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Abstrakt

Ako pl130Cas, tak PKN3, su dolezitymi regulatormi bunkovej signalizacie, Kktorej
deregulacia vedie k malignému rastu nadorovych buniek. Neddvno sme v nasom
laboratoriu zistili, ze prostrednictvom SH3 domény pl130Cas dochadza k interacii
S polyprolinovym motivom PKN3, naznacujuc ich potencidlnu ulohu v spolocnej
regulacii tychto procesov. V ramci tejto prace sme sa zamerali na fosforylaciu p130Cas
kinazou PKN3 a potvrdili sme, Ze serin 498 (S498) vyskytujuci sa v SRD p130Cas je
PKN3 fosforylovany in vitro. Vzhl'adom k tomu, ze S498 sa nachadza vo vdzbovom
motive pre proteiny 14-3-3 a jeho fosforylacia je pre interakciu p130Cas so 14-3-3
vyzadovana, navrhli sme potencidlne nova signalnu drahu, a to PKN3/p130Cas/14-3-3.
V druhej Casti prace sme Studovali odpoved’ tejto drahy na pdsobenie antiestrogénov
vV nddorovych bunkach linie MCF7, pozitivnych na estrogénové receptory. Napriek
tomu, ze sme ukazali, Ze v ramci skorej odpovede na posobenie tamoxifénu dochadza
k inaktivacii PKN3, nevyluCujeme jej neskorSiu tulohu v procese vzniku
antiestrogénovej rezistencie. NavySe, objasnenie signalizacie stimulovanej interakciou
p130Cas s PKN3 a jej mozného vplyvu na maligny rast nadorovych buniek by mohlo

prispiet’ k navrhu novych terapeutickych ciel'ov.
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Abstract

Both p130Cas and PKN3 are important regulators of cellular signaling deregulation of
which leads to malignant behavior of cancer cells. Recently we have found that SH3
domain of p130Cas mediates interaction with proline rich region of PKN3 suggesting
their possible cooperation in regulation of these processes. In this work we have focused
on the phosphorylation of p130Cas by PKN3 and identified serine 498 (S498) within
the serine rich domain of p130Cas to be phosphorylated by PKN3 in vitro. Given that
S498 is localized within the 14-3-3 binding motif and its phosphorylation is required for
interaction of p130Cas with 14-3-3 proteins, we propose potential existence of novel
PKN3/p130Cas/14-3-3 signaling axis. In the second part of the work we have studied
this pathway in response to antiestrogen treatment in estrogen receptor positive breast
cancer cell line MCF7. Although we have shown inactivation of PKN3 occurs as an
early response to tamoxifen treatment, we do not rule out its possible role in further
promotion of resistance to antiestrogens. Furthermore, understanding the signaling
triggered by interaction of PKN3 with p130Cas and its possible downstream effects on
promoting malignant growth of cancer cells would help in finding novel therapeutic

targets.
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1.  Literarny prehlad

1.1. Rodina kinaz PKN

Rodinu protein kinaz N (PKN), taktiez nazyvanych PRK (protein kinase
C-related protein kinases), tvoria Ser/Thr kinazy typu AGC, ktoré su kvoli velkej
sekvencnej podobnosti s protein kindzou C (PKC) zaradované do superrodiny PKC.
Rodina PKN sa Vvsuacasnosti sklada ztroch kinaz, ato PKNI/PRK1/PKNa,
PKN2/PRK2/PKNy a PKN3/PKNB. Tato kapitola bude venovana popisu funkcie,
Struktiry a aktivacie kindz PKN so zameranim na PKN3.

Kinazy rodiny PKN sa zucastiuji predovSetkym procesov spojenych
s organizaciou bunkového cytoskeletu ako efektorové proteiny malych Rho GTPaz
(zhrnuté v Mukai, 2003). GTPazy rodiny Rho su 21-26 kDa proteiny aktivované vizbou
GTP, ktoré vo svojom aktivnom stave zohravaju tulohu, mimo iné, v procesoch
spojenych s bunkovou migraciou ¢i proliferdciou. Spoloénym menovatelom vSetkych
procesov regulovanych GTPazami Rho je vSak predovSetkym ich schopnost

ovplyvinovat’ dynamicku reorganizaciu cytoskeletu (zhrnuté v Parri and Chiarugi, 2010).

1.1.1. Struktira kiniaz PKN

HR1 domény

Struktira kindz rodiny PKN je celkovo velmi podobna (vid Obr. 1.1).
Na N konci proteinu sa nachadzaju tri vysoko konzervované homoldgne repeticie
nazyvané domény HR1 (HR1la, HR1b aHR1c; protein kinase C-related kinase
homology region 1), ktoré su bohaté na nabité aminokyseliny a leucin, vd’aka ¢omu st
tiez zname pod nazvom CZ domény (charged AA and Leu-zipper-like sequence) (vid’
Obr. 1.1). Prostrednictvom tychto domén dochadza k interakcii kinaz rodiny PKN
s Rho-GTPazami (Oishi et al., 1999; Quilliam et al., 1996; Vincent and Settleman,
1997; Watanabe et al., 1996). Struktirne $tadie HR1a a HR1b domén PKN1 ukazali,
7ze obe domény zaujimaju konformaciu dvojhelixového zvdzku (tzv. coiled-coil)
(Maesaki et al., 1999; Owen et al., 2003). Napriek vysokej sekvencnej podobnosti kinaz
PKN sa biofyzikalnymi $tidiami HR1 domén PKN2 a PKN3 ukézalo, Ze sa navzajom

Struktarne lisia (Hutchinson et al., 2013). Rozdiely v struktire by tak mohli vysvetlit’
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rozdielnu schopnost’ vizby Rho-GTP4az k jednotlivym izoformdm PKN, ked'ze u PKN1
dochadza k interakcii s Rho-GTPazami s vyrazne vyssou afinitou, ako je tomu u PKN2
a PKN3. Napriek tomu, ze vsetky tri izoformy PKN sa in vitro s najvyssou afinitou
viazu k RhoB, Unsal-Kacmaz skolegami ukazali, Zeinvivo PKN3 interaguje
preferenéne s RhoC, ktoré v komplexe s PDK1 vedie k stabilizacii a aktivacii PKN3
(Hutchinson et al., 2013; Unsal-Kacmaz et al., 2012).

C2 doména

V centralnej oblasti proteinu sa nachadza tzv. C2 doména (znama aj pod nazvom
D doména (Oishi et al., 1999)), ktorej funkcia u kinaz PKN zatial’ nie je objasnena,
no na zaklade sekvenénej podobnosti s C2 doménami inych proteinov je mozné, Ze tato
oblast’ by mohla zohravat’ tlohu v aktivacii kinaz PKN védzbou fosfolipidov (Nalefski
and Falke, 1996). U PKN1 dochadza k priblizne 10-16-nasobnému zvyseniu aktivity za
pritomnosti  PIP2  (fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat), PIP3 (fosfatidylinozitol-3,4,
5-trisfosfat), fosfatidyl serinu a kyseliny arachidonovej. Priblizne poloviény narast
aktivity oproti PKNI1 bol pozorovany uPKN2 v pritomnosti PIP2 a kyseliny
arachidonovej, zatial' co u PKN3 k stimulacii lipidmi nedochadza vobec (Oishi et al.,

1999; Falk et al., 2014).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
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PKN1  me{HR1ajmeef HR1D |HRIC fe| €2 | Katalyticka d. )3942
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Obr. 1.1 — primérna $truktura kinaz rodiny PKN a ich doménova organizacia. Zobrazena
dizka jednotlivych domén zodpoveda ich velkosti v AK podl'a hore vyznadenej mierky.
V ramci katalytickej domény a C-koncovej Casti su vyznacené fosforylatné miesta
potrebné k plnej aktivacii kindz PKN. Skratka PP oznacuje dve polyprolinové oblasti
u PKN3 a jednu u PKN2. Sekvencia bola anotovana podla proteinovej databazy Uniprot.
Obrazok bol vytvoreny za pomoci programu Adobe Illustrator CS6.

12



Polyprolinova oblast’ a katalyticka doména

Medzi C2 doménou a katalytickou doménou sa uPKN3 vyskytuji dva
polyprolinové motivy, ktoré poskytuji vdzbové miesto pre SH3 doménu interagujticich
proteinov, napr. rodiny Graf (Oishi et al., 1999; Shibata et al., 2001). Tie negativne
reguluji aktivitu Rho GTPaz a tym priamo ovplyviiuji organizaciu cytoskeletu. Hoci
PKN3 priamo fosforyluje proteiny rodiny Graf, vyznam tejto fosforylacie na ich funkciu
doposial’ nie je objasneny (Shibata et al., 2001). V nasom laboratoriu sa J. Gemperlemu
podarilo predikovat’ a potvrdit’ interakciu polyprolinového motivu PKN3 s SH3
doménou proteinu p130Cas (J.Gemperle — Diplomova praca, 2012; vid’ kapitola 1.3.).
Podobne, PKN2 interaguje prostrednictvom jediného polyprolinového motivu
s proteinmi Nck a Grb4 (Quilliam et al., 1996; Braverman and Quilliam, 1999). V ramci
PKNI sa polyprolinové sekvencie nenachadzaj.

C-koncovt cast’ kinazy PKN3 uzatvara vysoko konzervovana katalyticka
doména, ktora vykazuje vyznamnu sekvencnu podobnost’ vo¢i PKN1 a PKN2, a to 66%
a 62%, resp. U aktivnej katalytickej domény (AK 520-889 PKN3) l'udskej izoformy
PKN3 bola pozorovana schopnost’ autofosforylacie, no fosforylované AK sa doposial
identifikovat’ nepodarilo (Oishi et al., 1999; Shibata et al., 2001).

1.1.2. Aktivacia kinaz PKN a ich Specificita

Aktivita jednotlivych izoforiem PKN je stimulovand signadlnymi kaskadami
réznych bunkovych receptorov, ako napr. androgénovym a tromboxanovym receptorom
u PKN1 (Metzger et al., 2008; Metzger et al., 2003; O’Sullivan et al., 2015), CD-44
u PKN2 (Bourguignon et al., 2007) a inzulinovym receptorom u PKN3 (Leenders et al.,
2004). Podmienkou plnej aktivacie kinaz PKN je fosforylacia dvoch Ser/Thr,
a to v ramci aktivacnej sluc¢ky v katalytickej doméne (Thr744 u PKN1, Thr816 u PKN2
a Thr718 u PKN3) a tzv. ,,turn“ motivu, nachadzajiiceho sa na C-konci proteinu (Ser916
uPKN1, Thr958 uPKN2 aThr860 uPKN3) (Falk et al., 2014; vid Obr. 1.1).
Na rozdiel od typickych AGC kinaz, vyzadujucich k aktivacii fosforylaciu Ser/Thr
v ramci hydrofobneho motivu, u kindz PKN je tdto aminokyselina (AK) nahradena
fosfomimikujicim zbytkom (Asp/Glu). Ten nasledne sprostredkuje interakciu s kindzou
PDKI1, ktora fosforyluje Ser/Thr v aktivacnej slucke (zhrnuté v Pearce et al., 2010),
avSak tato interakcia je zavisla na vzniku terciarneho komplexu kindzy PKN, PDKI

a Rho-GTPazy (Flynn et al., 2000; Unsal-Kacmaz et al., 2012).
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Stadiom konsenzualneho fosforylaéného motivu kinaz rodiny PKN sa Collazos
s kolegami podarilo urcit’ Specificky motiv pre PKN3, ato
X-R-X-Ne/Z-S/T-Ho-X-X-X-Ne, kde Z uréuje poziciu netolerujucu Arg, Ne znazoriiuje
neutralnu AK, Ho znazornuje hydrofoébnu AK a X poziciu bez narokov na Specificka
AK. Napriek tomu, Zze PKNI1 iPKN3 boli ustvrtiny pouzitych peptidov schopné
fosforylacie rovnakého motivu, vysledky naznacuju, ze si obe kinazy zachovavaji

urcitu Specificitu (Collazos et al., 2011).

1.1.3. Kinazy PKN v nadorovej biolégii

Na rozdiel od PKN1 a PKN2, ktoré st exprimované vo vacSine ludskych,
krysich a mySich tkaniv (Hashimoto et al., 1998; Mukai and Ono, 1994; Quilliam et al.,
1996), sa kinaza PKN3 v dospelych l'udskych tkanivach takmer nevyskytuje. PKN3 je
exprimovand v primarnych endotelidlnych bunkach, kde je jej vyskyt spojeny
S invazivnym charakterom tychto buniek, umoziujucim tvorbu tubuldrnych Struktur
invitro (Aleku et al., 2008), a vo viacerych typoch nadorovych buniek (napr. HeLa,
SW480, K-562 (Mukai and Ono, 1994), MCF7, MCF10A, MDA-MB-231 ai. linie
rakoviny prsnika, PC-3 (Leenders et al., 2004; Unsal-Kacmaz et al., 2012)). V bunkach
linie PC-3 (adenokarcinom prostaty) bola popisana tloha PKN3 v signalnej drahe
aktivnej fosfatidylinozitol-3 kindzy (PI3K), veducej k malignému rozvoju rakoviny
prostaty (Leenders et al., 2004). V bunkach nadoru prsnika vedie nadprodukcia PKN3
K zvySeniu proinvazivneho rastu tychto buniek in vitro. Naopak, inhibicia expresie
PKN3 vedie nielen k zablokovaniu procesu tvorby metastaz, ale zaroven zabranuje rastu
primarnych nadorov prsnika a prostaty (Unsal-Kacmaz et al., 2012). Mechanizmus,
ktorym kindza PKN3 prispieva k regulacii rozvoja nadorov zatial' nie je objasneny,
no Unsal-Kacmaz s kolegami naznacili, ze by v tomto procese mohla zohravat’ ulohu
GTPaza RhoC, ktora je znamym regulatorom nadorovej migracie a invazivity a ktora
fyzicky interaguje s kinazou PKN3 (Unsal-Kacmaz et al., 2012).

Kvoéli jej Specifickému vyskytu bola PKN3 dlhu dobu povazovana za hlavného
mediatora u naddorov zavislych na signalizacii PKN, nedavne Stadie vSak ukazali, Ze aj
kinazy PKN1 aPKN2 sa z(castiuju regulacie nadorovej migracie a invazivity
sprostredkovanej Rho GTPazami (Lachmann et al., 2011). NavySe, PKN1 a PKN2 sa

ukédzali byt dolezité pre tromboxanom stimulovani chromatinovi remodeléaciu
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(fosforylacia Thrll na histone 3) vedicu k malignému rastu adenokarcindmu prostaty
(Turner et al., 2011; O’Sullivan et al., 2015). U naddorov prostaty dochadza obdobnym
sposobom k fosforylacii H3Thrll kinazou PKNI1 aj v signalnej drahe regulovanej
androgénovym receptorom, s ktorym PKNI1 priamo interaguje (Metzger et al., 2003;
Metzger et al., 2008).

Svojou ulohou V rozvoji nadorov sa vsetky tri kindzy rodiny PKN ukézali byt
vhodnym terapeutickym cielom. Lachmann skolegami dokonca na zéklade
experimentov s bunkami linie MDA-MB-468 naznacili, Ze najviacsi efekt
V protiinvazivnej terapii by mohlo mat’ cielenie vSetkych troch kindz PKN sucasne, ¢im
by sa zamedzilo pozorovanej redundancii v regulécii invazivity u tejto linie (Lachmann
et al., 2011). Napriek tomu, ze doposial’ nebol objaveny Specificky inhibitor ani pre
jednu z izoforiem PKN, v nedavnom screene komeréne dostupnych kniznic malych
inhibitorov sa inhibitor PKC412 (PKC) ukazal ako potentny inhibitor v§etkych troch
kinaz PKN. Prekvapivo, inhibitory Y27632 (ROCK), PP1 (Src) a SB-202190 (p38
MAPK) sa ukazali byt’ vysoko selektivne voc¢i PKN3 v porovnani s PKN1 a PKN2 s Ki
(inhibi¢na konStanta, definuje mnozstvo inhibitoru potrebného k zniZeniu aktivity
enzymu na polovicu) v nanomolarnych hodnotich, ¢im sa stdvaji vyznamnym
nastrojom pre Studium PKN3 (Falk et al., 2014).

V pomerne nedavnej §tadii sa Aleku a kolegom podarilo vyvinat’ siRNA proti
PKN3 vo forme lipozomélnych castic (Atu027), ktord Specificky znizuje expresiu
PKN3 v endotelidlnych bunkach a zabranuje tak tvorbe tubularnych $truktur in vitro
(Aleku et al., 2008). Ukazalo sa, ze systémové podanie Atu027 vedie k inhibicii tvorby
mikro- amakrometastaz v plucach ako Vv experimentalnych (LCC, BI16V), tak
Vv spontannych (MDA-MB-231, MDA-MB-435) mysich modeloch pl'icnych metastaz.
Molekularna podstata tohto javu zatial zostiva neobjasnend, no Santel s kolegami
naznacili, ze by zan ¢iasto¢ne mohla byt zodpovedna zvySena expresia VE-kadherinu
v endotelidlnych bunkach, vedtca k ovplyvneniu bunkovych spojov v tychto bunkach
astym spojenej priepustnosti ciev (Santel et al., 2010). Najnovsie stadie vSak thto
hypotézu spochybiiuju a naznacujli, Ze zniZenie expresie PKN3 v bunkach HUVEC
zabraituje maturacii glykosilacie adhezivnych molekal ako napr. ICAMI alebo
VCAMI, ktoré st znamymi regulatormi migracie nadorovych buniek (Mukai et al.,
2016). Nespornu tlohu stromalnej PKN3 v procese metastazovania arozvoja
primarnych nadorov vSak potvrdili mySie modely bez expresie PKN3, u ktorych doslo

k znizeniu tvorby sekundarnych nadorov (Mukai et al., 2016) a zaroven k pomalSiemu
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rozvoju leukémie sposobenej stratou PTEN (Kraus et al., 2014). Navyse, tieto mySie
modely potvrdzuju vhodnost’ cielenia PKN3 pri liecbe nadorov, ked’ze mysi bez PKN3
st zdravé a viabilné (Kraus et al., 2014). Prva faza klinickych studii Atu027 u pacientov
S pokro¢ilymi pevnymi nadormi bola nedavno ukoncena (Schultheis et al., 2014)
a Vv sucasnosti prebicha klinicka Stidia zaoberajuca sa pouzitim kombinacie Atu027
a Gemcitabinu na lieCbu pokrocilych a metastatickych nadorov pankreasu (faza I/1I,

NCT01808638).

1.2. Rodina proteinov CAS

Rodina proteinov CAS (Crk-associated substrate) v stcasnosti pozostava
zo styroch  ¢lenov, ato  Efs/Sin, HEPL/CASS4, NEDD9/HEF1/Cas-L
apl30Cas/BCARL. Vdaka ich modularnej Struktare a velkému pocétu Specifickych
vazbovych miest plnia proteiny rodiny CAS funkciu tzv. ,,scaffold” proteinov (z angl.
scaffold, lesenie), ¢im umoznuju vznik multimolekularnych signalnych komplexov
a ovplyviiuju tak Casovu a priestorovi regulaciu signalizacie. Napriek ich vysokej
Struktirnej podobnosti sa tkanivova expresia a funkcia tychto proteinov 1isi (Defilippi et
al., 2006; Tikhmyanova et al., 2011).

Protein Efs (Embryonal Fyn-associated substrate) je S$pecificky produkovany
predovSetkym v T-lymfocytoch, tymuse apriecne pruhovanom  svalstve
(Alexandropoulos and Baltimore, 1996). Ako jeho expresia naznaCuje, Efs zohrava
vyznamna Ulohu vreguldcii imunitného systému, ato negativnou regulaciou
T-lymfocytov. U mysi s deregulovanou expresiou Efs dochadza k hyperaktivacii
T-lymfocytov, zvySeniu koncentracie protilatok a produkcie cytokinov, ¢o vedie
k zvySenej tvorbe zapalovych ochoreni roznych organov (Donlin et al., 2005).

Podobne ako Efs, aj protein HEF1 (Human enhancer of filamentation 1)
prispieva, mimo iné, Kregulacii imunitného systému. Jeho zvySena expresia bola
pozorovana v periférnych T- a B-lymfocytoch (Minegishi et al.,, 1996) a koreluje
so schopnostou migracie tychto bunick (Seo et al., 2005). Okrem lymfocytov je
expresia HEF1 $pecificka pre hrubé ¢revo, pl'ica, l'adviny a placentu (Law et al., 1996).
Vyznamnu ulohu zohrdva HEF1 aj vreguldcii bunkovej migracie a nadorovej

invazivity, predovsetkym vd’aka jeho vyskytu vo fokalnych adhézidch a lamelipodiach
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(Fashena et al., 2002; Law et al., 1996). ZvySena hladina expresiec HEF1 v nadoroch
prsnika koreluje s ich agresivitou a rychlost'ou migracie nadorovych buniek (Fashena et
al., 2002). Zaroven, nadprodukcia HEF1 ovplyviuje proces epitelidlno-mezenchymalne;j
tranzicie (EMT, pre podrobnejsi popis EMT vid’ kapitola 1.2.1.6.) (Kong et al., 2011).
Protein HEPL (HEF1-Efs-p130Cas-like) bol objaveny pomerne nedavno a jeho

funkcia je Studovana predovsetkym v spojitosti s tvorbou nadorov (Singh et al., 2008).

1.2.1. p130Cas

Protein pl130Cas (Crk-associated substrate) bol objaveny v bunkach
transformovanych onkogénmi v-crk (Matsuda et al., 1990) av-src (Reynolds et al.,
1989) ako jeden z hlavnych proteinov fosforylovanych na tyrozinoch. Na rozdiel od
ostatnych c¢lenov rodiny CAS, p130Cas je vo velkej miere exprimovany vo vsetkych
tkanivach (Sakai et al.,, 1994) azacastiiuje sa regulacie apoptozy, chemotaxie
a haptotaxie (migracia stimulovana extracelularnou hmotou (ECM)), bunkového cyklu,
bunkovej migracie a nadorovej invazivity (Kook et al., 2000; Brabek et al., 2004;
Defilippi et al., 2006; Barrett et al., 2013). p130Cas navySe zohrava zasadnt tilohu pri
angiogenéze, ked’ze mysi bez jeho expresie hynll na prelome 12. dita embryondlneho

vyvoja kvoli abnormalitam ciev a srdcového svalu (Honda et al., 1998).

1.2.1.1. Struktiira proteinu p130Cas a jeho interakéni partneri

Protein pl130Cas pozostava z N-koncovej SH3 domény (Src-homology
domain 3), ktora je nasledovana substratovou doménou (substrate domain, SD),
serinovou doménou (serine-rich domain, SRD) a C-koncovou doménou zloZenou
z vizbovej oblasti pre kinazy Src (Src-binding region, SB) a domény CCH (Donato
et al., 2010; Tikhmyanova et al., 2011).

SH3 doména

Doména SH3 je vysoko konzervovana nie len medzi jednotlivymi proteinmi
rodiny CAS (Tikhmyanova et al., 2011), ale aj u d’alSich eukaryotickych proteinov.
Jej hlavny vyznam spociva v sprostredkovani interakcii s proteinmi obsahujucimi
sekvencie bohaté¢ na proliny schopné zaujat’ Struktiru helixu typu II (motiv PXXP)
(Wisniewska et al., 2005). Tuato interakciu v ramci SH3 domény sprostredkuje vysoko

konzervovana RT slucka, ktord spaja dva P retazce v B-listovej Strukture tejto domény
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(Wisniewska et al., 2005; vid’ Obr. 1.2 A). Navyse, schopnost SH3 domény p130Cas
interagovat’ s vizbovymi partnermi sa u pl30Cas ukdzala byt negativne regulovana
fosforylaciou Y12 v rdmci SH3 domény (Janostiak et al., 2011).

Prostrednictvom SH3 domény p130Cas interaguje s kinazami FAK (Polte and
Hanks, 1995) a PYK2 (Li and Earp, 1997) a fosfataizami PTP-PEST (Garton et al.,
1997) aPTP-1B (Liu et al.,, 1996), ktoré st hlavnymi regulatormi tyrozinovej
fosforylacie SD pl130Cas, adalej s proteinmi vinkulin (Janostiak et al., 2014)
a dynamin (Kang et al., 2011).

Substratova doména

Substratovda doména je Strukturne neusporiadand oblast’ v centralnej Casti
proteinov rodiny CAS, ktord je charakteristickd predovSetkym vyskytom motivov
YXXP. Fosforylacia tyrozinov v ramci tychto motivov, predovsetkym kindzami rodiny

Src a FAK, vedie k vzniku vdzbového miesta pre SH2 doménu d’al$ich adaptorovych

Obr. 1.2 — A) struktura SH3 domény p130Cas, pozostavajtca z piatich p-listov a slucky
RT (kéd PDB 1WYX; Wisniewska et al., 2005). B) Struktura S$vorhelixového
pretiahnutého zvizku SRD pl130Cas. Cervene vyznadena oblast zndzoriiuje vizbové
miesto pre proteiny 14-3-3 (kod PDB 1Z23; Briknarova et al., 2005). C) porovnanie
$truktiry SRD p130Cas (modra) so SRD HEF1 (oranzova). Cervene vyznatena oblast
znazoriuje vézbové miesto pre proteiny 14-3-3 (kody PDB 1723 a 2L81). Vsetky
obrazky boli vytvorené pomocou programu PyMol.
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proteinov (napr. Nck a Crk), ktoré¢ sa podiel'aji na regulacii dynamiky cytoskeletu
a ovplyviuju tak bunkova migraciu a invazivitu (Park and Curran, 2013; Rivera et al.,
2006; Ruest et al., 2001). K fosforylacii tychto motivov prispieva taktieZ otvorenie
Struktarne neusporiadanej SD zavislé na mechanickom natiahnuti bunky, ¢im dojde
k spristupneniu fosforylaénych miest. Z tohto dovodu je pl30Cas povazovany za

mechanosenzor (Sawada et al., 2006).

Serinova doména

Serinova doména p130Cas zaujima Struktiru pretiahnutého helikalneho zvizku
tvoreného Styrmi a-helixmi (vid Obr. 1.2 B). Jednotlivé helixy su pospajané dlhymi
sluckami, ktoré celej Strukture poskytuji urcitu flexibilitu. Zaroven, slucky prepajajice
jednotlivé a-helixy s, na rozdiel od vysoko konzervovanych helikalnych casti,
hlavnym miestom variability SRD v rdmci proteinov rodiny CAS (Briknarova et al.,
2005).

Prostrednictvom SRD p130Cas dochadza k jeho interakcii s proteinmi rodiny
14-3-3 (vid’ Obr. 1.3). Tato rodina adaptorovych proteinov s molekulovou hmotnost'ou
28-33 kDa je u ¢loveka tvorena celkom siedmymi izoformami (B, vy, €, o, 6, T a €), ktoré
zohravaju ulohu v procesoch spojenych s regulaciou bunkového cyklu, génovej
expresie, apoptdzy €1 organizacie cytoskeletu (zhrnuté v Aitken, 2006; Morrison, 2009).
Interakcia proteinov 14-3-3 spl30Cas je zavisla na fosforylacii S498 v motive
RGTSEPsy (motiv prvykrat popisany na potkanej izoforme p130Cas), nachadzajicom
sa na sluCke prepajajicej helixy o; a ay (Briknarova et al., 2005). Prostrednictvom
proteinov 14-3-3 pravdepodobne dochadza k tvorbe komplexu p130Cas s adaptorovym
proteinom Grb2, ktory d’alej stimuluje drédhu Ras/Mek/Erk veducu k transkripcnej
aktivacii tzv. SRE (Serum response element). Aktivacia SRE nasledne zabezpecuje
transkripciu véasnych génov ako odpoved’ na rézne stimuly (Hakak and Martin, 1999).

SRD paraldogu p130Cas, HEF1, sa ukazala byt zasadna pre interakciu HEF1
s kindzou Aurora A (AurA) v centrozomalnej oblasti. Tato asociacia vedie k aktivacii
kindzovej aktivity AurA a je negativne regulovana fosforylaciou serinu 296 na HEF1
(v motive RHQSLSP,q9). Interakcia AurA s p130Cas vsak potvrdena nebola (Pugacheva
and Golemis, 2005).
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Obr. 1.3 — zhrnutie kI"aCovych interakénych partnerov p130Cas. Skratka SFKs suhrnne
oznacuje kinazy rodiny Src. PP znaéi polyprolinovy motiv sprotredkujtci ich interakciu
s p130Cas. Obrazok bol vytvoreny za pomoci programu Adobe Illustrator CS6.

Vizbova oblast’ kinaz rodiny Src

Za SRD sa vramci sekvencie p130Cas vyskytuje kratka vézbova oblast’ pre
kindzy rodiny Src. Interakciu s tymito kindzami sprostredkuji dva vézbové motivy
(RPLPSPPgss a YDYVHLg73), ktoré sluzia ako vdzbové miesto pre SH3, resp. SH2
doménu interagujucich kinaz (Nakamoto et al., 1996; Sakai et al., 1994). Napriek tomu,
ze serin 643 v motive RPLPSPPgss5 sa ukdzal byt fosforylovany pri bunkovej adhézii,
na asociaciu pl30Cas s kindzami rodiny Src tato fosforyldcia nemd Ziadny vplyv
(Makkinje et al., 2012). V ramci SB oblasti s p130Cas interaguju aj kinazy PI3K (Li et
al., 2000) a Bmx/Etk (Abassi et al., 2003), protein nefrocystin (Donaldson et al., 2000)
a adaptorovy protein Grb2, ktory prostrednictvom svojej SH2 domény interaguje
so sekvenciou YENSgg fosforylovanou na tyrozine 657 (vid® Obr. 1.3). Priama
interakcia Grb2 a pl30Cas vsak na rozdiel od vdzby sprostredkovanej 14-3-3 nema
na aktivaciu SRE ziaden vplyv (Hakak and Martin, 1999).

CCH doména

C-koncova CCH doména zaujima, podobne ako SRD alebo doména FAT (Focal
adhesion targeting) kinazy FAK, konformaciu Stvorhelixového zvizku. Spolu s SH3
doménou je doména CCH zodpovednd za lokalizaciu p130Cas do fokalnych adhézii,
ato pravdepodobne vdaka vysokej sekvencnej podobnosti prave s doménou FAT

(Arold et al., 2002; Donato et al., 2010).
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V ramci CCH domény dochadza k vzniku 31 kDa fragmentu pl30Cas ako
dosledok Stiepenia kaspazou-3, kalpainom ainymi endoprotedzami, v zavislosti
na hladine ich expresie (Kook et al., 2000; Shim et al., 2001; Wei et al., 2004,
vid’ Obr. 1.4). Stiepenie kaspazou-3 je negativne regulované fosforylaciou serinu 649
a tyrozinu 657 Vv okoli Stiepiaceho miesta DSPDgss4 (prepocitané na mysiu izoformu
p130Cas, povodne Studované na potkanich bunkach)(Hoon Kim et al., 2003; Kook
etal., 2000). K nabohateniu 31 kDa fragmentu p130Cas, podobne ako 28 kDa
fragmentu HEF1, dochadza pri indukcii apoptdzy a anoikis (apoptoza sposobena stratou
kontaktu integrinovych receptorov s ECM)(Kim et al., 2004; Law et al., 2000; Wei et
al., 2004). V ramci 31 kDa fragmentu p130Cas sa vyskytuje motiv helix-loop-helix
(HLH), pomocou ktorého dochadza k homo- a heterodimerizacii s proteinom HEF1
(Law et al., 1996) a zaroven k asociacii s transkripénymi faktormi E2A a MyoD (Jeong
et al.,, 2014; Kim et al., 2004). Asociacia stymito transkripnymi faktormi vedie
k vzniku inaktivneho heterodiméru, ¢o v pripade E2A inhibuje produkciu proteinu p21
zavisli na E2A a tym priamo podporuje apoptoézu a Vv pripade MyoD negativne reguluje
jeho ulohu v myogenéze (Jeong et al., 2014; Kim et al., 2004).

Prostrednictvom CCH domény p130Cas taktiez dochadza k asocidcii s proteinmi
rodiny NSP (Novel Src homology 2-containing protein), ato CHAT-H (Cas and
HEF1-associated signal transducer in hematopoietic cells) a BCAR3/And-34 (Breast
cancer anti-estrogen resistance protein 3) (Cai et al., 1999; Regelmann et al., 2006),
d’alej s proteinom Ajuba (Pratt et al., 2005) a pravdepodobne tiez s kinazou PTK6
(Zheng et al., 2012; vid’ Obr. 1.3).

1.2.1.2. Fosforylacia p130Cas a jej regulacia

Napriek tomu, Zze pl30Cas bol pdvodne identifikovany ako protein
fosforylovany na tyrozinoch (Matsuda et al., 1990; Reynolds et al., 1989), jeho serinova
fosforylacia sa neskor ukazala byt predominantna (Kanner et al., 1991) a zaroven
zodpovedna za vznik pomal$ie migrujicej formy p130Cas na SDS-PAGE (Makkinje
etal., 2009). Hoci predikovana molekulovd hmotnost pl130Cas je cca 94 kDa,
na SDS- PAGE migruje v dvoch formach v oblasti zdanlivej molekulovej hmotnosti

130 kDa. Tento posun je spdsobeny prave vyraznou fosforylaciou p130Cas.
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Obr. 1.4 — schéma vzniku 31 kDa fragmentu p130Cas a jeho jadernej funkcie. 31 kDa
fragment vznikd Stiepenim kaspazou 3 alebo kalpainom (znazornené noznicami) ako
odpoved’ na stratu kontaktu integrinovych receptorov (zelene, o, f) s ECM alebo na
proapoptotické ¢i iné stimuly. Tento fragment nasledne prispieva k tvorbe neaktivnych
heterodimérov s transkripénymi faktormi E2A a MyoD. Stiepenie je negativne regulované
fosforylaciou znazornenych AK. Obrazok bol vytvoreny za pomoci programu Adobe
Ilustrator CS6.

Ako serin/treoninova, tak tyrozinova fosforylacia st spolo¢ne regulované
signalizaciou spojenou s bunkovou adhéziou zavislou na integrinoch a v priebehu
bunkového cyklu. Fosforylacia komplexu pl130Cas/FAK na serinoch a treoninoch
pri vstupe do mitozy vedie k rozpadu tohto komplexu a tym k zagulateniu deliacich sa
buniek (YYamakita et al., 1999). Na konci mitézy vSak dochadza k defosforylacii serinov
a treoninov $pecifickou Ser/Thr fosfatazou PP2A a k obnoveniu tyrozinovej fosforylacie
p130Cas (Yokoyama and Miller, 2001).

Ser/Thr a Tyr fosforylacia p130Cas su spolo¢ne regulované aj pri bunkovej adhézii
stimulovanej integrinmi, av§ak oba druhy fosforylacie sa vyznacuju vyrazne odliSnou

dynamikou. Kym k obnove tyrozinovej fosforylacie dochadza u suspenznych buniek
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MDA-MB-231 uz behom niekol’kych minat po integrinovej Stimulacii, bazalna
fosforylacia na serinoch a treoninoch je obnovena az v priebehu 4-6 hodin (Makkinje et
al., 2009; Schlaepfer et al., 1997).

1.2.1.3. Vplyv fosforylacie p130Cas na regulaciu migracie

V adherentnych bunkach dochédza ku kontaktu integrinovych receptorov s ECM
ak wvzniku tzv. fokalnych adhézii (FA). FA predstavuji vysoko dynamické
multimolekularne komplexy sprostredkujlice interakciu bunkového cytoskeletu
s extracelularnym prostredim. p130Cas sa ako jeden z hlavnych proteinov FA
zucastiuje reguldcie ich dynamiky a prenosu trakénych sil apriamo tak ovplyviiuje
bunkovu migraciu a nadorovu invazivitu (zhrnuté v Defilippi et al., 2006; Mitra et al.,
2005).

Po kontakte integrinov s ECM dochadza k aktivacii a vyraznej tyrozinovej
fosforylacii kinazy FAK (Focal adhesion kinase) a Kk jej asociacii s kindzami rodiny Src,
ktorych aktivita je pre tvorbu FA zasadna (Li et al., 2002). Nasledna lokalizacia
p130Cas do FA, medzi inymi, vedie k jeho tyrozinovej fosforylacii kinazami Src, bud’
priamo interagujiicimi s p130Cas cez SB oblast’, alebo v ramci sekundarnej interakcie
s kinazou FAK (Fonseca et al., 2004). Tyrozinova fosforylacia YXXP motivov v ramci
SD p130Cas vedie k vytvoreniu vdzbového miesta pre SH2 doménu adaptorového
proteinu Crk (Schlaepfer et al., 1997; Vuori et al., 1996), ktory s p130Cas interaguje
v komplexe s proteinom C3G. C3G patri do skupiny tzv. GEF proteinov (guanine
nucleotide exchange factor), ktoré su zodpovedné za aktivaciu $pecifickych GTPaz
katalyzou vymeny GDP za GTP. Aktivacia C3G fosforylaciou na tyrozine 504 kinazami
rodiny Src a Abl stimuluje aktivitu malych GTPaz rodiny Ras (Rapl, Rap2, R-Ras a i.)
(zhrnuté v Radha et al., 2011) atym vedie Kk regulacii bunkovej adhézie a migracie
prostrednictvom aktivacie GTPazy Rac (Arthur et al., 2004; vid Obr. 1.5). Draha
p130Cas/Crk/C3G/Rapl sa uplatiiuje taktieZ v rdmci odpovede na mechanické napitie
bunky, ktoré vedie k spristupneniu SD p130Cas pre tyrozinové kinazy (Sawada et al.,
2006; Tamada et al., 2004; zhrnuté v Janostiak et al., 2014).

Daldia signalna draha ovplyvilujaca bunkovd migraciu stimulovani
integrinovymi receptormi je p130Cas/Crk/DOCK180/Racl (Wang et al., 2010; vid’
Obr. 1.5). DOCK180 je ¢lenom rovnomennej rodiny GEF proteinov, ktoré sa podielaju

na Casovej a priestorovej regulacii aktivity GTPaz Rac a Cdc42 (zhrnuté v Laurin and
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Coté, 2014). DOCK180 s p130Cas interaguje prostrednictvom SH3 domény p130Cas
(Hsia et al., 2003). Prostrednictvom tejto drahy dochadza taktiez k aktivacii GTPazy
Rac stimuovanej proteinom UPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor)
(Smith et al., 2008). Podobnu tlohu ako p130Cas v aktivacii Rac zohrava aj homologny
protein HEF1 v komplexe s DOCK3 v bunkich melanomu A375m2 (Sanz-Moreno et
al., 2008).

O rastove faktory

PTP-PEST

i
........OOIOOOOOOOOOOQO XX ....].COOOOOQ....IOO.0.......1 I.........QO...O...OI. .0.0.......].. erbrana
o-Iooooooooooootoooooooooooc booo-.o.oloooooooooooo[oooooon : :00..00000[00[..........0.[.....0....
RTKs cytoplazma
FAK
) /M

p130Cas

DOCK180

remodelacia
cytoskeletu

GTPazy

Obr. 1.5 — zjednodusena schéma zhriiujuca Glohu p130Cas v regulacii procesov vedtcich
k remodelacii cytoskeletu aktivaciou malych GTPaz a teda priamo ovplyviiujacich bunkova
motilitu. Po integrinovej adhézii k ECM alebo po stimulacii rastovymi faktormi dochadza
k aktivacii kinaz fosforylujucich tyrozinové motivy SD pl30Cas. Tie d’alej sprostredkuju
vizbu proteinu Crk v komplexe s C3G alebo DOCK180, ktoré d’alej reguluji aktivaciu
GTPaz. Tie st aktivované aj prostrednictvom d’alSich znazornenych proteinov. V regulacii
fosforylacie sa ulatiuju aj tyrozinové fosfatazy PTP-1B a PTP-PEST. Obrazok bol
vytvoreny za pomoci programu Adobe Illustrator CS6.
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Obe popisané signalne drahy (C3G i DOCK180) prispievaju k regulacii bunkove;j
migracie aich signalizacia je zavisla na tyrozinovej fosforylacii p130Cas a tvorbe
komplexu p130Cas/Crk (Klemke et al., 1998).

Dal§imi proteinmi stimulujicimi bunkovii migraciu zavisli na tyrozinovej
fosforylacii p130Cas st nereceptorova tyrozinova kinaza Bmx/Etk (Abassi et al., 2003),
Ajuba (Pratt et al., 2005), proteiny rodiny NSP (vid’ kapitola 1.2.1.4.) a kinaza PTK6
(Zheng et al., 2012).

1.2.1.4. Interakcia p130Cas s proteinmi rodiny NSP

Prostrednictvom CCH domény p130Cas dochadza k jeho interakcii s proteinmi
rodingy NSP. Ta vsucasnosti pozostava ztroch ¢lenov, ato NSP1,
BCAR3/AND-34/NSP2 a CHAT-H/NSP3. Proteiny rodiny NSP st charakteristické
predovsetkym vyskytom C-koncovej domény vyznacujlcej sa sekvenénou podobnost'ou
k doméne CDC25, zohravajucej Glohu Vv aktivacii GTPaz Ras svojou GEF aktivitou
(zhrnuté vo Wallez et al., 2012). Gotoh s kolegami na zaklade tejto podobnosti naznacili
funkciu NSP proteinov v priamej aktivacii GTPaz Ras (Gotoh et al., 2000), avsak tato
funkciu sa experimentmi in vitro potvrdit’ nepodarilo (Mace et al., 2012; zhrnuté vo
Wallez et al., 2012). Navyse, struktarna $tudia GEF domén proteinov NSP ukazala, Ze
taito oblast’ nie je schopnd zaujat’ konformaciu vhodnu ku katalyze nukleotidovej
vymeny, avSak jej usporiadanie podporuje vysoko Specifickll interakciu prave
s proteinmi rodiny CAS (Mace et al., 2012; vid’ Obr. 1.6).

Jednym z hlavnych désledkov interakcie pl130Cas s proteinmi NSP je jeho
zvySend fosforylacia ako na tyrozinoch, tak na serinoch a treoninoch, zodpovedna za
nabohatenie pomal$ie migrujucej formy p130Cas na SDS-PAGE (Makkinje et al., 2009;
vid’ kapitola 1.2.1.2.). Napriek povodnym predpokladom, Ze k stimulacii fosforylacie
p130Cas BCAR3 nie je nutna ich priama interakcia (Makkinje et al., 2009; Vanden
Borre et al., 2011), opak sa ukazal byt pravdou (Wallez et al., 2014). Tento efekt je
navySe zavisly na SH2 doméne, serinovej doméne a polyprolinovej oblasti BCAR3
a je zaroven pozitivne regulovany SH3 doménou p130Cas (Makkinje et al., 2009).

Zvysenie expresie BCAR3 v nadorovych bunkdch MCF7 vedie k zvySeniu
asociacie SH3 domény kinazy Src s p130Cas a stimulécii aktivity Src zavislej na

p130Cas (Makkinje et al., 2012; Schuh et al., 2010). Nasledna fosforylacia p130Cas
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Obr. 1.6 — A)aB) struktira komplexu tvoreného CCH doménou pl130Cas (ervend)
a C-koncovou doménou prteinu NSP3 (zelenda) (kod PDB 3T6G; Mace et al., 2012).

Obrazok bol vytvoreny pomocou programu PyMol.

ajeho membranova lokalizacia vedie vtychto bunkach knarastu migracie
(Schrecengost et al., 2007). Podobne, nadprodukcia CHAT-H v bunkach HEK 293
ajeho asociacia s pl30Cas vedie kaktivacii drahy pl130Cas/Crk/C3G/Rapl, ktora
reguluje bunkovu adhéziu a migraciu (Sakakibara et al., 2002; vid’ kapitola 1.2.1.3.).

1.2.1.5. Uloha BCAR1 a BCAR3 v antiestrogénovej rezistencii

Na rozdiel od ostatnych ¢lenov rodin CAS a NSP, proteiny BCAR1 (Breast
cancer anti-estrogen resistance protein 1; T'udsky homolég p130Cas) a BCAR3 sa
ukazali byt dolezité v procese rozvoja rezistencie k antiestrogénom (van Agthoven et
al., 1998; Brinkman et al., 2000). Tie su v sucasnej dobe prvou volbou pri lieCbe
nadorov prsnika pozitivnych na estrogénové receptory (ER), avSak ich pouzitie ¢asto
vedie k vzniku rezistencie. V mnohych pripadoch je vznik rezistencie zaroven spojeny
S horSou prognoézou liecby nadorov, uktorych vicSinou dochddza k zmenam
V metabolizme antiestrogénov alebo k tplnej strate expresie ER (Ring and Dowsett,
2004).

Na molekularnej trovni je vznik rezistencie podmieneny tvorbou komplexu

ER/Src/BCAR1 stimulovanou estrogénmi. Tento komplex nasledne vedie k aktivacii
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Erk1/2 a produkcii cyklinu D1, ktory je pre vznik rezistencie dolezity (Cabodi et al.,
2004). Pre vznik rezistencie sa navySe ukdzala byt nevyhnutna interakcia BCARI1
s proteinom BCAR3, ktord vedie k stimulacii fosforylacie BCAR1 (Makkinje et al.,
2009; Wallez et al., 2014; vid’ kapitola 1.2.1.4.). Analyzou funkcie jednotlivych domén
BCAR1 v schopnosti ER pozitivnych buniek proliferovat’ v pritomnosti antiestrogénov
sa zistilo, ze kI'i€ovou doménou v tomto procese je SD, ked’ze jej zamena so SD HEF1
viedla k inhibicii proliferacie a, naopak, k rychlejSiemu rastu u HEF1 (Brinkman et al.,
2010). Podobne, chiméra BCAR1 so SRD a SB HEF1 viedla k zniZeniu schopnosti
buniek rast’ v pritomnosti antiestrogénov, naznacujuc tak mozna ulohu SRD BCART1 vo
vzniku rezistencie, ked’ze efekt SB oblasti BCAR1 a HEF1 na proliferaciu sa ukazal byt’
rovnaky (Brinkman et al., 2010).

1.2.1.6. Uloha p130Cas v signalnej drahe TGF-p

Signalna draha TGF-B (Transforming growth factor f) sa zucastiuje regulacie
mnohych procesov vratane vyvoja, imunitnej odpovedi, bunkového delenia a bunkovej
smrti. Uloha tejto drahy v nadorovej bioldgii je viak urdznych nadorovych buniek
odli$nd. Na rozdiel od normalnych buniek a v€asnych karcinomov, u ktorych pdsobenie
TGF-B vedie k inhibicii proliferacie a bunkovej smrti, u pokrocilych nadorov TGF-
stimuluje invazivitu a proces metastazy (zhrnuté v Lebrun, 2012). Vazba TGF-f vedie
Kk postupnej aktivacii Ser/Thr receptorovych kinaz typu II (TBRII) atypu I (TBRI).
Nésledne dochadza k fosforylacii tzv. R-Smad proteinov (receptormi regulované Smad
— Smad2 a Smad3), ich interakcii so Smad4 a jadernej translokacii (zhrnuté v Chen and
Mishra, 2013).

Stadiou zalozenou na podobnosti p130Cas s HEF1 sa zistilo, ze p130Cas priamo
interaguje s proteinom Smad3, priCom tato interakcia je zavisla na CCH doméne
p130Cas a je pozitivne regulovana tyrozinovou fosforyladciou p130Cas. Po stimulacii
buniek TGF-p dochadza k tvorbe terciarneho komplexu pl130Cas/Smad3/TBRI
a tym Kk zabraneniu jadernej translokacie Smad3. Expresia p130Cas a miera interakcie
so Smad3 navySe priamo ovplyviiuje transkripénu aktivitu stimulovana TGF-$ a vedie
tak k zniZzeniu produkcie inhibitorov cyklin-dependentnych kinaz (p15 a p21) (Kang et
al., 2013; Kim et al., 2008; vid’ Obr. 1.7). Zvysena hladina expresie p130Cas mdze
navyse po stimuldcii TGF-f viest’ k aktivacii tzv. nekanonickych signalnych drah, napr.

p38 MAPK drahy (Wendt et al., 2009). Naopak, znizenie expresie p130Cas, rovnako
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ako BCARS, vedie k zvyseniu fosforylacie Smad2 a Smad3 a ich transkripénej aktivity
stimulovanej signalizaciou TGF-B (Guo et al., 2014; Wendt et al., 2009). Na zaklade
stadia efektu BCAR3 a p130Cas na signalizaciu TGF-B navrhli Guo s kolegami model,
v ktorom je interakcia pl30Cas a Smad3 zavisla na BCAR3 avedie K inhibicii
fosforylacie Smad3. NavySe, pOsobenie TGF-B na bunky s vysokou endogénnou
expresiou BCAR3 vedie k proteazomalnej degradacii BCAR3 sprostredkovanej
proteinmi Smad (Guo et al., 2014).

Orerpi
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faageq f]! gﬂfﬂﬁ fl [ﬂmmelﬂbrana
SO0
TBRI > JBRI cytoplazma
Smad3

p130Cas

zastavenie
bunkového cyklu

Obr. 1.7 — zhrnutie ulohy pl130Cas v regulacii signalnej drahy TGF-B. Po aktivacii
receptorov TPRI a II vidzbou ligandu dochadza k fosforylacii Smad2 a 3 receptormi a tvorbe
trimérneho komplexu so Smad4. Tento komplex nasledne translokuje do jadra kde aktivuje
transkripciu Smad cielovych génov veducich k zastave bunkového cyklu (predovsetkym
u epitelidlnych buniek). Tvorbe Smad2/3/4 komplexu zabrafuje asociacia p130Cas so
Smad3, ktora inhibuje fosforylaciu Smad3. Tato asocidcia je navySe stimulovana
fosforylaciou p130Cas a interakciou p130Cas s BCAR3. Hladina expresie BCAR3 je vsak
negativne regulovana signalizaciou TGF-B. p130Cas zohrava po stimulacii TGF-p ulohu
taktieZ v procesoch veducich k EMT. Obrazok bol vytvoreny za pomoci programu Adobe
Ilustrator CS6.
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Signalizacia TGF-B je jednym z hlavnych faktorov zodpovednych za proces
epitelidlno-mezenchymalnej tranzicie (EMT), ktory obecne vedie k zvySeniu migracie
nadorovych buniek. Behom tohto procesu dochidza k vyraznému zniZeniu expresie
epitelidlnych markerov (E-kadherin, okludin, B-katenin) a zaroven k zvySeniu expresie
transkripénych faktorov Twist, Snail a Slug a mezenchymalnych markerov (fibronektin,
vimentin, N-kadherin) (zhrnuté v Chen and Mishra, 2013). Viacero §tudii naznacuje, ze
p130Cas by mohol zohravat’ ulohu kl'icového reguldtora EMT zavislej na stimulacii
TGF-B. Zvysena expresia p130Cas vedie k stimulacii procesu EMT po posobeni TGF-f3
a, naopak, zniZenie expresie p130Cas tomuto procesu zabranuje (Deng et al., 2014;
Kang et al., 2013). Zaroven, p130Cas sa v nadorovych bunkach prsnika ukazal byt
negativnym regulatorom E-kadherinu vedtcim k jeho degradacii (Tikhmyanova and
Golemis, 2011).
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1.3. Predbezné vysledky a ciele prace

V ramci analyzy SH3 domény p130Cas v naSom laboratériu sa J. Gemperlemu
podarilo metodou Phage display anotovat’ idealny vidzbovy motiv tejto domény, a to
[AP]-P-[APMS]-K-P-[LPST]-[LR]-[LPST]. Na zaklade tohto motivu sa mu pomocou
screenu Vv databazi UNIPROT-SWISSPROT podarilo predikovat’ interakciu SH3
domény p130Cas s polyprolinovou sekvenciou 16 proteinov, medzi inymi s motivom
PPPKPPRLsis kinazy ~ PKN3.  Interakciu  pl30Cas-PKN3  neskér  potvrdil
koprecipitaénymi $tadiami a experimentom far-Western blot dokazal, Ze ich interakcia

je priama (J. Gemperle - Diplomova praca, 2012; nepublikované vysledky).

Hlavnymi ciel’mi tejto prace su:

- charakterizdcia  vplyvu interakcie pl30Cas/BCAR1 s PKN3
na Ser/Thr fosforylaciu p130Cas/BCAR1 a identifikacia pripadnych

fosforyla¢nych miest

- overenie vplyvu pripadnej fosforylacie p130Cas/BCARI kinazou PKN3

na signalizaciu stimulovanu antiestrogénmi
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2. Material

2.1. Organizmy

Escherichia coli
kmen DH5a dlaczZ Delta M15 Delta(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96 relAl
kmen BL21 (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS
/. DE3 = ) sBamHIlo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7
genel) i21 Anin5

Cicavdie bunkové kultiry
MEF p130Cas -/- mysie embryonalne fibroblasty bez expresie p130Cas

Phoenix E pakazovacia linia ur¢ena k tvorbe retrovirusov

Cicavdie immortalizované bunkové linie
MCF7 I'udské naddorové bunky adenokarcindmu prsnika

MDA-MB-231 Pudské nadorové bunky adenokarcindému prsnika

2.2. Kultivacia bakterialnych kultar

LB (Luria-Bretani) médium bakterialny pepton 10 g/l
kvasnicovy extrakt 5 g/l

NaCl 59/l
Misky
Pripravime LB médium s pridavkom 20 g/l agaru. Po¢kame, kym neddjde k zniZeniu
teploty roztoku na menej ako 60 °C, pridame selekéné antibiotikum a nalejeme misky
V sterilnom prostredi. Misky skladujeme v chlade.
Glycerol 60 %

Vsetky pouzité roztoky sterilizujeme klavovanim 20 min pri 121 °C.
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Zasobné roztoky selekénych antibiotik
Ampicilin (Biotika) 100 mg/ml
Kanamycin (Thermo Scientific) 100 mg/ml

Ampicilin a kanamycin st do LB média pridavané 1:1000

Material na pripravu kompetentnych baktérii
10 % glycerol

50 mM CaCl;

50 mM CaCl; s 15 % glycerolom

Vsetky pouzité roztoky sterilizujeme klavovanim 20 min pri 121 °C.

2.3. Kaultivacia cicavéich kultur

Kompletné médium DMEM (Sigma)
10 % FBS (fetalne bovinne sérum)
0,1 % cyprofloxacin
0,5 % gentamycin

Zasobné roztoky antibiotik Cyprofloxacin 10 mg/ml
Gentamycin 10 mg/ml (Sigma)

0,25 % trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen)
Zmrazovaci roztok 90 % FBS
10 % DMSO (dimetyl sulfoxid)
Pozn.: ako zmrazovaci roztok je mozné pouzit aj Standardne pouzivané

kompletné médium s pridavkom 10 % DMSO

Transfekcia cicav¢ich buniek JetPEI (Polyplus)
DMEM (Sigma)
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2.4. Material pre pracu s DNA

2.4.1. Izolacia a purifikicia DNA

Kity pre izolaciu plazmidovej DNA a purifikaciu DNA z agarézového gélu
NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) — magnetické gulicky na purifikaciu
DNA
TE pufer 10 mM Tris pH 8,0

1 mMEDTA

2.4.2. Agardzova elektroforéza

TBE pufer 220 mM Tris pH 8,3
180 mM kyselina borita
5mM EDTA

UltraPure Agarose (Thermo Scientific)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) — standard molekulovych
hmotnosti DNA

bp ng/0.5pg %

10000 30
8000 30

=

U"O'ILD;O)CDG)—‘O')C)

g
S~}
oo

(=}
N
o Qo
U1 -

N

[
N O
a o
=
NN
g o
(SIS

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min
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2.4.3. Material pre molekularne klonovanie

Vsetky pouzité restrikéné endonukleazy su od New England Biolabs (NEB). Reakcie

su inkubované v doporuc¢enych pufroch podl'a navodu vyrobcu.

T4 DNA Ligaza (Thermo Scientific)

2.4.4. Zoznam pouzitych vektorov

Vektory pUC apMA-T boli pouzit¢é ako medzistupne klonovania do cielovych

vektorov.

Bakterialne expresné vektory

PGEX 2T

pET 1lc

vektor pouzity pre expresiu GST-faznych proteinov v baktériach
E.coli kmen BL21 (DE3). Vektor koéduje gén, umoziujuci
rezistenciu na ampicilin, gén Lac, ktory reprimuje transkripciu

bez pritomnosti IPTG a sekvenciu GST.

vektor pouziti pre expresiu 6xHis-fuznych proteinov v baktériach
E.coli kmen BL21 (DE3). Vektor koduje gén, umoziujuci
rezistenciu na ampicilin, gén Lac, ktory reprimuje transkripciu

bez pritomnosti IPTG a sekvenciu His-tagu.

Cicavdie expresné vektory

pcDNA4/TO

pPpEGFP cl

vektor pouzity pre expresiu proteinov v cicavCich bunkéach pod
silnym CMV promotorom. Vektor koduje gény sprostredkujice
rezistenciu na ampicilin a zeocin. Tetracyklinovy operator taktiez
umoziuje indukciu  expresie v pritomnosti  tetracyklinu

(podmienkou je stabilné expresia tetracyklinového represoru).
vektor sluzi k GFP-fuznej expresii proteinov v cicav¢ich bunkach

pod CMV promotorom. Vektor koduje gén rezistencie pre

neomycin a kanamycin a sekvenciu GFP.
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pMSCV puro retrovirdlny vektor, ktory slizi na stabilnu retroviralnu
transfekciu cicavcich buniek. Zaroven je vhodny pre tranzientnt
expresiu. Vektor koduje gény pre rezistenciu na ampicilin

a puromycin.

2.5. Material pre pracu s proteinmi

2.5.1. Afinitna purifikacia proteinov

LB1 pufer 50 mM HEPES (Sigma)
100 mM NaCl
pH 7,4

LB2 pufer 5 mM HEPES (Sigma)
10 mM NaCl
pH 7,4

20 % Triton X-100 v LB1 80 % LB1
20 % Triton X-100
Inhibitory bakterialnych proteaz 1:100

Uvoliiovaci roztok (6xHis) LB1
250 mM imidazol

Vsetky pouzité roztoky sterilizujeme klavovanim 20 min pri 121 °C.

Uvolnovaci roztok (GST) 50 mM Tris
10 mM glutation (GSH)
1 mM dithiothreitol (DTT)
pH 8,0

Sefarozy
HisPur Ni-NTA Magnetic Beads (Thermo Scientific)
Pierce Glutathione Agarose (Thermo Scientific)
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Pierce Glutathione Magnetic Beads (Thermo Scientific)
ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma)

Inhibitory bakterialnych proteaz MixB (Serva)
IPTG 1 M (Sigma)

2.5.2. Kinazové reakcie

Zasobné roztoky 120 mM Tris pH 7,4
1 M glycerol 2-fosfat (G2P) (Sigma)
100 mM MgCl,

Kinazovy pufor pripravime zo zadsobnych roztokov na kone¢nt1 koncentraciu
30 mM Tris pH7,4
10 mM G2P
4 mM MgCl,

0,5MEDTA pH 8,0
50 mM p-nitrobenzyl mesylat (PNBM) (Abcam) v DMSO

[32P]ATP (adenozintrifosfat) (Hartmann analytic) 10 mCi/ml
ATP (tetralitna sol’) (Sigma)
ATPyS (tetralitna sol’) (Abcam)

2.5.3. Roztoky na pripravu lyzatov a vzoriek pre SDS-PAGE

Lyzaény pufer s 1 % Triton X-100 1 % Triton X-100
150 mM NaCl
50 mM Tris pH 7,4
(10 % glycerol)

Lyzaény pufer Igepal 0,5 % Igepal

20 mM HEPES pH 7,4
100 mM KClI
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6xLaemmli vzorkovy pufer 375 mM Tris pH 6,8
9 % SDS (dodecylsiran sodny)
50 % glycerol
0,03 % bromfenolova modra
2-5 % DTT — pridat’ pred pouzitim
Pozn.: 6xLaemmli vzorkovy pufer moze byt riedeny na nizSie koncentracie

(typicky 4% alebo 2x) pomocou 4xTris/SDS pH 6,8.

1 M dithiothreitol (DTT) (Sigma)
Inhibitory proteaz MixM (Serva)
Inhibitory fosfataz MixII (Serva)
DC Protein Assay (BioRad) — kit na stanovenie koncentracie proteinov v lyzate

BSA (Sigma) — na pripravu Standardov

2.5.4. SDS-PAGE elektroforéza a vizualizacné metody

Protogel 30:0,8 30 % akrylamid
0,8 % N, N’- metylénbisakrylamid
30:0,2 30 % akrylamid

0,2 % N, N’- metylénbisakrylamid

4xTris/SDS pH 8,8 1,5M Tris pH 8,8
0,4 % SDS

4x Tris/SDS pH 6,8 0,5M Tris pH 6,8
0,4 % SDS

Vsetky roztoky sterilizujeme filtraciou a skladujeme v tme pri 4 °C

TEMED (Serva) — N, N, N9, N9-tetrametyletylénediamin

10 % APS (Sigma) — persiran aménny

SDS-PAGE pufer 25 mM Tris pH 8,3
190 mM glycin
0,1 % SDS
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Roztok Coomassie brilliant blue

Odfarbovaci roztok

Blotovaci pufer

Farbivo Ponceau S

TBS

TTBS

Blokovacie roztoky
4% BSA v TBS
5 % mlieko v TBS

20 % metanol

10 % kyselina octova

0,114 % Coomassie Brilliant Blue R-250

20 % metanol

7 % kyselina octova

25 mM Tris
192 mM glycin
20 % metanol

0,1 % Ponceau S

5 % kyselina octova

20 mM TrispH 7,5
150 mM NaCl

0,05 % Tween 20 v TBS

Roztoky na riedenie primarnej a sekundarnej protilatky

1% BSA Vv TTBS
2 % mliekov TTBS

Amersham Protran 0,45 NC (GE Life Sciences) — nitrocelul6zova membrana

Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) — stripovaci pufer

Substraty pre chrenovu peroxidazu

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
WesternBright ECL HRP substrate (Advansta)
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PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) — Standard

molekulovych hmotnosti

kDa
~250
~130
~100
-70
~55
~35
Gel e Blot
Zoznam pouzitych protilatok
Protilatka Povod | Vyrobca Riedenie Poznamka
. 1:1000 rozpoznava
anti-p130Cas mouse Eg);ﬁgsr?eicmn 1% BSA v p130Cas i
TTBS BCAR1
1:1000
anti-Flag M2 mouse | Sigma 1% BSA v
z TTBS
% | anti-thiofosfat ) 0
€ | ester (klon rabbit | Abcam 1'4.000 v 5%
o mlieku v TTBS
= | 51-8)
@ L 1:1000
=
= | anti-Akt rabbit 'CI'::(I;Ihiloglgaliler;g 1% BSA v
E g TTBS
2 NOVUS 1:1000 rozpoznava iba
anti-PKN3 rabbit Bioloicals 1% BSA v Pudska
g TTBS izoformu
1:1000
anti-pT860 rabbit | Pfizer 1% BSA v aktivna PKN3
TTBS
[<P)
- : .
§ é anti-mouse rabbit | Abcam 1:15000 v 1% fomiteovand s
= BSA alebo 2% JUEOV
2 S| i mliekuv TTBS | FRF
< 2| anti-rabbit goat | Abcam
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2.6.

Imunocytochemické farbenie buniek

Premyvacie, fixacné a permeabiliza¢né roztoky
PBS
4 % paraformaldehyd

0,4 % Triton X-100 v PBS

Blokovacie, inkuba¢né a montovacie roztoky
3% BSA v PBS

montovacie médium s DABCO (1,4-Diazabicyklo(2,2,2)oktan)

Pouzité protilatky:
Protilatka | Povod Vyrobca Riedenie
o BD Transduction
o = |anti-paxilin | mouse )
g 3 Laboratories
s S i 1:100
£ b= anti-kortakti . Santa Cruz
2 = rabbit )
n Biotechnology
o anti-rabbit )
= > goa
&S o = | 546 _
S o= i Invitrogen 1:1000
€ 2 € |anti-mouse
= = goat
@ 633
Faloidin 405 (Invitrogen) riedenie 1:70
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3.

3.1.

3.1.1.

Metody

Purifikacia a izolacia DNA

Izolacia plazmidovej DNA pomocou NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)

Potrebny material: LB médium, selek¢né antibiotika, NucleoSpin Plasmid

Den 1.

Den 2.

(Macherey-Nagel), TE pufer

(popoludni)
Do 3-5ml média LB s prisluSnym antibiotikom zaockujeme 5 pl baktérii
nesucich pozadovany plazmid z bakterialnej konzervy, alebo z agarovej misky.

Kultaru inkubujeme cez noc pri 37 °C na trepacke pri 220-250 rpm

(rano)

V pripade potreby vytvorenia bakteridlnej konzervy odoberieme 1 ml kultary do
centrifugacnej skumavky a centrifugujeme 2 min pri 4000 xg. Odstranime
supernatant a pelet premyjeme 1 ml pufru LB2, opédtovne centrifugujeme a pelet
resuspendujeme v 200 ul 60 % glycerolu (vysledna koncentracia 30 %).
Bakteridlne konzervy skladujeme v -80 °C

Kultaru prevedieme do mikroskimavky a centrifugujeme na stolnej centrifige
30 s pri 11000 xg

Odstranime supernatant a pelet resuspendujeme v 250 ul roztoku Al

Bunky lyzujeme pridanim 250 pl roztoku A2 a naslednou inkubéciou po dobu
max. 5 min

Pridame 250 pl roztoku A3, ¢im dojde k zastaveniu lyzy a vytvoreniu bieleho
precipitatu. Zmes mierne premieSame a centrifugujeme po dobu 10 min pri
11000 =g

Supernatant prevedieme do kolonky umiestnenej v zbernej mikroskimavke
a centrifugujeme 1 min pri 11000 xg

Roztok zo zbernej mikroskimavky odstranime a kolénku premyjeme 600 pl
roztoku A4, centrifugujeme 1 min pri 11000 xg

Roztok zo zbernej mikroskimavky opédt odstranime a kolonku vysuSime

centrifugaciou 2 min pri 11000 xg
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3.1.2.

Kolonku umiestnime do ¢istej 1,5 ml mikroskimavky a K uvol'neniu naviazane;j
DNA pridame 30-50 pl roztoku AE (volitelne mozné uvolnit’ pufrom TE alebo
deionizovanou vodou), inkubujeme 1min pri laboratornej teplote
a centrifugujeme 1 min pri 11000 xg

Koncentraciu izolovanej plazmidovej DNA ur¢ime zmeranim absorbancie pri

vinovej dizke 260 nm pomocou pristroja NanoDrop

Elektroforeticka separacia DNA v agarézovom géle

Potrebny material:  agaroza, TBE pufer, DNA Stain Clear G (Serva), Gene Ruler 1kb

3.1.3.

(Thermo Scientific)

Pre separaciu fragmentov dlhsich ako 800 parov baz (bp) pouzijeme 1 %
agardzovy gél, pre separaciu kratSich pouzijeme 1,5-2% agarozovy gél
Pozadované mnozstvo praskovej agarozy zahrievame v 100 ml pufru TBE, kym
sa uplne nerozpusti. Po miernom vychladnuti do gélu priddme cca 0,8 pl
interkalacného farbiva (DNA Stain Clear G, Serva), nalejeme do nalievacej
aparatlry a vlozime hrebienok

Po stuhnuti gél premiestnime do elektroforetickej aparatury (Thermo Scientific)
a prevrstvime ho pufrom TBE

DNA vzorky (10 ng — 2 pg) pripravime pridanim vzorkového pufru (vacsinou
6%, pridavame 1/5 objemu) a nanesieme do jamiek. Do jednej jamky pridame
DNA marker (Gene Ruler 1kb, Thermo Scientific)

DNA rozdelime napétim v rozmedzi 0,5-10 V/cm gélu

Po rozdeleni zdokumentujeme gél pomocou UV transiluminatoru vybaveného
kamerou, pripadne pomocou skalpelu z gélu vyrezeme pruzok zodpovedajlci

dizke DNA nasho zaujmu

Izolacia DNA fragmentov z agarézového gélu pomocou NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

Potrebny material: ~ NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), TE pufer

Vyrezanu oblast’ agar6zového gélu s DNA fragmentom rozpustime v pufri NTI
v pomere 200 ul roztoku na 100 pg gélu po dobu max. 10 min pri teplote 50 °C
Roztok prenesieme do kolonky a centrifugujeme 1 min pri 11000 xg
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- Naviazanu DNA premyjeme 2x 700 ul roztoku N3 a centrifugujeme 30 s pri
11000 xg. Nasledne kolonku ususime centrifugaciou 1 min pri 11000 xg
- DNA fragment eluujeme 1 min pri laboratornej teplote do deionizovanej vody

alebo pufru TE a centrifugujeme 1 min pri 11000 xg

3.2. Molekularne klonovanie

3.2.1. Restrikéné Stepenie DNA
Potrebny material: ~ 10x reakény pufer (NEB), restrikéné endonukledzy (NEB)

- Reakciu napipetujeme do 0,5 ml mikroskimavky podl'a nasledujiceho rozpisu:

DNA 3-5 ug

10x reakény pufer 2 ul

Restrik¢éna endonukleaza | 1,5 U/ug DNA
ddH,0 doplnit’ do 20 pl
Celkovy objem 20 pl

- Reakciu standardne inkubujeme po dobu 1-2 h pri 37 °C
Pozn.: teplota a doba inkubacie sa mézu lisit’ v zavislosti od pouzitého enzymu.
Zaroven dbame na to, aby restrikénd endonukledza dosahovala v pouZitom
reakénom pufri €o najvyssiu aktivitu (kompatibilitu enzymov a pufrov zistime na

strankach vyrobcu, http://www.neb.com)

- Po uplynuti inkubacnej doby v pripade potreby tepelne inaktivujeme enzym

podl'a navodu vyrobcu

3.2.2. Purifikacia DNA pomocou Agencourt AMPure XP

Potrebny material: ~ Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), TE pufer,
70 % EtOH

- K DNA produktu po PCR alebo po restrikénom $tiepeni (fragment zdujmu musi
byt dlhsi ako 100 bp) pridame 1-1,5-nasobok objemu suspenzie magnetickych
guli¢éieck AMPure XP, resuspendujeme a nechdme DNA naviazat’ na gulicky po
dobu 5 min pri laboratérnej teplote

- Nasledne mikroskimavku umiestnime do magnetického stojanu, pockdme, kym

sa gulicky oddelia zo zmesi a zvySny roztok odstranime
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3.2.3.

Guli¢ky dvakrat po dobu 30 s premyjeme 500 ul ¢erstvo zarobené¢ho 70 % EtOH
EtOH bezo zbytku odsajeme a nechame guli¢ky uschnut’ po dobu 5-10 min
Pozn.: gulicky nesmu preschnit’ (preschnutie sa prejavi popraskanim peletu),
pretoze by doslo k vyraznym stratam DNA. Zaroven, pri nedokonalom vysuseni
gulic¢iek sa DNA do roztoku neuvolni

K suchym gulickam pridame 15-30 ul ddH,O alebo TE pufru, gulicky
resuspendujeme a inkubujeme po dobu 5 min pri laboratdrnej teplote

Guli¢ky opat’ oddelime pomocou magnetického stojanu a roztok s rozpustenou

DNA prenesieme do Cistej mikroskimavky

DNA ligacia

Potrebny material: ~ 10x T4 liga¢ny pufer (Thermo Scientific), T4 DNA ligaza

(Thermo Scientific)

Ligac¢nu reakciu napipetujeme do mikroskiimavky podl'a nasledujuceho rozpisu:

DNA - Vektor 100 ng

DNA - Inzert v pomere 3:1 (1:V)
10x T4 ligacny pufer 1,5l

T4 ligaza (5 U/ul) 1-15U

ddH,0 doplnit’ do 15 pl
Celkovy objem 15 ul

Pozn.: potrebné mnoZstvo inzertu stanovime podl'a rovnice

300 x DI
DV x CI
kde DI znaéi dizku inzertu v bp, DV dizku vektoru v bp a CI koncentraciu

MnozZstvo inzertu =

inzertu v ng/ul

Reakciu inkubujeme v chladovej miestnosti (9-16 °C) cez noc

Pozn.: ligatni zmes je mozné inkubovat’ aj pri laboratérnej teplote po dobu
15-30 min, za tychto podmienok vSak pouZivame vysSie mnozstvo T4 DNA
ligazy v reakcii (3,5-5 U)

Pred transformaciou kompetentnych baktérii tepelne inaktivujeme ligazu

zahriatim reakcie na 70 °C po dobu 10 min
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3.2.4. Priprava kompetetntnych buniek E. coli DH5a

Potrebny materiadl:  agarova miska bez selekénych antibiotik, LB médium, sterilna
ddH,0O, 10 % glycerol, 50 mM CaCl,, 50 mM CaCl, s15%
glycerolom, tekuty dusik

Vzhladom k pldnovanému pouzitiu médzeme pripravit dva druhy kompetentnych

buniek:

A) Elektrokompetentné bunky — vel'mi vysoké tc¢innost’ transformdcie, vhodna pre
transforméciu ligacnych zmesi

B) Chemicky kompetentné bunky — vhodné pre transformaciu plazmidovej DNA

Pociato¢na priprava oboch typov buniek je zhodna:
Dein 1. (vecer)
- Na agarovii misku bez selekénych antibotik sterilne naciarkujeme malé
mnozstvo zasobnej konzervy baktérii DH5a a inkubujeme cez noc v inkubatore
pri 37 °C

Den 2. (vecer)
- Znarastenej agarovej misky vypichneme samostatni koloniu a zaockujeme do
20ml média LB. Kultiru inkubujeme cez noc v trepacke pri 37 °C

a 180-220 rpm.

Deii 3. (skoro rano)

- Pomocou spektrofotometra zmeriame OD inokula a sterilne zaoc¢kujeme 400 ml
cerstvého média LB na findlnu OD 0,05. Kultaru inkubujeme v trepacke pri
37 °C a 180-200 rpm az kym nedosiahne OD 0,6-1,0

- Kultiru ochladime na Tade aprenesieme do sterilnych 50 ml Falcon
centrifugacnych skiimaviek
Pozn.: kompetentné bunky je mozné pripravovat’ aj vo va¢Som objeme média,
napr. 11. Vtom pripade schladenti kulturu prevedieme do 250 ml Nalgene
centrifuga¢nych flias a d’alej spracovavame podl'a protokolu

- Kultaru centrifugujeme 15 min pri 4000 xg pri 4 °C a odlejeme supernatant
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A) Pri priprave elektrokompetentnych buniek bakterialny pelet dvakrat
premyjeme 50 ml ladovo vychladenej ddH,O (baktérie je nutné poriadne
resuspendovat’ aby sa dokladne odstranili zvysky média)

-  Premyté baktérie opidt centrifugujeme a supernatant odstranime, pelet
resuspendujeme v 5 ml sterilného 10 % glycerolu a zli¢ime do jednej skimavky
(celkovy objem cca 40 ml)

- Baktérie centrifugujeme 10 min pri 4000 xg pri4 °C, supernatant odlejeme
a pelet dokladne resuspendujeme v 2-3 ml 10 % glycerolu.

- Do 1,5 ml mikroskiimaviek napipetujeme alikvoty baktérii v 10 % glycerole po
40, 80 a 120 ul a zamrazime v tekutom dusiku. Baktérie dlhodobo skladujeme
v -80 °C

B) Pri priprave chemicky kompetentnych buniek bakterialny pelet dvakrat
premyjeme 50 ml ladovo vychladeného 50 mM CaCl, (baktéric je nutné
poriadne resuspendovat’ aby sa dokladne odstranili zvySky média)

- Premyté baktéric opat centrifugujeme a supernatant odstranime, pelet
resuspendujeme v 5 ml 50 mM CaCl;, a zli¢ime do jednej skimavky (celkovy
objem cca 40 ml)

- Baktérie centrifugujeme 10 min pri 4000 xg pri4 °C, supernatant odlejeme
a pelet dokladne resuspendujeme v 5-8 ml 50 mM CacCl, s 15 % glycerolom

- Do 1,5 ml mikroskimaviek napipetujeme bakteridlnu suspenziu po 100, 200

a 400 ul a zamrazime v tekutom dusiku. Baktérie dlhodobo skladujeme v -80 °C

3.2.5. Transformacia elektrokompetentnych buniek DH50.

Potrebny materidl:  elektrokompetentné bunky DH5a, médium LB s 2 % glukézou,

agarova miska so selekénym antibiotikom

- Mikroskimavku s elektrokompetentnymi baktériami nechame rozmrazit’ na l'ade

- K baktériam pridame 4-6 pl ligaénej zmesi a prenesieme do predom vychladenej
2 mm elektroporacnej kyvety

- Kyvetu vlozime do elektroporatora a transformujeme (pri napdti 2500 V,
kapacitancii 2,5 pF a odpore 200 Q) aplikaciou pulzu (cca 12500 V/cm, 4-5 ms).

- Do kyvety okamzite napipetujeme 950 ul média LB s 2 % glukdézou (pripadne
SOC média), prenesieme do 2 ml mikroskiimavky a inkubujeme 1 h pri 37 °C na

trepacke so 750-900 rpm

46



Odoberieme 100 ul baktérii a sterilne vysejeme na agarovu misku s prislusnym
selekénym antibiotikom

Pozn.: pre zisk vysSieho poctu uspesne transformovanych kolonii je mozné
transformovanu kulturu po inkubacii centrifugovat’ na stolnej centrifige 2 min
pri 4000 xg, odobrat’ 750 ul supernatantu, bakterialny pelet resuspendovat’
V zvy$nom objeme a vysiat’ na agarovi misku

Misku inkubujeme cez noc v inkubatore pri 37 °C

3.2.6. Transformacia chemicky kompetentnych buniek DHSa

Potrebny material: ~ chemicky kompetentné bunky DHS5a, médium LB s2%

3.3.

glukézou, agarova miska so selekénym antibiotikom

100 pl chemicky kompetentnych baktérii nechame rozmrazit’ na 'ade

K bunkam napipetujeme 1 png plazmidovej DNA rozpustenej v ddH,O
a nechame inkubovat’ na 'ade 20-30 min

Mikroskumavku prenesieme do 42 °C vodného kupela na dobu 30 s

Pozn.: dodrZanie presnej doby inkubécie v tomto kroku je vel'mi ddlezité, pri
presiahnuti 40 s dochadza k vel'kému zniZeniu uspesnosti transformacie
Skiimavku prelozime na 'ad a inkubujeme 2 min

Do skumavky napipetujeme 900 pul média LB s 2 % glukdézou (pripadne SOC
média), prenesieme do 2 ml mikroskimavky a inkubujeme 1h pri 37 °C na
trepacke so 750-900 rpm

Odoberieme 100 ul baktérii a sterilne vysejeme na agarovi misku s prislusnym
selekénym antibiotikom

Misku inkubujeme cez noc v inkubatore pri 37 °C

Afinitna purifikacia proteinov

Potrebny material: LB médium (+selekéné antibiotikum), LB1, LB2, IPTG 1 M,

20 % Triton X-100 v LB1, bakterialne inhibitory proteaz MixB,
sefaroza (GST, 6xHis), uvolnovaci roztok, 60 % glycerol,

2x Laemmli vzorkovy pufer s DTT
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Den 1.

Den 2.

(vecer)

Zalozenie Startovacej kultiry — 5ul stabilatu bakteridlnych buniek BL21
nestcich plazmid koédujuci protein zdujmu zaockujeme do 20 ml LB média
S prislusSnym antibiotikom. Kultiru inkubujeme cez noc na trepacke pri
28-30 °C, do OD595 3-5 (pri vysSej OD dochadza u buniek BL21 k poskodeniu
alebo strate plazmidu)

Zmeriame OD Startovacej kultiry (skoro rano) a zriedime ju do 100 ml LB
média na finalnu OD 0,05. Inkubujeme na trepacke pri 37 °C kym kulttra
nedosiahne OD 0,6-1,2

Z kultury odoberieme 1ml pre negativnhu kontrolu expresie, tato vzorku
centrifugujeme na stolnej centrifige 2 min pri 4000 xg, premyjeme pufrom LB2
a resuspendujeme v 1 ml pufru LB1. Z pripravenej suspenzie odoberieme 15 pl,
pridame 15 pl 2x Laemmli s DTT a povarime 10 min pri 100 °C

Vo zvysku kultury indukujeme expresiu proteinu pridanim 1 M IPTG na finalnu
koncentraciu 1 uM

Nechame kultaru inkubovat’ na trepacke 200 rpm pri 37 °C 2-3 h

Odoberieme 1 ml pre pozitivnu kontrolu expresie a spracujeme rovnako, ako
negativnu kontrolu

ZvySok kultary vychladime na Tade, prevedieme do 50 ml Falcon
centrifuga¢nych skamaviek a centrifugujeme 3000 xg 10 min pri 4 °C
Supernatant odstranime a bunkovy pelet resuspendujeme v 45 ml pufru LB2
Opidtovne  centrifugujeme,  odstranime  supernatant, bakteridlny  pelet
resuspendujeme v 2 ml pufru LB1 s pridanymi inhibitormi proteaz a prevedieme
do jednej 5ml centrifugaénej skimavky Eppendorf (celkovy objem 4 ml
suspenzie)

Bakteridlnu suspenziu sonikujeme na lade po dobu 8 min (amplitida 50%,
nastavenie pulzu 20s/20s) (alternativne je mozné lyzovat za pouzitia
French-pressu)

K lyzatu nasledne pridame 20 % Triton X-100 v LB1 s pridanymi inhibitormi
proteaz na konecnu koncentraciu 1 %

Inkubujeme na I'ade 25 min, alebo preferencne cez noc v -20°C

Lyzat centrifugujeme 13000 xg po dobu 15 min pri 4°C
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- Pocas centrifugécie odoberieme 250 pl 50 % sefar6zy (His alebo
GST) zo zasobnej flasky a trikrat premyjeme 1,75 ml pufru LB1
S pridanymi inhibitormi protedz (pri pouziti magnetickych
guliciek oddel'ujeme zmes pomocou stojanu s magnetom, pri
pouziti agardzy centrifugujeme rychlostou Specifikovanou
vyrobcom)
- Vytvorime 50 % suspenziu sefarézy pridanim 125 ul LBI1
S inhibitormi proteaz
Supernatant prenesieme do Cistej skimavky, pridame k nemu premytt sefar6zu
a inkubujeme na rotatore 2 h pri 4 °C (preferen¢ne cez noc)
Sefarézu centrifugujeme (alebo oddelime magnetom), supernatant odstranime
a pelet dvakrat premyjeme pufrom LB1 s inhibitormi proteaz a 1% Triton X-100

a jedenkrat LBI1 s inhibitormi protedz

Pre pouzitie purifikovanych proteinov pre pull-down experimenty vytvorime
50 % suspenziu sefardézy pridanim 125 ul LB1 s inhibitormi proteaz
a naslednym pridanim 250 pl 60 % glycerolu vytvorime proteinova konzervu,
ktoru skladujeme pri -20 °C

Z vytvorenej konzervy odoberieme 15 pl, priddme 15 ul 2x Laemmli s DTT

a povarime 10 min pri 100 °C

Pre uvolnenie purifikovanych proteinov zo sefarézy pridame k sefar6zovému
peletu 200 ul uvoltovacieho roztoku, pipetovanim resuspendujeme a nechame
3-5 min inkubovat’.

Sefarozu centrifugujeme (alebo oddelime magnetom) a supernatant prenesieme
do Ccistej mikroskimavky. Odoberieme 5 pl, ku ktorym priddme 15 pl
2x Laemmli s DTT a povarime 10 min pri 100 °C.

Zvysny objem rozalikvotujeme po 15-20ul do 0,5 ml mikroskimaviek
a bleskovo zamrazime v polystyrénovej nadobe s tekutym dusikom. Dlhodobo

skladujeme v -80 °C
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3.4. Kultivacia cicav¢ich tkanivovych kultir

Cicavc¢ie bunky Standardne kultivujeme v inkubatore pri 5 % CO; a 37 °C na plastiku
uréenom pre tkanivové kultary. Pre kultivaciu pouzivame misky s priemerom 10 cm
a6cm s8-10 ml a4-5ml média, resp. Kvalitu kultiry denne kontrolujeme pomocou

mikroskopu (Nikon Eclipse TS 2000) pre odhalenie pripadnej kontaminacie.

3.4.1. Pasazovanie cicavCich buniek
Potrebny material: ~ DMEM s 10 % FBS (Sigma), 0,25 % trypsin-EDTA (Sigma)

Bunky pasazujeme po 2-4 dnoch od predchadzajicej pasaze, v zavislosti na konfluencii

buniek.

- Pomocou odsavacky z misky odsajeme médium a bunky dokladne oplachneme
sterilnym PBS

- Kbunkam pridame trypsin vopred temperovany na 37 °C (1 ml na 10 cm misku
a0,5ml na 6 cm misku) a krizivym pohybom pokryjeme cely povrch misky.
Misky vloZzime naspét’ do inkubatoru a nechdme trypsin pdsobit’ 2-3 min, pokial
sa bunky neoddelia od dna misky

-  Kbunkdm priddme médium DMEM s 10 % FBS (temperované na 37 °C) na
neutralizaciu aktivity trypsinu, bunky dokladne resuspendujeme, ¢ast’ z nich
(Standardne 1/5-1/10 objemu) prenesieme na novi misku a doplnime cerstvym

médiom podla typu misky

3.4.2. Priprava stabilatov cicavéich buniek

Potrebny materia: DMEM s 10 % FBS (Sigma), 0,25 % trypsin-EDTA (Sigma),

zmrazovaci roztok

- Bunky pestujeme na 10 cm miske az do cca 90 % konfluencie

- Bunky trypsinizujeme a po neutralizacii trypsinu ¢erstvym médiom prenesieme
do sterilnej 15 ml Falcon centrifuga¢nej skimavky

- Bunky centrifugujeme 3 min pri 180 xg

- Opatrne  odsajeme  médium, bunkovy pelet resuspendujeme v 2 ml
zmrazovacieho roztoku arozdelime do dvoch zmrazovacich mikroskiimaviek

Nalgene
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- Mikroskiimavky vlozime do nadoby s izopropanolom a umiestnime do -80 °C.

Nasledujtici den stabilaty prenesieme do tekutého dusiku

3.4.3. Rozmrazovanie stabilatov cicav¢ich buniek
Potrebny material: DMEM s 10 % FBS (Sigma)

- Stabilat vyberieme z kontajneru s tekutym dusikom arozmrazujeme 2 min
v 37 °C vodnom kupeli

- Po rozmrazeni prenesieme zmes buniek azmrazovacieho roztoku do 15 ml
Falcon centrifuga¢nej skiamavky s9ml média DMEM s10% FBS
temperovaného na 37 °C

- Centrifugujeme 3 min pri 180 xg

- Opatrne odsajeme médium, bunkovy pelet resuspendujeme v 8-10 ml Eerstvého
média a prenesieme na 10 cm misku

- Misku vlozime do inkubatoru astav buniek pravidelne sledujeme. Bunky

zacCiname pouzivat’ na experimenty az po 3-5 diioch od rozmrazenia

3.4.4. Transfekcia cicav¢ich buniek
Potrebny material:  DMEM (bez FBS a antibiotik, Sigma), jetPEI (Polyplus)

- Bunky spasdzujeme na konfluenciu 40-50 % apockame kym prisadna
(v inkubatore, doba prisadnutia sa vyznamne 1iSi v zavislosti od pouzZitej
bunkovej linie)

- Plazmidov DNA (5 pug na 6 cm misku) prenesieme do 0,5 ml mikrosktimavky,
sterilizujeme 10 min v bloc¢ku pri 70 °C a skimavku vloZime do laminarneho
boxu

- K DNA napipetujeme médium DMEM bez séra abez pridanych antibiotik
(240 nl na malt misku) adokladne zamieSame. Paralelne v sterilngj
mikroskimavke zmieSame 240 pl bezsérového média s 5 pul transfekéného
reagens (jetPEI, Polyplus)

- Obsah oboch mikroskumaviek poriadne premiesame (10-15 s) a inkubujeme pri
izbovej teplote 15-20 min

- Obsah skimavky napipetujeme k bunkam a po 12-18 h od transfekcie bunkam
vymenime médium

- Po 48 hodinach bunky pouzijeme k tvorbe bunkovych lyzatov
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3.4.5. Stabilna retroviralna transfekcia mysich buniek

Potrebny material: DMEM (bez FBS a antibiotik, Sigma), jetPEI (Polyplus), DMEM

3.5.

s tepelne inaktivovanym 10 % FBS

Bunky PhoenixE transfekujeme Standardnym sposobom (vid’ kapitola 3.4.4.)
plazmidom pMSCV koédujucim c¢DNA sekvenciu génu zaujmu. 24 h po
transfekcii vymenime médium za DMEM s 10 % tepelne inaktivovanym FBS,
do ktorého budu produkované retrovirusy

Ciel'ové bunky spasazujeme na konfluenciu cca 60 % a 48 hodin po transfekcii
infikujeme prenosom média z buniek PhoenixE. Médium je pred pridanim nutné
centrifugovat’ 10 min pri 1500 xg, alebo sterilne prefiltrovat. K bunkam
PhonixE nésledne priddme cerstvé médium.

Proces infekcie cielovych buniek opakujeme minimalne trikrat v intervale
12/24 h

Po ukonceni poslednej infekcie zacneme selekciu prisluSnym antibiotikom

Priprava bunkovych lyzatov

Potrebny material: ~ PBS, lyza¢ny pufer, inhibitory proteaz MixM (Serva), inhibitory

fosfataz MixII (Serva), 1 M DTT (Sigma),

Misku s bunkami prenesieme na l'ad a dvakrat poriadne oplachneme l'adovo
vychladenym PBS (PBS pridavame o okraj misky aby sme nezmyli bunky)

K bunkam pridame lyza¢ny pufer (1 ml na vel'kti misku, 0,5 ml na mali misku,
vhodny pufer vyberieme podla ucelu lyzatu) s pridanymi inhibitormi proteaz
(1:100), inhbitormi fosfataz (1:100) a DTT (1:1000) a inkubujeme na
preklapacke na l'ade po dobu 5-10 min, dbame vSak na to, aby lyzaény pufer pri
preklapani zmacal cely povrch misky

Skrabkou zogkrabeme bunky z dna misky (stéle na I'ade) a prenesieme do 1,5 ml
mikroskumavky. Zmes cca 10-15% pretiahneme injek¢nou striekackou s ihlou
21G aby sme rozrusili vicsie bunkové agregaty

Lyzované bunky centrifugujeme pri 4 °C a 13000 xg po dobu 15 min aby sme
odstréanili bunkové zbytky

Supernatant opatrne prenesieme do ¢istych mikroskimaviek
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- Lyzadt mézeme kratkodobo uchovéavat v -20 °C alebo pouzit' okamzite pre

stanovenie celkovej proteinovej koncentracie, imunoprecipitaciu alebo pulldown

3.6. Stanovenie proteinovej koncentracie

3.6.1. Folinova metéda stanovenia koncentracie proteinu

Potrebny material:  BSA (Sigma), DC Protein Assay kit (BioRad)

Touto metddou kolorimetricky stanovujeme celkovil koncentraciu proteinov v lyzate za

pouzitia kitu DC Protein Assay (BioRad)

- Pripravime si sadu BSA Standardov podl'a nasledujuceho rozpisu:

BSA 2 mg/ml (ul) | Pouzity lyzaény pufer | Vysledna koncentracia BSA (ug/ml)
0 50 0

5 45 200

10 40 400

20 30 800

37,5 12,5 1500

V mikroskimavke zmieSame roztoky A a SV pomere 1:50, ¢im vytvorime
roztok A’

Do 96-jamkovej dosticky napipetujeme 25 ul roztoku A" apriddme 5 pl
pripravenych BSA Standardov alebo proteinového lyzatu

Do kazdej pouzitej jamky pridame 200 ul roztoku B a dosticku odloZime na
20 min na tmavé miesto

Po 20 min zmeriame absorbanciu vzoriek na spektrofotometri Tecan pri
750 nm. Z nameranych hodnét absorbancie Standardov vytvorime graf zavislosti
absorbancie na koncentracii, vypocitame koncentraciu proteinov v lyzate a za

pouzitia lyza¢ného pufru pripadne nariedime lyzat na poZadovanu koncentraciu

3.6.2 Denzitometrické stanovenie koncentracie proteinu z gélu

Potrebny material: ~ BSA (Sigma), TBS, 2xLaemmli vzorkovy pufer s DTT, farbivo

Coomassie brilliant blue, odfarbovaci roztok

Tato metddu vyuzivame prevazne pri stanoveni koncentracie proteinu purifikovaného

pomocou bakterialneho expresného systému.

Pripravime si riediacu radu $tandardov BSA v TBS (1-20 nug)
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3.7.
3.7.1.

Zo vzoriek astandardov odoberieme 10 ul, pridame 10 ul 2xLaemmli
vzorkového pufru s DTT (1:20) a povarime 3 min pri 100 °C

Vzorky nanesieme na SDS-PAGE gél a rozdelime elektroforézou

Proteiny zafarbime farbivom Coomassie brilliant blue, gél naskenujeme
a denzitometriciky (ImageJ) zmeriame intenzitu analyzovaného proteinu
a proteinovych Standardov. Z nameranej intenzity Standardov vytvorime graf
zavislosti intenzity na koncentracii a vypocitame koncentraciu analyzovaného

proteinu

Interak¢né Studie a imunoprecipitacie

Pulldown

Potrebny materidl:  lyzac¢ny pufer Igepal, inhibitory protedz MixM (Serva), inhibitory

fosfatdz MixII (Serva), LB1, 6% Laemmli vzorkovy pufer s DTT,
2x Lammli vzorkovy pufer s DTT

Vytvorime lyzat pozadovanej bunkovej kultiry za pouzitia lyzacného pufru
s 0,5 % obsahom Igepalu (Nonidet P-40) (vid’ kapitola 3.5.) a lyzaty zrovname
na celkové mnozstvo proteinu (vid’ kapitola 3.6.1.)

PocCas pripravy lyzatu premyjeme sefar6zu S naviazanym purifikovanym
proteinom (vid’ kapitola 3.3.) 0 objeme zodpovedajuicom 10-15 pg proteinu
2x1 ml pufru LB1 a vytvorime 50 % suspenziu sefardzy s pufrom LB1

Z lyzatu odoberieme 50-100 pl do ¢istej mikroskiimavky, priddme 1/5 objemu
6x Laemmli vzorkového pufru s DTT a povarime 10 min pri 100 °C

K zvy$nému lyzatu pridame premyta sefarézu a inkubujeme 2-3 h na rotatore pri
4°C

Sefar6zu oddelime centrifugdciou (alebo magnetom), supernatant odstranime
a pelet premyjeme 3x pufrom LB1 s inhibitormi proteaz

Po premyti dokladne odstranime premyvaci pufer (pomocou injekéného
davkovaca Hamilton 25 pl) a k sefaréze pridame 25 pl 2x Lammli vzorkového

pufru s DTT a povarime 10 min pri 100 °C
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3.7.2. Imunoprecipitacia pomocou Flag M2 sefarozy

Potrebny material:  lyza¢ny pufer s 1% Triton X-100, Flag M2 sefar6za (Sigma),
TBS, inhibitory protedz MixM (Serva), inhibitory fosfataz MixII
(Serva), glycerol 2-fosfat (Sigma), 2x Lammli vzorkovy pufer
sDTT

- Vytvorime lyzat pozadovanej bunkovej kultury za pouzitia lyzaéného pufru
s 1 % obsahom Triton X-100 (vid’ kapitola 3.5.)

- Pocas pripravy lyzatu premyjeme 20 ul Flag M2 sefarozy 2x1 ml TBS
a nasledne vytvorime 50 % suspenziu sefarozy s TBS

- Klyzatu priddme premyti sefarézu a inkubujeme na rotatore po dobu 2 h pri
4 °C, alebo preferencne cez noc

- Sefarézu sedimentujeme centrifugaciou 30 s pri 4000 xg pri 4 °C a premyjeme
3x1ml TBS s pridanymi inhibitormi proteaz, inhibitormi fosfataz a glycerol
2-fosfatom

- Nasledne k sefaréze pridame 50 ul 2% Lammli vzorkového pufru s DTT
a povarime 10 min pri 100 °C (pri imunoprecipitacii kinazy PKN3 pre pouzitie
v kindzovej reakcii sefar6zu resuspendujeme v kindzovom pufri (vid

kapitola 3.8.))

3.8. Kinazové reakcie

Potrebny material: ~ kinazovy pufer, ATP, [32P]ATP, ATPyS, 120 mM Tris pH 7,4,
1M G2P, 100 MM MgCl,, 1M DTT, 05M EDTA pH 8,0,
50 mM PNBM, 6x Laemmli vzorkovy pufer s DTT

A) Radioaktivna kinazova reakcia za pouzitia [32P]ATP
B) Kinazova reakcia za pouzitia ATP

C) Kinazova reakcia za pouzitia ATPyS
- Na kindzov reakciu si pripravime imunoprecipitovanu PKN3 imobilizovant na

Flag M2 sefardze v kinazovom pufri (vid’ kapitola 3.7.2.)

- Reakcie napipetujeme podl'a nasledujuceho rozpisu:
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PKN3 (30 mM Tris, 4 mM MgCl, 10 mM G2P) 15 ul

Substrat (v 50 mM Tris) 3-5ug

120 mM Tris na vysledny 30 mM

na vysledné¢ 4 mM

40 mM MgCl,, 100 mM G2P MgCl; a 10 mM G2P

100 MM DTT na vysledné¢ 5 mM
ddH,0 doplnime do 50 pl
Celkovy objem 50 ul

A) Radioaktivna kinazova reakcia za pouzitia [32P]ATP

Pozn.: v priebehu prace musia byt dodrziavané vsetky bezpecnostné opatrenia
spojené s pracou s radioaktivnym materidlom! Kontaminovany odpad musi byt
odborne zlikvidovany. Kontaminaciu pracovného odevu a prostredia sledujeme

pomocou Geiger-Miillerovho detektora.

- Na zéklade tidajov od vyrobcu [32P]ATP stanovime momentalnu aktivitu

podl'a vzorca

—in2
t

(Vl) A = AO X eTl/z y

kde Ag znazornuje pociato¢nu aktivitu v uCi/ul (datované ku dnu to = 0),
t znazoriiuje pocet dni od ty a Ty, polCas rozpadu (u[32P]ATP
T = 14,3 dia).

- Nasledne stanovime potrebny objem pouzitého [32P]ATP podla vzorca

Ap

(V2) Vazp = —- :
kde Ap zndzoriuje pozadovant aktivitu v pCi (Curie) a A hodnotu
vypocitani pomocou vzorca (V1)

- Vytvorime zmes vypocitaného mnozstva [32P]ATP s ATP tak, aby
celkova vysledné koncentracia bola 800 uM

- Kpripravenym reakcidm pridame 1/10 objemu zmesi [32P]ATP a ATP
areakciu inkubujeme na rotatore pri 35 °C po vopred stanoveny cCas
(Standardne 1 h)

- Po skonceni inkubacie ukoncime reakciu pridanim 1/5 objemu

6% Laemmli vzorkového pufru s DTT a povarime 10 min pri 100 °C
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- Pripravené vzorky nanesieme na SDS-PAGE gél a rozdelime
elektroforeticky

- Nasledne gél vlozime medzi folie a zatavime, ¢im zamedzime Uniku
kontaminovaného pufru

- Zataveny g¢l vlozime do vyvijacej kazety BioRad s tzv. ,,phosphor
screenom® (Kodak) a inkubujeme 18-72 hodin podla ocakavanej
intenzity signalu

- Kazetu rozoberieme asignal zo screenu od¢itame pomocou pristroja
Molecular Imager FX (BioRad)

- Signal zpouzitého screenu odstranime pomocou pristroja Screen

Eraser — K (BioRad), ¢im ho pripravime pre d’alSie pouzitie

B) Kinazova reakcia za pouzitia ATP

-  Kopripravenym reakcidm priddme 1/10 objemu 800 uM ATP
Vv kinazovom pufri a reakciu inkubujeme na rotatore pri 35 °C po vopred
stanoveny ¢as (Standardne 1 h)

- Po skonceni inkubacie ukoncime reakciu pridanim 1/5 objemu
6x Laemmli vzorkového pufru s DTT a povarime 10 min pri 100 °C
Pozn.: v pripade, Ze fosforylacia substratu v kindzovej reakcii je nésledne
analyzovand hmotnostnou spektrometriou, reakcie ukon¢ime pridanim
0,5 M EDTA pH 8,0 na kone¢nu koncentraciu 20 mM

- Pripravené vzorky nanesieme na SDS-PAGE gél a rozdelime
elektroforeticky

- Proteiny prenesieme z gélu na NC membranu metédou Western blot

a fosforylaciu substratu detegujeme Specifickou protilatkou

C) Kinazova reakcia za pouzitia ATPyS

- Kopripravenym reakciam priddme 1/10 objemu 800 uM ATPyS
v kindzovom pufri a reakciu inkubujeme na rotatore pri 35 °C po vopred
stanoveny ¢as (Standardne 1 h)

- Reakciu ukon¢ime pridanim 0,5M EDTA pH&8,0 na konecnu

koncentraciu 20 mM
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Nasledne k reakcii pridame 50 mM PNBM na vysledni koncentraciu
2,5 mM. Reakciu inkubujeme 1 h na rotatore pri laboratdrnej teplote

Po skonceni inkubécie pridame 1/5 objemu 6x Laemmli vzorkového
pufru s DTT a povarime 10 min pri 100 °C

Pripravené vzorky nanesieme na SDS-PAGE gél a rozdelime
elektroforeticky

Proteiny prenesieme z gélu na NC membranu metoédou Western blot

a thiofosforylaciu substratu detegujeme Specifickou protilatkou proti

thiofosfat esteru (klon 51-8)

3.9. SDS-PAGE a detekéné metody
3.9.1. Tris-glycinova proteinova elektroforéza SDS-PAGE

Potrebny material:

protogél, 4x Tris/SDS pH 8,8, 4x Tris/SDS pH 6,8, SDS-PAGE
pufer, TEMED, 10 % APS, PageRuler (Thermo Scientific),

- Zostavime aparatiru na pripravu polyakrylamidového gélu podl'a protokolu

vyrobcu (BioRad — Mini Protean 3) a napipetujeme jednotlivé zlozky separacnej

Casti potrebného gélu do kadi¢ky podl'a nasledujuceho rozpisu:

Separa¢ny gél | Separacny gél | Separacny gél
p7,5 (Vz & P 10 %y £ P 12 %y £ Zaostrovaci gél
Protogel AA/BIS | 1,25 ml 1,67 ml 2,00 ml 0,325 ml
Pufer Tris/SDS 4x | 1,25 ml pH8,8 | 1,25 ml pH8,8 | 1,25 ml pH8,8 | 0,625 ml pH6,8
ddH,0 2,5 ml 2,08 ml 1,75 mi 1,55 ml
TEMED 34l 3,4l 3,4l 2,5ul
10 % APS 16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul 125l

- Okamzite po pridani 10 % APS prenesieme namieSanii zmes medzi skla

V pripravenej aparature a prevrstvime ddH,O

- Po stuhnuti separacného gélu (cca 15-30 min) rovnakym spdsobom namieSame

zaostrovaciu zlozku gélu a aplikujeme na separacny gél, z ktorého vopred

odsajeme vodu. Medzi skla vlozime hrebienok vymedzujici drahy pre migraciu

vzoriek

- Po stuhnuti zaostrovacieho gélu vyberieme skld s gélom z nalievacej aparatiry,

vlozime do elektroforetickej aparatry (pouzivame sucasne dva gély alebo jeden

gél a zaslepovaci plastovy diel) a zalejeme SDS-PAGE pufrom

58




3.9.2.

blue

Z gélu opatrne vytiahneme plastovy hrebienok akazdi jamku dokladne
premyjeme SDS-PAGE pufrom pomocou Hamilton injekéného davkovaca

Do jamiek nanesieme vzorky (vopred inkubované 5-10 min pri 100 °C so
vzorkovym pufrom alM DTT (dithiotreitol) 1:20), do jednej z jamiek
nanesieme proteinovy marker (PageRuler, Thermo Scientific)

Pripojime aparaturu k zdroju napétia a pustime prad 12 mA/gél. Hned ako celo
elektroforézy (pozname podla bromfenolovej modrej zo vzorkového pufru)
dosiahne separacného gélu, zvySime prechadzajuci prad na 24 mA/gél

Ked celo dosiahne konca gélu, vypneme zdroj napitia, aparatiru rozlozime
a gél bud ofarbime pomocou Coomassie brilliant blue, alebo pouzijeme pre

prenos proteinov na membranu metédou Western blot

Farbenie polyakrylamidového gélu pomocou farbiva Coomassie brilliant

Potrebny materidl: ~ farbiaci roztok Coomassie brilliant blue, odfarbovaci roztok

3.9.3.

Separa¢nu Cast’ polyakrylamidového gélu opatrne prenesieme do farbiaceho
roztoku a nechame farbit’ 30 min na trepacke pri miernych otackach
Nasledne prebytocny roztok odlejeme a gél odfarbime pomocou odfarbovacieho

roztoku

Western blot

Potrebny material: ~ blotovaci pufer, filtracny papier Whatman, Amersham Protran

0,45 NC (GE Life Sciences), TBS

Pre prenos proteinov na membranu pouzijeme aparatiru BioRad Trans-blot
Poskladdme blotovaciu aparatiru a zlozime blotovaci ,,sendvi¢* v nasledujicom
poradi: Spongia, filtratny papier Whatman, gél, nitrocelulézova membrana
(Amersham Protran 0,45 NC) vopred namocena v blotovacom pufri, filtracny
papier Whatman, Spongia.

Pozn.: s membranou pracujeme vyhradne v rukaviciach as pinzetou aby sme
zamedzili jej kontamindcii

Aparaturu pripojime k zdroju napitia. Prenos proteinov prebieha pri napéti

110 V po dobu 1,5 h za neustaleho mie$ania a chladenia 'adom
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3.9.4.

Po skonceni prenosu rozoberieme ,sendvic“ amembranu opldchneme
v TBS. Nasledne membranu farbime pomocou Ponceau S (nesSpecifické

reverzibilné farbenie), alebo vykoname Specificki imunodetekciu proteinov

Reverzibilné farbenie proteinov na NC membrane pomocou Ponceau S

Potrebny material: ~ farbivo Ponceau S

3.9.5.

Membranu opatrne (v rukaviciach a s pinzetou) prenesieme do farbiaceho
roztoku Ponceau S, v ktorom zacca 5min pri miernom trepani dojde
k neSpecifickému zafarbeniu proteinov

Prebyto¢né farbivo zlejeme naspit do zdsobnej nadoby a membranu
oplachujeme ddH,O , kym neddjde k odfarbeniu pozadia. Membranu vlozime
medzi dve priehl'adné folie, naskenujeme a uplne odfarbime v ddH,O pre d’alSie

spracovanie imunodetekciou proteinov

Imunodetekcia proteinov na NC membrane

Potrebny material: ~ TBS, TTBS, 4% BSA v TBS, 5% mlieko v TBS, 1% BSA

v TTBS, 2 % mlieko v TTBS, primarna a sekundarna protilatka,

chemiluminiscenény substrat

Membranu po Western blote opatrne oplachneme v TBS a prenesieme ju do
blokovacieho roztoku. Blokujeme 1h na preklapacke v4 % BSA v TBS
(pripadne v 5 % mlieku v TBS).
Po blokovani membranu nastrihAme na potrebné kusky podla pozadovanej
molekulovej hmotnosti cielovych proteinov a zatavime do polyetylénovej folie
s primarnou protilatkou riedenou v 1% BSA v TTBS (pripadne 2 % mlieku
v TTBS). Inkubujeme cez noc pri 4 °C na preklapacke
Pozn.: Vo vseobecnosti plati zésada, ze membranu blokujeme a inkubujeme
s protilatkami v rovnakom druhu roztoku, t. j., Ze pri blokovani v 4 % BSA
v TBS inkubujeme s protilatkami riedenymi v1% BSA v TTBS (rovnako
v pripade mlieka, blokujeme v 5% mlieku v TBS, s protilatkami inkubujeme
v 2 % mlieku v TTBS)
Membranu oplachneme 3x5 min v TTBS a inkubujeme s roztokom sekundarne;j
protilatky konjugovanej s chrenovou peroxidazou (HRP) po dobu 1 h pri izbovej
teplote
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- Membranu oplachneme 2x5 min v TTBS a 1x5 min v TBS

- K membrane priddme roztok substratu pre HRP (zmes luminolu a peroxidu
v pomere 1:1), inkubujeme 1-2min na tmavom mieste, vlozime medzi
prichl'adné folie a hladinu chemiluminiscencie snimame pomocou pristroja LAS
4000 (Fuji). Doba snimania je zavisla na mnoZzstve proteinu a kvalite pouzitej

primarnej ¢i sekundarnej protilatky

3.10. Imunocytochemické farbenie cicavéich buniek

Potrebny material: PBS, 3% BSA VvPBS, 04% Triton X-100 vPBS,

4 % paraformaldehyd, montovacie médium, DABCO

- Krycie sklicka pred pouzitim oplachneme v etanole, ozehneme kahanom
avlozime do 6- alebo 12-jamkovej dosticky. Volitelne sklicka pred pouzitim
pokryjeme vrstvou proteinov ECM

- Na skli¢ka vysejeme bunky v konfluencii vhodnej pre pozorovanie samostatnych
buniek

- Prisadnuté bunky oplachneme 2x v PBS a fixujeme po dobu 10 min v4 %
paraformaldehyde. Po fixécii opédt’ 2% oplachneme

- Sklicka prenesieme na parafilm a blokujeme v 200 ul 3 % BSA v PBS po dobu
30 min

- Zablokované sklicka polozime bunkami smerom dole na premix primérnej
protilatky a nechame inkubovat' min 2 h

- Sklicka prenesieme do dosti¢ky a 4-5x% za 30 min oplachneme PBS

- Sklicka opat’ prelozime na parafilm ana bunky kvapneme 100 pl premixu
sekundarnej protilatky. Nechame inkubovat’ 1 h

- Opakujeme oplach rovnako ako po inkubdcii s priméarnou protilatkou

- Nasledne na bunky kvapneme 1 pul faloidinu v 70 ul roztoku anechame
inkubovat’ 10 min. Po skonceni doby inkubacie bunky oplachneme rovnakym
sposobom ako po primarnej a sekundéarnej protilatke

- Sklicka oplachneme v deionizovanej vode, usuSime priloZzenim okraja na
buni¢inu a polozime bunkami dole do 7 pul montovacieho média s DABCO na

podloznom sklicku
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3.11. Statisticka a bioinformaticka analyza

Statisticka analyza bola vykonana za pouzitia programov R alebo Sigma Plot 11
pomocou jednofaktorovej ANOVA analyzy nasledovanej post-hoc porovnanim

Tukeyho testom . Hladina vyznamnosti je vyjadrena nasledovne:

* p<0,05
e p<0,01
*** p<0,001

V ramci tejto prace boli pouzivané nasledujice bioinformatické nastroje,

databazy a predikéné algoritmy:

http://www.phosphonet.ca/ databaza fosforylacii Kinexus
http://www.phosphosite.org/ databaza posttransla¢nych modifikacii proteinov
http://www.uniprot.org/ proteinova databaza

http://www.rcsb.org/ databaza proteinovych Struktar

http://www.compbio.dundee.ac.uk/1433pred/ predikény algoritmus vazbovych
motivov pre proteiny 14-3-3

Obrazky proteinovych S$truktir boli vytvorené pomocou programu PyMol.

K praci so sekvenciami DNA bol pouzity program Clone Manager.

3.12. Analyza hmotnostnou spektrometriou

Fosforyla¢nd analyza hmotnostnou spektrometriou bola vykonana v spolupraci
s Mgr. Karlom Harantom z Laboratéria hmotnostnej spektrometrie PfF UK a centra
BIOCEV, ktoré disponuje pristrojmi Orbitrap Fusion MS (Thermo Scientific), 4800
Tof/Tof MALDI (AB sciex) a Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific).
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4.  Vysledky

4.1. Priprava konstruktov

Pre tcely tohto projektu boli navrhnuté mutované varianty SRD p130Cas (SRD
498NA, SRD 15AN; vid' kapitola 4.2.). Koédujice sekvencie tychto variant boli

zhotovené komercénou syntézou DNA a zaklonované do pomocného vektoru pMA-T
(DNA Strings, Life Technologies). Nasledne boli v kombinacii s vektormi pMSCV,
pPEGFPcl, pGEX a plazmidom p130Cas WT pUC vytvorené nasledujice varianty:

Nazov

i Pévodny Cielovy Restrikéné o
vytvoreného i Pouzitie
. vektor vektor miesta
konstruktu
p130Cas SRD SRD 498NA p130Cas WT
498NA puUC pMA-T pucC
p130Cas SRD SRD15AN p130Cas WT Bpulol, Sacll Medmproquty
15AN puC pPMA-T pUC klonovania
i p130Cas WT SRD 498NA
SRD WT pMA-T oUC OMA-T
p130Cas WT p130Cas WT Retrovirln
pMSCV puC Sall, ECoR| est;vihj‘é a
p130Cas SRD p130Cas SRD (pUC) .
498NA pMSCV | 498NA puC PMSCV Xhol, EcoRI trar'l;fgic'a
p130Cas SRD p130Cas SRD (pMSCV) 130Cas-/-
15AN pMSCV 15AN pUC P
GST-SRD WT I
SRD WT pMA-T Sacll’ Bakteridlna
pGEX (zatupené), exsoresia
GST-SRD SRD SRD 498NA GEX BamHlI SubsFt)rét r’e
498NApGEX | pMA-T P (PMA-T) Strat P
kinazové
GST-SRD 15AN SRD15AN Smal, BamHI reakcie
pGEX pPMA-T (pGEX)
p130Cas WT p130Cas WT BamHI, EcoRl
EGFP c1 ucC Stadi
2 P PEGFP c1 (pUC), Stidium
p130Cas SRD p130Cas SRD Bolll, EcoRI lokalizécie
15AN pEGFP c1 | 15AN puUC (PEGFP c1)
Bakterialna
expresia,
GST-GSK3dp DNA String pGEX BamHI, EcoRl pozitivna
kontrola
fosforylacie
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Dalsie konstrukty pouzité vramci tejto prace (His-14-3-3( pQE-30; Flag-PKN3
WT/KD pcDNAA4) boli v naSom laboratériu vytvorené uz v minulosti J. Gemperlem.
Vsetky pouzité sekvencie p130Cas vratane ich ¢islovania zodpovedaji mySim
izoformam (nami Studované sekvencie su medzi mysim pl30Cas a l'udskym BCAR1
znacne konzervované). Naopak, vsetky konstrukty PKN3 a ich Cislovanie zodpovedaju

vyhradne l'udskej izoforme a su fuzované s Flag tagom.

4.2. Analyza fosforylacie p130Cas

Na zaklade znameho fosforylaéného motivu kinazy PKN3 (vid’ kapitola 1.1.2.),
sme v ramci sekvencie p130Cas predikovali viacero miest potencialne fosforylovanych
kinazou PKN3 (J. Gemperle — Diplomova praca, 2012). Dve z nami predpovedanych
fosforylatnych miest sa vyskytujo vramci SRD (S432 (GKRLpSASs34) a S498
(RGTpSEPs)), avsak funkény vyznam je doposial znamy iba u jedného z nich, ato
u serinu vyskytujuceho sa v motive RGTSEPsy. Po fosforylacii S498 v ramci tohto
motivu dochddza k vzniku vézbového miesta pre proteiny 14-3-3 (Briknarova et al.,
2005; Garcia-Guzman et al., 1999; vid’ kapitola 1.2.1.1.). Z tohto dévodu sme sa pre
dalsie Studium fosforylacie pl130Cas kindzou PKN3 zamerali prave na S498,
nachddzajuci sa v slucke medzi helixom 02 a a3 vramci helixového zviazku SRD

p130Cas (Briknarova et al., 2005).

Navrhli sme dve mutované varianty SRD zodpovedajiice oblasti 362-528
pl30Cas, ato SRD 498NA (zamena T497N aS498A) aSRD 15AN
(15 konzervovanych Ser/Thr mutovanych za Ala/Asn — kombinacia Ala/Asn bola
pouzita, aby sa zabranilo vzniku artificialnych helikalnych oblasti) (vid’ Obr. 4.1 A),
ktorych kodujuce sekvencie sme ziskali komerénou syntézou. Nasyntetizované useky
boli zaklonované do celej sekvencie p130Cas v cicav€om expresnom vektore a zaroven
do bakterialneho expresného vektoru, ako je uvedené v kapitole 4.1.

Aby sme sa presvedcili, ¢i si nami mutované miesta v bunkach fosforylované,
mySie embryonalne fibroblasty (MEF) neexprimujuce pl30Cas (p130Cas-/-) sme
stabilne transfekovali jednotlivymi variantami p130Cas. K analyze fosforylacie sme
pouzili metéodu zalozeni na zmene pomeru akrylamidu:bisakrylamidu v géle pre

SDS-PAGE. Oproti Standardne pouzivanym gélom s pomerom 30:0,8, pouzitie gélu
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s pomerom 30:0,2 prispieva k vyraznému zlepSeniu Separacie proteinov na zaklade ich
Ser/Thr fosforylacie (Hivert et al., 2009; Nishiwaki et al., 2007; d’alej oznacované ako
»2¢l 30:0,8%, resp. ,,gél 30:0,2%). p130Cas migruje na géle 30:0,8 v dvoch formach,
priCom pomalSiec migrujica forma vykazuje vyraznejSiu fosforylaciu (Makkinje et al.,
2009). Nam sa pomocou gélu 30:0,2 podarilo v bunkdich MEF s nadexprimovanym
p130Cas odseparovat’ az Styri fosforylacné formy p130Cas (vid’ Obr. 4.1 B). Navyse,
u variant p130Cas SRD 498NA a SRD 15AN doslo k zmene rozlozenia tychto foriem,
¢o nazacuje, ze ¢ast’ Z nami mutovanych miest je v bunkach fosforylovana. Konkrétne,
u varianty pl30Cas SRD 498NA doslo k zoslabeniu intenzity vrchného zo Styroch
bandov a zosilneniu spodného a u p130Cas SRD 15AN doslo k redukcii povodnych
Styroch foriem na dve. Zaroven, u oboch variant sa objavili d’alSie dve rychlejsie
migrujice formy, ¢o naznaCuje, ze nami vytvorené mutdcie by potencidlne mohli

ovplyviiovat’ fosforylaciu d’alsich miest v ramci p130Cas (vid’ Obr. 4.1 B).

SRD WT 362 AEDVYDVPPPAPDLYDVPPGLRRPGPGTLYDVPRERVLPPEVADGSVVDDGVYAVPPPAE
S498NA 362 AEDVYDVPPPAPDLYDVPPGLRRPGPGTLYDVPRERVLPPEVADGSVVDDGVYAVPPPAE
SRD 15AN 362 AEDVYDVPPPAPDLYDVPPGLRRPGPGALYDVPRERVLPPEVADGAVVDDGVYAVPPPAE
KAk hkrkkhkhkrkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkrkkhkhkrkhhxkk*x : Kk hkhhkhkkkhkhkkkhkkkkk* : Kk hkkkkkkhkkkkkkk
SRD WT 422 REAPTDGKRLSASSTGSTRSSQSASSLEVVVPGREPLELEVAVESLARLQQGVSTTVAHL
S498NA 422 REAPTDGKRLSASSTGSTRSSQSASSLEVVVPGREPLELEVAVESLARLQQGVSTTVAHL
SRD 15AN 422 REAPTDGKRLAANANGANRANONAANLEVVVPGREPLELEVAVESLARLQQGVSTTVAHL
* Kk k kK ok ok ok ok ok : * L. * s, * s, * . *: . RS R RS S S SR RS SRR EE S SR RS SRR RS SRS S
SRD WT 482 LDLVGSASGPGGWRGTSEPQEPPAQDLKAAVAAVHGAVHELLEFARG 528
S498NA 482 LDLVGSASGPGGWRGNAEPQEPPAQDLKAAVAAVHGAVHELLEFARG 528
SRD 15AN 482 LDLVGSASGPGGWRGNAEPQEPPAQDLKAAVAAVHGAVHELLEFARG 528
K,k hkkhkkkhkkkhkkkkkkk . Ak hkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkkhhkhhhkkhkhkhhkhkhkhxkkkx*x
B
-
Jg e‘,’?
Q\ Qb‘
XX s &
¥ C’% ¥ ¥
MEF s S N
N X N g
pomer AA/BIS R R R R
30:0,8 —— | — —
IB: p130Cas
— - —
30:0,2 = =

Obr. 4.1 — A) aminokyselinové (AK) sekvencie SRD p130Cas (zodpovedajuce oblasti
362-528) ajej mutovanych variant. AK zameny si zvyraznené Sedym podfarbenim,
vizbovy motiv pre proteiny 14-3-3 je zobrazeny Cervenou. B) Imunoblot lyzatu buniek
MEF pl130Cas-/- stabilne transfekovanych uvedenymi variantami p130Cas. Uvedené

vzorky boli paralelne analyzované pomocou gélov s pomerom akrylamidu:bisakrylamidu
30:0,8 a 30:0,2.
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4.2.1. Mutacie v SRD neovplyviiuju bunkovi lokalizaciu p130Cas

Je zname, Ze integrinova stimuldcia adherentnych buniek vedie k lokalizacii
p130Cas do FA ado oblasti lamelipodii (Garcia-Guzman et al., 1999; vid’ kapitola
1.2.1.3.). Aby sme zistili, ¢i mutacie Ser/Thr v SRD pl30Cas neviedli k zmene
Vv lokalizacii p130Cas, vysiali sme bunky MEF p130Cas-/- tranzientne transfekované
GFP-fuznymi pl130Cas WT aSRD 15AN na sklicka pokryté fibronektinom.
Po prisadnuti boli bunky fixované a znacené protilaitkami proti kortaktinu (marker
lamelipddii), paxilinu (marker FA) afaloidinom (aktin). Analyza konfokalnou
mikroskopiou neukézala ziadne zmeny lokalizacie p130Cas SRD 15AN v porovnani
s WT, ¢o naznaCuje, Ze¢ nami mutované Ser/Thr a pravdepodobne ani interakcia
S proteinmi 14-3-3 nie je pre lokalizaciu p130Cas stimulovant integrinmi zasadna (vid’

Obr. 4.2).

4.3. Potvrdenie fosforylacie p130Cas kinazou PKN3

Vyznamnym ndastrojom pri Stidiu signalnych kaskad st kindzové reakcie
in vitro, ktoré zaroven poskytuji moznost’ potvrdit’ ¢i vyvratit' Specificitu kinaz voci
skimanym substratom. Aby sme objasnili, ¢i PKN3 fosforyluje S498 v ramci SRD
p130Cas, rozhodli sme sa vykonat radioaktivnu kindzova reakciu in vitro
s imunoprecipitovanou l'udskou PKN3. Ako substrat boli pouzité jednotlivé varianty
SRD pl130Cas (WT, SRD 498NA, SRD 15AN) fuzované s GST (vid’ kapitola 4.1.),
exprimované pomocou bakteridlneho expresného systému a purifikované afinitnou
chromatografiou (vid® Obr. 4.3 A a B). Ako pozitivhu kontrolu fosforylacie sme
rovnakym spdsobom pripravili peptid odvodeny od kindzy GSK3, ktorého fosforylacia
kinazou PKN3 uZ bola v minulosti potvrdena (Unsal-Kacmaz et al., 2012; vid’ Obr.
4.3C).

K optimalizacii reakénych podmienok radioaktivnej kinidzovej reakcie sme
pouzili l'udské izoformy PKN3 (WT a KD) imunoprecipitované pomocou Flag-sefarozy
(Sigma) z tranzientne transfekovanych bunieck MDA-MB-231 (vid’ Obr. 4.4 A). Podl'a
ocakavania, vyhodnotenie pomocou SDS-PAGE a néslednym autoradiogramom ukézalo
narast fosforylacie GSK3 v Case, pricom u negativnej kontroly (GST) k fosforylécii

kindzou PKN3 nedochadzalo, rovnako ako pri pouziti varianty KD (vid’ Obr. 4.4 B).
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GFP-p130Cas SRD

GFP-p130Cas WT 15AN

kortaktin GFP-p130Cas aktin

paxilin

Obr. 4.2 — bunky MEF Cas-/- boli tranzientne transfekované GFP-fuznymi variantami
pl30Cas WT apl30Cas SRD 15AN. 48 h po transfekcii boli bunky vysiate na
fibronektinom pokryté sklicka. 60 min po vysiati boli bunky zafixované a znacené
protilatkmi proti kortaktinu (AlexaFluor 546 — ZItd) a paxilinu (AlexaFluor 633 — Cervena)
a faloidinom 405 (modra). Lokalizacia proteinov bola analyzovana konfokalnou
mikroskopiou. Zviac¢sené vyrezy s zndzornené prerusovanou ¢iarou.
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Obr. 4.3 — A) expresia GST-SRD WT bola v bakteridlnom expresnom systéme indukovana
pridanim IPTG (Lyzat +), kde oproti kontrole (Lyzat -) doslo k jej vyraznému nérastu.
Produkovana GST-SRD WT bola nasledne purifikovana pomocou GSH agardzy (Thermo
Scientific). B) GST-fuzne varianty SRD WT, SRD 498NA a SRD 15AN boli purifikované
pomocou bakteridlneho expresného systému (ako v bode A)). Ako $tandard pre urcenie
mnozstva purifikovaného proteinu bol pouzity hovidzi sérovy albumin (BSA, bovine serum
albumin). C) GST-GSK3 bol purifikovany z bakteridlneho expresného systému (ako v A)).

Purifikovany protein bol z GSH agarézy uvol'neny pomocou uvoliiovacieho roztoku (vid’
kapitola 2.5.1.).
SDS-PAGE gély boli vo vsetkych bodoch farbené pomocou Coomassie Brilliant Blue.

To naznacuje, ze fosforylacia pouzitého substratu bola vysledkom Specifickej aktivity
precipitovanej PKN3. NavySe, v sulade sV minulosti pozorovanymi vysledkami,
v oblasti cca 110 kDa sa nam podarilo detegovat’ signal zodpovedajlici schopnosti
autofosforylacie PKN3 (vid kapitola 1.1.1.).

Napriek tomu, Ze za nami pouzitych podmienok PKN3 vykazovala kindzovu aktivitu
in vitro, pilotné experimenty s purifikovanymi variantami SRD p130Cas za pouzitia
[32P]ATP viedli iba kvelmi slabému signalu z autoradiografie. Ani naslednou
optimalizaciou reakénych podmienok sa ndm vSak nepodarilo dosiahnut’ vyssej

intenzity signalu SRD (vid’ Obr. 4.4 C).
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Obr. 4.4 — A) bunky MDA-MB-231 boli tranzientne transfekované 'udskymi variantami
PKN3 WT a PKN3 KD fuzovanymi s Flag tagom. 48 h po transfekcii boli bunky lyzované
a jednotlivé varianty PKN3 boli imunoprecipitované pomocou Flag sefardzy (Flag M2
Affinity Gel, Sigma). Mnozstvo precipitovanej kindzy bolo zrovnané a detekované
imunoblotom s protilatkou proti Flag tagu. B) imunoprecipitované varianty PKN3 (z bodu
A) boli pouzité vin vitro radioaktivnej kindzovej reakcii za pritomnosti pozitivneho
substratu GST-GSK3. Ako negativna kontrola fosforylacie bolo pouzit¢é GST a neaktivna
forma PKN3 (KD). Reakcie boli zastavené v uvedenych ¢asoch pridanim 6x Laemmli
vzorkového pufru. Intenzita fosforylacie bola vyhodnotend SDS-PAGE s naslednou

autoradiografiou. V kazdej reakcii bolo pouzité

[32P]JATP s aktivitou 2,5 pCi.

C) imunoprecipitovana PKN3 (ako v bode A) bola pouZita v radioaktivnej kindzovej
reakcii s purifikovanymi variantami GST-SRD. Celkové mnozstvo GST-SRD variant bolo
zrovnané a detegované pomocou farbiva Coomassie Brilliant Blue. Ako pozitivna kontrola
fosforylacie bolo pouzit¢é GST-GSK3. Celkova doba reakcie bola 60 min za pritomnosti

5 uCi [32P]ATP. Reakcie boli ukonéené a vyhodnotené ako v bode B.

K potvrdeniu fosforylacie SRD p130Cas kindzou PKN3 sme teda zvolili metodu

zalozent na pouziti ATPyS ako kofaktoru pri fosforylacii. V priebehu kinazovej reakcie

za pritomnosti ATPyS dochadza k thiofosforylacii substratu a jeho naslednym

oposobenim alkylacnym ¢inidlom PNBM (p-nitrobenzyl mesylat) ku vzniku thiofosfat

esteru, ktory je mozné detegovat’ Specifickou protilatkou (vid® Obr. 4.5 A). V prvom
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rade sme teda overili a potvrdili schopnost PKN3 vyuzivat ATPyS, ato v kinazovej
reakcii za pouzitia peptidu odvodeného od GSK3 (vid Obr. 4.5 B). Nasledne boli
popisanym sposobom prevedené kinazové eseje s jednotlivymi variantami GST-SRD
p130Cas. Intenzita signalu po imunoblote naznacuje, ze PKN3 je schopna fosforylovat’
SRD pl130Cas in vitro. Navyse, slaby signal detegovany u varianty SRD 498NA
naznacuje moznu ulohu PKN3 i vo fosforylacii d’alsich Ser/Thr zvyskov v ramci SRD

p130Cas (vid’ Obr. 4.5 C a D)

Aby sme potvrdili nase vysledky z thiofosforylaénych reakcii, rozhodli sme sa
analyzovat fosforylaciu SRD p130Cas za pomoci hmotnostnej spektrometrie (MS/MS).
Varianta GST-SRD WT bola pouzita ako substrat pri kinazovej reakcii s PKN3
a naslednda MS/MS analyza ukazala, ze v ramci sekvencie GST-SRD skuto¢ne dochadza
k fosforylacii S498 (vid’ Obr. 4.6 A). Dalsie predpokladané fosforylaéné miesta sa nam
identifikovat’ nepodarilo. Navyse, okrem fosfopeptidu obsahujiceho S498 SRD
pl30Cas sa nam podarilo identifikovat’ fosfopeptidy pochadzajuce z PKN3. V ramci
tychto peptidov sa okrem uZz vopred znamych fosforylaénych miest nachadzali aj
doposial’ nepopisané fosforylacné miesta, a to seriny 164 a 165, treoniny 45, 280 a 470

a tyrozin 517 (Y517) (vid’ Obr. 4.6 B)
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Obr. 45 — A) schéma metody
pouzitej na detekciu fosforylacie
GST-SRD kindzou PKN3 -
kinaza schopna pouzivat’ ATPyS

GST-GSK3 W Poncean § thiofosforyluje substrat. Ten je

M2 Flag Ab —-— , ,
nasledne alkylovany pomocou
p-nitrobenzyl mesylatu (PNBM)
za vzniku thiofosfat esteru,
ktory je nasledne na imunoblote
& & o qékv S deteg?vany $pecifickou
C £ Q‘_a“ ‘;9*‘ Q_o*‘ Q‘S’h QS’\‘ é;;‘ protilatkou. B) schopnost’ PKN3
g & & & & & & . .
ég‘ c;;:. 69« é;a cf} c§'§ 6;& pouzivat’ ATPyS bola overena
v kindzovej reakcii za pouzitia
sl sioidull = GST-GSK3.  Ako  kontrola
ATRS  * - o S $pecificity reakcie sluzi vzorka
PRBM T -7 ’ " bez opdsobenia PNBM. Ako
Flag-PKN3 "— ”—‘ e W e =~ ‘IB:anti-ﬂag kontrola detekcie neSpecifickej
— ‘_ Ponceaus alkylacie cysteinov sluzi reakcia
GST-SRD ‘ ' - bez pritomnosti ~ ATPyS.
I st | IB: anti-thiofostatester ~ Reakcie  boli  vyhodnotené
GST-GSK3 [ W | imunoblotom s protilatkou proti
thiofosfat esteru (klon

51-8)(Abcam).

D C) reprezentativny blot z kinazovej reakcie za pouZitia
1 o ATPyS s purifikovanymi variantami GST-SRD. Pouzité
. 3’: ] trd - varianty PKN3 boli imunoprecipitované z tranzientne
2 0:7 | transfekovanych buniek MDA-MB-231. Reakcie boli
o6 inkubované po dobu 60 min pri 35 °C, nasledne ukoncené
Eos pridanim EDTA aalkylované po dobu 60 min pri
g 0,4 - laboratornej teplote. Ako negativna kontrola boli pouzité
g 0.3 1 reakcie bez pritomnosti ATPyS aPNBM, resp., ako
g’f - popisané vbode B. Intenzita fosforylacie bola
'0 | vyhodnotena pomocou imunoblotu s protilatkou proti
SRDWT SRD498NA SRD 15AN thiofosfat esteru (klon 51-8). D) relativna fosforylacia

variant GST-SRD kinazou PKN3 bola kvantifikovana
ztroch nezéavislych experimentov, normalizovand na
celkové mnozstvo substratu a Statisticky vyhodnotena
pomocou testu ANOVA.
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S 164 ALLRMKISSLEASGS Nie

S 165 LLRMKISSLEASGSP Nie

S 466 MNLLPPCSSPSTISP Ano Kettenbach, 2011

S 544 PRTRRGPSPPASPTR Ano Daub, 2008; Kettenbach, 2011
S 548 RGPSPPASPTRKPPR Ano Daub, 2008

T 45 ENLRRVATDRRHLGH Nie

T 280 KPTALTGTLQVRLLG Nie

T 470 PPCSSPSTISPPKGC Nie homolég pS576 u PKN1
T 860 TGLPPALTPPAPHSL Ano Daub, 2008

Y 517 PPKPPRLYLPQEPTS Nie

Obr. 4.6 — A) MS/MS spektrum fosfopeptidu pochadzajiiceho z GST-SRD po kinazovej
reakcii SPKN3 WT za pritomnosti ATP. Fosforylovany serin (phS) zodpoveda S498
vramci sekvencie pl130Cas. B) Tabulka zhrfiujica identifikované fosforylované AK
v ramci PKN3 po kinazovej reakcii za pritomnosti ATP. Fosforylované AK st v ramci
prilahlej sekvencie oznaCené Cervenou. Zelend farba vyznacuje Cast polyprolinového
motivu ucastniaceho sa interakcie s SH3 doménou p130Cas.

72



4.4, Stadium potencialneno prepojenia PKN3 — BCAR1 — 14-3-3¢

V antiestrogénovej rezistencii

Uloha BCARI vo vzniku rezistencie na antiestrogény je v su¢asnosti dobre
znama, avSak snaha o objasnenie molekularnych mechanizmov podielajicich sa na
tomto procese je stale predmetom mnohych S§tudii (vid® kapitola 1.2.1.5.). Nasu
hypotézu, ze dlhodobé pdsobenie tamoxifénu by mohlo viest' K stimulacii fosforylacie
BCARI1 kindzou PKN3 a naslednej viazbe 14-3-3( podporuje hned’ niekol’ko zndmych
faktov. V prvom rade, pdsobenie antiestrogénov na bunky linie MCF7 vedie k zvySeniu
fosforylacie BCAR1 po siedmych ditoch (Cowell et al., 2006). Dalsim naznakom je, Ze
chiméra vytvorena z BCAR1 a SRD pribuzného proteinu HEF1 viedla k zniZenej
schopnosti buniek proliferovat’ v pritomnosti antiestrogénov (Brinkman et al., 2010).
Najzasadnejsi rozdiel medzi SRD BCARI a HEF1 pritom spociva v tom, Ze v ramci
SRD HEF1 sa nevyskytuje serin homologny S498 BCAR1 vo vdzbovom mieste pre
proteiny 14-3-3 (vid’ Obr. 1.2 C). Navyse, expresia 14-3-3( je pozitivne regulovana
posobenim tamoxifénu (Frasor et al., 2006; Bergamaschi and Katzenellenbogen, 2012)
a jeho nadmerna produkcia koreluje s agresivnym rastom nadorov prsnika (Neal et al.,
2009).

Aby sme zistili, ¢i dlhodobé pdsobenie antiestrogénov na bunky MCF7 vedie
k stimulacii vizby BCAR1 a 14-3-3(, pestovali sme tieto bunky v pritomnosti 1 uM
4-hydroxy tamoxifénu (4-OHT) po dobu 1, 3, 6 al10 dni. Pomocou pull-down
experimentov s imobilizovanym His-14-3-3( v lyzate bunieck MCF7 pestovanych
V 4-OHT sa nam podarilo dokazat’, ze k najvyssej interakcii 14-3-3( s BCAR1 dochadza
Vv 6-10 dni pdsobenia 4-OHT (vid’ Obr. 4.7 A a B). Navyse, pouzitim gélu 30:0,2
anasledného imunoblotu sme potvrdili, ze 4-OHT pozitivne reguluje fosforylaciu
BCARI, ktora zaroven koreluje so schopnost'ou jeho interakcie so 14-3-3¢ (vid’ Obir.
4.7 A a B).

Vzhladom k tomu, Ze sme dokazali, Ze PKN3 je schopna fosforylacie vdzbového
miesta pre proteiny 14-3-3 vramci SRD BCARI1 (tento motiv je u l'udskej i mysej
izoformy p130Cas konzervovany), predpokladali sme, Ze by PKN3 mohla byt’ za jeho
fosforylaciu po stimulacii buniek MCF7 4-OHT ¢iasto¢ne zodpovedna a stimulovat’ tak
interakciu BCAR1 s proteinmi 14-3-3. Tato hypotézu navySe podporovali nasSe

predchadzajuce vysledky, kde po zniZeni expresie endogénnej PKN3 v bunkach

73



MDA-MB-231 doslo k Statisticky vyznamnému poklesu vizby BCARI1 a 14-3-3(
(J. Gemperle — nepublikované vysledky). Zamerali sme sa teda na zmeny aktivity
PKN3 vtychto bunkdch po posobeni 4-OHT, ktoré sme pozorovali pomocou
imunoblotu s protilatkou proti fosforylovanému T860 (pT860; vid’ kapitola 1.1.2.).
Napriek tomu, zZe celkové mnozstvo PKN3 sa v priebehu sledovanych 10 dni nezmenilo,
medzi 3. a 6. diiom pestovania buniek za pritomnosti 4-OHT doslo k takmer Gplnému
poklesu jej aktivity (vid’ Obr. 4.7 C).

Sthrnne tieto vysledky naznacuju, Ze stimuldcia fosforylacie BCARI1 po
posobeni 4-OHT v bunkach MCF7 vedie k zvySeniu jeho interakcie so 14-3-3(, avSak

k tomuto efektu pravdepodobne dochadza nezavisle na aktivite PKN3.
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Obr. 4.7 — A) bunky MCF7 boli pestované v 1 pM 4-hydroxy tamoxiféne (4-OHT) po
uvedenu dobu. Lyzaty tychto buniek boli zrovnané na celkovy obsah proteinu a inkubované
s imobilizovanym 14-3-3{ pri 4°C na rotatore cez noc. Mnozstvo naviazaného BCAR1 bolo
analyzované na imunoblote s protilatkou proti p130Cas (protilatka rozpoznava aj BCAR1).
Ako kontrola nanasky a mnozstva celkového proteinu bol pouzity imunoblot proti Akt.
B) kvantifikicia vdzby BCARL so 14-3-3( zo 4 nezavislych experimentov, urena ako
pomer intenzity BCARI1 naviazaného na 14-3-3( voc¢i celkovému mnozstvu BCARI.
Statisticka analyza bola vykonana pomocou testu ANOVA. C) bunky MCF7 pestované
v 1 uM 4-OHT po uvedent dobu (v dioch). Fotky boli zhotovené vo fazovom kontraste pri
zviacSeni 200%. D) imunoblot totalneho lyzatu buniek MCF7 pestovanych v 1 uM 4-OHT
po uvedenu dobu (v dioch). Zmena fosforylacie BCARI1 bola detegovana po SDS-PAGE
na géle 30:0,2 s protilatkou proti p130Cas. Celkové mnozstvo PKN3 bolo detegované
protilatkou proti PKN3, kindzova aktivita bola sledovana pomocou protilatky proti pT860
PKN3. Ako kontrola nanasky bol pouzity imunoblot proti Akt. Vo vsetkych bodoch boli
ako negativna kontrola pouzit¢é bunky pestované v médiu sEtOH o0 objeme
zodpovedajucom pouzitému 4-OHT.
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5. Diskusia

V ramci tejto prace sa nam podarilo identifikovat’ vobec prva Ser/Thr kinazu
fosforylujiicu protein p130Cas, ato kindzu PKN3. Nami predikované a potvrdené
fosforylaéné miesto, teda S498, sa nachadza priamo vo vdzbovom motive pre proteiny
14-3-3 v SRD pl30Cas, naznacujuc potencialnu existenciu funkéného vyznamu
signalizacie PKN3/p130Cas/14-3-3. Zarovenn sa nam pomocou hmotnostnej
spektrometrie podarilo objavit 6 doposial nezndmych fosforylaénych miest v ramci

I'udskej izoformy PKN3.

5.1. Fosforylacia p130Cas a PKN3 a ich funkény vyznam

V ramci sekvencie pl30Cas sa nachddza 52 serinov, 23 treoninov a 25

tyrozinov, u ktorych bola predikovana mozna fosforylacia (http://www.phosphonet.ca/).

Napriek znac¢ne prevladajicemu mnozstvu potencidlne fosforylovanych Ser/Thr je vSak
Vv sucasnosti vyrazne viac preskiimana funkcia fosforylacie na tyrozinoch, ich regulacia
a kinazy za niu zodpovedné (vid’ kapitola 1.2.1.).

Na zéklade vysledkov analyzy védzbovych sekvencii SH3 domény pl130Cas,
ktora bola vykonana v naSom laboratériu apotvrdila interakciu pl1l30Cas
s polyprolinovou sekvenciou PKN3 (J. Gemperle - Diplomova praca, 2012;
nepublikované vysledky), sme sa zamerali na mozna ulohu PKN3 vo fosforylacii SRD
p130Cas. Napriek povodnej snahe potvrdit' fosforylaciu nami navrhnutych variant
GST-SRD pomocou radioaktivnych kinazovych reakcii, nepodarilo sa ndm touto
metddou dosiahnut’ Specificky signal veduci ku koherentnym vysledkom. Hoci
asociacia medzi kindzou a jej substratom v procese prenosu fosfatovej skupiny je vzdy
sprostredkovand aktivnou oblast'ou katalytickej domény a cielovym motivom substratu,
sekundarna interakcia moze prispievat’ K zvySeniu efektivity fosforylacie, ako by tomu
mohlo byt napr. prave v pripade p130Cas a PKN3.

Pomocou citlivejsej metody zalozenej na schopnosti PKN3 vyuzivat’ ATPyS pri
fosforyléacii sa ndm podarilo dokéazat’, ze S498 v ramci SRD p130Cas je fosforylovany
kinazou PKN3 in vitro. Tento vysledok sa nam zaroven podarilo overit MS/MS
analyzou. Minoritnu fosforylaciu sme v§ak pozorovali aj u varianty GST-SRD 498NA,

¢o v porovnani s nulovym signdlom u GST-SRD 15AN naznacuje schopnost PKN3
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fosforylovat’ aj d’alsi/d’alSie z 13 Ser/Thr mutovanych u varianty SRD 15AN. Mohlo by
sa jednat’ napriklad o serin 432 (v ramci sekvencie GKRLSA433), ktory ako jediny

Z tychto miest aspon Ciasto¢ne zodpoveda fosforylacnému motivu PKN3.

Jedinym doposial znamym funkénym doésledkom fosforylacie SRD
p130Cas, konkrétne S498, je umoznenie vazby proteinov 14-3-3, napriek tomu vSak
funkény vyznam tejto interakcie ostava z védcSej Casti neobjasneny. V suvislosti
s asociaciou p130Cas a Grb2 sprostredkovanou 14-3-3 bol v minulosti naznaceny vplyv
SRD na stimuldciu transkripcie vc€asnych génov prostrednictvom aktivacie drahy
Ras/MEK/Erk (Hakak and Martin, 1999). Vzhladom k nasim vysledkom,
naznacujucim, Ze zvySena expresia PKN3 pozitivne ovplyviiuje bunkovt proliferaciu
(J. Gemperle, nepublikované vysledky), nie je vylucené, ze by PKN3 mohla prispievat’
k aktivacii SRE prostrednictvom fosforylacie SRD p130Cas.

Analyzou migracie na SDS-PAGE za pouzitia gélu 30:0,2 sme unami
vytvorenych mutovanych variant p130Cas (SRD 498NA a SRD 15AN) potvrdili, ze
Vv stabilne transfekovanych bunkach MEF dochadza k fosforylacii ¢asti z nami
mutovanych miest, vratane S498. Prekvapivo, uoboch mutovanych variant doslo
k objaveniu dvoch rychlej$ie migrujacich foriem, ¢o naznacuje funkciu fosforylacie
S498 v regulacii fosforylacie d’alsich miest v sekvencii p130Cas. Vzhl'adom k doposial
znamym vysledkom, naznacujucim, ze zamena S498 za alanin by mohla viest
K rozruSeniu vdzbového motivu umoznujaceho interakciu p130Cas s proteinmi 14-3-3
(Briknarova et al., 2005), interakcia tychto dvoch proteinov by mohla prispievat
K regulacii celkového fosforylaéného stavu p130Cas. Proteiny 14-3-3 st dodlezitou
rodinou adaptorovych proteinov ucastniacich sa procesov spojenych s reguldciou
organizacie cytoskeletu, proliferacie, transkripcie, bunkovej signalizacie a d’alSich,
v ¢om sa vyrazne odzrkadl'uje ich schopnost’ interagovat’ s viac ako 200 proteinmi
(Pozuelo Rubio et al., 2004). Vyznamnou vlastnostou proteinov 14-3-3 je zaroven ich
schopnost’ vytvarat' diméry, sprostredkujuce protein-proteinové interakcie na zaklade
vyskytu dvoch znamych vézbovych motivov (Aitken, 2006; Morrison, 2009).
Podobnym sposobom by interakcia p130Cas s kinazou PKN3, nasledna fosforylacia
S498 v ramci p130Cas a viazba 14-3-3 mohla prispievat’ k sprostredkovaniu asociacie

p130Cas s d’alsimi kindzami, pripadne k stabilizacii uz znamych komplexov.
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Okrem pozitivneho vplyvu fosforylacie na asocidciu proteinov, ako napr.
Vv pripade vézby 14-3-3, protein-proteinové interakcie si Casto negativne regulované
fosforylaciou vizbového miesta alebo jeho blizkeho okolia. Prave staidiom SH3 domény
p130Cas v nasom laboratériu sa nam podarilo dokézat’, ze fosforylacia Y12 v ramci
tejto domény vedie k zabraneniu vézby polyprolinového motivu interagujicich
proteinov (Janostiak et al., 2011).
Popri analyze fosforylacie SRD p130Cas po kinazovej reakcii in vitro sa nam podarilo
identifikovat’ az 10 fosforylovanych AK v ramci PKN3, pricom u 6 z nich fosforylacia
doposial’ popisana nebola. Z pohl'adu prepojenia signalizacie PKN3 a p130Cas je vSak
najzaujimavejSia fosforylacia Y517, nachédzajiceho sa hned” za polyprolinovym
motivom (PPPKPPRLY5:7) sprostredkujicim interakciu s SH3 doménou pl130Cas.
Tesny vyskyt tohto fosforylatného miesta pri vézbovej sekvencii ddva mozZnost’
predpokladom, Ze by fosforylacia Y517 mohla zohravat' tlohu v negativnej regulacii
vazby p130Cas, podobne ako fosforylacia Y12 v ramci jeho SH3 domény. Ako kinazy
potencialne zodpovedné za fosforylaciu Y517 boli predikénym algoritmom spolo¢nosti

Kinexus (http://www.phosphonet.ca/) predpovedané napr. kinazy FAK a PYK2, ktoré

priamo interaguji s SH3 doménou p130Cas a podielaju sa na fosforylacii tyrozynovych
motivov v SD (Li and Earp, 1997; Polte and Hanks, 1995). DalSou kinazou potencialne
fosforylujiicou Y517 PKN3 by mohla byt EGFR. V tomto kontexte je zaujimave, Ze
PKN3 je schopna fosforylovat’ EGFR na treonine 654 in vitro, avsak in vivo sa tloha
PKN3 nepotvrdila, pravdepodobne kvoli nizkej hladine expresie PKN3 v studovanych
bunkach (Collazos et al., 2011).

U l'udskej izoformy kinazy PKN3 bola v minulosti popisand schopnost’
autofosforylacie (Oishi et al., 1999; Shibata et al., 2001), konkrétne v oblasti AK
520-889, ktora zodpoveda katalytickej doméne. Autofosforylaciu PKN3 sa nadm
podarilo potvrdit za pomoci kinazovej reakcie in vitro s [32P]JATP (vid Obr. 4.4).
V ramci MS/MS analyzy sa nam V tejto oblasti podarilo identifikovat' fosforylovany
serin 544 (RGPpSPPAs.7), ktory by potencidlne zodpovedal autofosforylacnému
miestu, ked'ze zaroven vyhovuje fosforylaénému motivu PKN3 (vid Obr. 4.6 B).
Druhym kandidatnym miestom pre autofosforylaiciu PKN3 je treonin 718
(RTSpTFCG721), ktory sa nachadza priamo v aktivacnej slucke kinazy a jeho
fosforylacia je pre kindzovu aktivitu PKN3 nevyhnutna (vid’ kapitola 1.1.2.). Moznu

autofosforyldciu oboch tychto miest zarovenn podporuje fakt, ze sme schopni ju
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detegovat’ po kinazovej reakcii in vitro pomocou protilatky, rozpoznavajucej sekvenciu
RXXpS/T (nepublikované vysledky). Urcenie autofosforylacného miesta a jeho funkény

vyznam na aktivitu PKN3 planujeme v buducnosti preskimat’ muta¢nou analyzou.

5.2. Funkéna analyza vyznamu drahy PKN3 — BCAR1 — 14-3-3C
V antiestrogénovej rezistencii

Na zaklade vSetkych faktov popisanych v kapitole 4.4., naznacujucich
potencidlne prepojenie PKN3 — BCAR1 — 14-3-3( v skorej odpovedi na pdsobenie
antiestrogénov, sme sa zamerali na tito drahu v ER pozitivnych bunkach MCF7.

Podarilo sa nam potvrdit uz v minulosti popisany efekt pdsobenia
4-OHT na fosforylaciu BCARI, u ktorej doSlo k vyraznému zvySeniu predovsetkym
V obdobi medzi 6-10 diiom pestovania buniek MCF7 v pritomnosti 4-OHT. Podarilo sa
nam taktiez dokazat, ze zvySena fosforylacia BCARI po pdsobeni 4-OHT koreluje
so zvySenou schopnostou BCARI interagovat’ s proteinom 14-3-3(. Prekvapivo,
v 6-10. dni posobenia 4-OHT na bunky MCF7 vsak doslo k takmer uplnej inhibicii
aktivity PKN3 (stanovena pomocou imunoblotu s protilatkou rozpoznavajiucou pT860),
napriek tomu, Ze hladina expresie PKN3 sa nezmenila. Zaujimavé navyse je,
ze Vobdobi 6-10. dna doslo knabohateniu pomalSie migrujucej formy PKN3
na SDS-PAGE, naznacujuc jej zvySenu fosforylaciu. Vzhl'adom k tomu, ze ako Ser/Thr,
tak Tyr fosforylacia kinazy PKN3 st doposial’ v podstate nepreskimané, nie je
vylucené, Ze fosforylacia uréitych AK by mohla hrat’ regula¢nti tlohu v jej aktivacii.
Ktomu prispieva i fakt, ze pdsobenie 4-OHT v bunkidch MCF7 vedie k zvyseniu
aktivity niektorych kinaz, ako napr. Src a FAK, ktoré navySe zdielaju spolo¢ni

signalizaciu s BCAR1 a teda potencialne i s PKN3 (Cowell et al., 2006).

Ako uz bolo uvedené, podarilo sa ndm ukazat’, ze posobenie 4-OHT na bunky
MCF7 vedie Kk zvySeniu interakcie BCARI1 s 14-3-3( v 6-10 dni atato interakcia
koreluje s narastom fosforylacie BCARI. V sti¢asnej dobe bohuzial’ nie je k dispozicii
protilatka, ktord by dokézala rozpoznat’ fosforylaciu serinu 494 v ramci SRD BCAR1
(zodpoveda S498 u pl30Cas). Z tohto dovodu nie sme schopni s urcitost'ou tvrdit, Ze

pozorované zvySenie interakcie je sposobené fosforyldciou uvedeného miesta, hoci
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vSetky doposial’ zname tdaje tomu nasvedcuju (Briknarova et al., 2005; Garcia-Guzman
etal., 1999).

Uz pri prvotnom §tidiu interakcie p130Cas s proteinmi 14-3-3 Garcia-Guzman
s kolegami zistili, ze odstranenie SRD zo sekvencie p130Cas sice vedie k vyraznému
poklesu interakcie, avSak nie k jej uplnému zruseniu (Garcia-Guzman et al., 1999).
Dalie vizbové miesta sa viak zatial' objavit’ nepodarilo. Podl'a predikéného algoritmu
vizbovych motivov 14-3-3 V ramci proteinovych sekvenci
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/1433pred/) by okrem motivu RGTSEPso p130Cas
(zodpoveda RSPSEP4 uBCAR1) mohlo dochadzat k interakcii prostrednictvom
d’alsich sekvencii, a to REETYDs3; (REETYDss u BCAR1), QEVSRP715 (QEVSRP714
u BCAR1), VGSASGP49; U p130Cas a RTKATAPg13 U BCARL. Vsetky tieto sekvencie
sa vyskytuju bud’ v SD alebo C-koncovej doméne p130Cas/BCARI1, naznadujuc ich

mozn1 funkciu v stabilizécii signalnych komplexov tvorenych v rdmci tychto oblasti.

Navzdory nami pozorovanym vysledkom, v€asné inaktivacia PKN3 po pdsobeni
4-OHT nevyluéuje neskorsiu tlohu drahy PKN3/BCAR1/14-3-3( v zisku rezistencie ER
pozitivnych nddorov na antiestrogény, ked'ze pri Studiu expresné¢ho profilu buniek
MCF7 po znizeni expresie ER bola transkripcia PKN3 vyrazne zvySena, rovnako ako
transkripcia BCAR1 ¢i 14-3-3C (Al Saleh et al., 2011). Potencialnu tlohu by PKN3
mohla zohravat’ aj v spojeni so signalizaciou stimulovanou proteinom BCAR3. Podobne
ako BCARL, i BCAR3 je zodpovedny za vznik rezistencie ER pozitivnych buniek
Kk antiestrogénom, ato spdsobom vyzadujucim jeho interakciu s BCARL
prostrednictvom C-koncovych domén oboch proteinov (Wallez et al., 2014). Ako sa
ukazalo, BCAR3 prispieva k navySeniu ako Ser/Thr, tak Tyr fosforylacie p130Cas,
ktora je pozitivne stimulovana SH3 doménou pl130Cas (Makkinje et al., 2009).
U rezistentnych buniek bola taktieZ popisana zvySena aktivacia sigalnych drah zavislych
na PI3K (zhrnuté v Al Saleh et al, 2011; Riggins et al., 2007), priCom aktivna PI3K je
znamym stimulatorom aktivity PKN3, vediicej k malignému rozvoju nadorov (Leenders
et al.,, 2004). Navyse sa ukazalo, ze p130Cas dokaze s PI3K priamo interagovat
(Riggins et al., 2003) a ze zvySena expresia mySiecho ortologu BCAR3 vedie prave
k aktivacii kinazy PI3K, ktora je zasadna pre vznik rezistencie bunieck MCF7
k Faslodexu (ICI 182,780; antiestrogén) (Felekkis et al., 2005). Potencialne prepojenie
signalnych drah zavislych na BCAR3, PI3K, BCAR1 a PKN3 aich tloha pri vzniku

rezistencie ostdva predmetom nasho d’alSieho Stadia.
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5.3. Perspektiva pokracovania projektu

V ramci tohto projektu sa ndm podarilo potvrdit, zZe PKN3 je schopna
fosforylacie p130Cas in vitro, ¢o vSak vonkoncom nezaruéuje, ze k tomu dochadza aj
v zivych bunkach. Fosforylaciu S498 a d’alSich miest v ramci p130Cas in vivo kinazou
PKN3 planujeme overit’ za pouzitia varianty PKN3 s mutaciou v katalytickej doméne,
schopnej pouzivat N6-substituované syntetické analogy ATP, ¢im sa zabezpeci
Specificita reakcie. Zaroven, tento pristup prispeje k identifikacii d’alSich substratov

PKN3.

Nami identifikované fosforylacné miesto sa nachiddza priamo v motive pre
vizbu proteinov 14-3-3. KedZze proteiny 14-3-3 st vyznamnymi regulatormi
protein-proeinovej interakcie a prispievaju kich stabilizécii, poktsime sa zmapovat
dalie potencialne vizbové miesta a prispiet’ tak k objasneniu ulohy proteinov 14-3-3

Vv signalizécii p130Cas.

V ramci §tidia signalizécie stimulovanej antiestrogénmi sme zistili, ze PKN3 je
inaktivovana uz po 6 diioch pdsobenia 4-OHT na bunky MCF7. V budicnosti sa
zameriame na objasnenie mechanizmu vediceho k jej inaktivécii, rovnako ako na

potencidlnu lohu PKN3 v bunkéch rezistentnych na antiestrogény.

PKN3 ipl30Cas st proteiny s dolezitou ulohou v regulacii nadorovej
signalizacie. V naSom laboratoriu uz v sicasnej dobe prebieha projekt venujici sa
dopadom interakcie tychto proteinov na proliferaciu, migraciu a invazivitu nadorovych

buniek.
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Zhrnutie

na zaklade fosforylaénej analyzy nami navrhnutych avytvorenych variant
p130Cas s mutaciami v ramci SRD sme naznacili potencidlnu tlohu interakcie
pl30Cas s proteinmi 14-3-3 Vv sprostredkovani asociacie s kindzami,

ovplyviujtc tak celkovy fosforylacny stav p130Cas

kindzovymi reakciami in vitro sme potvrdili, Ze PKN3 je schopna fosforylovat’
S498 v ramci vdzbového motivu pre proteiny 14-3-3, vyskytujuceho sa v SRD
p130Cas. Navyse sme detegovali fosforylaciu d’alSich AK fosforylovanych
PKN3. Za mozZzné miesto d’alSej fosforyldcie sme navrhli serin 432 Vv ramci

sekvencie GKRLSA33

fosforylaciu S498 p130Cas kindzou PKN3 sme potvrdili analyzou za pomoci
hmotnostnej spektrometrie

identifikovali sme 6 doposial nezndmych fosforylatnych miest v rdmci
sekvencie PKN3. Fosforylaciu Y517 sme navrhli ako potencidlne miesto
regulacie interakcie s SH3 doménou p130Cas. Zaroven, ako potencidlne miesta

autofosforylacie PKN3 sme navrhli serin 544 a treonin 718

potvrdili sme narast fosforylacie BCAR1 po pdsobeni 4-OHT na ER pozitivne
bunky MCF7. Navyse sme zistili, ze v 6-10 dni pestovania buniek v pritomnosti
4-OHT dochédza k narastu interakcie BCAR1 so 14-3-3C

predikovali sme dalSie potencidlne vdzbové motivy proteinov 14-3-3 Vv ramci

sekvencie p130Cas a BCAR1

zistili sme, ze posobenie 4-OHT na bunky MCF7 po 6 dioch vedie K strate
aktivity PKN3, pravdepodobne spdsobenej narastom jej fosforylacie, o vSak

nevylucuje tlohu PKN3 v neskorsich fazach rezistencie buniek na antiestrogény
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