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Zoznam skratiek

ATB Antibiotika

ATP/ADP Adenozintrifosfat/difosfat

BSA Hovadzi sérum albumin

CCH doména ( CAS family

C-terminal homology doména ) Konzervovana C-koncova doména u proteinov
rodiny CAS

DNA Kyselina deoxyribonukleotidova

DMEM Médium pre kultivaciu cicav€ich buniek

EDTA Kyselina etylendiamintetraoctova

EtOH Etanol

FA Fokalna adhézia

FAK Kinaza fokalnych adhézii

FBS Fetalne bovinné sérum

FRAP ( Fluorescence Recovery Navrat fluorescencie do laserom vysvietenej

After Photobleaching ) oblasti

GAP (GTPase accelerating protein) Protein urychlujuci inaktivaciu malych
G-proteinov

GFP( Green Fluorescence Protein ) Zeleny fluorescencny protein

GST Glutation S transferaza

GTP/GDP Guanozintrifosfat/difosfat

HLH doména Helix-loop-helix doména

IRM Interferencna reflexna mikroskopia
MEF MysSie embryonalne fibroblasty
MMP Matrixova metaloproteinaza

PBS ( Phosphate buffered saline ) Fosfatovy pufor

PTP Tyrozinova protein-fosfataza

SDS-PAGE Polyakrylamidova elektroforéza prebiehajuca v
SDS pufry

SH2 ( Src homology 2 ) doména homolégna k druhej Strukturne;j

doméne kinazy Src



SH3 ( Src homology 3 ) doména homoldgna k tretej Strukturnej

doméne kinazy Src

Srcb527F aktivovana varianta kinazy Src — Tyr527 mutovany

za Phe
YFP ( Yelow fluorescence protein ) zlta varianta zeleného fluorescenéného proteinu
WT ( wild type ) divoka varianta



Abstrakt

Protein CAS je hlavny tyrozin-fosforylovany protein v bunkach transformovanych
virovymi onkogénmi v-src a v-crk. Je to multidoménovy adaptorovy protein sluziaci
ako leSenie pre zostavovanie signalnych komplexov dblezitych pre migraciu
a invazivitu Src-transformovanych buniek. V N-koncovej SH3 doméne proteinu CAS
bolo identifikované nové fosforylatné miesto — tyrozin 12 nachadzajuci sa na
vazbovom povrchu SH3 domény. Pre Studium biologického vyznamu fosforylacie
tyrozinu 12 boli pripravené nefosforylovatelna ( Y12F ) a fosfomimikujuca ( Y12E )
mutanta proteinu CAS. Zistili sme, ze fosfomimikujuca mutacia Y12E znizuje
asociaciu s kinazou FAK a fosfatazou PTP-PEST a taktiez znizuje tyrozinovu
fosforylaciu kinazy FAK. Pomocou GFP znaceného proteinu CAS sme nasledne
zistili, Ze Y12E mutacia delokalizuje protein CAS z fokalnych adhézii, priCom vSak
nema Ziadny vplyv na lokalizaciu CAS do podozémov. Nefosforylovatelna mutacia
Y12F zapricifiuje hyperfosforylaciu substratovej domény CAS a znizuje dynamiku
fokalnych adhézii astym spojenu migraénu kapacitu mysSich embryonalnych
fibroblastov ( MEF ) nezavisle na integrinovej signlizacii. Analogicky k migracii, CAS
Y12F znizuje iinvazivitu Src-transformovanych MEF. Z vysledkov tejto diplomovej
prace vyplyva dblezitost fosforylacie Tyr 12 v SH3 doméne CAS pre dynamiku

fokalnych adhézii a s fiou spojenu migraciu a invazivitu MEF.



Abstract

Protein CAS is a major tyrosine-phosphorylated protein in cells transformed by v-crk
and v-src oncogenes. It is a multidomain adaptor protein, which serves as a scaffold
for assembly of signalling complexes which are important for migration and
invasiveness of Src-transformed cells. A novel phosphorylation site in N-terminal SH3
domain was identified — tyrosine 12 located on binding surface of CAS SH3 domain.
To study biological importance of tyrosine 12 phosphorylation, non-phosphorylable
(Y12F) and phosphomimicking ( Y12E) mutant of CAS were prepared. We found that
phosphomimicking mutation Y12E leads to decreased interaction of CAS SH domain
with kinase FAK a phosphatase PTP-PEST and also reduce tyrosine phosphorylation
of FAK. Using GFP-tagged CAS protein, we show that Y12E mutation caused
delocalization of CAS from focal adhesion but has no effect on localization of CAS to
podosome-type  adhesion. Non-phosphorylable mutation  Y12F  cause
hyperphosphorylation of CAS substrate domain and decrease turnover of focal
adhesion and associated cell migration of mouse embryonal fibroblasts (MEFs)
independent to integrin singalling. Analogically to migration, CAS Y12F decrease
invasiveness of Src-transformed MEF. The results of this diploma thesis show that
phosphorylation of Tyr12 in CAS SH3 domain is critically important for focal adhesion

dynamics and associated migration and invasiveness of MEF.
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1. Uvod

Protein CAS ( Crk—associated substrate ) bol prvy krat identifikovany ako
hlavny  tyrozin-fosforylovany  protein s velkostou 130 kDa v bunkach
transformovanych onkogénmi v-crk ( Matsuda et al., 1990 ) a v-src ( Reynolds et al.,
1989 ).

CAS je adaptorovy protein, ktory spolu s dvoma dalSimi proteinmi HEF1
(Human enhancer of filamentation) a Efs/Sin ( Embryonal Fyn-associated substrate )
tvori rodinu Strukturne podobnych proteinov. Proteiny tejto rodiny sluZia ako leSenie
pre vznik multiproteinovych signalnych komplexov. Obsahuje viaceré protein-
proteinové interakéné domény. Na N-konci je to SH3 doména, ktora viaze prolin
bohaté sekvencie (PxxP) tvoriace tzv. polyprolinové helixy proteinkinaz FAK,
Pyk2/Raftk, proteinfosfataz PTP-B1, PTP-PEST ainych proteinov (ClZ, C3G,
DOCK180 ai.). SH3 doména je nasledovana kratkym usekom obsahujucim proliny.
Za nim je tzv. substratova doména ktora obsahuje 15 repeticii YXXP motivu, ktory je
hlavnhym miestom fosforylacie. Po fosforylacii tyrozinov v substratovej doméne su
niektoré z tychto motivov rozoznavané SH2 doménami proteinov Crk a Nck. Na C-
konci molekuly sa nachadza Src vazbova doména, ktora viaze kinazy rodiny Src
(zhrnuté v (Chodniewicz and Klemke 2004)) (obr 1.1.).

Protein CAS méze byt lokalizovany v cytoplazme a po aktivacii integrinovych
receptorov sa presuva do adhezivnych fokov a tyroziny v YxxP motivoch v jeho
substratovej doméne su fosforylované ( Fonseca et al., 2003 ). Fosforylacia proteinu
CAS reguluje reorganizaciu aktinového cytoskeletu a s nim suvisiacich dejov ako
uchytenie bunky k podkladu a migracia (Honda et al., 1999 ). ZuCastfiuje sa tiez
regulacie bunkového cyklu a prezivania ( Almeida et al., 2000, Oktay et al., 1999 ).
Nemenej doleZita je uloha proteinu CAS v reakcii na mechanické napatie, kde hra
CAS rolu primarneho senzora (Sawada et al., 2006 ). Protein CAS hra délezitu ulohu
aj v procesoch onkogénnej transformacie a tvorbe metastaz. Dokazuje to skuto¢nost,
Ze pri reexprimovani proteinu CAS v CAS deficientnych bunkach sa vyrazne zvysila
ich schopnost' invazivity, pri su¢asnom exprimovani deregulovaného proteinu Src
(Brabek et al., 2004 ). Taktiez ludsky homolég proteinu CAS, BCAR1 ( Breast
Cancer Antiestrogen Resistance 1 ) , je spoluzodpovedny za odolnost pacientov

s rakovinou pfs voci lieCbe tamoxifenom (Brinkman et al., 2000 ).
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Obr. 1.1. Jednotlivé proteinové domény proteinu CAS a ich interakény partneri
(Prevzaté z (Tikhmyanova et al., 2007))

Cielom tejto diplomovej prace je objasnenie vplyvu fosforylacie tyrozinu 12
v ALYD motive v N-koncovej SH3 doméne proteinu CAS na schopnost’ interakcie
SH3 domény proteinu CAS s polyprolinovymi sekvenciami jej prirodzenych ligandov
a nasledne analyzovat vplyv pripadnej zmeny vazbovosti na lokalizaciu proteinu

CAS a CAS-sprostredkované bunkové deje ako migracia alebo invazivita.
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2. Literarny prehlad

2.1. Protein CAS

Protein CAS je ddlezity bunkovy protein. Ma nezastupitelnu ulohu v mnohych

bunkovych procesoch. Jednou z najdélezitejSich funkcii proteinu CAS je regulacia
bunkovej migracie a s tym spojena dynamika cytoskeletu ( Klemke et al., 1998 ). CAS
je fosforylovany na tyrozinoch v substratovej doméne pomocou kinaz FAK a Src
v zavislosti na interakcii s proteinami extracelularnej hmoty. Aj ked sa CAS vacsinou
vyskytuje vo fokalnych adhéziach, nie je kriticky délezity pre ich vznik, pretoze mysie
fibroblasty s deletovanym CAS maju fokalne adhézie masivnejSie, ¢o naznacuje skor
ulohu v regulacii dynamiky fokalnych adhézii ( zhrnuté v (Tikhmyanova et al., 2009)).

Fosforylacia tyrozinovych zvySkov v substratovej doméne proteinu CAS je
délezitym regulaénym krokom a pocCiatkom signalizatnych drah veducich
k ovplyvneniu reakcii bunky na stimulaciu integrinovych receptorov ako migracia Ci
prezivanie. Fosfotyroziny v substratovej doméne mdzu sluzit ako vazbové motivy pre
SH2 domény dalSich &lenov signalizacnych kaskad. Jednym z najdélezitejSich je
adaptorovy protein Crk, ¢o potvrdzuje zistenie Ze, koexprimovanie CAS spolu
s proteinom Crk v COS bunkach vyrazne zvySilo mieru migracie, pricom tato
interakcia je zavisla na tyrozinovej fosforylacii substratovej domény proteinu CAS
(Sakai et al., 1994 ). Interakcia CAS a proteinu Crk tak sluzi ako , molekularny

"

prepinac¢ " pre indukciu bunkovej migracie ( Klemke et al., 1998 ). SH3 doména Crk
moze interagovat s proteinom DOCK 180, ktory indukuje vymenu GDP za GTP na
proteine Rac1. Aktivny Rac1 protein stimuluje komplex Arp2/3, ktory indukuje
aktinovu polymerizaciu a tym reorganizaciu cytoskeletu ¢o vedie k membranovym
vybeZkom a bunkovému pohybu (zhrnuté v (Raftopoulou and Hall., 2004)) (obr.2.1.).
DalSou kinazou, ktora sa podiela na fosforylacii substratovej domény proteinu CAS je
kinaza rodiny Tec, Bmx/Etk, ktora asociuje ¢ C-koncovou oblastou a zvySuje
fosforylaciu substratovej domény a tiez bunkovu migraciu opat tym, Zze napomaha
zostaveniu CAS/Crk komplexu (Abassi et al, 2003).
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Adhesion assembly

A3) l‘

Actin polymerization

Adhesion/migration?

Obr. 2.1. Signalna draha aktivujuca reorganizaciu cytoskeletu. ( prevzaté zo stranky laboratéria
Thomasa J. Parsonsa, Univerzita Virginia.)
( http://faculty.virginia.edu./tparsons/research.htm )

Okrem dobre znamej a preStudovanej drahy zahriujucej interakciu CAS-Crk-
C3G/DOCK180 sa CAS podiefa na sprostredkovani promigraénych stimulov
asociaciou s dalSimi proteinmi. CAS interaguje s proteinmi rodiny zyxin — zyxin,
ajuba a TRIPG6, ktoré taktiez zvySuju migraciu a invazivitu ( zhrnuté v (Tikhmyanova
et al., 2009)).

Nemenej vyznamnou ulohou proteinu CAS je integracia signalov déleZitych
pre prezivanie buniek a ucinny prechod cez G1 fazu bunkového cyklu. Signaly
stimulujuce proliferaciu a prezivanie buniek aktivuju integrinové receptory a nasledne
aj FAK kinazu. Aktivovana FAK kinaza vytvori komplex s Src a p130CAS tym sa
zvySuje fosforylacia substratovej domény proteinu CAS. Fosforylacia tychto tyrozinov
je signalom, ktory sa od proteinu CAS prenasa na kinazu JNK a aktivuje ju. Takto
aktivovana JNK nasledne fosforyluje transkripéné faktory c-Jun a ATF2 a tak reguluje
AP-1 zavislu transkripciu. ( Almeida et al., 2000, Oktay et al.,1999 ) ( obr.2.2.).

Prenos tohto signalu od fosforylovanej substratovej domény zabezpecluje opat

14


http://faculty.virginia.edu./tparsons/research.htm

protein Crk, viazuci sa na fosfotyroziny pomocou SH2 domén, ktory mbze
interagovat s proteinmi DOCK180, C3G, mSOS, ktoré sa tym aktivuju a navodia
vymenu GDP za GTP vo svojich cielovych proteinoch. DOCK180, mSOS a CiastoCne
aj C3G (Mochizuki et al., 2000 ) aktivuju JNK prostrednictvom Ras-Rac1-Pak1-MKK4
drahy ( zrhnuté v Dolfi et al., 1998 ) . Protein C3G vyznamne aktivuje JNK aj drahou
odliSnou od vySSie uvedenej a ta zahfia kinazy rodiny MLK (Mixed Lineage Kinase),
konkrétne MLK3 a DLK ( Dual Leucine Zipper Kinase) (Tanaka and Hanafusa.,1998).
Protein CAS taktiez sluzi ako adaptorovy protein pre komponenty ERK1/2 drahy
a podporuje tak prechod cez G1 fazu a proliferaciu ( Hakak et al., 1999 ).

Fibronectin
Survival §
Matrix &

-

Nucleus

Obr. 2.2. Signalna draha aktivujuca JNK ( prevzaté z (Aimeida et al., 2000 ))

Kedze je CAS zapojeny do drah regulujucich migraciu a proliferaciu je logické,
Ze ma ddlezitu ulohu v embryonalnom vyvine, ale taktiez v patologickych stavoch ako
napriklad nadorova progresia. Bolo dokazane, Ze mySie embrya neexprimujuce
protein CAS zomieraju medzi 11,5 a 12,5 dhami. Tieto mySie embrya zomieraju
z dbévodu nedostatoCnej cytoskeletarnej siete v kardiomyocytoch, €o zabranilo
efektivnemu pumpovaniu krvi do krvného obehu. V histologickom ponimani bola

ukazana dezorganizacia myofibril a nevyvinuté Z-disky ( Honda et al., 1998).
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Ludsky homolog proteinu CAS — BCAR1 hra délezitu ulohu v rezistencii
prsnych nadorov k antiestrogénovej lie€be tamoxifenom. Vysoka hladina BCAR1 je
spojena s agresivnejSimi nadormi, skorSim navratom choroby a celkovo nizSou
prognézou prezivania. Vtychto nadoroch BCAR1 interaguje s HER2/Neu
onkogénom, ktory zvySuje frekvenciu formacie CAS/Crk komplexu a aktivaciu
ERK1/2 veducu k zvy$enej invazivite. Dal§im mechanizmom zvy$ovania agresivity
nadorov mdze byt asociacia s proteinom BCAR3 (GTP/GDP vymenny faktor).
Komplex BCAR1/BCARS je délezity pre indukciu expresie cyklinu D1 a tiez zvySuje

Src-zavislu bunkovu migraciu ( zhrnuté v (Tikhmyanova et al., 2009 )).

2.2. SH3 doména

SH3 ( Src homology domain 3 ) doména je dbleZita proteinova doména, ktoru
spravidla tvori 60-85 aminokyselin. Bola identifikovana ako konzervovana sekvencia
na nekatalytickom N-konci tyrozinovej kinazy Src ( Meyer et al., 1998 ). Naslednym
porovnavanim sekvencii proteinkindzy Src s onkogénnym produktom Crk,
fosfolipazou C — vy, a-spektrinom, myozinom IB a kvasinkovymi proteinmi Cdc25
a Fus1 sa zistilo, Zze dana sekvencia je konzervovana v Sirokom spektre proteinov.
Bola najdena v proteinoch jednobunkovych organizmov ako kvasinky, ale taktiez v
proteinoch bezstavovcov a stavovcov, ¢o poukazuje na dlhu evoluénu histériu SH3
domény. Proteiny obsahujuce tuto doménu hraju délezitu ulohu v Sirokej Skale

biologickych procesov ( zhrnuté( Musacchio et al., 1994)).

2.2.1. Struktura SH3 domény

Zakladna Struktura SH3 domeény je vo vSetkych proteinoch priblizne rovnaka.
Je to anti-paralelny [(-barel zloZzeny z dvoch [-listov, z ktorych jeden pozostava
z troch retazcov a druhy z dvoch az troch v zavislosti od konkrétnej SH3 domény. 3 —
listy tvoriace SH3 doménu su zlozené proti sebe v priblizne 90° uhle. Prvy sa sklada
zretazcov BA, aBE adruhy zretazcov BB, BC aBD. Je to globularna doména
s priemerom okolo 30 A. N-koniec a C-koniec su v blizkosti ako je o&akavané pre

Strukturne nezavisly modul. Na N-konci SH3 domény sa nachadza kratky BA retazec,
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ktory je spojeny s BB retazcom pomocou tzv. RT-slucky, ktora pripomina
nepravidelnu antiparalelnd B — vlasenku a je stabilizovana rozsiahlou sietou
vodikovych mostikov v samotnej vlasenke, ale tiez medzi vlasenkou a jadrom SH3
domény. V RT-slu¢ke sa nachadza vysoko konzervovana aminokyselinova sekvencia
ALYDY ( u proteinu CAS je tato sekvencia pozmenena na ALYDN). BB retazce
v SH3 doménach spektrinu, kinaz Fyn, Src a fosfolipazy C — y su rozdelené na dve
polovice, BB1 a B2, a podielaju sa na tvorbe réznych B — listov. BB2 a fC retazec
spaja kratka n-Src sluCka. Retazce BC a BD spaja tzv. distalna slu¢ka (vzdialena od
vazbového miesta SH3 domény). Konzervovanym prolinom v pozicii 51 zacina
obratka 319 helixu, ktora spaja BD a pBE retazec ( obr.2.3.). Cela Struktara je
stabilizovana hydrofébnymi interakciami medzi jednotlivymi B — listami, pri€om hlavnu
ulohu hraju postranné retazce aminokyselinovych zvySkov v poziciach 4, 6, 18, 20,
26, 28, 50, a 55 (Cislovanie pre Src SH3 doménu ) (Musacchio et al., 1994, Agrawal
et al., 2002).

=

@ RT-Src loo n-Src 1
< P . 00p

Obr. 2.3. Topologia SH3 domény vyobrazena pomocou programu MOLSCRIPT
( Prevzaté a upravené z (Musacchio et al., 1994))

2.2.2. \Vazbovy povrch SH3 domény

Pre tvorbu sekundarnej Struktuary SH3 domény su kriticky délezité

konzervované aminokyselinové zvySky. Mnohé z tychto zvySkov su lokalizované vo
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vzajomnej blizkosti, €o ich predurCuje ktvorbe vazbového miesta pre ligand
(Musacchio et al., 1992 ). Délezité su najma aromatické aminokyseliny tyrozin a
tryptofan v poziciach 8, 36, 49, 54 a tiez prolin v pozicii 51, pricom aminokyselinovy
zvysSok v pozicii 49 sa lidi v jednotlivych v SH3 doménach rbéznych proteinov
a pravdepodobne moduluje afinitu konkrétnej SH3 domény k cieflovému substratu
(Brooker et al., 1993 ), ( Cislované pre Src SH3 doménu ). Tieto aminokyseliny tvoria
akési leSenie, ktoré je ohraniCené n-Src- a RT-sluCkami. Cela tato Struktura, vytvara
hydrofébne kapsy a pripomina sedlo, ktoré je centralnou Castou ligand vazbového
miesta.

SH3 doména rozoznava ako primarny ligand prolin-bohaté motivy, ktoré maju
Specifickl sekvenciu. Tieto polyprolinové peptidy s PxxP motivom ( P-prolin, x-
hocijaka aminokyselina) tvoria rigidnu sekundarnu Strukturu, tzv. polyprolinovy helix
typu 1l ( PPIl ) s obratkou 3, tzn. Ze kazda tretia aminokyselina okupuje miesto na
rovnakej strane tohto helixu ( Adzhubei and Sternberg, 1993). Tento peptid presne
zapadne do hydofébneho Zliabku tvoreného konzervovanymi zvySkami v SH3
doméne. Polyprolinovy helix 1l sa mdze viazat v dvoch orientaciach. Toto je
spbsobené tym, Ze pozicia aminokyselinovych postrannych retazcov v priestore v
PPII helikalnej konformacii je podobna v oboch orientaciach. Preto sa peptidy mézu
viazat' na povrch tej istej SH3 domény v orientacii od N-konca k C-koncu ( trieda | )
alebo naopak od C-konca k N-koncu ( trieda Il ) (Lim et al., 1994) (obr.2.4.).
Orientaciu tohto polyprolinového helixu urCuje pozicia bazickej aminokyseliny,
zvyCajne lyzinu alebo argininu, na N- alebo C—konci. Tieto zvySky interaguju
s kyslymi aminokyselinami - aspartatom alebo glutamatom, ktoré su konzervované
v RT-sluéke vo vadsine SH3 domén, a vytvaraju silné idnové vazby. Specificitu
rozoznavaneho ligandu zvysSuju i sekvencie lemujuce PxxP motiv (Agrawal et al.,
2002).
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Obr. 2.4. Schematicky nakres vazbového miesta SH3 domény a ligandu v dvoch rozdielnych
orientaciach. ( prevzaté z (Agrawal et al., 2002 ))

2.2.3. Funkcie SH3 domény

SH3 domény sa nachadzaju v proteinoch, plniacich réznorodé funkcie.
Spoloénym rysom mnohych proteinov s SH3 doménou je lokalizacia, bud
permanentne alebo prechodne, v blizkosti vnutornej strany plazmatickej membrany.
Toto je spdsobené tym, Zze SH3 doménu obsahuju najma niektoré aktin-viazuce
proteiny ako spektrin alebo kortaktin. DalSie proteiny obsahujiuce SH3 domény su
zapojené v organizacii cytoskeletu a mnozenia u kvasinkovych buniek. SH3 domény
v proteinoch plnia najma lokalizacnu funkciu a podielaju sa na lokalizacii tychto
proteinov. na membranu popripade do blizkosti cytoskeletu. Vo vyS$Sich
eukaryotickych organizmoch su proteiny obsahujuce SH3 doménu zapojené do
signalizacnych drah. Tyrozin-kinaza Src, PI-3 kinaza, fosfolipaza C- y a RasGAP su
typickymi predstavitelmi signalizaénych proteinov s SH3 doménou. Dal$ou skupinou
proteinov s SH3 doménou su tzv. adaptorové proteiny, ako Crk alebo Nck, ktoré

nemaju enzymaticku aktivitu, maju vSak vazbové miesta pre komponenty
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signalizacnych kaskad a tak tvoria akési leSenie pre zostavovanie signalizacnych
komplexov, pretoZze mnoho signalizacnych proteinov obsahuje taktiez prolin-bohaté
useky, ktoré funguju ako ligandy pre SH3 domény (zhrnuté v Musacchio et al. 1994 ).

Nemenej dbéleZita je i uloha SH3 domény v intramolekularnej regulacii. Bolo
dokazané, ze mutacie v SH3 doméne cytoplazmatickych tyrozin kinaz ako Src
alebo Abl, ktoré narusili intramolekularne interakcie v danych kinazach, vyustilo do
zmeny ich transformujuceho potencialu, €¢o indikuje Zze SH3 domény su taktiez
schopné regulovat kinazovu aktivitu ( Erpel et al., 1995, Brabek et al., 2002, Meyn et
al., 2006 )

2.2.4. Tyrozinova fosforylacia v SH3 domeéne.

V eukaryotickych bunkach je fosforylacia proteinov jednou z najbeznejSich
regulacnych modifikacii. Je to vlastne enzymaticky katalyzovany prenos y-fosfatovej
skupiny ATP na hydroxylovu skupinu serinu, treoninu alebo tyrozinu. Fosforylacia je
jednosmerny dej pre velké mnozstvo energie uvolnenej pri rozstiepeni
fosfodiesterovej vazby v ATP. Naopak fosfatovu skupinu z proteinu odStepuju protein
fosfatazy. Fosforylacia a defosforylacia proteinov boli objavené v Studii zaoberajucej
sa metabolizmom glykogénu, presnejSie glykogén fosforylazou ( Fisher et al., 1955 ).

Na vazbovom povrchu SH3 domén sa nachadzaju konzervované tyrozinové
zvysky, ktoré su délezité pre sekundarnu Strutkuru celej SH3 domény. Tieto tyroziny
zaroven tvoria aj vazbové miesto pre ligand. Mutovanim jednotlivych tyrozinov bola
dosiahnuta zmena Specificity a sily vazby ligandu jednotlivych SH3 domén ( zhrnuté
v( Agrawal et al, 2002 )). Kedze beznym regulachym mechanizmom
v eukaryotickych bunkach je fosforylacia, naskytla sa otazka, ¢i fosforylacia
Specifickych tyrozinov v SH3 doméne mbze spbsobit zmenu vazbovych schopnosti
a tym ovplyvnit drahu regulovanu prislusnym proteinom s SH3 doménou. Jednou
skupinou proteinov, ktorych aktivita je regulovana fosforylaciou v SH3 doméne su
tyrozinové kinazy rodin Src alebo Tec. Mutacia Y90 v SH3 doméne kinazy Src za
alanin vyustila do zruSenia vazby so Sam68 proteinom alebo regulacnou
podjednotkou PI3 kinazy, p58a ( Erpel et al., 1995 ). K podobny vysledkom sa

dospelo aj vnaSom laboratériu, priCom bolo dokazané ze mutacia Y90 za
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fosfomimikujuci glutamat mala za nasledok zruSenie interakcie s proteinmi FAK,
p130Cas, STAT3 a iné ( zhrnuté v diplomovej praci M.Sztacha 2009 ).

U kinaz rodiny Tec (Btk, Tec, ltk/Tsk/Emt, Bmx a RIk/Txk) hra fosforylacia
v SH3 doméne tiez délezitu ulohu. Pri ich aktivacii dochadza k fosforylacii tyrozinu
v aktivacnej slucke a nasledne su fosforylované tyroziny v SH3 doméne. Bolo
dokazané, ze fosforylacia homologickych konzervovanych tyrozinov u kinaz rodiny
Tec ( Btk —=Y233, Itk — Y180, Bmx — Y215) bola schopna modulovat ich aktivity ( Nore
et al, 2003 ). Okrem vySSie spomenutych kinaz rodin Src a Tec sa tyrozinova
fosforylacia v SH3 doméne objavuje i u adaptorovych proteinov ako su EndofilinA2,
Grb2, Grap2 (Wu et al., 2005, Li et al., 2001, Kim et al., 2006 ), kde zniZuje asociaciu
ich SH3 domén s ich prirodzenymi ligandami a taktieZ pri vyznamnom onkoproteine —
kinaze Bcr/Abl ( Meyn et al.,2006).

2.3. SH3 doména proteinu CAS

ZloZenie SH3 domény proteinu CAS je analogické zloZeniu ostatnych SH3
domén. SH3 doména proteinu CAS sa sklada z piatich anti-paralelnych B — retazcov
zostavenych do dvoch kolmych B-listov. Kazdy B-list pozostava z troch retazcov —
najdlhsi B2 retazec prispieva rozdielnymi segmentmi do oboch B-listov. Prvy sa
sklada zretazcov B1, B2 ap5 adruhy zB2, B3, apB4. Na C-konci sa podla
Standardnej definicie usekov na SH3 doméne, nachadza eSte (6 retazec (obr 2.5.).
V RT-sluCke sa nachadzaju najviac konzervované aminokyselinové zvysky, medzi
ktorymi Tyr10 (v ALYD motive-analogicky Tyr12 v mySom proteine p130Cas )
a Glu19 (Cislované pre ludsky CAS) su zapojené v interakcii SH3 domény
a polyprolinového ligandu (Wisniewska et al., 2005). Prave Tyr12 ( u fudského
proteinu CAS : Tyr10) bol identifikovany ako miesto tyrozinovej fosforylacie v SH3

doméne proteinu CAS (Luo et al., J Proteome Res. 2008 ).
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Obr. 2.5. Stuzkovy model Struktiry SH3 domény proteinu CAS
(prevzaté z (Wisniewska et al., 2005))

RT- an-Src- slucky tvoria ligand-vazbové miesto, €o je typické pre SH3
domény vSeobecne asu rozhodujuce pre interakcie medzi ligandom a SH3
doménou. Najviac konzervované zvysky su Lys9, Tyr10, Glu19, Trp41 a Pro54
(Cislované pre ludsky CAS ), ktoré sa nachadzaju v hydrofébnom peptid-viazicom
Zliabku. Ako bolo uvedené vysSie, SH3 domény maju vazbové miesto pre
polyprolinové ligandy, ktoré nadobudaju Specificki konformaciu tzv. polyprolinovy
helix Il. Ten sa mdze viazat’ v dvoch moznych orientaciach a zalezi to od umiestnenia
kladne nabitej aminokyseliny v zavislosti od PxxP motivu. Prirodzené ligandy SH3
domeény proteinu CAS maju pozitivhe nabitu aminokyselinu umiestnenu na C — konci
polyprolinového motivu, takZze sa do SH3 domény viazu v orientacii od N-konca k C-
koncu (Wisniewska et al., 2005).

Experimentalnym modelom peptidu, ktory spifia vazbovy konsenzus pre
protein CAS, bol peptid odvodeny do kinazy FAK ( sekvencia EAPPKPSRP ). Pre
interakciu peptidu s CAS proteinom sa ukazal ako kriticky délezity konzervovany
Trp41. Vymena tryptofanu za lyzin znizila afinitu o jeden rad. Tento peptid viazu tri
relativne oddelené vazbové miesta v peptid vazbovom Zliabku. Do prvého sa viaze
AlaFP2-ProFP3 (FP — FAK peptid ) ado druhého LysFP5-ProFP6. Vo vSetkych
znamych Strukturach SH3 domén maju tieto vazbové miesta hydrofébny a aromaticky

charakter. U SH3 domény proteinu CAS je architektura vazbového miesta podobna,
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ale chemicky charakter rozdielny. Je to spdsobené jedineCnou vymenou
konzervovaného tyrozinu v pozicii 12 za asparagin (motiv ALYDN' ) a vymenou
tyrozinu v pozicii 57 za arginin. Délezitu ulohu hra aminokyselina v pozicii 15, ktora
je vysoko variabilna medzi SH3 doménami. V SH3 doméne proteinu CAS je to
zriedkavo sa vyskytujuci glutamat. Ten svojim zapornym nabojom vyvazuje kladny
naboj na Arg57 a dovoluje viazat sekvenciu PXKP pomocou polarnych interakcii
medzi lyzinom a sietou vytvaranou okrem inych aj aminokyselinami Asn12, Glu15
a Arg 57 ( obr.2.6.). Toto prispieva k selektivite SH3 domény proteinu CAS. Tretie
vazbové miesto vykazuje vysoku Strukturnu diverzitu. Vdaka tomu sa zda, Ze hra
rozhodujucu ulohu v Specificite vazby. V. SH3 doméne proteinu CAS je tvorené
tryptofanom v poziciach 41 a 55, zaporne nabitym glutamatom v pozicii 19 a serinom
v pozicii 16. Délezitou interakciou je iGnova interakcia medzi argininom v peptidovom
ligande a konzervovanym glutamatom v pozicii 19 v SH3 doméne. Zda sa, zZe tato
interakcia je podstatnym Specifickym determinantom pre vazbu bunkovych proteinov
s SH3 doménou. Pri experimentoch s FAK peptidom predizenym na C- konci sa
zistilo, Ze tento peptid sa viaze na SH3 doménu s eSte vacSou afinitou, o naznacuje,
Ze aminokyseliny obklopujuce PxxP motiv su tiez dblezité pre protein-peptid
interakciu. Tieto lemujuce zvySky sa viazu k menej konzervovanym usekom na
povrchu SH3 domény, pricom zvySuju aj sekvencnu Specificitu. ( Wisniewska et al.,
2005).

A B

Obr. 2.6. Model vazby FAK peptidu a SH3 domény proteinu CAS.
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A Peptidové zvy3ky zobrazené zelene a zvy3ky zapojené do interakcie s peptidom na SH3 doméne
zobrazené modro a vysoko konzervované modro zelene.
B Vazbové rozhranie komplexu SH3 domény CAS-u a FAK peptidu— FAK peptid zobrazeny zelene
a povrch SH3 domény zobrazeny v réznych farbach v zavislosti na naboji ( biele plochy — neutralne
aminokyseliny, ¢ervené plochy — negativne nabité aminokyseliny, modré plochy — pozitivne nabité
aminokyseliny.( prevzaté a upravené podfa (Wisniewska et al., 2005 ))

2.4. Interakéni partneri SH3 domeény proteinu CAS a funkcie

jednotlivych interakcii.

Ako bolo v uvode spomenuté, protein CAS hra doélezitu ulohu v regulacii
mnohych bunkovych procesoch. Podiela sa na integrinovej signalizacii a prenose
signalu od receptorov na bunkovom povrchu dalej do vnutra bunky. Funkcne je
spojeny s organizaciou aktinového cytoskeletu atym is regulaciou bunkového
pohybu a taktiez sa zucastiuje kontroly proliferacie, bunkového cyklu a prezivania.
Hlavhym spbésobom prenosu informacie je tyrozinova fosforylacia a defosforylacia
jeho substratovej domény ( zhrnuté v (Defilippi et al 2006)).

KedZe SH3 doména proteinu CAS viaze jednak protein-tyrozin kinazy aj
protein-tyrozin fosfatazy, podiela sa vyznamne na regulacii fosforylaéného stavu
substratovej domény astym spojenych bunkovych odpovedi. NaruSenie tejto
regulacie méze to mat za nasledok onkogénnu transformaciu. SH3 doména sa
podiela aj na lokalizacii proteinu CAS do fokalnych adhézii a tiez atrahuje niektoré
z interakénych proteinov k signalnym komplexom formovanym tesne pod bunkovou
membranou ( Vuori et al., 1996, Nakamoto et al., 1997 ). S lokalizaciou proteinu CAS
do fokalnych adhézii suvisi aj jeho funkcia ako senzora mechanického napatia
(Sawada et al., 2006 )

2.4.1. Vazba protein kinaz a protein fosfataz a s tym spojena requlacia

fosforylacného statusu substratovej domény CAS.

KedZe fosforylacia substratovej domény CAS je délezitym medzistupriom
v prenose signalu od integrinovych receptorov, je vazba protein kinaz a protein
fosfataz jednou z najvyznamnejsich funkcii SH3 domény.

Pravdepodobne najdélezitejSia interakcia je vazba kinazy FAK ( Polte and Hanks,
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1995) a Strukturne a aj funkéne podobnej kinazy Pyk2. Tieto dve kinazy zdiefaju 45
percentnu aminokyselinovu sekvencnu identitu. FAK kinaza obsahuje centralnu
kinazovu doménu lemovanu velkymi N- a C- terminalnymi doménami. Zaujimavostou
je, ze FAK neobsahuje Ziadne SH2 ani SH3 domény (Schlaepfer et al 1997 ).
Protein-tyrozin kinaza FAK patri do rodiny non-receptorovych kinaz. Je asociovana
s integrinovymi receptormi aje aktivovana prichytenim bunky na proteiny
extracelularnej matrix, ako napriklad fibronektin. Je délezitym komponentom
integrinovych signalizaénych drah, ktoré reguluju bunkovu proliferaciu, postup z G1-
do S- fazy bunkového cyklu, bunkovu migraciu a kedze uchytenie bunky na podklad
je délezity signal pre prezivanie buniek, prenasa i anti-apoptotické stimuly. Kinaza
FAK je aktivovana zhlukovanim integrinovych receptorov na povrchu bunky.
Zhlukovanie a aktivacia integrinovych receptorov je aktivacny signal pre FAK, ktory
sa nasledne autofosforyluje na tyrozine-397. Fosfotyrozin potom funguje ako
vazbové miesto pre SH2 doménu protein-tyrozin kinazy Src, ktora fosforyluje tyroziny
576 a 577 vkinazovej doméne atym zvySuje jej katalyticku aktivitu ( zhrnuté
v (Hanks et al., 2003)). Kineticky profil fosforylacie CAS a kinazy FAK je skoro
identicky, €o znaci postupnu aktivaciu tychto dvoch proteinov v zavislosti na
integrinmi sprostredkovanym bunkovym uchytenim ( Nojima et al., 1995 ). Asociacia
FAK kinazy s proteinom CAS je zavisla na interakcii SH3 domény CAS
a polyprolinového useku v kinaze FAK. Inkriminovany prolin-bohaty usek sa
v sekvencii kinazy FAK nachadza v rozpati pozicii 712 — 718 ( Polte and Hanks,
1995). Mutacia dvoch kritickych prolinov v poziciach 712 a 715 za alaniny
(P712/715A) a exprimovanie takto zmenenej kinazy FAK v CHO bunkach, spdsobilo,
Ze interakcia SH3 domény proteinu CAS a kinazy FAK bola znizena asi 0 50 %
v porovnani s asociaciou s nemutovanou kinazou FAK. Spolu so zniZzenou
asociaciou bola znizena i miera fosforylacie substratovej domény proteinu CAS a tym
aj CAS-sprostredkovana migracia. Tieto mutacie vSak neovplyvnili in vitro kinazovu
aktivitu FAK ani asociaciu s proteinom Src, takze znizena miera fosforylacie bola
priamym dbsledkom zniZzenej asociacie SH3 domény proteinu CAS kinazy FAK (Cary
etal., 1998 ).

Kindza FAK sa na fosforylacii substratovej domény proteinu CAS podiela
réznymi sposobmi. FAK méze priamo fosforylovat substratovd doménu aj ked' tato

cesta fosforylacie nema vysoku ucinnost’ ( Tachibana et al., 1997, Ruest et al.,2001 ).
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Schopnost kinazy FAK fosforylovat tyroziny v substratovej doméne je mierne
zvysSena naviazanim SH2 domény kinazy Src na fosforylovany tyrozin 397, ktory je si
kinaza FAK autofosforyluje po aktivacii integrinovych receptorov. Potvrdzuje to
experiment, v ktorom bola v Src deficientnych bunkach v suspenzii exprimovana
skratena varianta kinazy Src ( 1-298), ktora obsahovala len SH2 a SH3 domény.
Exprimovanie takto pozmenenej kinazy Src spdsobilo zvySenie aktivity kinazy FAK,
pravdepodobne chranenim autofosforylaéného Tyr397 pred defosforylaciou
fosfatazami ( Schlaepfer et al., 1996) (obr.2.7.).

Obr. 2.7. Priama fosforylacia substratovej domény kinazou FAK ( prevzaté a upravené podla
(Ruest et al., 2001)))

Okrem tyrozinov v YxxP motivoch v substratovej doméne proteinu CAS, méze
kinaza FAK priamo fosforylovat' este aj dalSie tyroziny. Su to tyroziny v poziciach 668
a 670 vsekvencii YDYVHL, nachadzajuce sa vtzv. Src vazbovej doméne.
Fosforylaciou tychto tyrozinov sa opat vytvori vazbové miesto pre SH2 doménu kinaz
rodiny Src, predovSetkym pre samotnu kinazu Src. Vazba SH2 domény kinazy Src
uvolni autoinhibiénu interakciu v jej retazci, ¢im sa aktivuje a velmi efektivne
fosforyluje substratovu doménu proteinu CAS. Pri mutovani oboch tyrozinov v dane;j
sekvencii za fenylalaniny ( FDFVHL ), priama tyrozinova fosforylacia zavisla na FAK
bola znac¢ne redukovana v porovnani s nemutovanym proteinom CAS, ¢o naznacuje
ze sekvencia YDYVHL je hlavnym miestom priamej tyrozin-fosforylacie kinazou FAK
(Tachibana et al., 1997 ) (obr.2.8.).
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Obr. 2.8. Fosforylacia Src viazbovej domény a nasledna fosforylacia substratovej domény
kindzou Src. ( prevzaté a upravené podla (Ruest et al., 2001 ))

NajefektivnejSim spésobom fosforylacie substratovej domény proteinu CAS je
fosforylacia kinazami, ktoré FAK pritiahne do blizkosti proteinu CAS. Jednou z tychto
kinaz je kinaza Src. FAK sa po naviazani bunky na proteiny extracelularnej hmoty
pomocou integrinovych receptorov autofosforyluje na Tyr397 a vytvori tak vazbové
miesto pre SH2 doménu kinazy Src. Tato interakcia spbsobi aktivaciu kinazy Src
uvolnenim autoinhibiénych intramolekularnych interakcii a takto aktivovana kinaza
Src fosforyluje tyroziny v substratovej doméne proteinu CAS velmi efektivne
(obr.2.9.). Tento model fosforylacie potvrdzuju experimenty, v ktorych boli COS-7
bunky transfekované expresnymi vektormi nesucimi DNA koédujucu proteiny CAS,
FAK a Src, pricom boli tieto vektory navzgjom rézne kombinované. Pri tranfekcii CAS
spolu so samotnym FAK alebo CAS so samotnou kindzou Src nebola miera
fosforylacie substatovej domény proteinu CAS vyrazne zvySena. Pricom ak boli
bunky transfekované vsetkymi plazmidmi kodujucimi FAK, CAS i Src, fosfotyrozinovy
obsah substratovej domény CAS stupol. Ak sa pri exogénnej expresii vSetkych troch
proteinov pouzil selektivny inhibitor kinazy Src, fosforylaény status substratovej
domény CAS bol opat znizeny. Rovnaky vysledok bol dosiahnuty pri transfekcii
kinazy FAK, v ktorej bol kriticky autofosforylaény tyrozin 397 mutovany za
nefosforylovatelny fenylalanin. Tato zmena zabranila vzniku vazbového miesta pre
SH2 doménu kinazy Src a tyrozinova fosforylacia substratovej domény proteinu CAS
bola opat znizena. Na druhej strane pokial bol transfekovany mutovany protein FAK
neschopny tyrozinovej fosforylacie, nenastalo vyrazné znizenie fosfotyrozinového
statusu substratovej domény proteinu CAS, pretoze kinaza Src dokazala

nafosforylovat kriticky tyrozin 397 v proteine FAK a vytvorila si tak vazbové miesto
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pre viastnu SH2 doménu. Naslednou vazbou na fosfo-tyrozin 397 sa plne aktivovala
a fosforylovala aj substratovd doménu proteinu CAS. AvSak pri pouziti kinazy FAK,
u ktorej boli mutované proliny 712 a 715 kriticky délezité pre vytvorenie
polyprolinového helixu typu Il, ktory funguje ako ligand pre SH3 doménu proteinu
CAS, bol fosfotyrozinovy obsah substratovej domény redukovany priblizne na uroven
aku dosahoval pri expresii samotnej kinazy Src s proteinom CAS. Podobny vysledok
bol dosiahnuty pri fosforylacii mutovaného proteinu CAS, ktorému chybala SH3
doména (Ruest et al., 2001).

Pri mapovani hlavnych miest fosforylacie proteinu CAS kinazami FAK a Src
bolo ukazané, Ze obe kinazy su schopné fosforylovat rovnaké tyroziny v substratovej
doméne proteinu CAS, ale Src ma pritom 10-nasobne vacsiu efektivitu (Ruest et al.,
2001).

Obr. 2.9. FAK autofosforylacia, naviazanie kinazy Src pomocou SH2 domény a nasledna
fosforylacia substratovej domény CAS-u ( prevzaté a upravené (Ruest et al., 2001 ))

Pri skumani hladiny tyrozinovej fosforylacie v substratovej doméne proteinu
CAS vo FAK deficientnych bunkach prisadnutych na fibronektine bolo zistené, Ze
ubytok fosforylacie nie je az taky masivny ako bolo oc€akavané v porovnani
s kontrolnymi bunkami exprimujucimi FAK ( Vuori et al., 1996 ), ¢o naznacovalo, ze
FAK nemusi hrat kriticki rolu v regulacii fosforylacie. Neskér sa vSak zistilo, ze
indukovana reexpresia kinazy FAK vo FAK deficientnych bunkach spésobila
niekolkonasobné zvySenie fosforylacie substratovej domény proteinu CAS
v zavislosti na integrinovej signalizacii (Owen et al., 1999 ). Menej vyraznu zmenu
v hladine fosforylacie objasnili dalSie experimenty, ktoré preukazali, ze v bunkach
neexprimujucich kinazu FAK je vyrazne nadprodukovana kinaza Pyk2, ktora zdiela

Struktarnu aj funk&nu podobnost s kinazou FAK a samozrejme interaguje s SH3
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doménou proteinu CAS ( Sieg et al.,1998 ). Pyk2 kinaza pravdepodobne do istej
miery kompenzuje absenciu FAK a pozitivne ovplyvnuje fosforylaciu substratovej
domény CAS, pri€om bolo dokazané, Ze reexpresia kinazy FAK vo FAK deficientnych
bunkach blokovala aktivaciu kinazy Pyk2 ( Owen et al., 1999 ). Podobné vysledky
boli dosiahnuté aj pri experimentoch s mutovanym proteinom CAS. Deletovanie SH3
domény proteinu CAS nespdsobilo rapidne znizenie fosforylatného statusu
substratovej domény, pretoze kinazy rodiny Src sa mdzu priamo viazat' svojimi SH3
doménami na tzv. Src vazbovu doménu na C-konci proteinu CAS a ucinne
fosforylovat jeho substratovu doménu. ( Brabek et al.,2005). AvSak SH3 doména
proteinu CAS viaZe taktiez aj protein fosfatazy, ktoré defosforyluju substratovu
doménu. TakZe deletovanie SH3 domény znemoznilo naviazanie sa protein fosfataz
aich ucinkovanie, ¢o mbdze mat za nasledok zvySenie hladiny fosforylacie.
Potvrdzuje to zistenie, Ze pridanie vanadatu, ako Specifického inhibitora tyrozinovych
fosfataz, malo za nasledok rapidne zvySenie fosfotyrozinového obsahu substratove;j
domény proteinu CAS, ¢o naznacuje, ze defosforylovanie tyrozinov v substratovej
doméne CAS fosfatdzami je velmi rychle a efektivne ( Fonseca et al., 2003 ). Na
druhej strane, délezitost SH3 domeény v regulacii fosforylacie substratovej domény
proteinu CAS kinazou FAK, dokladuje experiment, v ktorom bola exprimovana
samotna SH3 doména proteinu CAS. Tato exogénne exprimovana SH3 doména
kompetovala ovazbu na FAK s endogénnym proteinom CAS a posobila ako
dominantne negativnha mutacia, pri€om inhibovala migraciu zavislu na fosforylacii
substratovej domény CAS ( Cary et al., 1998 ).

Dalsimi bunkovymi enzymami, ktoré sa podielaju na reguldcii fosforylaéného
statusu substratovej domény proteinu CAS su protein fosfatazy. S SH3 doménou
proteinu CAS interaguju dve protein-tyrozin fosfatazy — PTP-PEST a PTP-B1.
Protein fosfataza PEST ma vysoku afinitu k proteinu CAS vin vivo aj vin vitro
systéme (Garton et al., 1996 ). Interakcia medzi protein-tyrozin fosfatazou PEST
a proteinom CAS je sprostredkovana dvoma mechanizmami. Hlavnhym spésobom
interakcie je vazba SH3 domény CAS a prolin bohatého useku v C-terminalnej
doméne PTP-PEST. PTP-PEST interaguje s proteinom CAS eSte aj Specifickym
rozoznavanim fosforylovanych tyrozinov v substratovej doméne CAS pomocou svojej
katalytickej domény aj ked tato interakcia je menej vyraznym prispievatelom k
vysokej afinite interakcie proteinu CAS aPTP-PEST. Délezitost SH3
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sprostredkovanej interakcie tychto proteinov je skutoCnost, Zze vymena kritického
prolinu v pozicii 337 v sekvencii PTP-PEST za alanin ( P337A) a exprimovanie takto
mutovanej PTP-PEST v COS bunkach, spésobila sotva detegovatelnu interakciu
tychto dvoch proteinov. Vysledkom tejto mutacie ( P337A ) bola taktiez signifikantne
nizSia ucinnost defosforylacie substratovej domény proteinu CAS v porovnani
s nemutovanou PTP-PEST. Bol to priamy dbsledok znizenej asociacie SH3 domény
CAS-u a PTP-PEST, pretoze schopnost defosforylacie katalytickej domény PTP-
PEST zostala na rovnakej urovni ( Garton et al., 1997 ).

Druhou protein fosfatazou rozoznavajucou CAS ako svoj substrat je protein-
tyrozin fosfatdza B1, ktora asociuje s endoplazmatickym retikulom. PTP-B1 je tiez
vysoko Specificka voci proteinu CAS. Interakcia CAS proteinu s fosfatazou PTP-B1 je
opat sprostredkovana SH3 doménou CAS a na prolin bohatym C-koncovym usekom
v PTP-B1, ktory odpoveda konsenzu vazbovej sekvencie pre SH3 doménu - PxxP.
Tak ako pri PTP-PEST, i vymena prolinov v poziciach 309 a 310 za alaniny v PTP-
B1 ( PA PTP-B1 ) vyznamne zniZila asociaciu PTP-B1 a proteinu CAS. Pri
exprimovani tejto varianty v 3Y1-v-crk transformovanych fibroblastov sa zistilo, Ze
fosfotyrozinovy obsah substratovej domény proteinu CAS nebol znizeny, priCom ak
sa exprimovala nemutovana forma PTP-B1 hladina fosforylovaného proteinu CAS
bola 3-4 krat nizSia. Pri exprimovani enzymaticky aktivnej a neaktivnej formy PTP-B1
v 3Y1 netransformovanych alebo 3Y1-v-crk transformovanych fibroblastov bolo
taktiez dokazané, Ze asociacia PTP-B1 a proteinu CAS nie je zavisla na
fosforylatnom statuse, ako je to v pripade PTP-PEST, pretoZze obe formy boli
koprecipitované spolu s proteinom CAS vrovnakej miere ( Liu et al., 1996 ).
Délezitost” funkcie PTP-B1 v regulacii fosforylatného statusu proteinu CAS, bola
dokadzana aj pri zvySenej expresii réznych foriem PTP-B1 v 3Y1-v-crk
transformovanych fibroblastoch. ZvySenie expresie nemutovanej formy PTP-B1
spbsobilo defosforylaciu substratovej domény proteinu CAS, ¢im sa zruSila asociacia
s proteinom v-Crk sprostredkovana SH2 doménou a fosforylovanymi tyrozinmi
v substratovej doméne proteinu CAS, ¢im sa zvratil fenotyp v-Crk transformovanych
fibroblastov. ZvySenie expresie enzymaticky neaktivnej formy alebo mutantnej formy
neschopnej viazat SH3 doménu proteinu CAS ( PA PTP-B1 ) nemalo Ziadny efekt.

Podobnu supresiu transformacie spésobilo zvysenie expresie PTP-B1 vo v-src a v-
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ras transformovanych bunkach, nie vSak zvySena expresia PA PTP-B1 ( Liu et al,,
1997 ).

2.4.2. Interakcia SH3 domény proteinu CAS s proteinmi ClZ a C3G

SH3 doména proteinu CAS sprostredkuva interakciu CAS i s dalSimi
proteinmi. GTP/GDP vymenny faktor C3G aj CIZ obsahuju vo svojej sekvencii
polyprolinovy usek, ktory zodpoveda vazbovému konsenzu pre SH3 doménu
proteinu CAS.

GDP/GTP vymenny faktor C3G obsahuje niekolko prolin-bohatych sekvencii.
Vacsina z nich je zodpovedna za interakciu s SH3 doménami proteinu Crk. Za
interakciu s SH3 doménou proteinu CAS je zodpovedny iba jeden polyprolinovy
usek, ktory sa nachadza v C-koncovej Casti proteinu C3G. Obsahuje sekvenciu
APPKPPLP, ktora je Specificka pre SH3 doménu proteinu CAS a zaroven je odliSna
od sekvencii, ktoré su zodpovedné za vazbu na protein Crk. Pri vymene dvoch
centralnych prolinov za alaniny alebo pri vymene lyzinu za alanin v tejto sekvencii,
nebola pozorovana Ziadna interakcia medzi SH3 doménou proteinu CAS a C3G
proteinom. Fyziologicky vyznam tejto interakcie je pravdepodobne v stabilizacii
interakcie C3G proteinu s CAS/Crk komplexom, ¢o naznacCuje moznost, Ze vazbové
motivy pre SH3 domény proteinov CAS a Crk m6zu kooperativne spolupracovat pri
vazbe C3G vymenného faktoru (Kirsch et al., 1998 ). Priama interakcia proteinu CAS
a C3G, nezavisla na proteine Crk, moze byt vysvetlenim faktu, Ze pri zvySenej
expresii proteinu CAS s deletovanou substratovou doménou, bola blokovana JNK
aktivacia zavisla na fibronektine, ale nie aktivacia stimulovana proteinom v-Src ( Dolfi
et al.,1998).

Druhym proteinom interagujucim s SH3 doménou CAS-u je protein CIZ. Je to
nukleoplazmaticky kyvadlovy protein, ktory obsahuje vazbovy konsenzus pre
promoétory v génoch pre matrixové metalloprotedazy ( MMPs ). Matrixové
metaloproteazy su jednymi z hlavnych proteaz pouzivanach bunkou na degradaciu
proteinov extracelularnej hmoty. Protein CIZ aktivuje transkripciu niektorych
metalloproteaz napriklad MMP-1, MMP-3 a MMP-7. Obsahuje sekvenciu APPKPPR,
ktoru viaze SH3 doména proteinu CAS. Pri simultdnnom exprimovani proteinov CAS

a ClZ v CAS deficientnych bunkach sa zistilo, ze koexprimovanie tychto proteinov
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vyvolalo zvySenie transaktivacie promotoru pre MMP-7 metalloproteazu (Nakamoto
et al.,, 2000). Dal$im faktom je, Ze ak bola exprimovana mutovana varianta proteinu
CAS, deletovana o SH3 doménu v SrcF transformovanych bunkach, bola vyrazne
znizena aktivacia MMP-2 metalloproteazy ( Brabek et al., 2005). Z tohto vyplyva
dolezitost SH3 domeény proteinu CAS ipre exprimovanie a aktivaciu enzymov

degradujucich extracelularne proteiny a tym schopnost buniek migrovat.

2.4.3. Vplyv SH3 domény proteinu CAS na jeho subbunkovu lokalizaciu.

Protein CAS sa nachadza bud difuzne v cytoplazme alebo vo fokalnych
adhéziach (miesta kontaktu bunky a podkladu). Jeho lokalizacia uzko suvisi s jeho
fosforylatnym statusom. Nefosforylovany CAS v 3Y1 bunkach a 3Y1-Crk
transformovanych bunkach sa vacSinou vyskytuje v cytoplazme, priCom
fosforylovana forma je lokalizovana vo fokalnych adhéziach ( Sakai et al., 1994 ).
CAS sa vyskytuje vo fokalnych adhéziach po celu dobu ich Zivota — od vzniku az po
zanik ( Donato et al., 2010 ). Protein CAS sa tak nachadza v novovytvorenych
fokalnych adhéziach na veducom okraji migrujucej bunky, kde sprostredkuje
aktivaciu proteinu Rac1 atym reorganizaciu cytoskeletu ajednak sa nachadza aj
v zrelych fokalnych adhéziach podopierajucich bunkové telo, kde pravdepodobne
sprostredkuje signaly dolezité k prezivaniu bunky ( Fonseca et al., 2003 ). Za
lokalizaciu proteinu CAS do fokalnych adhézii je vo velkej miere zodpovedna SH3
doména. Dokazuje to lokalizovanie mutantnej formy proteinu CAS, ktora
neobsahovala SH3 doménu. V 3T3-aSrc a COS-7 bunkach bola tato mutantna forma
lokalizovana vo vacsej miere v cytoplazme priCom nedeletovana forma sa
vyskytovala vo fokalnych adhéziach (obr.2.10.). SH3 doména proteinu CAS sa viaze
s kindzou FAK, ktora je lokalizovana taktiez vo fokalnych adhéziach. Toto je
pravdepodobne hlavny spésob akym sa SH3 doména podiela na lokalizacii CAS do
fokalnych adhézii (Nakamoto et al., 1997, Harte et al., 2000). AvSak pre lokalizaciu
CAS do FA je délezita aj C-koncova oblast, tzv. CCH doména takze az deletovanie
oboch domén spésobilo uplna stratu CAS z FA ( Donato et al., 2010 ). Daldim
spésobom regulacie lokalizacie proteinu CAS, mézZe byt vazba protein fosfataz.
Over-exprimovanie PTP-PEST vo v-Crk transformovanych potkanich fibroblastoch,

zapricinilo relokalizaciu proteinu CAS z fokalnych adhézii prevazne do cytoplazmy
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(Garton and Tonks, 1998 ). Toto mohlo byt sp6sobené jednak defosforylaciou
substratovej domény, alebo kompetovanim cytosolicky lokalizovanej PTP-PEST
o SH3 doménu proteinu CAS s kinazou FAK ( Garton et al., 1997 ).

Obr. 2.10. Lokalizacia proteinu CAS v 3T3-aSrc bunkach.
A., Lokalizacia nemutovaného CAS-u., B., Lokalizacia CAS-u bez SH3 domény
(prevzaté a upravené podfla (Nakamoto et al., 1997))

2.4.4. Uloha proteinu CAS ako senzora mechanického napétia.

Mechanické napatie pdsobi ako dolezity extracelularny signal, ktory
ovplyvnuje rézne bunkové deje. Spravna odpoved na mechanické napatie je dolezita
pre mnozstvo procesov ako su morfogenéza, karcinogenéza alebo udrziavanie
integrity tkaniv. Odpoved na mechanicky stres zabezpecuju rézne signalizaéné
proteiny ako MAP kinazy, malé GTPazy alebo tyrozinové kinazy Ci fosfatazy. Taktiez
bolo popisanych niekolko mechanizmov primarneho zaznamenavania signalu —
aktivacia iénovych kanalov, vytvorenie silou-stabilizovanych vazieb medzi
receptorom a ligandom alebo mechanické roztiahnutie cytoplazmatickych proteinov
(Sawada et al., 2006).

Jednym takymto proteinom je aj protein CAS, ktory je zahrnuty v signalnych
drahach regulujucich migraciu, prezivanie, transformaciu a invazivitu ( zhrnuté v
(Defilipi et al., 2006)). Protein CAS obsahuje substratovid doménu, v ktorej sa
nachadza 15 opakovani motivu YxxP, ktory je hlavnym miestom tyrozinovej
fosforylacie. Tuto fosforylaciu zabezpecCuju najma kinazy rodin Src. Jednym zo
signalov spésobujucich Src-sprostredkovanu fosforylaciu substratovej domény

proteinu CAS a naslednu aktivaciu malej GTPazy Rap1 je mechanické napatie
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(Tamada et al., 2004). Priamu aktivaciu GTPazy Rap1 zavislu na proteine CAS
dokazuje experiment, pri ktorom bola pouZzita siRNA proti proteinu CAS vysledkom
¢oho bolo zniZzenie aktivacie Rap1 GTPazy sprostredkovanej mechanickym stresom
(Sawada et al.,2006 ).

Spbsobov ako zvysSit mnozstvo nafosforylovanych tyrozinov v substratovej
doméne proteinu CAS je niekolko :1. aktivacia kinazy

2. inaktivacia fosfatazy
3. mechanickeé priblizenie kinazy k substratu
4. zvySenie pristupnosti substratu pre fosforylaciu.

ZvySenie pristupnosti substratu sa zda byt najpravdepodobnejSim
mechanizmom. Pri experimentoch v bunkdach HEK293, ktoré boli vystavené
mechanickému stresu, bola zaznamenana zvySena fosforylacia substratovej domény
p130Cas avSak aktivita Src kinazy nebola zvySena. Ak bol pri tomto experimente
pouzity selektivny inhibitor rodiny Src kinaz, alebo bol experiment prevedeny v SYF
bunkach ( knock-out Src,Fyn,Yes kinaz ) zvySenie fosforylacie substratovej domény
nebolo zaznamenané €o potvrdzuje, Ze kinazy rodiny Src su zodpovedné za tuto
fosforylaciu. Taktiez signal Specifickej protilatky, ktora rozoznavala natiahnutu
substratovu doménu, bol pozorovany najma na okraji rozprestierajucich sa buniek,
kde su predpokladané vysoké trakéné sily ( Sawada et al., 2006 ).

Pri pouziti substratovej domeény, ktora bola biotinylovana na oboch koncoch
a naviazana na avidin imobilizovany na latexovej membrane, bolo dokazane, ze pri
natiahnuti tejto latexovej membrany sa roztiahne aj substratova doména. Pri tom sa
odhali viac YxxP motivov, ktoré su potom pristupné na fosforylaciu ( Sawada et al.,
2006 ).

KedZe roztiahnutie proteinu CAS v zavislosti na mechanickom strese je
podmienené jeho ukotvenim na membranu ( cez interagujuce proteiny), hra SH3
doména délezitu rolu, kedze prave ona kotvi N-koniec do fokalnych adhézii
(Nakamoto et al., 1997). C-koniec moze byt kotveny pomocou kinazy Src cez tzv.
Src vazbovu doménu ( Sawada et al., 2006), popripade pomocou kinadzy Fyn, ktora
je atrahovana do fokalnych adhézii v prvych fazach ich tvorby a tieZ je kotvena na
membranu pevnejSie nez Src vdaka dvom palmytoilaciam ( Kostic et al., 2006 ) alebo

pomocou dimerizacie p130Cas cez tzv. C- koncovu HLH doménu podobne ako
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protein HEF1, ktory patri do tzv. CAS rodiny adaptorovych proteinov a zdiela s nim

75% sekvenénu zhodu v danej C-koncovej doméne ( Law et al., 1999 ).

Cytoskeletirne komplexy 5

Adhezime moleluly 5

EKontalay bunlgy s podldadom

Q-
y
[\

Napinanie bunky

Obr.2.11: Model prenosu signalu o mechanickom napéti sprostredkovany rozpinanim

substratovej domény proteinu p130cas. ( prevzaté a upravené podla (Sawada et al., 2006 ))
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3.Material

3.1.Kultivacné média a roztoky:

3.1.1. Kultivacia baktérii:

1x LB 10 g/l Universalpepton M66 (MERCK, Germany)
5 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)
5 g/l NaCl

2x LB (Super LB) 20 g/l Universalpepton M66 (MERCK, Germany)
10 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)
5 g/l NaCl

ZA2 4% zivny agar 6.2 (Imuna, Sari§ské Michalany)

V pripade potreby pridame selekéné antibiotika (1000x koncentrované zasobné

roztoky pridavame do médii schladenych na cca 50°C):

Ampicilin (Biotika, SR) 100 mg/ml
Kanamycin (AppliChem, Germany) 50 mg/ml

3.1.2. Kultivacia cicav€ich buniek:

Kompletné médium DMEM
DMEM ( Dulbecco’s modified Eagle’s medium) ( Gibco, Invitrogen)
0,5% neesencialne aminokyseliny (MEM NEAA) ( Gibco, Invitrogen)
10% fetalne hovadzie sérum (FBS) (Sigma)
0,5% vSeobecné antibiotika — antimykotika (ATB) (Gibco, Invitrogen)
- obsahujuce : 10 pg/ml penicilin
10 pg/ml streptomycin
25 ug/ml amphotericin
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Dalsie roztoky pouzivané pri kultivacii cicav&ich buniek:

0,25% trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen ) 2,5 g/l trypsin 0,38 g/l kyselina
etylendiamintetraoctova (EDTA) pre pasazovanie

Puromycin ( Sigma) selekéné antibiotikum puromycin-hydrochlorid, zasobny roztok

10 mg/ ml v miliporovej vode, ku kulture pridavany v koncentracii 3 ug/ml.

3.2. Material pouzity pri praci s DNA:

3.2.1. Enzymy pre modifikaciu DNA

Ligacia plazmidovej DNA:
T4 DNA ligaza LC (MBI Fermentas)

Restrikéné stiepenie plazmidovej DNA:
BamHI (MBI Fermentas)

Bglll (MBI Fermentas)

EcoRI (MBI Fermentas)

Eco471ll (MBI Fermentas)

3.2.2. Pouzité kity pre manipulaciu s nukleovymi kyselinami

Purifikacia DNA:

NucleoSpin Extract (Macherey-Nagel, BRD)
NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, BRD)
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3.2.3. Roztoky pouzité pri izolacii plazmidovej DNA:

Alkalické SDS 1% SDS, 0.2M NaOH

Kac 3M octan draselny, 2M kys. octova, pH 4,8-5,4

NaAc 3M octan sodny, pH 5.8

80% EtOH 80% etanol, 10 mM NaCl, 10 mM TRIS-HCI pH 8.0

TE 10 mM TRIS-HCI pH 8.0; 0,1 mM EDTA-NaOH

TEG 25 mM TRIS-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA-NaOH, 1% glukéza
LiCl 10 M LiCl, p=1.275

3.2.4. Material pre agarozovu DNA elektroforézu:

Agaroza Sea Kem a NuSieve ( FMC, USA ) v pomere 1:1
TAE 40 mM Tris (pH 8,5); 20 mM ledova kyselina octova; 2 mM
NaEDTA

Vzorkovy pufr 60% glycerol; 60 mM EDTA; 0,06% bromfenolova modf

3.3. Roztoky na pripravu lyzatov z cicavcich buniek:

RIPA pufr 0,15M Na ClI; 50mM Tris-HCI (pH 7,4); 1% Nodinet P — 40;
0,1% SDS; 1% deoxycholat sodny; 5 mM EDTA; 50 mM NaF

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na2HPO4.12 H20;
1,4 mM KH2PO4, pH upravené na 7,3

Zasobny roztok proteazovych inhibitorov (100x):

0,5 mg/ml leupeptin
0,5 mg/ml aprotinin
12,5 mg/mi pefabloc
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Zasobny roztok fosfatazovych inhibitorov (100x):

Phosphatase Inhibitor Mix Il (Serva, Germany)

Vanadat sodny ( Na;VO4 ) — 1000x

Priamy lyzat :

2x Laemmli pufr 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4,1% SDS; 20%(v/v) glycerol; 0,002%
bromfenolova modra

Dithiotreitol (DTT) — 1:100

3.4 .Material pouzity pre SDS-PAGE a Western blot

2x Laemmli pufr 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4,1% SDS; 20%(v/v) glycerol; 0,002%

bromfenolova modra

5x Laemmli pufr : 0,35 M Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS; 40% glycerol; 0,012%

bromfenolova modra

Protogel : 30% akrylamid; 0,8% N,N’-methylenbisakrylamidu; prefiltrované cez filter s

porami 0,45 mm, skladované v tme pri 4°C

4xTris/SDS pH 8,8 : 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,4% SDS; prefiltrované cez filter s

porami 0,45 mm, skladované v tme pri 4°C

4x Tris/SDS pH 6,8 : 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 0,4% SDS; prefiltrované cez filter s

porami 0,45 mm, skladované v tme pri 4°C

TEMED — N,N,N° N° -tetra-methyl-ethylenediamine (Serva)

Amonium persulfat ( 10 % APS ) — NH4S205 (Sigma)

39



SDS-PAGE pufr: 25 mM Tris (pH 8,3); 190 mM glycin; 0,1% SDS

Odfarbovaci roztok: 20% metanol; 7% kys. octova

Farbiaci roztok: 20% metanol; 10% kys. octova; 0,114% Coomassie Brilliant Blue R-
250 (Bio-Rad, USA)

Transferovy pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin; 20% metanol; 0,05% SDS

TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl

TTBS: 0,05% Tween 20 (Serva) v TBS

Blokovaci roztok:

4% BSA (Milipore) v TBS — blokovanie 50-60 minut pri 37°C

3% zelatina ( Bio-Rad) v TBS — blokovanie 50-60 minut pri 37°C

Roztok pre riedenie primarnej a sekundarnej protilatky:

1% BSA (Milipore) v TTBS
1% zZelatina (Bio-Rad) v TTBS

Primarne protilatky:

p130Cas 130kDa, 1:1000 mouse monoclonal, BD Transduction Laboratories
pY165 (CAS) 130kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, Cell Signaling

pY410 (CAS) 130kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, Cell Signaling

pY12 (CAS) 130kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, 21st Century Bichemicals

FAK 125kDa, 1:1000 rabbit polyclonal, Santa Cruz

pY397 (FAK) 125kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, Biosource
pY861 (FAK) 125kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, Biosource

Paxillin 68kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, BD Transduction Laboratories
pY118 (Paxillin) 68kDa, 1:1000 rabbit monoclonal, Cell Signaling
v-Src 60kDa, 1:1000 Calbiochem

phospho Tyrosine 4G10  1:100 Upstate Biotechnology
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Sekundarne protilatky:
goat anti-mouse, 1:3000 Santa Cruz Biotechnology
goat anti-rabbit 1:3000 Santa Cruz Biotechnology

3.5. Roztoky pre zelatinovu zymografiu:

renaturacny pufr:

50 mM Tris-HCI pH 7,5
0,1 M NacCl

2,5% Triton X-100

aktivacny pufr:

50 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM CaCl2

0,02% NaAzide

3.6. Material pouzity pri priprave buniek pre konfokalnu

mikroskopiu:

Fibronectin : 10ug/ml — na sklicko 100ul, zasobny roztok 1 mg/ ml (Serva)

Zelatin (Bio-RAD)

Glutaraldehyd (Liebherr ) — zasobny roztok 50% - riedenie na 0,5% v PBS

Paraformaldehyd (Sigma) - zasobny roztok 8% - riedenie na 4% v PBS

AlexaFluor633 carboxylic acid succinimidyl ester ( Invitrogen)

Dimethyl formamid ( Sigma)

0,1 M NaHCO3;— 1M roztok (NaHCOj3: Na,CO3 9:1)

DABCO - 1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane, Sigma

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na2HPO4.12 H20;
1,4 mM KH2PO4, pH upravené na 7,3

Blokovaci roztok - 3% BSA v PBS

Permeabilizaény roztok — TritonX-100 0,3% v Mg-PBS
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Protilatky a fluorescenéné znadky:

Primarne protilatky : phospho-Tyrosine G410 ( Temecula ) — 1:50
phospho-Paxillin (Cell Signaling) — 1:50
phospho-Cortactin ( Invitrogen) — 1:50

Sekundarne protilatky : Alexa Fluor 633 anti-mouse — Molecular Probes
Alexa Fluor 594 anti-mouse — Molecular Probes
Alexa Fluor 546 anti-rabbit — Molecular Probes

Alexa Fluor 408 anti-rabbit — Molecular Probes

Alexa Fluor 488 phalloidin — Invitrogen

Alexa Fluor 594 phalloidin - Invitrogen

Montovacie médium:
6 g glycerol
2,4 g mowiol
6 ml dd H,O
12 ml pufru ( 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 1 mM MgCl,, pH 8,3)

4 .Metody

4 1. lzolacia plazmidovej DNA alkalickou metddou:

1.den (popoludni)

e Na plothu so Zivnym agarom a pfislusnym selekCnym antibiotikom
zaoCkujeme klon E.coli transformovany prislusnym plazmidom. Kultivujeme
cez noc pri 37°C.

2.den (popoludni)

e Jednou dobre oddelenou koléniou zaoCkujeme 10ml temperovaného LB
média s 100 ug/ml selekéného antibiotika ( ampicilin/lkanamycin) v 100ml

Erlenmayerovej banke ( resp. 50ml v 250ml banke)
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Banku umiestnime do trepacky a trepeme pri 37°C cez noc ( tj asi 16 hodin,
180 rpm)

3.den (rano)

Kultaru schladime v ladovom kupeli, prelejeme do 50 ml centrifugacnej
skumavky a sto¢ime ( Jouan MR 22i — vykyvny rotor, 3000g, 20 min. 0°C)
Sediment dokonale resuspendujeme do x ml TEG ( x vypocitame podla
povodného objemu kultary nasledovne : 1ml na 10 ml kultary, 2-4 ml na 50 ml
kultary) a inkubujeme 30 min na lade

Skumavku vyberieme z ladu, pridame 2x ml alkalického SDS, premieSame a
inkubujeme 5 min. Bunky lyzuju, suspenzia sa prejasni, vyrazne stupne
viskozita.

Nasledne skumavku opat prenesieme na lad a pridame 1,5x ml octanu
draselného, premieSame a inkubujeme dalSich 30-60 minut na lade. Z roztoku
vypadne biela zrazenina.

Zmes prelejeme do polypropylénovych skumaviek a zrazeninu usadime
centrifugaciou ( Jouan MR 22i — uhlovy rotor, 14 000g, 20 min ).

Supernatant prevedieme do 15 ml kalibrovanej skumavky, dokonale
zmieSame s 0,6 objemu isopropanolu a hned centrifugujeme ( Jouan MR 22i
— vykyvny rotor, 3000g, 5 min).

Supernatant zlejeme, sediment osuSime, rozpustime v 300 ul miliporovej vody
a prenesieme do mikroskimavky. Odmerame objem, dokonale zmieSame
s rovnanym objemom 10 M LiCl a inkubujeme v -20°C cca 60 minut ( -80°C,
15 min).

Zrazeninu odstranime 5-minutovou centrifugaciou v stolnej centrifuge ( Hettich
MIKRO 20, 13 000 g) a supernatant prevedieme do Cistej mikroskimavky.
Plazmidovi DNA vyzrazame z roztoku jednym objemom 96% etanolu 60 min
pri -20°C (-80 °C, 15 min).

Zrazeninu DNA usadime centrifugaciou ( Hettich MIKRO 20, 13000g, 5 min),
sediment 2-3x oplachneme 80% EtOH, vysuSime a rozpustime v 100 pl
miliporovej vody ( alebo TE pufru ). Mnozstvo DNA a kvalitu izolacie zistime

elektroforeticky.

( material : 3.1.1., 3.2.3.)
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4.2 lzolacia plazmidovej DNA z E.coli pomocou NucleoSpin®

Plasmid ( Macherey — Nagel, Nemecko )

Kultdru E.coli ( max. 5 ml ) s danym plazmidom, ktori sme nechali narast cez
noc ( 16-18 h) prevedieme do centrifugatnej skumavky a centrifugujeme
(Jouan MR 22 i, 17 000g, 30 s ). Supernatant odstranime.

Pelet nesuspendujeme v 250 pul roztoku A1.

Pridame 250 ul roztoku A2. Jemne premieSame otaCanim skumavky a
inkubujeme pri izbovej teplote maximalne 5 minut.

Pridame 250 pl roztoku A3. Jemne premieSame a centrifugujeme ( Hettich
MIKRO 20, 16 000g, 10 min).

Kolonku NucleoSpin Plasmid umiestnime do Cistej 2 ml mikroskumavky,
nanesieme supernatant z predchadzajuceho kroku a centrifugujeme ( Hettich
MIKRO 20, 16 000g, 1 min) a potom odstranime tekutinu zo zbernej
mikroskumavky.

Pre zbavenie sa bunkovych nukleaz sa doporucuje naniest na kolonku 500pl
roztoku AW zohriateho na 50 °C a opakovat’ centrifugaciu.

Na kolonku nanesieme 600pl roztoku A4 a opat’ centrifugujeme.

Po odstraneni roztoku zo zbernej mikroskumavky zopakujeme centrifugaciu 2
min maximalnou rychlostou ( dokonalé odstranenie zvyskov etanolu ).

Kolonku umiestnime do Cistej 1,5 ml mikroskumavky, priddme 50 ul roztoku
AE, inkubujeme 1 min pri izbovej teplote a potom centrifugujeme 1 min na
najvacsie otacky. DNA mdzme eluovat tiez do TE pufru alebo do

deionizovanej vody.

4.3. Transformacia E.coli elektroporaciou

4.3.1. Priprava kompetentnych buniek pre transformaciu elektroporaciou

1.den ( popoludni)

Jednou koloniou Cerstvo narastenych recipientnych baktérii zaoCkujeme 10 ml

LB média v 100 ml Erlenmayerovej banke.
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Inokulum kultivujeme na rotacnej trepacke pri 37°C do stacionarnej fazy ( cez
noc, 180 rpm, opticka denzita (OD) > 2,5 )

2.den (rano)

Kulturou zaockujeme 400ml média LB s 0,4 ml thiaminu ( 0,1 mg/ml ) na
ODeggo = 0,05 ( 2x200 ml média v 2x2 | Erlenmayerovych bankach.)

Banky umiestnime na trepacku ( 180 rpm, 37°C), kulturu inkubujeme az po
dosiahnutie ODgoo = 0,6. Banku prenesieme na lad a nechame vychladit 10-15
minut.

Kultaru prelejeme do dvoch 250 ml vychladenych plastovych centrifugacnych
kyvet Nalgene a sedimentujeme centrifugaciou ( Janetzki K26, 3000g, 10 min,
0°C)

Supernatant opatrne  zlejeme, sediment najprv  pipetou sterilne
nesuspendujeme v 10 ml ladovej deionizovanej vody, potom vodou doplnime
na pdvodny objem. Opatovne centrifugujeme, resuspendujeme a doplnime
vychladenou vodou na objem 100 ml.

Bunkové suspenzie prenesieme do Styroch 50 ml centrifugacnych skumaviek
a znovu centrifugujeme ( Jouan 22i, 3000g, 20 min, 0°C).

Sedimenty resuspendujeme pipetou v malom mnozZstve 10% (w/w) ladového
glycerolu (1-5 ml), potom glycerolom doplnime na 25 ml, suspenzie spojime
do dvoch skumaviek a centrifugaciu opakujeme ( Jouan 22i, 3000g, 20 min,
0°C)

Premyté sedimenty resuspendujeme v zvySkovom objeme 10% glycerolu (1-2
ml). Suspenziu pipetujeme po 100 -200ul do 1,5 ml mikroskumaviek dopredu
vychladenych v tekutom dusiku, do ktorého potom prechodne odkladame i

naplnené mikroskumavky. Dlhodobo skladujeme pri -80°C.

( material : 3.1.1.)

4.3.2. Transformacia elektroporaciou

Do 0,5 ml mikroskumavky s 0,5-5 ul roztoku plazmidovej DNA ( obsahujucom
5pg — 0,5 pg DNA) pridame 50ul elektrokompetentnych buniek ( vSetko
robime na lade).

Obsah mikroskumavky prenesieme do vychladenej 0,2 cm elektroporaéne;j

kyvety. Na generatore pulzu pristroja Gene Pulser Apparatus ( Bio-Rad, USA)
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nastavime tieto hodnoty: kapacitancia 25uF, napatie 2,5 kV a odpor 200 Q. Po
vlozeni kyvety do pristroja aplikujeme pulz s velkostou 12, 5 kV/cm. Vysledna
Casova konstanta by mala byt vrozmedzi 4-5 milisekund. Obsah kyvety
okamzite resuspendujeme do 2 ml LB média, obsahujuceho 20mM glukézu
(cca 0,5 % roztok) a prevedieme do sklenenej 10 ml skumavky.

e Skumavku s kulturou umiestnime na trepacku a nechame rast hodinu pri 37°C
(180-200 rpm). Na plotne s ZA2 agarom obsahujicim selekéné antibiotikum
vysievame obvykle 2, 20 a 200l kultury. Plotne inkubujeme v termostatu pri
37°C cez noc.

( material : 3.1.1.)

4 4. Stiepenie DNA restrikénymi endonukledzami

e V0,5 ml mikroskimavke pripravime nasledujucu restrikénu zmes :

10x restrik&ny pufr 2 ul (1/10 vysledného objemu)
vzorka DNA v H,O x Ml (0,1 -4 ug DNA)
deionizovana voda doplnit do objemu 20 pl

e V zavislosti na Strukture a Cistote vzorky pridavame 1-10 U enzymu / ug DNA.
e Inkubujeme 1-4 hodiny pri optimalnej teplote Stiepenia, potom reakciu
zastavime pridanim vzorkového pufru alebo ochladenim zmesi na -20°C,
pripadne zahriatim 20 min, 65°C.
e Mnozstvo a kvalitu Stiepenej DNA zistime pomocou elektroforézy
v agarézovom gele.
( material : 3.2.1.)

4.5. Elektroforéza DNA v agar6zovom géle.

Elektroforézu vykonavame v aparate pre horizontalnu gélovu elektroforézu v pufre 1x
TAE. Dizka gélov je 6-10 cm a hribka 3-5 mm, vzdialenost elektrod 14 cm. Pre
delenie fragmentov vacsich nez 800 bazovych parov (bp) pouzivame 1% agarézoveé
gély, pre delenie kratSich fragmentov pouzivame 2% agarézové gély tvorené zmesou

Sea Kem agarézy a NuSieve agarézy (FMC, USA) v pomere 1:1. Do jamiek
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s rozmermi 4-15 x 2 mm nanesieme 6-50ul vzorku, obsahujuceho 10ng-2ug DNA.
K vzorkam pridavame vzorkovy pufor ( 1/5 celkového objemu) obsahujuci
bromfenolovi modru pre odhad polohy delenych fragmentov behom elektroforézy.
Deliace napatie volime v rozmedzi 0,5 — 10V/cm. Elektroforézu ukonéime v dobe,
ked bromfenolova modra prekona vzdialenost dostatocnu pre delenie fragmentov
DNA. Gél potom ofarbime v roztoku ethidium bromidu ( 0,5 pg/ml) po dobu 10 min.
Gél fotografujeme s Cervenym filtrom v prechadzajucom ultrafialovom (UV) Ziareni
(300-310 nm).

( material : 3.2.4.)

4.6. lzolacia fragmentov DNA z gélu pomocou NucleoSpin®

Extrakt 2 in 1 (Macherey — Nagel, Nemecko )

o Cistym skalpelom vyreZzeme oblast gélu s pozadovanym fragmentom DNA,
prenesieme do skumavky a zvazime.

e Na kazdych 100mg pridame 300ul roztoku NT1

e Vzorku inkubujeme pri 50°C az kym sa agardza nerozpusti ( 5-10 min).

e Vzorku kratko vortexujeme kazdé 2-3 minuty.

e NucleoSpin Extract kolonku umiestnime do mikroskumavky, nanesieme
vzorku a centrifugujeme ( Hettich MIKRO 20, 11000 g, 1 min).

e Pridame 600 pl roztoku NT3 a opat' centrifugujeme ( Hettich MIKRO 20, 11000
g, 1 min).

e Pridame 200pl roztoku NT3 a opat centrifugujeme ( Hettich MIKRO 20,
11000g, 2 min) tak aby sme roztok NT3 uplne odstranili.

e Kolonku umiestnime do Cistej mikroskumavky, nanesieme 25 — 50 ul eluéného
pufru alebo deionizovanej vody, nechame stat 1 min pri izbovej teplote a
potom centrifugujeme ( Hettich MIKRO 20, 11000g, 1 min).

4.7 .Ligacia DNA v roztoku

e V 0,5 ml mikroskimavke namieSame reakénu zmes:
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10x liga¢ny pufor ( MBI Fermentas ) 1 ul (1/10 objemu )

DNA vektor a inzert v molarnom pomere 1:3-4 (0,1 =10 mM)
T4 DNA ligaza ( MBI Fermentas) 0,2 ul (0,08 U)
deionizovana H,O doplnit do 10 ul

e Ligacnu zmes inkubujeme 2-4 hodiny pri laboratornej teplote.

e Pre zvySenie ucinnosti reakcie mdézeme preniest ligaénu zmes do vodného
kupela s laboratornou teplotou, premiestnit do chladnicky a nechat’ ligovat' cez
noc.

e Ligazu inaktivujeme zahriatim na 65°C po dobu 15 min.

e 1 -5 plligaCnej zmesi transformujeme do E.coli vybraného kmena.

( material : 3.2.1.)

4 8. Kutlivacia tkanivovych kultur.

4.8.1. Pasazovanie mySich embryonalnych fibroblastov a buniek

sarkomovej linie K4

Cicavcie fibroblasty su Standardne kultivované v termostate pri 37°C a 5% CO; na
miskach pre tkanivové kultiry (60 mm alebo <100 mm). Pasazovanie
vykonavame spravidla po 3 az 4 dioch v zavislosti na konfluencii misky. Na malej
miske (60 mm) kultivujeme bunky v 4-5 ml média, na velkej miske (& 100 mm)
v 10 ml média. Kulturu pravidelne kontrolujeme pod mikroskopom ( Nikon Elipse TS
2000) aby sme v€as odhalili pripadnd kontaminaciu. Pred pasazovanim je treba
nechat médium a trypsin vytemperovat na 37°C vo vodnom kupeli po dobu 15 min.

e Odsajeme médium z misky. Pridame trypsin ( na malu misku 0,5 ml, na velku
misku 1 ml ), oplachneme cely povrch krizivym pohybom, odsajeme a
nahradime novym trypsinom s rovnakym objemom.

e Trypsin nechame pdsobit 4-6 minut, kym sa bunky neoddelia od dna misky.

e Aktivitu trypsinu zastavime dodanim kompletného média DMEM ( na malu
misku 2ml, na velku misku 5 ml) a dokonale resuspendujeme agregaty buniek.

e Na novu misku s pripravenym kompletnym meédiom prenesieme pozZzadovany

objem bunkovej suspenzie — na malu misku 0,4 ml suspenzie do 4 ml nového
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média, na velkl misku 1ml suspenzie do 9 ml média. V pripade

transfekovanych buniek pridame tiez selekéné antibiotikum.

4.8.2. Priprava a rozpestovanie stabilatov bunkovych linii.

Priprava stabilatov

Pre pripravu stabilatov z danej bunkovej linie kultivujeme bunky na velkych miskach

az po dosiahnutie uplnej konfluencie ( 100%). Z jednej velkej misky nasledne mdézme

pripravit dva stabilaty buniek do 1,5 ml mikroskumaviek Nalgene.

Z misiek odsajeme médium, oplachneme 1 ml trypsinu a opat odsajeme

Na misku priddme 1 ml nového trypsinu, prenesieme do termostatu a
nechame pdsobit po dobu 4 — 6 minut.

Pbsobenie trypsinu zastavime pridanim 4 ml kompletného média,
resuspendujeme, prenesieme do 15 ml plastovej skumavky Falkon a
centrifugujeme ( Eppendorf Centrifuge 5804R, 180g, 3 min).

Opatrne odsajeme médium, priddme 1 ml zamrazovacieho roztoku ( 90%
FBS, 10% dimethylsulfoxid )

Mikroskimavky umiestnime do zamrazovacej nadoby s isopropanolom,
ulozime do -70°C a na druhy den ich prenesieme do kontajneru s tekutym

dusikom.

Rozpestovanie buniek zo stabilatov

Skumavku s bunkami vyberieme z tekutého dusiku a prenaSame na lade.

Vo vodnom kupeli ( 37°C) nechame suspenziu buniek v mikroskumavke 1-2
minuty roztopit' a prenesieme do 9 ml temperovaného kompletného média v
15 ml skumavke Falcon.

Suspenziu v médiu centrifugujeme ( Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3
min) a supernatant opatrne odsajeme.

Pridame 5 ml nového kompletného meédia, resuspendujeme, prenesieme na

pripravenu misku s 5 ml média a skontrolujeme pod mikroskopom.
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4.9. Transfekcia cicavcich fibroblastov

Pre transfekciu pouzivame plazmidovu DNA precistenu cez kolonku komeréného kitu
NucleoSpin® Plasmid, ktorej koncentraciu sme predtym zmerali na spektrofotometri
( Shimadzu UV 1650 PC). Pre stabilnu transfekciu si pripravime malé misky (< 60
mm) s konfluenciou cca 80%. Pre tranzientnu transfekciu ( bunky po 48 hodinach
zlyzujeme) si pripravime velké misky (& 100 mm). Pred transfekciou si pripravime
médium DMEM s neesencialnymi aminokyselinami, ale bez FBS ( fetalne bovinné
sérum) a bez antibiotik. Pracujeme sterilne v boxe vysvietenom UV po dobu
najmenej 15 minut, aby sme predisli kontaminacii.
1.den

e Z misiek odsajeme médium a vymenime ho za médium bez antibiotik ( ATB).
2.den

e Z misiek najprv odsajeme staré médium a pridame médium bez FBS a ATB
( na malu misku 3 ml a na velkd misku 8 ml).

e V jednej mikroskumavke resuspendujeme v 0,5 ml média bez FBS a ATB 4-
15ug precistenej plazmidovej DNA a nechame 5 minut inkubovat' v boxe pri
laboratornej teplote.

e Do druhej mikroskumavky si pripravime 0,5 ml média bez FBS a ATB a podla
hmotnosti DNA pridame lipofectamin — pomer mézeme zvolit : ( v naSich
pokusoch 1 ug DNA / 3 ul lipofectamin alebo 1 ug DNA / 2 pl lipofectamin).
Médium s lipofectaminem dbkladne resuspendujeme a nechame inkubovat 5
minut.

e Potom obsah oboch mikroskumaviek spojime, dokladne resuspendujeme a
nechame 20 minut inkubovat. Behom inkubacnej doby znovu odsajeme
z misiek médium a pridame rovnaky objem nového média opat bez FBS a
ATB .

e Po 20 minutach priddame 1ml zmesi lipofectaminu a DNA kbunkam a
nechame pdsobit 6 h v termostate pri 37 °C.

e Po uplynuti 6 h médium odsajeme a vymenime za médium s FBS ale bez
ATB.

e Meédium z misiek odsajeme a vymenime za kompletné médium DMEM.
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4. den

4.10.

V pripade transfekcie plazmidovou DNA, ktora kdduje fluorescenéne znaceny
protein, skontrolujeme fluorescenciu buniek pomocou fluorescenéného
mikroskopu ( Nikon Elipse TS 2000). V pripade tranzientnej transfekcie
z buniek pripravime proteinové lyzaty. V pripade stabilnej transfekcie pridame

selekéné antibiotikum, ktoré potom pridavame pri kazdom pasazovani.

Priprava proteinovych lyzatov z cicavcich buniek

4.10.1 Lyzaty pripravené pomocou RIPA lyzaéného pufru:

Lyzaty z fibroblastov pripravujeme na lade ( pripadne v chladovej miestnosti).

Velku misku so 100% konfluentnou vrstvou buniek prenesieme z termostatu
na fad, nechame cca 5 minut ochladit a odsajeme médium.

Misku 2x oplachneme 5 ml vychladenym 1xPBS a odsajeme.

Na kazdu misku pridame 1 ml premixu lyzaéného pufru RIPA a inhibitorov.
Nechame lyzovat 12-15 minut pri O °C na preklapacej trepacke ( Biosan, MR-
1).

Bunky z povrchu misky zoSkrabeme Skrabkou, prevedieme do mikroskumavky
a pretiahneme 6-12x injek&nou striekackou s ihlou 21G pokial nie je suspenzia
Cira a bez bunkovych agregatov.

Suspenziu centrifugujeme ( Eppendorf Centrifuge 5417R, 11000g, 20 min,
0°C).

Po centrifugacii odsajeme opatrne supernatant, prevedieme do novej
mikroskimavky a odoberieme aliquot 50 ul pre stanovenie proteinovej

koncentracie. Lyzaty nechame zamrazit' v -20°C.

( material : 3.3.)

4.10.2. Lyzaty pripravené pomocou Leammli lyzacného pufru

2x Leammli lyza¢ny pufr si nechame vyhriat na 75°C.
Velkd misku so 100% konfluentnou vrstvou buniek prenesieme z termostatu
na lad a nechame vychladit’ cca 5 minut a nasledne odsajeme médium

Misku nasledne 2 x 5 ml oplachneme fadovym PBS a odsajeme.
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e Pridame vyhriaty 2x Leammli lyzaCny pufr a ihned zoSkrabeme do
mikroskumavky.
e Potom mikroskumavky s lyzaCnou zmesou povarime 15 minut pri 100°C.
Lyzaty uchovavame v -20°C.
( materiél : 3.3.)

4.11. Stanovenie koncentracie proteinov — Folinova metdda

Koncentracia proteinov vo vzorkach zcicav€ich fibroblastov bola stanovena
kolorimetricky pomocou upravy D, Protein Assay ( Bio-Rad, USA)
e Pripravime si riediacu radu hovadzieho sérového albuminu (BSA)

nasledujucim spésobom:

BSA 2mg/ml (pl) Pufr RIPA (ul) Vysledna koncentracia
BSA (ug/ul)

0 50 0

5 45 200

10 40 400

20 30 800

37,5 12,5 1500

e Z odobraného 50 pl aliquotu lyzatu prenesieme 25 ul do novej mikroskumavky
a zmieSame s 25 pl pufru RIPA.
e Pridanim 20 pl roztoku S do 1 ml roztoku A si pripravime roztok A’. Do
mikroskumaviek potom pipetujeme 125 ul A" a 25 pl lyzatu riedeného pufrom
RIPA alebo Standardu BSA.
e Do kazdej mikroskumavky potom dodame 1 ml roztoku B, kratko zamieSame
na vortexe a nechame 15 minut v tme.
e Po 15-tich minutach zmeriame na spektrofotometri absorbanciu vzoriek pri
750 nm ( takto pripravené vzorky su stabilné 2 h)
Z nameranych dat Standardov so znamou koncentraciou vytvorime graf zavislosti
absorbancie na koncentracii. Dopoc€itame koncentraciu proteinov v nasich lyzatoch a

upravime koncentraciu vo vSetkych vzorkach na rovnaku hladinu pomocou riedenia
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pufrom RIPA a potom doplnime %2 objemu Leammli pufrom ( 6x koncentrovany).
K takto upravenym lyzatom pridame 1/20 objemu 1 M DTT, 5 minut povarime
v bloCku pri 100°C a nanasame na gél pre SDS — PAGE.

4.12. Tris — glycinova SDS — gélova elektroforéza proteinov
(SDS-PAGE ) s vyuzitim supravy BIO-RAD Mini Protean lll Cell

Po zostaveni aparatury pre nalievanie gélov namieSame zmes pre separacny geél a
ihned aplikujeme do priestoru medzi skla v aparatire a prekryjeme vrstvou
miliporovej vody. Po stuhnuti gélu ( 10-30 min ) vodu odsajeme a nahradime Cerstvo
namieSanou zmesou pre zaostrovaci gél. Medzi skla vlozime hreben na vytvorenie
jamiek pre nanasSanie vzoriek. Po polymeracii zaostrovacieho gélu jamky niekolko-
krat preplachneme pufrom pre SDS-PAGE.

Roztoky proteinov vo vzorkovom pufre doplnime 1/20 objemu 1 M
dithiotreitolu (DTT), inkubujeme 3 minuty pri 100°C a po odstraneni pripadnych
pevnych uc&asti centrifugaciou (10000g, 0,5 min) nanesieme do jamiek v gély. Dvojicu
gélov ( alebo jeden gél s doplfiujucim nastavcom) vlozime do aparatury pre
elektroforézu a zalejeme pufrom pre SDS-PAGE.

Pokial sa bromfenolova modra z vzorkového pufru ( a spolu s fiou tzv. Celo
elektroforézy) pohybuje v zaostrovacom géle, prebieha elektroforetické delenie pri
konstantnom prude 10mA/gél. Po vyputovani Cela elektroforézy zo zaostrovacieho
gélu nastavime pretekajuci prud na 20 mA/gél. Ked celo elektroforézy dosiahne
spodny okraj gélu, odpojime zdroj elektrického napatia a gél vyberieme z aparatury.
Nasledne mézeme gél ofarbit pomocou Commasie briliant blue alebo pouzit pre
prenos proteinov na membranu metédou Western blot.

( material : 3.4.)
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Gélovu zmes pre 2 gély Siroké 0,75 mm zmieSame v nasledujucom poradi:

10% separacny gél: Zaostrovaci gél:
3,33 ml protogel 0,65 ml protogel
2,5 ml 4xTris/SDS pH 8,8 1,25 ml 4x Tris/SDS pH 6,8
4,17 ml voda 3,1 ml voda
12 yl TEMED 10ul TEMED
60 pl 10% APS 50ul 10% APS

4.13. Western blot ( prenos proteinov na membranu pomocou
BIO-RAD Trans-blot)

Gél s proteinami rozdelenymi pomocou SDS-PAGE prenesieme na filtraCny papier
Whatman navihéeny v blotovacom pufry a zostavime aparaturu pre prenos na
nitrocelulézovu membranu ( Nitrobind, MSI, USA) v nasledujucom poradi: izola¢na
hubka, filtraCny papier Whatman, gél, membrana ( navihéena v blotovacom pufru),
filtraCny papier Whatman, izolaéna hubka.

Prenos nechame prebiehat pri napati 100V ( 240mA ) za staleho mieSania a
chladenia fadom po dobu 1,5 hodiny. Membranu s prenesenymi proteinami
oplachneme v TBS a nasledne mézeme pokracovat v postupe pre imunodetekciu
proteinov alebo membranu zatavime do polyetylénovej folie pre pozdejsie
spracovanie. Gél po blotovani mézeme pre kontrolu prenosu proteinov ofarbit cca 30
min vo farbiacom roztoku a potom nechat odfarbovat do druhého dna.

( material : 3.4.)

4.14. Imunodetekcia proteinov na membrane

Membranu s prenesenymi proteinami oplachneme roztokom TBS a blokujeme 45-60
minut vo zvolenom blokovacom roztoku na preklapacej trepacke ( Biosan, MR-1).
Zablokovanu membranu zatavime do polyetylénovej félie a inkubujeme s roztokom

primarnej protilatky cez noc ( cca 16-18 h) na preklapacej trepacke v chladnicke pri
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4°C. Nadbyto¢nu primarnu protilatku potom odstranime odmytim v TTBS ( 3x10
minut).

Roztok sekundarnej protilatky konjugovanej s chrenovou peroxidazou pridame
k membrane zatavenej do polyetylénovej félie a inkubujeme pri laboratérnej teplote 1
h. Potom membranu odmyvame 3 x 10 min v TTBS a 1x10 min v TBS v dostato¢ne
velkom objeme roztoku.

Po odmyti nadbytoCnej sekundarnej protilatky membranu inkubujeme
s vyvijacim roztokom pre chrenovu peroxidazu (HRP).

Membranu vo vyvijacom roztoku pre chrenovu peroxidazu inkubujeme cca 5
min. na tmavom mieste. Membranu po inkubacii kratko osuSime a vlozime do
priehladnej kancelarskej folie. Nasledne membranu vyvoldvame pomocou
vyvolavacieho pristroja LAS 4000 ( FUJI ).

SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate ( Pierce Biotechnology) suprava
obsahuje roztoky:

Roztok luminolu s enhancerom

Roztok stabilného peroxidu
Vyvijeci roztok pre chrenovu peroxidazu pripravime zmieSanim roztokov z prislusne;j

supravy v pomere 1:1.

4 .15. Imunohistochemické farbenie cicav¢ich buniek

Bunky pre imunohistochemické farbenie nechame rast minimalne 24 hodin na
sklickach. Sklicka sa omyvaju v HCI pre zdrsnenie povrchu, nasledne sa omyvaju vo
vode a uchovavaju sa v Cistom etanole. Pred pouzitim sa sklicka z etanolu vytiahnu a
opalia. Nasledne sklicka vlozime do 6-jamkovej dosti¢ky. V pripade potreby mdézme
pokryt proteinami extracelularnej matrix. Nakoniec na sklicka nanesieme bunkovu
suspenziu v kompletnom médiu a nechame rast v termostate pri 37°C.

e Po vybrati skliCiek s bunkami z termostatu ich 2x oplachneme v 1xPBS a

fixujeme v 4% paraformaldehyde po dobu 10 minut.

e Po fixacii bunky 2 x oplachneme v 1xPBS

55



Nasledne na bunky aplikujeme roztok 0,3% Triton-X100 v Mg-PBS
(permeabilizacia bunkovych membran) po dobu 10 minut a nasledne opat' 2 x
oplachneme v 1xPBS.

Sklicka prenesieme z 6 jamkovej kultivacnej dostiCky na parafilm ( bunkami
navrch) a blokujeme 30 minut v 200 pl 3% BSA v Mg-PBS.

Po zablokovani polozime sklicka bunkami dole na 50 pl kvapku premixu
primarnej protilatky a inkubujeme 2-3 hodiny.

Po uplynuti danej doby sklicka dame spat’ do 6 jamkovej kultivacnej dostiCky a
3-4 x odmyjeme v 1x PBS po dobu 30 minut.

Nasledne sklicka prenesieme opat na parafilm bunkami hore a kvapneme na
ne 100ul premixu sekundarnej protilatky a inkubujeme 1 hodinu.

Po inkubacii sklicka opat preplachneme 3-4 krat v 1x PBS po dobu 30 minut.
V pripade farbenia buniek faloidinom konjugovanym s fluorescenénimi
znaCkami sklicka opat dame na parafilm a kvapneme na ne 70ul roztoku,
v ktorom sa nachadza 1 pl faloidinu. Inkubujeme 10 minut a nasledne
odmyvame v 1x PBS rovnakym spésobom ako po primarnej aj sekundarnej
protilatke.

Sklicka preplachneme v destilovanej vode aby sme odmyli prebytocné soli,
postavime sklicko na buni€inu a vacsinu vody odsajeme. Na podlozné sklicko
nanesieme 7 pl montovacieho média s DABCO a prikryjeme sklickom

s bunkami.

( materiéal . 3.6.)

4.16. Pokryvanie skliCok proteinmi extracelularnej matrix

4.16.1. Priprava skliCok pokrytych Zzelatinom konjugovanym

s fluorescen¢nou znackou AlexaFluor633

Na zacCiatok rozpustime 10 mg Zzelatinu v1 ml 0,1 M hydrogenuhliCitanu

sodného.

Nasledne rozpustime fluorescenénu znacku AlexaFluor 633 ( 1 mg ) v 100 pl

dimethyl formamide a pridame po kvapkach k roztoku Zelatinu a zamieSame
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(30 minut, 4°C, chladova miestnost ) — 2 pl roztoku AlexaFluor633 do 1 ml

roztoku zelatinu.

Konjugovany  Zelatin-alexafluor633  oddelime  od neskonjugovanej
fluorescencnej znacky premytim cez kolonu.

Nasledne vytvorime premix vody a roztoku Zelatin-alexafluor633 ( 5 ul Zelatin-
alexafluor633 a 45 pl vody). Touto zmesou pokryjeme sklicko a nechame cca
hodinu schnut pri laboratérnej teplote.

Po zaschnuti pridame 300 pl H,O a dame na 15 minut do chladnicky.

Potom priddme 2 ml 0,5 % roztoku glutaraldehydu v PBS a opat vloZzime do
chladni¢ky na 30 minut.

Po inkubacii oplachneme 2 x steriinym PBS a nechame 24 hodin v chladnicke
v PBS.

Pred pridanim buniek k takto pripravenym sklickam ich eSte 1x oplachneme

v kompletnom DMEM médiu.

4.16.2. Priprava sklicok pokrytych fibronektinom

Pripravime si roztok fibronektinu 10 ug/ml vo vode ( zasobni roztok 1 mg/ml).
Nasledne tymto roztokom pokryjeme sklicka ( 100ul na skli¢ko )
Nechame v sterilnom boxe schnut cca 2 hodiny.

Po uschnuti na skliCka priamo aplikujeme bunkovu suspenziu.

4.17. Zelatinova zymografia

Bunky na kofluentnych velkych miskach trypsinizujeme ako pri pasazovani.
Aktivitu trypsinu inhibujeme 4 ml kompletného média. Bunkovu suspenziu
prenesieme do 15 ml plastovej skumavky Falcon a centrifugujeme.
Supernatant opatrne odsajeme a bunkovy sediment resuspendujeme v 10 ml
meédia s FBS a centrifugujeme

Predchadzajuci krok zopakujeme este raz.

Spocitame bunky a pripravime si koncentracie 50 000, 100 000 a 200 000
buniek v 500 pl média s FBS
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Bunkovu suspenziu s danou koncentraciou premiestnime na 24 jamkovu
dosti¢ku v duplikatoch.

Dalsi derl 2 x oplachneme bunky médiom bez FBS. Nasledne k bunkam
pridame 300 pl média bez FBS.

Po 24 hodinach odoberieme vzorku 30 ul z kazdej jamky a zamrazime v -
70°C.

Po 72 hodinach odoberieme vzorku 30 ul z kazdej jamky a zamrazime v -
70°C.

Vzorky pre zymografiu pripravime zmieSanim 23 ul odobraného supernatantu
s 7 ul 4x Laemmli pufru. K vzorkom nepridavame DTT ani ich nevarime.
Pripravime 10% gél pre SDS-PAGE ako obvykle. Namiesto vody vSak
pridame Zelatin ako substrat v koncentracii 5 mg/ml.

Do kazdej jamky nanesieme 30 ul vzorky.

Gél pustime pri 4 °C ( aparaturu umiestnime do chladni¢ky alebo obklopime
ladom) pri napati 15 mA.

Po skonfeni SDS-PAGE renaturujeme proteiny inkubaciou gélu
v renaturaénom pufre po dobu 2 hodin. Po hodine inkubacie pufor vymenime
Zza novy.

Gél oplachneme vodou a inkubujeme cez noc v aktivacnom pufre v termostate
pri 37°C.

Po skon&eni inkubacie gél ofarbime Coomassie Blue 30 minut pri laboratérne;j
teplote.

Polohu skumanych degradacnych enzymov ur¢ime podla neofarbenych miest

v géle.

( material : 3.5.)

4.18. Migracné eseje

4.18.1. IBIDI systém pre sledovanie bunkovej migracie.

Narastené bunky trypsinizujeme, spoCitame a pripravime si suspenziu
s koncentraciou 7.10° buniek na ml.

Do IBIDI inzertov aplikujeme 70 pl pripravenej bukovej suspenzie.
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Potom bunky vloZime do inkubatoru ( 37 °C, 5 % CO;) a nechame ich tam do
druhého dna.

Na druhy den IBIDI inzerty vytiahneme pomocou sterilnej pinzety. Vytvorime
tak priestor, do ktorého budu bunky migrovat.

Proces zarastania volného priestoru sledujeme a toto postupné
zamigrovavanie vytvoreného volného priestoru fotodokumentujeme pomocou
mikroskopu Nikon-Eclipse TE2000-S (10x/0.25 Plan Fluor objective) kazdé 3
hodiny.

Obr. 4.1. Schematicky postup IBIDI migraénej eseje.

4.18.2. Platypus (Oris) systém pre sledovanie bunkovej migracie.

Bunkovu suspenziu si pripravime tak ako v predchadzajucom pripade ale
koncentraciu buniek volime 50 000 buniek na 100 pl.

Do 96 jamkovej dosticky vlozime tzv. stopre, ktoré vytvoria na dne kazdej
jamky priestor, do ktorého budu bunky nasledne migrovat.

Nasledne do jamiek aplikujeme 100 ul bunkovej suspenzie, vlozime do
inkubatora ( 37°C, 5 % CO, ) a nechame bunky cez noc prisadnut.

Na druhy den stopre vytiahneme a nechame bunky migrovat do stredu jamiek.
Proces zamigrovavania tejto plochy fotodokumentujeme kazdé 3 hodiny

pomocou mikroskopu Nikon-Eclipse TE2000-S (4x/0.13 Plan Fluor objectives).
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Obr. 4.2. Schematicky postup Platypus (Oris) migraénej eseje.

4 .19. Test invazivity

Na testovanie invazivnych schopnosti buniek sme pouzili u-Slide Angiogenesis
systém od firmy IBIDI.
e V prvom kroku si pripravime roztok kolagénu nasledujucim spésobom :
200 pl collagen G ( 4mg/ml ) Biochrom
200 pl collagen R ( 2mg/ml ) Serva
46 ul NaHCO3
46 yl média HMEM

10 pl tohto roztoku aplikujeme do kazdej jamky v u-Slide Angiogenesis

dosticke.

e Vlozime do inkubatoru (37°C) a pockame cca 30 minut kym roztok
kolagénu neztuhne.

e Nasledne si pripravime bunkovt suspenziu s koncentraciou 2.10° buniek/
ml. 50 pl tejto supenzie potom aplikujeme do kazdej jamky na stuhnuty
kolagén.

e Vlozime do inkubatoru ( 37°C, 5 % CO; ) a po troch drfioch vyhodnotime

podet buniek, ktoré invadovali a tiez hibku do akej sa dostali.
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0.8 mm gel matrix (10 plb

Obr. 4.3. Schématicky postup testovania invazivity pomocou y-Slide Angiogenesis systému.
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5 Vysledky:

Cielom tejto prace je objasnit vplyv fosforylacie tyrozinu 12 v SH3 doméne
proteinu CAS na vazbu prirodzenych ligandov SH3 domény astym spojenu
regulaciu bunkovych odpovedi sprostredkuvanych cez protein CAS. Tyrozin 12 sa
nachadza na vazbovom povrchu SH3 domény a je jednou z aminokyselin, ktoré

tvoria prvu hydrofébnu vazbovu kapsu, pre vazbu polyprolinového helixu.

Obr. 5.1. Vazbovy povrch SH3 domény proteinu CAS zobrazeny s naviazanym FAK peptidom (
zelene ). Povrch SH3 domény zobrazeny v roznych farbach v zavislosti na naboiji ( biele plochy —
neutralne aminokyseliny, ¢ervené plochy — negativne nabité aminokyseliny, modré plochy — pozitivne
nabité aminokyseliny.

( prevzaté a upravené podla (Wisniewska et al., 2005 ))

Tyrozin 12 ako miesto fosforylacie v SH3 doméne proteinu CAS bolo
objavené pomocou fosfoproteomickej Studie urobenej v spolupracujucom laboratériu
profesora Hanksa ( Vanderbilt University, USA) ( Luo W. et all., J Proteome Res.

2008 ). Pre analyzu vyznamu fosforylacie tyrozinu 12 v SH3 doméne CAS bolo
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potrebné vymenit tyrozin 12 za aminokyseliny, tak aby vznikla varianta
napodobujuca fosforylovany stav alebo naopak aby bola nefosforylovatelna.
NajvhodnejSimi kandidatmi boli aminokyseliny glutamat ako fosfomimikujuca mutacia
(Y12E), ktory ma vo svojom postrannom retazci skupinu so zapornym nabojom,
napodobujucim  zaporny naboj fosfatovej skupiny a fenylalanin  ako
nefosforylovatelna varianta, kedze sa od tyrozinu liSi iba tym, Ze neobsahuje OH
skupinu na benzénovom jadre. Takto pripravené varianty nasledne pouzil méj skolitel
dr. Brabek a pomocou GST-pull down experimentu s GST-znaenou SH3 doménou
CAS dokazal, Zze vymena tyrozinu 12 za fosfomimikujuci glutamat (Y12E) zruSila
vazbu SH3 domény skinazou FAK a fosfatdzou PTP-PEST. Taktiez in vitro
fosforylovacia wt-SH3 domény CAS spésobila zruSenie vazby s rovnakymi ligandami.
Na druhej strane vymena tyrozinu 12 za fenylalanin (Y12F) nemala Ziadny efekt na

interakciu (obr. 5.2.)

FAK
GST WT Y12E Y12F total WT WT+P Y12F Y12F+P total
PTP-PEST
GST WT Y12E Y12F total WT WT+P Y12F Y12F+P
P 3

Obr. 5.2. Interakcia GST znaenych SH3 domén s prirodzenymi ligandami — kindzou FAK (hore)
a protein fosfatazou PTP-PEST (dole). Fosfomimikujuca mutacia Y12E a taktiez fosforylacia
tyrozinu 12 spdsobuje zruSenie vazby jednak s FAK i PTP-PEST priCom Y12F mutacia nema Ziadny
efekt.

Pre analyzu efektu fosforylacie tyrozinu 12 na rézne bunkové odpovede bolo
potrebné vytvorit' varianty proteinu CAS mutované v SH3 doméne v ramci celého
proteinu. Pripravené varianty proteinu CAS s vymenenym Y12 za fenylalanin alebo
glutamat boli nasledne vlozené do vektorov a vytvorené vektory CAS-pUC a CAS-
IRES-GFP (obr.5.3 A,B).
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Obr. 5.3. A. Vektor pUC s vlozenym CAS fragmentom. B. Vektor IRES-GFP s vlozenym CAS

fragmentom.

5.1. Exogénna expresia proteinu CAS v cicavcéich bunkach.

5.1.1. Priprava expresnych vektorov s viozenym fragmentom DNA

kodujucim protein CAS.

Pre pripravu expresnych vektorov bola vyuzitd DNA kodujuca protein CAS,
ktora bola predtym vloZena do vy$Sie uvedenych vektorov. Nasledne boli fragmenty
DNA vlozené do vektoru pIRES-puro, ktory bol pouZity pri priprave stabilne
transfekovanych linii. Dal§im pouzitym vektorom bol pEGFP-C1, pomocou ktorého
sme ziskali protein CAS fuzovany s GFP na N-konci. Tento vektor bol vyuzity na
tranzientnu transfekciu.

Pri priprave pIRES-puro vektoru pre tvorbu stabilnych linii bol vychodzim
vektorom CAS-IRES-GFP vektor. Pomocou restrikCnych endonukleaz Eco47lll a
EcoRIl bol CAS fragment vyStepeny z vektoru. Restrikéna zmes bola nasledne
rozdelend pomocou agarozovej elektroforézy a fragment odpovedajucej velkosti bol
z gelu vyizolovany. Fragment bol zmieSany s pripravenym vektorom pIRES-puro

v pomere 3:1 a ligovany do vektoru. Po overeni uspesSnosti ligacie pomocou
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agarozovej elektroforézy, bol vektor transfekovany elektroporetickou metédou do
kmena E.coli, naprodukovany vo velkom a nasledne vyizolovany a pripraveny na
tranfekciu do cicavcCich buniek.

V druhom pripade bol vychodzi vektorom CAS-pUC. V tomto pripade boli na
vyStepenie fragmentu pouZité restrikéné enzymy EcoRI a BamHI. Dal$i postup bol
analogicky s pripravou vektoru pIRES-puro (vid vysSie).

A B
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Obr. 5.4. A. Vektor pIRES-puro-CAS uréeny pre pripravu stabilnych transfekcii. B. Vektor CAS-

EGFP-C1 uréeny pre pripravu tranzientnych transfekcii.

5.1.2. Priprava linii mySich embryonalnych fibroblastov exprimuijucich

varianty proteinu CAS.

Pre pripravu stabilne transfekovanych linii mySich embryonalnych fibroblastov
(MEF) bol pouzity vektor pIRES-puro-CAS, ktory niesol gén pre rezistenciu
k selekénénu antibiotiku puromycin. MEF, ktoré neexprimovali protein CAS (CAS-/-
MEF) boli transfekované pomocou reagencie Lipofectamine 2000 a na treti den po
transfekcii sa zacalo s pridavanim puromycinu v koncentracii 3 pg/ml. Po kultivacii

a selekcii trvajucej 5 tyzdnov, ked boli bunky rozrastené na dostatoné mnozstvo,
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boli vytvorené stabilaty pre dalSie pouzitie a uspesnost transfekcie bola overené
pomocou western blotu ( obr. 5.5. A, B ). Z priloZzenej vyvolanej membrany sme
usudili, transfekcia bola uUspeSna avSak hladina expresie CAS uMEF sa
u jednotlivych variant liSila, na rozdiel od hladiny expresie CAS v Src-

transformovanych MEF, kde bola na rovnakej urovni.

A. p130Cas (MEF) WT YE YF -/-
B. p130Cas (MEF+SrcF) SC WT YE YF

Obr. 5.5. A. Hladina expresie proteinu CAS v mysich embryonalnych fibroblastoch ( WT —
nemutovany CAS, YE — tyrozin 12 v SH3 doméne mutovany za glutamat, YF - tyrozin 12 v SH3
doméne mutovany za fenylalanin ). B Hladina expresie proteinu CAS v mySich embryonalnych
fibroblastoch transformovanych aktivovanou variantou kinadzy Src ( Src527F - tyrozin 527
mutovany za fenylalanin, WT — nemutovany CAS, YE - tyrozin 12 v SH3 doméne mutovany za
glutamat, YF - tyrozin 12 v SH3 doméne mutovany za fenylalanin, SC — pozitivnha kontrola

MEF+Src527F kde je protein CAS exprimovany pomocou retrovirového transferu )

5.2. Efekt exogénnej expresie proteinu CAS na celkové

mozstvo fosforylacie proteinov.

Fosforylacia proteinov komplexu fokalnych adhézii je délezitym krokom
v prenose signalu od integrinovych receptorov na povrchu dalej do bunky. Protein
CAS je dblezitym adaptorovym proteinom vo fokalnych adhéziach a interaguje
s roznymi proteinmi fokalnych komplexov a ma tak vyrazny vplyv na fosforylaciu
tyrozinov v ich retazcoch.

Jednym takymto proteinom je aj kinaza FAK (7125kDa), ktora ma niekolko

tyrozinov vretazci, ktoré mbézu podliehat fosforylacii. Z predchadzajucich
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experimentov vyplyva, Ze expresia CAS v mySich embryonalnych fibroblastoch
jednak netransformovanych i transformovanych mierne zvySuje fosforylaciu tyrozinu
397 ( FAK autofosforylatné miesto) a vyrazne zvySuje fosforylaciu tyrozinu 861
(tyrozin fosforylovany kinazou Src) ( Brabek et al., 2004 ). Z tohoto dovodu sme
analyzovali fosforylaciu tychto tyrozinov i u variant CAS s mutovanou SH3 doménou.
Proteinové lyzaty z MEF exprimujucich varianty CAS boli zrovnané na rovnaku
koncentraciu a boli z nich pripravené vzorky na SDS-PAGE ( lyzat+DTT+6xLaemmli).
Nasledne boli vzorky rozdelené na 10% polyakrylamidovom géle, prenesené na
nitroceluldzovd membranu metédou western blot. Membrana bola potom
zablokovana v BSA a inkubovana v primarnej a nasledne sekundarnej protilatke
konjugovanej s chrenovou peroxidazou. Z vyvolanych membran vyplyva, Ze mutacia
Y12E zniZovala mieru fosforylacie tyrozinov 397 a 861 kinazy FAK na uroven MEF
s deletovanym proteinom CAS. Na druhej strane miera fosforylacie Y397 a Y861
kinazy FAK bola v MEF reexprimujucich nemutovanu formu CAS i mutaciu Y12F
rovnaka ako v kontrolnych lyzatoch z SC buniek ( Src527F transformované MEF

reexprimujuce CAS z retrovirového vektoru) (obr.5.6.)

MEF MEF+Src527F
FAK WT YE YF -/- SC S WT YE YF
S— — —_—
- e T = — e
FAK(pY861) WT YE YF - S SC YF YE WT

- SE—

FAK(pY397) -- YF YE WT S SC YF YE WT

— —

-

Obr. 5.6. Mnozstvo fosforylacie tyrozinov 397 a 861 v retazci kinazy FAK. Glutamatova mutéacia
(Y12E) znizuje fosforylaciu tyrozinov 397 a 861 oproti nemutovanej forme i Y12F mutécii. U
netransformovanych fibroblastov je toto znizenie menej vyrazné ako u transformovanych ( SC —

pozitivna kontrola MEF+Src527F kde je protein CAS exprimovany pomocou retrovirového transferu, S
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— negativna kontrola, MEF + Src527F s deletovanym génom pre CAS). Vzorky su normalizované na

rovnaké mnozstvo proteinu.

Dalsim proteinom, ktory sa vyskytuje vo fokalnych adhéziach a je zapojeny do
drahy integrinovej signalizacie je paxilin (68kDa). Tento adaptorovy protein je tiez
fosforylovany na tyrozinoch v zavislosti na integrinovej signalizacii a taktieZz na jeho
fosforylaény status vplyva pritomnost €i nepritomnost p130Cas ( Brabek et al.,
2004). Vychadzajuc z tohoto sme analyzovali i tyrozinovu fosforylaciu paxilinu —
tyrozin 118. AvSak pri analyze western blotom sme nezistili Ziadne signifikantné
rozdiely vo fosforylacii tyr118 v liniach exprimujucich fosfomimikujucu variantu
p130Cas ( Y12E) ani nefosforylovatelnu formu (Y12F) (obr. 5.7.)

MEF MEF+Src527F
PAX WT YE YF -/- S SC YF YE WT

S e N e P —— |

pPAX(pY118) -  YF

b'n. v r T:*‘

Obr. 5.7. Fosforylacia paxilinu na tyrozine 118. MnoZstvo fosforylovaného tyrozinu 118 je v liniach

S SC YF YE WT

exprimujucich protein CAS ( expresia z puromycinového vektoru (WT,YE, YF) i zretrovirového
transferu (SC)) je zrovnatelné pricom sa odliSuje len od S buniek ( Src527F transformované CAS

deficientné fibroblasty), kde je fosforylacia Tyr118 znizena.

KedzZe interakcia kinazy FAK s SH3 doménou proteinu CAS je dbélezita pre
fosforylaciu substratovej domény, dalSim krokom bola analyza vplyvu mutacii v SH3
doméne ( Y12E, Y12F ) na tuto fosforylaciu. Opat pomocou western blotu sme zistili,
ze ak bol tyrozin 12 v SH3 doméne CAS vymeneny za fenylalanin
(nefosforylovatelna forma) a takto mutovany CAS bol exprimovany v Src527F
transformovanych MEF, fosforylacia tyrozinu 410 v substratovej doméne bola

zvysena (obr 5.8.).
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MEF+Src527F

p130Cas (pY410) SC YF YE WT
- ! '

Obr. 5.8. Fosforylacia tyrozinu 410 v substratovej doméne p130Cas. Mutacia Y12F zvySuje

e
-

tyrozinovu fosforylaciu substratovej domény nad urover fosforylacie v Y12E mutantovi i u wild-type
CAS. Lyzat z SC buniek je pritomny ako pozitivha kontrola velkosti a je 10x podriedeny z dévodu
vysokej expresie p130Cas z retrovirového transferu nad uroveft mnou pripravenych puromycinovych

linii. Lyzaty z puromycinovych linii boli upravené na rovnaké mnoZzstvo proteinu CAS.

5.3. Vplyv mutacie tyrozinu 12 v SH3 doméne proteinu CAS na

ieho lokalizaciu.

SH3 doména proteinu CAS je dbleZita pre jeho lokalizaciu do fokalnych
adhézii (Nakamoto et al., 1997) a preto sme sa rozhodli zistit ako vplyva mutovanie

Tyr12 na jeho lokalizaciu.

5.3.1. Vplyv Y12E mutacie na lokalizaciu CAS v mySich embryonalnych

fibroblastoch.

Prvym modelom pre zistovanie lokalizaciu mutovaného proteinu CAS boli
netransformované mySie embryonalne fibroblasty. MEF boli transfekované GFP
znaCenym CAS. Na treti den po transfekcii boli prenesené na krycie sklicka pokryté
fibronektinom. Po 24 hodinach boli sklicka niekolkokrat oplachnuté v PBS,
zafixované a inkubované s protilatkou proti fosfotyrozinu ako markeru fokalnych
adhézii. Analyzou pomocou fluorescenéného konfokalneho mikroskopu ( Leica TCS
SP2, olejovy objektiv 63x/1,45 ) sme zistili, ze u MEF, ktoré exprimovali CAS
s fosfomimikujucou mutaciou (Y12E), sme zaznamenali velmi vyrazny pokles
lokalizacie proteinu CAS do fokalnych adhézii oproti MEF reexprimujucim
nemutovanu formu CAS, pri¢om Y12F mutacia nemala ziadny efekt (obr. 5.9.). AvSak
MEF netvoria vyrazné fokalne adhézie a preto sme pre dalSie experimenty presli

k inému bunkovému modelu.
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CAS WT

CAS YF

CAS YE

Obr. 5.9. Lokalizacia variant p130Cas v bunke. Nemutovany CAS i nefosforylovatelna varianta
(Y12F) kolokalizuju so signalom protilatky proti fosfotyrozinu ¢o znaci lokalizaciu do fokalnych adhézii
(FA). Naproti tomu fosfomimikujuca mutacia (Y12E) nema vyraznejSiu kolokalizaciu s protilatkou proti

fosfotyrozinu. ( CAS — zelene, protilatka proti fosfotyrozinu(4G10) — Cervene ).
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5.3.2. Vplyv Y12E mutacie na lokalizaciu CAS v bunkach sarkdémovej

linie K4.

KedZze MEF netvorili vyrazné fokalne adhézie vyuZili sme liniu K4 ( RsK4 —
potkanie bunky spontanneho nadoru nasledne transformované Src527F), ktora tvori
vyrazné fokalne adhézie. Priprava preparatov pre pozorovanie konfokalnym
mikroskopom bola totozna s pripravou MEF ( vid vySSie) a pozité protilatky boli proti
fosfotyrozinu, fosfopaxilinu a proti F-aktinu bol pouzity faloidin ( markery FA). U K4
buniek sme pozorovali rovnaky vzorec lokalizaciu p130Cas ako u MEF, tj. wild-type
varianta ako i Y12F mutacia lokalizovali do FA, pokym varianta Y12E sa nachadzala

prevazne v cytoplazme (obr. 5.10., 5.11.)

CASWT CAS YF CAS YE

L3
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Obr 5.10 Lokalizacia p130Cas v bunkach linie K4. Lokalizacia proteinu CAS v K4 bunkéach je
analogicka k lokalizacii CAS v MEF — Y12F a nemutovany CAS kolokalizuje s fosfopaxilinom i
fosfotyrozinom vo fokalnych adhéziach a Y12E mutacia je lokalizovana z vacésej miery difuzne v
cytoplazme a s fosfopaxilinim a fosfotyrozinom kolokalizuje len sporadicky ( CAS — zelene, fosfopaxilin

— Zlte, fosfotyrozin — Eervene )

CASWT CAS YF CAS YE

Obr. 5.11. Lokalizacia p130Cas v bunkach linie K4. ( CAS - zelene, F-aktin — Cervene )

Pri farbeni K4 buniek pomocou faloidinu sme si vSimli, Zze aj ked signal CAS
s Y12E mutaciu v SH3 doméne mizne z fokalnych adhézii, zostava v strede bunky
v Strukturach podobajucich sa na podozémy ( Struktury Specializované na degradaciu

mezibunkovej hmoty) (obr. 5.11.). Preto sme experiment zopakovali a na miesto
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protilatok proti fosfopaxilinu &i fosfotyrozinu ( markery FA) sme pouZzZili protilatku proti
fosfokortaktinu ako markeru podozémov. Obrazky z konfokalneho mikroskopu nam
potvrdili, Ze signal fosfokortaktinu kolokalizoval so signalom proteinu CAS takym

spésobom, Ze by sa skutocne mohlo jednat o podozémy ( obr. 5.12.).

CAS WT CAS YF CAS YE




Obr. 5.12. Lokalizacia p130Cas do podozémov. Protein CAS lokalizuje do podozémov v bunkach
linie K4 bez ohladu na to &i je SH3 doména nemutovana alebo je tyrozin12 vymeneny za glutamat Ci
fenylalanin. CAS spolu s fosforylovanym kortaktinom vytvarali podozémovu Struktiru — fosfokortaktin

sa nachadza v jadre podozému, pricom CAS ho obkolesuje ( CAS — zelene, fosfokortaktin — Cervene).

Pre uaplné potvrdenie toho, ze vSetky varianty CAS lokalizujd do miest
degradacie extracelularnej hmoty sme sa rozhodli zistit’ ako su na tom bunky linie K4
tranfekované variantami CAS s fokalnou extracelularnou proteolyzou. Priprava
buniek bola obdobna v predchadzajucich pripadoch, ale tentokrat bunky rastli 24
hodin na krycich sklickach pokrytych Zelatinom konjugovanym s Cervenou
fluorescencnou farbiCkou. Pomocou konfokalnej mikroskopie sme opat zistili, ze
vSetky varianty CAS tvoria podozdémové Struktury a tieto Struktury su miestom

degradéacie Zelatinu ( obr 5.13.)
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CAS WT CAS YF CAS YE

Obr. 5.13. Lokalizacia p130Cas do degradaénych Strutkar. VSetky tri varianty proteinu CAS

lokalizuji do miest degradacie zelatinu ( CAS - zelene, nedegradovany Zzelatin — Cervene,

degradované plochy — ¢ierna ).
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5.4 \VVplyv mutacie tyrozinu 12 na migracny potencial mysich

embryonalnych fibroblastov.

Moznost pohybu je velmi délezita vlastnost niektorych typov buniek. Protein
CAS je dOlezity pre sprostredkovanie pro-migratornych signalov od proteinov
extracelularnej hmoty. Po aktivacii integrinovych receptorov je substratova doména
proteinu CAS fosforylovana a tak sa vytvoria vazbové miesta pre SH2 domény
dalSich proteinov ako napriklad Crk, ktory nasledne viaze GTP/GDP vymenny faktor
DOCK180. Ten napombze vymene GDP za GTP v proteine Rac1, ktory nasledne
aktivuje komplex Arp2/3. Ten sluzi ako nuklea¢né jadro pre polymeraciu aktinu a
nasledne sa tvoria lamelipddia a dochadza k bunkovému pohybu. Zapojenie proteinu
CAS v tejto drahe je kriticky délezité, pretoze bunky neexprimujuce protein CAS mali
vyrazne znizenu schopnost migracie ( Cho and Klemke, 2000 ). Délezitost SH3
domény proteinu CAS v sprostredkovani pro-migracnych stimulov spociva
vinterakcii s kinazou FAK. Bolo dokazané, pri mutovani prolinov 712 a 715
v prolinovom useku kinazy FAK, ktoré su zodpovedné za vazbu na SH3 doménu
CAS, bola miera FAK sprostredkovanej migracie znizena ( Cary et al., 1998 ).

KedZe protein CAS a taktiez jeho SH3 doména je dbéleZita pre migraciu
buniek, analyzovali sme migraény potencial jednotlivych variant. Migraciu buniek sme
skumali niekolkymi spbsobmi, ktoré su podrobne vysvetlené v Casti , metody “.
Zakladom tychto metodickych postupov bolo vytvorenie priestoru nepokrytého
bunkami pomocou nejakého inzertu a nasledné vytiahnutie tohoto inzertu pricom sa
vytvorila volna plocha pre migrovanie buniek, ktora sa v ¢ase zmenSovala. Z naSich
vysledkov vyplyva, Ze nemutovany protein CAS zvySuje schopnost mysich
embryonalnych fibroblastov migrovat v zavislosti na fibronektine, pricom ak boli
bunky nechané migrovat na poly-lyzine, zvySenie migracie u nemutovaného CAS
nebolo velmi vyrazné. Naproti tomu fosfomimikujuca mutacia Y12E vyrazne
zvySovala migracnu kapacitu buniek na poly-lyzine v porovnani s CAS-deficientnymi
fibroblastami i ostatnymi CAS-liniami (obr. 5.14. A) a taktiez na fibronektine (obr.
5.14. B) avSak tam zvySenie oproti MEF exprimujucim nemutovany CAS nebolo az
také vyrazné, takze mutacia Y12E zvySuje migraciu nezavisle na fibronektine. Na
druhej strane Y12F mutacia mieru migracie znizuje pod uroven fibroblastov

neexprimujucich p130Cas.
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p < 0,01

C3E N Cs

Obr. 5.14.A. Migracia MEF exprimujucich varianty CAS na poly-lyzine. 50 tisic buniek bolo

percentualna miera migracie

Wt Casye C3

vysiatych na 96 jamkovu dosti¢ku s tzv. stoprom, ktory zabranil prisadaniu buniek na dané miesto. Po
vytiahnuti sa vytvoril priestor, do ktorého bunky migrovali. Postupné migrovanie buniek do priestoru
vytvoreného tzv. stoprom bolo sledované v ¢ase a vyhodnotené ako narast plochy, do ktorej sa
dostali bunky. Miera migracie MEF exprimujucich Y12E mutantny CAS je vyrazne vysSia ako u
ostatnych variant. ( osa y - % plochy, ktoru bunky obsadili migraciou za ¢as 10 hodin od Startu

migracie ).
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Obr. 5.14.B. Migracia MEF exprimujucich varianty CAS na fibronektine. Opat bolo 50 tisic buniek

vysiatych na 96 jamkovu dosticku s tzv stoprom, ktora bola predtym pokryta fibronektinom. Stoper
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zabranil prisadaniu buniek na dané miesto. Po vytiahnuti sa vytvoril priestor, do ktorého bunky
migrovali. Postupné migrovanie buniek do vytvoreného priestoru bolo sledované v ase a
vyhodnotené ako narast plochy, do ktorej sa dostali bunky. Miera migracie MEF exprimujucich Y12E
mutantny CAS je vy$Sia nez u ostatnych variant avSak zvySenie nie je az také vyrazné ako pri migracii
na poly-lyzine. ( osa y - % plochy obsadenej migrujucimi bunkami za ¢as 10 hodin od Startu migracie).

Cc

CAS -/- CASWT CAS YE CAS YF

Obr. 5.14.C. Wound healing MEF reexprimujtcich CAS varianty. 70 ul bunkovej suspenzie ( 7.10°
buniek/ml ) bolo aplikované do kazdej jamky tzv. IBIDI inzertu. Po prisadnuti buniek bol inzert
vytiahnuty a vytvoril 200 um Sirokd medzeru, do ktorej bunky migrovali. Postupnd migraciu buniek
v priebehu experimentu sme fotili v asovych okamzikoch Oh, 5h, 11h. MEF reexprimujuce CAS Y12E

zamigrovali danu plochu opat najrychlejSie.
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Obr. 5.14.D. Migracia Src527F transformovanych MEF na poly-lyzine. 20 tisic buniek bolo
vysiatych do oboch jamiek IBIDI inzertu a boli ponechané aby konfluente zarastli celd plochu jamiek.
Potom bol inzert vytiahnuty a bunky zacali migrovat do medzery. Migracia SrcF transformovanych
MEF reexprimujucich CAS varianty ma rovnaky vzorec ako u netransformovanych avsak rozdiely su
mensie, pretoZe Src transformované MEF mali celkovo niZSiu migraénu rychlost. Migracia je vyjadrena

pomerne k migracii SrcF transformovanych MEF reexprimujucich nemutovanu variantu CAS (1).

S migraciou suvisi aj zmena tvaru buniek. U buniek potkanieho
adenokarcinomu ( MTC, MTLn3) bolo pozorované, ze znizenie mnozstva kofilinu
pomocou siRNA viedlo k prediZzeniu buniek a zvySeniu rychlosti migracie z dévodu
mensej frekvencie zmeny smeru ( Sidani et al. 2007 ). U mySich embryonalnych
fibroblastov reexprimujucich Y12E mutovanu variantu proteinu CAS sme pozorovali
prediZzeny tvar buniek oproti ostatnym liniam ( CAS WT, CAS YF, CAS -/-), ktoré si

zachovali normalnu morfoldgiu (obr 5.15.).
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Obr 5.15. Morfologia mySich embryonalnych fibroblastov. MEF re-exprimujice Y12E mutovanu
variantu proteinu CAS vykazuju predizeny tvar buniek v porovnani s ostatnymi liniami. Bunky sa
nechali narast na kultivatnych miskach do 100% konfluencie a nasledne boli vyfotografované

pomocou mikroskopu Nikon-Eclipse TE2000-S (10x/0.25 Plan Fluor objective ).

5.5.Vplyv mutacie tyrozinu 12 na in vitro invazivitu Src527F

transformovanych mysich embryonalnych fibroblastov.

Schopnost invazivného Sirenia sa je dolezita vlastnost’ niektorych typov buniek
obzvlast nadorovo transformovanych. Prienik buniek cez medzibunkovu hmotu je
prvym krokom tzv. metastatickej kaskady, ktora popisuje kritické kroky, ktoré musi
nadorova bunka zvladnut aby mohla vytvorit sekundarny nador. Pre invazivitu
Src527F transformovanych MEF je kriticky dolezity protein CAS. Experimenty
preukazali, Ze Srcb27F transformované mySie embryonalne fibroblasty

neexprimujuce protein CAS maju vyrazne znizenu schopnost invadovat in vitro a
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taktiez tvorit metastazy in vivo (Brabek et al., 2004). Ztohoto dovodu sme
analyzovali vplyv mutacie tyrozinu 12 v SH3 doméne proteinu CAS na schopnost
buniek invadovat. Pomocou invazivného testu v kolagéne sme dokazali, ze
fosfomimikujuca mutacia Y12E udeluje transformovanym MEF najvaésiu invazivnu
schopnost v porovnani s ostatnymi Src transformovanymi MEF reexprimujucimi
protein CAS ¢&i uz z puromycinového vektoru alebo z retrovirového transferu. Oproti
tomu u Src transformovanych MEF reexprimujucich Y12F mutantnu variantu CAS

bola invazivna kapacita najnizSia zo vSetkych CAS reexprimujucich

transformovanych MEF avSak vysSia nez u CAS deficientnych - S bunky (Obr.5.16.).

i o e+ . DL

5 sC SCWT SCYE SCYF

Obr. 5.16. Relativna invazivita Src527F transformovanych mysich embryonalnych fibroblastov.
50 pl bunkovej suspenzie (2.105 buniek/ ml ) bolo aplikovanych na stuhnuty roztok kolagénu. Komérka
s invazivnym testom bola nasledne umiestnena do kultivatného termo-boxu. Po 72 hodinach bolo 6
nezavislych poli v kolagen s invadovanymi bunkami odfotené v réznych hibkach, bunky boli spogitané
a invazivita bola vyhodnocena ako pomer k S bunkam ( CAS deficientné Src527F transformované
MEF). Z grafu vyplyva, Ze invazivita SC YE buniek je 7x vySSia nez S a tiez vy3Sia oproti liniam
exprimujucim nemutovanu formu proteinu CAS. AvSak exprimovanie Y12F mutantného CAS vyrazne

zniZilo schopnost invazivity fibroblastov oproti MEF+Src527F exprimujucim nemutovanu formu CAS
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56. Vplyv mutacie tyrozinu 12 na sekréciu enzymov

degradujucich proteiny extracelularnej hmoty

Src527F transformované mysSie embryonalne fibroblasty su  tzv.
mezenchymalne invadujuce bunky. Mesenchymalne invadujuce bunky potrebuju pre
prechod medzibunkovou hmotou extracelularne proteazy aby nastepili proteinové
vlakna a tak si vytvorili cestu. Preto jednym z mozZnych vysvetleni zvySenej invazivne;j
kapacity Src transformovanych MEF reexprimujucich CAS Y12E by mohla byt
zvySena produkcia tychto proteaz. Tuto hypotézu sme testovali pomocou Zelatinovej

zymografie a degradacie zelatinu in situ.

5.6.1. Sekrécia matrixovej metaloproteazy 2 (MMP2)

Je zname, Ze SH3 doména proteinu CAS interaguje s nukleoplazmatickym
proteinom CIZ. Tento protein je dblezity pre expresiu matrixovych metaloproteaz, ¢o
su enzymy zavislé na zinkovych iénoch a vysokou mierou sa podielaju na degradacii
extracelularnej hmoty. Predchadzajuce experimenty preukazali dbélezitost SH3
domény proteinu CAS pre aktivaciu matrixovej metaloproteazy Il v Src527F
transformovanych MEF ( Brabek et al., 2004). Rolu fosforylacie tyrozinu 12 v SH3
doméne proteinu CAS v aktivacii sme zistovali pomocou Zelatinovej zymografie.
50 000 buniek bolo vysiatych do jamiek v 24 jamkovej dosticke. Po prisadnuti im bolo
vymenené medium za bezsérové a po 72 hodinach boli odobrané aliquoty. Tieto
vzorky boli rozdelené pomocou polyakrylamidovej elektroforézy, kde sa namiesto
vody pridal roztok Zelatinu. Po dobehnuti sa gél premyl v renaturaChom pufre a
umiestnil do aktivaéného roztoku pre aktivaciu proteaz a nechal cez noc
v termostate. Na druhy deri sa gél ofarbil a miesta, kde sa nachadzali proteazy
zostali neofarbené, kedZe tam bol Zelatin z gelu degradovany. Zo zymografu
vyplyva, Ze fosforylacia tyrozinu 12 nehra kriticku ulohu pri aktivacii MMP2 u Src
transformovanych MEF, pretoze vSetky linie reexprimujuce CAS ( SC WT, SC YE,
SC YF) zvySovali aktivaciu v rovnakom miere (obr. 5.17.), takze sa zda ze pre
aktivaciu MMP2 je skér délezita intaktna SH3 doména CAS.
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Obr. 5.17. Aktivita matrixovej metaloprotedzy 2 v kondiciovanom médiu u SrcF
transformovanych MEF. Aktivita MMP2 je u v8etkych linidch SrcF transformovanych MEF
reexprimujucich varianty proteinu CAS zvySena v rovnakej miere oproti CAS deficientnym SrcF

transformovanym MEF.

5.6.2. In situ degradacia zelatinu.

Okrem matrixovej metaloproteazy 2, ktorej aktivita sa v mnou pripravenych liniach
nelisi, nadorové bunky exprimuju eSte dalSie degradatné enzymy ( dalSie typy
matrixovych metaloproteaz, serinové proteazy, cathepsiny....), ktorych aktivitu sme
na Zelatinovej zymografii nezaznamenali. Preto sme pouZzili fluorescenéne znaceny
Zelatin, ktorym sme pokryli krycie skliCka. Vyhodou tohoto postupu oproti Zelatinove;j
zymografii je to, Ze sme boli schopni detekovat aktivitu akychkolvek Zelatinaz
vylu€ovanych bunkami. Na takto pripravené krycie sklicka sme vysiali dostatoCny
poCet SrcF transformovanych MEF reexprimujucich varianty CAS a po 36 hodinach
sme bunky na sklickach zafixovali a fotodokumentovali. Z urobenych snimkov sme
vSak ani vtomto pripade nezistili ziadny rozdiel v sekrécii ostatnych Zelatin

degradaénych enzymov (obr.5.18.)
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Obr. 5.18. Degradacia zelatinu in situ. VSetky linie SrcF transformovanych MEF reexprimujucich
varianty CAS proteinu degradovali Zelatin na sklickach rovnako ( GFP — zelene, nedegradovany

Zelatin — Cervene, degradované plochy — Cierne )

5.7. Vplyv mutacie tyrozinu 12 v SH3 doméne proteinu CAS na

dynamiku fokalnych adhézii ako i proteinov v nich.

Rozdiely v migrathom a invazivnom potencialy buniek reexprimujucich
varianty proteinu CAS mdzu byt spbsobené jednak rozdielnou sekréciou enzymov
degradujucich extracelularnu hmotu ( ¢o v8ak nebolo dokazané ) alebo su
zapriCinené rozdielnou dynamikou cytoskeletu. S dynamikou cytoskeletu uzko suvisi i
dynamika fokalnych adhézii. Preto sme sa rozhodli zistit ¢i za zvySenou motilitou

buniek nestoji prave vacSia dynamika fokalnych adhézii. Zvolili sme dva metodické
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pristupy. Najprv sme pomocou IRM ( interference reflection microscopy ) zistovali
dynamiku celych fokalnych adhézii a potom sme pomocou FRAP ( fluorescence
recovery after photobleaching ) skumali dynamiku proteinov adhezivnych plakov

(p130Cas, vinculin).

5.7.1. Dynamika fokalnych adhézii (IRM)

Interferen¢na reflexna mikroskopia (IRM) je metéda, pomocou ktorej je mozné
definovat’ vzdialenost bunkovych Struktur pod telom bunky od krycieho sklicka, na
ktorom su prisadnuté. Pomocou vhodne nastaveného rozmedzia snimania emisného
spektra GFP, je mozné dosiahnut zobrazenie bunkovych Struktur na ventralnej
strane bunky pomocou &ierno-bielej farebnej $kaly. Casti bunky, ktoré si v tesnom
kontakte s podkladom sa =zobrazia ako CdCierne priCom so zvacsSujucou sa
vzdialenostou od podkladu sa Struktury javia svetlejSie, takze najsvetlejSie Struktury
su najvzdialenejSie od podkladu.

Mysie embyronalne fibroblasty reexprimujuce mutantné varianty proteinu CAS
boli vysiate na misky so sklenenym dnom uréené pre konfokalnu mikroskopiu. Povrch
sklenenych c&asti bol pokryty fibronektinom, aby sme dosiahli vyraznejSiu tvorbu
fokalnych adhézii. Po 24 hodinach bola dynamika fokalnych adhézii analyzovana
pomocou konfokalneho mikroskopu. 10 buniek od kazdej varianty bolo postupne
fotodokumentovanych po dobu 15 minut s intervalom 10 sekund. Nasledne boli
snimky spojené do videa a mnozZstvo vzniknutych a zaniknutych FA bolo spocitané
manualne. Z vyhodnotenych videi vyplyva, ze MEF reexprimujuce fosfomimikujucu
Y12E mutantnu variantu proteinu CAS maju najvacsie mnozstvo vzniknutych a
zaniknutych FA vztiahnuté na 1 bunku. MenSiu dynamiku FA maju MEF
reexprimujuce nemutovanu formu proteinu CAS (obr A, B) Co je konzistentné
s vysledkami z migraCnych experimentov. CAS deficientné MEF a MEF
reexprimujuce Y12F variantu CAS maju priblizne rovnaké mnozstvo vzniknutych
adhézii ( mensie nez WT CAS i Y12E CAS) (obr. 5.19. A), ale rozdiel bol v mnoZstve
zaniknutych FA (obr. B). MEF reexprimujuce Y12F CAS mali signifikantne znizené
mnozstvo zaniknutych adhézii ¢o naznacluje, Zze nefosforylovatelna varianta CAS

pravdepodobne stabilizuje fokalne adhézie a blokuje ich rozpad ( obr.5.19.B).
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Obr. 5.19.A Mnozstvo vzniknutych fokalnych adhézii u MEF. MEF reexprimujuce CAS varianty boli
24 hodin kultivované v termo-boxe na miskach so sklenenym dnom pokrytym fibronektinom. Nasledne
boli 15 minut snimané pomocou konfokalneho mikroskopu. Zo snimok vyplyva, Ze mutacia Y12E CAS
zvySuje mnozstvo vzniknutych FA nad uroven nemutovaného CAS proteinu a taktiez nad uroven Y12F
varianty CAS i CAS deficientnych MEF. B Mnozstvo zaniknutych fokalnych adhézii u MEF MEF
reexprimujuce CAS varianty boli opat 24 hodin kultivované v termo-boxe na miskach so sklenenym
dnom pokrytym fibronektinom. Nasledne boli 15 minut snimané pomocou konfokalneho mikroskopu.
Zo snimok vyplyva, Ze mutacia Y12E CAS zvySuje mnozstvo zaniknutych FA nad uroven

nemutovaného CAS proteinu a taktiez nad uroven Y12F varianty CAS i CAS deficientnych MEF.
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Oproti miere vzniku FA je vyraznejSi pokles zaniku FA u MEF reexprimujiucich Y12F CAS ¢o

naznacuje stabilizaciu FA zapriinenu mutaciou tyrozinu za nefosforylovatelny fenylalanin.

5.7.2.Dynamika proteinov asociovanych s fokalnymi adhéziami

Dynamika proteinov asociovanych s fokalnymi adhéziami priamo suvisi so
Zivotnostou tychto $truktar. Cim je dynamika proteinov vaésia tym moézu fokalne
adhézie rychlejSie vznikat' a tiez zanikat. Pre skumanie dynamiky proteinov sme sa
rozhodli pouzit metédu FRAP ( Fluorescence recovery after photobleaching ).
Predpokladom k pouzitiu tejto metdédy je pouzitie proteinov fuzovanych s
fluorescenénymi proteinmi, v naSom pripade GFP a YFP, ktorych fluorescencia je
&asovo obmedzena a po oZiareni silnym pulzom excitaénej vinovej dizky sa vysvietia.
Ak sa takto fuzované proteiny nachadzaju v urcitej oblasti v bunke, v naSom pripade
vo fokalnych adhéziach, a na tuto oblast sa pusti silny pulz Ziarenia, celkova
fluorescencia v danej oblasti sa znizi. Nasledne je mozné pozorovat opatovny narast
fluorescencie, ktory je zapri€ineny vymenou proteinov s uz vysvietenymi fluoroformi
za nevysvietené. Podla rychlosti navratu fluorescencie méZzme posudzovat’ dynamiku
daného proteinu. Cim je navrat fluorescencie rychlejsi tym je protein slabsie viazany
v danej oblasti a tym je jeho dynamika vacsia.

Pre nasSe experimenty sme zvolili protein CAS fuzovany s GFP a protein
vinculin fuzovany s YFP. GFP fuzovany protein CAS bol Standardne transfekovany
do buniek linie K4. Na druhy den po transfekci boli bunky premiestnené na misky so
sklenenym dnom urCené pre konfokalnu mikroskopiu. Sklenené c&asti boli opat
pokryté fibronektinom. Po 24 hodinach boli bunky analyzované metédou FRAP
pomocou konfokalneho mikroskopu. Ako prva bola analyzovana dynamika proteinu
CAS vo fokalnych adhéziach. Analyzované boli len nemutovana forma CAS a Y12F
mutanta, pretoze Y12E mutanta nelokalizovala do fokalnych adhézii. FRAP
experimentom bolo zistené, ze obe varianty ( WT CAS i Y12F CAS) mali rovnaky ¢as
dosiahnutia poloviénej intenzity fluorescencie (T'/,) vzhfadom na svoje platé intenzity
( bod, pri ktorom sa intenzita fluorescencie prestane zvySovat ) tj. 4 sekundy avsak
nemutovana forma CAS dosiahla platé pri 70% pévodnej intenzity a Y12F uz pri 37%

povodnej intenzity (obr 5.20.A). Vzhladom kfaktu, Zze Y12E mutanta sice
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nelokalizovala do fokalnych adhézii, ale zostavala lokalizovana v podozémoch sme
ako druhu analyzovali dynamiku proteinu CAS v podozémoch. V tomto pripade sme
planovali len doplnit informaciu o dynamike Y12E varianty, takze sme FRAP
experiment v podozémoch urobili len s nemutovanou formou CAS a Y12E variantou.
Postup pripravy buniek aj celého prevedenia experimentu bol totozny
s predchadzajucim avSak tento krat sme laserom nevypalili fokalne adhézie, ale
podozémy. Z vyhodnotenia experimentu vyplynulo, Ze nemutovany CAS a tiez Y12E
mutovana varianta dosahuju platé navratu intenzity fluorescencie priblizne pri 60%
povodnej intenzity avdak fosfomimikujuca varianta CAS dosiahne poloviénu intenzitu
uz pri 1,5 sekundach pricom nemutovanej variante to trva 4,5 sekundy (obr 5.20. B).

Druhym proteinom, ktorého dynamika vo fokalnych adhéziach bola skumana
je vinculin. Ako je zname vinculin hra délezitu ulohu pri maturacii FA takze jeho
dynamika priamo suvisi s dynamikou FA. Preto nas zaujimalo ako a ¢i vobec ma
mutacia tyrozinu 12 vplyv na dynamiku tohoto proteinu. Pre FRAP experiment boli
Src527F transformované MEF reexprimujuce varianty proteinu CAS transferované
YFP znaenym vinculinom. Opat boli na druhy deh premiestnené na fibronektinom
pokryté misky pre konfokalnu mikroskopiu a kultivované 24 hodin. Po tejto dobe boli
podrobené FRAP experimentu. Z kriviek vyplyva, ze opat najvacsiu dynamiku ma
vinculin v bunkach reexprimujucich fosfomimikujucu variantu proteinu CAS, kedze
pol€as dosiahnutia platd bol 9,5 sekund, pricom intenzita v platé dosiahla 100%
povodnej intenzity (obr. 5.20.D). U fibroblastov reexprimujucich nemutovanu formu
CAS alebo nefosforylovatelnu variantu bola hodnota intenzity platé 80% z povodnej
hodnoty, avSak intenzita fluorescencie u fibroblastov reexprimujucich nemutovanu
formu CAS dosiahla poloviénu intenzitu za 14,6 sekund pricom intenzita
fluorescencie fibroblastov reexprimujucich Y12F mutovanu variantu CAS polovi¢nu
intenzitu dosiahla az za 24,5 sekund (obr. 5.20. C,E).

88



p130cas FRAP (FA)

80
g 70 . — * — Py
c - > ¢ ¢
[] 60 L 2
] . CAS YF
@ 50 -
S 4o . = CAS WT
§ %0 / CAS YF
® +« CASWT
& 20
c &
< 10
O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
cas (s)
p130cas FRAP ( podosomes )
80
70 d . -
2 * . ¢ .. L4
2 60 J T
3 * e CAS WT
2 50 - o *
6 ¢ CAS WT
S 40 ¢ * .
= ——CAS YE
§ 30 4 + CASYE
‘8 20
= 104
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
cas (s)

89




vinculin FRAP (SC WT)

*

M Y

120

T T T T
o o o o o
o o © <t N

—

910Ud9S3I0N|} NJRIARU 9,

o

40 60 80 100 120 140 160 180

20

(s

cas

vinculin FRAP ( SC YE)

*

120

T T T T T
o o o o o
O 8 6 4 2
1

210UDSBION]} NJRIARU %,

o

180

160

140

120

100

80

60

40

20

C

cas

vinculin FRAP (SC YF)

o & & &

*

120

T T T T T
o o o o o
o [ce] © < N

et

910UB2SVION}} NJRIARU ¥,

180

160

140

120

100

80

60

40

20

(s

cas

90



Obr. 5.20.A FRAP nemutovaného CAS a Y12F mutacie vo fokalnych adhéziach buniek linie K4.
Bunky boli transfekované GFP znacenym CAS proteinom a po 48 hodinach bol prevedeny FRAP
experiment. Body na grafe zobrazuju priemerné hodnoty intenzity fluorescencie v jednotlivych ¢asoch
po aplikovani silného laserového pulzu ziskané z 10-tich FA, kazda z inej bunky. Obe varianty maju
rovnaké Cas dosiahnutia polovi¢nej intenzity platé (4 s ), ale CAS WT dosiahol platé pri 70% pévodnej
intenzity kym CAS Y12F uz pri 37%. B. FRAP krivka nemutovaného CAS proteinu a Y12E varianty
v podozémoch buniek linie K4. Prevedenie i vyhodnotenie experimentu bolo totozne s
predchadzajucim pripadom s rozdielom, Ze tento krat boli vysvietené podozémy. Obe varianty (WT
CAS i Y12E CAS) dosiahli rovnaku intenzitu platé tj. 60% ale pol€as navratu fluorescencie Y12E CAS
bol vyrazne kratsi ( 1,5 s ) nez u CAS WT ( 4,5 s ). C,D,E. FRAP krivky vinculinu vo fokalnych
adhéziach v Src527F transformovanych MEF reexprimujucich varianty CAS. Src transformované
MEF boli transfekované YFP znaenym vinculinom. Po transfekci boli fibroblasty prenesené na
fibronektinom pokryté misky pre konfokalnu mikroskopiu a po 24 hodinach podrobené FRAP
experimentu. Zistili sme, Ze vinculin ma najvacsiu dynamiku v CAS Y12E reexprimujucich MEF
s poléasom 9,5 sekund a platé 100%. Vinculin v MEF reexprimujucich nemutovany CAS a Y12F
dosiahol platé 80% pdévodnej intenzity no v SC WT fibroblastoch dosiahol pol¢as za 14,6 sekund
pricom v SC YF fibroblastoch za 24,5 sekund €o znaci ze vinculin ma celkovo nizSiu dynamiku vo
fokalnych adhéziach nez protein CAS a nefosforylovatelna mutacia Y12F tito dynamiku eSte znizuje.

Naproti tomu fosfomimikujuca mutacia Y12E dynamiku vinculinu zvySuje.

Z FRAP experimentov s fluorescenéne znaenymi proteinami p130Cas a
vinculin sme vyvodili, Zze fosfomimikujuca mutacia v SH3 doméne proteinu CAS
(Y12E) zvySuje mobilitu tychto dvoch proteinov vo fokalnych adhéziach a u CAS
proteinu i v podozémoch. Na druhej strane Y12F nefosforylovatefna mutacia
pravdepodobne spdsobuje silnejSiu vazbu proteinu CAS do fokalnych adhézii a tym
padom i jeho znizenu dynamiku. Taky isty efekt mala nefosforylovatelna mutacia
CAS (Y12F) i na dynamiku vinculinu v FA ( zniZzuje mobilitu vinculinu ). ZniZzena
dynamika tychto dvoch proteinov v FA je pravdepodobne jednou z pri€in zniZenej
dynamiky celych fokalnych adhézii u MEF, pretoze dynamika jednotlivych proteinov
fokalnych adhézii priamo ovplyviiuje dynamiku fokalnych adhézii ako takych a

nadvazuje na bunkovu migraciu ( Goetz et al., 2009 ).
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Diskusia

Tato praca prispieva k objasneniu ulohy tyrozinovej fosforylacie v SH3
doméne ako vSeobecnému regulaénému mechanizmu vazbovosti SH3 domén.
V uzSom slova zmysle prinaSa objav nového regulaéného mechanizmu, ktory
ovplyvnuje bunkové deje sprostredkované proteinom CAS. Z prvotnych vysledkov Dr.
Brabka vyplyva, Ze Y12E mutacia v SH3 doméne CAS spbsobi zruSenie vazby na
polyprolinové sekvencie kinazy FAK i fosfatazy PTP-PEST. Prave tyrozin 12 ako
v SH3 doméne je vysoko konzervované fosforylatné miesto v sekvenciach SH3
domén réznych proteinov (Nore et al., 2002, Erpel et al., 1995, Chen et al., 2008, Li
et al., 2001 ). Fosforylacia tychto konzervovanych tyrozinov vyrazne ovplyviuje
signaliza¢né vlastnosti danych proteinov. Fosforylacia tyrozinu 209 v C terminalnej
SH3 doméne proteinu Grb2 spdsobila zrusenie vazby k mSOS. V bunkach
exprimujucich Bcr/Abl fuzny protein, vymena Tyr209 za fenylalanin spdsobila
zvySenu aktivaciu ERK a transformaciu fibroblastov indukovanu tymto faznym
proteinom ( Li et al., 2007). Na druhej strane fosforylacia Tyr89 u c-Abl zvySovala jej
transformacny potencial, pretoze inhibovala inhibic¢nu interakciu
SH3 domény s katalytickym jadrom kinazy c-Abl ( Chen et al., 2008). Z vySSie
uvedenych prikladov vyplyva dbéleZitost regulacie vazbovych schopnosti SH3
domény pre funkénost’ proteinov.

Jednou z funkcii proteinu CAS ako adaptorového proteinu je sprostredkovanie
tyrozinovej fosforylacie. Potvrdzuju to experimenty s Src527F transformovanymi
mySimi embryonalnymi fibroblastmi, ktoré neexprimovali protein CAS. V tychto
fibroblastoch bola vyrazne znizena tyrozinova fosforylacia integrin-asociovanych
substratoch kinazy Src ako su kinaza FAK ( Y397,Y576/7,Y861) a dalSi adaptorovy
protein paxilin (Y118) ( Brabek et al., 2004). Kedze SH3 doména sprostredkovava
interakciu s kinazou FAK predpokladali sme, Ze mutacia tyrozinu 12 bude afektovat
tuto fosforylaciu. MEF transformované aktivovanou variantou Src exprimujuce Y12E
fosfomimikujucu mutaciu mali znizenu fosforylaciu jednak Y397 a tiez Y861, u
ktorého bolo toto znizenie vyraznejSie. Mnozstva tychto fosfotyrozinov sa rovnali
mnozstvam fosfotyrozinov u MEF+Src527F CAS deficientnych buniek. Menej
vyrazné znizenie fosforylacie Y397 oproti Y861 je spbésobené tym, ze Y397 je

autofosforylatné miesto na kinaze FAK a autofosforyluje sa po aktivacii integrinovych
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receptorov takze lezi v integrinovej signalnej drahe vyssSie od CAS. Na druhej strane
Y861 je fosforylovany kinazou Src v ramci komplexu FAK-CAS-Src takze v tomto
pripade ma znizena asociacia FAK s CAS vyraznejSi efekt na tuto fosforylaciu
(zhrnuté v Hanks et al,, 2003). Efekt mutacie tyrozinu 12 sa vSak u paxilinu
neprejavil, ¢o je pravdepodobne doésledkom nie priamej asociacie tychto dvoch
proteinov alebo inym mechanizmom fosforylacie paxilinu.

Protein CAS mdze mat’ v bunke dve rozdielne lokalizacie. Je lokalizovany bud
v cytoplazme alebo po aktivacii integrinovych receptorov je fosforylovany a nachadza
sa vo fokalnych adhéziach ( Sakai et al.,1994, Fonseca et al., 2003). vyznamnu
ulohu v lokalizacii CAS do fokalnych adhézii hra N-koncova SH3 doména (Nakamoto
et al., 1997) avSak lokalizaény signal do fokalnych adhézii ma aj tzv. CCH doména
na C-konci ( Donato et al., 2010). SH3 doména ma vyraznejSi vplyv nez CCH
doména a tak bolo pravdepodobné, Ze mutacia tyrozinu 12 v SH3 doméne spdsobi
nejaké zmeny v lokalizacii. Fosfomimikujuca varianta proteinu CAS Y12E zapriCinila
vyraznu stratu proteinu CAS z fokalnych adhézii netransformovanych MEF, priCom
nefosforylovatelna mutacia Y12F nemala zZiadny efekt. U buniek sarkémovej linie K4
fosfomimikujuca mutacia Y12E taktiez spésobila delokalizovanie proteinu CAS
z fokalnych adhézii, avSak nespdsobila stratu proteinu CAS z podozémov. Nas
vysledok je konzistentny so zisteniami Nakamota a spolupracovnikov, Ze po
transformovani MEF pomocou 527F-c-Src protein CAS vo vacsej miere lokalizoval
do podozémov a tato lokalizacia bola zavisla intaktnej Src-vazbovej doméne v C
koncovej Casti proteinu CAS ( Nakamoto et al., 1997). Zda sa, Zze okrem kinazy Src
ako proteinu, ktory lokalizuje CAS do podozémov hra délezitu ulohu v tomto procese
aj kinaza FAK. Bolo dokazané, Zze v bunkach MTLn3, ktoré mali pomocou siRNA
znizené mnozstvo kinazy FAK bola vacéSina fosforylovaného proteinu CAS
lokalizovana v podozémoch, oproti MTLn3 bunkam normalne exprimujucim FAK kde
bola vacsina fosforylovaného CAS vo fokalnych adhéziach. Z dalSich vysledkov tejto
vyskumnej skupiny vyplyva, Zze FAK reguluje rovnovahu tyrozinovej fosforylacie
medzi podozoémami a fokalnymi adhéziami pretoZe rovnaky vzorec lokalizacie mal i
dalSi adaptorovy protein — paxilin ( Chan et al., 2009). V naSom pripade by sme
depléciu FAK mohli prirovnat k znizenej asociacii SH3 domény proteinu CAS
s kinazou FAK Co spbsobili slabSiu vazbu CAS proteinu do fokalnych adhézii a
nasledny presun do podozémov. Dal$im proteinom, ktory sa méze podielat na
lokalizacii CAS v bunke je GTP/GDP vymenny faktor BCAR3 ( Breast Cancer
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Antiestrogen Resistance 3 ) . BCAR3 asociuje s C-koncovou ¢astou proteinu CAS a
lokalizuje ho na membranu. V nadorovych bunkach odvodenych od nadoru prsnika
s vysokymi hladinami BCARS3 je CAS vyrazne lokalizovany na membrane pricom tato
lokalizacia koreluje s aktivaciou Src na membrane a naslednym zvySenim motility
buniek. Naopak v rakovinovych bunkach, ktoré nemaju vysoky migraény a invazivny
potencial je proteinu BCAR3 malo, ¢o je i konzistentné s vysledkami, deplécia
BCAR3 z buniek s vysokou motilitou spdsobila znizenie ich motilného potencialu
(Schrecengost et al., 2007, Schuh et al., 2009 ). Z vy$Sie uvedeného vyplyva, ze ako
nasledok zniZenej asociacie CAS Y12E s fokalnymi adhéziami méze byt jeho
zvySena asociacia s proteinom BCAR3 a jeho relokalizacia na membranu a zvySena
tvorba komplexu CAS-BCAR3-Src na membrane C€o potencuje migraciu, ¢o je
konzistentné aj snaSimi vysledkami ( CAS Y12E 2zvySuje migraciu mySich
embryonalnych fibroblastov ). Zda sa, Ze v SH3 doméne sa nachadza dominantny
lokalizacny signal do fokalnych adhézii cez asociaciu s kinazou FAK, pricom
zamedzenie tejto interakcii méze uvolnit protein CAS pre interakciu s dalSimi
bunkovymi proteinmi a jeho naslednu relokalizaciu do inych Casti bunky.

Protein CAS je hra délezitu ulohu v sprostredkovani bunkovej migracie. Po
aktivacii integrinovych receptorov prisadnutim bunky na proteiny extracelularnej
hmoty ako fibronektin sa autofosforyluje kinaza FAK a nasledne sa vytvori komplex
FAK-CAS-Src a je fosforylovana substratova doména proteinu CAS. Tato fosforylacia
je kriticka pre sprostredkovanie migracie ( Cary et al., 1998). KedZe asociacia FAK-
CAS je sprostredkovana SH3 doménou proteinu CAS ( Polte and Hanks, 1995),
predpokladali sme, Ze mutacia tyrozinu 12 v prvej vazbovej kapse SH3 domény bude
afektovat bunkovu motilitu. Z migranych experimentov sme dostali prekvapivé
vysledky. Expresia Y12E mutantného proteinu CAS v mySich embryonalnych
fibroblastoch vyrazne zvySila mieru migracie na poly-lyzine a mierne mieru migracie
na fibronektine oproti MEF exprimujucim nemutovanu variantu CAS. Na druhej
strane expresia CAS Y12F mieru migracie zniZzovala na oboch povrchoch. Migracna
schopnost CAS Y12F exprimujucich MEF bola dokonca niz8ia ako migracia MEF
neexprimujucich CAS. Jednou z pri€in zvySenej motility CAS Y12E exprimujucich
MEF méze byt zvySena asociacia proteinu CAS s proteinom BCARS3, ktory ho
lokalizuje na membranu a 2zvySuje migraciu buniek — diskutované vysSSie
(Schrecengost et al., 2007, Schuh et al., 2009 ). Na druhej strane znizena motilita

CAS Y12F exprimujucich MEF mdze byt spbsobena silnejSou asociaciou proteinu
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CAS s kinazou FAK a naslednou hyperfosforylaciou substratovej domény CAS, ktoru
sme pozorovali. Toto je konzistentné s experimentami, ktoré ukazali, expresia tzv.
FAK/Src chiméry ( kinaza FAK, ktora ma vymenenu vlastnu kinazovid doménu za
kinazova doménu Src ) v FAK deficientnych fibroblastoch spdsobila zvySenu
fosforylaciu substratovej domény, €o bolo spojené s tvorbou nezvyCajne velkych
fokalnych adhézii na okrajoch buniek. Tento fenotyp bol spojeny so zvaéSenou
adhezivnou silou a znizenou motilitou buniek ( Siesser et al., 2008 ). Spojenie
hyperfosforylacie substratovej domény proteinu CAS so znizenou motilitou bolo
zaznamenané este v niekofkych pripadoch. U STAT3 deficientnych keratinocytoch
bola hyperfosforylacia substratovej domény CAS spojena s vacsim poctom fokalnych
adhézii, vacsou adhezivitou, rychlejSim rozprestieranim a znizenou motilitou
keratinocytov ( Kira et al., 2002 ). Taktiez v PTP-PEST deficientnych fibroblastoch
bola pozorovana hyperfosforylacia substratovej domény, nasledkom ¢oho bolo opat
zvySené mnozstvo fokalnych adhézii, rychlejSie rozprestieranie a znizena motilita
oproti fibroblastom normalne exprimujucim PTP-PEST ( Angers-Loustau et al., 1999).
Z vySSie uvedeného sa zda, Ze pre normalnu funkciu proteinu CAS je dblezita jednak
jeho lokalizacia v réznych Castiach bunky a taktiez vyvazena miera fosforylacie
substratovej domény.

Dal$im procesom, v ktorom hra CAS vyznamnu Glohu je bunkova invazivita.
CAS potencuje schopnost mySich embryonalnych fibroblastov transformovanych
Srcb527F invadovat cez matrigel. ZvySovanie invazivnych schopnosti buniek je
spojené so zvySenim celkovej tyrozinovej fosforylacie integrin asociovanych Src
substratov, zvySenim produkcie matrixovej metaloproteazy MMP2 a zvySenou
tvorbou velkych aktin-bohatych podozémovych agregatov ( Brabek et al., 2004 ).
Nase vysledky z testov invazivity Src527F transformovanych MEF boli konzistentné
s vysledkami z migracnich eseji. CAS Y12E exprimujuce MEF+Src527F mali
najvyssiu invazivnu kapacitu v porovnani s ostatnymi liniami a zaroven CAS Y12F
pri€in réznych invazivnych schopnosti je rozdiel v produkcii enzymov degradujucich
extracelularnu hmotu. KedZe exprimovanie proteinu CAS s deletovanou SH3
doménou spdsobilo znizenie produkcie MMP2 a mierne aj zniZilo invazivné
schopnosti Src transformovanych MEF ( Brabek et al., 2005 ), predpokladali sme, Ze
za znizenou schopnostou CAS Y12F exprimujucich MEF+Src527F invadovat bude

znizena produkcia matrixovej metaloproteazy MMP2 popripade dalSich
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degradacnych enzymov. Prekvapivo sme vSak nezistili Ziadny rozdiel v expresii Ci
aktivacii MMP2 ani v degradacii zelatinu in situ v Src transformovanych MEF
exprimujucich jednotlivé varianty proteinu CAS.

Dalsim moznym vysvetlenim rozdielu v migraénej i invazivnej kapacite mysich
embryonalnych fibroblastov je rozdielna dynamika cytoskeletu. S dynamikou
cytoskeletu uzko suvisi dynamika fokalnych adhézii, pretoze tieto Struktury su priamo
napojené na aktinové vlakna a uzko spolu suvisia ( zhrnuté v (Zamir and Geiger,
2001)). Dynamika fokalnych adhézii samozrejme priamo suvisi s bunkovou
migraciou. Saunders a spolupracovnici dokazali, Zze zvySenie dynamiky fokalnych
adhézii vo vinculin deficientnych fibroblastoch spdsobilo zvySenie ich migracnej
kapacity (Saunders et al., 2004 ). Znizenie dynamiky FA inhibiciou ErbB2
signalizacie po osi FAK-Src u vysoko metastatickej linie MDA-231 taktiez inhibovalo
ErbB2 sprostredkovanu invazivitu ( Xu et al., 2009 ). CAS sa priamo podiela na
regulacii dynamiky fokalnych adhézii. MySie embryonadlne fibroblasty, ktoré
neexprimuju protein CAS mali sice rovnaku rychlost inkorporacie paxilinu do FA
(paxilin empriricky zvoleny ako marker dynamiky FA ) ako MEF normalne
exprimujuce protein CAS, avSak rychlost disociacie paxilinu a tym aj rozpadu
fokalnych adhézii bola 19 krat nizSia ( Webb et al., 2004 ). Pre zistovanie dynamiky
fokalnych adhézii sme zvolili dva pristupy. Prvym pristupom analyzovania dynamiky
celych fokalnych adhézii bola interferencna reflexna mikroskopia. Pomocou tejto
techniky bol tiez analyzovana uloha vinculinu pre Zivotnost fokalnych adhézii
(Saunders et al., 2004). Vysledky ziskané pomocou IRM boli opat konzistentné
s migracnymi a invazivnymi esejami. CAS Y12E exprimujuce mySie embryonalne
fibroblasty mali mierne zvySenu mieru vzniku i zaniku FA oproti MEF exprimujucim
nemutovanu variantu proteinu CAS. Na druhej strane CAS Y12F exprimujuce MEF
mali mierne zniZzenu mieru vzniku FA, pricom vSak mali vyraznejSie zniZzenu mieru
rozpadu FA a tym aj vacsSiu stabilitu. Zda sa, ze podobne ako pri fosforylacii
substratovej domény CAS, kde bolo déleZité presné vyladenie miery fosforylacie a
defosforylacie tyrozinov v YxxP motivoch (motilitu buniek blokovala jednak expresia
CAS s nefosforylovatelnou substratovou doménou a jednak jej hyperfosforylacia ), je
kriticky dolezité aj rovnovazne mnozstvo proteinu CAS, kedZe jeho absencia vo
fokalnych adhéziach tak isto ako zvySena asociacia s FA znizuje ich dynamiku.

Ako druhy pristup sme zvolili Fluorescence Recovery After Photobleaching

(FRAP). Pomocou tejto metdody sme zistovali dynamiku jednotlivych fluorescenéne
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znacnych proteinovych komponentov fokalnych adhézii — samotného proteinu CAS a
vinculinu. Dynamika jednotlivych proteinov tvoriacich fokalne adhézie priamo suvisi
s dynamikou FA ako takych. PrediZenie T'/, ( &as potrebny na dosiahnutie hodnoty
polovi¢nej intenzity fluorescencie platé vo vysvietenej oblasti ) Cize zniZenie
dynamiky paxilinu vo FAK deficientnych keratinocytoch malo za nasledok celkovo
statickejSi cytoskelet a zniZenie miery rozpadu fokalnych adhézii ¢o vyustilo do
defektov v migracii keratinocytov, pricom vSak tvorba lamelipddii ostala nezmenena
(Schober et al., 2007 ). Z nasich dat z FRAP experimentov vyplyva, 2e T'/, u GFP
znacenych variant CAS proteinu ( Y12F a WT ) ziskanych vysvietenim fokalnych
adhézii buniek linie K4 je 4 sekundy, €o je konzistetné s vysledkami inych
vyskumnych skupin ( Donato et al., 2010 ) avSak miera navratu fluorescencie tychto
dvoch variant sa vyrazne liSi. U nemutovaného CAS je to 70% priCom u
nefosforylovatelnej mutacie je to len 37%, ¢o naznacuje, Ze protein CAS sa podobne
ako iné proteiny fokalnych adhézii pravdepodobne nachadza v mobilnej a stabilne
viazanej frakcii ( Wolfenson et al., 2009 ) a CAS Y12F varianta je pravdepodobne
stabilnejSie viazana do fokalnych adhézii nez nemutovana forma. KedZze CAS Y12E
mal vyrazne znizenu lokalizaciu do fokalnych adhézii, pre ziskanie informacie o
dynamike CAS Y12E boli pre vysvietenie a nasledny FRAP experiment pouzité
podozémy opat u buniek linie K4. U podozémov sme zistili, ze fosfomimikujuca
mutacia ma vyrazne vaésiu dynamiku (T', = 1,8 s ) neZ nemutovana forma CAS
WT. Dal$im proteinom analyzovanym pomocou FRAP bol vinculin. Vinculin je protein
fokalnych adhézii, ktory ma vyznamnu ulohu pri ich stabilizovani ( Saunders et al.,
2006 ) a preto jeho dynamika tiez priamo suvisi s dynamikou fokalnych adhézii. Pre
FRAP experimenty sme pripravili YFP znaceny vinculin a nasledne sme ho
transfekovali do Src527F transformovanych mysSich embryonalnych fibroblastov
exprimujucich varianty proteinu CAS ( CAS WT, Y12E, Y12F ). U MEF exprimujucich
nemutovanu formu CAS mal YFP vinculin vo fokalnych adhéziach T/, rovnajuci sa
14,6 sekundam, pricom kpodobnym hodnotdm sa dospelo aj v primarnych
osteoblastoch pri pouziti GFP znaceného vinculinu ( Tan et al., 2010 ). Exprimovanie
fosfomimikujucej varianty CAS Y12E v Src transformovanych MEF sp&sobilo
zvysenie dynamiky vinculinu (T'/, = 9,5 s ) pricom na druhej strane exprimovanie
CAS Y12F zase sposobilo stabilnej$iu vazbu vinculinu do FA (T', = 24,5 s).

S ohfadom na to, Ze pritomnost vinculinu stabilizuje FA su vysledky ziskané
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pomocou FRAP experimentov konzistentné s predchadzajucimi tvrdeniami o
efektoch mutacie tyrozinu 12 na migraciu a invazivitu fibroblastov.

Z vysledkov tejto diplomovej prace vyplyva délezitost’ fosforylaéného stavu
tyrozinu 12 v prvej hydrofébnej vazbovej kapse SH3 domény proteinu CAS na
bunkové deje sprostredkované tymto adaptorovym proteinom. Z dat vyplyva, Zze CAS
s nefosforylovanym Tyr12 je pevnejSie viazany do fokalnych adhézii a stabilizuje ich.
Na druhej strane fosforylacia Tyr12 spésobi znizenie asociacie s FA, rozpad
komplexu FAK-CAS-Src a nasledne destabilizaciu FA. Efektivna destabilizacia FA
fosforylaciou Tyr12 pravdepodobne prispieva k regulacii mechanizmu rozpadu FA,
ktory je dolezity pre efektivnu motilitu buniek. Dal§im moZnym smerovanim vyskumu
by mohla byt identifikacia protein kinazy zodpovednej za fosforylaciu tohoto
kritického tyrozinu. Ako mozni kandidati by mohli byt kindzy Src & ERK, ktoré su
dolezité pre regulaciu rozpadu fokalnych adhézii ( Webb et al., 2004, Vomastek et
al., 2007 ) alebo taktiez kinaza Bmx/Etk, ktora reguluje reorganizaciu aktinového

cytoskeletu a bunkovu migraciu ( Abassi et al., 2003 ).
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Zhrnutie

e Boli pripravené vektory, nesuce fragmenty DNA kddujuce nemutovany protein
CAS ako aj mutantné verzie — fosfomimikujucu mutaciu Tyr12—Glu (Y12E) a
nefosforylovatelni mutaciu Tyr12—Phe (Y12F). DNA kédujuca tieto varianty
bola jednak vioZzena do vektoru pIRESpuro pre tvorbu mysich embryonalnych
fibroblastov stabilne exprimujucich protein CAS alebo do vektoru pEGFP-C1

pre ziskanie proteinu CAS fuzovaného s GFP.

e Pomocou pIRESpuro vektoru boli pripravené mysSie embryonalne fibroblasty i
Src527F transformované mySie embryonalne fibroblasty exprimujuce varianty
proteinu CAS ( WT, Y12E, Y12F ), ktoré boli nasledne pouzivané pre

experimenty.

e V pripravenych liniach mysSich embryonalnych fibroblastov
netransformovanych i Src527F transformovanych bol sledovany vplyv mutacie
tyrozinu 12 na fosforylaciu Src-asociovanych substratov. Fosfomimikujuca
mutacia Y12E spbsobovala zniZzenie mnozstva fosforylacie na tyrozinoch 397
a 861 u kinazy FAK av$ak nemala vyraznégjSi vplyv na fosforylaciu tyrozinu
118 u paxilinu. Mutacia Y12F v8ak nemala oproti nemutovanej forme CAS

Ziadny efekt na fosforylaciu Src substratov.

e Dal3im krokom bola analyza vplyvu mutacie tyrozinu 12 na fosforylaény stav
substratovéj domény proteinu CAS. Vtomto pripade sa fosfomimikujuca
mutacia neprejavila oproti nemutovanému proteinu CAS. Na druhej strane
nefosforylovatelna mutacia Y12F zvySovala fosforylaciu tyrozinov

v substratovej doméne proteinu CAS.

e Pomocou GFP znaceného proteinu CAS sme analyzovali vplyv mutacie Tyr12
na jeho lokalizaciu. Vymena tyrozinu 12 za fenylalanin nema Ziadny efekt na
lokalizaciu CAS a tento lokalizuje do fokalnych adhézii i do podozémov. AvSak

vymena tyrozinu 12 za fosfomimikujuci glutamat spdsobila vyraznu
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delokalizaciu CAS z fokalnych adhézii pricom v8ak nemala Ziadny efekt na

lokalizaciu CAS do podozémov.

Pri analyze ulohy fosforylacie tyrozinu 12 sme zistili, ze fosfomimikujuca
mutacia Y12E vyrazne zvySuje migracny potencial MEF na poly-lyzine. Tato
mutacia zvySuje migracny potencial i na fibronektine avSak zvySenie nebolo az
také vyrazné. Naproti tomu nefosforylovatelna mutacia Y12F znizuje migra¢nu
kapacitu MEF dokonca pod uroven MEF neexprimujucich protein CAS. U Src
transformovanych MEF boli dosiahnuté analogické vysledky avSak rozdiely
neboli také markantné, kedze Src transformované MEF mali celkovo niz§i

migraény potencial oproti netransformovanym MEF.

Protein CAS hra vyznamnu rolu i v procese invazivity Src transformovanych
buniek. Z tohoto dévodu sme sa rozhodli zistit' vplyv mutacie tyrozinu 12
v SH3 doméne proteinu CAS na invazivitu Src transformovanych buniek. Zistili
sme, Ze Y12E mutacia udeluje Src527F transformovanym MEF zvy3enu
invazivnu kapacitu v porovnani s ostanymi liniami exprimujucimi varianty
proteinu CAS. Y12F mutacia vyrazne znizuje schopnost MEF+Src527F
invadovat oproti Src transformovanym MEF exprimujucim nemutovany protein
CAS.

Pre invazivitu Src transformovanych MEF, ktoré su tzv. mezenchymalne
invadujuce bunky, je dbélezité vyluCovanie enzymov degradujucich
extracelularnu hmotu. Preto sme dalej analyzovali vplyv mutacie tyrozinu 12
na vyluCovanie tychto proteaz. Z analyzy vyplyva, Ze mutacia tyrozinu 12
nema ziadny efekt na vyluCovanie matrixovej metaloproteazy 2 pretoze vSetky
linie Src transformovanych MEF reexprimujucich varianty CAS zvySovali
sekréciu  MMP2 vrovnakej miere oproti Src transformovanym MEF
neexprimujucim protein CAS. KedZe sme nezistili Ziadny rozdiel v sekrécii
MMP2, analyzovali sme celkovu degradaciu extracelularnej hmoty, avSak Src
transformované MEF reexprimujuce jednotlivé varianty proteinu CAS sa

nelisSili navzajom od seba ani v celkovej degradacii Zzelatinu in situ.
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Po tom €o sme nezistili ziadny rozdiel v sekrécii degradaénych enzymov Src-
transformovanych MEF rozhodli sme sa preskumat dynamiku kontaktov medzi
bunkou a podkladom. Expresia fosfomimikujucej mutacie Y12E v mysSich
embryonalnych fibroblastoch mierne zvySuje potencial buniek tvorit' fokalne
adhézie v porovnani sexpresiou nemutovaného CAS i expresiou
nefosforylovatelej Y12F mutacie. K rovnakym vysledkom sme dospeli i pri
skumani miery zaniku FA, avSak s tym rozdielom, Ze u MEF reexprimujucich
Y12F mutantnu variantu CAS bola schopnost’ fibroblastov rozkladat vlastné
FA vyraznejSie znizena. Ztychto vysledkov sme vyvodili zaver, ze
nefosforylovany CAS stabilizuje fokalne adhézie. Nasledna FRAP analyza
preukazala, Ze mutacia tyrozinu 12 v SH3 doméne proteinu CAS za
fenylalanin sp&sobi vo vysvietenych fokalnych adhéziach nizSi navrat celkovej
fluorescencie v porovnani s nemutovanym CAS, C€o je pravdepodobne
nasledok vacsej frakcie CAS Y12F stabilne viazanej vo fokalnych adhéziach.
Pri naslednom FRAP experimente s YFP-vinculinom exprimovanym v Src527F
transformovanych MEF sme ukazali, Ze vinculin v Src transformovanych MEF
reexprimujucich CAS Y12E ma najvacsiu dynamiku asociacie s FA a
disociacie od nich v porovnani MEF+Src527F reexprimujucimi CAS WT i CAS

Y12F, v ktorych mal vinculin dynamiku najmensiu.

Vysledky prezentované v tejto diplomovej praci v SirSom spektre prispeli k
objasneniu role tyrozinovej fosforylacie v SH3 doméne ako vSeobecnému
regulatnému mechanizmu interakcie proteinov v eukaryotickych bunkach.
V uzSom spektre pomohli popisat vyznam fosforylacie tyrozinu 12 v SH3
doméne proteinu CAS ako nového regulacného mechanizmu bunkovych dejov
sprostredkovanych prave proteinom CAS ako napriklad bunkova migracia,
invazivita a taktiez dynamika s cytoskeletom asociovanych Struktar akymi su

fokalne adhézie.
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