a stabilizaci aktinu. 

Pro studium významu proteinkinázy FAK při deaktivaci RhoA a destabilizaci 

aktinových vláken v buňce byla využita metoda hojení rýhy (wound healing assay). Při této 

metodě jsou buňky nejprve ponechány, aby na podkladu narostly až do úplné konfluence, 

a následně je v jejich vrstvě pomocí vhodného předmětu (v našem případě pomocí 200ul 

pipetovací špičky) vytvořena rýha. Buňky na kraji této rýhy rozeznávají volný prostor, 

vytváří protruze směrem k rýze a začínají migrovat směrem do volného prostoru a rýhu 

postupně zacelovat.  

Během tohoto procesu dochází k polarizaci buněk, která umožňuje buňkám rozlišit 

přední protrudující a zadní neprotrudující části. Během polarizace dochází také 

k přestavbě aktinového cytoskeletu.  

V naší laboratoři bylo zjištěno, že orientace perinukleárních aktinových vláken je 

v konfluentní kultuře náhodná. V buňkách na okraji rýhy dochází řádově v desítkách 

minut po jejím vytvoření k rozpadu actin capu a poté po ustanovení směru migrace k jeho 

opětovnému vytvoření (Maninova and Vomastek 2016). Dle našeho předpokladu by 

v buňkách bez přítomnosti aktivního FAK měl aktin být natolik stabilizován, že by 

k tomuto rozpadu nemělo dojít. 

Buňky RAT2 kultivované na fibronektinem ošetřených sklíčkách byly proto 

transfekovány pomocí siRNA proti FAK.  Ke kontrolním buňkám byla během transfekce 

přidána kontrolní siRNA. Buňky byly poté po dobu 24 hodin nechány dorůst do 

konfluence. 

Sklíčka s narostlými buňkami byla rýhována (vždy 1x kontrolní siRNA a 1x FAK 

siRNA) v odstupu 4 hodin, resp. 2 hodin, tak, aby se v době společného zafixování 

nacházely ve stavu 6h, 2h a 0h po rýhnutí. Sklíčka byla nabarvena phalloidin-rhodaminem 

a byla provedena kvantifikace přítomnosti actin capu, kdy byly zahrnuty jen buňky na 

okraji rýhy (Obr. 26). 
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Obr. 26: Vývoj přítomnosti actin capu v časovém horizontu 0 až 6 hodin od vzniku rýhy 
(modře DAPI, bíle aktin). Zatímco u kontrolních buněk dochází k rozpadu actin capu 
a 2 hodiny od vzniku rýhy jsou patrné pouze jeho náznaky, v buňkách se sníženým 
množstvím proteinu FAK je plně vyvinutý actin cap přítomen po celou dobu experimentu. 

 

 

 

Obr. 27: Porovnání množství buněk s actin capem v buňkách kontrolních (ctrl) 
a buňkách se sníženou expresí FAK (FAK kd). Za povšimnutí stojí především stav po 
2 hodinách od vzniku rýhy, kde je vidět markantní rozdíl mezi oběma skupinami. Zelené 
sloupce znázorňují frakci buněk s dokonale vytvořeným aktin capem (ANO), modré sloupce 
znázorňují frakci buněk s narušeným actin capem (polorozpadlý) a oranžové sloupce frakci 
buněk bez actin capu (NE). 
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Experiment byl z důvodu časové tísně prováděn pouze jednou, nebylo provedeno ani 

potvrzení snížení exprese FAK pomocí western blotu. Buňky po FAK kd nicméně 

vykazovaly typický protáhlý fenotyp ve shodě s dřívějšími výsledky (Iwanicki et al. 2008) 

(Obr. 28), není proto důvod domnívat se, že by knockdown proteinkinázy FAK byl 

neúspěšný. Celkově bylo vyhodnoceno 76 (0h) + 72 (2h) + 54 (6h) kontrolních buněk 

a 77 (0h) + 97 (2h) + 96 (6h) buněk se sníženou expresí FAK. 

 

 

Obr. 28: Porovnání fenotypu buněk transfekovaných pomocí kontrolní (ctrl) siRNA 
a pomocí siRNA proti FAK. Bíle je značen aktin focený v bazální fokální hladině 
(u substrátu), modře je pomocí DAPI barveno jádro. Buňky transfekované siRNA proti FAK 
vykazují výrazně protáhlejší fenotyp v porovnání s buňkami kontrolními. 

 

 

5.2.4 Role p115-RhoGEF, LARG a PDZ-RhoGEF při aktivaci GTPázy RhoA 

 

 Proteinů regulujících aktivitu RhoA výměnou GDP za GTP (tzv. Rho GEFs) je 

v buňkách okolo sedmdesáti. Pro odhalení, který z nich je zodpovědný za aktivaci RhoA 

během signalizace vedoucí k tvorbě actin capu, jsme vytipovali 3 kandidáty – p115-

RhoGEF, LARG a PDZ-RhoGEF. Tyto RhoGEFs proteiny jsou totiž aktivovány pomocí LPA 

skrze specifickou RGS doménu (regulator of G-protein signaling) (Tanabe et al. 2004). 

Navrhli jsme dvě sekvence siRNA proti každému z těchto tří RhoGEFs 

a kalciumfosfátovou transfekcí je vpravili do buněk RAT2. Transfekované buňky jsme 24 
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hodin po transfekci zafixovali a následně kvantifikovali množství actin capu v každé ze 

skupin buněk. Jako kontroly byly použity buňky, kterým byla během transfekce přidána 

kontrolní siRNA. 

Výsledky kvantifikace ukazují, že určitý pokles tvorby actin capu oproti kontrolním 

buňkám vykazují buňky se sníženou expresí p115RhoGEF a PDZRhoGEF (Obr. 29). 

Naproti tomu buňky postrádající LARG mají dokonale vytvořeného actin capu téměř 

stejně jako buňky kontrolní a pokud započítáme i buňky s polorozpadlým actin capem, 

množství v kontrolních buňkách dokonce převyšují. 

 

 

Obr. 29: Vliv snížení exprese jednotlivých guanine nukleotid exchange faktorů (GEFs) 
na množství buněk obsahujících actin cap. Zelené sloupce znázorňují frakci buněk 
s dokonale vytvořeným actin capem (ANO), modré sloupce znázorňují frakci buněk 
s narušeným actin capem (polorozpadlý) a oranžové sloupce frakci buněk bez actin capu 
(NE). 

 

Získaná data tedy nevykazují příliš signifikantní rozdíl mezi buňkami kontrolními 

a buňkami se sníženou expresí jednotlivých RhoGEFs. Pro ověření, že skutečně došlo 

k detekovatelnému poklesu exprese, jsme lyzáty transfekovaných buněk podrobili 

imunodetekci za užití western blotu (Obr. 30). Jako kontrola stejného množství nanášky 

ve všech jamkách byl použit protein RACK1 (36 kDa). 

U proteinů LARG a p115RhoGEF jsme prokázali výrazný pokles jejich množství 

v buňkách. Bohužel protilátka proti PDZ se ukázala jako nefunkční a tedy jsme nebyli 

schopni potvrdit, zda k poklesu exprese došlo nebo ne. 
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Obr. 30: Ověření snížení exprese p115-RhoGEF, LARG a PDZ-RhoGEF na western blotu. 
Pořadí nanášek zleva: marker, ctrl, p115-RhoGEF kd, LARG kd, ctrl, PDZ-RhoGEF kd, marker. 
Jako kontrola nanášky byl využit protein RACK1. Bylo prokázáno snížení exprese p115-
RhoGEF a LARG oproti kontrolním buňkám. Snížení exprese PDZ-RhoGEF se bohužel 
prokázat nepodařilo z důvodu nefunkční primární protilátky. 

 

Experiment byl jednou opakován, bohužel během druhého experimentu došlo 

k výraznému poškození buněk během transfekce a tím i ovlivnění výsledných dat. Tato 

data zde proto nejsou prezentována. 

Pro ověření statistické správnosti výsledků z prvního měření by bylo potřeba celý 

experiment ještě jednou nezávisle zopakovat. 
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6 Diskuze 

 

V této práci jsme se zaměřili na bližší charakterizaci tzv. perinukleárních aktinových 

vláken. Tato paralelní stresová vlákna se nacházejí nad jádrem a tvoří specifický útvar 

v literatuře nazývaný actin cap (aktinová čepička) (Khatau et al. 2009; Kim et al. 2012). 

Na rozdíl od ostatních stresových vláken, jako jsou ventrální stresová vlákna, ale i dorsální 

vlákna a aktinové oblouky, je jejich regulace a funkce poměrně málo pochopená. To může 

být důsledek toho, že první charakterizace byla popsána poměrně nedávno (Khatau et al. 

2009). Dalším faktorem pak může být, že actin cap se nevyskytuje ve všech buněčných 

liniích, na rozdíl od ostatních typů stresových vláken, které jsou až na výjimky přítomny 

univerzálně. Vzhledem k tomu, že pro studium a mikroskopickou analýzu aktinu jsou 

často používány buňky U2OS, které actin cap nemají (Maninova and Vomastek 2016), je 

možné, že actin cap mohl uniknout pozornosti. 

 V polarizovaných migrujících buňkách, kde jsou perinukleární aktinová vlákna 

přítomna, tvoří tato vlákna specifickou strukturu. Perinukleární aktinová vlákna jsou 

svými konci zakotvena ve fokálních adhezích na přední a zadní straně buňky a navíc je 

jejich centrální část zakotvena skrze LINC komplex k apikální straně jádra (Obr. 31). Ve 

výsledku pak perinukleární aktinová vlákna tvoří jakýsi oblouk nebo dóm, kdy vlákna 

vychází z fokálních adhezí na předním okraji buňky, stoupají na jádro, které překlenují, 

a pak klesají k bazální straně buňky, kde končí ve fokálních adhezích na zadní straně 

buňky (Kim, Chambliss, and Wirtz 2013; Maninova, Caslavsky, and Vomastek 2017). Toto 

uspořádání je charakteristické orientací vláken paralelně s osou migrace (Maninova, 

Caslavsky, and Vomastek 2017). 

Do jaké míry je však přítomnost perinukleárních aktinových vláken svázána 

s rychlostí a způsobem migrace, není doposud plně objasněno. Stejně tak není zcela jasné, 

jakým přesně mechanismem jsou tato vlákna napojena na jadernou obálku, ani to, jaké 

konkrétní signální molekuly ovlivňují tvorbu a rozklad perinukleárních aktinových 

vláken. V této práci se nám podařilo poodhalit alespoň několik málo z těchto 

nevyjasněných aspektů. 
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Obr. 31: Srovnání buněčné lokalizace a ukotvení různých typů stresových vláken. 
Oproti ostatním typům stresových vláken se vlákna actin capu (vpravo) přímo upínají jak do 
fokálních adhezí na předním a zadním okraji buňky, tak i na jádro prostřednictvím LINC 
komplexu (převzato z Maninova, Caslavsky, and Vomastek 2017- upraveno). 

 

Studium migračních módů buněk s actin capem a bez něj naznačuje, že buňky 

disponující actin capem snáze zachovávají směr migrace a tedy vykazují směrovanější 

pohyb. I přes očekávání, že by přítomnost perinukleárních aktinových vláken mohla 

zároveň pozitivně ovlivňovat rychlost buněčné migrace, naše výsledky naznačují, že zde 

není korelace mezi přítomností actin capu a rychlostí migrace. 

Také jsme se pokusili charakterizovat základní mechanizmy, které napomáhají 

zakotvení actin capu do jaderného obalu. Ve shodě s předchozími výsledky (Khatau et al. 

2009; Maninova and Vomastek 2016) se podařilo ukázat, že exprese KASH domény 

nesprinu-2, která je schopna rozrušit LINC komplex, vede k narušení a rozpadu actin capu. 

Přidání aktin-vazebné domény (přítomné v nesprinu-2) ke KASH doméně a exprese 

tohoto „mininesprinu“ navzdory našemu předpokladu nevedlo k obnovení tvorby actin 

capu. Tento výsledek naznačuje, že aktin vazebná doména CHD pravděpodobně nemá vliv 

na napojení aktinových vláken na komplex LINC. 

Prokázána byla úloha signalizace spouštěná kinázou fokálních adhezí (FAK) při 

rozpadu actin capu během buněčné polarizace. Zatímco neošetřené buňky během 

polarizace actin cap rozkládají (Maninova and Vomastek 2016), buňky postrádající FAK 

vykazovaly i v průběhu tohoto procesu vysoké zastoupení složeného actin capu. 
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Stejně tak bylo potvrzeno, že působení kyseliny lysofosfatidové (LPA) spouští signální 

dráhy vedoucí mimo jiné k aktivaci RhoA a k tvorbě actin capu. Nepodařilo se nám již ale 

zjistit, který z RhoGEF se během této aktivační dráhy uplatňuje. 

 

6.1 Vyhodnocení rozdílů v rychlosti a směrovanosti buněčné migrace  

 

Směrovanost neboli perzistence migrace závisí na správné časoprostorové regulaci 

aktivity malých RhoGTPáz během buněčné migrace. Důležitou úlohu pak pravděpodobně 

hraje GTPáza Rac1, která indukuje protruzivitu pouze na předním okraji buňky 

a deregulace aktivity Rac1 pak vede k protruzím i po stranách buňky, k častým změnám 

ve směru migrace a celkové ztrátě směrovanosti pohybu (Machacek et al. 2009; Pankov 

et al. 2005). Poznatky z naší laboratoře pak naznačovaly, že rozpad actin capu způsobený 

inhibitorem myozinové aktivity blebbistatinem či expresí KASH domény vede ke zvýšené 

protruzivitě mimo přední okraj buňky a tím by actin cap mohl ovlivňovat směrovanost 

migrace (M. Maninová a T. Vomastek, ústní sdělení). Pro ověření teorie, zdali actin cap 

ovlivňuje migraci, jsme porovnali několik buněčných linií, některé s actin capem a některé 

bez něj.  

Výběr buněk pro studium migračních módů byl učiněn na základě porovnání 

přítomnosti actin capu v několika různých buněčných liniích. Soustředili jsme se na buňky 

mezenchymálního původu, kdy jako typické příklady buněk s actin capem byly zvoleny 

buňky RAT2, NIH3T3 a Saos-2, jako typická linie bez přítomnosti actin capu pak U2OS. 

Další vhodný kandidát pro posouzení vlivu actin capu na migraci je linie HT1080 

s možností inducibilní exprese konstitutivně aktivního RhoA (CA-RhoA). 

Ačkoli dle souhrnných grafů trajektorií jednotlivých buněk (Obr. 10) se zdá, že vliv 

přítomnosti actin capu na směrovanost migrace je zcela markantní, po vyhodnocení 

těchto trajektorií v programu Chemotaxis and Migration Tool již nelze závěry odvozovat 

tak snadno.  

Index směrovanosti migrace napovídá, že mezi některými liniemi je rozdíl vskutku 

významný (0,290 pro buňky U2OS x 0,609 pro buňky 3T3), avšak mezi jinými (0,373 

RAT2 x 0,290 U2OS) je spíše neprůkazný. Toto bylo potvrzeno i statistickou analýzou, kdy 

porovnání RAT2xU2OS bylo na samé hranici statistické průkaznosti. S ohledem na fakt, že 

buňky RAT2 jsou v naší laboratoři dlouhodobě užívány jako typický model buněk s actin 
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capem a buňky U2OS naopak jako model buněk bez actin capu, očekávali jsme výrazně 

průkaznější rozdíl ve směrovanosti jejich migrace. 

Ještě hůře dopadlo porovnání buněk HT1080 a buněk HT1080 po přidání doxycyklinu 

a indukci exprese CA-RhoA. Zatímco buňky HT1080 mají index směrovanosti migrace 

roven 0,384, buňky stejné linie, avšak po indukci exprese CA-RhoA a následné tvorby actin 

capu, mají tento index 0,453. Při statistickém porovnání těchto dvou skupin se rozdíl jeví 

jako statisticky nevýznamný. 

Nepříliš průkazné rozdíly u linie HT1080 po indukci a bez indukce mohou být 

způsobeny tím, že i po indukci exprese CA-RhoA se v těchto buňkách jen zřídkakdy vytvoří 

dokonale zformovaný actin cap, konkrétně zhruba u 8 % buněk. U dalších 40 % buněk je 

actin cap vytvořen alespoň zčásti, nicméně u více než 50 % buněk není cap přítomen 

vůbec (detaily v kapitole 5.2.1). 

Jak HT1080 bez indukce, tak i HT1080 s indukovaným CA-RhoA navíc vykazovaly 

významné rozdíly i mezi dvěma provedenými nezávislými experimenty. Například 

neindukované buňky HT1080 měly během prvního měření index směrovanosti 0,312, 

během druhého měření však 0,456. Tedy nárůst téměř o 50 %. 

Na rozdíl od směrovanosti migrace, kde bylo možné vypozorovat určitý trend 

závislosti směrovanosti na přítomnosti actin capu, i když ne statisticky příliš významný, 

rychlost migrace se zdá být na přítomnosti actin capu zcela nezávislá. S poměrně velkým 

náskokem vedou tabulku rychlosti neindukované buňky HT1080, následované 

indukovanými buňkami HT1080 a buňkami NIH3T3. Tedy první místo obsadily buňky bez 

actin capu, zatímco další dvě místa buňky s vytvořeným capem. Rozdíl mezi 

indukovanými a neindukovanými buňkami HT1080 je navíc taktéž poměrně nevýznamný 

– neindukované HT1080 umigrovaly průměrně 243 um, zatímco indukované s CA-RhoA 

207 um. Linie buněk RAT2 a Saos-2, které mají obě actin cap zcela ukázkově zformován, 

obsadily dokonce poslední dvě místa pomyslného žebříčku. Náš původní předpoklad, že 

s vyšší mírou přítomnosti actin capu roste také rychlost migrace se zdá být mylný a nezdá 

se, že by mezi přítomností actin capu a rychlostí migrace buněk existovala korelace. 

Je také nutno zmínit několik technických problémů, které mohly ovlivnit tyto 

experimenty. Nízká míra směrovanosti buněk RAT2 může být potencionálně ovlivněna 

manuálním způsobem zpracování nafocených time-lapse sekvencí. Jelikož buňky RAT2 

migrují ze všech zvolených linií jednoznačně nejméně, bylo velmi obtížné přesně stanovit 
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správné místo, kde se buňka v daný čas nacházela a na trajektoriích se tak vytvořily „zuby“ 

(Obr. 32). Tyto artefakty velmi pravděpodobně negativně ovlivnili index směrovanosti 

této buněčné linie. 

 

  

Obr. 32: Manuálně zpracované trajektorie buněk RAT2, kde jsou viditelné „zuby“ 
pravděpodobně způsobené „ukliknutím“ během stopování migrující buňky. 

 

Druhým faktorem je pak poměrně malý počet měření, a to jak počet jednotlivých 

buněk, tak také počet opakování. V každém případě, s ohledem na poměrně vysoké 

směrodatné odchylky, by pro lepší průkaznost bylo vhodné experiment znovu několikrát 

zopakovat. Protože jsme se rozhodli vliv aktin capu na migraci stanovit přímo pomocí 

KASH konstruktu s CHD doménou (viz. níže), nebyly tyto experimenty již opakovány. 

Volba porovnávání různých linií mezi sebou také nebyla zcela šťastným řešením. 

V takovém případě totiž migraci ovlivňuje i mnoho dalších faktorů, než jen samotná 

přítomnost actin capu. Ideální modelový příklad by byl takový, kdy by byly porovnávány 

dvě skupiny buněk stejné linie, z nichž jedna by actin cap obsahovala a druhá nikoliv. 

Takovým příkladem měly být právě použité buňky HT1080. Bohužel v tomto případě 

nesplnily výsledky naše očekávání. Další způsob stanovení vlivu actin capu na migraci by 

pak mohl spočívat v disrupci actin capu pomocí blebbistatinu nebo exprese KASH 

domény, která narušuje funkci LINC komplexu (Khatau et al. 2009; Maninova and 

Vomastek 2016). 
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6.2 Napojení actin capu na jadernou obálku 

 

Pro rozrušení actin capu jsme se rozhodli použít expresi KASH domény nesprinu-2. 

Tato doména lokalizuje do jaderné obálky svou transmembránovou částí. 

V perinukleárním prostoru pak KASH doména interaguje se SUN proteiny, vytěsňuje tak 

endogenní nespriny z LINC komplexu a způsobuje jeho nefunkčnost (Luxton et al. 2010; 

Stewart-Hutchinson et al. 2008). Tímto způsobem lze rozrušit i actin cap (Maninova and 

Vomastek 2016). 

Je však nutno podotknout, že expresí KASH domény dochází k narušení LINC 

komplexů obsahujících všechny nespriny (nesprin 1-4). Jelikož nespriny asociují se všemi 

typu cytoskeletu, je účinek exprese KASH domény značně nespecifický. Předpokládali 

jsme, že perinukleární aktinová vlákna mohou asociovat s nesprinem-1 nebo -2 skrze 

doménu calponinové homologie (CHD), která je schopná vázat aktomyozinová vlákna 

(Luxton et al. 2010).  Abychom potvrdili, že perinukleární aktinová vlákna se váží na CHD 

doménu, připravili jsme konstrukt, který exprimuje KASH doménu fúzovanou s GFP 

a s CHD. Domény KASH i CHD pocházejí z nesprinu-2.  

Při studiu možné úlohy domény CHD při napojení vláken actin capu na LINC komplex, 

jsme došli k závěru, že CHD doména pravděpodobně není hlavním aktin vazebným 

místem pro vazbu vláken actin capu. I přestože jsme očekávali, že vnesení konstruktu 

CHD-KASH („mininesprin“) do buněk by mělo obnovit formování actin capu v porovnání 

s konstruktem KASH, nestalo se tak. 

Buňky s konstruktem CHD-KASH mají dokonce ještě o zhruba 6 % menší zastoupení 

dokonale zformovaného actin capu oproti buňkám s vneseným konstruktem KASH. Proti 

buňkám kontrolním s konstruktem KASHΔL je to rozdíl o 12 %. Tyto hodnoty sníženého 

množství actin capu v buňkách s CHD-KASH byly prokázány jako statisticky významné. 

Buňky s konstruktem CHD-KASH navíc vykazovaly výrazně nižší expresi tohoto 

konstruktu oproti buňkám s konstruktem KASHΔL. I přestože jsem se snažila do 

kvantifikace zahrnout pouze buňky se silnější expresí CHD-KASH, mohla tato nízká 

exprese negativně ovlivnit výsledky. Je také možné, že například GFP v námi připravené 

fúzované CHD doméně může stericky bránit vazbě aktinu do vazebného místa. Další 

alternativou je i to, že úspěšná vazba vláken actin capu na molekulu nesprinu vyžaduje 

ještě další domény  nesprinu, než jen samotnou přítomnost CHD domény. 
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Vezmeme-li však v úvahu, kolik různých domén obsahují nespriny a všechny jejich 

isoformy (Rajgor and Shanahan 2013), je poměrně pravděpodobné, že CHD doména 

skutečně nemusí být hlavním zprostředkovatelem vazby vláken actin capu na LINC 

komplex. Vazba aktinových vláken může být také zprostředkována nepřímo skrze 

proteiny schopné asociovat jak s nespriny, tak i s aktinovými vlákny. Tato schopnost byla 

prokázána např. pro proteiny fascin, FHOD1 a amphiphysin, které jsou schopné asociovat 

s nespriny-1 a -2 (D'Alessandro et al. 2015; Jayo et al. 2016; Kutscheidt et al. 2014). Vazba 

actin capu může být zajištěna také za využití nesprinu-3 a jeho vazby na plektin, který je 

schopný vázat IF a aktin (Ketema et al. 2013; Wilhelmsen et al. 2005).  

Zajímavým paradoxem by v takovém případě bylo, že plektin ve své aminokyselinové 

sekvenci obsahuje aktin-vazebnou doménu, která je součástí domény calponinové 

homologie 1 (CH1) (Fontao et al. 2001). Tedy domény ze stejné rodiny, jakou jsme i my 

využili jako potenciálního aktin-vazebného elementu. 

 

V paralelních experimentech jsme se snažili snížit hladinu exprese laminu a/c za 

předpokladu, že toto povede ke kompletní ztrátě perinukleárních vláken, jak již bylo 

naznačeno dříve (Kim et al. 2017). Nicméně snížení exprese laminu a/c v buňkách RAT2 

za užití siRNA proti laminu a/c nepřineslo očekávané snížení množství actin capu. Ba 

právě naopak, v porovnání s buňkami transfekovanými pomocí kontrolní siRNA měly 

buňky se sníženou expresí laminu výrazně více actin capu. Konkrétně u buněk kontrolních 

mělo dokonale vytvořený actin cap 34 % buněk v populaci, zatímco u buněk 

transfekovaných siRNA proti laminu a/c to bylo téměř 56 %. Buňky zcela netransfekované 

vykazovaly 61% zastoupení dokonale zformovaného actin capu v populaci.  

Domnívali jsme se, že jednou z možných příčin tohoto jevu je to, že i po transfekci bylo 

možné v buňkách detekovat zbytkové množství laminu a/c. Experiment byl proto jednou 

zopakován za užití dvojité transfekce. Množství laminu v buňkách se tak povedlo snížit na 

minimum. Nicméně výsledky kvantifikace množství actin capu v buňkách toto dodatečné 

snížení exprese téměř neovlivnilo.  

Tento výsledek je velmi překvapivý a je tedy možné, že lamin a/c nehraje významnou 

roli při napojení LINC komplexu na jadernou laminu. Z literatury se zdá, že LINC komplex 

a lamin a/c by mohly spíše stabilizovat perinukleární vlákna (Kim et al. 2017; Versaevel, 

Grevesse, and Gabriele 2012). 
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Další variantou interpretace výsledků je, že i zmíněné velmi malé zbytkové množství 

laminu v jádře je dostačující k napojení LINC komplexu na jadernou laminu. Kvantifikace 

přesného procentuálního poklesu exprese laminu a/c v buňkách bohužel nebyla možná 

z důvodu nefunkční primární protilátky proti laminu a/c při použití na western blotu. 

Ohledně výrazného snížení přítomnosti actin capu při porovnání netransfekovaných 

buněk a buněk transfekovaných pomocí kontrolní siRNA je nutné podotknout, že 

kontrolní siRNA používaná v naší laboratoři se nezdá být zcela vhodná při studiu 

formování aktinových vláken v buňce. Opakovaně jsme pozorovali, že buňky 

transfekované touto siRNA vykazovaly poměrně výrazné narušení tvorby aktinových 

vláken v porovnání např. s tak zvanou mock transfekcí, tedy transfekcí za užití prázdných 

komplexů bez siRNA. 

 

 

6.3 Signální dráhy ovlivňující tvorbu actin capu 

 

Dále jsem se zaměřila na některé jednotlivé složky dvou signálních drah, u nichž jsme 

předpokládali, že by měly mít vliv na formování actin capu. První zvolenou signální 

dráhou je inhibice aktivity GTPázy RhoA prostřednictvím mechanických signálů z ECM 

skrze integrinové receptory, kinázu fokálních adhezí a p190A-RhoGAP. Druhou dráhou je 

pak vazba kyseliny lysofosfatidové (LPA) na LPA receptor, následná aktivace RGS-RhoGEF 

a tím aktivace GTPázy RhoA (Obr. 33). 

Vycházelo se z výsledků dosažených v naší laboratoři při studiu pohybu jádra během 

buněčné polarizace (Maninová 2013, Maninová 2014). Jelikož pohyb jádra závisí na actin 

capu (Maninova 2016) a zároveň je regulován těmito dvěma antagonistickými signálními 

drahami (Maninova 2014), předpokládali jsme, že tyto signální dráhy budou regulovat 

i tvorbu perinukleárního aktinu.  

Pracovní model vycházel z výsledků, že actin cap přítomný v konfluentně narostlých 

buňkách je během polarizace buněk do rýhy rozpuštěn a poté znovu sestaven. Tato 

přestavba pak vede k typické orientaci actin capu, kdy aktinová vlákna jsou paralelní 

s osou migrace (Maninova 2016). Předpokládali jsme, že LPA signalizace je nezbytná 

k tvorbě perinukleárních vláken, jelikož dokáže aktivovat GTPázu RhoA a její aktivátory 

RGS-RhoGEF. Na druhou stranu, tvorba protruzí během polarizace a migrace do rýhy 
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může mít za následek akutní adhezi integrinů, aktivaci FAK a p190A-RhoGAP 

a krátkodobý pokles RhoA aktivity (Maninova, Iwanicki, and Vomastek 2014; Renshaw, 

Toksoz, and Schwartz 1996). Aktivace signální dráhy integriny-FAK-p190A-RhoGAP tedy 

může krátkodobě antagonizovat působení LPA a umožnit přeskupení perinukleárních 

aktinových vláken během buněčné polarizace.  

V této práci byla konkrétně zkoumána úloha LPA, kinázy FAK a jednotlivých RhoGEFs 

v této signální síti. 

 

 

Obr. 33: Dvě námi studované signální dráhy, z nichž jedna vede k aktivaci GTPázy 
RhoA a druhá k její inaktivaci. Zkoumán byl vliv LPA, FAK a jednotlivých RGS-RhoGEFs na 
tvorbu actin capu. 

 

Velmi pěkné výsledky přinesl experiment, kdy byla pomocí siRNA snížena exprese 

kinázy FAK v buňkách RAT2. Zcela dle našeho očekávání byly tyto buňky méně schopné 

rozložit actin cap během buněčné polarizace. Po 2 hodinách od indukce buněčné 

polarizace prostřednictvím metody hojení rány (wound healing assay) jsme v buňkách se 

sníženým množstvím kinázy FAK napočítali téměř 59 % buněk s dokonale vytvořeným 

actin capem. Naproti tomu v buňkách transfekovaných pomocí kontrolní siRNA byl actin 

cap pozorován pouze u 4 % buněk v populaci. 
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Po 6 hodinách od vytvoření rýhy vykazovaly buňky s depletovanou kinázou FAK 

přítomnost actin capu dokonce v 67 % případů, oproti 39 % u buněk kontrolních. Jak již 

bylo zmíněno v předchozí kapitole, toto však může být ovlivněno i možným negativním 

vlivem kontrolní siRNA na formování aktinových vláken v buňce. 

I přestože byl experiment z omezených časových důvodů prováděn pouze jednou, a 

bylo by jistě vhodné jeho zopakování, získané výsledky jsou velmi průkazné. Potvrdili 

jsme tedy, že působení kinázy FAK umožňuje přestavbu perinukleárních aktinových 

vláken v buňce. Předpokládáme, že aktivace FAK se pravděpodobně podílí na aktivaci 

p190A-RhoGAP a následné krátkodobé inaktivaci RhoA. Pokles aktivity RhoA pak umožní 

rozpad actin capu. 

 

Podobně jednoznačná data jsme získali i při snaze o indukci tvorby vláken actin capu 

pomocí působení LPA v buňkách, kde byl předtím actin cap rozložen „hladověním“ 

(starving) v bezsérovém médiu. U hladovějících buněk byl actin cap přítomen zhruba 

u 24 % buněk, zatímco po přidání LPA se jejich množství zvýšilo na 66 % v jednom 

experimentu, resp. na 48 % při druhém opakování. Role LPA při aktivaci RhoA je tedy 

neoddiskutovatelná. S ohledem na poměrně velkou odchylku mezi oběma experimenty by 

pro přesnější statistické vyhodnocení nicméně bylo vhodné ještě minimálně jedno 

opakování. 

Zajímavé je také porovnání experimentů, kdy byla pro indukci znovu vytvoření actin 

capu použita samotná LPA, a experimentu, kdy byla tvorba actin capu vyvolána pomocí 

séra (FBS). Po indukci pomocí FBS jsme dosáhli 61% zastoupení buněk s actin capem, což 

zhruba odpovídá průměru ze dvou experimentů, kdy byla použita pouze LPA. Toto 

implikuje, že LPA je skutečně centrální složkou séra, která samotná plně dostačuje 

k tvorbě perinukleárních aktinových vláken. 

 

Vliv LPA na aktivaci RhoA a následně na utváření sítě aktinových vláken v buňce je 

zprostředkován proteiny ze skupiny RGS-RhoGEF (Tanabe et al. 2004). Který ze tří 

RhoGEFs obsahujících ve své struktuře tzv. RGS doménu (p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF a 

LARG) se uplatňuje při samotné aktivaci RhoA, je však zatím neobjasněno. Jedním ze 

záměrů této práce byla tedy i snaha o porovnání vlivu p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF a LARG 

na tvorbu actin capu. 
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Během tohoto experimentu byla za užití siRNA proti jednotlivým RhoGEFs snížena 

jejich exprese v buňkách a bylo pozorováno, zda snížení množství jednotlivých RhoGEFs 

má vliv na tvorbu actin capu v buňkách. 

Experiment se nám bohužel povedlo provést pouze jednou, při druhém opakování 

došlo ke značnému poničení buněk vlivem transfekce – buňky měly deformovaná jádra, 

netypickou morfologii a rozrušený aktinový cytoskelet. Výsledky z prvního experimentu 

navíc nejsou příliš průkazné. Absence ani jednoho z RhoGEFs nezpůsobila výrazné snížení 

zastoupení actin capu v buňkách.  

Mírné snížení množství actin capu bylo detekováno při použití siRNA proti p115-

RhoGEF (pokles na 43 %  oproti 50 % v kontrolních buňkách) a PDZ-RhoGEF (pokles na 

40 %). Obě skupiny nicméně oproti kontrolním buňkám vykazovaly vyšší zastoupení 

buněk s nedokonale zformovaným actin capem a pokud bychom tyto dva fenotypy 

sjednotili, výsledky mezi kontrolní skupinou a skupinami se sníženou expresí PDZ a p115 

se neliší již téměř vůbec. 

Z těchto výsledků tedy nelze vyvodit žádné závěry a do budoucna bude potřeba 

experiment ještě několikrát zopakovat. 

Pokud bychom obdrželi stejné výsledky i v budoucnu, je možné je interpretovat tak, 

že jednotlivé RGS-RhoGEFs mohou být při aktivaci RhoA do jisté míry vzájemně 

zastupitelné. V takovém případě by se nabízelo provedení experimentu, kdy by byla 

snížena exprese všech tří GEFs naráz, případně vždy po dvojicích. 

Pro přesnější zhodnocení nutné přítomnosti zmíněných RhoGEFs pro tvorbu actin 

capu by navíc pro příště bylo lepší zvolit metodu, při které nejprve dojde k plošnému 

rozložení actin capu a poté teprve k jeho znovu skládání, tzn. např. během polarizace 

buněk do rýhy nebo po kultivaci v bezsérovém médiu a znovuformování actin capu 

pomocí LPA. Během námi zvoleného přístupu kultivace buněk na řídko (sparse) může být 

totiž již vytvořený actin cap nesenzitivní vůči depleci jednotlivých RhoGEFs. 

Další variantou jak experimentální provedení vylepšit a snížit množství nežádoucích 

vedlejších vlivů (např. negativní vliv transfekce, nevhodně zvolená kontrolní siRNA, 

nestejnoměrné snížení exprese, apod.) je užití metody CRISPR pro inaktivaci jednotlivých 

genů (Cong et al. 2013). Tato metoda je však oproti depleci proteinů pomocí siRNA 

o poznání časově náročnější. 
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7 Závěr 

 

 Perinukleární aktinová vlákna se vyskytují pouze u některých typů mesenchymálních 

buněk 

 Přítomnost perinukleárních aktinových vláken nekoreluje s rychlostí migrace 

jednotlivých buněčných linií, avšak je možné, že má vliv na směrovanost jejich 

migrace – přítomnost actin capu částečně koreluje se zvýšenou směrovaností 

buněčné migrace 

 Dle našich výsledků narušení exprese laminu a/c nesnižuje množství actin capu 

v buňkách 

 Bylo potvrzeno, že exprese domény KASH z nesprinu-2 snižuje výskyt actin capu 

v buňkách 

 Aktin vazebná doména CHD z nesprinu-2 se pravděpodobně nepodílí na napojení 

vláken actin capu na LINC komplex 

 Narušení syntézy kinázy FAK znemožňuje rozklad actin capu během buněčné 

polarizace 

 Přítomnost LPA je nezbytná pro tvorbu actin capu v buňkách 

 Nebylo zjištěno, který RGS-RhoGEF se podílí na aktivaci RhoA během signalizace 

vedoucí k tvorbě actin capu 
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