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Abstrakt

Fokalni adheze jsou bunécné struktury, které se vytvari pii kontaktu bunky
s okolnim prostfedim. Builka dostava prostiednictvim fokalnich adhezi dualezité
informace o chemickém slozeni okolniho prostiedi. Kromé toho jsou fokalni adheze
nezbytné pro pienos sil, které se vytvaii uvnitf builky a sil, které ovliviiuji buiku
zvnéjsku. CAS je protein fokalnich adhezi, u néhoz byla prokazana schopnost
regulovat aktinovy cytoskelet a tim schopnost bun¢k generovat sily, které jsou potiebné
pro deformaci okolniho prostfedi a migraci bunék. Protein CAS je navic molekularnim
mechanosensorem, ktery snima mechanické sily a méni je do biochemické informace,
kterd je pfenaSena dale do bunky. Lokalizace proteinu CAS ve fokalnich adhezich je
proto nezbytnym ptedpokladem pro jeho fungovani. Pro tuto praci jsme pfipravili sérii
variant proteinu CAS, které jsou pozménény v oblastech, kde se nachazi N-koncova
SH3 doména a C-koncova CCH doména, které hraji roli tzv. kotevnich domén. Varianty
proteinu CAS pak byly pouzity pro objasnéni ulohy kotevnich domén pro lokalizaci a

dynamiku ve fokélnich adhezich a pro schopnost bun¢k generovat trakéni sily.

Kli¢ova slova: CAS, SH3 doména, CCH doména, FAT doména, fokalni adheze,
lokalizace, dynamika



Abstract

Focal adhesions are cell structures that are formed between cell and the surrounding
environment. The cell receives through focal adhesions important information about the
chemical composition of the surrounding environment. In addition, focal adhesions are
crucial for the transmission of forces that are generated inside the cell and the forces
that affect the cell from the outside. CAS is the focal adhesion protein, which has been
shown to regulate the actin cytoskeleton and the ability of the cells to generate forces
needed for the surrounding environment deformation and cell migration. CAS is
additionally molecular mechanosensor which senses mechanical forces and convert
them into biochemical information, which is transmitted further into the cell.
Localization of CAS in focal adhesions is necessary for its functioning. For this work,
we have prepared a set of variants of CAS protein which was mutated in regions where
are situated the N-terminal SH3 domain and a C-terminal CCH domain, which play the
role of so-called anchoring domains. CAS protein variants were used to elucidate the
role of anchoring domains for the localization and dynamics of CAS in focal adhesions

and for the ability of the cells to generate traction forces.

Keywords: CAS, SH3 domain, CCH domain, FAT domain, focal adhesions,

localization, dynamics
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Seznam zKkratek

Abl

ARP2/3
BCAR1
BCAR3

CAS
CCM3

CCH
CiZz

DOCK180
ECM

EFS

eGFP

ER
ERK
FAK
FRAP

GCN4
GEFs

GIT1/2

HEF1
HEPL
JNK
LIM

Abelsonova tyrosinova kinaza (Abelson tyrosine-protein kinase)

aktin regula¢ni proteiny (Actin-related proteins 2/3)

lidsky homolog proteinu CAS (Breast cancer antiestrogen rezistence 1)
protein podporujici rezistenci bun¢k rakoviny prsu na antiestrogeny, ¢len
proteinové rodiny NSP (Breast cancer antiestrogen rezistence 3)

Substrat asociovany s Crk (Crk-associated substrate)

protein, u kterého byl nalezen motiv 4- helikalniho svazku (Cerebral
cavernous malformation)

C-koncova doména proteinu CAS (CAS family C-terminal homology)
protein interagujici s SH3 doménou protein CAS (CAS-interacting zinc
finger protein)

GEF protein (Dedicator of cytokinesis 180)

mezibunééna hmota (extracellular matrix)

¢len proteinové rodiny CAS (Embryonal Fyn associated substrate)
varianta zeleného fluorescen¢niho proteinu (enhanced Green fluorescent
protein)

Estrogenovy receptor (Estrogen receptor)

kinaza rodiny MAPK (Extracellular signal regulated kinase)

Kinaza fokalnich adhezi (Focal adhesion kinase)

metoda pro meéfeni dynamiky molekul (fluorescence recovery after
photobleaching)

protein obsahujici dimeriza¢ni motiv (General control protein 4)

faktory podilejici se na vymén€ GDP za GTP u malych GTP4az (Guanine
nucleotide exchange factors)

protein obsahujici motiv 4- helikalniho svazku (ARF GTPase activating
protein)

¢len proteinové rodiny CAS (Human enhancer of filamentation 1)

¢len proteinové rodiny CAS (HEF1-EFS-p130CAS-like protein)

kinaza rodiny MAPK (c-Jun N-terminal kinase)

strukturni doména proteint (Linl1, Isl-1, Mec-3)



MAPKSs

MEFs
MT1-MMP
NEDD9

NSP

PAGE
PAK
PCR
PI3K
PTP
SBD
SD
SDS
SFKs
SH2
SH3
SRD
TAM-R
TRIP6
WT

Mitogenem aktivované protein kindzy (Mitogen activated protein
Kinases)

mysi embryonalni fibroblasty (Mouse embryonic fibroblasts)

matrixova metaloprotedza (Membrane type 1 matrix metalloproteinase)
Clen proteinové rodiny CAS (Neural Precursor Cell Expressed,
Developmentally Downregulated 9)

rodina proteinti obsahujici SH2 doménu (Novel-SH2 domain containing
proteins)

polyakrylamidova gelova elektroforéza

Ser/Thr protein kinaza (p21-activated kinase)

polymerazova feté¢zcova reakce (polyamerase chain reaction)

lipidova kinaza (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase)
tyrozinova fosfataza (Protein tyrosine phosphatase)

Src-vazebna oblast proteinu CAS (Src-binding domain)

substratova doména proteinu CAS

sodium dodecyl sulfat

kinazy rodiny Src (Src family kinases)

doména homologni k druhé doméné kinazy Src (Src homology 2)
doména homologni k tfeti doméné kinazy Src (Src homology 3)

doména bohata na serinové zbytky proteinu CAS (serine rich domain)
bunécna linie rezistentni na tamoxifen (tamoxifen resistant cell line)

protein obsahujici doménu LIM (Thyroid receptor-interacting protein 6)

divoka varianta (wild type)
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1. Uvod

CAS byl ptivodné identifikovan jako protein hyperfosforylovany na tyrozinovych
zbytcich v bunikach transformovanych onkogeny v-src a v-crk (Matsuda et al., 1990;
Reynolds et al., 1989). Postupem c¢asu bylo objeveno, Zze CAS je jednim z hlavnich
proteinti fokalnich adhezi. Fokalni adheze jsou tvofeny integrinovymi receptory, které
zprostfedkovavaji kontakty mezi builkou a proteiny extracelularni matrix (ECM).
Fokalni adheze vSak nejsou pouhymi bunéénymi kotvami. Uvnitt fokalnich adhezi sidli
velké mnozstvi rozmanitych proteind, které umoziuji interakci mezi integriny a
aktinovym cytoskeletem, dale proteiny, které maji dilezitou wlohu v bunécéné
signalizaci (Obr. 1.1.). Fokalni adheze jsou tak dalezitym signalnim centrem, které
prenasi biochemické ale i fyzikdlni informace z okolniho prostiedi dale do bunky.
Umoznuji tak bunice adekvatné reagovat na své okoli.

Jakmile dojde k aktivaci integrint vazbou k ligandu, CAS se spolu s dal§imi proteiny
pfesouva z cytoplasmy do mista kontaktu a zde dochazi k jeho fosforylaci (Fonseca et
al., 2004). To je signal pro dalsi proteiny, které fosforylovana mista rozpoznavaji a vazi
se na né. Protein CAS, tak hraje roli proteinového leseni uvnitt fokalnich adhezi
(shrnuto v Cabodi et al., 2010; Defilippi et al., 2006; Geiger, 2006; Tikhmyanova et al.,
2010). CAS hraje také dulezitou ulohu v pfeméné mechanickych stimuld do
biochemickych signaltt v procesu tzv. mechanotransdukce, béhem které je rovnéz
fosforylovan (Sawada et al., 2006). Fosforylace proteinu CAS reguluje rizné buné&cné
procesy, jako je prichyceni buiky k podkladu, buné¢nou migraci a invazivitu a dale
proliferaci a pfezivani bunék (shrnuto v Cabodi et al., 2010; Tikhmyanova et al., 2010).
Lidsky homolog proteinu CAS, BCAR1 byl identifikovan jako jeden z proteind, které
jsou zodpovédné za rezistenci bunék rakoviny prsu k antiestrogenovym Ié¢ivim
(Brinkman et al., 2000).

Ptesun do fokalnich adhezi je nezbytnou podminkou pro to, aby CAS fungoval jako
signdlni uzel a sensor mechanického stresu. K tomu pfispivaji tzv. kotevni domény,
které¢ ukotvuji CAS do fokdlnich adhezi. Tato diplomova prace si klade za cil objasnit
vyznam kotevnich domén v lokalizaci, dynamice a mechanorecepci proteinu CAS
uvnitf fokalnich adhezi. Tato prace by tak meéla pfispét k rozsifeni znalosti, které

doposud o proteinu CAS mame.
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Obr. 1.1.: Tento obrazek znazornuje rozmanité proteinové slozeni fokalnich adhezi. Informace
pfenasena z okolniho prostiedi prostfednictvim integrinovych receptort je proteiny fokalnich
adhezi prevadéna dale do buiiky. Proteiny fokalnich adhezi tak umoziuji bunice snimat a
reagovat na okolni prostfedi. Ptiblizné uprostied obrazku je znazornén protein CAS v asociaci
s kindzami FAK a Src, které se podili na jeho fosforylaci v odpovédi na mechanicky stres.

Pievzato z webovych stranek www.sabiosciences.com.
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1.1. Rodina adaptorovych proteinti CAS

Rodina proteini CAS obsahuje celkem 4 ¢leny: CAS, HEF1, EFS a HEPL
(vysvétleni zkratek a alternativni nazvy viz Tabulka 1). VSechny tyto proteiny sdili
multidoménové uspoifadani, které je charakteristické pro adaptorové proteiny, které
funguji v bunce jako tzv. proteinova leSeni. Adaptorové proteiny zprostiedkovavaji
protein-proteinové interakce a davaji vznik multiproteinovym partikulim, které

umoziuji regulovat fadu signdlnich drah.

Rodina proteinii CAS

nejcasteji pouzivany nazev alternativni nazvy

BCAR1, breast cancer antiestrogen
CAS/p130CAS, Crk-associated substrate | resistance 1

HEF1, human enhancer of filamentation 1 | NEDD?9, neural precursor cell expressed
developmentally downregulated 9
CAS-L, CAS-related protein lymphocyte
type

SIN, Src-interacting / signal-integrating
EFS, embryonal Fyn-associated substrate | protein

CASS4, CAS scoffolding protein family
HEPL, HEF1-EFS-p130CAS-like protein | member 4

Tabulka 1: Nejcastéji uzivané a alternativni nazvy jednotlivych ¢lent proteini rodiny CAS.

Od N-konce se postupné nachazi SH3 doména, umoziujici vazbu proteini
S polyprolinovym motivem. SH3 doména byla také identifikovana jako jedna z domén,
kterd umoznuje proteinim rodiny CAS lokalizovat do fokalnich adhezi. Nasleduje
oblast bohata na prolinové zbytky a centralni substratova doména (SD), kterd obsahuje
tyrozinové YxxP motivy. Tyto motivy jsou fosforylovany béhem adheze bunck a pii
zvySeném mechanickém stresu (Nojima et al., 1995; Patch et al., 1995; Sawada et al.,
2006; Tamada et al., 2004). Jakmile jsou tyrozinové motivy nafosforylovany, slouzi
jako vazebné oblasti pro SH2 domény proteinti rodiny Crk (Klemke et al., 1998). Za
substratovou doménou se nachazi doména bohata na serinové zbytky (SRD). C-konec
proteinti rodiny CAS se pak da rozd¢lit na dvé ¢asti: Src vazebnou oblast (SBD) a CCH
doménu. SBD se sklada ze dvou motivli, prolinového (RPLPSPP) a tyrozinového

(YDYVHL), které vazi kinazy rodiny Src (SFKs) prostfednictvim jejich SH3 a SH2

13



domén. Na uplném C-konci lezici CCH doména byla nedavno identifikovéna jako
kotevni doména, ktera se spolu s SH3 doménou podili na lokalizaci proteini CAS do
fokalnich adhezi (Donato et al., 2010). Grafické znazornéni na Obr. 1.2. piehledné

predstavuje doménové uspoiadani proteinu CAS.

Pro 639 SBD
74-87 R% LsprP.. Y% pyy

8 62 119 420 426 618 733 874

NH2- ||ISH3 SD SER CCH -COOH

Obr. 1.2.: Rozlozeni funk¢nich oblasti proteint CAS. Od N-konce se postupné nachazi SH3
doména, usek bohaty na prolinové zbytky (Pro), substratova doména SD, doména bohatd na

serinové zbytky (SER), Src vazebna oblast (SBD) a CCH doména. Pievzato z (Donato, 2010).

I ptes spolecné doménové uspofddani a vysokou strukturni homologii se proteiny
rodiny CAS 1isi v tkanové distribuci a S tim souvisi i tloha jednotlivych proteint rodiny
CAS, ktera je popsana nize. Velikosti proteini rodiny CAS u c¢lovéka se pohybuji
v rozmezi 561 aminokyselin v pfipadé EFS az 870 aminokyselin v piipadé CAS.
Charakteristickym rysem téchto proteini je sniZend mobilita pfi SDS PAGE
odpovidajici vy$§im nez teoretickym hodnotam molekulové hmotnosti. To je zptisobeno
zvySenou fosforylaci téchto proteinti v bunce. Fosforylace hraje dualezitou ulohu
v regulaci samotnych proteini rodiny CAS a zaroven jejich adaptorovych vlastnosti.
Blize je pak fosforylace proteinu CAS popsana v podkapitolach 1.2.2. a 1.2.3.

V dalsi podkapitole je kratce popsana charakteristika jednotlivych proteind rodiny
CAS. Samotny protein CAS, na ktery je tato diplomova prace zamétena, je detailnéji

popsén v ramci celé prace.
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1.1.1. EFS

Protein EFS byl poprvé identifikovan v mysich embryondlnich bunikach jako protein
se sekvenéni a strukturni homologii k proteinu CAS, ktery interaguje s kinazami Fyn a
Yes z kinazové rodiny Src (Ishino et al., 1995). O rok pozdéji byl tento protein popsan
jako interakéni partner kinazy Src, od toho jeho sekundarni nazev Src-interacting
protein (Alexandropoulos and Baltimore, 1996). EFS je exprimovan v mozku, plicich,
brzliku, T-lymfocytech a dale i v sarkomovych bunéénych liniich a butnikach rakoviny
plic (Alexandropoulos and Regelmann, 2009; Singh et al., 2008). Nepiitomnost EFS
vede K abnormalitim imunitniho systému. U mysi byla sledovana hyperaktivita T-
lymfocytt, kterd vede ke zvySené produkci cytokini a protilatek. Ta je spojena se
vznikem chronickych zanéth stfevni vystelky, které jsou pozorovany v souvislosti

s Crohnovou nemoci (Donlin et al., 2005).

1.1.2. HEF1

Dalsi ¢len rodiny CAS byl objeven v roce 1996 béhem hledani lidskych geni, které
podporuji vlaknity rust u kvasinek (Law et al., 1996). Diky tomu dostal nazev HEF1
tedy Human Enhancer of Filamentation 1. TentyZ protein byl identifikovan ve stejném
roce jako protein hyperfosforylovany na tyrozinovych zbytcich po stimulaci
integrinovych receptorit v T-lymfocytech, od toho nazev CAS-L, tedy lymfocytarni typ
(Minegishi et al., 1996). Oficialni nazev genu, ze kterého se exprimuje tento protein je
pak NEDD?9. Tento nazev byl odvozen od genu, které jsou exprimovany vyluéné béhem
embryonalniho stadia v mySim mozku a postupem casu se zjistilo, Ze jeden z téchto
gend je ortologni k MRNA HEF1/CAS-L (Kumar et al., 1992). Nazev NEDD9 je pak
zkratkou od Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Downregulated 9.

Protein HEF1 je rozSifen zejména v plicich a ledvinach a dale pak v tkanich, které
jsou bohaté na lymfoidni prekurzory (Law et al., 1996; Minegishi et al., 1996). HEF1 je
také Casto exprimovan v bunécnych liniich odvozenych od nadort epitelialni tkané a
V bunécnych liniich lymfomi a glioblastomil. ZvySena exprese HEF1 je pak spojena se
zvySenim invazivniho potencidlu bunck rakoviny prsu, melanomu ale i jinych typt

nadoru (shrnuto v O'Neill et al., 2007; Singh et al., 2007).
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1.1.3. HEPL

V roce 2008 byl identifikovan zatim posledni ¢len proteinové rodiny CAS, HEPL
(Singh et al., 2008). Jeho tkanova distribuce je spojena s plicemi a slezinou a vysoka
hladina HEPL mRNA byla pozorovéana v leukemickych bunkach. HEPL je jedinym
z proteinid rodiny CAS ktery postrada Src-vazebnou oblast. Navzdory tomu je i HEPL
fosforylovan na Tyr v substratové doméné (Singh et al.,, 2008). Tomu nejspise
napomaha FAK-zprostiedkovana Src fosforylace (Ruest et al., 2001). U proteinu HEPL
také nebyla dosud popsana interakce s proteiny rodiny NSP (blize popsano
v podkapitole 1.2.5.1.), kterd mlze byt zapfi¢inéna, v ramci rodiny CAS, odlisnou

aminokyselinovou sekvenci CCH domény (Mace et al., 2011).

1.2. Struktura proteinu CAS, interakéni partneri a signalizace

1.2.1. SH3 doména

SH3 doména proteinu CAS je sloZena z péti antiparalelnich pB-fetézci (B1-B5), které
jsou spojené smyckami a usporadané do dvou na sebe kolmych B-listd (Wisniewska et
al., 2005). B-listy jsou slozeny ze tii B-fetézct, ptiCemz P2-fetézec se rozdilnymi Castmi
podili na stavb& obou B-listii. Jeden z B-listd je tvofen fetézci B2, B1 a BS, druhy pak
fetézci P2, B3 a p4 (viz Obr. 1.3.). Retézce 1 a B2 jsou spojeny RT smyckou (nézev od
aminokyselinovych zbytkd Argipa Thrys nalezenych u SH3 domény kinazy Src), kde se
nachazi nejvice konzervované aminokyselinové zbytky v ramci rodiny SH3 domén, jsou
to Tyrip (odpovida Tyri; mysi varianty proteinu CAS) a Glug. Oba z téchto
aminokyselinovych zbytkli se podili na interakci SH3 domény s ligandem, kterym je
peptid bohaty na prolinové zbytky (Wisniewska et al., 2005). Fosfoproteomicka analyza
pak odhalila konzervovany Tyri, jako misto fosforylace uvniti SH3 domény (Luo et al.,
2008). Nedavna prace navic ukazala, ze fosforylace Tyri» vyznamné ovliviiuje vazebné
schopnosti SH3 domény proteinu CAS (Janostiak et al., 2011). Zaména Tyr za
fosfomimikujici Glu zabranila navazani SH3 vazebnych partneri — fosfatazy PEST,
kinazy FAK a vinculinu (Janostiak et al., 2014a; Janostiak et al., 2011). Zaména Tyr za

nefosforylovatelny Phe pak vazebnou schopnost SH3 domény nezménila. Déle bylo
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popsano, ze fosforylace Tyrio uvnitt SH3 domény reguluje lokalizaci proteinu CAS

uvnitf buriky a méni migraéni a invazivni potencial bunék (Janostiak et al., 2011).

RT loop

n-src loop

Obr. 1.3.: Strukturni zobrazeni SH3 domény proteinu CAS. Jadro SH3 domény je tvotené
dvéma na sebe kolmymi B-listy. Oba B-listy jsou tvofeny tfemi B-fetézci, pfiCemz P2-fetézec se
riznymi ¢astmi podili na stavbé obou B-listd. Na obrazku je také znazornéna RT smycka (RT
loop), ktera obsahuje nejvice konzervované aminokyselinové zbytky vramci rodiny SH3

domén. Prevzato z (Wisniewska et al., 2005).

SH3 doména zprostiedkovava interakci proteinu CAS s nejriznéjSimi proteiny. Mezi
nejvyznamngéj$i patii kinazy FAK (Polte and Hanks, 1995) a Pyk2 (Astier et al., 1997),
GEF faktor C3G (Kirsch et al., 1998), fosfatazy PEST (Garton et al., 1996) a 1B (Liu et
al., 1996), transkripéni faktor CIZ (Nakamoto et al., 2000) a nedavno identifikovana
interakce s adaptorovym proteinem vinculinem (Janostiak et al., 2014a).

Asociace s kinazou FAK je dulezita pro regulaci fosforylace SD domény, ktera je
kriticka pro signalizaci proteinu CAS. Fosforylace SD domény je spojena mimo jiné se
zvySenou migraci bunék a invazivitou (Brabek et al., 2005; Janostiak et al., 2011;
Meenderink et al., 2010). Z tohoto divodu je regulace fosforylace SD domény velmi
dalezitad. Kinaza FAK se vSak na fosforylaci SD domény podili nepfimym zplsobem.
Fosforyluje tyrozinovy motiv uvnitt SBD a tim rekrutuje SFKs, které pak fosforyluji SD
doménu (Calalb et al., 1995; Polte and Hanks, 1995; Tachibana et al., 1997). Krom¢
toho je kindza FAK schopna pfimé interakce s kindzami Src a hraje tak roli prostfednika

mezi CAS a Src (Ruest et al., 2001). Delece SH3 domény navic zeslabuje fosforylaci
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SD domény proteinu CAS, rusi lokalizaci CAS do fokalnich adhezi a snizuje migracni
aktivitu bunék (Donato et al., 2010; Fonseca et al., 2004).

Interakce s tyrozinovymi fosfatizami PEST a 1B jsou dulezité v regulaci tyrozinové
fosforylace SD domény. Tato regulace je blize popsana v podkapitole 1.2.2.1. Interakce
s GEF faktorem C3G je pak popsana v podkapitole 1.2.2.

Protein CIZ byl identifikovan jako dalsi interak¢ni partner SH3 domény proteinu
CAS (Nakamoto et al., 2000). CIZ je kyvadlovy protein, ktery se vyskytuje stiidavé
VvV jadfe a cytoplazmé. Prostfednictvim motivu zinkového prstu interaguje s DNA a
reguluje expresi cilovych genli. Mezi geny, jejichz expresi CIZ reguluje, patii matrixové
metaloproteazy (MMPs), které se podili na degradaci ECM (Nakamoto et al., 2000).
Interakce mezi CIZ a SH3 doménou proteinu CAS byla identifikovana v krysich
bunkach, pozdé&ji se vsak ukazalo, ze lidsky homolog CIZ neni schopen piimé interakce
s SH3 doménou CAS (Janssen and Marynen, 2006). Studie, ktera tuto interakci
vyvratila, v§ak navrhuje prostfednika mezi CIZ a CAS. Adaptorovy protein zyxin, ktery
je schopen interagovat s obéma proteiny, CIZ a CAS, pravdépodobné propojuje tyto
proteiny. Asociace mezi proteiny CIZ a CAS vsak neni jediny zptisob jakym CAS
ovlivituje degradaci ECM. V posledni dobé bylo také ukazano, ze fokalni adheze by
mohly hrat aktivni roli v degradaci ECM (Wang and McNiven, 2012). V této
kontroverzni praci autofi ukazali tvorbu komplexu CAS/FAK/MT1-MMP a predikovali
jeho vyznam pro degradaci ECM lokalizovanou do fokalnich adhezi.

Nedavno byl identifikovan prozatim posledni interakéni partner SH3 domény
proteinu CAS, vinculin (Janostiak et al., 2014a). Interakce mezi témito proteiny je
dilezita pro lokalizaci proteinu CAS do fokalnich adhezi dale pro dynamiku fokalnich
adhezi a pro generaci bunéénych trakénich sil. Interakce s vinculinem je déle dilezita

pro zachovani mechanosensorickych vlastnosti proteinu CAS (Janostiak et al., 2014a).

1.2.2. Substratova doména (SD) a tyrozinova fosforylace

Charakteristickym znakem rozlehlé centrdlni SD domény proteinu CAS je vyskyt
celkem 15 tyrozinovych YxxP motivi (Sakai et al., 1994). Ty jsou fosforylovany
kindzami Src a poskytuji vazebné misto pro SH2 doménu proteinti rodiny Crk a Nck

(Harte et al., 1996; Nakamoto et al., 1996; Sakai et al., 1994; Sakai et al., 1997,
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Schlaepfer et al., 1997). PtestoZze oba proteiny asociuji s SD doménou proteinu CAS,
jejich piesna vazebnd mista se 1isi. Bylo dokumentovano, ze Nck interaguje s prvnimi 6
tyrozinovymi motivy (Schlaepfer et al., 1997). Poslednich 10 tyrozinovych motivi pak
bylo oznafeno jako vazebné misto pro proteiny Crk (Shin et al., 2004). Mezi
prichyceni bun¢k k podkladu a zvySeny mechanicky stres.

Tyrozinova fosforylace SD domény a asociace mezi proteiny CAS a Crk je spojena
zejména se zvySenou bunécnou motilitou, invazivitou a protekci bunék pred apoptézou
(Brabek et al., 2004; Brabek et al., 2005; Cho and Klemke, 2000; Chodniewicz and
Klemke, 2004; Kain and Klemke, 2001; Klemke et al., 1998; Shin et al., 2004). Je
znamé, ze proteiny rodiny Crk jsou schopné interagovat prostiednictvim své SH3
domény s tadou proteinti, které podporuji vySe zminéné bunécné procesy. Mezi
nejdulezitéjsi patii GEF faktory C3G (Gotoh et al., 1995), DOCK 180 (Kiyokawa et al.,
1998a) a kinaza JNK (Dolfi et al., 1998).

C3G je schopen interagovat s SH3 doménou proteinu Crk (Gotoh et al., 1995), ale i
s SH3 doménou proteinu CAS (Kirsch et al., 1998). GEF aktivita proteinu C3G je ve
vztahu se zvySenou aktivitou GTPazy Rapl (Gotoh et al., 1995). Mechanické nataZzeni
tzv. tritonového cytoskeletu (pfipraven casteCnou solubilizaci adherovanych bunék
tritonem TX-100) ma za nasledek iniciaci tvorby komplexu Crk/C3G/Rapl, které
piedchazi fosforylace proteinu CAS (Tamada et al., 2004). Ve sméru signalizace Rap1
se nachazi mimo jiné 1 MAPK p38, jejiz aktivita je regulovdna pravé GTPazou Rapl
v zavislosti na buné¢ném natazeni (Sawada et al., 2001).

Dalsi dulezita GTPaza, ktera je aktivovana tvorbou komplexu CAS/Crk je Racl. K
hlavnim regulatorim aktivity Racl patii GEF faktor DOCK180. DOCK 180, podobné
jako C3G, interaguje s SH3 doménou Crk a dale se podili na aktivaci Racl (Kiyokawa
et al., 1998a; Kiyokawa et al., 1998b). GTPaza Racl hraje dulezitou roli zejména
v protazeni lamellipodia, které zahajuje proces bunééné migrace (Ridley, 2001). Béhem
podili pravé GTPaza Racl. Racl se ucastni na polymerizaci aktinového cytoskeletu
hned nékolika zplsoby: aktivuje aktin-nukleacni faktory ARP2/3 a forminy. Dale pak
prostfednictvim aktivace kindzy PAK reguluje kindzu LIM, ktera fosforyluje a

inaktivuje hlavni aktin-depolymeriza¢ni faktor, cofilin (Heasman and Ridley, 2008).
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Kromé toho fosforylace proteinu CAS vede k aktivaci GTPazy Racl, zesileni procesu
membranového vinéni (membrane ruffling) a tvorbé lamellipodia (Sharma and Mayer,
2008).

Tvorba komplexu CAS/Crk/DOCK180/Racl hraje také dilezitou roli v aktivaci
kinazy JNK (Dolfi et al., 1998; Girardin and Yaniv, 2001). Kinaza JNK je spolu
s kinazami p38 a ERK ¢len MAPK rodiny a jeji aktivace je jiz dlouhou dobu spojena
s GTPazami Rho (Coso et al., 1995). Komplex CAS/Crk poskytuje proteinové leSeni, na
které se vaze GEF faktor GTPazy Racl, DOCKI180. Racl je pak aktivatorem JNK
signalni drahy. Zajimavosti je, Ze JNK je schopna interagovat ptimo s Crk (Girardin and
Yaniv, 2001). K aktivaci této kinazy tak mize dochazet v ramci komplexu CAS/Crk.

1.2.2.1. Regulace asociace proteinii CAS a Crk

Hlavnimi proteiny, které reguluji asociaci CAS a Crk jsou kinazy a fosfatazy, které
se podili na tvorbé ¢i rozruSeni vazebnych mist pro SH2 domény proteind Crk.
Schopnost regulovat signalni drahy vedouci od CAS/Crk ma pak 1 samotny protein Crk.
Ten je exprimovan z genu Crk, jehoz alternativnim sestfihem vznikaji dva produkty,
Crkl a Crkll. Crkl obsahuje N-koncovou SH2 doménu a jednu SH3 doménu. Crkl
oproti CrkII postrada C-koncovy tusek, ktery obsahuje i druhou SH3 doménu (Matsuda
et al., 1992). Mezi N-koncovou a C-koncovou SH3 doménou CrkII se nachazi kratka
aminokyselinova sekvence nazvana jako ISC (Inter SH3 Core). ISC je schopna tvofit
intramolekularni interakce s SH2 a SH3 doménou a tim branit jejich vazebnym
schopnostem a oslabovat interakci s SD doménou proteinu CAS (Kobashigawa et al.,
2007). CrkII také na rozdil od CrkI obsahuje Tyrypi, ktery je dulezitou regulaéni
soucasti CrklI.

Tvorba komplexu CAS/Crk je zavisla na fosforylaci tyrozinovych motivii uvniti SD
domény proteinu CAS. Jako hlavni kiniza, kterd tyto motivy fosforyluje byla
identifikovana kinaza Src (Vuori et al., 1996). Dalsi kinaza, ktera interaguje s proteinem
CAS je FAK. Ta se vSak podili na fosforylaci SD domény jinym zpisobem. FAK
fosforyluje YDYVHL motiv, ktery je soucasti Src-vazebné oblasti proteinu CAS a tim
vytvaii vazebné misto pro SH2 doménu kinazy Src (Calalb et al., 1995; Polte and
Hanks, 1995; Tachibana et al., 1997). Piestoze je FAK kinaza, ma i dilezitou ulohu
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jako adaptorovd molekula. FAK je schopna interagovat s kindzami Src a zéaroven
interaguje s SH3 doménou proteinu CAS. Kinaza FAK je tak schopna vytvofit mistek
mezi proteiny CAS a Src a tak regulovat Src-zprostiedkovanou fosforylaci CAS (Ruest
etal., 2001).

Dalsi kinazou, ktera se podili na regulaci tvorby komplexu CAS/Crk je Abl. Na
rozdil od FAK a Src, kindaza Abl brani vytvoieni komplexu CAS/Crk (Feller et al.,
1994). V této regulaci se uplatiiuje regulaéni Tyrya proteinu Crkll. Tyry; je
fosforylovany pravé kinazou Abl, coz ma za nasledek vytvofeni intramolekuldrniho
mustku mezi SH2 doménou a fosforylovanym Tyryz; V ramei CrkII (Feller et al., 1994).
SH2 doména proteinu CrklIl tak neni schopna interakce s tyrozinovymi motivy SD
domény proteinu CAS.

Fosfatazy, které se ucastni regulace tvorby komplexu CAS/Crk jsou PEST a 1B. Ob¢é
fosfatazy interaguji s SH3 doménou proteinu CAS a podili se na defosforylaci
tyrozinovych zbytkd (Garton et al., 1996; Liu et al., 1996). Fosfataza 1B je dale
schopna interagovat s SH3 doménou CrklII a defosforylovat regulacni Tyr,2; (Takino et
al., 2003). Timto zptisobem fosfatdza 1B napomaha vazbé mezi CrklIl a CAS.

1.2.2.2. CAS jako bunéény mechanosensor

QUIESCENT MECHANICAL STRETCH

\ T = @ infegrin
g - = f integrin
== ralin
=3 vinculin
 actin
= a-actinin
== Src
=== pl30Cas
o= 1K

s

Mechanical signal transduction

Obr. 1.4.: Pfedstava jakym zptisobem funguje CAS jako molekularni mechanosensor. CAS je
svymi kotevnimi doménami ukotven ve fokalnich adhezich. V klidovém stavu (svétle modré

pozadi) jsou tyrozinové motivy SD domény Spatné piistupné fosforylaci. Po aplikaci
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mechanického stimulu (svétle rizové pozadi) je SD doména protazena a fosforylovana kinazami
Src. Po delsim casovém useku je dale fosforylovan Tyry, uvnitt SH3 domény, coz vede ke
snizeni pnuti a postupné defosforylaci SD domény a vylouceni proteinu CAS z fokalnich

adhezi. Pfevzato z (Janostiak et al., 2014b)

Jiz dlouhou dobu je znamé, ze jakmile dojde k pfichyceni buiiky k podkladu a
vytvofeni adhezivnich kontaktl mezi bunikou a proteiny extracelularni matrix, dochazi
K tyrozinové fosforylaci proteinu CAS (Nojima et al., 1995; Patch et al., 1995).
K tyrozinové fosforylaci pak dochéazi pievazné v mistech bunéénych kontaktii, ve
fokalnich adhezich (Fonseca et al., 2004). Dalsim dualezitym faktorem, ktery pfispiva
k tyrozinové fosforylaci proteinu CAS je zvySeny mechanicky stres. Protein CAS byl
v roce 2006 identifikovan jako hlavni molekularni sensor mechanického stresu (Sawada
GTPazy Rapl a kinazy p38 a dale pfispiva k tyrozinové fosforylaci proteinu CAS
(Sawada et al., 2001; Tamada et al., 2004). Nicméné az dtkladna prace s SD doménou
proteinu CAS potvrdila, Ze pravé CAS je schopen snimat mechanicky stres v podobé
rozvolnéni své SD domény, ¢imZ zpfistupniuje tyrozinové motivy k fosforylaci kinazami
SFKs (Sawada et al., 2006). Nedavna prace pak popisuje dynamiku tyrozinové
fosforylace SD domény po aplikaci mechanického stimulu. Vrchol fosforylace nastava
jiz po 15 min po protazeni bun¢k, poté uroven fosforylace postupné klesa (Janostiak et
al., 2014a). Tento trend je opacny v piipadé fosforylace Tyrio, ktery rusi vazebnou
schopnost SH3 domény proteinu CAS (Janostiak et al., 2014a; Janostiak et al., 2011).
Obr. 1.4. popisuje interakci proteinu CAS s adaptorovym proteinem vinculinem.
Interakce mezi témito proteiny se zda byt pro fosforylaci SD domény béhem protazeni
bunék velmi dilezita (Janostiak et al., 2014a).

Autofi prace, kterd odhalila roli CAS jako proteinového mechanosensoru navrhuji,
ze kompaktni struktura SD domény ukryva tyrozinové motivy a ty jsou tak chranény
pied fosforylaci. Poté co je SD doména protazena, tyrozinové motivy se odhali a jsou se
zvySenou ucinnosti fosforylovany (Sawada et al., 2006). Tento model je vSak v rozporu
s nejnoveéjSimi vysledky, které ukédzaly, Ze SD doména proteinu CAS je vnitiné
neuspotadand a tedy nezaujima Zadnou stabilni konformaci, kterd by branila fosforylaci

(Hotta et al., 2014; Lu et al., 2013).
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Obr. 1.5.: Aminokyselinova sekvence SD domény proteinu CAS. Tyrozinové YxxP motivy
jsou oznaceny zelenym pruhem, pismeno P ve Zlutém kruhu oznacuje tyrozinové zbytky, které
mohou byt fosforylované. Cerné oznadené aminokyselinové zbytky zna&i Giseky, které maji
nejmensi sklon byt strukturné neusporadané, naopak zbytky které jsou oznaceny fialove,
oranzové a ¢ervené maji rostouci sklon k neusporadanosti. Useky, které jsou oznageny riizovym
ohnutym pruhem ve tvaru Q pak oznacuji useky, u kterych bylo predikovano zaujmout p-otocky
a narusit tim PPII helix. Prevzato z (Hotta et al., 2014).

SD doména proteinu CAS obsahuje velké mnoZstvi prolinovych zbytkl: u mysi je to
61 2306 a u krysy pak 64 z 306 aminokyselinovych zbytkid. Pocitatova analyza
naznacila, ze SD doména postrada typickou strukturu a-helixu ¢i p-listu, zato obsahuje
pasaze, které zaujimaji strukturu levotocivého polyprolinového helixu druhého typu
(PPII) a to v ramci celé délky SD domény. Kromé toho SD doména obsahuje useky,
které maji sklon tvofit kratké B-otocky (viz Obr. 1.5.). Tyto kratké tseky obklopuji
tyrozinové motivy a pravdépodobné narusuji strukturu PPII helixu a moznost vytvaret
regulérni sekundéarni strukturu (Hotta et al., 2014). Tato strukturni neuspotadanost by
vSak neméla branit kindzdm, aby byly schopné fosforylovat tyrozinové motivy. Proto
autofi pfisli s hypotézou, Ze mezi SD doménou a kindzami Src musi byt zdbrana, ktera
zamezuje interakci. Autofi navrhuji, ze SD doména by mohla byt blokovana LIM
proteiny zyxinem a TRIP6, jejichz LIM domény jsou schopné vazat SD doménu
Vv neprotazeném stavu (Yi et al., 2002). Tento model podporuje fakt, ze zyxin je dal$im
z proteind, které jsou schopné reagovat na mechanicky stres. Mechanicky stres
zpusobuje pfesun zyxinu z fokdlnich adhezi smérem do cytoplasmy a jadra, kde se

podili na reorganizaci aktinového cytoskeletu a regulaci genové exprese (Cattaruzza et
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al., 2004; Yoshigi et al., 2005). Analyza LIM domén navic odhalila jejich schopnost
interagovat s peptidy v konformaci PPIl helixu. V klidovém stadiu by tak mohlo
dochézet k vazb¢ mezi PPII motivy SD domény a LIM doménami. Proteiny obsahujici
LIM domény navic Casto obsahuji 2 ¢i 3 LIM domény za sebou, mohlo by tedy
dochazet k interakci v pravidelné se opakujicich odstupech. Po aplikaci mechanického
stimulu a protazeni SD domény by pak doSlo k naruseni PPII helixu a pteméné do
struktury B-otocky, uvolnéni LIM domén, odhaleni tyrozinovych motivii kindzam Src a
nasledné fosforylaci jak naznacuje Obr. 1.6. (Hotta et al., 2014). Zatim se vSak jedna
pouze o hypoteticky model, ktery postrada jakékoliv experimentalni podklady.

Otazkou byla také velikost sily, ktera je potfebna k protazeni SD domény proteinu
CAS. Ob¢ prace, které se zabyvaly studii SD domény, navrhuji, ze sta¢i sila 5 pN
k tomu aby doslo k protazeni SD domény (Hotta et al., 2014; Lu et al., 2013). Tato sila
je také potiebna k preruseni vodikového mistku, coz by mohlo pomoci k naruSeni

vazby mezi SD doménou a LIM proteiny.
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Obr. 1.6.: Ukazka vazby mezi dvojici LIM domén (zelené a fialové) a SD doménou (zluté,
strukturalizované useky Cervené). Vlnita cervena Cara znaci PPII helix, cervena Sipka B-otocku.
Vodikové vazby jsou naznaceny modrou prerusovanou &arou. Sedivé Sipky pak oznaGuje smér
mechanického protazeni. Aplikace mechanického stresu prodluzuje peptidovy usek a narusuje
PPII helix, ktery méni do struktury PB-otocky, to vede knaruseni interakce kvuli ztraté

vodikovych mustku a uvolnéni LIM domén od SD domény. Prevzato z (Hotta et al., 2014).

K fosforylaci SD domény proteinu CAS dochdzi v mistech fokalnich adhezi
(Fonseca et al., 2004). V téchto mistech dochazi k pfenaseni sil, které jsou vytvafeny

bunécnym cytoskeletem smérem na ECM (Chen, 2008). Timto zpusobem buiky
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generuji tzv. trak¢ni sily na substrat, ke kterému adheruji. Na zakladé toho se o¢ekavalo,
ze na mechanickém stresu zavisla fosforylace SD domény proteinu CAS, bude souviset
s kontraktilitou aktinového cytoskeletu, na niz se podili motorova aktivita myosinl
(Tamada et al., 2004). V bunkach, ve kterych byl inhibovan myosinll blebbistatinem
vSak nedochéazelo ke sniZeni tyrozinové fosforylace proteinu CAS. Naopak ptidani
inhibitori aktinové polymerizace cytochalasinu D ¢i latrunculinu B vyznamné snizilo
tyrozinovou fosforylaci (Hotta et al., 2014). Tyto vysledky naznacuji, ze pro fosforylaci
SD domény proteinu CAS je dilezita aktinovd polymerizace a nikoliv aktomyosinova
kontrakce. Nicméné tato studie nezahrnuje vliv inhibitorti na fosforylaci SD domény
proteinu CAS béhem natazeni bun¢k, pii které by mohlo dojit ke zméné fosforyla¢niho

profilu.

1.2.3. Doména bohata na serinové zbytky (SRD) a serinova fosforylace

Mezi centralni SD doménou a C-koncovym uUsekem se nachédzi oblast bohatd na
seriny. NMR analyza odhalila, ze SRD se skladd do struktury 4-helikélniho svazku,
podobného FAT doméné kinazy FAK (Briknarova et al., 2005).

CAS byl pivodné identifikovan jako protein, ktery je hyperfosforylovany na
tyrozinovych zbytcich v buikach transformovanych onkogeny v-src a v-crk (Matsuda et
al.,, 1990; Reynolds et al., 1989). Role fosforylace na tyrozinovych zbytcich
v signalizaci proteinu CAS je popsana v podkapitole 1.2.2., postupem casu vSak byla
také diskutovana role fosforylace na serinovych zbytcich.

ZvySend hladina fosforylace na serinech, kterd je doprovazena defosforylaci
tyrosint, byla pozorovana béhem mitézy (Yamakita et al., 1999). Tento jev je spolecny
pro proteiny fokalnich adhezi FAK, paxillin a CAS a je dulezity pro naruseni
integrinové signalizace v pribéhu mitdézy. Nasleduje navrat na pavodni hladinu
tyrozinové fosforylace, ktery byl pozorovan na konci mitdzy. Fosforylované seriny,
které jsou soucasti SRD vytvaii vazebny motiv pro interakci proteinu CAS spolu se 14-
3-3C (Garcia-Guzman et al., 1999). Tato interakce byla pak zesilena béhem procesu
pfichyceni bun¢k na fibronektin. CAS a 14-3-3 spolu také kolokalizuji v lamellipodiich
u casné piisedlych buné€k. Slaba kolokalizace CAS se 14-3-3 je pak také patrna ve
fokalnich adhezich (Garcia-Guzman et al., 1999).

25



Dalsi experimenty zabyvajici se fosforylaci proteinu CAS ukazaly, ze bazalni
hladina fosforylace tohoto proteinu u bunéénych linii rakoviny prsu je zavisla na trovni
exprese proteinu BCAR3 (Makkinje et al., 2009; Wallez et al., 2014). Vyssi exprese
proteinu BCAR3 koreluje se zesilenou fosforylaci CAS, coz prokéazal vyskyt pomaleji
migrujici formy tohoto proteinu v polyakrylamidovém gelu. Pomoci hmotnostni
spektrometrie pak bylo prokdzano, ze tato forma obsahuje zvySenou hladinu
fosforylovanych serinti. Jako hlavni fosforyla¢ni mista byly identifikovany seriny
ptitomné v SRD, déle Ser139 v SD a Ser639, ktery je soucasti motivu RPLPSPP, ktery
je rozpoznavan SH3 doménou kindzy Src (Makkinje et al., 2009). Nejnovéjsi studie
naznacuje, ze interakce mezi BCAR3 a CAS je zcela zasadni pro serinovou fosforylaci
proteinu CAS (Wallez et al., 2014). Nicmén¢ kinaza, ktera fosforyluje serinové zbytky

proteinu CAS neni stale znama.

1.2.4. Src vazebna oblast (SBD)

Src vazebna oblast dostala sviij nazev podle toho, ze se zde nachazi vazebné misto
pro SFKs: Src, Fyn, Lyn, Yes, Lck a Hck (Manie et al., 1997; Nakamoto et al., 1996).
Tato oblast se d4 rozdélit do dvou motivii: prolinového (RPLPSPP) a tyrozinového
(YDYVHL). Prolinovy motiv je rozeznavdn SH3 doménou SFKs, fosforylovany
tyrozinovy motiv pak SH2 doménou (Burnham et al., 2000; Nakamoto et al., 1996;
Sakai et al., 1994). Na fosforylaci tyrozinového motivu se podili kinaza FAK, ktera tak
zprostiredkovava interakci mezi CAS a SFKs (Calalb et al., 1995; Polte and Hanks,
1995; Tachibana et al., 1997).

Béhem bunécéné adheze dochézi k serinové fosforylaci uvnitt prolinového motivu,
ktera je stimulovana interakci s BCAR3 (Makkinje et al., 2009; Makkinje et al., 2012;
Wallez et al., 2014). Tato fosforylace nicméné nema zadny vliv na interakci mezi SFKs
a SBD.

Krom¢ interakce s SFKs jsou zndmé i dal§i proteiny, které interaguji s SBD:
Nephrocystin (Donaldson et al., 2000) a PI3K (Li et al., 2000). Zajimavé, Ze kromé
interakce s Nephrocystinem, byla pozorovana i lokalizace proteinu CAS do kontaktt
burika-buiika v ledvinovych epitelialnich bunikach (Donaldson et al., 2000).
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1.2.5. CCH doména

Na uplném C-konci proteinu CAS se nachazi CCH doména (CAS family C-terminal
homology). Piestoze jde o vysoce konzervovanou oblast proteini rodiny CAS, tloha
CCH domény neni prozatim zcela znama. V roce 1999 bylo predikovéno, ze v C-
koncové oblasti se nachazi helix-loop-helix motiv, ktery se podoba helixiim 2 a 3 FAT
domény kinazy FAK (Arold et al., 2002; Law et al., 1999). Kromé toho byla u C-
koncové oblasti proteinu HEF1 prokdzédna schopnost homodimerizovat a dale
heterodimerizovat s proteinem CAS (Law et al., 1999). C-koncova oblast ma podobné
jako FAT doména v ptipadé kindzy FAK tlohu v cileni proteinti rodiny CAS do
fokalnich adhezi (Donato et al., 2010; Harte et al., 2000; Nakamoto et al., 1997). CCH
doména samotna, tj. vV nepfitomnosti N-koncové SH3 domény, vSak neni schopna cilit

protein CAS do fokalnich adhezi (Donato et al., 2010).

p130Cas

Obr. 1.7.: Krystalova struktura komplexu CCH domény proteinu CAS a GEF domény proteinu
NSP3. Pfevzato a upraveno z (Mace et al., 2011).

27



Struktura CCH domény byla po dlouhou dobu nezndma. Starsi prace predikovaly, ze
se v C-koncové oblasti nachazi helix-loop-helix motiv, ktery hraje tlohu v dimerizaci
mezi proteiny rodiny CAS (Law et al., 1999). Dalsi prace naznacuje sekvencni
homologii C-koncové oblasti proteinti rodiny CAS a FAT doménou kinazy FAK (Arold
et al., 2002). Nicméné az strukturni studie komplexu ¢lent rodiny NSP a CAS odhalily
strukturu CCH domény (Garron et al., 2009; Mace et al., 2011). CCH doména je
podobn¢ jako FAT doména kindzy FAK schopna zaujmout strukturu 4- helikalniho
svazku. Krystalova struktura komplexu CAS-NSP3 pak odhalila tésnou interakci mezi
povrchy obou proteini, kterd je podpofena uzavienou konformaci GEF domény
proteinti rodiny NSP (viz Obr. 1.7.). Uzaviena konformace GEF domény tedy rusi
katalytickou aktivitu, ale naopak umoznuje interakci s proteiny rodiny CAS a vytvari
tak platformu pro tvorbu rozmanitych komplexti mezi témito rodinami proteinti (Mace
et al., 2011). Efekt interakce mezi témito proteiny je pak popsan v podkapitole 1.2.5.1. a
1.2.6.

Interakce mezi proteiny CAS a NSP3 je charakterizovana vyskytem dvou vazebnych
mist. Prvni vazebné misto je tvoieno zlabkem mezi helixy 2 a 3 v rdmci CCH domény.
Toto vazebné misto blizce pfipomina hydrofobni okrsek tvotreny taktéz helixy 2 a 3 u
FAT domény kinazy FAK a jeji blizké kinazy Pyk2 dilezity pro vazbu LD motivu
paxillinu (Hayashi et al., 2002; Lulo et al., 2009). Druhé vazebné misto na druhou
stranu nebylo pozorovano u FAT domény a je tvofeno helixem 1 a C-koncovym usekem
helixu 2 CCH domény. Ob¢ vazebna mista mezi CCH a GEF doménou se podili na

tésné interakci mezi CAS a NSP rodinami proteint (Mace et al., 2011)

1.2.5.1. Proteiny interagujici s CCH doménou

Prozatim neni zndmo mnoho interakéni partneri CCH domény proteinu CAS. Mezi
nejlépe prostudované patii dvé skupiny proteind, jsou jimi rodina proteini NSP - Novel
SH2-containing Proteins (shrnuto v Tikhmyanova et al., 2010; Wallez et al., 2012) a
¢len zyxinové rodiny, protein Ajuba (Pratt et al., 2005).

Rodina proteinti NSP obsahuje 3 ¢leny: NSP1, BCAR3 a NSP3. Charakteristickym
znakem této proteinové rodiny je C-koncovy konzervovany usek, ktery vykazuje

sekvencni i strukturni podobnost s CDC25 GEF doménami (Cai et al., 1999; Dodelet et
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al., 1999; Garron et al., 2009; Mace et al., 2011), které katalyzuji vyménu GDP za GTP
u ¢lenit GTPazové rodiny Ras a tim umoziuji jejich aktivaci. Nékteré prace poukazuji
na schopnost téchto proteinti vazat a aktivovat ¢leny z GTPazovych rodin Ras a Rho
(Cai et al., 2003a; Cai et al., 2003b; Dodelet et al., 1999; Gotoh et al., 2000; Sakakibara
et al., 2002). Nedavna prace zamé&fujici se na strukturni studii komplexu NSP-CAS vSak
ukazala, Ze nejlépe charakterizovany Cleny rodiny NSP BCAR3 postrada katalytickou
aktivitu in vitro nejspiSe kvili tzv. uzaviené konformaci této domény (Mace et al.,
2011). Nicméné¢ proteiny rodiny NSP stimuluji aktivitu malych GTPaz prosttednictvim
interakci s dalSimi proteiny jako jsou PI3K nebo CAS (Felekkis et al., 2005; Makkinje
et al., 2012). ZvySena aktivita téchto GTPaz je mimo jiné spojena se zvySenou
buné¢nou migraci a invazivitou (popsano v podkapitole 1.2.2.).

Ptestoze Clenové rodiny proteini NSP nejspiSe postradaji enzymatickou aktivitu,
jejich doménové usporadani je dokonale navrzeno pro adaptorovou funkci v bunice. Od
N-konce se postupné nachdzi SH2 doména, prostiednictvim niz proteiny NSP rodiny
interaguji s aktivovanymi receptory ErbB, Eph ¢i EGFR (Dodelet et al., 1999; Jones et
al., 2006; Lu et al., 1999). N-koncova ¢ast je dale dilezita pro serinovou fosforylaci
proteinu CAS (Makkinje et al., 2009). Nasleduje centralni oblast bohata na prolinové a
serinové zbytky a na uplném C-konci pak vySe zminénd nefunkéni GEF doména.
Prostfednictvim GEF domény jsou proteiny rodiny NSP schopné interagovat mimo jiné
I s CCH doménou proteint rodiny CAS (viz Obr. 1.7.) (Garron et al., 2009; Mace et al.,
2011). Této interakci napomaha jiz zminé€na uzaviena konformace GEF domény
proteini NSP (Mace et al., 2011).

Proteiny rodiny NSP jsou hlavnimi a nejlépe prostudovanymi interakénimi partnery
CCH domény, ktera je spolu s SH3 doménou odpovédna za lokalizaci proteinu CAS do
fokalnich adhezi (Donato et al., 2010). NSP proteiny vSak nepatii mezi kandidaty, ktefi
by zprostfedkovavali cileni CAS do fokalnich adhezi, ptestoze jejich lokalizace v bunice
je spojena s plazmatickou membranou. Kolokalizaéni experimenty téchto proteind
ukézaly, Ze proteiny rodiny NSP a CAS spolu lokalizuji v lamellipodiich a na
membrané béhem procesu membranového vinéni (Riggins et al., 2003; Sakakibara and
Hattori, 2000; Schrecengost et al., 2007).

Kromé vySe zminéné interakce mezi CCH doménou proteinu CAS s proteiny rodiny

NSP, byla identifikovana i interakce s ¢lenem zyxinové rodiny, proteinem Ajuba (Pratt
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et al., 2005). Ajuba interaguje s CCH doménou proteinu CAS prostiednictvim své tzv.
PreLIM oblasti. Imunofluorescen¢ni experimenty ukazaly, Ze v Ajuba -/- MEF buikach
byla schopnost proteinu CAS lokalizovat do fokalnich adhezi nezménéna. V téchto
buiikdch byla vSak vyznamné oslabend tvorba lamellipodii a membranového vinéni.
Kromé toho bylo ukazano, ze Ajuba i CAS podporuji migraci bunék (Pratt et al., 2005).
Protein Ajuba tedy podobn¢ jako proteiny rodiny NSP nejspiSe napomaha proteinu CAS
dosadhnout plazmatické membrany, nicméné tlohu v cileni CAS do fokalnich adhezi

nema.

1.2.6. Role proteini CAS a BCAR3 v navozeni antiestrogenové

rezistence

BCAR3 spolu s BCAR1 (lidsky homolog proteinu CAS) byly identifikovany béhem
hledani gen zodpovédnych za rezistenci na estrogenovy receptor pozitivnich (ER+)
bunék rakoviny prsu k antiestrogenovym lé¢iviim (Brinkman et al., 2000; van Agthoven
et al., 1998). Kromé toho vyssi exprese a vzajemna interakce téchto proteind podporuje
migra¢ni a invazivni potencial bunck prsniho karcinomu (Near et al., 2007,
Schrecengost et al., 2007; Wilson et al., 2013).

Po stimulaci ER estrogeny dochazi na kratkou dobu k tvorbé komplexu ER s kindzou
Src, proteinem CAS a p85 podjednotkou kinazy PI3K (Cabodi et al., 2004). Tento
komplex je odpovédny za zvySenou aktivitu ERK1/2 a za indukci exprese cyklinu D1,
ktery je dilezity pro postup bunék do S-faze bunétného cyklu (Cabodi et al., 2004).
Nékteré¢ vysledky pak poukazuji na vztah mezi zvySenou aktivitou ERK1/2 kindz a
ochranou bungk pted cytotoxickymi latkami (Liu et al., 2006; Ta et al., 2008). Dale se
ukazalo, ze centralni SD doména proteinu CAS je esencidlni pro navozeni rezistence
bunék rakoviny prsu k antiestrogeniim (Brinkman et al., 2010). Zablokovani signalizace
vedouci pfes SD doménu proteinu CAS vede k potlaceni aktivity PI3K/Akt a ERK1/2
signalnich drah. To je doprovazeno morfologickymi zménami a zvySenim citlivosti
TAM-R bunék k hlavnimu antiestrogenovému lé¢ivu, Tamoxifenu (Soni et al., 2009).
Nedavna prace pak popisuje, ze zvySena exprese proteini CAS a BCAR3 je spojena se
zvysenou aktivitou ERK1/2 (Wallez et al., 2014). Zajimavé je, ze dalsi ¢len rodiny

CAS, NEDD?9 neni schopen rezistenci k antioestrogenlim navodit. Vyménime-li v§ak
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SD doménu NEDD9 za SD doménu CAS, dochazi k navozeni rezistence (Brinkman et
al., 2010). Na zaklad¢ téchto vysledku je tedy pravdépodobné, Ze vétsi mnozstvi YXXP
motivi uvnitt SD domény proteinu CAS oproti NEDD9 je odpovédné za vznik
rezistence. Svou roli by pak mohla hrat i kindza Src, ktera je odpovédna za fosforylaci
YXXP motivii SD domény a je soucasti multiproteinového komplexu po stimulaci ER.
V nedavné dobé byly zvetejnény vysledky, které ukazuji, ze BCAR3 zesiluje vazbu
SH3 domény kinazy Src k proteinu CAS (Makkinje et al., 2012). Vazba BCAR3 také
zvysuje tyrozinovou fosforylaci v ramci SD domény, ktera je zdsadni pro signalizaci
proteinu CAS (Makkinje et al., 2012; Wallez et al., 2014). Vzajemna interakce CAS a
BCAR3 dale vede ke stabilizaci obou proteint uvniti buiiky (Wallez et al., 2014).

Dosud neni zndmé jakym zpisobem proteiny CAS a BCAR3 navozuji rezistenci
bun¢k rakoviny prsu k antiestrogenové 1é¢be. Prace tykajici se této problematiky vSak
naznacuji, ze interakce mezi t€émito proteiny je dilezitd pro celkové zesileni signalizace
vedouci pies SD doménu proteinu CAS (Brinkman et al., 2010). Dilezitou roli béhem
tohoto procesu ma nejspise i vztah proteinu CAS s kinazami ERK (Cabodi et al., 2004;
Soni et al., 2009; Ta et al., 2008; Wallez et al., 2014).

1.3. FAT doména kinazy FAK

Tato podkapitola je zaméfena na FAT doménu kinazy FAK. Ackoliv tato doména
nema piimy vztah s adaptorovym proteinem CAS, piesto ji ve své praci detailné
popisuji. Experimentalni ¢ast této prace totiz obsahuje vysledky, které byly dosazeny
S mutantnimi variantami proteinu CAS, které obsahovaly pravé FAT doménu kinazy
FAK. FAT doména navic sdili mnoho spole¢ného s CCH doménou proteinu CAS jak je
podrobnéji popsdno vyse a dale v textu.

V C-koncové oblasti tyrozinové kinazy FAK se nachazi doména, kterd je esencialni
pro lokalizaci této kinazy do fokalnich adhezi — od toho nazev FAT (Focal Adhesion
Targeting). Jiz vroce 1993 tym J.T. Parsona pfipravil sérii mutantl kindzy FAK a
poskytl tak dikaz, ze C-koncova oblast je pro lokalizaci tohoto proteinu do fokalnich
adhezi nezbytna (Hildebrand et al., 1993). Kinaza FAK zastava nepostradatelnou ulohu
VvV procesech bunécného prezivani, proliferaci ¢i motilit¢. Oslabeni lokalizace kinazy

FAK do fokalnich adhezi by vedlo k zabranéni ptenosu signalti a tedy k naruseni vyse
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zminénych bunécnych procesi. Z tohoto divodu se stala kinaza FAK a jeji FAT
doména jednim z moznych cilti protinadorové terapie (shrnuto v Hehlgans et al., 2007;
van Nimwegen and van de Water, 2007).

FAT doména je tvofena 148 aminokyselinami a strukturni analyza ukazala, Ze je
schopna zaujmout strukturu 4- helikalniho svazku (Arold et al., 2002; Hayashi et al.,
2002; Liu et al., 2002; Prutzman et al., 2004). Doménu tvoii 4 amfipatické a-helixy,
které davaji dohromady antiparalelni 4- helikalni svazek s pravotocivou topologii (Viz
Obr. 1.8. A). Jadro helikalniho svazku je tvofené prevazné leucinovymi zbytky a
metioninovym zipem. Krom¢ hydrofobnich interakci se na stabilizaci helikalniho
svazku podili 1 solné mﬁstkyl, které se tvoii mezi nabitymi aminokyselinovymi zbytky
Arg a Asp (Argeig - ASpioss & ASPoxp - ArQiosr) Vramci helixi 1 a 4, detailnéji
zobrazeno na Obr. 1.8. B (Arold et al., 2002). Dale se na stabilizaci podili patrové
interakce mezi dvojici Tyr, které se nachazi ve tieti smycce spojujici 3. a 4. a-helix (Liu
etal., 2002).

Cileni FAT domény a kindzy FAK do fokélnich adhezi je nejspiSe zprostredkovéano
interakci s primarnim proteinem fokalnich adhezi paxillinem (Hayashi et al., 2002;
Hildebrand et al., 1993). Vazba FAT domény k paxillinu je zprostiedkovana LD2 a
LD4 motivem paxillinu (motivy bohaté na Leu a Asp, LDxLLxxL), které tvoii strukturu
amfipatickych a-helixi (Bertolucci et al., 2005; Hayashi et al., 2002). Povrchova
analyza FAT domény objevila 2 hydrofobni okrsky (HP1 a HP2), které jsou odpovédné
za vazbu LD motivt paxillinu (viz Obr. 1.9. C). Oba z téchto okrsku se vytvaii mezi
naproti sobé lezicimi o-helixy FAT domény (H2-H3 a H1-H4), kde vystupuji
hydrofobni aminokyselinové zbytky. Ty wvytvafi hydrofobni oblast na povrchu
helikalniho svazku zodpovédnou za vazbu amfipatického helixu LD motivu paxillinu.
Kyselé aminokyselinové zbytky LD motivi pak interaguji s bazickymi
aminokyselinovymi zbytky obklopujici hydrofobni okrsky FAT domény a celkové se
podili na stabilizaci vazby. Dele¢ni mutageneze pak odhalila, Ze pro interakci mezi FAT
doménou a paxillinem je nutna integrita helikalniho svazku FAT domény (Hayashi et

al., 2002). Naproti tomu se nic takového neprokazalo pfi interakci s dal§im proteinem

! jedna se o kombinaci dvou nekovalentnich interakci a to vodikového mustku a elektrostatickych
interakci
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fokalnich adhezi talinem, kde 1 ztrata dvou helixi nezménila vazebnou schopnost talinu

a FAT domény (Hayashi et al., 2002).

Obr. 1.8.: A) Krystalova struktura FAT domény kinazy FAK. N-konec oznacen syté modrou,
smérem k C-konci se barva méni vsyté cCervenou. Na obrazku jsou zvyraznény
aminokyselinové zbytky, které se podili na interakci s proteinem Grb2. B) Detailnéjsi pohled na
oblast obklopujici regulacni Tyrgs. Na tomto obrazku jsou i patrné aminokyselinové zbytky Arg

a Asp, které se podili na stabilizaci 4- helikalniho svazku. Ptevzato z (Arold et al., 2002).

Uvniti FAT domény se nachazi Tyrgys, ktery se jevi jako dilezité misto v regulaci
uspotadani FAT domény, ale 1 v regulaci kindzy FAK jako takové (oblast vyskytu
Tyrgps viz Obr. 1.8. B). Jakmile je Tyrgys fosforylovan kinazami rodiny Src (SFKSs),
vytvaii se vazebné misto pro SH2 doménu adaptorového proteinu Grb2, ktery propojuje
signalni drahy kindz FAK a ERK (Schlaepfer et al., 1994). Uzaviena konformace FAT
domény vsak nedovoluje fosforylaci Tyrgys a naslednou vazbu Grb2 (Arold et al., 2002;
Hayashi et al., 2002; Liu et al., 2002). Pro stabilizaci uzaviené konformace 4-
helikalniho svazku je vyznamné interakce FAT domény s paxillinem, ktery zaroven
zprostiedkovava cileni kinazy FAK do fokalnich adhezi (Dixon et al., 2004). Proto byl
navrzen model (viz Obr. 1.9. A, B), ktery popisuje, jakym zpisobem dochazi
k fosforylaci Tyrgys. Zatimco vazba paxillinu vyzaduje strukturni integritu FAT
domény, fosforylace kindzami Src a néslednd vazba Grb2 vyzaduje tzv. otevienou
konformaci FAT domény (Arold et al., 2002; Dixon et al., 2004; Kadare et al., 2015;

Zhou et al., 2006). Oteviena konformace je nejspise vysledkem pnuti, které predstavuje
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Po4a4APP motiv, ktery spojuje helixy H1 a H2 a je nutny pro vyklopeni H1 od zbytku
struktury (Arold et al., 2002; Kadare et al., 2015). Vyklopeni helixu H1 usnadiuje
fosforylaci nejen Tyrgs, ale i Sergyp (Kadare et al., 2015). Sergsp se nachazi v N-koncové
extenzi FAT domény a podili se na stabilizaci FAT domény v nepfitomnosti paxillinu a
je fosforylovan kinazami ERK, coZ hraje roli v regulaci buné¢né migrace (Arold et al.,
2002; Hoellerer et al., 2003; Jiang et al., 2007). Fosforylace Tyrgzs je kromé interakce
s Grb2 také spojena s uvolnénim kinazy FAK z fokalnich adhezi (Katz et al., 2003) a
dale s rozlozenim fokalnich adhezi (Ezratty et al., 2005).

Obr. 1.9.: A) 4- helikalni svazek FAT domény kinazy FAK. V nepfitomnosti paxillinu, dochazi
k interakci mezi N-koncovou extenzi a FAT doménou. Cernou Sipkou je oznageny Sereo, jenz
je soucasti N-koncové extenze a po vyklopeni helixu H1 je fosforylovan kindzami ERK. B)
Fosforylace Tyrgs a nasledna vazba Grb2 vyzaduje strukturni preuspoiradani FAT domény,
kterym je nejspiS vyklopeni helixu H1 od zbytku struktury. C) FAT doména obsahuje dvé

vazebna mista pro LD motivy paxillinu (zlut¢). Pfevzato a upraveno z (Arold, 2011).

34



2. Material a metody

2.1. Organismy

2.1.1. Bakterie

E. coli kmen DH5a: ®80dlacZM15 recA gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK-, mK+) supE44
relAl deoR (lacZYA-argF)U169

2.1.2. Savéi bunécéné linie

MEFs (mysi embryonalni fibroblasty, Mouse embryonic fibroblasts)
e CAS -/- (MEF buiky deletované v genu pro CAS)
e vinculin -/- (MEF bunky deletované v genu pro vinculin)
Pozn. Dale v prdaci je pouzivan zjednoduseny ndzev, napr. misto CAS-I- MEFs je
pouzivano CAS-I- buriky
Phoenix E: bunécnd linie, kterd slouzi k produkci ekotropickych retrovirti, pouzitd pro

tvorbu stabilnich linii

2.2. Protilatky

primarni protilatky pro fluorescenéni mikroskopii

protilatka typ vyrobce fedéni

paxillin my$i monoklonalni | BD Transduction Laboratories | 1:100

sekundarni protilatky pro fluorescen¢ni mikroskopii (konjugované s fluoroforem) a
phalloidin

typ vlnova délka vyrobce fedéni
Alexa Fluor® chicken anti mouse 488 Molecular Probes 1:1000
Alexa Fluor® phalloidin 405 Dyomics 1:50
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2.3. Vektory

Obrazky vektori jsou zjednodusené, obsahuji pouze nejdulezitéjsi udaje jako
ptitomnost fluoroforu, rezistenci vici antibiotikiim a restrikéni mista, ktera byla pouzita

pro tvorbu konstrukti.

~
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Obr. 2.1.: Vektor peGFP-C1, ktery obsahuje zeleny fluorofor eGFP pro vizualizaci proteini.
Tento vektor byl pouzity pro tvorbu konstrukti exprimujici varianty proteinu CAS (viz
podkapitola 3.2.).
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Obr. 2.2.: Vektor pmCherry-C1, ktery obsahuje Gerveny fluorofor mCherry pro vizualizaci
proteint.. Tento vektor byl pouzity pro tvorbu konstruktu nesouci CCH doménu proteinu CAS

(viz podkapitola 3.1.)
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Obr. 2.3.: Vektor pMSCVpuro byl pouzity pro tvorbu linii CAS-/- bungk stabilné exprimujici
varianty proteinu CAS (viz podkapitola 2.14.7.).

2.4. Primery

nazev sekvence popis

5" ASH3 CAS + pridané BamH]1 restrikéni
dSH3-Bam GGATCCATGTATGATAAGAAGCCAGTAGGAC | misto

CAS-6 GAATTCTCAGGCAGCAGCTAGCTGGC 3' C-konec CAS

FAT-N3Rw | CTTTAGATCTGTGTGGCCGTGTCTGC 3' FAT + pfidané Blll restrikéni misto

FAT-N3Fw | TCTAGGATCCATGGGTGTCAAGCTTCAGCC 5' FAT + ptidané BamHI restri¢kni misto

EGEP-C GTCCTGCTGGAGTTCGTG 5' pEGFPcl

Rev-seg-

EGFP CTACAAATGTGGTATGGCTG 3 pEGFPcl

FAT-Cln CTACTAGTGGTGTCAAGCTTCAGCC 5' FAT + ptidané Spel restrik¢ni misto
FAT-C2n TTGAATTCTCAGTGTGGCCGTGTC 3' FAT + piidané EcoRI restrikéni misto

Primery byly pouZzity pro amplifikaci Gsekil pro nasledné zaklonovani do vektort.
Dale pro kontrolni PCR pomoci polymerazy Taq z bakterialnich kolonii a pro sekvenaci

(viz podkapitola 2.13.).

37




2.5. 1zolace a purifikace plasmidové DNA

2.5.1. l1zolace plasmidové DNA alkalickou metodou

Material
e roztok 1
e 25mM Tris-HCI (pH 8,0)
e 10mM EDTA-NaOH,
e 1% glukdza
e roztok 2
e 1% SDS
e 0,2M NaOH
e roztok 3
e 3M KAc: 2M kyselina octova (pH 5.,4)
e 10M LiCl
e LB médium
e 10 g/l Universal pepton M66 (MERCK, Némecko)
e 5 g/l kvasni¢ny extrakt (Oxoid, UK)
e 5g/I NaCl

Postup
1. den
e Inokulujeme pfiblizn€ 10-50 ml LB média s pfidanym selekénim antibiotikem
bakterialni kulturou. Nechame tfepat na tfepacce pres noc (ptiblizn€ 16 h) pii 37
°C.
2. den
e Kulturu ochladime po 10 min vledové lazni, pielijeme do centrifugacni
zkumavky a dame centrifugovat (Jouan MR 22i — vykyvny rotor, 3 000 g, 20
min, 0 °C)
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Sediment fadné resuspendujeme v X ml roztoku 1 (X vypocitame na zakladé
objemu bakteridlni kultury: 400 pl pfi 10 ml bakterialni kultury) a nechame
inkubovat v ledové lazni 30 min.

Zkumavky vyndame z lazné, pfidame 2X ml roztoku 2, jemné promichame a
nechame stat 5 min pfi laboratorni teplot¢.

Zkumavky pieneseme do ledové lazné a ptfidame 1,5X ml roztoku 3, jemné
promichame a inkubujeme 30-60 min na ledu. Z roztoku vypadne bila srazenina.
Smés prevedeme do polypropylenovych zkumavek a za pomoci centrifugace
nechame srazeninu usadit (Jouan MR 22i — tthlovy rotor, 14 000 g, 20 min)
Supernatant prevedeme do 15 ml zkumavky Falcon a fadné smisime s 0,6
objemu izopropanolu a poté ihned centrifugujeme (Jouan MR 22i — vykyvny
rotor, 3 000 g, 5 min)

Odstranime supernatant a nechame vysuSit sediment, ktery poté rozpustime
v 300 pl miliporové vody a prevedeme do mikrozkumavky.

Pfidame stejny objem 10M LiCl (tj. asi 350 ul) a nechame inkubovat pii -80 °C
po 10 min.

Vzniklou srazeninu nechame usadit centrifugaci v mikrocentrifuze (13 000 rpm,
5 min) a supernatant ptevedeme do nové mikrozkumavky.

Pro vysrazeni plasmidové DNA z roztoku piidame jeden objem 96% etanolu a
nechame inkubovat pti -80 °C po 10 min.

Vysrazenou plasmidovou DNA nechame usadit centrifugaci v mikrocentrifuze
(13 000 rpm, 5 min). Odstranime supernatant a sediment oplachneme 1 ml 70%
etanolem, znovu centrifugujeme, odstranime supernatant a sediment nechame
vysusit.

Dle velikosti sedimentu rozpustime v 30 — 200 pl vody a mnozstvi a kvalitu

plazmidové DNA stanovime za pomoci DNA elektroforézy (viz podkapitola
2.6.).
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2.5.2. Izolace plasmidové DNA pomoci kitu NucleoSpin® Plasmid

1. den
e Inokulujeme 1,5-3 ml LB média s pfidanym selek¢nim antibiotikem bakterialni
kulturou. Nechame ptes noc (pfiblizn¢ 16 h) tfepat na tfepacce pii 37 °C.
2.den
e Podle prilozeného navodu izolujeme plasmidovou DNA pomoci kitu
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Némecko).

e Koncentraci plasmidové DNA stanovime pomoci pfistroje NanoDrop (Thermo

Scientific, USA).

2.6. DNA elektroforéza v agarézovém gelu

Material

e vzorkovy pufr: 60% glycerol, 0,06% bromfenolova modi, 60mM EDTA
0,5x TBE pufr

e 0,045M Tris

e 0,045M H3BO;

e 0,001M EDTA (pH 8,0)

agarosa NuSieve a Sea Kem v poméru 1:1 (FMC, USA)

barvivo pro vizualizaci DNA Serva DNA Stain G (Serva, Némecko)

marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), Obr. 2.4.
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Obr. 2.4.: Marker pouzivany pro DNA elektroforézu.

Postup

Na zdklad¢ velikosti analyzovanych fragmenti DNA, zvolime koncentraci
agardzového gelu (obvykle 0,5 — 2%). Odvazime potiebné mnoZstvi agarozy,
které piiddme k 100 ml 0,5x TBE pufru.

Smés zahtivame, dokud se agar6za zcela nerozpusti a nasledné doplnime vodu,
ktera se béhem zahfivani odpatila, gel nechame vychladnout a pfidame 1 pl
barviva pro vizualizaci DNA (Serva DNA Stain G).

Sestavime elektroforetickou aparaturu a vlozime hiebinek pro vytvotfeni jamek.
Nalijeme vychladly gel do aparatury a nechame zcela ztuhnout.

Vyjmeme hiebinek a gel prevrstvime 0,5x TBE pufrem. Pfipravime vzorky pro
naslednou analyzu pfidanim vzorkového pufru. Vzorky a marker naneseme do
jamek.

Elektroforetickou aparaturu pfipojime ke zdroji a nechame vzorky rozdé€lit pii
napéti

0,5-10 V/cm.

Po skonceni elektroforézy vyjmeme gel zaparatury a pod UV lampou
pozorujeme rozdélenou DNA.

Fragmenty DNA je mozné z gelu vyfiznout a izolovat pro dalsi pouziti.
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2.7. 1zolace DNA z agarézového gelu pomoci kitu NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up

e Cistym skalpelem vyiizneme pozadovany fragment DNA a pieneseme jej do
mikrozkumavky.

e Dadle postupujeme dle pfilozeného navodu a izolujeme DNA pomoci kitu
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko). Nakonec
stanovime koncentraci DNA pomoci pfistroje NanoDrop (Thermo Scientific,
USA).

2.8. Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Material
e restrikéni endonuklézy (NEB, USA)
e pufry pro restrik¢éni endonukleazy (NEB, USA)

Seznam pouzitych restrikénich endonukleaz

e Afel (Eco47lll), BamHI, Bglll, BsrGl, Dralll, Dral, EcoRI, Hindlll, Hpal,

Kpnl, Ndel, Spel
Postup
e Do 0,5ml mikrozkumavky napipetujeme:
DNA 0,1- 10 ug
10x restrikéni pufr v zévislosti na celkovém objemu*

restriCkni endonukledza |0,2 - 1 pl**

doplnime do  pozadovaného

mpH,0 objemu

* pfiddme takové mnozstvi pufru, aby vysledna koncentrace pufru byla 1x
** mnozstvi objemu restrikéni endonukleazy urc¢ime dle jeji koncentrace a dle

ucinnosti enzymu v daném restricknim pufru, nejcastéji 1 U enzymu / 1 pg DNA
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e Reakéni smés nechame inkubovat 1 — 4 h pti 37 °C (neni-li uvedeno jinak) a

vysledek $tépeni ovéfime gelovou elektroforézou (viz podkapitola 2.6.).

2.9. Defosforylace konciu DNA

Material
e Antarkticka fosfataza (NEB, USA)
e 10x reak¢ni pufr pro antarktickou fosfatazu (NEB, USA)

Postup
e Piidame 1/10 reakéniho pufru pro antarktickou fosfatdzu ke vzorku, obsahujici
1-5 pg DNA stépenou restrikénimi endonukleazami.
e Pridame 1 pl antarktické fosfatazy, promichdme a inkubujeme 15 min pti 37 °C
(pro DNA s 5° ptesahy ¢i tupymi konci) ¢i 60 min pii 37 °C (pro DNA s 3°
ptesahy).

e Antarktickou fosfatazu inaktivujeme pii 65 °C po 5 min a pokrac¢ujeme ligaci.

2.10. Ligace DNA

Material
e T4 DNA ligaza (Thermo Scientific, USA)
e 10x liga¢ni pufr (Thermo Scientific, USA)

Postup

e Pokud je potieba, defosforylujeme konce vektoru DNA (viz podkapitola 2.9.) a

nasledné pfipravime reakéni smés:
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vektor 50 - 500 ng

insert X ng*

v zavislosti na celkovém
10x ligaéni pufr objemu**
T4 DNA ligaza 0,2 - 1 pl***

doplnime do pozadovaného

mpH,0 objemu

*mnozstvi insertu volime na zaklad¢ koncentrace konci DNA, obvykle pak v
poméru vektor : insert 1 : 3 pfi ligaci presahujicich koncii DNA, ¢i 1 : 1 pii
ligaci tupych koncit DNA

**pridame takové mnozstvi pufru, aby vysledna koncentrace pufru byla 1x
***mnozstvi objemu enzymu urcime dle jeho koncentrace

Reakéni smés nechame inkubovat 1 — 4 h pfi laboratorni teploté ¢i v lednicce
pfes noc. Smés poté pouzijeme pro transformaci bakterii elektroporaci, smés je

mozné skladovat pii -20 °C.

2.11. Transformace bakterii elektroporaci

Material

Postup

Elektrokompetentni buniky
LB médium s 2% glukézou

Plotny s Zivnym agarem obsahujici pfislusné selekéni antibiotikum

Elektrompetentni buniky nechdme pomalu roztat na ledu, v meziase dame
vychladit na led Cisté elektroporacni kyvety.

Ke 40 pl elektrokompetentnich bun€k pfidame 1 — 4 pl ligaéni smési a celé
pfevedeme do fadné vychlazené elektroporacni kyvety.

Elektroporaci provedeme za pouziti pfistroje Gene Pulser (Bio-Rad, USA) s

nastavenim na bakterie (napéti 2,5 kV, kapacitance 25 pF, odpor 200 Q).
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e Thned po elektroporaci ptiddme do elektroporacni kyvety 1 ml LB média s 2%
glukézou vytemperovaného na 37 °C, fadné pipetmanem promichame a
nasledné cely objem pievedeme do 2ml mikrozkumavky a nechdme tiepat 1 h
pti 37 °C.

e Bakterialni kulturu nechame centrifugovat v mikrocentrifuze (3000 rpm, 5
min), odstranime pfiblizné¢ 700 pl supernatantu a ve zbylém médiu fadné
resuspendujeme pfisedlé bakterie. Timto krokem zajistime, Ze na plotny
vysejeme maximalni mnozstvi bakterialnich bunék.

o Celkovy objem (tj. ptiblizné¢ 300 pl) vysejeme na plotny s Zivnym agarem
obsahujici selek¢ni antibiotikum.

e Inkubujeme pfes noc v termostatu pii 37 °C. Z narostlych bakterialnich kolonii
muzeme nasledné naizolovat plasmidovou DNA (viz podkapitola 2.5.) nebo

kolonie analyzovat na ptitomnost uréité sekvence DNA za pomoci PCR.

2.12. Priprava elektrokompetentnich bunék

Material

e glycerol, voda, LB médium, plotna s zivnym agarem

Postup
1. den
e Nechame rozmrazit zamraZenou konzervu recipientnich bakterii, ze které
odebereme asi 1 pl bakteridlni smési, kterou fadné rozprostteme po plotné
s zivnym agarem (bez antibiotik!). Nechame v termostatu inkubovat pies noc pii
37 °C.
2. den
e Dvé¢ az tfi dobfe oddélené kolonie pouzijeme pro inokulaci 30 ml LB média.

Nechame kultivovat pies noc (cca 16 h) na tiepacce pii 37 °C az do dosazeni

ODeggo> 2,5.
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3. den

Cerstvé narostlou bakterialni kulturou inokulume 4x 250 ml LB média v 2l
Erlenmayerovych baiikkach na ODggg 0,05 — 0,1. Nechame kultivovat na tfepacce
pii 37 °C az do dosazeni ODggo 0,5 - 0,7.

Nyni pracujeme neustale na ledu. Bakteridlni kulturu ptelijeme do 4
vychlazenych sterilnich 250ml centrifugacnich zkumavek Nalgene a kulturu
nechame fadné vychladit.

Bakterialni kulturu nechdme sedimentovat centrifugaci (Janetzki K26, 3500 —
4000 rpm, 0 °C, 10 min). Supernatant vylijeme rychlym oto¢enim centrifuga¢ni
zkumavky a sediment fadné resuspendujeme v 10 ml ledové mpH,O. Vodou pak
doplnime do 250 ml a znovu centrifugujeme (Janetzki K26, 3500 — 4000 rpm, O
°C, 20 min).

Supernatant vylijeme, sediment resuspendujeme v 50 ml ledové mpH,O a
prevedeme do 50ml zkumavek Falcon. Dame centrifugovat (Jouan MR 22i —
uhlovy rotor, 4200 rpm, 0 °C, 20 min).

Supernatant vylijeme, sediment resuspendujeme v 1 ml ledového 10% glycerolu.
Glycerolem doplnime do 25 ml a dame centrifugovat stejnym zpisobem jako
Vv piedchozim kroku. Promyti glycerolem opakujeme.

Supernatant vylijeme a ve zbytkovém objemu supernatantu resuspendujeme
sediment, ktery rozpipetujeme nejlépe po 40, 80 a 120 pl do mikrozkumavek,
které ihned zamrazime v tekutém dusiku.

Mikrozkumavky s bakteriemi dlouhodobé¢ skladujeme pti -80 C.

2.13. Polymerazova retézcova reakce (PCR)

2.13.1. PCR s vyuzitim polymerazy Taq

Material

Taq polymeraza (Thermo Scientific, USA), 5 U/ul
10x pufr pro Taq polymerazu (Thermo Scientific, USA)
25mM MgCl; (Thermo Scientific, USA)

46



o 2.5mM smés dNTPs (NEB, USA)

e primery o koncentraci 10 uM (seznam pouzitych primeru viz podkapitola 2.4.)

Postup
e Na ledu pfipravime nasledujici reakéni smés (plati pro jeden vzorek):

templatova DNA 1-50ng

10uM forward primer 1,5 ul

10uM reverse primer 1,5 pl

2,5mM dNTPs 1,5 ul

puft pro Taq polymerazu | 1,5 ul

MqgCl, 1,5 ul

Taq polymeraza 0,15 pul

mpH,0 doplnit do 15 pl

e Reakéni smé€s v PCR mikrozkumavkach vlozime do cycleru (Peltier PTC-200,
MJ Research, USA) a nastavime nasledujici program:
1.98°C, 30s
2.98°C,10s
3.50-72 °C, 10 — 30 s (teplota nasedani primera)
4,72 °C,20-30s/kbp
5. opakovat kroky 2, 3 a 4 25 — 30x
6.72°C,2—-10min

7. 4 °C, donekonecna

2.13.2. PCR z bakterialnich kolonii

PCR z bakterialnich kolonii slouzi k ovéfeni, zda bakteridlni kolonie obsahuji urcity
usek DNA. Tato metoda se pouziva nejcastéji po natransformovani bakterii plasmidem,
ktery je mozné nasledné touto metodou detekovat a analyzovat.

Reak¢ni smés je velmi podobna klasické PCR metodé (viz podkapitola 2.13.1.), jen
namisto templatové DNA pouzijeme jednu bakteridlni kolonii. Bakteridlni kolonii

opatrné¢ odebereme pomoci sterilni Spi€ky a promichdme s jiz pfipravenou reakcni
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smési. Zbylé bakterie je pak mozno nanést na agarovou plotnu obsahujici selekcni
antibiotikum. Plotnu s bakteriemi posléze nechame inkubovat pfes noc pii 37 °C a
narostlé bakterialni kolonie miizeme pouzit pro izolaci plasmidu (viz 2.5.).
Reakéni smés v PCR mikrozkumavkach vlozime do cycleru (Peltier PTC-200, MJ
Research,USA) a nastavime nasledujici program:
1. 95 °C, 5 min (bé¢hem tohoto kroku dochazi k lyzi bakterialnich bunék)
2.95°C,10s
3.50-72 °C, 10 — 30 s (teplota nasedani primera)
4,72 °C,20-30s/kbp
5. opakovat kroky 2, 3 a 4 25 — 30x
6.72°C,2—-10 min
7

. 4 °C, donekonecna
2.13.3. PCR s vyuzitim Q5® High-Fidelity DNA polymerazy

PCR s vyuzitim Q5 High-Fidelity DNA polymerazy byla pouzita pro amplifikaci
usekti kodujici FAT doménu, které se dale pouzily pro zaklonovani do peGFP-C1
vektoru. PCR s pouzitim Taq polymerazy se pro tyto Gcéely nehodi, protoze Taq

polymeraza ma mnohem vyssi chybovost.

Material
e 5x QS5 reakéni pufr (NEB, USA)
e Q5 High-Fidelity (HF) DNA polymeraza (NEB, USA)
e 2.5mM smés dNTPs (NEB, USA)

e primery o koncentraci 10 uM

Postup

e Na ledu pfipravime nasledujici reakéni smés. Plati pro jeden vzorek.
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5x QS5 reakéni pufr Sul

2,5mM dNTPs 2,5 ul

10uM forward primer 1,5 ul

10uM reverse primer 1,5 ul
templatova DNA 1-50ng

Q5 HF DNA polymeraza 0,25 ul

mpH,0 doplnit do 25 ul

e Reakéni smés v PCR mikrozkumavkach vlozime do cycleru (Peltier PTC-200,
MJ Research, USA) a nastavime nasledujici program:
1.98°C, 30s
2.98°C,10s
3.50 - 72 °C, 10 — 30 s (teplota nasedani primert)
4.72°C,20-30s/kbp
5. opakovat kroky 2, 3 a 4 2-4x
6.98°C,10s
7. 50 - 72 °C, 10 — 30 s (teplota nasedani primerti vcetné¢ 5° koncti, které
obsahuji restrikéni misto a neparuji tak s ptivodni sekvenci)
8.72°C,20—-30s/kbp
9. opakovat kroky 6, 7 a 8 20-25x
10. 72 °C, 10 min

11. 4 °C, donekonecna

2.14, Tkanové kultury

Savéi bunky jsou kultivovany v termostatu s 5% CO; pti 37 °C na miskach pro
tkanové kultury o priméru 35 mm (miska pro FRAP), 60 mm (mala miska) ¢i 100 mm
(velkd miska). Bunky je nutné kazdodenné kontrolovat (Nikon Eclipse TS 200),
pfi¢emz sledujeme zejména zabarveni média, morfologii, hustotu bun¢k a ptipadnou
kontaminaci.

Nejcastéji pouzivané materidly potiebné pro praci s tkanovymi kulturami jsou

uvedeny v podkapitole 2.10.1. a ve zbylych podkapitolach jiz nejsou rozepisovany.
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2.14.1. Material pro praci s tkanovymi kulturami

o kompletni médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco,
Life Technologies)
e DMEM
e 1% neesencialni aminokyseliny (Gibco, Life Technologies)
e 10% fetalni hovézi sérum (FBS) (Sigma, USA)
e 2% obecna antibiotika — antimykotika (Gibco, Life Technologies)
e 10 mg/ml penicilin
e 10 mg/ml streptomycin
e 25 pg/ml amphotericin
e 0,25% Trypsin — EDTA (Gibco, Life Technologies)
e 2509/l Trypsin
e 0,38 g/l kyselina etylendiamintetraoctovd EDTA
e zamrazovaci médium
e 90% FBS
e 10% dimetylsulfoxid (DMSO)
e 1xXPBS (pH 7,4)
e 137mM NaCl
e 2,7mM KCI
e 4.3mM NayHPOq, - 12 H,O
e 14mM KH,PO,

2.14.2 Rozpéstovani stabilati bunéénych linii

Postup
e M¢édium nechame vyhtat na 37 °C ve vodni lazni.
e Zkumavku sbunkami vyndame z kontejneru s tekutym dusikem a ihned
nechame ve vodni lazni pti 37 °C roztat.
e Bunécnou suspenzi pieneseme do 5 ml vyhfatého média v 15ml zkumavce

Falcon a dame centrifugovat (Eppendorf Centrifuge 5804R, 1000 rpm, 3 min).
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2.14.3

Odsajeme supernatant, bunéény sediment resuspendujeme v 5 ml nového média
a preneseme na velkou misku. Doplnime do 10 ml. Krouzivym pohybem misky

zajistime, aby bunky byly rovnomérné usazené na dné€. Vlozime do termostatu.

. Pasazovani bunék

Pasazovani bunék provadime dle potieby, nejcastéji jakmile bunky dosdhnou

konfluence (3. — 4. den).

Postup

2.14.4

Médium nechame vyhtéat na 37 °C ve vodni lazni.

Bunky v kultivacnich miskdch vyndame =z termostatu a odsajeme veskeré
médium. Bunky oplachneme 1x PBS (2 ml na malou misku, 3 ml na velkou
misku) a odsajeme.

Ptidame trypsin (0,5 ml na malou misku, 1 ml na velkou misku) a nechame
pusobit nékolik minut az do chvile, kdy se buiiky oddéli ode dna misky.

Pridame médium (1,5 ml na malou misku, 3 ml na velkou misku), ¢imz
inhibujeme ¢innost trypsinu. Bunécné agregaty dokonale resuspendujeme
nasatim a vysatim média za pomoci pipety.

Na novou misku pfeneseme pozadovany objem média s buitkami a doplnime do

objemu 4 ml pro malou misku a 10 ml pro velkou misku.

. PFiprava stabilati bunéénych linii

Pro pfipravu stabilati buné¢nych linii je nutné buniky kultivovat na velkych miskach

az do dosazeni konfluence. Z jedné velké misky lze piipravit 2 stabilaty do 1,5ml

mikrozkumavek Nalgene.

Material

Postup

zamrazovaci 1,5ml mikrozkumavky Nalgene

Opakujeme prvni 3 kroky, které jsou rozepsany v podkapitole 2.10.3.
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e Pfiddme 5 ml média, resuspendujeme a pieneseme cely objem bunécné
suspenze do 15ml zkumavky Falcon a dame centrifugovat (Eppendorf
Centrifuge 5804R, 1000 rpm, 3 min).

e (Odsajeme supernatant, pfidame 3 ml zamrazovaciho média, resuspendujeme
sediment a po 1,5 ml rozpipetujeme do zamrazovacich mikrozkumavek.

e Mikrozkumavky dame do nadoby s isopropanolem a vlozime do -80 °C. Druhy

den ulozime mikrozkumavky do kontejneru s tekutym dusikem.

2.14.5 Transfekce sav¢ich bunék

Pro transfekci savéich bunék pouzivame plasmidovou DNA izolovanou nebo
procisténou pomoci kitu NucleoSpin® Plasmid (viz podkapitola 2.5.2.).
Material

e jetPRIME™ kit pro transfekci bunék (Polyplus transfection)

Postup

e Bunky nechame narist do 60 — 80% konfluence.

e Dle piiloZeného navodu piipravime smés jetPRIME™ pufru, plasmidové DNA
a jetPRIMETM reagencie (mnozstvi jednotlivych slozek zavisi na velikosti misek,
na kterych bunky kultivujeme).

e Transfekéni smés po 10 min inkubace pfi laboratorni teploté pfidame k bunkdm
(smés je mozné piidat k bunkam kultivovanych v kompletnim médiu, jelikoz
transfekéni smés jetPRIME™ nijak neinterferuje se sérem v médiu) a jemnd
promichame.

e Druhy den je mozné bunky pienést na kryci sklicka a pokracovat
imunohistochemickym barvenim bunék (viz podkapitola 2.14.6.). Dale byly
bunky pfipravovany pro méfeni metodou FRAP (viz podkapitola 2.15.), pro
natazeni bunék (viz podkapitola 2.16.) ¢i pro mikroskopii trakcnich sil (viz
podkapitola 2.17.).
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2.14.6. Imunohistochemické barveni bunék

Pokud chceme vizualizovat fokalni adheze, je nutné nechat buniky rist pfes noc na
krycich sklickach. Kryci sklicka se pfed pouzitim omyvaji HCI pro zdrsnéni povrchu,

nasledné se omyji ve vodé a dlouhodobé se uchovavaji v etanolu.

Material
e 3% BSAV1XPBS
e 4% paraformaldehyd v 1x PBS (8% zasobni roztok paraformaldehydu) (Sigma,
USA)
e 0,3% Triton X-100 v 1x PBS
e primarni protilatky (viz podkapitola 2.2.)

e sekundarni protilatky konjugované s fluoroforem a phalloidin (viz podkapitola

2.2)
e montovaci médium
e 69 glycerol
e 2,4 g mowiol
e 6 mldH,O
e 12 ml pufr (pH 8,3)
e 60mM PIPES

e 25mM HEPES
e 10mM EGTA
e 1mM MgCl,
e DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane) (Sigma, USA)
e fibronektin 20 pg/ml (zasobni roztok 1 mg/ml, fedéno v mpH,O) (Serva,

Némecko)

Postup
e Bunky rostlé pfes noc na krycich skli¢kach (nejcastéji ve 12ti jamkové desticee)
vyjmeme ztermostatu a oplachneme je dvakrat 1x PBS. Pridame 4%

paraformaldehyd a nechame buniky 10 min zafixovat.
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Pozn. Veskeré roztoky nanasime po stené jamky, aby nedoslo k smyti bunék.

2x oplachneme 1x PBS a ptidame 0,3% Triton X-100 na 10 min pro
permeabilizaci bunéénych membran.

2x oplachneme 1x PBS. Sklicka pfeneseme z 12ti jamkové destiCky na parafilm,
kapneme na skli¢ka 200 pl 3% BSA v 1x PBS a nechame blokovat po 30 min.
Na parafilm naképneme 50 pl roztoku primarni protilatky fedéné v 3% BSA
v 1x PBS, ptiklopime na ni skli¢ka s buiikkami a nechame inkubovat 2 — 3 h.
Sklicka pteneseme zpét do 12ti jamkové destiCky a promyvame 3 x 10 min v 1X
PBS.

Sklicka pfeneseme na parafilm a kapneme na n¢ 100 pl roztoku sekundarni
protilatky fedéné v 3% BSA v 1x PBS a nechame 1 h inkubovat.

Promyvame stejnym zplisobem jako po primarni protilatce.

Pokud chceme vizualizovat aktinovy cytoskelet, znovu pieneseme sklicka na
parafilm a kdpneme na n€ 70 pl roztoku phalloidinu fedéného v 3% BSA v 1x
PBS a nechame inkubovat 10 min.

Promyvame stejnym zplsobem jako po primarni a sekundérni protilatce.

Sklicka vyjmeme z 12ti jamkové desticky, oplachneme v dH,O, kterou poté
pomoci bunicité vaty odsajeme a polozime buiitkami na podlozni sklicko se 7 pl
montovaciho média s DABCO.

Sklicka skladujeme v lednici pfiblizné 1 mésic, poté dochazi k vysviceni

fluoroforu.

2.14.7. Priprava stabilnich buné¢nych linii

Pted samotnou piipravou stabilnich linii bylo nutné ptipravit pMSCV konstrukty,

které koduji protein naSeho zajmu. Ptiprava téchto vektoru je popsana v podkapitole
2.14.7.1.

Material

kompletni médium DMEM s teplotné inaktivovanym sérem (56 °C, 30 min)
bunécnd linie Phoenix E (bunky, které produkuji tzv. pomocné retroviry, které

umoziuji inkorporovani DNA do genomu)
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Postup

2.14.7

Buniky Phoenix E transfekujeme pfipravenymi pMSCV konstrukty. Stejny den
za¢neme s kultivaci bunék (v naSem pripadé bunék CAS-/-), ze kterych chceme
pfipravit builky stabilné exprimujici protein naseho zajmu.

Pozn.  Phoenix E bunky kultivujeme v kompletnim médiu s teplotné
inaktivovanym sérem, jinak bude dochazet k inaktivaci virovych partikuli.

Po 24-48 h odebereme médium Phoenix E bun€k a nechame centrifugovat
(Eppendorf Centrifuge 5804R, 1500 rpm, 15 min). Timto zpisobem odd¢lime
zbytky bun¢k od média. Piidame Cerstvé médium.

Odsajeme médium od CAS-/- bungk, oplichneme 1x PBS a ptidame
zcentrifugované médium Phoenix E bunék. Takto zajistime infekci CAS-/-
bunck.

Stejnym zptisobem opakujeme kroky 2 a 3 po 8-24 h ptiblizné 4x.

K infikovanym CAS-/- bunikam piidame puromycin (7ul o koncentraci 10mg/ml
na velkou misku), ¢imz vyselektujeme buiiky obsahujici DNA naseho zajmu.
Bunky s puromycinem nechdme pfiblizné 1-2 tydny a pozorujeme bunécné
kolonie.

Mnou pfipravené konstrukty obsahuji eGFP. Vyselektované zelené bunécné
kolonie byly nasledné roztiidény pomoci metody FACS (Fluorescence-activated

cell sorting).

1. PFiprava Kkonstruktii pro tvorbu stabilnich bunéénych linii

Ptipravené peGFP-c1 konstrukty CAS-WT, CAS-SH3-C, CAS-FAT-N a CAS-FAT-
C (viz podkapitola 3.2.) byly stépeny restriktazami Afel (Eco47III) a EcoRI. Timto byl

ziskan

usek DNA kodujici variantu proteinu CAS fuzovanou s GFP. Tento byl usek

posléze zaklonovan do Hpal/EcoRI stépené¢ho vektoru pMSCVpuro. Bakterialni kolonie

narostlé po elektroporaci byly analyzovany metodou PCR na piitomnost eGFP DNA

useku. Izolované plazmidy byly podrobeny kontrolnimu $té€peni pomoci restriktdz Dral

a EcoRI. Nasledujici obrazek ptedstavuje konstrukt pMSCVpuro se zaklonovanym
usekem eGFP-CAS-WT.
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Obr. 2.5.: Konstrukt pMSCV se zaklonovanym eGFP-CAS-WT

2.15. FRAP

Princip metody FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) je blize popsan
v podkapitole 3.2.2. Bunky kultivované na miskach o priméru 35 mm byly
transfekovany jednotlivymi typy konstrukti pEGFP-C1 obsahujici DNA kodujici
varianty CAS-WT, CAS-FAT-C, CAS-FAT-N a CAS-SH3-C. Nasledujici den byly
bunky pouzZity pro FRAP experiment. Analyzovany byly 1-2 fokdlni adheze z jedné
buiiky. Celkem bylo analyzovéno pfiblizné 20 fokalnich adhezi v ramci jedné varianty
proteinu CAS. Metoda FRAP byla provedena s zivymi CAS-/- bunikami, méfeni bylo
provedeno pii 37°C a 5% CO,. Jakmile byla nalezena na buiice vhodna oblast pro
analyzu, bylo pouZito celkem tii pulst silného excitaniho zafeni, aby doSlo k vybéleni
oblasti. Hodnoty intenzity fluorescencniho signalu béhem celého experimentu byly
ziskany zprogramu LAS AF Lite a nasledn¢ vyhodnoceny. Polo¢as navratu

fluorescence byl ziskan na zaklad¢ rovnice pouzité v praci (Tolde et al., 2012).
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2.16. Natahovani bunék

Natahovani bun€k bylo provedeno na natazitelné PDMS (polydimetylsiloxan)
komirce pomoci pocitacem fizeného tzv. bunééného natahovace (cell stretcher). Pred
vysetim bunék byl povrch komirky pokryt 5 pg/ml fibronektinu v PBS. Samotné
protazené bylo provedeno v jednom sméru a membrana komurky byla natazena o 20 %

své ptivodni délky. Protazeni bun¢€k bylo vyuzito v ramci experimentu FRAP.

2.17. Mikroskopie trakénich sil

Me¢fteni bunéénych trakénich sil bylo provedeno na 7% akrylamid/bisakrylamidovém
(pomér 29:1) gelu o Youngoveé modulu 18 kPa s vnofenymi fluorescenénimi kuli¢kami
(postup ptipravy gelu viz podkapitola 2.17.1). Polayakrylamidovy gel byl pfed vysetim
bun¢k pokryt 5 pg/ml fibronektinu v PBS. Pfed samotnym méfenim byly bunky
kultivovany pies noc v termostatu aby doslo k pfisednuti bun¢k k povrchu. Méfeni bylo
provedeno na zivych CAS-/- bunkach pii 37 °C a 5% CO,. Jakmile byla ziskana poloha
fluorescen¢nich kulicek, byla k bunkam piidana smés 0,25% Trypsinu s 80uM
cytochalasinem D. Po 20 min od pfidani smési Trypsinu a cytochalasinu D byla
zaznamenana poloha fluorescen¢nich kulicek po relaxaci povrchu. Trakéni sily byly

vypocitany na zaklad¢ Fourierova algoritmu (Butler et al., 2002).

2.17.1. Priprava polyakrylamidového gelu pro méreni trakcnich sil

Material
e 0,1M NaOH
e 2% 3-aminopropyltrimetoxysilan (APTMS) (Sigma, USA)
e 2,5% glutaraldehyd v 1x PBS
e fluorescencni kulicky (Thermo Scientific, USA)
e acrylamid/bisakrylamid (29:1) (GenDEPOT, USA)
e 10% APS (persiran amonny) (Sigma, USA)
e N, N, N9, N9-tetrametyl-ethylendiamin (TEMED) (Serva, Némecko)
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Postup

Sulfo-SANPAH (0,5mg/1ml 50mM Hepes) (Thermo Scientific, USA)
fibronectin v 1x PBS (5 pg/ml) (Serva, Némecko)

35mm misky pro kultivaci bunék s otvorem (otvor o velikosti mensi nez je
velikost krycich sklicek)

ramecky (tvofeny lepivym materidlem, po obou stranach kryty foliemi, velikost

ptiblizné stejné velka jako velikost krycich sklicek)

1. Ptiprava krycich skli¢ek

Kryci sklicka ponoiime do nadoby s 0,1M NaOH a ddme 5 min susit.

Kryci sklicka ponofime do nadoby s 2% APTMS a dame 5 min susit.

Kryeci skli¢ka oplachneme v mpH,0, vlozime do nadoby s mpH,0 a dame kyvat
na kyvacku 10 min.

Kryeci skli¢ka ponotfime na 30min do nadoby s 2,5% glutaraldehydem v 1x PBS.
Pozn. S glutaraldehydem pracujeme s maximdlni opatrnosti a pokud mozno
V digestori.

Kryci sklicka oplachneme mpH;0, vlozime do nadoby s mpH,0O a dame kyvat

na kyvacku 2x 10 min. Nechame dokonale oschnout.

2. Priprava polyakrylamidového gelu (7% gel o Youngové modulu 18 kPa)

Odstranime vrchni folii zramecki a pfipravime polyakrylamidovy gel
s vnofenymi fluorescen¢nimi kuli€¢kami (pfiprava pro 24 sklicek). Po celou dobu
pfipravy pracujeme na ledu.

Do mikrozkumavky postupné pfidame 610,5 pl mpH20, 3 ul fluorescencnich
kulicek a nastavime pfistroj na 20 pulsit po 20 s), dale pfiddme 131,25 pnl
acrylamid/bisakrylamidu (29:1), 3,75 ul 10% APS a 1,5 ul TEMED a dokonale
promichame.

Do kazdého ramecku dame 28 pl pfipravené smési a opatrné ptilozime kryci

skli¢ko na vrch ramecku.
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Dame centrifugovat (krycimi sklicky dospod) (Eppendorf Centrifuge 5804R,
2500 rpm, 30 min, 4 °C). Fluorescen¢ni kuli¢ky se tak dostanou k povrchu a je
mozné je poté zaostiit mikroskopem.

Odstranime druhou folii z rameckd a opatrné, aby nedoslo k poruseni gelu,
prilepime ramecky s nalepenym krycim skli¢ek na 35mm misku s otvorem.
Uprostied misky mame tady namisto plastového povrchu misky
polyakrylamidovy gel.

Ptfidame 1x PBS a ddme na 20 min na kyvacku.

Abychom sterilizovali misky pro naslednou kultivaci bunék, ddme misky na 1 h

pod zdroj UV zéafeni.

3. Pfevrstveni gelu fibronektinem

Z misek odsajeme PBS a piidame piimo na gel 100 ul Sulfo-SANPAH, ktery
nechame na 5 min pod UV zafenim, aby doslo k jeho aktivaci.

Oplachneme 2 x 10 min 1x PBS, odsajeme a pfidame cca 500 pl fibronectinu
v 1x PBS (5 pg/ml) a nechame reagovat s Sulfo-SANPAH. Poté vlozime misky
na noc do ledni¢ky, aby doslo k uvolnéni toxickych latek z polyakrylamidového
gelu, které by jinak zabily bunky.

Oplachneme PBS a mizeme pokracovat s vysetim bunck, které nechame pies

noc prichytit k povrchu gelu.

2.18. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu SigmaPlot. Jako statisticka

metoda byla pouZzita jednosméma ANOVA. Tato metoda byla pouZita pro vSechna

ziskana data. Symbol hvézdi¢ek piedstavuje hladinu vyznamnosti (p-value). Pro

vyznaceni hladiny vyznamnosti bylo pouZito standardni oznaceni:

*

**

**k%k

p<0.05
p<0.01
p<0.001
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3. Vysledky

3.1. Uloha vinculinu v cileni CCH domény do fokalnich adhezi

Vinculin je aktin vazebny protein, ktery byl nedavno identifikovan jako interakéni
partner SH3 domény proteinu CAS, v jehoZ nepfitomnosti je oslabena lokalizace CAS
ve fokalnich adhezich (Janostiak et al., 2014a). Jako vazebné misto byla urcena
,kr¢kova“ oblast vinculinu, ve které se nachazi PPKPP sekvence, kterd je vazana SH3
doménou proteinu CAS. Mutace této sekvence (mutace PPKPP na PPNSS) rusi
interakci mezi proteiny CAS a vinculinem.

Proteiny CAS spolu dimerizuji prostiednictvim svych C-koncovych oblasti (Law et
al.,, 1999). Nedavno bylo Vv na$i laboratoii prokazano, ze pravé CCH doména je
odpovédna za tuto dimerizaci (Tatarova, 2012). Zajimavé je, ze vinculin, podobné jako
kindza FAK ¢i protein CAS, obsahuje na svém C-konci oblast, ktera zaujima strukturu
4- helikalniho svazku (Arold et al., 2002). Kromé& toho podobné strukturni motivy,
nazvané jako VBSs (vinculin vazebné oblasti, Vinculin Binding Sites) jsou soucasti
dalsiho proteinu fokalnich adhezi, talinu (Garron et al., 2009). Na zakladé téchto dat
byla piedpokldddna i moznéd interakce mezi CCH doménou a kindzou FAK ¢i
vinculinem. Ob¢ tyto interakce byly nakonec potvrzeny (Tatarova, 2012). Vinculin a
FAK jsou tedy novymi kandidaty, kteti by mohly zprostfedkovat lokalizaci CCH
domény do fokélnich adhezi.

Pro tento experiment byl vytvofen vektor pmCherry-CCH, ktery obsahuje CCH
doménu fazovanou s fluoroforem mCherry. Z jiz ptipraveného vektoru pGEX-CAS-HI
(Tatarova, 2012), byl vystépen CCH usek (HI usek, zkratka od helices) pfes BamHI a
EcoRI restrikéni mista a vloZzen do EcoRI/BglIl stépené¢ho vektoru pmCherryCl.
Uspé&snost ligace byla otestovana sekvenovanim.

Uloha vinculinu v lokalizaci CCH domény do fokalnich adhezi byla uréena na
zaklad¢ kolokalizace CCH domény a vinculinu uvnitf fokalnich adhezi. Jako marker
fokalnich adhezi byl pouzity samotny vinculin a déle protilatkou znaceny paxillin.
Vinculin -/- buiiky byly kotransfekovany vektory pmCherry-CCH a peGFP-vinculin /
peGFP-vinculinPNSS (obsahuje PPNSS mutaci v kr¢kové oblasti vinculinu) a vysety na
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sklicka pokryté fibronektinem. Druhy den byly buiky zafixovany a inkubovany
s fluorescen¢né znacenou protilatkou proti paxillinu.

Vysledky ukazuji, Ze nepfitomnost vinculinu vyznamné snizuje UspéSnost CCH
domény cilit do fokalnich adhezi (viz Obr. 3.1.). Dale bylo prokdzano, ze mutace
krckové oblasti vinculinu nema vliv na lokalizaci CCH domény ve fokalnich adhezich.

Na zakladé téchto vysledkt lze ptredpokladat, Ze interakce mezi CCH doménou a

vinculinem neni zprostiedkovana motivem PPKPP vinculinu.

A)

mCherry-CCH paxillin (vinculin-/-) slouceni signala

mCherry-CCH eGFP-vinculinPNSS slouceni signalt

mCherry-CCH eGFP-vinculin slouceni signalt
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B)

100 -

*kk

90 - Kk
80 - I

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

20 - I
10 -

% lokalizovanych CCH ve fokalnich
adhezich

501 446 343

vinculin -/- vinculinPNSS vinculinWT

Obr. 3.1.: Vliv vinculinu na lokalizaci CCH domény. Experimenty byly uskute¢nény ve
vinculin -/- bunikaich A) Kolokalizace CCH domény proteinu CAS fazované s mCherry
(Cervené) spolu s paxillinem / vinculinem mutovanym v krckové oblasti (PNSS) / vinculinem
(zeleng). B) Kvantifikace kolokalizace. Kvantifikace byla provedena pomoci funkce ROI
(region of interest), kdy byl porovndvan signal mCherry a eGFP pfipadné¢ mCherry a signal
fluorescenéné znaceného paxillinu. Chybové usecky znaci standardni chybu. Symbol hvézdicky
pak hladinu vyznamnosti vzhledem k vinculin -/-. Cislo u zakladny sloupcti znadi pocet

analyzovanych fokalnich adhezi.

3.2. Analyza vlivu kotevnich domén proteinu CAS na jeho vlastnosti

vvvvvv

Béhem tohoto procesu dochazi k mechanickému protazeni SD domény a nésledné
fosforylaci tyrozinovych motivii. Pfedstava fungovani proteinu CAS jako
molekularniho mechanosensoru je zaloZena na pfitomnosti dvou kotevnich domén,
které kotvi CAS na obou jeho koncich a tim je umoZnéno protazeni. Autofi, ktefi jako
prvni objevili tuto vlastnost, navrhuji jako kotevni domény N-koncovou SH3 doménu a
blizko C-konce se nachazejici SBD oblast (Sawada et al., 2006). Nedavna studie, ktera
se zamétuje na lokalizaci proteinu CAS uvniti fokalnich adhezi vSak prokézala, ze CCH
doména, nikoliv SBD oblast je nezbytna pro cileni a lokalizaci CAS ve fokalnich

adhezich (Donato et al., 2010). Tyto vysledky tedy naznacuji, ze SH3 a CCH doména
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by mohly byt odpovédné jak za lokalizaci, tak za mechanosensorické vlastnosti proteinu
CAS.

Tato prace se snazi objasnit vliv jednotlivych kotevnich domén proteinu CAS na
lokalizaci do fokalnich adhezi, dynamiku ve fokalnich adhezich a schopnost bunck
generovat bunécné trakeéni sily. Pro experimenty byla pfipravena série variant proteinu
CAS, které jsou pozménény pravé v oblastech, kde se vyskytuji kotevni domény (viz
Obr. 3.2.).

Vsechny varianty proteinu CAS jsou zaloZeny na mysi sekvenci proteinu CAS. Dale
CASASH3, CASACCH a CASAA, které jsou oproti CAS-WT zkracené o SH3, CCH
nebo obé domény. Dalsi varianty CAS-FAT-N a CAS-FAT-C obsahuji namisto SH3 ¢i
CCH domény FAT doménu kinazy FAK. Varianty CAS-SH3-C a CAS-LeuZ-C pak
obsahuji namisto CCH domény SH3 doménu ¢i motiv leucinového zipu proteinu
GCN4, ktery slouzi jako dimeriza¢ni motiv.

Na zéklad¢ experimentil s témito variantami se tato diplomova prace snazi stanovit,
zda je dulezita poloha jednotlivych kotevnich domén a dale urcit exklusivitu kotevnich
domén. Pro ur¢eni exkluzivity byly vytvofeny varianty s nahrazenou SH3 resp. CCH
doménou za FAT doménu kindzy FAK ¢i SH3 doménu. Vyména CCH domény za
motiv leucinového zipu, by pak méla pomoci urcit zda CCH funguje jako dimeriza¢ni

doména (Law et al., 1999).

639RPLPSPPS4S

CAS-WT
CASASH3 66 I YxxP ___G3RPLPSPP®
YxxP 639RPL PSPP645
CAS-FAT-N [FAT T——sb T sip [owconm
539RPLPSPP645
CASACCH
CAS-SH3-C
Y12 YxxP 639RPLPSPPS45
CAS-Leuz-C
Y12 YxxP 639RPL PSPP845
CAS-FAT-C :
YxxP 639RPLPSPP645
CASAA E

Obr. 3.2.: Grafické znazornéni jednotlivych variant proteinu CAS. FAT zna¢i FAT doménu

kinazy FAK, LeuZip pak dimeriza¢ni motiv leucinového zipu proteinu GCN4.
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Vsechny vySe zminéné varianty byly piipraveny jako fizované s fluoroforem eGFP
umisténym na jejich N-konci, pro jejich nédslednou vizualizaci za pomoci fluorescenc¢ni
mikroskopie. Varianty CAS byly z vétsiny ptipraveny Doc. Rdselem. Mezi mnou
ptipravené varianty patii eGFP-CAS-FAT-C a eGFP-CAS-FAT-N. Nejprve byly
amplifikovany pomoci metody PCR useky DNA kodujici FAT doménu. Pro tyto ucely
byly pouzity primery FAT-C1ln, FAT-C2n a FAT-N3Rw a FAT-N3Fw, které v sob¢
maji vlozena restrikéni mista. Jako templat byl pouzit plazmid pMAT nesouci cDNA
mysi kindzy FAK. Usek FAT-C byl nasledné §tépen pomoci EcoRI a Spel restrikénich
enzymli a vlozen do EcoRI/Spel stépeného vektoru peGFPACCH. Obdobnym
zpusobem byl vlozen tsek FAT-N do vektoru peGFPASH3, pficemz bylo pouzito
$tépeni pomoci BgllI/EcoRI a BamHI/EcoRI restrikénich enzymi. Uspésnost ligace
byla ovéfena kontrolnim $tépenim Kpnl (viz Obr. 3.3.). Vektory byly nakonec

osekvenovany.

M ASH3 ACCH LeuZ-C SH3-C AA

ASH3: 4800, 1150, 1130, 70
5000 bp ACCH: 5000, 1130, 690, 70
Leuz-C: 5000, 1130, 800, 70
SH3-C: 5000, 1130, 890, 70
1000 bp AA: 4800, 1130, 690, 70
750 bp
250 bp

Obr. 3.3.: Piiklad kontrolniho $té€peni pomoci restrikéniho enzymu Kpnl. Pfiblizné délky
Vv parech bazi po §tépeni jsou uvedeny V tabulce vedle obrazku gelu. Jako marker (M) byl
pouzity GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (viz Obr. 2.4.)

3.2.1. Lokalizace proteinu CAS uvniti buiiky

Protein CAS je jednim z hlavnich proteini fokalnich adhezi, kde figuruje jako
signalni uzel, ze kterého jsou pienaSeny signaly dale do bunky. V lokalizaci proteinu
CAS do fokalnich adhezi hraji dulezitou Glohu dvé kotevni domény. Prvni z nich je na

N-konci lokalizovana SH3 doména. Druhou je pak C-koncova CCH doména, ktera byla
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teprve nedavno identifikovdna jako doména nezbytna pro lokalizaci proteinu CAS do
fokalnich adhezi (Donato et al., 2010). Pfestoze jsou domény, které jsou dilezité pro
lokalizaci proteinu CAS identifikované, prozatim neni znamé, které proteiny se na
lokalizaci proteinu CAS do fokélnich adhezi ucastni ani které proteiny mohou za
dlouhodob¢;jsi setrvani proteinu CAS uvnitt fokalnich adhezi. Kromé toho se kotevni
domény nejspi§ podili 1 na spravném fungovani mechanosensorické funkce proteinu
CAS. Dalsi otazkou je zda ma CCH doména stejnou roli jako FAT doména kindzy
FAK. Obé domény maji velmi podobnou strukturu (viz Obr. 3.4.), ktera byla
identifikovana hned u nékolika proteinti se schopnosti lokalizovat do fokélnich adhezi
(Arold, 2011).

p130Cas

Obr. 3.4.: Prekryv 4- helikalnich svazkit CCH domény proteinu CAS (hnéda) a FAT domény
kinazy FAK (modra). Pfevzato a upraveno z (Mace et al., 2011).

Dalsi experiment, ktery byl vramci této diplomové prace uskutecnén, zkouma
lokalizaci jednotlivych pfipravenych variant proteinu CAS uvniti fokalnich adhezi. Pro
tento experiment byly pouzity CAS-/- bunky. Transfekované buiky byly vysety na
sklicka pokryté fibronektinem. Druhy den byly buiiky zafixovany paraformaldehydem a

inkubovany s fluorescencné znacenou protilatkou proti paxillinu. Znafeni paxillinu
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slouzi jako oznaceni fokalnich adhezi, jelikoz paxillin je jednim z jejich markert. Na
zéklad¢ kolokalizace mezi fluorescencné znaCenym paxillinem a eGFP znaCenymi

variantami proteinu CAS byla ur¢ena lokalizace jednotlivych variant (viz Obr. 3.5.).

A)

eGFP paxillin slouceni signala

66

CAS-WT

CASASH3

CASACCH



VVSVO

O-€HS-SVO

O-1V4-SVO

I

O-ZNne71-SVO

67



B)

110
100

90 I

80

*kk

70
60
50

40

30 :|: Fkk

20 I

*kk

% lokalizovanych CAS variant ve fokalnich adhezich

10 *kk
465 515 755 393 403 1037 6@8 729

CAS-WT  CASASH3 CASACCH CASAA  CAS-SH3-C CAS-FAT-C CAS-LeuZ-C CAS-FAT-N

Obr. 3.5.: Kolokalizace variant proteinu CAS s paxillinem ve fokalnich adhezich. A)
Reprezentativni obrazky bunck exprimujici jednotlivé varianty proteinu CAS. CAS zelené,
paxillin Cervené, posledni sloupec predstavuje slouceni signali a tedy kolokalizaci obou
proteinti. B) Kvantifikace kolokalizace jednotlivych variant proteint CAS s paxillinem.
Kvantifikace byla provedena pomoci funkce ROI (region of interest), pficemz bylo
analyzovano, zda dochazi k nabohaceni eGFP signdlu v misté signdl znacen¢ho paxillinu.
Chybové tsecky znaci standardni chybu. Symbol hvézdicky zna¢i hladinu vyznamnosti

vzhledem k CAS-WT. Cislo u zakladny sloupcti znaéi poet analyzovanych fokalnich adhezi.
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Vysledky tohoto experimentu jasné ukazuji, ze domény CCH a SH3 jsou esencialni
v cileni proteinu CAS do fokalnich adhezi. Delece jedné z téchto domén vyznamné
redukuje lokalizaci proteinu CAS. Delece obou kotevnich domén pak vede k uplnému
vylouceni proteinu CAS z fokalnich adhezi a zamezeni lokalizace. Zajimavé je, ze
nahrazeni CCH domény za SH3 doménu (CAS-SH3-C) snizuje uspésnost lokalizace
oproti CAS-WT, ale pfesto se tato varianta vyskytuje v piiblizn¢ 65 % fokalnich adhezi.
SH3 doména tedy nahrazuje CCH doménu z hlediska lokalizace pouze ¢astecné.

FAT doména kinazy FAK je kotevni doménou této kinazy. Zaména SH3 ¢i CCH
domény za FAT doménu ma za nasledek mirné statisticky nevyznamné zesileni
lokalizace téchto variant do fokalnich adhezi.

Zaména CCH domény za leucinovy zip ma obdobny efekt jak delece kotevnich
domény proteinu CAS. Zda se tedy, ze pro lokalizaci CAS do fokélnich adhezi je nutna
volnda CCH doména a pfipadnd dimerizace CAS pifes CCH doménu naopak vede

k inhibici lokalizace proteinu CAS do fokalnich adhezi.

3.2.2. Dynamika proteinu CAS uvnitf fokalnich adhezi

Dynamika jednotlivych variant proteinu CAS uvnitt fokalnich adhezi byla zkoumana
metodou FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching). FRAP je metoda, jejiz
pomoci je mozné zkoumat mobilitu fluorescenéné znacenych molekul uvniti bunky,
VvV tomto piipad€ fluorescenéné znafenych proteinl. Principem této metody je vyuZiti
silného pulzu excita¢niho zafeni, které zplsobi tzv. vybéleni fluorescence. Vybélenim
fluorescence se rozumi ztrata schopnosti fluoroforu emitovat zatreni. V misté, které bylo
timto zpisobem vybéleno dochazi ke sniZeni nebo uplné ztraté fluorescenéniho signalu.
Po Case se vSak do vyb€leného mista navraci fluorescence, coZ je zpiisobeno vyménou
»vyb&lenych® fluorofori za nové. Na zdklad¢ rychlosti navratu fluorescence ve
vybéleném misté je mozné zkoumat dynamiku fluoroforem znac¢enych molekul uvnitt
bunky.

Pro tento experiment byly pouzity varianty, které maji schopnost lokalizovat do
fokalnich adhezi — tedy CAS-WT, CAS-FAT-C, CAS-FAT-N a CAS-SH3-C (viz Obr.
3.5.). Metodou FRAP bylo zjisténo, ze varianta proteinu CAS, kterd obsahuje FAT

doménu kinazy FAK na svém C-konci (CAS-FAT-C) ma vyznamné snizenou dynamiku
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uvnitt fokalnich adhezi oproti CAS-WT. Prestoze nebyl prokazan statisticky vyznam
pro rozdil mezi CAS-WT a CAS-FAT-N, vysledky ukazuji podobny trend i pro tuto
variantu. Cas, za ktery byla dosaZena polovina intenzity fluorescence (T'/5) byl u CAS-
FAT-C ~ 12,8 s, u CAS-FAT-N pak ~ 8,5 s (viz Obr. 3.6. a 3.8.). CAS-WT dosahl T/,
za = 6,1 s. Trend ke snizeni dynamiky byl pozorovan i u varianty obsahujici na svém C-
konci namisto CCH domény SH3 doménu, T~ 7,6 s. Rozdil viak nebyl statisticky
signifikantni. U vSech zkoumanych variant proteinu CAS se podafilo ,,vybélit“ 60-70 %
intenzity fluorescencniho signadlu. Platé intenzity fluorescence, tedy faze, kdy se
intenzita fluorescence piestava zvySovat, bylo dosazeno u vSech zkoumanych variant
v rozmezi 82-92 % vzhledem k pivodni intenzité fluorescence pfed vybélenim, coz
ukazuje na to, ze mnozstvi mobilni frakce ve fokalnich adhezich je u vSech konstruktt
shodné (viz Obr. 3.6.).

Jelikoz doslo ke snizeni dynamiky u proteini CAS, které obsahuji FAT doménu
kinazy FAK, byl proveden FRAP experiment i se samotnou eGFP znacenou FAT
doménou v CAS-/- buiikach. FAT doména dosahla T'/, za =~ 4,6 s (viz Obr. 3.7. 2 3.8.).
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Obr. 3.6.: FRAP kiivka variant proteinu CAS, které lokalizuji do fokalnich adhezi A) CAS-
WT, B) CAS-SH3-C, C) CAS-FAT-C, D) CAS-FAT-N. Jednotlivé modré body na kiivce znaci
pramérnou hodnotu intenzity fluorescence v Case, poté co byl aplikovan silny puls excitaéniho
zafeni. Chybové tsecky pifedstavuji standardni chybu. Hodnoty nad ¢asovou osou znaci Tllg.
Z jednotlivych kiivek lze vyc€ist hodnotu intenzity fluorescence po ,,vybé¢leni* a déle

plato intenzity fluorescence.
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Obr. 3.7.: FRAP ktivka eGFP znafené FAT domény. Modré body na kiivce znaci primérnou
hodnotu intenzity fluorescence v ¢ase, chybové tiseCky predstavuji standardni chybu. Hodnoty

. |
nad ¢asovou osou znadi T /5.
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Obr. 3.8.: Polodas navratu intenzity fluorescence T/, jednotlivych variant proteinu CAS a FAT

domény. Cisla umisténa u zakladny sloupcti zna¢i pocet analyzovanych fokalnich adhezi, ¢isla

umisténa vySe pak piesnou hodnotu T'/,. Chybové tusetky predstavuji standardni chybu.

Symboly hvézdi¢ek znaci hladinu vyznamnosti mezi propojenymi sloupci (variantami).

3.2.3. Vliv nataZzeni bunék na dynamiku proteinu CAS ve fokalnich

adhezich

Jiz diive bylo prokazano, ze mechanicky stres v podob€ nataZeni bunék vede ke

zvétSeni fokalnich adhezi a zvySené fosforylaci SD domény proteinu CAS (Janostiak et

al., 2014a; Sawada et al., 2006). Zajimalo nas, zda mechanicky stres ovliviiuje

dynamiku proteinu CAS ve fokdlnich adhezich. Dalsi typ FRAP experimentu, byl tedy

proveden béhem natazeni bunck na natazitelné PDMS (polydimetylsiloxan) membrang.
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Stretch %

linear motor

Obr. 3.9.: A) Buné&¢ny natahova¢ s nasazenou natazitelnou komurkou. B) Ukazka protazeni
komtrky. Material, ze kterého je komtrka vyrobena zajiStuje, Ze membrana, na které¢ jsou
kultivované buiiky, je protazena na vSech mistech stejn€, coZ je pro tento typ experimentu

zasadni. Pfevzato a upraveno z (Bonakdar et al., 2014).

Bunky byly vysety do fibronektinem pokrytych natazitelnych komirek. Po 24
hodinach byly komurky s transfekovanymi bunikami vlozeny do pocitacem fizeného
bunécného natahovae (cell stretcher), blize popsano na Obr. 3.9. Membrany byly
protazeny o 20 % své délky. Toto protaZeni je dostacujici pro zménu fosforylace SD
domény proteinu CAS (Janostiak et al., 2014a). Nasledné bylo provedeno méfeni
dynamiky CAS pomoci FRAP.

FRAP méfeni, které bylo provedeno béhem protazeni bun€k, ukazalo zvySeni
poloasu navratu fluorescence T/, a tedy snizeni dynamiky proteinu CAS b&hem
protazeni (viz Obr. 3.10.). Statisticky vyznamna je pak zména v dynamice proteinu
CAS mezi klidovym stavem a pii nataZzeni komtrky po 30 min od zacatku méfeni.
Zajimavy je dale mirny pokles T, pii mefeni FRAP po 60 min pfi natazeném stavu
komirky, ktery naznacuje ndvrat dynamiky proteinu CAS k hodnotdm v nenataZenych

bunkach.
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Obr. 3.10.: Polo¢as navratu intenzity fluorescence proteinu CAS. Sloupec WT piedstavuje
meéteni FRAP v klidovém stavu. Sloupce WT 30 min a 60 min pak méfeni FRAP b&hem této
doby pii protazeném stavu komiirky o 20 %. Mé&feni bylo zapo&ato ihned po protazeni. Cisla
umisténa u zékladny sloupcti znac¢i pocet analyzovanych fokalnich adhezi, Cislo nad tim pak
hodnotu T%/,. Chybové tusetky zna&i standardni chybu. Symbol hvézdigky zna&i hladinu

vyznamnosti vzhledem k WT.

Celkové FRAP experimenty ukazaly, Ze varianty proteinu CAS obsahujici FAT
doménu maji vyznamné sniZenou dynamiku uvnitt fokéalnich adhezi. Experiment, ve
kterém se zkoumala lokalizace vSech vytvotenych variant proteinu CAS, odhalila, ze
FAT doména mirné zesiluje u proteinu CAS schopnost lokalizovat do fokalnich adhezi.
Z tohoto diivodu proto nebylo piekvapenim, ze varianty obsahujici FAT doménu maji
sniZzenou dynamiku oproti CAS-WT. FAT doména ziejmé prostfednictvim interakci se
,»SVymi* partnery podporuje lokalizaci proteinu CAS do fokdlnich adhezi a tim zesiluje
jeho ukotveni v téchto bunéénych strukturach. Prekvapivé naopak je, ze samotna FAT
doména ma vyssi dynamiku nez CAS-WT, piestoze u CAS-FAT-C a CAS-FAT-N
variant jeji vyskyt znatelné oslabuje dynamiku. Dynamiky CAS proteinu ve fokalnich

adhezich je navic snizena mechanickym nataZenim bunék.
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3.2.4. Role kotevnich domén na generaci bunéénych trakénich sil

Pohybujici se bunika generuje n¢kolik typt sil. Prvnim z nich jsou protruzivni sily,
které jsou nezbytné pro protazeni piedni Casti buniky a vytvofit bunétné struktury
nazvané jako lammellipodium a filopodia. Tento typ sil je generovan zejména
polymerizaci aktinovych vlaken a reorganizaci aktinového cytoskeletu do rozvétvenych
struktur a svazka. Protruzivni sily jsou pak nezavislé na aktivit¢ myozinovych motora
typu II. Druhym typem sil jsou kontraktilni sily, které jsou potfebné pro kontrakci
bunécného téla a odpojeni zadni Casti builkky od podkladu. Kontraktilni sily jsou na
rozdil od protruzivnich sil tvofené aktomyosinovou kontrakci (shrnuto v Lauffenburger
and Horwitz, 1996).

Béhem migrace bunky dochazi k tvorbé propojeni mezi bunéénym cytoskeletem a
ECM. Tvorbou téchto propojeni buitkka generuje dalsi typ sil, tzv. trakéni sily smérem
Kk substratu. Bunééné procesy jako je bunétna migrace, prichyceni bunky k substratu
(cell spreading) nebo protahnuti buiiky skrz tkan je fizena trakénimi silami. Kontrakce
aktomyosinovych vldken spolu s polymerizaci aktinu v mist¢ kontaktu builky se
substratem generuji trakéni sily, tvorba trak¢nich sil je tedy zdévisld primarné na
kontraktilnich silach (shrnuto v Sheetz et al., 1998).

Fokalni adheze jsou oblasti, kde dochazi v nejvétsi mitre k tvorbé trakénich sil.
Piestoze se CAS nepodili na regulaci myosinu II, bylo prok4zéano, Ze sniZend exprese
proteinu CAS sniZuje pomér polymerizovaného (F) aktinu k monomernimu (G) aktinu a
aktinovou polymerizaci (Tang and Tan, 2003). Krom¢ toho bylo nedavno ukazano, ze
interakce mezi proteiny CAS a vinculinem je diileZita pro zachovani tuhosti bunék (cell
stiffness) a generaci trakénich sil (Janostiak et al., 2014a).

Meéfteni velikosti bunéénych trakénich sil bylo provedeno za pomoci mikroskopie
trak¢nich sil. Transfekované bunky byly pfes noc vysety na fibronektinem pokryty
polyakrylamidovy gel (Younglv modul 18 kPa) se zanofenymi fluorescen¢nimi
kulickami. Béhem pfichyceni bunék k substratu a migraci bun¢k dochéazi k deformaci
flexibilniho polyakrylamidového gelu o znamé pruZznosti. Za pouziti cytochalasinu D a
trypsinu bylo nasledné dosazeno odpoutani bunék od podkladu a relaxaci gelu.
Porovnanim pozic fluorescenc¢nich kulicek pfed a po relaxaci gelu je mozné ziskat

hodnotu deformacni energie, kterd je ulozena v substratu pod bunkami. Tato energie je
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vypocitana na zakladé Fourierova algoritmu (Butler et al., 2002). Analyzovano bylo
vice nez 50 bun¢k od kazdé varianty.

Pomoci mikroskopie trakénich sil bylo zjisténo, ze deformacni energie CAS-/- bunék
exprimujici CAS-WT je pfiblizné€ 0,6 pJ. Statisticky vyznamna zmeéna oproti CAS-WT
byla stanovena u bun¢k exprimujici variantu CAS-FAT-C a bunék, u kterych protein
CAS neni exprimovan viibec (CAS-/-). Bunky exprimujici variantu CAS-FAT-C maji
schopnost generovat trak¢ni sily pfiblizné tfikrat zvysena oproti CAS-WT. Naproti
tomu buiiky, které neexprimovaly protein CAS viibec maji schopnost generovat trakéni
sily tfikrat snizenou oproti CAS-WT (viz. Obr. 3.11.). Podobny vysledek byl o¢ekavan i
u bun¢k, exprimujici variantu CASAA, kterd neobsahuje kotevni domény. Tyto bunky
vSak byly schopné generovat trakéni sily o podobné velikosti jako CAS-WT. U bung¢k,
které exprimovaly ostatni varianty proteinu CAS byla stanovena hodnota deformacni
energie mezi 0,3 — 0,5 pl. Piekvapivy je vysledek varianty CAS-FAT-N, ktera
vykazovala podobné schopnosti lokalizovat do fokalnich adhezi jako CAS-FAT-C a
obdobné jako CAS-FAT-C vykazovala niZs§i dynamiku ve fokalnich adhezich nez CAS-
WT. Ve schopnosti indukovat trakéni sily vSak za variantou CAS-FAT-C vyrazné

zaostava a dokonce vykazuje trend ke sniZeni trakénich sil v porovnani s CAS-WT.
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Obr. 3.11.: A) Sloupcovy graf, ktery predstavuje velikost deformacni energie CAS-/- bunék

exprimujici jednotlivé varianty CAS proteinu. Chybové useCky znaci standardni chybu. Symbol
hvézdicky zna&i hladinu vyznamnosti mezi propojenymi sloupci (variantami). Cislo u zakladny
sloupcti znaci pocet analyzovanych bunék. B) Obrazky CAS-/- bunék exprimujici jednotlivé
varianty proteinu CAS bunck. Na pravé strané trakéni mapa. PferuSovana ¢ara znaci oblast,

ktera byla analyzovéana pro méfeni.

3.3. Priprava bunécénych linii stabilné exprimujici varianty proteinu

CAS

Pro dal$i analyzu variant proteinu CAS a jejich kotevnich domén jsme se rozhodli
pfipravit stabilni bunééné linie. Pro pfipravu byly pouzity CAS-/- buriky. Podrobny
popis celého procesu viz podkapitola 2.14.7.

Zatim se podafilo ptipravit CAS-/- bunky stabilné exprimujici varianty CAS-WT,
CAS-FAT-C, CAS-FAT-N a CAS-SH3-C, vsechny fazované s fluoroforem eGFP. Na
Obr. 3.12. jsou zobrazeny vysledky analyzy FACS CAS-/- bun¢k exprimujici variantu

eGFP-CAS-FAT-C.
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Obr. 3.12.: Vysledky FACS analyzy. Graf A) znaci vyskyt dvou populaci bunék: buiky
pozitivni na eGFP (ve vyfezu) a negativni na eGFP. Graf B) znaci ¢istotu bunétné populace, tj.

98,5% bunék, které byly ziskany tfidénim jsou pozitvni na eGFP.
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4. Diskuse

Tato prace podrobné popisuje vliv koncovych domén proteinu CAS na lokalizaci
tohoto proteinu ve fokdlnich adhezich, dynamiku ve fokdlnich adhezich a generaci
bunécénych trakénich sil. Koncové domény proteinu CAS byly identifikovany jako
nezbytné pro cileni a lokalizaci proteinu CAS do fokalnich adhezi (Donato et al., 2010;
Harte et al., 2000; Nakamoto et al., 1997). Z tohoto divodu jsou v této praci popisovany
jako kotevni domény.

N-koncova SH3 doména je jiz dlouho dobu povazovana za nezbytnou pro lokalizaci,
pficemz je zndmé, Ze kindza FAK a adaptorovy protein vinculin interaguji s SH3
doménou proteinu CAS a zprostiedkovavaji jeho lokalizaci do fokalnich adhezi (Donato
et al., 2010; Harte et al., 2000; Janostiak et al., 2014a; Nakamoto et al., 1997). CCH
doména byla identifikovéana teprve nedavno jako oblast na C-konci proteinu CAS, ktera
je také nezbytna pro uspéSnou lokalizaci do fokalnich adhezi (Donato et al., 2010).
K blizsi charakterizaci CCH domény pfispély strukturni data. CCH doména zaujima
konformaci 4- helikalniho svazku (Garron et al., 2009; Mace et al., 2011). Podobna
konformace byla jiz dfive objevena i u dalSich majoritnich proteinti fokalnich adhezi
jako je kinaza FAK a adaptorové proteiny talin a vinculin (Arold, 2011; Arold et al.,
2002; Garron et al., 2009). Za zminku stoji, ze 4- helikalni svazek obsahuji i prozatim
malo prozkoumané proteiny fokalnich adhezi Gitl/2 ¢i CCM3 (Arold, 2011; Li et al.,
2011; Li et al., 2010; Schmalzigaug et al., 2007). Dalsi zajimavosti je, Ze krom¢ talinu
vSechny vySe zminéné proteinu interaguji s LD motivy paxillinu. Paxillin pak u vétSiny
z téchto proteinii hraje nezbytnou ulohu v cileni a setrvani ve fokdlnich adhezich.
Protein paxillin se tedy nabizi jako hlavni kandidat, ktery by mohl hrat dileZitou roli
Vv lokalizaci CCH domény a proteinu CAS do fokalnich adhezi. Paxillin hraje nezbytnou
roli v cileni a lokalizaci protein fokalnich adhezi jako jsou FAK, Pyk2, PTP-PEST,
CrklI ¢i Gitl/2 (Brown and Turner, 2004). Nicméné v MEFs, které neexprimuji paxillin
nebyla pozorovana jakkoliv sniZzend lokalizace proteinu CAS ve fokalnich adhezich
(Donato et al., 2010).

Jiz v praci z roku 1999 byl navrzen model, jakym mutze dochazet k interakci mezi
proteiny rodiny CAS. Bylo predikovéano, ze C-koncova oblast téchto proteinti obsahuje

dimeriza¢ni motiv, prostfednictvim n¢hoZ jsou schopné proteiny rodiny CAS mezi
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sebou interagovat (Law et al., 1999). O nékolik let pozd¢ji byla popsana dimerizace
mezi 4- helikalnimi svazky FAT domén in-vitro (Arold et al., 2002; Kadare et al., 2015;
Prutzman et al., 2004). Tato data podporuji domnénku mozné interakce mezi CCH
doménami, ktera byla nedavno v naSi laboratofi prokazana (Tatarova, 2012). Na
zéklad¢ téchto vysledkii bylo namist¢ domnivat se, ze samotny CAS je sdm sobé
kotvou, ktery svymi SH3 doménami interaguje s proteiny FAK ¢i vinculinem, které by
zprostiedkovavaly jeho lokalizaci do fokalnich adhezi a svymi CCH doménami by CAS
proteiny dimerizovaly. Tento model m¢l byt objasnén nahrazenim CCH domény za
motiv leucinového zipu proteinu GCN4, ktery slouzi jako dimerizacni oblast (Zeng et
al., 1997). Nase vysledky vSak tuto hypotézu o vyznamu dimerizace CAS pro lokalizaci
do fokalnich adhezi nepotvrzuji. Naopak se zdd, ze vyména CCH domény za silny
dimerazi¢ni motiv vyrazn¢ inhibuje lokalizaci (viz Obr. 3.5.). Dimerizace mezi proteiny
CAS by tedy mohla hrat roli v pfesunu z fokalnich adhezi.

Proteiny rodiny NSP a protein Ajuba hraji dileZitou roli v pfesunu proteinu CAS
smérem k plazmatické membrané, kde byl protein CAS pozorovan béhem procesu
bunécného vinéni (membrane ruffling) a tvorbé lamellipodia (Pratt et al., 2005; Riggins
et al., 2003; Schrecengost et al., 2007). Nedavno publikovana prace nicméné navrhuje,
ze protein rodiny NSP BCAR3 a receptorovd Protein tyrozinova fosfatdza o (PTPa)
jsou prave témi proteiny, které jsou odpovédné za cileni CCH domény do fokélnich
adhezi (Sun et al., 2012). Model, ktery popisuje tento proces je zobrazen na Obr. 4.1.
Interakce mezi integriny a proteiny ECM poskytuje signal nékterym proteintim, které se
do mista kontaktu pfesouvaji. Mezi prvnimi proteiny je fosfataza PTPa, ktera je béhem
tohoto procesu fosforylovana na Tyrsgg kindzami Src a FAK. Takto fosforylovana
fosfatiza PTPa je rozpoznavana SH2 doménou proteinu BCAR3 a ten zaroven
interaguje prostiednictvim své GEF domény s CCH doménou proteinu CAS. BCAR3
pak podporuje fosforylaci SD domény prostiednictvim zesileni interakce mezi kindzou
Src a proteinem CAS (Sun et al., 2012). Tato prace vSak neobsahuje zadné
fluorescen¢ni snimky, které by poukazovaly na kolokalizaci proteinit BCAR3 a CAS.
Kazdopadné proteiny rodiny NSP, tedy i BCAR3 jsou pfevazné proteiny nachazejici se
Vv pfedni ¢asti migrujici bunky ve strukturdch nazvanych jako filopodia ¢i lamellipodia

(Riggins et al., 2003; Schrecengost et al., 2007).

82



integrin

Obr. 4.1.: Model, ktery popisuje lokalizaci proteinu CAS do fokalnich adhezi, ktera je zavisla
na fosforylaci Tyrsg fosfatazy PTPa a vazbé s BCAR3. Pievzato z (Sun et al., 2012).

Zaména CCH domény za SH3 doménu kompletné méni vazebnou schopnost C-
konce proteinu CAS. Je znamé, Ze lokalizace proteinu CAS je vyznamné oslabena
v bunkach, které neexprimuji kinazu FAK ¢i protein vinculin (Donato et al., 2010;
Janostiak et al., 2014a). Varianta CAS-SH3-C je schopna interakce s témito proteiny na
obou svych koncich, jelikoz FAK i vinculin jsou hlavnimi vazebnymi partnery SH3
domény proteinu CAS. Presto je lokalizace této varianty ve fokdlnich adhezich
vyznamn¢ oslabena (viz Obr. 3.5.). SH3 doména je tedy schopna nahradit CCH doménu
Vv lokalizaci do fokalnich adhezi pouze cCasteéné prestoze poskytuje C-konci této
varianty schopnost vazat FAK i vinculin. Experiment s touto variantou jasné prokazal
vyznam CCH domény a jeji exkluzivitu v cileni proteinu CAS do fokalnich adhezi.

Kindza FAK obsahuje na rozdil od proteinu CAS pouze jednu kotevni doménu,
kterou je pravé FAT doména. Varianty proteinu CAS obsahujici FAT doménu at’ na N-
¢i C-konci jsou schopné lokalizovat ve fokalnich adhezich podobné jako je tomu u
CAS-WT (viz Obr. 3.5.). Interakce kindzy mezi FAT doménou a LD motivy paxillinu je
nezbytnd z hlediska lokalizace kindzy FAK do fokalnich adhezi. Je tedy
pravdépodobné, ze interakce s paxillinem, muze hrat duleZitou roli i v cileni variant
proteinu CAS do fokalnich adhezi, které FAT doménu obsahuji. Z tohoto experimentu
vSak neni jasné, zda ma FAT doména dominantni roli béhem tohoto procesu nebo ji
SH3 resp. CCH doména napomahaji.

V nedavné dobé byla v naSi laboratofi odhalena interakce mezi CCH doménou
proteinu CAS s vinculinem a kinazou FAK (Tatarova, 2012). Je jiz znamé, ze FAK i

vinculin interaguji s SH3 doménou proteinu CAS a vyznamné se tak podili na lokalizaci
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proteinu CAS do fokalnich adhezi (Donato et al., 2010; Janostiak et al., 2014a).
V Diplomové praci Zuzany Tatarové bylo pozorovano snizeni lokalizace CCH domény
do fokalnich adhezi v nepfitomnosti vinculinu nebo FAK. To by mohlo znamenat
dilezitou roli téchto proteinii v lokalizaci CAS. Tato Diplomova prace podobné jako
prace Zuzany Tatarové ukazuje vyznamné oslabeni lokalizace CCH domény do
fokalnich adhezi v nepfitomnosti vinculinu. Nicméné mutovand varianta vinculinu
v krékové oblasti, ktera je zodpovédna za interakci s SH3 doménou CAS (Janostiak et
al., 2014a), nijak nenarusuje lokalizaci CCH domény (viz Obr. 3.1.). Interakce mezi
vinculinem a CCH doménou je tedy zprostiedkovana jinou oblasti vinculinu. Jako
hlavnim kandidatem se zda byt Vt (vinculin tail) doména, ktera je podobn¢ jako FAT
doména a CCH doména schopna zaujmout konformaci 4- helikalniho svazku. Kromé
toho, podobn¢ jako u CCH a FAT domény byla popsana i homodimerizace u Vt
domény (Johnson and Craig, 2000; Kadare et al., 2015; Prutzman et al., 2004; Tatarova,
2012). Ztohoto divodu by mohlo dochazet i k interakci mezi jednotlivymi 4-
helikalnimi svazky proteinit CAS, FAK a vinculinu.

Pouzitim metody FRAP byla sledovana dynamika CAS variant, které lokalizuji ve
fokalnich adhezich. VSechny zkoumané varianty jsou vysoce dynamické, coz by
znamenalo, Ze mezi proteinem CAS a jeho interakénimi partnery uvniti fokalnich
adhezi dochazi k pfechodnym interakcim, které znemoziuji trvalejsi setrvani. PrestoZe
protein CAS je vysoce dynamicky protein, podafilo se jeho dynamiku vyznamné sniZzit
nahrazenim CCH domény za FAT doménu kinazy FAK (viz Obr. 3.8.). Experimenty, ve
kterych byla zkoumdna lokalizace jednotlivych variant, ukazaly, Ze varianty proteinu
CAS obsahujici FAT doménu kindzy FAK maji mirné zesilenou schopnost lokalizovat
do fokalnich adhezi. To by mohlo znamenat zvySenou stabilizaci téchto variant uvnitf
fokalnich adhezi a tedy snizeni dynamiky, kterd byla potvrzena. Zda se tedy, Ze
interakce mezi FAT doménou a jejim hlavnim interakénim partnerem paxillinem
vyznamnym zpusobem oslabuje dynamiku CAS-FAT-C uvniti fokalnich adhezich.
Zajimavy je taktéZz pozorovany rozdil v dynamice mezi CAS-FAT-C a CAS-FAT-N
variantami (viz Obr. 3.8.). Samotnd pfitomnost FAT domény tedy neni hlavnim
stabilizatorem proteinu CAS ve fokalnich adhezich, ale hraje zde vyznamnou roli i jeji
umisténi do struktury CAS. Obsahuje-li CAS na svém C-konci FAT doménu, mize

dochazet k interakci mezi SH3 doménou proteinu CAS a vinculinem ¢i kindzou FAK,
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jenz se vyznamnym zpusobem podili na stabilizaci proteinu CAS ve fokélnich adhezich
(Janostiak et al., 2014a). Na druhou stranu, je-li SH3 doména nahrazena FAT doménou,
dochdzi k naruseni interakce s vinculinem a FAK a ke zvySeni dynamiky oproti CAS-
FAT-C. Prestoze CAS pravdépodobné interaguje s vinculinem a FAK i prostiednictvim
CCH domény, nema zifejmé tato interakce tak vyznamnou ulohu ve stabilizaci proteinu
CAS ve fokalnich adhezich jako SH3 doména. Pokud budeme brat piispévek FAT
domény ve stabilizaci proteinu CAS jako rovnocenny pro obé varianty (CAS-FAT-C,
CAS-FAT-N), SH3 doména se zda byt odpovédnd za stabilizaci proteinu CAS uvnitt
fokalnich adhezi. Na to ukazuje i fakt, ze nahrazeni CCH domény SH3 doménou vede
Kk mirnému, i kdyz statisticky nevyznamnému, sniZzeni dynamiky CAS ve fokalnich
adhezich.

Hlavnim znakem proteinu CAS, je pfitomnost velkého poctu tyrozinovych motivi
uvnitt SD domény, které jsou fosforylovany v odpovédi na rizné stimuly. K
tyrozinové fosforylaci proteinu CAS dochazi pfevazné v mistech bunécnych kontaktt
(Fonseca et al.,, 2004). Oblasti, kterymi bufika adheruje k povrchu jsou neustale
vystavovany silam, které prichdzi z vnéjsiho i vnitiniho prostiedi. Protein CAS byl
identifikovan jako molekuldrni sensor mechanického stresu, ktery je fosforylovan
v odpovédi na zvySeny mechanicky stres (Sawada et al., 2006). V nedavné dob¢ bylo
prokadzano, Ze fosforylacni urovenl SD domény je vyznamné ménéna v Case, po ktery
jsou bunky vystaveny mechanickému natazeni (Janostiak et al., 2014a). K fosforylaci
SD domény proteinu CAS dochazi téméf okamzité po natazeni bunék, vrcholu dosahuje
po 15 min a poté postupné klesa. Prozatim nebyla nijak naznafena role fosforylace a
role zvySené¢ho mechanického stresu na dynamiku proteinu CAS uvniti fokalnich
adhezi. V ramci experimentd analyzujicich dynamiku CAS po mechanickém natazeni
bunck jsme zjistili, Ze nataZeni bunék stabilizuje protein CAS uvniti fokalnich adhezi
(viz Obr. 3.10.). Kdyz budeme ptfedpokladat, ze nataZeni bunék bude zaroven zesilovat
fosforylaci SD domény, zda se, Ze fosforylace SD domény sniZzuje dynamiku proteinu
CAS wuvnitt fokalnich adhezi. Neni vSak zndmé, zda mechanicky stres néjakym
zpusobem ovlivituje vazebnou schopnost kotevnich domén proteinu CAS. Lze tedy
pouze spekulovat, zda mechanicky stres a/nebo fosforylace SD domény maji vliv na
setrvani proteinu CAS uvnitf fokélnich adhezi. Zajimavé je, Ze nataZzeni bunék po dobu

60 min vykazuje trend smérem ke sniZeni dynamiky proteinu CAS; nebyla prokazana
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statistickd vyznamnost mezi klidovym stavem a natazenim bunék po 60 min. To je
v souladu s praci (Janostiak et al., 2014a), ktera ukazuje zvySeni hladiny fosforylace
Tyri2 po 45 min od zacatku natazeni bunék. Fosforylace Tyr;, mimo jiné rusi lokalizaci
proteinu CAS ve fokdlnich adhezich. Vysledky méfeni tedy naznacuji, ze natazeni
bunék sice snizuje dynamiku proteinu CAS uvnitt fokalnich adhezi, ale po delSim
¢asovém useku se dynamika vraci na ptivodni/nenatazené hodnoty.

Nedavno byla zvetejnénd prace, ktera popisuje chovani proteinti fokalnich adhezi
paxillinu, vinculinu a zyxinu po pfidani blebbistatinu k bunkam (Wolfenson et al.,
2011). Blebbistatin je inhibitor myosinu II, ktery je odpovédny za aktomyosinovou
kontrakci. Inhibice aktomyosinové kontrakce rusi schopnost bunék vytvaret kontraktilni
sily, které jsou odpovédné za vznik trakénich sil. Efekt blebbistatinu vede k okamzité
zméné disociacni konstanty (snizeni dynamiky u paxillinu a zyxinu a zvySeni dynamiky
u vinculinu) zminénych proteinti fokalnich adhezi. Autofi dédle navrhuji, Ze inhibice
kontraktilnich sil vede k rozlozeni a zméné proteinového slozeni fokalnich adhezi
(Wolfenson et al., 2011). Nase vysledky také pozoruji zménu chovani proteinu
fokalnich adhezi v odpovédi na zménu mechanického stresu. Pfi¢emz zvyseni
mechanického stresu vyznamné oslabuje dynamiku proteinu CAS ve fokalnich
adhezich.

Signalizace vedouci smérem do buniky z proteinu CAS reguluje mimo jiné aktinovy
cytoskelet. Pfestavba aktinového cytoskeletu, polymerizace a kontraktilita
zprostiedkovana myozinovym motorem II. typu vede k tvorbé bunécnych sil, diky
kterym je buiika schopna deformovat své okoli a migrovat. JelikoZ je protein CAS
schopen regulovat aktinovy cytoskelet je velmi pravdépodobné, Ze se podili na generaci
bunéénych sil. Pfitomnost proteinu CAS je nezbytnd pro zachovani dynamiky
aktinového cytoskeletu a kontraktilitu bunék hladké svaloviny (Tang and Tan, 2003).
Prace, kterd se zaméfuje na interakci proteinu CAS s vinculinem pak jasn¢ ukazuje, ze
interakce mezi témito proteiny je kli¢ovd pro zachovani bunécné kontraktility a
schopnosti bunék generovat trakéni sily (Janostiak et al., 2014a). Tato diplomova prace
se dale zamétuje na vliv kotevnich domén na generaci bunéénych trakénich sil. Z grafu
(Obr. 3.11. A) je na prvni pohled patrné, Ze hodnota deformacni energie, kterou buiky
béhem procesu piichyceni k podkladu generuji je piiblizné tiikrat vEétSi u bunék

exprimujici CAS-FAT-C variantu ve srovnani s bunkami exprimujici CAS-WT.
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Deformacni energie je dokonce jesté vétsi ve srovnani s dalsi variantou obsahujici FAT
doménu — CAS-FAT-N. Umisténi FAT domény ve struktufe proteinu CAS tedy
vyznamné méni schopnost bun¢k generovat trakéni sily. Tento vysledek tedy podporuje
exkluzivitu umisténi kotevnich domén proteinu CAS.

Podobn¢ jako u dynamiky proteinu CAS se zda byt SH3 doména rozhodujici pro
zachovani bunécnych trak¢nich sil. Nahrazeni SH3 domény FAT doménou mé podobny
efekt jako odstranéni SH3 domény, zatimco nahrazeni CCH domény FAT doménou mé
uplné opacny trend. Obsahuje-li CAS SH3 doménu na obou koncich, buiiky generuji
trakcni sily o velikosti, ktera je podobna jako u CAS-WT. Pfitomnost SH3 domény tedy
nejspiS napomaha v generaci trakcnich sil.

Vysokd hodnota deformacni energie naméiend u bunék exprimujici CAS-FAT-C
neni piekvapiva. Varianta CAS-FAT-C mé na zéklad¢ vysledkd ziskanych metodou
FRAP snizenou dynamiku, coz vede ke stabilizaci této varianty uvniti fokalnich adhezi.
Kromé& toho SH3 doména prostiednictvim interakce s kinazou FAK rekrutuje kinazy
rodiny Src, které fosforyluji tyrozinové motivy SD domény (viz podkapitola 1.2.1. a
1.2.2.) Timto zpGsobem dochazi k amplifikaci fosforylace SD domény, ke které nemutze
dochdzet u varianty CAS-FAT-N. Signél o fosforylaci SD domény je dale piendSen a
muze vést az k prestavbé aktinového cytoskeletu, kterd ovlivituje i tvorbu trakénich sil.
Druhym zplsobem je pfimé ovlivnéni aktomyosinové kontraktility, ale doposud neni
znamy zadny vztah mezi regulaci myosinu II a proteinem CAS. Fosforylace SD domény
vSak pravdépodobné hraje tlohu v regulaci tvorby trakénich sil. CAS-/- bunky
exprimujici variantu proteinu CAS, ktera neobsahuje Zadnou kotevni doménu (CASAA)

maji hodnotu deformaéni energie podobnou buitkdm exprimujici CAS-WT.
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5. Smérovani vyzkumu

Projekt, kterému jsem se vramci této diplomové prace vénoval, bude nadale
pokracovat, pricemz bude zaméfen na fosforyla¢ni urovenn SD domény variant proteinu
CAS po natazeni bun¢k. Pro tyto ucely jsme se rozhodli pfipravit bunééné linie stabilné
exprimujici varianty proteinu CAS. Zatim se podafilo pfipravit linie, které stabilné
exprimuji varianty CAS-WT, CAS-FAT-C, CAS-FAT-N a CAS-SH3-C (viz
podkapitola 3.3.). Tyto linie budou podrobeny natazeni po rtizné Casové useky a
nasledné¢ bude zkoumana turoven fosforylace SD domény a regulacniho Tyri uvniti
SH3 domény pomoci znaceni specifickymi protilatkami rozpoznavajici tyto fosforyla¢ni
mista proteinu CAS. Data ziskana touto metodou by ndm mély poskytnout informaci o
dynamice fosforylace SD a SH3 domény béhem aplikace mechanického natazeni. Méli
bychom taktéz ziskat nahled na to, jakym zpisobem kotevni domény ovliviiuji
fosforylaci SD domény proteinu CAS. Timto by doslo k GspéSnému uzavieni projektu,
ktery se zaméfuje na ulohu kotevnich domén proteinu CAS na vlastnosti tohoto

proteinu.
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6. Zavérecné shrnuti

e Byly ptipraveny plasmidové konstrukty nesouci useky DNA koédujici varianty
proteinu CAS, které jsou oproti WT form¢ proteinu CAS pozméneny
V oblastech, které jsou odpovédné za ukotveni proteinu CAS ve fokalnich
adhezich. VSechny tyto varianty jsou fizované s eGFP pro vizualizaci. Rovnéz
byl pfipraven plasmidovy konstrukt nesouci oblast CCH domény proteinu CAS
fazovanou s floroforem mCherry.

e Kolokaliza¢ni experimenty CCH domény proteinu CAS s vinculinem prokézaly,
ze kr€kova oblast vinculinu neni odpovédnad za lokalizaci CCH domény do
fokalnich adhezi.

e Delece kotevnich domén proteinu CAS rusi jeho lokalizaci do fokéalnich adhezi.
Nahrazeni kotevnich domény za FAT doménu kindzy FAK mirné zvySuje
schopnost lokalizace téchto variant proteinu CAS do fokalnich adhezi oproti
CAS-WT. Nahrazeni CCH domény dimerizaénim motivem ma za nasledek
vyznamné oslabeni v lokalizaci, nebyla proto prokdzéna hypotéza o vyznamu
dimerizace mezi proteiny CAS v cileni CAS do fokalnich adhezi.

e Vysledky ziskané pomoci metody FRAP naznacuji, ze SH3 doména ma
vyznamnou tlohu ve stabilizaci proteinu CAS ve fokalnich adhezich.

e Kritkodobé nataZzeni bunék ma vyznamny vliv na oslabeni dynamiky a
stabilizaci proteinu CAS ve fokalnich adhezich. Po delsim ¢asovém tseku se
dynamika zvysuje a vraci k hodnotam pfi klidovém stavu.

e SH3 doména se zda byt dulezitd pro zachovani schopnosti bunék generovat
trakéni sily. Dilezitou ulohu v tomto procesu hraje ziejmé i fosforylace SD
domény proteinu CAS, na které se podili i SH3 doména, kterd pomaha
rekrutovat kindzy odpovédné za fosforylaci.

e Na zaklad€ experimentd, které byly v ramci této diplomové prace provedeny, se
podaftilo potvrdit vyznam umisténi kotevnich domén a jejich exkluzivitu.

e Vramci této diplomové prace byly pripraveny bunécéné linie CAS-/-, které
stabilné exprimuji varianty proteinu CAS-fazované s eGFP, které¢ lokalizuji do
fokalnich adhezi (CAS-WT, CAS-FAT-N, CAS-FAT-C, CAS-SH3-C). Tyto

bunky budou pouzity pro dal$i experimenty tykajici se tohoto projektu.
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