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ABSTRAKT

Protein p130Cas (lidsky ortholog BCAR1) je jednim z hlavnich substratti kindzy Src
a hraje tak dilezitou roli v naddorové transformaci. ZvySend exprese BCARI1 koreluje
s ristem primarniho nddoru, jeho agresivitou a zhorSenou prognézou onemocnéni.
Ve chvili, kdy je protein lokalizovan do fokalnich adhezi slouzi jako bunécny
mechanosenzor a zprostfedkovava interakci bunky s extracelularnim prostifedim.
Pro fungovani proteinu jsou kli¢ové kotvici domény SH3 a CCH spolu se substratovou
doménou, kterd miize byt vlivem aplikované tenze natahovéna. Diplomova prace
piedstavuje nové zkonstruovany FRET-biosenzor mechanické tenze zalozeny
na struktufe proteinu p130Cas. Senzor vyuziva kotvici domény p130Cas, diky kterym

lokalizuje do fokalnich adhezi a miiZze detekovat mechanickou tenzi v zivych bunkéch.
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ABSTRACT

The protein p130Cas (human ortholog BCARI1) is a major substrate for phosphorylation
by the Src family kinase and plays a central role in oncogenic transformation. Increased
level of BCARI correlates with primary tumour growth and cancer progression.
Localized to focal adhesion, p130Cas serves as a mechanosensor and mediates key
interactions with the extracellular environment. The structure of p130Cas is crucial for
its function, mainly the anchoring domains SH3 and CCH, together with the substrate
domain which is extended when under tension. This Master’s thesis presents a newly
developer FRET mechanosensor based on the structure of p130Cas. The sensor utilizes
the anchoring domains of p130Cas for proper localization to focal adhesions, where it can

detect tension in living cells.
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1 UVOD

Vnimani a interpretace mechanickych podnétl z okolniho prostiedi je pro buiky dulezita
schopnost ovlivitujici mnoho fyziologickych i patologickych procest. Interakce
s extracelularnim prostfedim je primarné uskute¢néna skrze fokalni adheze, obsahujici,
mimo jiné, specializované mechanosenzorické proteiny, reagujici na mechanickou tenzi

vlastni konformaéni zménou.

Experimentalné je mechanorecepce studovana pomoci vysoce citlivych biosenzort,
jejichz struktura je odvozena od ptirozenych bunéénych mechanosenzorickych proteind.
Detekce a vizualizace konformacnich zmén biosenzorll je moZna diky mechanismu

Forsterova rezonan¢niho pfenosu energie.

p130Cas je jednim z proteinti slouzicich jako primarni bunécné mechanosenzory.
Unikatni struktura proteinu zajiStuje jeho ukotveni ve fokalnich adhezich skrze
SH3 doménu na N-konci a CCH doménu na C-konci. V centralni ¢asti se nachazi
nestrukturovana substratovd doména, ktera muze byt vlivem mechanického napéti
natazena a tvofi tim padem mechanosenzorickou jednotku celého proteinu. p130Cas
funguje jako dilezity adaptorovy protein, ktery je zapojen v mnoha bunécnych procesech,
jako jsou regulace bunécného cyklu, Casny embryonalni vyvoj nebo apoptdza.
V neposledni fad¢ je protein p130Cas studovan v kontextu rakoviny, jelikoz se jedna

o pitimého interak¢niho partnera kinazy Src.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Mechanorecepce

Pojem mechanorecepce odkazuje na schopnost bun€¢k vnimat mechanické podnéty
z extracelularniho prostiedi nebo od sousednich bunék. Kontakt s extracelularni matrix
(ECM) je totiz klicovy pro preziti, bunéénou proliferaci a ma také vliv na organizaci
bunééného cytoskeletu (JanoStiak et al.,, 2014b). Ztrata kontaktu s ECM vede
ke specialnimu typu programované bunécéné smrti tzv. anoikis (Frisch & Francis, 1994).
S mechanorecepci se poji proces mechanostransdukce. V tomto piipadé¢ se jedna
o konverzi mechanickych podnéti z vnéjSiho prostiedi na biochemické signaly uvnitf

buniky (Matsui etal., 2012).

K vnimédni mechanickych sil z okolniho prosttedi vyuZzivaji buiiky proteinové
komplexy mezibunécénych spoji a bunéénych struktur ucastnicich se adheze k ECM, jako
jsou fokalni adheze a podozomy (Janostiak et al., 2014b). Prace se dale zabyva predevsim
mechanorecepci  zprostiedkovanou fokalnimi adhezemi a jejich proteinovymi

komponenty, s diirazem na protein p130Cas.

2.1.1 Fokalni adheze

Fokalni adheze (FA) jsou dynamické makromolekularni struktury nachazejici se
na rozhrani povrchu bunky a extracelularniho prostfedi. V celém komplexu fokalnich
adhezi najdeme proteiny cytoskeletalni, signdlni, regula¢ni, mechanosenzorické anebo
adaptorové (Geiger et al., 2009; Patla et al., 2010; Prager-Khoutorsky et al., 2011).
Nejednd se tedy o pasivni struktury, naopak funguji jako obousmérné pienaSece
chemickych (typicky extracelularni proteinové ligandy) a fyzikalnich (rigidita,
kompozice ECM) signali mezi buiikou a jejim okolim (Burridge et al., 1998).

Komplex fokalnich adhezi je primarnim mistem vnimani mechanického napéti
u adherentnich bun¢k (Chen et al., 2003). Na zaklad¢ tuhosti ECM nebo mechanickém
stresu moduluji svou molekularni kompozici a aktivitu signalnich proteint (Riveline et
al., 2001). Samotna tenze je pak vnimana pomoci tzv. primarnich mechanosenzort. Jedna

se o proteiny, které reaguji na mechanicky stres zménou konformace
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(Janostiak et al., 2014b). Diky tomu hraji fokalni adheze kli¢ovou roli v procesech

mechanorecepce a mechanotransdukce.

Jednou ze zakladnich slozek fokalnich adhezi jsou povrchové receptory z rodiny
integrintl. Integriny se skladaji z riznych izoforem alfa a beta podjednotek a tim zajist'uji
specifickou vazbu extracelularnich proteini (Vicente-Manzanares et al., 2009). Dal§imi
vyznamnymi komponentami fokéalnich adhezi jsou napt. proteiny p130Cas, vinculin,

paxillin, zyxin nebo talin (Kim & Wirtz, 2012).

Ptfesné proteinové sloZeni ani architektura fokalnich adhezi nejsou presné¢ znamy.
Jedna se o velice slozité komplexy a spolu s pokrocilejSimi metodami vyzkumu ptichazeji
nové informace o téchto strukturach. Dosud ziejmé nejpresnéjsi model fokalnich adhezi
byl ziskan s vyuzZitim 3D super-rezolu¢ni fluorescencni mikroskopie, konkrétné
diky foto-aktivacni lokaliza¢ni mikroskopii (IPALM). Vysledky ziskané touto metodou
naznacuji, Ze fokalni adheze maji n€kolik vrstev. Prvni z nich je tzv. integrinova
obsahujici cytoplasmatické domény integrinovych receptorti, kinazu FAK
(Focal Adhesion Kinase) a paxillin. Dal§i ¢ast, oznaCovdna jako stfedova
mechanotransdukéni  vrstva, obsahuje proteiny, jako jsou talin nebo vinkulin
(Kanchanawong et al., 2010). Zajimavym zjisténim bylo, Ze v neaktivni forme se vinkulin
nachazi v integrinové vrstveé. Do stfedové vrstvy se dostava az diky interakei s talinem,
kterd je umoznéna pouze v aktivnim stavu vinkulinu (Case et al., 2016). Posledni
aktin-regula¢ni vrstva obsahuje protein zyxin a predevSim aktin (Kanchanawong

et al., 2010). Model struktury fokalnich adhezi viz obr 2.1.
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Obr 2.1. Schematicky model komplexu fokalnich adhezi. Model ukazuje pozici proteini
ve tiech vrstvach. Modre aktin-regulacni vrstva s aktinovymi vlakny a proteinem zyxinem. Zelené
sttedova mechanotransdukéni vrstva obsahujici proteiny talin a vinkulin. Nejblize plazmatické
membrané se pak nachazi vrstva integrinova, jejiz soucasti je kinaza FAK. Model nezohlednuje

stechiometrii proteint. Pfevzato z (Kanchanawong et al., 2010).

2.1.2 Detekce mechanického napéti ve fokalnich adhezich bunék

Ptesny zptsob, jakym buiiky vnimaji a zpracovavaji mechanické podnéty neni doposud
objasnény, piestoze se jednd o procesy kli¢ové pro morfogenezi ¢i homeostazi tkani
(Bosch-Fortea & Martin-Belmonte, 2018). K vyzkumu téchto mechanismt jsou obvykle
vyuzivany proteinové biosenzory. Vzhledem k povaze experimentdlni Casti prace
se nasledujici podkapitoly vénuji mechanosenzorim vyuzivajicim metodiku FRET

(Forstertiv rezonancni pfenos energie).

2.1.2.1 Forsteriv rezonanc¢ni pienos energie

FRET je mechanismus energetického transferu z donorové na akceptorovou molekulu
fluoroforu bez Gcasti fotonu (viz obr. 7.2). (Forster, 1948). Uginnost energetického
transferu je pak Umérnd Sesté mocnin€é vzdalenosti mezi donorem a akceptorem
(Xia & Liu, 2001). Diky tomu je FRET velice citliva technika k detekci intracelularnich

procestl.

13



Sl r 3
Ll FRET

o

5y

Absorbance
9oudsaIon]

S

Donor Akceptor

Obr. 7.2 Jablonského diagram FRET prenosu mezi donorem a akceptorem.
V blizkosti vhodné akceptorové molekuly muze byt energie absorbovana donorovou

fluorescencni molekulou pfenesena na akceptor bez emise fotonu (Xia & Liu, 2001).

Pravdépodobnost energetického transferu miize byt vyjadiena tzv. Forsterovym
vzorcem. V rovnici pak t, oznaCuje polocas Zivota donorového fluoroforu v klidovém
stavu, 7 vzdalenost fluorescen¢nich molekul a R, Forsterovu konstantu. Konstanta udava

vzdalenost molekul v momenté, kdy je ucinnost FRET 50 % (Jares-Erijman & Jovin,
2003).

Pro uc¢inny energeticky transfer musi byt splnéna tfi zakladni kritéria: (i) piekryv
emisniho spektra donoru a absorp¢niho spektra akceptoru, ktery mize, ale nemusi sam
byt fluoroforem, (ii) vhodna orientace molekul, (iii) vzdalenost v rozmezi 1-10 nm

(Jares-Erijman & Jovin, 2003).
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Mechanismus FRET je v experimentech vyuzivan v kombinaci jak s optickou, tak
se super-rezoluéni mikroskopii. Stava se tak dualezitym nastrojem pro studium
proteinovych interakci, vyuziva se napt. k objasnéni role vapniku v bunééné signalizaci,

charakterizaci genové exprese nebo RT PCR (Sekar & Periasamy, 2001).

2.1.2.2 Mechanosenzory vyuzivajici metodiku FRET

Pti navrhu biosenzoru mechanické tenze pro experimentalni vyuziti se ve vétsiné piipadt
vychazi z proteinit slouzicich jako bunécné mechanosenzory, které jako odpovéd
na mechanicky podnét méni svou konformaci. Do takovychto proteind, nebo jejich ¢asti,
je vkladan tenzni modul, ktery se sklada ze dvou kompatibilnich fluorescen¢nich proteinti
(FRET par) a vhodného elastického linkeru. Mechanické napéti nasledné vede k natazeni
linkeru, a to je mozné pozorovat jako pokles FRET signdlu. Hypoteticky navrh

mechanosenzoru viz obr. 7.3C (Austen et al., 2016; Grashoff et al., 2010).

Doposud bylo zkonstruovano n€kolik mechanosenzort zaloZzenych na struktufe
proteintl, jez jsou béznou soucasti komplexu fokdlnich adhezi. Jsou jimi napt. proteiny
vinkulin nebo talin. Pti konstrukci vinkulinového biosenzoru byla vyuzita jeho ,head*
a ,.tail“ doména zajist'ujici lokalizaci do fokalnich adhezi. Mezi tyto domény nasledné
vlozen tenzni modul (Grashoff et al., 2010). Obdobné¢ tomu bylo i pii konstrukci
biosenzoru zalozeném na struktuie talinu, kde byla vyuzita ,head* a ,rod*“ doména

proteinu (Austen et al., 2016).

Diilezitym aspektem pii konstrukci FRET biosenzoru je vybér vhodného FRET paru,
tedy dvou fluorescencnich proteinti, mezi kterymi bude u¢inné probihat energeticky
transfer (kritéria viz 2.1.2.1). V soucasnosti existuje velké mnozstvi fluorescencnich
proteinii vhodnych pro FRET aplikaci pokryvajicich Siroké spektrum vinovych délek
(Bajar et al., 2016; Vogel et al., 2014). Za jeden z nejlepSich FRET part vyuzivajicich
pfenos mezi zelenymi a Cervenymi variantami fluorescencnich proteini mize byt
povazovan par mClover3-mRuby3. Oba tyto fluorescencni proteiny vykazuji vysokou

fotostabilitu, zatfivost a dobrou separaci spekter (Bajar et al., 2016).

V neposledni fad¢ je nutny vybér vhodného linkeru. Zde je dilezZitd nejenom volba
materidlu, ale i délka peptidu. Jako vyhovujici linker se ukéazal peptid odvozeny
od proteinu flagelliformu, tvofeny opakujici se sekvenci GPGGA, ktery je standardné

soucasti vlakna pavuciny (Brenner et al., 2016). Brenner a kolektiv také testovali rizné
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dlouhé varianty tohoto linkeru v kombinaci s jiz zavedenym vinkulinovym biosenzorem
(Grashoff et al., 2010). Z testovanych variant se jako nejvhodngj$i ukdzala délka
40 aminokyselin (AK) (GPGGA)s (Brenner et al., 2016). Alternativou mtize byt vyuziti
peptidu odvozeného od proteinu villinu délky 35 aminokyselin (HP35), piipadné jeho
stabilngj§iho mutanta (HP35st) (Zoldék et al., 2013).

2.1.2.2.1 Testovani funkénosti mechanosenzoru
Pro experimentalni vyuziti nestaci navrhnout pouze samotny biosenzor (obr 7.3C), ale je
nutné piipravit i patficné kontrolni konstrukty a ovéftit, zda je biosenzor opravdu schopny

mérit mechanickou tenzi.

Jako prvni musi byt potvrzeno, ze tenzni modul (obr. 7.3A) opravdu odpovida
na mechanické napéti. Kalibrace modulu dle metody Brennera a kolektivu probihala
pomoci optické pinzety. V experimentu testovali riznou délku linkeru s navazanymi
fluorescencnimi proteiny na 3" a 5'konci. Jeden z koncli byl navazan na kulicku a druhy
ukotven na povrch polymeru, ktery se pohyboval a tim generoval mechanickou tenzi.
Pfitomto typu experimentu bylo zjisténo, zda jsou zvolené fluorescencni proteiny vhodné
pro FRET aplikaci, jak velkou silu je schopen senzoricky modul vnimat a jak dlouhy by
m¢él byt linker (Brenner et al., 2016).

Pti konstrukci samotného mechanosensoru je dale nutné ptipravit sérii kontrolnich
konstruktti testujicich, jak vliv mechanického napéti na FRET, tak i kontrolnich

konstruktti pro méfeni FRET.

Forsteriv rezonan¢ni prenos energie je velice citlivy, co se tyce vzdalenosti
fluorescencnich molekul. I nepatrnou zménu muizeme detekovat jako pokles FRET
signalu (Grashoff et al., 2010). Standardni biosenzory mechanické tenze obsahuji dvé
domény, které zajisti ukotveni biosenzoru a ten pak mize byt natahovan jako odpovéd
na mechanicky podnét (viz 2.1.2.2). Pii ptipravé kontrolnich biosenzorii se ptipravi
takovy konstrukt, ktery bude ukotven pouze v jednom bodé (obr. 7.3B). Kontrolni
biosenzor nemize u¢inn€ vnimat mechanickou tenzi, a to bude detekovano jako pokles

FRET signélu. (Brenner et al., 2016; Grashoff et al., 2010).

Pro méfeni FRET signalu a dalsi statistické vyhodnocovani je také potieba pfipravit

kontrolni konstrukty obsahujici pouze jeden fluorescenéni protein (obr. 7.3D, E).
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Tyto konstrukty slouzi jako kontrola dimerizace biosenzoru nebo jako nutny parametr pro

softwarové vyhodnocovani FRET signalu (Feige et al., 2005).

A AKCEPTOR
B AKCEPTOR

AKCEPTOR

E AKCEPTOR

bt

Obr. 7.3 Schematické znazornéni biosenzort s vhodnymi kontrolami. (A) samostatny tenzni
modul (B) kontrola pouze s jednou kotvici doménou (C) kompletni biosenzor (D) kontrola pouze

s donorovou fluorescenéni molekulou (E) kontrola pouze s akceptorovou fluorescenéni

molekulou.
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2.2 Protein p130Cas

Protein p130Cas (Crk-associated Substrate) patii spolu s EFS (Embryonal Fyn-
associated substrate), HEF1/NEDD9 (Human Enhancer of Filamentation-1/Neural
Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-regulated 9) a CASS4 (Cas
Scaffoldinng Protein Family Member 4) do rodiny CAS adaptorovych proteinti (Dencka
et al., 2016). Tyto proteiny se podileji na kontrole bunééného cyklu, migraci bungk,

apoptdze, bunécné diferenciaci a dalsich dilezitych procesech (Barrett et al., 2013).

Samotny p130Cas byl ptivodné identifikovan jako protein o elektroforetické velikosti
130 kDa, ktery je hyperfosforylovany v buiikkdch transformovanych onkogeny v-crk
a v-src (Kanner et al., 1991; Reynolds et al., 1989). Protein p130Cas mimo jiné lokalizuje
do fokalnich adhezi, kde se uplatiiuje jako mechanosenzor (viz podkapitola 2.1.2.2)
a zprostfedkovava kontakt mezi extracelularnim prostfedim a cytoskeletem (JanoStiak
et al., 2014a; Sawada et al., 2006). Obdobn¢ jako ostatni ¢lenové CAS rodiny, p130Cas
ovliviiuje bunécnou motilitu, proliferaci a diferenciaci (Defilippi et al., 2006). Dale byla
prokazana jeho role v ¢asné embryogenezi, konkrétné pii vyvoji kardiovaskularniho
systému (Honda et al., 1998). V poslednich letech byl také studovan vyznam proteinu
p130Cas pfi vzniku a progresi nékolika druhti rakoviny (Barrett et al., 2013). Tomuto

tématu se vénuje samostatnd podkapitola (2.2.4).

Nejnovejsi poznatky o proteinu p130Cas ukazuji, ze je také konstitutivni soucasti
komplexu podozomalnich adhezi. Diky p130Cas pak bunky skrze podozomy vnimaji
tuhost substratu. Protein p130Cas navic zajist'uje stabilitu tohoto typu adhezi (Jacquemet
et al., 2018). Déle dle Shimizu a kolektivu se protein p130Cas podili na regulaci maturace

a morfologie oligodendrocytt (Shimizu et al., 2019).

2.2.1 Struktura proteinu p130Cas

Na N-konci proteinu p130Cas se nachdzi SH3 doména, na niz navazuje oblast bohata
na prolin. Nasleduje nestrukturovana substratovd doména (SD) obsahujici
15 tyrosinovych motivli (YxxP), které jsou hlavnim mistem fosforylace p130Cas.
Jako dalsi se vyskytuje oblast s vyraznym zastoupenim serinu (SRD, Serin-rich Domain),
kde dochazi k interakci s 14-3-3 proteiny. C-termindlni oblast obsahuje vazebna mista
pro kinazy zrodiny Src (SFKs, Src Family Kinases) a byvd oznaCovana jako

SBD (Src-binding Domain). DEli se do dvou casti zahrnujici prolin-bohatou oblast
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(RPLPSPP) na niz se vaze SH3 doména SFKs a sekvenci obsahujici tyrosin (YDYV)
interagujici s SH2 (Src-homology 2) doménou SFK. Na C-konci se pak nachazi CCH
(C-terminal Cas-family homology) doména (Defilippi et al., 2006; Donato et al., 2010;

Wisniewska et al., 2005). Struktura proteinu p130Cas je znazornéna na obrazku 7.4.

Vybrané domény budou detailné popsany v nasledujicich podkapitolach.

N
PTPIB SFK
PTP-PEST]
[y Pro
( SH3 SD (15 YxxP) SRD SBD
PYK2

N
Vinculin

\cz__J

Obr. 7.4 Schématické znazornéni proteinu p130Cas a jeho interak¢énich partneri. Na N-
konci proteinu p130Cas se nachazi kotvici SH3 doména interagujici s kinazami FAK a PYK2,
fosfatdzami PTPB1 a PTP-PEST a také proteiny C3G, vinculin a CIZ. Na SH3 je ptes oblast
bohatou na prolin napojena SD obsahujici vazebnd mista pro proto-onkogeny v-crk a v-nrc.
Nésleduje oblast bohatd na serin, kam se vazi 14-3-3 proteiny. C-koncova oblast obsahuje

vazebnd mista pro SFK a pfimo s CCH interaguji proteiny BCAR3, Ajuba a PTK6.
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2.2.1.1 SH3 doména

SH3 doména umoziuje lokalizaci p130Cas do fokalnich adhezi (Brani$ et al., 2017,
Donato et al., 2010). Skrze tuto doménu je také umoznéna interakce s mnoha vazebnymi
partnery. Jedna se o tyrosin kindzy FAK, PTK2B (Li & Earp, 1997; Polte & Hanks,
1997), tyrosin fosfatazy PTP1B, PTP-PEST (Garton et al., 1997; Liu et al.,1996) a dalsi
proteiny jako C3G, vinkulin a CIZ (Janostiak et al., 2011; Kirsch et al., 1998; Nakamoto
et al., 2000). Recentni publikace z nasi laboratote pak navic ukazuji funk¢ni interakci
SH3 domény s DOK7, GLIS2 (Gemperle et al., 2017) a také s PKN3 (Gemperle et al.,
2019).

Dillezitym vazebnym partnerem, klicovym predevSim pro lokalizaci p130Cas
do fokalnich adhezi, je vinkulin. K interakci dochazi mezi SH3 doménou
a ,,hinge* oblasti vinkulinu (JanoStiak et al., 2014a). Dal§im vazebnym partnerem SH3
domény je kindza FAK zprostiedkovavajicim lokalizaci p130Cas do fokalnich adhezi
(viz 2.1.1) (Hanks & Polte, 1995). Kinaza FAK 1 vinkulin se nachazi v odlisnych vrstvach
komplexu fokalnich adhezi a jejich interakce s p130Cas a dalSimi vazebnymi partnery tak
nejspis$ reguluje rozdilné procesy uvnitt buiiky (Kanchanawong et al., 2010). Dale je
dlouhodob¢ znamo, ze vazba kindzy FAK s pl130Cas a naslednd interakce tohoto
komplexu s onkogenem Src zprostifedkovava pienos signali od integrini vedouci

k regulaci migrace a pteziti bun¢k (Ezzell et al., 1997).

Schopnost SH3 domény vazat ligandy je regulovana pomoci fosforylace tyrosinu 12
(Y12) zprostiedkované kindazami zrodiny Src. Tyrosinova fosforylace ma v tomto
pfipadé inhibi¢ni charakter, tedy zabranuje vazbé interak¢nich partnerii nebo brani
lokalizaci p130Cas do fokalnich adhezi (Tat4rova et al., 2012). Experimentalni prace
prokazala, Ze substituce tyrosinu 12 za nefosforylovatelny fenylalanin (Y12F) vede
k hyperfosforylaci substratové domény p130Cas a je asociovana se snizenou dynamikou

fokalnich adhezi a migracnim potencidlem (Janostiak et al., 2011).
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2.2.1.2 Substratova doména

Substratova doména s nejvétsi pravdépodobnosti reprezentuje mechanosenzorickou
jednotku pl130Cas. Mechanické natazeni vede ke konformaéni zméné proteinu
a odhaleni kryptickych tyrosinovych motivii (15 motivii YxxP) této domény, které jsou
nasledné fosforylovany SFKs. K fosforylaci domény dochazi typicky béhem bunééné
adheze nebo za zvySeného mechanického stresu (Nojima et al., n.d.; Sawada et al., 2006).
Po fosforylaci slouzi tyto fosfotyrosinové motivy jako vazebna mista pro SH2 domény
proto-onkogenli v-crk a v-nck (Sakai et al., 1994; Schlaepfer & Hunter, 1997).
Mutagenezi tyrosini substratové domény za nefosforylovatelné fenylalaniny bylo
prokazano, ze hlavnim mistem fosforylace jsou motivy 6-15 a nejvétsi afinitu
k interakénim partneriim Crk a Nck vykazuji po fosforylaci motivy 9 a 10 (Shin et al.,

2004).

Vazba Crk na p130Cas spousti dalsi signalizacni kaskadu. Na Crk se nachazi SH3
doména slouzici jako vazebné misto napt. pro proteiny C3G nebo DOCK180. Nasledné
dochazi k vyméné GDP za GTP a tim k aktivaci Rap1 (C3G) aRacl (DOCK180) (Sharma
& Mayer, 2008). Rapl se uplatiiuje v kontrole bunééné proliferace (Bokoch & Der,
2018), Racl reguluje napt. vezikularni transport nebo bunécnou polaritu (Bustelo et al.,
2007). Asociace pl130Cas a Nck vede k vazbé proteinu Sos, ktery zprosttedkovava
vyménu GDP za GTP vedouci k aktivaci proteinu Ras. Tento proces je dulezity
pro aktivaci MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) signalni drahy regulujici

bunéénou proliferaci nebo migraci (Fincham et al., 2000).

Jak jiz bylo zminéno (2.2.1), substratova doména je vnitiné neuspotfadand, tudiz neni
mozné jednoznaéné urcit jeji strukturu. Kromé ptitomnosti nékolikrat opakujiciho
se tyrosinového motivu je znamo, ze je SD bohaté na proliny (61 z 306 aminokyselin pro
mySi SD). Experimentalné¢ pak bylo prokdzano, Ze SD obsahuje struktury
polyprolinovych helixt typu II (PPII-helix) (Hotta et al., 2014).

V nenataZeném stavu je G¢innost fosforylace substratové domén kindzami z rodiny Src
velice nizk4d, jelikoZ vazebna mista pro SFKs jsou pravdépodobné blokovana interakci
s proteiny obsahujici LIM doménu (LIM sekvenéni motif se strukturou zinkového prstu),
kterd umoziuje tvorbu vazby s polyprolinovym motivem (Sawada et al., 2006). Tuto

doménu obsahuji napiiklad proteiny zyxin a TRIP6, které oba interaguji s p130Cas
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(Yietal., 2002). Az mechanicky stres vede k uvolnéni vazby a tim je umoznéna interakce

s dalSimi vazebnymi partnery (SFKs).

Hypotézu, ze SD v relaxovaném stavu interaguje s LIM proteiny nepiimo podporuje
i nekolik dal§ich poznatkli. Mezi proteinem obsahujici LIM doménu a PPII-helixem
vznika vodikova vazba, k jejimuz rozruseni je potieba sila okolo 5 pN (pikoNewton).
Jednad se zaroven o silu generovanou aktinovou polymerizaci, vedouci k natazeni
p130Cas typicky na vedouci strané migrujici bunky (Hotta et al., 2014; Moore et al.,
2010). Dal§im argumentem pro predpoklddanou interakci LIM a substratové domény
je, Zze LIM domény, stejné¢ jako YxxP motivy, jsou vramci molekuly pravidelné
rozlozeny, ¢imz se zajisti pfima interakce a velice efektivni tvorba vodikovych mustkt

(Hotta et al., 2014).

2.2.1.3 CCH doména

CCH doména se nachazi na C konci proteinu a spolu s SH3 doménou je klicovou ¢asti
p130Cas pro lokalizaci do FA (Branis et al., 2017; Donato et al., 2010). Zajist'uje také
interakci s dal§imi vazebnymi partnery. Jsou jimi naptiklad kindza PI3K (Li et al., 2000),

protein Ajuba (Pratt et al., 2002) nebo BCAR3 (Riggins et al., 2003).

Experimentaln¢ bylo prokazano, ze pro samotnou lokalizaci do fokalnich adhezi
je CCH stejn¢ diilezita jako SH3 doména. Ptitomnost pouze jedné z kotvicich domén
(SH3 nebo CCH) vede pouze k castecné lokalizaci a neschopnosti mechanotransdukce.

(Branis et al., 2017).

Mechanismus, jakym je p130Cas ukotven ve fokalnich adhezich skrze CCH doménu
zatim neni pfesné¢ znam. Jak jiZ bylo zminéno (2.2.1.1), jedno misto ukotveni je diky
SH3 doméné a jeji interakci s dalSimi komponentami fokalnich adhezi — vinkulinem
(Janostiak et al., 2014a) a kindzou FAK (Polte & Hanks, 1997). Piivodni hypotéza tvrdi,
ze dalsi kotvici bod je zajistén CCH doménou, konkrétné jeji schopnosti dimerizovat
(Law et al., 1999). Nicméné& v poslednich letech bylo experimentalné prokazéano, Ze
dimerizace p130Cas zprostfedkovana CCH doménou nehraje roli v ukotveni proteinu. Za
lokalizaci bude tedy spise zodpoveédna specificka interakce
CCH domény s nékterym z ostatnich ¢lenti proteinového komplexu fokéalnich adhezi

(Branis et al., 2017).
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CCH doména ma strukturu ¢tyt helixii tvotici dohromady jeden svazek (Mace et al.,
2012). Vykazuje nejenom strukturni, ale i sekvencni homologii s FAT (Focal Adhesion
Targeting) doménou kinazy FAK. Substituci CCH domény p130Cas za FAT doménu
kinazy FAK je umoznéna efektivni lokalizace do fokalnich adhezi. Nicméné¢ FAT
doména nemtze funkéné nahradit CCH doménu, jelikoz signalizace, mechanorecepce
a tvorba trak¢nich sil jsou vyznamné deregulované. Dal$im zajimavym poznatkem je,
7e nahrazeni CCH domény druhou SH3 doménou vede k obnoveni vlastnosti proteinu

p130Cas pro vSechny sledované fenotypy (Branis et al., 2017).

2.2.2 Signalizace a bunécné procesy spojené s proteinem p130Cas

p130Cas sice postrada vlastni enzymovou aktivitu, ale jednotlivé domény umoziiuji velké
mnozstvi protein-protein interakci s mnoha vazebnymi partnery (Barrett et al., 2013).
Diky tomu se p130Cas uplatituje v regulaci fady signaliza¢nich drah klicovych pro

procesy uvnitt bunky.

2.2.2.1 Casny embryonalni vyvoj

Protein p130Cas ma4, jako jediny Clen CAS rodiny, v ramci ¢asného embryonalniho
vyvoje nepostradatelnou funkci. Mysi bez exprese p130Cas umiraji mezi 11,5 az 12,5
dnem embryonalniho vyvoje, zatimco mysi deficitni v ostatnich proteinech rodiny CAS
jsou zivotaschopni a fertilni (Honda et al., 1998). Fakt, Ze nedochazi k zastoupeni role
p130Cas ostatnimi ¢leny rodiny také svédci o jeho klicové tloze. To je zajimavym
zjisténim predevsim pii porovnani proteinii p130Cas a NEDD?9, jejichz struktura a funkce
je velice podobna a jejichz inaktivace vede, na bunétné urovni, téméf k totoznym

fenotypovym zménam (Honda et al., 1998).

Pri¢inou embryonalni letality p130Cas mutant je nejspiS nedostatena cytoskeletalni
podpora kardiomyocyti béhem vyvoje kardiovaskularniho systému. Konkrétné se jedna
o naruSeni Z-disku a neorganizovanost myofibril, coZ ma za nasledek nespravné
pumpovani srdce. V kone¢ném disledku dochéazi k celkovému zpomaleni vyvoje embrya

a smrti (Honda et al., 1998).
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2.2.2.2 Regulace bunééného cyklu

Bunéény cyklus je v souvislosti s proteinem p130Cas regulovan dvéma zpasoby. V prvni
fadé¢ ma vliv na nastup a priabéh G1 faze a v druhém ptipadé reguluje primarné¢ vstup

do faze mitotické¢ (M) (Tikhmyanova et al., 2010).

Protein p130Cas slouzi jako adaptor pro vazbu a naslednou aktivaci ERK1/2 a diky
tomu podporuje prabeh celé G1 faze a bunécnou proliferaci (Hakak & Martin, 1999).
Déle se p130Cas uplatiiuje v TGF-B zprostiedkované signalizaci, kde pfimo interaguje
se SMAD3. Integrinova signalizace vede k fosforylaci p130Cas a diky tomu je umoznéna
vazba na SMAD3, ktery je nasledné¢ defosforylovan. Dalsi ¢asti signaliza¢ni kaskady
je inhibice p15 a p21, diky c¢emuz nedochazi k zastaveni bunééného cyklu (Kim et al.,

2008).

Druhou moznosti je regulace vstupu a vystupu z mitotické faze. Mira exprese p130Cas
v prubéhu bunééného cyklu je pomérné konstantni, nicméné pii vstupu do
M faze dochazi k hyperfosforylaci proteinu na serinovych a threoninovych zbytcich, coz
vede ke zruSeni interakce s kindzou FAK. Tento jev ma za nasledek rozpad fokalnich
adhezi (Ma et al., 2001) doprovazené typickou kulovitou morfologii bun¢k v této fazi

bunééného cyklu.

2.2.2.3 Apoptoza

Pro-apoptotickd signalizace zplsobuje defosforylaci a nasledné Stépeni proteinu
pl130Cas. Po defosforylaci je mozna vazba kaspaz 3 a 7 a vznik tzv. dominantné
negativnich fragmentl. Fragment vznikly Stépenim pl130Cas ma velikost 31 kDa
a oznacuje se jako p31. Vznikly fragment mlze potlacit transkripci E2A, coz vede

k zastaveni bunécného cyklu aktivaci p21 signalizace (Kim et al., 2004).

Dalsi moznosti regulace je skrze MAPK signaliza¢ni drahu. Pro-apoptotické podnéty
a nasledna defosforylace p130Cas vedou k inhibici MAPK drahy (Ras-Rac-Erk1/2-JNK),
kterd za normalnich podminek aktivuje faktory dileZité pro pirezivani bunck

(Tikhmyanova et al., 2010).

Obdobna apoptoticka signalizace probiha také u proteinu NEDD9, nicméné

u ostatnich ¢lentt CAS rodiny nebyla zatim pozorovana (Tikhmyanova et al., 2010).
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2.2.3 Protein p130Cas v kontextu rakoviny

Role proteinu p130Cas v nadorové transformaci a procesech spojenych s invazivitou
nadorovych bunék je v poslednich letech ¢im dal vice studovana. Samotny nazev lidského
orthologu BCARI1 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistence 1) je odvozen od rezistence
bunék se zvysenou expresi tohoto proteinu k hormonalni 1é¢bé rakoviny prsu (Flier et al.,
2000) (viz 2.2.3.1). Protein pl130Cas je také fosforylovan vyznamnym lidskym
proto-onkogenem c-src. Bunky transformované aktivovanym Src, napt. MEFs
(Mouse Embryonic Fibroblasts) linie, vykazuji zvySenou invazivitu a schopnost
metastazovani, a to pravé v zavislosti na pfitomnosti p130Cas (Brabek et al., 2005;

Brabek et al., 2004; Honda et al., 1998).

2.2.3.1 Rakovina prsu

Rakovina prsu byva spojovana s produkci hormonu estrogenu v prsni tkani
(Yaghjyan & Colditz, 2013). Tento hormon se vdze na jaderné estrogenové receptory
(ER) epitelialnich bunék a vznikly komplex aktivuje geny, jejichz produkty vedou
ke zvySené bunécné proliferaci a diferenciaci. V piipadé nddorovych bunék timto

zpusobem dochazi k celkové progresi rakoviny (Mangelsdorf et al., 1995).

Zvysené mnozstvi proteinu BCARI1 koreluje s rastem primarniho néadoru, jeho
agresivitou a celkovou progresi rakoviny (Lambert C J Dorssers et al., 2004). Cast&ji také
dochazi k metastatické kolonizaci plic (Cabodi et al., 2010). Pokud naopak dojde
k vyfazeni proteinu z funkce, bunééné proliferace se zastavi (Pylayeva et al., 2009).
Vysoka hladina BCARTI je navic asociovéana s vySsi pravdépodobnosti recidivy a celkove

zhorSenou progndzou pro onkologické pacienty (Nikonova et al., 2014).

K lécbé tohoto typu nadorovych onemocnéni se typicky vyuZivd hormonalni
(endokrinni) terapie, pfi niz dochazi k blokaci vlivu estrogenu na nadorové buiiky. Casto
vyuzivanym antiestrogennim lé¢ivem je tamoxifen (Jordan, 1992). Kompetitivni inhibice
estrogenu tamoxifenem ma za nasledek blokaci G1 faze bunécného cyklu a zpomaleni
proliferace. Lécivo mize také piimo indukovat programovanou bunécnou smrt (Ellis

et al., 1997). Nicmén¢ byly definovany 3 genové lokusy zodpovédné za antiestrogenovou
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rezistenci lidskych nadort prsu, mezi kterymi se nachazi i BCAR1(Dorssers & Agthoven,

1996; Dorssers et al., 2005).

2.2.3.2 Rakovina prostaty

V lidskych nadorech prostaty, podobné jako u rakoviny prsu, koreluje zvySena hladina
exprese BCARI1 s metastazovanim (Fromont et al, 2007). V opatném piipadé
metastaticky supresor KAI1/CDS82 inhibuje expresi BCARI1 a tim padem bréani tvorbé
komplexu BCAR1-Crk. To ma za nasledek inhibici metastazovani a invazivity bun€k

nadorl prostaty (Zhang et al., 2003).

2.2.3.3 Melanomy

Role proteinu BCARI neni v rozvoji melanomu tak vyrazna, jako tfeba u jiného ¢lena
CAS rodiny, kterym je NEDD9. Nicméné nékteré povrchové antigeny klicové pti vzniku
melanomu jsou asociovany s fosforylaci BCARI1 a jejich aktivace vede k Sifeni bun¢k
nadoru (Chang et al., 2004). V lidskych melanomech také dochazi k navySené expresi
tumor supresoru Cav-1, ktery brani aktivaci a membranové lokalizaci BCARI1, takze jeho

vyznam v tomto typu rakovinu neni zcela vylou¢eny (Nakashima et al., 2007).

2.2.3.4 Hematopoetické malignity

Funk¢ni aberace proteinti z rodiny CAS je velice Casto spojena s leukemii ¢i lymfomy.
Gen BCR-ABL vedouci k rozvoji chronické myeloidni leukémie (CML) a akutni
myeloidni leukémii (AML), indukuje v lidskych bunikdch hyperfosforlylaci BCARI,
vedouci k navySeni bunééné migrace skrze Rapl signalizatni drdhu a tim padem

k progresi rakoviny (Cho et al., 2005; Jong et al., 1997).

V ptipad€ anaplastickych velkobunécnych lymfomti (ALCL) pozitivnich na ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase) dochazi k translokaci ALK genu za vzniku fizniho
proteinu NPM-ALK, ktery vaze a fosforyluje BCARI. Tato interakce se jevi jako kli¢ova
nejenom pro remodelaci aktinu, ale i pro samotnou transformaci bun€k zprostfedkovanou

NPM-ALK (Ambrogio et al., 2016).
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3 MATERIAL

3.1 Komer¢né syntetizovana DNA vlakna

DNA byla syntetizovana jako ,,DNA string* (GE Health Care Life Sciences)

Hindlll Ncol
Neol B Nhel | Xhol  EcoRI  Kpnl BamHI
{ | —_r — ——
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3.3 Kultivace organizmii

3.3.1 Bakterialni kultury

Eschelichia coli kmen TOP10 - F- mcrd A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®©80lacZAM15
A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Misky s agarem

- LB médium obsahujici 20 g/1 agaru (Amresco)

- Po zchladnuti miizeme ptidat selek¢ni antibiotika (1:1000)

LB (Luria-Bretani) médium 1% bakteriologicky pepton (Merch)
0,5% kvasinkovy extrakt (Amresco)
1% NacCl (Sigma)

- Autoklavujeme 20 minut pii 121 °C

Selekéni antibiotika

Ampicilin (Biotika) — 100 mg/ml
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Material pro pripravu kompetentnich bakterii

50 mM CaCl; (Penta)
50 mM MgCl,
50 mM CaCly s 15% glycerolem (Sigma)

- Roztoky autokldvujeme 20 minut pii 121 °C

Kultivace bakterii

KB (King’s B) médium 0,5% bakteriologicky pepton
0,5% kvasinkovy extrakt

- Autokldvujeme 20 minut pii 121 °C
- Po vychladnuti ptiddme 20 mM glukézu (BIOCEV média) a 2 M NaHPO4 (Penta)

Transformace bakterii

SOC (Super Optimal Broth) médium 2% bakteriologicky pepton
0,5% kvasinkovy extrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI (Penta)

- Autoklavujeme 20 minut pii 121 °C
- Po vychladnuti ptfidame 10 mM MgCl, (Penta), 10 mM MgSO4 (Penta) a 20 mM

glukozu

Bakterialni konzervy

60% glycerol
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3.3.2 Sav¢i kultury

Savci bunééné linie

U20S — lidské epitelidlni butiky izolovany z osteosarkomu

Kultivace sav€ich bunék

Kompletni médium

10 x PBS

- pH upravujeme na 7,3

0,25 % trypsin-EDTA (Invitrogen)
Transfekce
DMEM médium bez ptidavku FBS

Polyethylenimin (PEI) (Sigma)

Imunohistochemické barveni bunék

HCI (Penta)
Ethanol (Lach-Ner)

Fibronektin (Serva)

Protilatky

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium) (Sigma)

10% FBS (fetalni bovinni sérum) (Sigma)
0,1% cyprofloxacin (10 mg/ml) (Sigma)
137 mM NacCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na;HCO4.12 H20O (Penta)

1,4 mM KH,HPO, (Penta)

Paraformaldehyd (Sigma)
Triton-X 100 v PBS (AppliChem)

Bovinni sérovy albumin (BSA) (Milipore)
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Primarni protilatky Specifikace | Redéni | Vyrobce

anti-vinkulin koza 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Sekundarni protilatky | Specifikace Redéni Vyrobce
Alexa-Fluor 633 anti-mys 1:1000 Invitrogen
Phalloidin 405 anti-aktin 1:75 Dyomics

Priprava preparatu

Montovaci médium (IBIDI)

DABCO (1,4-Diazabicyklo(2,2,2)oktan) (Sigma)

Priprava stabilatu buné¢nvch linii

Zmrazovaci roztok

Isopropanol (Sigma)

Inhibitory

GSK429286A (10 mM) (APEXBIO)

3.4 Material pro praci s DNA

Restrikéni enzymy

90 % FBS

10% DMSO (dimetyl sulfoxid) (Sigma)

Restrikéni enzym Doporuceny pufr Vyrobce

BamHI CutSmart New England BioLabs
EcoRI Pufr H TAKARA

HindIlI CutSmart New England BioLabs
Ncol CutSmart New England BioLabs
Nhel CutSmart New England BioLabs
Notl CutSmart New England BioLabs
Kpnl CutSmart New England BioLabs
Xhol Pufr H TAKARA

DNA modifika¢ni enzymy
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Klenowtv fragment (Thermo Scientific)
Ligace
T4 DNA ligaza + pufr (Thermo Scientific)

Defosforylace koncu DNA

Antarktickd fosfatdza + pufr (New England BioLabs)

Precisténi DNA pomoci AMPure beads

AMPure beads (Beckman Coulter)

70% etanol

Izolace a purifikace DNA

TEG 25 mM Tris-HCI (pH 8) (Serva)
10 mM EDTA-NaOH (Sigma)
1% glukoza

Lyzaéni roztok

- Roztok ptipravujeme vzdy Cerstvy ve slozeni 8,8 ml vody, 200 ul 10 M NaOH a 1000
pl 10% SDS (Sigma)

NHsAc (Penta) Fenol-chloroform (Sigma)

Isopropanol 80% ethanol
RNaza (Thermo Scientific)

- Zésobni roztok 0,2 mg/ml
- Redéno do TE pufru (Sigma)

Elektroforéza
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TBE pufr 1 M Tris
1 M kyselina borita
0,02 M EDTA (pH 8)
- Autoklavujeme 20 minut pfi 121 °C
Vzorkovy pufr 60% glycerol
0,6% bromfenolova modt (Lachema)
60 mM EDTA (Sigma)
Agardza NuSieve a Sea Kem v poméru 1:1 (FMC)
DNA STAIN G (Serva)

Gel Loading Dye Purple (6 x) (New England BioLabs)

Marker pro DNA elektroforézu

GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Thermo Scientific)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bpng0Spg %

10000 300
8000 30,

— 1300 250
1000 €0.0 1
_ 750 250 60

19 TepVison™ LE GO Agarcse #RO401)
[
>
s s
o o
s 2

0.5 pgflane, & cm length gel,
1XTAE, 7Viem, 45 min

Izolace DNA fragmenti z agard6zového gelu

Komer¢ni kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
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Primery pro PCR CCH domény

CCH-TenF TTGGATCCATGCGGCAGGGAAAGG
CCH-TenR TTGCGGCCGCTCAGGCAGCAGCTAGCT
Material pro PCR

Deoxynukleotidovy set (zasobni roztok 100 mM) (Sigma)

QS5 polymeraza + pufr (New England BioLabs)

3.5 Material pro praci s proteiny

Priprava lyzatu ze savéich bunék

1 x PBS

RIPA pufr

0,15M NacCl

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)

1% Nonidet P-40 (Fluka BioChemika)
0,1% SDS

1% deoxycholat sodny (Sigma)

5mM EDTA

50 mM NaF (Sigma)

- Filtrujeme pfes filtr s pory velikosti 0,45 um

HEPES-Triton-X 100 pufr 50 mM HEPES

1% Triton-X 100 (pH7.,4)

| mM DTT

- Autoklavujeme 20 minut pii 121 °C
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Inhibitory, DTT

Zasobni roztok protedzovych inhibitord MixM (Bimake), fedéni 1:100
Zasobni roztok fosfatdzovych inhibitor (Bimake), fedéni 1:100

IM dithiothreitol (DTT) (Sigma)

Roztoky pro pripravu vzorku na SDS-PAGE

6x Laemmli pufr 0,35M Tris-HCI (pH 6,8)
40% glycerol
10% SDS
0,012% bromfenolova modr

1M dithiothreitol (DTT)

Roztoky pro SDS-PAGE

Protogel 30% akrylamid (Sigma)
0,8% N,N’-methylenbisakrylaid (Sigma)

- Filtrujeme pftes filtr s pory velikosti 0,45 um
4 x Tris/SDS (pH 8,8/6,8) 1,5M Tris-HCI (pH 8,8/6,8)

0,4% SDS
- Filtrujeme pfes filtr s pory velikosti 0,45 pm
SDS-PAGE pufr 25 mM Tris (pH 8,3)

190 mM glycin (Serva)

0,1% SDS
N, N, N9, N9-tetrametyl-ethylendiamin (TEMED) (Serva)

10% amonium persulfat (APS) (Sigma)



Marker molekulovych hmotnosti

PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

kDa

~250

~130
~100

Gel Blot

Roztoky pro Western blot

Prenosovy pufr 25 mM Tris
192 mM glycin

20% methanol (Lach-Ner)

0,05% SDS
TBS 20 mM Tris-HCI (pH 8)
500 mM NaCl
Roztoky pro imunodetekci proteini
TBS
TTBS 20 mM Tris-HCI (pH 8)
500 mM NaCl
0,05% Tween 20 (Serva)

1% a 4% roztok BSA v TBS

2% odtu¢néné mléko (NutriStar)



Protilatky pro imunodetekci proteinu

Primarni protilatky Specifikace Redéni | Vyrobce

anti-neoGreen krélik 1:1000 Cell Signaling

anti-actin mys$ 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
Sekundarni protilatky Specifikace | Redéni Vyrobce

Goat pAb to rabbit IgG (HRP) | anti-kralik 1:15000 Abcam

Rb pAb to mouse IgG (HRP) anti-mys 1:25000 Abcam

Vyvolavaci roztok

Super Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific)

Roztoky pro stripovani membrany

Stripovaci pufr

TBS

4% BSA v TBS

25 mM glycin-HCl

1% SDS (pH 2)

37




4 METODY
4.1 Kultiva¢ni metody
4.1.1 Bakterialni kultury

4.1.1.1 Priprava chemicky kompetentnich bakterii

Den I (vecer)

- Na Petriho misku s agarem (bez selekénich antibiotik) sterilné rozetfeme malé
mnozstvi bakterii E. coli

- Inkubujeme ptes noc pii 37 °C (Bilogical Thermostat BT 120, Lab Systém)

Den II (vecer)

- Znarostlé misky vybereme jednu kolonii a tu zao¢kujeme do 20 ml LB média

- Inkubujeme pies noc na ttepacce (SIF6000R, Lab Companion) pii 37 °C a 180 — 220
rpm

Den III (rano)

- Jako prvni zmétime na spektrofotometru (Infinite 200 PRO, Tecan, Life Sciences)
optickou hustotu bakterialni kultury pti vinové délce 600 nm (ODsoo)

- Pivodni bakterialni kulturu zaockujeme do nového LB média o objemu 400 ml na
finalni ODeoo = 0,05

- Inkubujeme na tfepacce pii teploté 37 °C a 180 — 200 rpm, dokud nedosdhneme
ODgoo = 0,6 — 1

- Bakteridlni smés zchladime ne ledu a rozdélime do sterilnich 50ml Falcon
centrifugacnich zkumavek (celkem 8 zkumavek)

- Centrifugujeme 15 minut na 4000 g pfi teploté 4 °C (Centrifuge 541R, Eppendorf)

- Odlejeme supernatant a pelet 2x proplachneme vychlazenym 50 mM MgCl,

- Promyté bakterie znovu centrifugujeme (15 minut na 4000 x g pii teploté 4 °C)

- Supernatant odsajeme, pelet resuspendujeme v 5 ml 50 mM CaCl, a sloucime
do jedné zkumavky (celkovy objem bude 40 ml)

- Bakterie opét centrifugujeme (10 minut, 4000 g, 4 °C)

- Supernatant odlejeme, pelet resuspendujeme v5 ml 50 mM CaCl; spolu s 15%

glycerolem
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- Nakonec bakteridlni suspenzi rozpipetujeme do 1,5ml mikrozkumavek
dle pozadovaného objemu alikvott

- Mikrozkumavky s bakteriemi zamrazime v tekutém dusiku a skladujeme v -80 °C

4.1.1.2 Kultivace bakterii

- Bakteridlni kultury kultivujeme v Zivném médiu (KB) s ptislusnymi antibiotiky pies

noc na tiepacce pii 37 °C

4.1.1.3 Transformace bakterii metodou ,,heat shock*

- Kompetentni bakterie vyndame z -80 °C mrazni¢ky a nechame pozvolna rozpustit
na ledu

- Mezitim si zapneme termoblok (MD-0IN, Major Science) a vytemperujeme jej
na 42 °C

- Smichame cca 30 pl bakterii s 1 pg DNA
Pozn: pokud bakterie transformujeme liga¢ni smési, tak mnozstvi navySime

- Pfipravenou smes umistime na termoblok

- Samotny ,.heat shock® pak trva 50-60 sekund

- Smés nechame vychladit na ledu po dobu 2 minut

- Pfidame 100 pl SOC média

- Transformované bakterie vysadime na Petriho misku s zivnym agarem

- Kultivujeme dnem vzhiiru, pii 37 °C do druhého dne

4.1.1.4 Priprava bakterialnich konzerv

Den I

- Do KB média s ptislusnymi selek¢nimi antibiotiky zaockujeme bakterie

- Inkubujeme ptes noc na tfepacce pii 37 °C
Den 11

- Bakteridlni kulturu napipetujeme do 1,5ml mikrozkumavky a centrifugujeme
30 sekund, 11000 x g (Centrifug 5415D, Eppendorf)
- Supernatant odsajeme a pelet resuspendujeme v 60% sterilnim glycerolu

- Uchovavame v mraznicce pti -80 °C
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4.1.2 Savdi kultury

4.1.2.1 Rozpéstovani stabilatii bunéénych linii

- Z kontejneru s tekutym dusikem vyjmeme kryozkumavku a na pfenos ji umistime
do nadoby s ledem

- Vzorek rozmrazime ve vodni 14zni s teplotou 37 °C (NB-301, BIOTEK)

-V laminarnim boxu (TelStar) vzorek napipetujeme do 15ml zkumavky Falcon
obsahujici 9 ml média

- Centrifugujeme 3 minuty, 180 x g (Centrifuge 5804R, Eppendorf)

- Zpét v laminarnim boxu odsajeme supernatant a pelet resuspendujeme v 5 ml média

- Vzorek pipetujeme do 10cm Petriho misky obsahujici 5 ml ¢istého média

4.1.2.2 Kultivace sav¢ich bunék

- Sav¢i bunky kultivujeme v termostatu (Sanyo) pfti teploté 37 °C a 5% koncentraci
CO,
- Pomoci mikroskopu (Nikon Eclipse TS 2000) pravideln¢ kontrolujeme bunécnou

konfluenci

4.1.2.3 Pasazovani bunék

- Z misky nejprve odsajeme médium

- Bunky oplachneme roztokem 1x PBS (cca 1 ml na 10cm Petriho misku)

- Odsajeme 1x PBS

- K buikdm napipetujeme trypsin (I ml na 10cm Petriho misku) a inkubujeme
v termostatu, dokud se buiiky neoddéli ode dna (cca 6 minut)

- Reakei s trypsinem zastavime ptidanim 1 ml média a smés dikladné resuspendujeme

- Pozadovanou ¢ast bun¢k (obvykle 1/5) pfeneseme na novou Petriho misku s médiem

a dikladné promichame pomoci vortexu

Pozn: pasdZovani provadime kazdé 2-3 dny v zavislosti na bunécné konfluenci
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4.1.2.4 Transfekce bunék plazmidovou DNA

Pozn: Postup popisuje transfekci bunék kultivovanych na jedné 10cm Petriho misce
Denl

- Nejprve smisime 15 pg plazmidové DNA s 150 pl bezsérového média a dikladné
promichame (Vx 200, Labnet)

- Analogicky smisime 15 pl transfekéniho €inidla (PEI) s 150 pl bezsérového média
a dikladn€ promichame

- Jako dalsi slou¢ime roztoky do jedné mikrozkumavky a opét dikladn€ promichame

- Vzniklou smés inkubujeme 10 — 15 minut a nasledné pipetujeme na bunky, které

by mély mit konfluenci asi 70 %
Den II

- Odsajeme médium a pouze ho nahradime standardné pouZivanym typem média pro

danou buné¢nou linii
Den III

- Pozorujeme expresi DNA v sav¢ich buiikach

4.1.2.5 Imunohistochemické barveni bunék

Den I — priprava sklicek

- Pracujeme s krycimi sklicky, ktera byla omyta v HCl a nésledné skladovéana
v ethanolu

- Sklicko opalime a pteneseme do lamindrniho boxu, kde jej umistime do 6-jamkové
desticky (eventueln€ 12-jamkové desticky)

- Na sklicka napipetujeme 100 pl fibronektinu a nechame zaschnout (fedéni 1:100)

- Zaschla sklicka oplachneme 1% PBS

- Do jamky pipetujeme cca 2 ml média a patficné mnozstvi bun¢k

- Bunky nechame ptisedat do druhého dne
Den 11

- Odsajeme médium a sklicko dvakrat oplachneme 1x PBS

- Provedeme fixaci pomoci 1 — 2 ml 4% paraformaldehydu po dobu 10 minut
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- Opét dvakrat proplachneme 1x PBS

- Buiky permeabilizujeme ptidanim 0,3% Tritonu-X 100 po dobu 10 minut

- Opét dvakrat proplachneme 1x PBS

- Jako dalsi provadime blokaci ptidanim 200 pl 3% BSA po dobu 30 minut

- Nakousek parafilmu napipetujeme 50 pl 3% BSA s primarni protilatkou a do vzniklé

kapky polozime skli¢ko bunikami dold

Pozn: Provadime ve velké Petriho misce obalené alobalem, ve které je umisténa mensi

Petriho miska s parafilmem
- Inkubujeme 2 — 3 hodiny

Pozn: Béhem inkubace nesmi dojit k vyschnuti kryciho sklicka, proto do velké Petriho

misky umistime také buni¢inu nasaklou vodou

- Po skonceni inkubace kryci skli¢ko ttikrat opldchneme v 1x PBS, kazdé oplachnuti
10 minut

- Na dalsi kus parafilmu 50 pl 3% BSA obsahujici sekundéarni protilatku a do vzniklé
kapky polozime sklicko buitkami dola

- Inkubujeme 1 hodinu

- Po skonceni inkubace kryci sklicko tiikrat oplachneme v 1x PBS, kazdé oplachnuti
10 minut

- Pokud chceme vizualizovat i aktinovy cytoskelet, tak na parafilm naneseme 50 pl
3% BSA obsahujici phalloidin a inkubujeme 20 minut

- Po skonceni inkubace kryci skli¢ko tfikrat oplachneme v 1x PBS, kazdé oplachnuti
5 minut

- Kryci sklicka na zavér oplachneme destilovanou vodou

- Pfipravime si podlozni sklicka s kapkou montovaciho média (asi 9 pl) s ptidavkem

DABCO a na n¢j pokladame sklicka kryci

Pozn: hotové preparaty miizeme nalakovat bezbarvym lakem pro vétsi trvanlivost
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4.1.2.6 Priprava stabilatii bunéénych linii

- PIn¢ konfluentni 10cm Petriho misku nejprve trypsinizujeme a dale resuspendujeme

v 4 ml média

- Vzorek napipetujeme do 15ml zkumavky Falcon a centrifugujeme (180 x g,

3 minuty)

- Opatrné odsajeme supernatant a pelet resuspendujeme v 1 ml zmrazovaciho roztoku

- Vzniklou smés ptevedeme do 1,5ml kryozkumavky Nalgene

- Zkumavky nejprve uchovavame v nadobé s isopropanolem v — 80 °C po dobu cca

24 hodin

- Poté zkumavky ptfemistime do kontejneru s tekutym dusikem

4.2 Metody prace s DNA

4.2.1 Molekularni klonovani

4.2.1.1 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

- Reakci obvykle provadime v 1,5ml mikrozkumavce v nasledujicim slozeni

Plazmidova DNA

Obsah DNA 3-5 ug

10x restrikéni pufr

V zavislosti na celkovém objemu reakce

Restrikéni endonukleazy

0,04 — 0,2 ul

Miliporovana voda

Doplnit do pozadovaného objemu

- Vzniklou smés inkubujeme po dobu 2 — 16 hodin pti 37 °C

Pozn: Mnozstvi ptidavané restrik¢ni endonukleazy se mize ménit v zavislosti na jeji

koncentraci, mnozstvi DNA nebo aktivité¢ v restrikénim pufru, také teplotni optimum

nékterych restrik¢nich endonukledz mtze byt rozdilné

4.2.1.2 Ligace

- Ligaéni smés ptipravime dle rozpisu

Vektor 50 — 150 ng

Inzert 150 — 450 ng (pozn.)

10x ligacni pufr V zavislosti na celkovém objemu reakce
T4 DNA ligaza 0,2—1pl

Miliporovana voda Doplnit do pozadovaného objemu

Pozn: MnoZstvi inzert:vektor je 3:1 v zavislosti na velikosti obou molekul
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4.2.1.3 Defosforylace koncii DNA

- Pridame 1/10 objemu reakce reak¢niho pufru pro antarktickou fosfatazu ke vzorku
DNA stépeném restrikénimi endonukledzami (ptiprava viz 4.2.1.1)
- Dale ptidame 1 ul antarktické fosfatazy a smés inkubujeme po dobu 30 minut pti 37 °C

- Reakei zastavime tepelnou inaktivaci po dobu 2 minut pti 80 °C

4.2.1.4 Precisténi DNA po restrikénim Stépeni pomoci AMPure beads

- Ke vzorkim napipetujeme 1,8 x vétsi objem kulicek a inkubujeme 5 minut
pii pokojové teploté

- Vzorky s kulickami umistime na magneticky stojan a pockame, nez se kulicky
pfichyti k magnetu

- Odsajeme tekutinu a dvakrat promyjeme 600 ul 70% etanolu

- Odsajeme ethanol a kulicky s navdzanym DNA nechame schnout cca 5 minut

- K DNA ptfidame vodu (20 pl) a vzorky dikladné resuspendujeme

- Inkubujeme 10 minut na termobloku pii 60 — 65 °C

- Vzorky umistime zpét na magneticky stojan a pockame, nez se kulicky navazi
na magnet

- DNA se uvolni do roztoku vody a pfeneseme jej do nové mikrozkumavky

- Cistotu ziskaného DNA miZeme stanovit pomoci piistroje NanoDrop (Thermo

Scientific)

4.2.2 DNA elektroforéza v agarézovém gelu

Pfiprava agar6zového gelu

- Pii ptipravé 1% agarézového gelu navdzime 1 g agardzy, kterou smichame se
100 ml TBE pufru

- Smés ohfivame v mikrovlnné troub¢, dokud se agar6za upln€ nerozpusti

- K vychlazenému roztoku pfiddme barvivo (DNA STAIN G)

- Roztok nalijeme do tvofitka na gel a vloZime hiebinek s pozadovanou velikosti
jamek

- Nechame tuhnout asi 15 minut
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Elektroforéza

- Do elektroforetické aparatury vlijeme pufr TBE a ptidame barvivo (DNA STAIN G)

- Nasledné do lazné€ vlozime ztuhly gel, tak aby byly jamky pln¢€ ponofené a naneseme
cca 3 ul molekuladrniho markeru

- Vzorky smichdme se vzorkovym pufrem v patfi¢ném poméru

- Elektroforetickou aparaturu ptipojime ke zdroji (omniPAC Midi CS-300V, Cleaver
Scientific) a vzorky nechame délit pti 120 mA ptiblizné 45 minut

- Vzorky vizualizujeme pomoci UV transiluminétoru (inGenius, Syngene)

4.2.2.1 Izolace DNA fragmenti z agar6zového gelu pomoci NucleoSpin

Gel and PCR Clean-up

- Po skonceni elektroforetického déleni mizeme gel umistit na UV lampu
(TCP-20.LC, Vilber Lourmat) a pozadované fragmenty vytiznout skalpelem
- Pro izolaci a purifikaci DNA z téchto fragmentl pak vyuZijeme komeréné dostupny

kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL)

4.2.3 Izolace a purifikace plazmidové DNA

Denl

V odpolednich hodinach zaockujeme do 3-5 ml KB média 5 pl bakterii nesouci

pozadovany plazmid a smés nechame tiepat do druhého dne
Den 11

- Smés narostlyjch bakterii rozdélime do jednotlivych  mikrozkumavek
a centrifugujeme (11 000 x g 1 minuta), odstranime supernatant

- K peletu pfidame 100 pl roztoku TEG a smés homogenizujeme pomoci vortexu

- Nasledné bakterialni buniky lyzujeme pomoci 280 pl Cerstvé ptipraveného lyzacniho
roztoku za stalého tfepani na vortexu

- Lyzi bakteridlnich bun¢k zastavime ptidanim 420 pl NHsAc za stdlého tfepani
na vortexu

- Klyzovanym buikdm pfiddme v digestofi (NUVIA) 280 ul fenol/chloroformu
a smes promichame

- Vzorky centrifugujeme 5 minut pii 11 000 x g
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- Horni bezbarvou fazi pfeneseme do nové mikrozkumavky a k danému objemu
pridame 0,7 objemu isopropanolu

- Smés inkubujeme 10 minut pii pokojové teplot¢ a nasledné centrifugujeme
(15 minut, 11 000 x g)

- Po skonceni centifugace odsajeme supernatant a k peletu priddme 600 pl 80%
ethanolu

- Promichdme a opét centrifugujeme (1 minuta, 11 000 x g)

- Odsajeme supernatant a mikrozkumavku vysusime pii pokojové teploté (cca 5 minut)

- Pelet rozpustime v 20 pl roztoku RNasy a inkubujeme 30 minut pti 37 °C

- Sizolovanym plazmidovym DNA dale pracujeme nebo uchovavame v -20 °C

4.2.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

- Smés pro PCR reakci pfipravujeme na ledu dle nasledujiciho rozpisu

Templatova DNA 1 ul

10 uM forward primer Sul

10 uM reverse primer Sul
2,5 mM dNTPs 1 ul
Pufr pro Q5 polymerazu Sul
QS5 polymeraza 0,5 ul
Miliporovana voda 32,5 ul

- Reak¢ni smés umistime do cycleru (GenePro, Bioer) a spustime nasledujici program
1. 98 °C, 30 sekund
2. 98 °C, 10 sekund
3. 55°C, 20 sekund
4. 72 °C, 80 sekund
Pozn: 35x% opakovat kroky 2, 3 a 4
72 °C. 120 sekund

e

6. 4 °C, nekonecno
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4.3 Metody prace s proteiny

4.3.1 Priprava lyzatu ze sav¢ich bunék

Pozn: Celou piipravu lyzati provadime na ledu a s vychlazenymi roztoky

- Z Petriho misek s narostlymi bunikami odsajeme médium a dvakrat proplachneme
vychlazenym 1x PBS
- Na misky napipetujeme lyzacni pufr RIPA (mnozZstvi v zavislosti na velikosti misky)

obsahujici DTT, proteazové a fosfatdzové inhibitory
Pozn: Pro Setrné;jsi 1yzi bun€k pouZijeme pufr obsahujici Triton-X 100 a HEPES

- Nechame lyzovat na kyvaci ttepacce v lednici po dobu 15 minut

- Bunky odstranime z povrchu misky pomoci Skrabky a pipetujeme do vychlazené
1,5ml mikrozkumavky

- Centrifugujeme v pfedem vychlazené¢ (4 °C) centrifuze 13 minut a 13 000 x g
(Eppendorf Centrifuge 5417)

- Lyzaty (supernatant) pipetujeme do nové vychlazené mikrozkumavky a skladujeme

v -20°C

4.3.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti

dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Ptiprava gelu

- Sestavime aparaturu pro nalévani gelu Bio-Rad Mini Protean III

- Mezi skla nalijeme pfipraveny roztok pro separacni gradientovy gel (viz rozpis) asi
25 mm pod vrchni hranu skla

- Pfevrstvime miliporovanou vodou, abychom zabranili vzniku bublin, a nechdme
tuhnout asi 30 minut

- Po ztuhnuti gelu vodu odlijeme a prostor vysusime

- Mezi skla nalejeme zaostfovaci gel (viz rozpis) a vloZime hiebinek s poZadovanou
velikosti a mnozstvim jamek

- Zaostfovaci gel nechame tuhnout cca 30 minut
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6% separacni gel

15% separacni gel

Zaosttovaci gel

Protogel AA/BIS 1 ml 2,5 ml 0,65 ml

Pufr Tris/SDS 4 x 1,25 ml (pH 8,8) 1,25 ml (pH 8,8) 1,25 ml (pH 6,8)
Miliporovana voda 2,65 ml 1,125 ml 3,1 ml

TEMED 4 ul 4 ul Sul

10% APS 20 ul 20 ul 25 ul

Pozn: pti ptipravé gradientového gelu nasajeme pipetou nejprve roztok pro 6% separacni

gel (2,5 ml) a nasledné roztok pro 15% separacni gel (2,5 ml) a opatrné nanasime

Priprava vzorkd pro SDS-PAGE

- Ke vzorkiim, které chceme separovat SDS-PAGE ptidame barvivo 6 x Laemmli pufr

(1/4 objemu vzorku) a IM DTT (1/20 objemu vzorku)

- Vzniklou smés promichame a inkubujeme 5 minut pii teploté 95 °C

SDS-PAGE

- Sestavime elektroforetickou aparaturu a vloZime do ni ptipravené gely, ptipadné gel

a nastavec

- Prostor mezi skly 1 okolni ¢ast aparatury zalejeme elektroforetickym pufrem

- Z gelu vyyjmeme hiebinek a jamky proplachneme elektroforetickym pufrem

- Do jamek naneseme piipravené vzorky a marker molekulové hmotnosti

- Aparaturu napojime na zdroj a vzorky nechame separovat pfi konstantnim proudu

10 mA/gel

- Ve chvili, kdy ¢elo elektroforézy dosahne separacniho gelu, mizeme proud zvysit na

20 mA/gel

4.3.3 Western blot

- Sestavime aparaturu pro prenos na nitrocelul6zovou membranu (Trans-Blot Turbo,

Bio-rad)

- Na spodni desticku umistime izolacni houbicku, membranu, gel s rozdélenymi

proteiny a dal$i izola¢ni houbicku

Pozn: izola¢ni houbicky i membrana musi byt namoceny v ptfenosovém pufru

- Ptiklopime horni desti¢kou, vlozime do aparatury a zapneme na piisluSny program

- Membranu po skonceni oplachneme v TBS
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4.3.4 Imunodetekce proteini na membrané

Den |

- Membranu pifeneseme do blokovaciho roztoku (4% BSA v TBS) a blokujeme
na kyvaci tfepacce (45 — 60 minut, laboratorni teplota)

- Jako dalsi inkubujeme na kyvaci tfepacce s roztokem primarni protilatky v 1% BSA

v TTBS (4 °C, do druhého dne)
Den II

- Membranu tfikrat promyjeme v TTBS, kazdy oplach 10 minut

- Inkubujeme se sekundarni protilaitkou v 2% roztoku odtu¢néné¢ho mléka na kyvaci
ttepacce (60 minut, laboratorni teplota)

- Membranu tfikrat promyjeme v TTBS, kazdy oplach 10 minut

- Nakonec membranu oplachujeme 5 minut v TBS

- Membranu vlozime do folie a napipetujeme na ni vyvolavaci roztok

- Signal detekujeme pomoci ptistroje Imager 600 (Amersham)

4.3.5 Stripovani membrany

- Do misky nalejeme asi 10 ml stripovaci pufru a vlozime do n¢j membranu
- Inkubujeme 20 minut na kyvaci tiepacce pii laboratorni teploté

- Membranu nasledné 20 minut promyvame v 1x TBS

- Blokujeme 20 minut v 4% BSA

- Znovu inkubujeme s pozadovanou protilatkou

4.3.6 Spektrofotometrické stanoveni FRET

- Vzorky lyzati (viz 4.3.1) méfime v 98-jamkové desti€ce na spektrofotometru Tecan
Infinite 200 PRO v duplikatech ¢i triplikatech se srovnanou koncentraci
- K méfeni pouzivame software Tecan-i-control

- Me¢time pii vlnovych délkach uvedenych v tabulce

Detekce Excitace (nm) Emise (nm)
neoGreen 490 530
mRuby3 530 595
FRET 490 595
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4.4 Vyhodnoceni FRET dat

4.4.1 Spektrofotometrické méreni

- Pti vyhodnocovani FRET signalu vychdzime ze vzorce pro normalizovany FRET
(Xia & Liu, 2001), kde Ipger je signdl FRET kanalu, Ipgypys X @ je mira

prosvécovani akceptoru do FRET kanalu a I,,.o¢reen X b mira prosvéceni donorové

molekuly
Irrer — Xa-—1I X b
. mRuby3 neoGreen
FRET ratio = 4
IneoGreen
: 1 mRuby3 I neoGreen
_ Koeficient @ = —ERETUNRUDYS) ., _Irrer ( )
ImRuby3 (mRuby3) IneoGreen (neoGreen)

- Od ziskanych hodnot byl navic odecten signal buné¢k neobsahujici Zadny konstrukt

- Vysledkem vypoctu je hodnota ,,FRET ratio* reflektujici u¢innost FRET

4.4.2 TIRF (total internal reflection fluorescence) mikroskopie

- K vyhodnoceni FRET signalti z mikroskopickych dat se vyuziva program ImageJ
s PixFRET pluginem

Pozn: k PixFRET pluginu byla vytvofena velice podrobnd uzivatelska ptirucka (Feige et
al., 2005)

- Prvnim krokem je zadani parametrii pro donorovou a akceptorovou molekulu

- Jako dalsi vytvotime ,,stack* obsahuji snimky ze tiech pozorovanych kanali v potadi
FRET-donor-akceptor

- Pfi vypoctu FRET z vytvofen¢ho ,stacku“ zaddvame v pluginu parametr
»FRET/sqrt(Donor*Acceptor)* odpovidajici normalizaci dle publikace Xia a Liu,
2001

- Z vypoctu ziskame 2 obrazky — FRET a NFRET — dale pracujeme s NFRET

- Vratime se k pivodnimu fluorescen¢nimu obrazku a pomoci funkce ,,maska®
vyselektujeme fokalni adheze bunék

- Masku aplikujeme na NFRET obrazek a pomoci funkce ,,measure* zmétime signal

jednotlivych fokélnich adhezi (méfime tzv. ,, mean* signal)
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4.5 Statisticka vyhodnoceni

Statisticka analyza dat byla provedena s pomoci programu GraphPad (GraphPad
Software Inc.). Pro analyzu byl pouzit jendofaktorovy ANOVA test s naslednym ,,post
hoc* testem podle Tukeyho nebo T-test.
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5 CILE PROJEKTU

Cilem diplomové prace je vytvorit FRET-biosenzory bunécné tenze zalozené
na predpokladané mechanice fungovani p130Cas ve fokalnich adhezich. Vytvotfené
mechanosenzory by nasledné méli ovétit, zda ukotveni p130Cas do fokdlnich adhezi
predstavuje funkéni modul pro mechanorecepci a jestli je substratova doména p130Cas

mechanosenzorickou ¢asti proteinu.
V rédmci experimentalni ¢asti prace jsou kladeny tyto cile:

I.  Konstrukce biosenzoru mechanické tenze vyuzivajici strukturu proteinu p130Cas

II.  Testovani vlastnosti ptipraveného biosenzoru v zivych bunkach
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7 VYSLEDKY

7.1 Priprava konstruktii

Diplomovy projekt se zabyva tvorbou 3 druhii FRET-mechanosenzorti zalozenych
na struktufe proteinu p130Cas. Konkrétné byly vyuzity jeho kotvici domény — SH3
a CCH, které by mély zajistit lokalizaci senzoru do fokélnich adhezi (viz 2.2.1). Pro
ucinny Forsteriiv rezonan¢ni pienos energie byl zvolen FRET par neoGreen-mRuby3
(donor-akceptor) (Bajar et al., 2016). Mezi fluorescen¢ni proteiny je vlozen flexibilni
linker a celek tvoti senzoricky neboli tenzni modul (TM). Jako linker byl zvolen protein

flagelliform tvotici pavouci vlakna nebo rizné dlouha ¢ast SD p130Cas (viz obr. 7.1A).

K samotnym mechanosenzoriim byly navrZzeny kontroly pro detekci mechanické tenze
a FRET signalu. Kontrolni konstrukt oznacovan jako TM postrada obé kotvici domény,
tudiz nemtZe lokalizovat do foké4lnich adhezi ani byt mechanicky natahovan (obr. 7.1D).
Kontroly SH3-TM a TM-CCH obsahuji pouze jednu kotvici doménu, ktera zajisti
lokalizaci do fokalnich adhezi, ale nikoli schopnost mechanického natazeni biosenzoru
(obr. 7.1B, C). Pro méfeni FRET signalu pak byly navrzeny kontroly obsahujici pouze

jeden fluorescen¢ni protein (onlyGreen a onlyRed) (obr. 7.1E, F).

A SH3 |G| | RESSN CCH
B DG | | MRS CCH
C SH3  |nGresn | MRSy

D IS | MRS

E SH3 [JHGEEH  CCH

F SH3 |REBy@N ccH

Obr. 7.1 Typy pripravovanych senzoru. (A) kompletni mechanosenzor (B) senzor pouze
s C-terminalni kotvici doménou (TM-CCH) (C) senzor pouze s N-terminalni kotvici doménou
(SH3-TM) (D) senzor bez kotvicich domén (TM) (E) senzor pouze s donorovou fluorescencni

molekulou (onlyGreen) (F) senzor pouze s akceptorovou fluorescencni molekulou (onlyRed).
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Navrzené konstrukty jsou vysoce modularni. Jednotlivé ¢asti senzort se daji odebirat
nebo pifidavat diky unikatnim restrikénim mistim. Pro piipravu senzorti byly vyuzity
komeréné¢ nasyntetizovand DNA vlakna (SH3GreenSilk, Ruby3, GreenSDlong,
GreenSDshort), vektory dostupné v laboratofi (pBlueSK+, pIRESpuro3), pfipadné
syntéza pomoci PCR (CCH doména).

7.1.1 Konstrukce mechanosenzoru s linkerem z pavouciho hedvabi

Pti ptipravé tohoto typu mechanosenzoru byl vyuzit kratky peptid (GPGAA) tvoftici
pavouci hedvabi. V pouzitém linkeru se tato sekvence opakuje celkem osmkrat, tudiz
celkova délka je 40 AK (GPGAA)s. Peptid byl nasyntetizovadn jako soucast jednoho
z vlaken DNA ziskanych komeréni syntézou (SH3GreenSilk), ale oproti piivodni verzi
(Grashoff et al., 2010) doslo k jeho ¢astecné modifikaci. Jednalo se o piidani restrikéniho

mista Ncol, zajistujici lepsi manipulaci s ptipravovanymi konstrukty.

Dle schématu (obr. 7.2) bylo nejprve syntetizované DNA vldkno (SH3GreenSilk)
vlozeno do pBlueSK+ vektoru (HindIII/BamHI) a ndsledné byla pfidana akceptorova
fluorescencni molekula Ruby3 (Ncol/BamHI) opét ziskana komercéni syntézou (provedl
doc. RNDr. Daniel Rosel, Ph.D). Vznikly pBlueSH3Ruby plazmid byl Stépen pomoci
restriktaz BamHI/EcoRI a pozadovany fragment byl zaligovan do expresniho vektoru
pIRESpuro3. Timto zplisobem jsme ziskali vySe zminénou TM kontrolu (puroSilk-TM),

tedy kontrolni senzor bez kotvicich domén.

Plazmid pBlueSH3Ruby byl opétovné Stépen s vyuzitim restrikCnich mist
BamHI/Nhel a vznikly fragment byl zaligovan do expresniho pIRESpuro3 vektoru. Takto
jsme ziskali kontrolu SH3-TM (puroSilk-SH3-TM) (obr. 7.1C).

Pro tvorbu samotného mechanosenzoru jsme k plazmidu puroSilk-SH3-TM ptidali
CCH doménu nasyntetizovanou pomoci PCR. Inzerce probéhla pfes restrikéni mista
BamHI/Notl. CCH doména byla také vlozena (BamHI/Notl) do puroSilk-TM plazmidu
a vznikl nam tak dalsi kontrolni konstrukt s jednou kotvici doménou (provedla Mgr.

Lenka Koudelkova) (obr. 7.1B). Nakonec byla provedena kontrola konstruktii sekvenaci.
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—» puroSilk-TM-CCH

— puroSilk-senzor

Obr. 7.2 Schéma molekularniho klonovani mechanosenzoru s linkerem z pavouciho
hedvabi. Tucné vyznacené jsou kompletné hotové konstrukty. puroSilk-TM (TM) vektor
se senzorem bez kotvicich domén, puroSilk-SH3-TM (SH3-TM) vektor se senzorem obsahujici
pouze SH3 kotvici doménu, puroSilk-TM-CCH (TM-CCH) vektor se senzorem obsahujici pouze
CCH kotvici doménu, puroSilk-senzor vektor piedstavuji kompletni mechanosenzor obsahujici

ob¢ kotvici domény.

7.1.2 Konstrukce mechanosenzoru s linkerem odvozenym od

substratové domény p130Cas

Mechanosenzor vyuziva jako elasticky linker ¢ast SD proteinu p130Cas. Konkrétné
se jednd o tyrosinové motivy 9 a 10 nebo 7-10 (viz 2.2.1.2). Konstrukt obsahujici
patiicnou ¢ast substratové domény a donorovou fluorescenéni molekulu (GreenSDshort
nebo GreenSDlong) byl ziskdn komeréni DNA syntézou. Schéma molekularniho

klonovani na obrazku 7.3.
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EcoRI Neol BamHI Neel BamHI

_/\/sncg,m]/\l —» pBlueSK+ qp - N

BamHIEcoRI
—» puroSilk- ——  puroSDsh-TM
—— puroSilk-SH3-TM —»  puroSDsh-SH3-TM

—* purcSilk TM-CCH——  puroSDsh-TM-CCH

b puroSilk-senzor —  SDshort-senzor

Obr. 7.3 Schéma molekularniho klonovani mechanosenzoru s linkerem odvozenym od SD
p130Cas. Tuéné¢ vyznacené jsou kompletné hotové konstrukty. Analogicky k vektorim se
zaklonovanymi Silk biosenzory, puroSDsh-TM (TM) vektor se senzorem bez kotvicich domén,
puroSDsh-SH3-TM (SH3-TM) vektor se senzorem obsahujici pouze SH3 kotvici doménu,
puroSDsh-TM-CCH (TM-CCH) vektor se senzorem obsahujici pouze CCH kotvici doménu,
puroSDshor/sh-senzor vektor predstavuji kompletni mechanosenzor obsahujici obé& kotvici

domény.

Jako prvni bylo komer¢né nasyntetizované DNA vldkno vlozeno do pBlueSK+
vektoru skrze restrikéni mista EcoRI/BamHI. Nasledn¢ byla na 3’konec konstruktu
pfiddna sekvence kodujici mRuby3 fluorofor s vyuzitim restrikénich mist BamHI/Ncol.
V tuto chvili jsme vyuzili jiz vytvofené mechanosenzory s linkerem z pavouciho hedvébi
zaklonované v expresnim vektoru a pomoci EcoRI/BamHI $tépeni jsme vyménili tuto
¢ast s linkerem z pavouciho hedvabi za odpovidajici ¢ast s linkerem s SD. Takto jsme
ziskali celou sadu mechanosenzort s linkerem odvozenym od SD p130Cas. Nakonec byla

provedena kontrola konstrukti sekvenaci.

Pti ptipad€ druhého mechanosenzoru obsahujici tyrosinové motivy 7-10 byla pii kone¢né
sekvenacni kontrole zjiSt€éna delece v SD a prace na tomto typu konstruktu byla

pozastavena.
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7.1.3 Priprava kontrol pro méreni FRET signalu

7.1.3.1 Kontrolni konstrukt pouze s donorovym fluorescen¢nim

proteinem

Pti ptipraveé kontrolniho konstruktu obsahujici pouze zeleny fluorescencni protein se opét
vychazelo z jednoho z komeréné nasyntetizovanych DNA vlaken (SH3GreenSilk), které
bylo vlozeno do pBlueSK+ vektoru pies restrikéni mista Ncol/Notl. Nasledn¢ byla
vystépena cast (SH3GreenSilk) toho konstruktu pomoci Kpnl/Ncol restriktdz a vloZena
do jiz dfive naklonovaného plazmidu puroSilk-senzor, ve kterém po Sté€peni ziistala
CCH doména. Timto zplsobem vznikl kontrolni senzor obsahujici pouze donorovou

molekulu (onlyGreen). Schéma molekularniho klonovani na Obr. 7.4.

7.1.3.2 Kontrolni konstrukt pouze s akceptorovym fluorescen¢nim

proteinem

Kontrolni konstrukt pouze s ¢ervenym fluorescen¢nim proteinem byl vytvofen s jiz dfive
pouzitym plazmidem pBlueSH3Ruby. Pomoci dvojice restriktaz EcoRI/Ncol doSlo
k vysStépeni casti ,,GreenSilk”. Volné konce plazmidu byly ,,zatupeny* Klenowovym
fragmentem a plazmid byl nésledné ,recilkularizovan® pomoci DNA ligazy. Nasledné
byla pifidana CCH doména (BamHI/Notl). Takto vznikly kontrolni konstrukt SH3-Ruby-
CCH byl pieklonovan (Xhol/Notl) do expresniho vektoru pIRESpuro3. Tim vznikla

kontrola pouze s akceptorovou fluorescen¢ni molekulou (onlyRed).

EpnlNeol

— sHy  (IEGESE )/,

pBlueSH3-Ruby,~ Rubys
4692 bps

puroSilk-senzor

Sy EGEERN  CCH

Obr. 7.4 Schéma molekularniho klonovani onlyGreen kontroly.
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Obr. 7.5 Schéma molekularniho klonovani onlyRed kontroly.

7.2 Kontrola exprese pripravenych konstrukti

Notl

Vytvotené konstrukty, véetné kontrolnich, byly transfekovany do U20S bungk a jejich

exprese byla detekovana na imunolotu. K detekci byla pouzita protilatka rozpoznavajici

donorovou molekulu neoGreen. Koncentrace vzorkti byla srovndna na zaklad¢ signalu

z ptedchozich imunodetekénich experimentii. Velikost exprimovanych proteinil byla dle

ocekavani. Rozdil v molekulové hmotnosti jednotlivych druhi senzorti s riznym

linkerem neni patrny.
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Obr. 7.6 Imunodetekce mechanosenzori s linkerem z pavouciho hedvabi. Sada biosenzort a
onlyGreen kontroly. Vzorky smichdny s 6 x Laemmli pufrem a DTT. Primarni protilatka anti-
neonGreen, sekundarni protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP). Nanaska vzorkd

20 pl.

SDshort senzor
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Obr. 7.7 Imunodetekce mechanosenzori s linkerem odvozenym od SD p130Cas. Sada
biosenzorti a onlyGreen kontroly. Vzorky smichany s 6 x Laemmli pufrem a DTT. Primarni
protilatka anti-neonGreen, sekundéarni protilatka konjugovana s kfenovou peroxiddzou (HRP).

Nanaska vzorkt 20 pl.
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7.3 Lokalizace mechanosenzoru do fokalnich adhezi

Ptipravené konstrukty byly tranzientné transfekovany do U20S bunék. 48 hodin
po transfekci byla exprese ovéfena fluorescencnim mikroskopem, buiky fixovany

a histochemicky barveny. Prezentované snimky byly ziskany z konfokaIniho mikroskopu
(Leica SP8).

Vsechny ptipravené konstrukty lokalizuji dle ocekavani. TM kontrola neni
lokalizovana v FA (7.8 a 7.9 TM). Kontroly SH3-TM a TM-CCH (7.8,7.9 SH3-TM
a TM-CCH) vykazuji cCastecnou lokalizaci do adhezivnich komplexti. Dosavadni
pozorovani neukazuji rozdil v lokalizaci téchto dvou konstrukti. Molekuly biosenzori
jsou v FA vyrazné nabohaceny (7.8, 7.9 Silk senzor a SDshort senzor). Rozdil v lokalizaci
senzoru s linkerem z pavouciho hedvabi (obr. 7.8) a senzoru s linkerem odvozenym

od SD p130Cas (obr. 7.9) neni patrny.
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Vinkuli Silk senzor Slouceni kanalu

Silk senzor

Obr. 7.8 Lokalizace senzorii s linkerem z pavouciho hedvabi do fokalnich adhezi. Bunky
U20S tranzientné transfekovany konstrukty a nasledné fixovany. Fokalni adheze znaceny
protilatkou proti vinkulinu. Senzory detekovany jako neonGreen signal. Mikroskop Leica P8,

mefitko 10 pm.
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Vinkulin SDshort senzor Sloué¢eni kanala

SDshort senzor

Obr. 7.9 Lokalizace senzort s linkerem odvozenym od SD p130Cas. Buiiky U20S tranzientné
transfekovany konstrukty a nasledn¢ fixovany. Fokalni adheze znaCeny protilatkou proti

vinkulinu. Senzory detekovany jako neonGreen signdl. Mikroskop Leica P8, métitko 10 pum.
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7.4 Spektrofotometricka in vitro FRET analyza

Pti spektrofotometrické analyze byla nejdiive srovnana koncentrace nativnich bunéénych
lyzati a nasledné bylo hned provedeno samotné méfeni (viz metody 4.1.1). Po zpracovani
namétenych dat jsme ziskali hodnotu ,,FRET ratio* reflektujici u¢innost FRET. Nasledna
statistickd analyza ukdzala, ze oba (Silk a SDshort) biosenzory vykazuji podobny FRET
signal a pro oba plati, ze tento signal je signifikantné mensi nez FRET signal kontrolniho
konstruktu s pouze jednou kotvici doménou (TM). Porovnani FRET signal z bunék
exprimujicich kontrolni konstrukt pouze s donorovym fluoroforem (onlyGreen) a
exprimujici samostatné konstrukty s jednotlivymi fluorofory (onlyGreen + onlyRed)

ukazuje, ze nedochazi k dimerizaci konstruktt.

p=0.0001

1
0,7 p=0.0013
0,6
0,5

0,4 p=0.418

0,3

FRET ratio

0.2 p=0.993
0,1

<
S
-0,1 &
&

Obr. 7.10 Spektrofotometricka FRET analyza biosenzori. U20S buriky byly tranzientné
transfekovany a lyzovany. Vzorek onlyGreentonlyRed vznikl smisenim dvou samostatnych
vzorki fluorescencnich kontrol. Chybové usecky ukazuji standardni odchylku ze 3 nezavislych
opakovani. Hodnoty ,,p* udavaji statistickou vyznamnost ziskanou s pomoci ANOVA analyzy a
nasledného Tuckey post hoc testu. Pro piehlednost nejsou uvadény ,,p* hodnoty pro porovnani
senzord s kontrolami onlyGreen a onlyGreentonlyRed, kde hodnota ,,p* byla vzdy mensi nez

0.003.
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7.5 Detekce FRET v Zivych bunkach

V nésledujicich experimentech jsme testovali, zda jsme schopni detekovat FRET

vytvorenych konstruktii v jednotlivych fokalnich adhezich v Zivych bunikach.

Vytvotené konstrukty byly exprimovany v buiikdch linie U20S a nasledné vysazeny
na sklicka pokrytd fibronektinem. Druhy den byly bunky mikroskopicky pozorovany
(TIRF). Vramci nékterych experimentti byl piidan GSK429286A inhibitor kinazy
ROCK, ktery blokuje aktomyozinovou kontraktilitu a tim sniZuje vnitini mechanické

napéti ve fokalnich adhezich (obr. 7.11 a 7.12 (+) GSK).

Prezentované vizualizace v podobé teplotni mapy byly vytvofeny se stejnymi
parametry pro vSechny buiiky (obr 7.11 a 7.12 tadek I). Pf1i TIRF mikroskopii se
soustiedime na struktury FA a tam také pozorujeme nejvetsi intenzitu fluorescence. Cilem
experimentu je tedy porovnat NFRET v FA, nikoli cytoplazmé. V zeleném kandlu je

zobrazena donorova molekula neoGreen, v ¢erveném pak akceptor mRuby3.
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() GSK (+) GSK

I

I

Obr. 7.11 U20S buiiky exprimujici Silk senzor +/- GSK inhibitor. Radek I reprezentuje
teplotni mapy FRET ziskané po PixFRET analyze a upraven v programu ImageJ. Radek II kanal
donorové molekuly neoGreen a tadek III kanal akceptorové molekuly mRuby3. Koncentrace

inhibitoru 10 pM, doba inkubace 30-60 minut. Méfitko 10 pm.
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Obr. 7.12 U20S buiiky exprimujici SDshort senzor +/- GSK inhibitor. Radek I reprezentuje
teplotni mapy FRET ziskané po PixFRET analyze a upraven v programu ImageJ. Radek II kanal
donorové molekuly neoGreen a tadek III kandl akceptorové molekuly mRuby3. Koncentrace

inhibitoru 10 pM, doba inkubace 30-60 minut. Méfitko 10 pm.

Pfi analyze byla pouzita vystupni data z TIRF mikroskopie, kterd byla zpracovéana
pomoci pluginu PixFRET. Takto jsme ziskali hodnoty NFRET. Data nebyla Zadnym
zplisobem upravena, pouze pouZita pro statistické vyhodnoceni. Z kazdé bunky byly
zméteny adheze (5-15), jejichz mnozstvi se mohlo liSit v zavislosti na konkrétni linii,

buiice a typu konstruktu.

Graf ukazuje hodnoty NFRET pfed a po pfidani GSK inhibitoru. V piipad¢ Silk
senzoru doslo k vzristu NFRET, ten vSak nebyl statisticky vyznamny (p>0.05).
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A 7 p=0.047

NFRET

Silk senzor Silk senzor + GSK29286A

p=0.257

NFRET
w

SDshort senzor SDshort senzor + GSK29286A

Obr. 7.13 U20S buiiky exprimujici Silk-senzor nebo SDshort senzor+/- GSK inhibitor. (A)
hodnota NFRET ziskana z 50 riiznych FA n¢kolika bun€k pro Silk senzor bez inhibitoru, a ze 46
FA nékolika bungk pro Silk senzor s inhibitorem. (B) hodnota NFRET ziskana z 50 riznych FA
pro SDshort senzor bez inhibitoru, ze 40 FA pro SDshort senzor s inhibitorem. Koncentrace
inhibitoru 10 pM. Chybové usecky ukazuji standardni odchylku méteni. . Hodnoty ,,p* udavaji

statistickou vyznamnost ziskanou s pomoci neparové T-test analyzy.
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8 DISKUZE

8.1 Konstrukce a vlastnosti mechanosenzoru

Hlavnim cilem diplomové prace byla konstrukce biosenzoru mechanické tenze
zalozené¢ho na struktuie proteinu p130Cas. Tento protein se vyskytuje ve fokalnich
adhezich, kde slouzi jako primarni bunéény mechanosenzor a na mechanické podnéty
reaguje vlastni konforma¢ni zménou (Janostiak et al., 2014b). Diky tomu se jevi jako
idealni model pro konstrukci biosenzoru mechanické tenze. Dosud publikované prace
tento protein nevyuzivaly, ale jiz v minulosti byly konstruovany mechanosenzory
zaloZené na jinych proteinech fokalnich adhezi. Prikladem miiZze byt mechanosenzor
zaloZeny na struktufe talinu (Ringer et al., 2017) nebo vinkulinu (Grashoff et al., 2010).
Pti konstrukci naseho biosenzoru byly vyuzity domény proteinu p130Cas, SH3 a CCH,
zajiSt'ujici poZzadovanou lokalizaci do fokalnich adhezi a ukotveni navrZzeného senzoru

(Branis et al., 2017; Donato et al., 2010; Harte et al., 2000).

Vybrany FRET par (neoGreen-mRuby3) byl zvolen na zaklad¢ recentni publikace
testujici n¢kolik variant zeleno-Cervenych FRET part. Tato dvojice byla vyhodnocena
jako jedna z nejlepsSich, co se tyce fotostability a separace spekter (Bajar et al., 2016).
V piipad¢ fluoroforu mNeonGreen se jedna o dosud nejzativejsi zeleny fluorescencéni
protein na trhu (Shaner et al., 2013). Fluorofor mRuby3 je vylepSenou verzi mRuby?2,
ktery je hojn¢ vyuzivana diky vysokému kvantovému vytézku a fotostabilité. Verze

mRuby3 je navic o 200 % zativéjsi nez pivodni mRuby?2 (Bajar et al., 2016).

Vybér linkeru z pavouc¢iho hedvabi, respektive proteinu flagelliformu byl podpofen
nékolika publikacemi (Brenner et al., 2016; Grashoff et al., 2010). Obecné se jedna
o velice silny, ale zaroven elasticky material schopny odolat velké mechanické tenzi
(Opell, et al., 1999). Jelikoz si prace klade za cil, nejenom konstrukci biosenzoru, ale
1 studium samotného proteinu p130Cas se zamétfenim na jeho substratovou doménu, byly
vytvofeny konstrukty s linkerem obsahujici n€které tyrosinové motivy SD. Kompletni SD
by méla pro ucely linkeru nevyhovujici velikost, proto byla vybrana pouze jeji ¢asti
s podloZzenym fyziologickym vyznamem. Pfedchozi experimentalni prace ukazala,
ze tyrosinové motivy 6—15 SD jsou hlavni mista fosforylace proteinu p130Cas a motivy
9 a 10 maji nejvétsi afinitu k vazebnym partnertim (Shin et al., 2004). Navic byl do linkeru
biosenzoru zvolen sudy pocet tyrosinovych motivil (2 a 4), aby byla umoznéna piipadna

interakce s LIM doménami (viz 2.2.1.2) (Hotta et al., 2014).
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Jednim z klicovych interakénich partnerti p130Cas je kindza Src. Biosenzor s linkerem
odvozenym od SD nemusi slouzit pouze jako mechanosenzor, ale i jako senzor aktivity
této kindzy, jejiz signalizace je, vzhledem k jeji zasadni roli v nadorové transformaci,

hojn¢ studovana (Irby & Yeatman, 2000).

Optimalni délka elastického linkeru je dulezitym aspektem konstrukce tenzniho
modulu. V ptipadé prvniho typu mechnaosenzoru vyuzivajiciho jako linker pavouci
hedvabi byla zvolena délka jiz otestovand Brennerem a kolektivem. V ptivodni praci
analyzovali 3 délky linkeru — 25, 40 a 50 AK. Senzor s linkerem dlouhym 25 AK byl
schopny zméfit nejvetsi rozpéti sil (2—11 pN), ale nebyl pfili§ senzitivni. Oproti tomu
senzor s 50AK linkerem byl senzitivni dostatecné, ale pouze pro mensi sily. Linker
dlouhy 40 AK se tedy jevi jako nejvice vhodny pro mechanosenzorické konstrukty

(Brenner et al., 2016).

Pti navrhu SD tenzniho modulu se zvolily dvé rozdilné délky linkeru a to 36 a 76 AK.
Kratka varianta byla zvolena tak, aby mél podobnou velikost jako vybrany linker
z pavouciho hedvabi a obsahoval dva nejvice fosforylované tyrosinové motivy (9 a 10)
v ramci SD. Dlouhé varianta obsahuje motivy 7-10 a miize byt vhodnéjsi pro studium a

detekci fosforylace SD p130Cas (Shin et al., 2004).

Na rozdil od vyse zminénych publikaci (Brenner et al., 2016; Grashoff et al., 2010)
v piipadé zde prezentovanych mechanosenzora vyuzivajici ¢asti proteinu p130Cas byly
navic navrzeny kontrolni konstrukty obsahujici pouze samostatny tenzni modul. Tato
kontrola tedy nelokalizuje do fokalnich adhezi a neni schopnd detekovat mechanickou
tenzi (lokalizace viz obr. 7.8 a 7.9). Lokalizace ostatnich zkonstruovanych biosenzort,
véetn¢ kontrol, také odpovidd dosavadnim poznatkim. Opét tedy bylo potvrzeno,
ze 1 samostatné kotvici domény p130Cas zajisti alespont ¢astecnou lokalizaci do FA

(Branis et al., 2017; Donato et al., 2010).
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8.2 Detekce FRET signalu

Potencialnim rizikem pifi mefeni FRET signdlu mtize byt dimerizace Casti biosenzort.
U zde prezentovanych biosenzorii mechanické tenze je dimerizace mozna skrze CCH
doménu, ktera byla vyuzita jako jedna z kotvicich domén (Law et al., 1999). Pokud by
dimerizace nastala pfi experimentech zaméfenych na detekci FRET v bunkach,
pozorovali bychom energeticky pfenos nikoli v rdmei jednoho mechanosenzoru, ale mezi
jeho dvéma odlisnymi molekulami. Vystupni data by pak nedavala Zadnou informaci

o ptipadné tenzi ve FA.

Vysledky spektrofotometrické FRET analyzy ziskané v této praci nenasvédcuji, Ze by
k dimerizaci biosenzori dochazelo. Na obrazku 7.10 mizeme vidét, ze hodnota FRET
ratio pro onlyGreen konstrukt je nulova, jelikoz ve vzorku neni druhd fluorescencni
molekula, na kterou by se energie v ramci FRET mohla pfenaset. Podobné hodnoty pak
vykazuje 1 smés fluorescencnich kontrol onlyGreen a onlyRed. Pokud by dochézelo

k dimerizaci biosenzort tato hodnota by byla vyssi.

Obecné bylo cilem spektrofotometrického méfeni zjistit, zda je mezi zvolenymi
fluorescencnimi proteiny umoznén FRET. Z grafu na obrazku 7.10 je patrné, Zze ano.
Vidime statisticky vyznamny rozdil mezi molekulami biosenzorii a ve vzorcich pouze

s onlyGreen, piipadné onlyGreen + onlyRed kontrolou.

Na grafu je také patrny rozdil FRET ratio u TM kontroly a kompletnich biosenzort,
coz bylo pomérné prekvapivym zjisténim. Vzorky byly ve formé lyzata, kde vse plave
v roztoku, tudiz by neméla byt detekovana zddna tenze. MoZznym vysvétlenim by mohla
byt neuplnd lyze vSech bunécnych proteinovych komplexti béhem ptipravy lyzata.
V takovém piipadé by mohly domény mechanosenzoru stile interagovat se svymi
vazebnymi partnery a to by zpiisobilo stabilizaci a pfipadné natazeni linkeru. Vysvétlenim
by také mohla byt dimerizace domén vedouci ke stabilizaci, ale tu jsme v totozném

experimentu, pro nase biosenzory, vylou¢ili.

Schopnost vytvofenych biosenzor vnimat mechanickou tenzi byla nakonec testovana
v zivych bunkach s vyuZzitim inhibitoru. Pfi inkubaci s GSK inhibitorem dochazi
k postupné ztraté aktomyozinové tenze a narustu FRET. Ztrata tenze vede také k naruseni

struktury fokélnich adhezi, jak je patrné i z fluorescen¢nich snimkt (obr. 7.11 a 7.12).
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Nartst NFRET byl pozorovan pouze u jednoho z testovanych biosenzort a tim byl
Silk senzor (obr. 7.11 a 7.13A). Tento vysledek tedy naznacuje, ze je schopen efektivné
vnimat mechanickou tenzi ve fokalnich adhezich. Hodnota NFRET pro SDshort senzor
naopak mirné ale ne statisticky vyznamné klesla (obr. 7.12 a 7.13B). Obdobny nartst
anebo pokles signadlu miizeme pozorovat na vizualizacich v podobé¢ teplotni mapy (obr.

7.11 a 7.12 tadek I).

Abychom mohli skute¢né rozhodonout, zda dané biosenzory mohou detekovat tenzi
v ramci fokalnich adhezi, bude nutné tato méteni opakovat a ziskat tak vétSi mnozstvi dat

pro statistickou analyzu.

Jako dalsi budeme také testovat rtizné koncentrace inhibitoru, a to takové, aby doslo
k uvolnéni mechanické tenze, ale nikoli k rozpadu FA, jelikoz pfti jejich rozpadu dochazi

ke ztrat€ fluorescencniho signalu a tim padem klesa 1 FRET.

Oba biosenzory vykazuji vysokou heterogenitu signalu v jednotlivych FA (obr. 7.11 a
7.12) coz odkazuje na skuteCnost, ze jen nékteré FA jsou pod mechanickym napé&tim.
Zaroven by to mohlo naznaCovat, Ze 1 SDshort biosenzor je schopen vnimat mechanické
napéti ve FA. Druhym moZnym vysvétlenim heterogenity FRET signalu u SDshort
biosenzoru by mohlo byt, ze rozdilné hodnoty FRET v jednotlivych FA jsou odkazem na
rizné miry aktivace Src v téchto FA a nasledné i1 rizné fosforylace tyrosinovych motivii
v SDshort biosenzoru. Mira fosforylace Src substrati ve FA se totiz béhem vyvoje FA
méni a nejvyssi je pred ndstupem rozpadu FA (Koudelkova et al., 2019). SDshort
biosenzor by tedy v takové piipad¢ nevnimal mechanické napéti ve FA, ale miru aktivace
Src ve FA, kdy ptedpokladame, ze ptidani dvou negativnich skupin (fosfatu) mize vlivem
odpudivych sil mezi témito skupinami vést k natazeni struktury SD linkeru a tim sniZeni

FRET.
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9 ZAVER

Cilem diplomoveé prace byla konstrukce FRET-biosenzoru mechanické tenze zalozené na
struktufe proteinu p130Cas, ktery dosud nebyl pro podobné ticely pouzit. Pii navrhu byly
vyuzity kotvici domény proteinu p130Cas zajistujici lokalizaci do fokalnich adhezi
a tenzni modul zalozeny na nejnové€jSich poznatcich o uinnych FRET parech

a peptidovych elastickych linkerech.

Mechanosenzor byl vytvofen ve dvou variantach, jedna vyuziva jako linker tenzniho
modulu protein flagelliform odvozeny z pavouciho hedvabi, druhd je =zaloZena
na substratové doméné pl30Cas. K samotnym mechanosenzorim byly pfipraveny
varianty kontrolnich biosenzori, s zddnou nebo pouze jednou kotvici doménou, a také

kontroly pro méteni FRET signalu.

Spektrofotometricka analyza potvrdila u¢inny FRET mezi zvolenymi molekulami
fluorescencnich proteinii a také vyvratila riziko dimerizace mezi dvéma molekulami

senzoru s CCH doménou.

Ptipravené biosenzory jsou schopné detekovat rozdilny FRET v zivych bunkéch. Dalsi

experimenty ukazi, jestli tato ¢isla reflektuji 1 pfitomnou tenzi.

Vyzkum bude dale zaméfen na analyzu vytvofenych biosenzorti v zivych bunkach
a soustfedit se bude zejména na optimalizaci a ziskavani dat z TIRF mikroskopie.
K témto ucelim by mély byt pfipraveny stabilni bunééné linie. Dalsim smérem
bude testovani substrati s rozdilnou rigiditou a jejich vlivu na zivé bunky.
Na diplomovou préci navazuje doktorsky projekt, v ramci kterého budou tyto otdzky

reSeny.
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