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Abstrakt 

 

NG2 je transmembránový glykoprotein, jehož exprese je spojena především 

s vyvíjející se tkání, a bývá také obnovena v nádorových buňkách. Glykoprotein NG2 je 

důležitým regulátorem buněčné migrace a adheze a jeho nadprodukce, popsaná u řady 

nádorů, zvyšuje metastatický potenciál takových nádorů. Molekulární mechanizmy tohoto 

působení však dosud nejsou zcela objasněny. V poslední době přibývá indicií, že je 

glykoprotein NG2 schopen regulace Rho/ROCK signalizace, jejíž zvýšená aktivace je 

nezbytnou podmínkou efektivní invaze améboidních nádorových buněk. 

V rámci této práce je analyzována úloha glykoproteinu NG2, zejména jeho PDZ-

vazebného motivu pro indukci améboidního fenotypu a aktivaci Rho/ROCK signalizace.  

Naše výsledky dokládají význam PDZ-vazebného motivu NG2 pro mezenchymálně-

améboidní přechod buněk ve 3D prostředí. Překvapivě ale ukazují, že produkce jak celé 

cytoplazmatické domény NG2, tak její zkrácená verze bez PDZ-vazebného motivu, nevede 

ke změnám v množství Rho-GTP a aktivaci signální dráhy Rho/ROCK ve 2D prostředí. 

 

Klíčová slova: 

NG2 glykoprotein, Rho/ROCK signalizace, PDZ doména, morfologie, invazivita, 

améboidní, mezenchymální  
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Abstract 

 

NG2 is a transmembrane glycoprotein mainly expressed in developing tissue, and 

often re-expressed in tumor cells. NG2 glycoprotein is an important regulator of cell 

migration and adhesion. Increased expression of NG2 enhances the metastatic potential of 

cancer cells. However, the molecular mechanisms of these processes are still not fully 

understood. An increasing number of evidences, in recent years, have shown that NG2 can 

be responsible for Rho/ROCK activation, which is essential for effective amoeboid 

invasiveness. 

In this thesis, we analysed the role of NG2 glycoprotein, especially the role of its PDZ-

binding motif on amoeboid phenotype induction, and activation of Rho/ROCK signaling.  

Our results demonstrate the importance of the NG2 PDZ-binding motif on 

mesenchymal-amoeboid transition of cells in a 3D environment. Surprisingly, they show 

that the expression of both the NG2 cytoplasmatic domain and the truncated version, 

lacking the PDZ-binding motif, do not change the amount of Rho-GTP or the activation of 

the Rho/ROCK signaling pathway in 2D. 

Keywords 

 

NG2 glycoprotein, Rho/ROCK signaling, PDZ domain, morfology, invasion, amoeboid, 

mesenchymal 
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Seznam zkratek 

 

Význam zkratek je uveden v anglickém jazyce. V případě vžitých českých výrazů je 

uveden i český ekvivalent. 

  

AMT Améboidně-mezenchymální přechod (amoeboid-mesenchymal 

transition) 

Arp 2/3 Actin-related protein 2/3 

ECM Mezibuněčná hmota (extracellular matrix) 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

ERM Ezrin/radixin/moesin proteiny 

GAP (GTPase activating protein) 

GDI Guanosine nucleotide dissociation inhibitor 

GDP Guanosindifosfát (guanosine diphosphate) 

GEF                                                                                                                                                   Guanine nucleotide exchange factor 

GFP Zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 

GRIP 1 Glutamate receptor-interacting protein 1 

GTP Guanosintrisfosfát (guanosine trisphosphate) 

LIMK Lim domain-containing kinase 

MAT Mezenchymálně-améboidní přechod (mesenchymal-amoeboid 

transition) 

mDIA Mammalian diaphonous 

MLC Lehký řetězec myozinu (myosin light chain) 

MLCK Kináza lehkého řetězce myozinu (myosin light chain kinase) 

MLCP Fosfatáza lehkého řetězce myozinu (myosin light chain 

phosphatase) 

MUPP1/MPDZ Multiple PDZ domain protein 1 

MYPT Myosin phosphatase targeting protein 

NG2/CSPG4 Chondroitin sulfát proteoglykan 4 (Nerve/Glial antigen 2; 

Chondroitin sulfate proteoglycan 4) 

PAK p-21 activated kinase 
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PCR Polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PDZ                                  PSD-95, DlgA, ZO-1 domain 

PKCα Protein kináza C α (protein kinase C α) 

Rho Ras homolog 

ROCK Rho-kináza (Rho-associated coiled-coil containing protein kinase) 

Syx Synectin-binding RhoA exchange factor 

WASP Wiskott-Aldrich syndrom protein 

YFP Žlutý fluorescenční protein (yellow fluorescent protein) 

 

  



 

1. Úvod 

 

Je známo, že hlavní př

nádor sám o sobě, ale př

metastáz, a molekulární mechaniz

objasněny.  

Proces tvorby metastáz je komplexní, vícestup

metastatickou kaskádu (viz

Obr. 1. Metastatická kaskáda:

Nádorové buňky se nejprve musí odd

(2) a promigrovat skrz bazální membránu cévy

lymfatického řečiště (4). Tím se mohou rozší

membránu ven (extravazace) (5). Invadují okolní mezibun

sekundární nádor – metastázu.
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Je známo, že hlavní příčinou úmrtí pacientů s nádorovým onemocn

především vytváření sekundárních ložisek - metastáz

a molekulární mechanizmy vedoucí k jejich vzniku, 

etastáz je komplexní, vícestupňový proces, který 

viz obr. 1).  

Metastatická kaskáda: 

ky se nejprve musí oddělit od primárního tumoru (1), invadovat sítí mezibun

ovat skrz bazální membránu cévy (intravazace) (3), aby se dostaly do krevního 

 (4). Tím se mohou rozšířit po těle a později promigrovat skrz endotel cévy a bazální 

membránu ven (extravazace) (5). Invadují okolní mezibuněčnou hmotu (6), usadí se a vytvá

metastázu. Nakresleno podle (Mierke, 2013). 

nádorovým onemocněním není primární 

metastáz. Proces tvorby 

jejich vzniku, přesto nejsou zcela 

proces, který označujeme jako 

 

lit od primárního tumoru (1), invadovat sítí mezibuněčné hmoty 

ace) (3), aby se dostaly do krevního či 

i promigrovat skrz endotel cévy a bazální 

nou hmotu (6), usadí se a vytvářejí 
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Buňky se nejprve musí oddělit od primárního nádoru, překonat bariéru tvořenou 

mezibuněčnou hmotou (ECM) a invadovat skrz okolní tkáň. Pro efektivní metastazování je 

dále důležitý průnik do cévního či lymfatického systému, kde metastazující buňka musí 

překonat bariéru endoteliální stěny cév (intravazace). Tím se mohou nádorové buňky 

rozšířit po těle, a pakliže se dostanou ven (extravazace) a kolonizují okolní tkáň, mohou 

vytvořit sekundární ložiska - metastáze. (Kopfstein and Christofori, 2006; Valastyan and 

Weinberg, 2012) 

Průnik buněk skrz mezibuněčnou hmotu je jedním z prvních, a zcela kritických kroků 

metastatické kaskády, a proto je velmi podstatné porozumět mechanizmům, které invazi 

nádorových buněk umožňují. 

 

1.1.  Invazivita nádorových buněk 

Nádorové buňky vyvinuly několik různých způsobů, jak se skrz mezibuněčnou hmotu 

pohybovat. Mohou migrovat kolektivně nebo jako jednotlivé buňky. Individuálně migrující 

buňky využívají buď tzv. mezenchymálního, či améboidního způsobu invazivity 

(shrnuto v Friedl, 2004).  

Hlavní rozdíly mezi mezenchymálním a améboidním typem invazivity jsou shrnuty 

v tab. 1 

 
 

MEZENCHYMÁLNÍ AMÉBOIDNÍ 
 

• Proteolytická degradace ECM 

• Vysoká exprese integrinů a proteáz 

• Protáhlý tvar ve 3D (filopodia, 

limelipodia) 

• Aktivace GTPázy Rac 

 

• Invaze nezávislá na proteolytické 

degradaci ECM 

• Nízká exprese integrinů a proteáz 

• Kulatý tvar ve 3D (bleby) 

• Aktivace Rho/ROCK signalizace  

 

Tab. 1: Přehled hlavních rozdílů mezenchymální a améboidní invazivity. 
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1.1.1. Mezenchymální invazivita 

Mezenchymální způsob invaze je charakteristický využitím proteolytických enzymů 

pro štěpení proteinů mezibuněčné hmoty a typickým protáhlým, vřetenovitým tvarem 

buněk ve 3D prostředí.  

Buňky jsou polarizované a na předním okraji vytvářejí na aktin bohaté struktury – 

filopodia a lamelipodia, jejichž vznik je kontrolován malými GTPázami Rac a Cdc42 

(Nobes and Hall, 1995; Ridley et al., 1992). Významnou roli mají pro mezenchymální 

invazivitu matrixové metaloproteázy. Jedná se o endopeptidázy, které vyžadují pro svoji 

funkci zinek. Jsou-li aktivované, štěpí různé komponenty mezibuněčné hmoty a dávají tak 

vzniknout otvorům v ECM, kterými se následně může buňka pohybovat.  

Mezenchymálně migrující buňky vytvářejí množství fokálních adhezí, které zajišťují 

přichycení k podkladu a interakci s ECM. Významnou komponentou fokálních adhezí jsou 

integriny, heterodimerní transmembránové receptory schopné vazby různých složek ECM 

a následné aktivace intracelulárních signálních kaskád. Fokální adheze jsou dále 

tvořeny řadou strukturních, adaptorových, a v neposlední řadě regulačních proteinů. 

(shrnuto v Wehrle-haller, 2012) 

Rychlost pohybu mezenchymálních buněk je limitovaná zejména přestavbou fokálních 

adhezí a translokací buněčného těla, a je tak ve srovnání s améboidní relativně pomalejší 

(0,1 – 1 µm/min) (Friedl et al., 1998). 

 

1.1.2.   Améboidní invazivita 

Améboidně migrující buňky mají ve 3D prostředí kulatý tvar a typický pro ně je 

kortikálně lokalizovaný aktomyozin.  

Na rozdíl od mezenchymálního, améboidní typ invaze je nezávislý na proteolytické 

degradaci ECM (Wolf et al., 2003; Wyckoff et al., 2006). Invaze améboidních buněk je 

umožněna zejména díky jejich zvýšené akto-myozinové kontraktilitě, která jim umožňuje 

protlačit se mezi vlákny mezibuněčné hmoty bez nutnosti jejich degradace (Wolf et al., 2003). 

Zvýšená akto-myozinová kontraktilita je regulována aktivací Rho/ROCK signalizace, a 

proto je aktivace této signální dráhy pro améboidní typ invazivity zcela zásadní (Rösel et 

al., 2008; Sahai and Marshall, 2003). Rho/ROCK signalizaci je věnována kapitola 1.3. 

 



 

Nádorové buňky navíc mohou

způsobem invazivity a př

invadovat okolní tkáň. P

nebo naopak potlačením, molekulárních drah, specifických pro jeden z

nazýváme jako mezenchymáln

(AMT) přechod. (Sahai and Marshall, 2003; Wolf et al., 2003)

2010) 

 

Obr. 2: Hlavní signální dráhy 
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ňky navíc mohou přepínat mezi mezenchymálním a 

přizpůsobovat se tak podmínkám, ve kterých se nach

Přechod mezi jednotlivými typy invaze je možné vyvolat 

čením, molekulárních drah, specifických pro jeden z

mezenchymálně-améboidní (MAT) respektive améboid

(Sahai and Marshall, 2003; Wolf et al., 2003) (shrnuto v 

Hlavní signální dráhy řídící mezenchymální a améboidní typ invazivity.

epínat mezi mezenchymálním a améboidním 

kterých se nacházejí a efektivně 

je možné vyvolat zvýšením, 

ením, molekulárních drah, specifických pro jeden z módů. Tento proces 

boidní (MAT) respektive améboidně-mezenchymální 

(shrnuto v Panková et al., 

 
ídící mezenchymální a améboidní typ invazivity.  
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1.2. Rho GTPázy 

Proteiny rodiny Rho jsou malé GTPázy patřící do nadrodiny Ras GTPáz. V buňce se 

vyskytují buď v aktivní (váží-li GTP), anebo v inaktivní (váží-li GDP) konformaci. 

Aktivita Rho GTPáz je regulována třemi skupinami proteinů; takzvanými GEF (guanine 

nucleotide exchange factor), GAP (GTPase-activating protein) a GDI (guanine nucleotide 

dissociation inhibitor) proteiny.  

GAP proteiny zesilují schopnost GTPáz hydrolyzovat GTP na GDP, a tímto způsobem 

přispívají k inaktivaci Rho GTPáz. 

GDI jsou cytozolycké proteiny, které tvoří komplexy s inaktivními (vázajícími GDP) 

Rho GTPázami, a tím zamezují jejich aktivaci pomocí GEF proteinů. GDI proteiny se 

mohou vázat na izoprenylovou skupinu Rho GTPáz, která slouží k jejich vazbě na 

plazmatickou mebránu, tak zabraňují membránové lokalizaci Rho proteinů, což má za 

následek méně efektivní aktivaci pomocí GEF proteinů. 

GEF proteiny katalyzují výměnu GDP za GTP, což vede ke konformační změně Rho 

GTPáz. Váží-li Rho GTPázy GTP mají vysokou afinitu k efektorovým proteinům. Vazba 

Rho GTPáz k efektorovým proteinům je mechanizmem jejich aktivace, a tak tedy dochází 

ke spuštění následných signálních drah. 

 

Mezi nejznámější zástupce rodiny Rho GTPáz patří skupiny proteinů Cdc42, Rac 

a Rho.  

Zmíněné Rho GTPázy se zásadně podílejí na regulaci dynamiky aktinového 

cytoskeletu. Činí tak prostřednictvím různých efektorových proteinů.  

Cdc42 aktivuje protein WASP (Wiskott-Aldrich Syndrom Protein). WASP poté 

prostřednictvím proteinového komplexu Arp 2/3 (Actin-Related Proteins 2/3) aktivuje 

polymeraci aktinového cytoskeletu a jeho větvení. Aktivace Rac1 vede ke spuštění 

obdobných procesů jako aktivace Cdc42, ale prostřednictvím proteinů rodiny WAVE 

(WASP family verprolin homologous protein). Jak Cdc42, tak Rac1 také aktivují kinázy 

PAK (p-21 activated kinase). Aktivace PAK má za následek fosforylaci kinázy LIMK 

(LIM  domain kinase), která vede k její aktivaci. 

 Hlavními efektorovými proteiny GTPázy RhoA jsou proteiny mDIA a ROCK. 

Signalizace přes mDIA se podílí zejména na regulaci a stabilizaci mikrotubulárního 

cytoskeletu, zatímco kináza ROCK reguluje aktinový cytoskelet; zejména pak 
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atinomyozinovou kontraktilitu. (Amano et al., 1996) Rho/ROCK signalizaci se podrobněji 

věnuje následující kapitola (viz 1.3). 

Vzájemná kooperace Rho GTPáz a jejich časoprostorová regulace je velmi 

významným a komplexním dějem, zcela zásadním pro mnoho procesů jako je buněčná 

adheze, migrace či invaze (Guilluy et al., 2012; Sander et al., 1999; Zondag et al., 2000). 

K vzájemné regulaci dochází na několika úrovních. Například aktivace PAK pomocí Rac1 

či Cdc42 vede k inaktivaci RhoGEF proteinů (p115RhoGEF (Rosenfeldt et al., 2006), 

GEF-H1 (Callow et al., 2005; Zenke et al., 2004), Net1 (Alberts et al., 2005), PDZ-

RhoGEF (Barac et al., 2004)) a tím k inaktivaci Rho. Aktivovaný Rac může dále 

inaktivovat GTPázy podrodiny Rho (Sander et al., 1999), i prostřednictvím aktivace 

p190RhoGAP (Bustos et al., 2008). Naproti tomu, Rho aktivuje kinázu ROCK, která 

prostřednictvím aktivace Rac GAP proteinů (FilGAP a ArhGAP) vede k inaktivaci Rac 

(Ohta et al., 2006; Sanz-Moreno et al., 2008).  

 

1.3. Rho/ROCK signalizace: 

Jak již bylo výše zmíněno, jedním z efektorových proteinů GTPázy Rho je kináza 

ROCK (Rho-associated protein kinase) (Ishizaki et al., 1996; Leung et al., 1995). ROCK je 

serin/treoninová kináza, která je aktivována vazbou Rho na „coiled coil“ doménu na 

C-konci kinázy (Amano et al., 2010).  

Aktivovaná kináza ROCK fosforyluje, a tím aktivuje kinázu LIMK (Maekawa et al., 

1999), což vede k inhibiční fosforylaci aktin-depolymerizačního faktoru kofilinu. To má za 

následek tvorbu stresových vláken. 

Další způsob jak ROCK ovlivňuje aktinový cytoskelet je regulace fosforylace lehkého 

řetězce myozinu (MLC). ROCK jednak přímo fosforyluje MLC na serinu 19 (Amano et 

al., 1996), což vede k aktivaci ATPázové aktivity myozinu a následně buněčné 

kontraktilitě. ROCK ale ovlivňuje fosforylaci MLC i nepřímo. Fosforyluje regulační 

podjednotku (MYPT) fosfatázy lehkého řetězce myozinu (MLCP) na Thr 853 a Thr 696 

(Kimura et al., 1996). Jedná se o inhibiční fosforylaci, následkem je tedy snížená 

fosfatázová aktivita a větší množství fosforylovaného MLC. Výše popsané signální dráhy 

jsou znázorněny na obr. 3.   



 

Obr. 3: Schematické znázorně

Aktivace GTPázy Rho je regulována pomocí GEF, GAP a GDI protein

(vázající GTP) se váže a tím aktivuje kinázu ROCK. Aktivovaná kináza ROCK reguluje dynamiku 

aktinového cytoskeletu několika 

kofílin, to vede k jeho inaktivaci a následné tvorb

ROCK také reguluje fosfory

jednak přímo fosforyluje MLC, 

řetězce myozinu (MLCP), tím MLCP inaktivuje, což op

MLC. 
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Schematické znázornění Rho/ROCK signalizace. 

Aktivace GTPázy Rho je regulována pomocí GEF, GAP a GDI proteinů. Aktivovaná GTPáza Rho 

(vázající GTP) se váže a tím aktivuje kinázu ROCK. Aktivovaná kináza ROCK reguluje dynamiku 

ěkolika způsoby. Fosforyluje a tím aktivuje kinázu L

inaktivaci a následné tvorbě stresových vláken.  

fosforylaci lehkého řetězce myozinu (MLC) a tím kontraktilititu bun

ímo fosforyluje MLC, a jednak fosforyluje regulační podjednotuku (MYPT

inu (MLCP), tím MLCP inaktivuje, což opět vede ke zvýšenému množství fosforylovaného 

 

 

ů. Aktivovaná GTPáza Rho 

(vázající GTP) se váže a tím aktivuje kinázu ROCK. Aktivovaná kináza ROCK reguluje dynamiku 

soby. Fosforyluje a tím aktivuje kinázu LIMK. LIMK fosforyluje 

inu (MLC) a tím kontraktilititu buněk. ROCK 

dnotuku (MYPT) fosfatázy lehkého 

t vede ke zvýšenému množství fosforylovaného 

KONTRAKTILITA 
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1.4.  Glykoprotein NG2 

Jak bylo výše popsáno, expresní profily améboidních a mezenchymálních buněk se 

liší. Při porovnání mezenchymální buněčné linie K2, a od ní odvozené améboidní linie A3, 

byly nalezeny značné rozdíly v expresi řady proteinů. Mimo jiné bylo zjištěno, že exprese 

glykoproteinu NG2 je několikanásobně vyšší (65x) u améboidní linie A3, ve srovnání 

s expresí NG2 v mezenchymální K2 linii (Cavanna et al., 2007). 

NG2 (Nerve-glial antigen 2) je strukturně unikátní chondroitin sulfát proteoglykan. 

Homology NG2 (označovaného také jako CSPG4 - Chondroitin sulfát proteoglykan 4) jsou 

popsány u člověka (MCSP - melanoma chondroitin sulphate proteoglykan, HMW-MAA - High 

molecular weight-melanoma associated antigen) a myši (AN2), a na základě porovnání 

genomových sekvencí lze identifikovat homology NG2 i u dalších živočichů, včetně 

obojživelníků (Xenopus), ryb (zebřička) či hlísic (C. elegans).  

                                                                                                                                                                                                                       

Glykoprotein NG2 je produkován především progenitorovými buňkami různých tkání, 

jako jsou chondroblasty, progenitory oligodendrocytů a buněk hladkých svalů a endotelu 

(Burg et al., 1999; Grako and Stallcup, 1995; Grako et al., 1999; Nishiyama et al., 1991a). 

Zvýšená exprese NG2 je také spojena s progresí řady nádorů, především pak melanomů 

(Fang et al., 1999), glioblastomů (Chekenya et al., 1999; Stallcup and Huang, 2008), 

chondrosarkomů (Léger et al., 1994), myeloidní leukémie (Smith et al., 1996) a jeho 

zvýšená exprese koreluje s metastatickým potenciálem sarkomů měkkých tkání (Benassi et 

al., 2009). 

 Progenitorové a nádorové buňky spojuje mnoho společných vlastností, zejména pak 

schopnost migrace a proliferace. A právě regulace těchto procesů se glykoprotein NG2 

účastní (Burg et al., 1997; Fang et al., 1999; Grako et al., 1999). Jednotlivým signalizacím, 

kterých se NG2 účastní je věnována samostatná kapitola (viz 1.4.2). 

 

1.4.1.  Struktura NG2 

NG2 je 250 kDa velký chondroitin sulfát proteoglykan, který jedenkrát prochází 

plazmatickou membránou. Jedná se o transmembránový protein typu I (N-konec je 

orientován vně buňky). Jeho struktura byla poprvé popsána v roce 1991 (Nishiyama et al., 

1991b) a je schematicky znázorněna na obr. 4.  



 

Tento strukturně unikátní glykoprotein je tvo

(2225 aminokyselin) zaujímá extracelulární doména, ta je následována transmembránovou 

doménou (25 aminokyselin), která p

doménu glykoproteinu. 

Obr. 4: Struktura glykoproteinu NG2.
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(zeleně) a oblast vázající kolagen (mod

cytoplazmatická doména NG2. Ta obs

C-konci glykoproteinu se nachází PDZ

 

Extracelulární doména 

proteoglykanu (D1 subdoména) 

a obsahuje také dva Laminin
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Centrální část extracelulární domény (D2 subdoména) je tvořena α-helikální „rod-like“ 

oblastí. Tato oblast je zodpovědná za vazbu proteinů mezibuněčné hmoty, zejména 

kolagenů typu V a VI (Burg et al., 1997; Tillet et al., 1997). Byly zde také popsány dvě 

konsenzus sekvence pro vazbu chondroitin-sulfátového řetězce na serinu 999 a serinu 1342 

(Nishiyama et al., 1991b). Později však bylo ukázáno, že NG2 má jen jediný chondroitin-

sulfátový řetězec, a to na serinu 999 (Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001). Význam 

chondroitin-sulfátového řetězce není zcela jasný. Není nutný pro vazbu kolagenů ani 

jiných známých interakčních partnerů NG2, ale má se za to, že ovlivňuje lokalizaci 

glykoproteinu do buněčných mikrodomén (Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001).  

D3 subdoména (membránově proximální) obsahuje místo proteolytického štěpení 

NG2, a také místo vazby pro galektin-3. V D3 subdoméně je NG2 N-glykosylován, a právě 

tyto oligosacharidy zprostředkovávají vazbu NG2 na galektin-3 (Wen et al., 2006). 

Navázání galektinu-3 vede k tvorbě komplexu s α3β1 integriny, a tím k zesílení NG2-

zprostředkované aktivaci α3β1 integrinů (Fukushi et al., 2004).  

Ačkoliv je cytoplazmatická doména NG2 poměrně krátká (76 aminokyselin), hraje 

zcela zásadní roli v signalizaci zprostředkované glykoproteinem NG2.  

V rámci cytoplazmatické domény se nachází několik míst fosforylace. Treonin 2256 je 

fosforylován protetein kinázou C alfa (PKC α). Tato fosforylace má za následek zvýšenou 

migraci buněk (Makagiansar et al., 2004). Dalším místem fosforylace je treonin 2314. 

Thr-2314 je fosforylován kinázou ERK (extracellular signal-regulated kinase). Tato 

fosforylace vede ke stimulaci proliferace buněk. Přitom, oba tyto efekty fosforylace NG2 

jsou závislé na signalizaci přes integriny. Fosforylace NG2 na Thr-2256 a 2314 má za 

následek kolokalizaci s β-1 integriny. Lokalizace těchto dvou fosforylačních stavů NG2 se 

přitom v rámci buňky liší. To má zřejmě za následek ovlivnění specifických efektorů 

integrinové signalizace a regulace proliferace či migrace (Makagiansar et al., 2007). 

Na úplném C-konci NG2 se nacházejí čtyři aminokyseliny (QYWV) tvořící tzv. PDZ 

(PSD-95; DlgA; ZO-1) vazebný motiv. Na tento motiv se váží proteiny s PDZ doménami. 

V současné době jsou známy tři takové adaptorové proteiny, které s PDZ-vazebným 

motivem NG2 interagují: GRIP1 (Stegmuller et al., 2003), Syntenin (Chatterjee et al., 

2008) a MUPP1 (Barritt et al., 2000).  

PDZ-vazebnému motivu a jeho interakčním partnerům je věnovaná samostatná 

kapitola (viz 1.5.) a velká část praktické části této práce. 
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1.4.2.   Signalizace a funkce glykoproteinu NG2  

NG2, jakožto transmembránový glykoprotein, může vázat interakční partnery vně i uvnitř 

buňky a zprostředkovat tak signalizaci z vnějšku buňky dovnitř. O NG2 je známo, že 

reguluje buněčnou proliferaci, migraci, invazivitu či adhezivitu. Dobře popsaná je také 

jeho úloha v procesu inhibice růstu neuritů. 

NG2 a buněčná proliferace 

 

Jak bylo výše uvedeno, NG2 je nadprodukován v řadě různých typů nádorů, a jeho 

exprese vede k zvýšení jejich progrese. Proto zjištění jeho funkce v buněčné proliferaci 

není nikterak překvapující. Transfekce buněk glykoproteinem NG2 vede ke zvýšení 

proliferačního potenciálu těchto buněk. Naopak, vazba NG2 specifických mAb vede 

k snížení proliferace buněčných linií různého původu: melanomů, karcinomů hlavy a krku, 

osteosarkomů či karcinomů prsu (Wang et al., 2010). NG2 je schopný vázat růstové 

faktory PDGF-AA (platelet-derived growth factor AA) a bFGF (basic fibroblast growth 

factor), funguje jako jejich koreceptor, a zesiluje tak signalizaci přes tyto růstové faktory 

(Goretzki et al., 1999; Grako et al., 1999). 

Glykoprotein NG2 a inhibice růstu neuritů 

 

Mnoho prací ukázalo, že chondroitin-sulfát proteoglykany, zejména NG2, způsobují 

inhibici růstu neuritů (Dou and Levine, 1994; Fidler et al., 1999; Chen et al., 2002). Mnoho 

různých proteoglykanů, včetně NG2, je nabohaceno v gliových jizvách po poranění CNS 

(Fawcett and Asher, 1999). Jejich přítomnost vede ke kolapsu neuritů a inhibici jejich 

růstu. Jakým mechanismem tedy NG2 (nebo obecně chondroitin-sulfát proteoglykany) 

působí na inhibici růstu neuritů? 

 Bylo zjištěno, že k inhibici růstu neuritů způsobené chondroitin-sulfát proteoglykany 

dochází v důsledku aktivace Rho/ROCK signalizace. Inhibice růstu neuritů způsobená 

chondroitin-sulfát proteoglykany může být totiž potlačena jak přidáním Rho inhibitoru (C3 

transferáza), tak ROCK inhibitorů (Y27632, fasudil, dimethylfasudil) (Gopalakrishnan et 

al., 2008; Monnier et al., 2003). Navíc, přítomnost chondroitin sulfát proteoglykanů 

vyvolává zvýšení fosforylace fosfatázy lehkého řetězce myozinu (MLCP), která je po 

přidání ROCK inhibitorů opět snížená (Gopalakrishnan et al., 2008).  
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Aktivovaná Rho/ROCK signalizace vede ke stimulaci aktinomyozinové kontraktility, 

což vede ke kolapsu neuritů a inhibici jejich růstu.  

V této situaci se NG2 nachází vně buňky a signalizaci přes plazmatickou membránu 

zprostředkovává jiný protein. Nedávno publikovaná studie ukázala, že inhibiční účinky 

NG2 na růst neuritů jsou způsobené vazbou na membránovou tyrozínovou fosfatázu sigma 

(PTPσ) (Shen et al., 2010). 

 

Úloha NG2 v buněčné adhezi, migraci a invazivitě 

 

 Mnoho studií, provedených zejména na melanomových buňkách, ukázalo, že se 

glykoprotein NG2 podílí na buněčné adhezi a migraci, a že jeho exprese přispívá ke 

zvýšení progrese nádorů také zvýšením jejich invazivního potenciálu.  

Lidské melanomové buňky, v kterých byl nadprodukován glykoprotein NG2 

vykazovaly zvýšené invazivní vlastnosti (Eisenmann et al., 1999) a melanomové buňky, 

produkující NG2 měly zvýšenou schopnost migrace, ve srovnání se stejnými buňkami, 

které NG2 neprodukovaly. Navíc, vazba specifických mAb proti NG2 vedla k inhibici 

adheze a rozprostření buněk, vyvolané vazbou na proteiny mezibuněčné hmoty (Burg et 

al., 1998; Iida et al., 1995). Mnoho studií spojuje migrační a adhezivní vlastnosti NG2 

s jeho schopností vázat integriny a sloužit jako jejich koreceptor (Eisenmann et al., 1999; 

Iida et al., 1995), je však také známo, že NG2 způsobuje obdobné efekty i nezávisle na 

integrinech. 

NG2, stejně jako integriny, váže proteiny mezibuněčné hmoty. A to zejména kolageny 

typu VI a V (Burg et al., 1996; Tillet et al., 1997). Studium mechanizmu buněčné odpovědi 

na vazbu složek ECM je však problematické v tom, že je tato buněčná odpověď zastíněna 

aktivací integrinové signalizace. Pro účely studia interakce NG2 s proteiny mezibuněčné 

hmoty byly proto použity buňky linie GD25, které neprodukují β1 integriny, jež jsou 

zodpovědné za většinu interakcí buňky s ECM (Tillet et al., 1997). Bylo zjištěno, že 

glykoprotein NG2 je zodpovědný za adhezi buněk na povrchy pokryté kolagenem (typu 

V či VI), že tato interakce vyvolává reorganizaci aktinového cytoskeletu a je nezávislá na 

integrinové signalizaci (Tillet et al., 2002). 

Mnoho prací ukázalo, že glykoprotein NG2 je zodpovědný za reorganizaci aktinového 

cytoskeletu (Fang et al., 1999; Lin et al., 1996; Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001), 
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neexistuje však žádný důkaz přímé interakce NG2 s aktinovým cytoskeletem, a zřejmě je 

tak tato interakce zprostředkována některým z adaptorových proteinů, interagujících 

s NG2. 

 

1.5. NG2 a Rho/ROCK signalizace 
 

Glykoprotein NG2 a signální dráhu Rho/ROCK spojuje hned několik aspektů. Jak 

víme, signalizace glykoproteinem NG2 vede k reorganizaci aktinového cytoskeletu a migraci, 

procesům, které jsou řízeny Rho GTPázami. Kromě toho, jak NG2, tak Rho a ROCK 

jsou společně nadprodukovány vysoce metastatickými buňkami melanomových linií. 

A v améboidních buňkách (linie A3), jejichž invaze je závislá na aktivaci Rho/ROCK 

signalizace, byla zjištěna nízká exprese integrinů, zato významná nadprodukce 

glykoproteinu NG2. A konečně, spojitost NG2 s Rho/ROCK signalizací ukazuje i nedávno 

publikovaná práce provedená v naší laboratoři (Paňková et al., 2012). Ta ukázala, že 

snížení exprese glykoproteinu NG2 ve vysoce metastatických, améboidních buňkách linie 

A3 a A375M2, vede k améboidně-mezenchymálnímu přechodu a snížení invazivity ve 3D 

kolagenu, které je doprovázeno inaktivací GTPázy Rho. A naopak, že exprese NG2 

v mezenchymálních K2 buňkách či obnovení exprese NG2 A375M2 buněk s siRNA 

sníženou expresí NG2, vede k mezenchymálně-améboidnímu přechodu, zvýšení invazivity 

a aktivaci Rho/ROCK signalizace.  

Aktivace Rho/ROCK signalizace zprostředkovaná glykoproteinem NG2, vedoucí 

k améboidní invazi je tedy možným mechanizmem, jak NG2 přispívá ke zvýšení agrese 

nádorů a tvorby metastáz. 

Jestliže je tedy glykoprotein NG2 zodpovědný za aktivaci signální dráhy Rho/ROCK, 

jaký je molekulární mechanizmus tohoto působení? 

 



 

 
Obr. 5: NG2 způsobuje zatím neznámým mechanismem aktivaci 

přispívá k améboidní invazivně
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invaze, adheze, polarity či proliferace. Tyto proteiny většinou obsahují větší množství PDZ 

domén a slouží tak jako adaptorové proteiny, které se podílejí na vytváření větších 

signálních komplexů. (Subbaiah et al., 2011) 

Jsou známy tři takové PDZ adaptorové proteiny, které se váží na PDZ-vazebný motiv 

NG2: GRIP1(Stegmuller et al., 2003), Syntenin (Chatterjee et al., 2008) a MUPP1 (Barritt 

et al., 2000). Předpokládá se, že právě některý z těchto adaptorových proteinů je 

zodpovědný za zprostředkování regulace aktinového cytoskeletu pomocí NG2.  

 

GRIP1 

 

 GRIP1 obsahuje 7 PDZ domén. Sedmou PDZ doménou se váže k PDZ-vazebnému 

motivu NG2 a čtvrtou a pátou PDZ doménou interaguje s podjednotkou glutamátového 

receptoru GluRB. GRIP1 přímo propojuje NG2 a AMPA receptory v imaturovaných 

gliových buňkách a vytváří tak signální komplex NG2/GRIP1/AMPA. Tento komplex se 

pak může spolupodílet na formování propojení mezi gliovými buňkami a neurony. 

(Stegmuller et al., 2003) 
 

Syntenin (mda-9) 
 

 

Syntenin byl původně popsán jako interakční partner membránových heparan-sulfát 

proteoglykanů-Syndekanů, odtud tedy jeho označení Syntenin (Grootjans et al., 1997). 

Zároveň byl Syntenin identifikován v terminálně diferenciovaných lidských 

melanomových buňkách. Proto je také nazýván jako mda-9 (melanoma differentiation 

associated 9) (Lin et al., 1998). 

Syntenin je nadprodukován v řadě nádorů a jeho exprese koreluje s jejich 

metastatickým potenciálem (Boukerche et al., 2005; Koo et al., 2002). 

Syntenin obsahuje dvě PDZ domény (viz obr. 6) a je vysoce konzervován napříč 

různými živočišnými druhy (Zimmermann et al., 2001). Syntenin váže PDZ-vazebný 

motiv NG2 a bylo ukázáno, že pro tuto interakci jsou nezbytné obě dvě PDZ domény 

Synteninu (Chatterjee et al., 2008). Pár PDZ domén Synteninu zajišťuje jeho lokalizaci 

v blízkosti plazmatické membrány (Wawrzyniak et al., 2012). A obě dvě PDZ domény 

jsou rovněž nezbytné, a zároveň postačující, také k tomu, aby, jsou-li nadprodukovány, 



 

vedly ke zvýšené invazivně
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vazebný motiv glykoproteinu NG2 (Barritt et al., 2000)
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Mimo to se PATJ podílí také na signalizaci přes p114RhoGEF. p114RhoGEF je Rho 

specifický GEF protein, který aktivuje zejména RhoA. Aktivace p114RhoGEF je 

významná právě pro améboidní typ pohybu, řízený aktinomyozinovou kontraktilitou 

(Terry et al., 2012). 

PATJ váže p114RhoGEF do komplexu s proteinem Lulu2, který následně 

p114RhoGEF aktivuje (Nakajima and Tanoue, 2012). To vede k aktivaci RhoA, spuštění 

Rho/ROCK signalizace, améboidní migraci a invazi buněk. 

 

Hypotetických možností, jak a přes jaké proteiny může NG2 signální dráhu 

Rho/ROCK regulovat je, jak bylo výše popsáno, mnoho. NG2 zřejmě nevede k aktivaci 

RhoA přímo. Všechny zde uvažované možnosti mají společné to, že předpokládají 

signalizaci přes PDZ-vazebný motiv NG2. Proto jsme se rozhodli nejdříve testovat, zda je 

pro popisovanou signalizaci nezbytný PDZ-vazebný motiv NG2.  
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2. Materiál a metody 

 

2.1.  Organizmy 

2.1.1. Bakterie 

kmen DH5α: φ80dlacZ∆M15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rK-, mK+), supE44 relA1, 

deoR, ∆(lacZYA-argF),U,169 

2.1.2 Savčí buněčné linie 

K2 (celým názvem LW13K2): sarkomová buněčná linie vzniklá spontánní transformací 

krysích embryonálních fibroblastů (Veselý and Weiss, 1973). 

 

A3 (celým názvem A337/311RP): krysí sarkomová linie vzniklá odvozením od K2 pomocí 

neoplastické progrese in vivo a in vitro (Cavanna et al., 2007). 

 

2.2.  Kultivační média 

2.2.1. Média pro kultivaci bakterií 

LB médium: 

• 10g Universal pepton (MERCK, Německo) 

• 5g Kvasinkový extrakt (OXOID, UK) 

• 5g NaCl 

• Doplníme do 1 l miliporovou vodou. 

• Sterilizujeme v autoklávu při 121°C, 20 min 
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Plotny s živným agarem: 

• 10 g živný agar (Imuna, Slovensko) 

• 250 ml miliporové vody 

• Sterilizujeme v autoklávu při 121°C, 20 min 

• Po zchladnutí (cca 50°C) přidáme selekční antibiotikum a nalijeme na misky 

(Připravíme tak přibližně 12 misek) 

 

Zásobní roztoky selekčních antibiotik:  

• Ampicilin (Biotika, Slovensko) 100 mg/ml  

• Kanamycin (AppliChem, Německo) 50 mg/ml  

Roztok selekčního antibiotika přidáváme 1:1000 až po zchladnutí média. 

 

2.2.2.   Média pro kultivaci savčích buněčných linií 

M1H médium: 

• 380 ml miliporová voda (2x klávovaná) 

• 50 ml 10x H-MEM 

• 50 ml FBS (Hustopeče) 

• 10 ml obecná antibiotika-antimykotika (Gibco, Invitrogen)*  

• 5 ml L-Glutamin 

• 5 ml NaHCO3 (7,5%) 

 

Celkový objem 500 ml, pH 7,4 

 

* Obecná antibiotika-antimykotika obsahují: 

• 10 µg/ml penicilin  

• 10 µg/ml streptomycin  

• 25 µg/ml amphotericin 
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2.3. Izolace plazmidové DNA z E. Coli  

2.3.1. Alkalická metoda 

Materiál: 

• Roztok I: 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10mM EDTA-NaOH, 1% glukóza 

• Roztok II: 1% SDS, 0,2M NaOH 

• Roztok III: 3M KAc : 2M kys. octová, pH 5,4 

• Plotny s ŽA obsahující selekční antibiotikum (viz 2.2.1.)  

• LB medium se selekčním antibiotikem (viz 2.2.1.) 

• 10M LiCl 

Postup: 

1. den: 

• Zaočkujeme bakteriální klon nesoucí žádaný plazmid na plotnu s ŽA2 (se 

selekčním antibiotikem). Kultivujeme přes noc při 37°C. 

2. den:  

• Vybereme jednu dobře oddělenou kolonii a zaočkujeme do 50 ml LB media se 

selekčním antibiotikem (v 250 ml Erlenmayerově baňce).  

• Kultivujeme v třepačce (180rpm) při 37°C přes noc (tj. cca 16 hod) 

3. den:  

• Baňku s narostlou kulturou zchladíme na ledu (10 min), poté přelijeme do 50 

ml centrifugační zkumavky (Falcon) a centrifugujeme (Jouan MR 22i, 

4400rpm, 20 min., 0°C) 

• Sediment resuspendujeme v 2 ml roztoku I. 

• Zkumavku vyndáme z ledové lázně a přidáme 4 ml roztoku II (5 min) 

• Zkumavku vrátíme do ledové lázně a přidáme 3 ml roztoku III a inkubujeme 

alespoň 30 minut na ledu (vznikne bílá sraženina). 

• Směs přelijeme do zkumavek pro rotor K24 a centrifugujeme (Janetzki K24, 

15 000 rpm, 30 min). 

• Supernatant slijeme do polypropylenové centrifugací zkumavky, zjistíme 

objem a přidáme isopropanol (0,6 násobek objemu supernatantu). Ihned 

centrifugujeme (Jouan MR22i, 4400 rpm, 6 min). 
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• Slijeme supernatant, kapky po okrajích odsajeme (můžeme nechat několik 

minut stát dnem vzhůru, ale je třeba dávat pozor, aby sediment nesjel dolů).  

• Osušený sediment rozpustíme ve 300 µl redest. vody a převedeme do 

mikrozkumavky, objem odměříme a smísíme se stejným objemem 10M LiCl a 

inkubujeme při -20°C alespoň 30 minut (při -80°C alespoň 10 min).  

• Sraženinu odstraníme pomocí centrifugace (13 000 rpm, 5 min), supernatant 

převedeme do čisté mikrozkumavky (2 ml) a odměříme objem. 

• Plazmidovou DNA vysrážíme pomocí 96% etanolu o objemu supernatantu, 

inkubujeme při -20°C alespoň 30 minut (při -80°C alespoň 10 min). 

• Vzniklou sraženinu DNA zcentrifugujeme (13 000 rpm, 5 min), supernatant 

vylijeme a sediment 2–3x opláchneme 1 ml 70% etanolu. Poté necháme 

sediment vysušit. 

• Sediment rozpustíme ve 100–200 µl (v závislosti na množství sedimentu) 

deionizované H2O. 

 

2.3.2.   Izolace plazmidové DNA pomocí NucleoSpin® 

Plasmid 

Materiál: 

• LB medium se selekčním antibiotikem (viz 2.2.1.) 

• Kit pro izolaci plazmidové DNA: NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, 

BRD) 

Postup: 

1. Den:  

• Kulturou E. Coli nesoucí žádaný plazmid zaočkujeme 2–5 ml LB média 

obsahující selekční antibiotikum. 

• Kultivujeme v třepačce (180rpm) při 37°C přes noc (tj. cca 16 hod) 

2. Den: 

• Izolujeme plazmidovou DNA pomocí NucleoSpin®Plasmid (Macherey-

Nagel, Německo), postupujeme podle přiloženého manuálu. 
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• Koncentraci vyizolované DNA stanovíme pomocí přístroje NanoDrop 

(Thermo Scientific). 

2.4. PCR (polymerázová řetězová reakce) 

2.4.1. PCR s využitím Taq polymerázy  

Materiál: 

• Taq polymeráza 5 U/ µl (Fermantas) 

• 10x Taq pufr (Fermentas) 

• dNTPs (2,5 mM dATP; 2,5 mM dGTP; 2,5 mM dCTP; 2,5 mM dTTP) 

 

Seznam použitých primerů: 

Název primeru   Sekvence 
Cit-A-f GACGTCGGAATGGTGAGCAAGGGCG 

Cit-A-r GACGTCTCCAGTGATCCCGGCGGC 

NG2-rev-orient CATTCCTGAGGGCAGGATTGGGTG 

NG2-Rev CACGCGGCCGCTCACACCCAGTACTGGCCA 

NG2-F-Psh  ATTCTCCGACCCTCGTCACCTGC 

NG2-Rev-nPDZ CACGCGGCCGCTCAGCCATTCCTGAGGGCA 

NG2-test CAGGCCAAGCCATTCCAC 

puro3-R CAACAGCTGGCCCTCGC 

 

Postup: 

Pro přípravu 20 µl reakce smícháme: 

 

 

 

 

 

 

 

Směs v PCR mikrozkumavce vložíme do cycleru (Peltier PTC-200, MJ Research, 

 

Templátová DNA………....................................0,5–10 ng 
Forward primer (10 µM).……………………...…......2 µl 
Reverse primer (10 µM).…….…………...……….....2 µl 
10x Taq pufr………………...………………………..2 µl 
Taq polymeráza………....…...1 U (0,2  µl o konc. 5 U/µl) 
Phusion® Hot Start Flex 2x Master Mix………….12,5 µl 
Mp H2O………………………...doplnit do objemu 20 µl  
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USA) s předehřátým víkem a spustíme následující PCR program: 
 

1) 95°C 2 min 

2) 95°C 30 s 

3) X°C 40 s (X = teplota nasedání primerů) 

4) 72°C 1 min 

5) 2x opakovat kroky 2 – 4 

6) 95°C 30 s 

7) Y°C 40 s (Y = teplota nasedání primerů včetně 5' konců, které nepárují s původní 

sekvencí) 

8) 72°C 1 min 

9) 21x opakovat kroky 6 – 8 

10) 72°C 2 min 

11)  4°C donekonečna 
 

2.4.2.   PCR z bakteriálních kolonií  

Složení PCR směsi je obdobné jako při běžné PCR. Jen namísto přidání plazmidové 

DNA přimícháme do reakce bakteriální kolonii. Bakteriální kolonii odebereme z plotny za 

pomocí sterilní špičky, smísíme z PCR směsí a špičkou pak můžeme přenést zbylé bakterie 

na agarovou plotnu se selekčním antibiotikem, kterou inkubujeme přes noc při 37°C.  

Směs v PCR mikrozkumavce vložíme do cycleru (Peltier PTC-200, MJ Research, 

USA) s předehřátým víkem a spustíme následující PCR program: 

 

1) 95°C 5 min (během prodlouženého zahřátí na 95°C buňky lyzují) 

2) 95°C 30 s 

3) X°C 40 s (X = teplota nasedání primerů) 

4) 72°C 1 min 

5) 24x opakovat kroky 2 – 4 

6) 4°C donekonečna 
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2.4.3.   PCR s využitím Phusion Hot Start Flex polymerázy 

Phusion® Hot Start Flex DNA polymeráza je velmi přesná polymeráza (má 50x menší 

chybovost než Taq polymeráza), je tedy vhodná pro amplifikaci dlouhých (několik kbp) 

úseků DNA s vysokou přesností. 

Materiál: 

• Phusion® Hot Start Flex Master Mix (NEB, UK): 

• Phusion® Hot Start Flex DNA polymeráza (20 U/ml) 

• 0,2 mM od každého dNTP 

• Phusion® Hot Start Flex pufr 

Postup: 

Pro přípravu 25 µl reakce smícháme: 

 

 

 

 

 
 

Směs v PCR mikrozkumavce vložíme do cycleru (Peltier PTC-200, MJ Research, 

USA) s předehřátým víkem a spustíme následující PCR program: 
 

1) 98°C 30 s 

2) 98°C 10 s 

3) X°C 30 s (X = teplota nasedání primerů) 

4) 72°C 30 s/kb 

5) 2x opakovat kroky 2 – 4 

6) 98°C 10 s 

7) Y°C 30 s (Y = teplota nasedání primerů včetně 5' konců, které nepárují s původní 

sekvencí) 

8) 72°C s/kb 

9) 21x opakovat kroky 6 – 8 

10) 72°C 10 min 

11) 4°C donekonečna 

 

Templátová DNA………....................................0,1–10 ng 
Forward primer (10 µM).………………………......2,5 µl 
Reverse primer (10 µM).…….…………..………...2,5 µl 
Phusion® Hot Start Flex 2x Master Mix………….12,5 µl 
Mp H2O…………………..…....doplnit do objemu 25  µl  
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2.5. DNA elektroforéza v agarózovém gelu  

Materiál: 

• TAE pufr:  

• 40 mM Tris (pH 8,5)  

• 20 mM kys. octová  

• 2 mM Na2EDTA  
 

• Agaróza NuSieve a Sea Kem v poměru 1:1 (FMC, USA) 
 

• Vzorkový pufr: 

• 60 % glycerol 

• 0,06 % bromfenolová modř 

• 60mM EDTA 
 

• Roztoku ethidium bromidu (0,5 µg/ml)  

• Marker: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) a GeneRuler™ 50 bp 

DNA Ladder (Thermo Scientific) 
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Postup: 

• Z agarózy a 1x TAE pufru si připravíme gel o potřebné koncentraci (0,5–2 % 

v závislosti na velikosti DNA fragmentů). 

 

konc. agarózy velikost lineární DNA 
0,5 % 3 000–20 000 bp 

1 % 1 000–10 000 bp 

2 % 100–1 000 bp 

 

• Zahříváme směs, dokud se agaróza zcela nerozpustí. Vodu, která se během 

zahřívání vypařila, doplníme a necháme roztok agarózy zchladnout na cca 50°C. 

• Složíme aparaturu a nalijeme zchladlý gel. Vložíme hřebínek a necháme ztuhnout 

(cca 20 min). 

• Ztuhlý gel vložíme do aparatury, převrstvíme 1x TAE pufrem a vyjmeme hřebínek. 

• Do jamek naneseme marker a vzorky DNA (obsahující vzorkový pufr). 

• Zapojíme elektroforézu a DNA necháme dělit při napětí 0,5–10 V/cm. 

• Po skončení elektroforézy gel obarvíme v roztoku ethidium bromidu (15–20 min) 

a následně odmyjeme v dest. vodě. 

• DNA na gelu pozorujeme pod UV lampou. 

• Fragmenty DNA můžeme vyříznout a izolovat z gelu pro následné použití. 

 

2.5.1. Izolace DNA fragmentů pomocí NucleoSpin® Extract 

Materiál: 

• Kit pro izolaci DNA z gelu: NucleoSpin® Extract 

 

Postup: 

• Pomocí čistého skalpelu vyřízneme fragment DNA z gelu (DNA přitom co 

nejméně ozařujeme UV zářením). 

• Vyřízlý kousek gelu s DNA zvážíme a zpracujeme podle manuálu, který je 

součástí kitu NucleoSpin®Extract.  

• Koncentraci vyizolované DNA stanovíme pomocí přístroje NanoDrop (Thermo 

Scientific). 
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2.6. Štěpení DNA restrikčními endonukleázami 

Materiál: 

• Restrikční enzymy (Thermo Scientific, USA) 

• 10x pufry pro restrikční endonukleázy (Thermo Scientific, USA) 
 

RE Doporučený pufr 
Nhe I Tango 1x 
EcoR I EcoR I 
BamH I BamH I 
Not I O 
Aat II Tango 1x 
PshA I Tango 1x 

 

Postup: 

Do mikrozkumavky napipetujeme: 

 

 

 

 

* Objem restrikční endonukleázy volíme podle její koncentrace, obecně 1–10 U/µg DNA 

 

Směs promícháme a inkubujeme 1–16 h při 37°C (není-li uvedena jiná optimální teplota 

pro štěpení). Výsledek štěpení ověříme pomocí elektroforézy v agarózovém gelu. 

 

2.7. Ligace 

Materiál: 

• T4 DNA ligáza (Thermo Scientific, USA) 

• 10x ligační pufr pro T4 DNA ligázu (Thermo Scientific, USA) 

  

 

DNA……………………...................................0,5–5 µg 
10x restrikční pufr…………………… ………..…...2 µl 
Restrikční endonukleáza………………………….0,5 µl *  
Mp H2O…………………..…  .doplnit do objemu 20 µl  
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Postup: 

V případě ligace přes tupé konce rozštěpený vektor nejdříve opůsobíme alkalickou 

fosfatázou (SAP; Thermo Scientific, USA): 

Na každý pmol DNA konců (přibližně 1µg 3kb plazmidu) přidáme 1 jednotku SAP a 

inkubujeme 30–60 min při 37°C. Reakci ukončíme zahřátím na 65°C, 15 min. 

 

Do mikrozkumavky napipetujeme: 

 

 

 

 

 

 

*Výpočet množství inzertu:  

� = 3	
����	
	��
�

���
�		��
�
∗ ���
�	���� 

 

Směs promícháme a inkubujeme při pokojové teplotě min. 4 hod. Ligační směs můžeme 

skladovat při -20°C nebo ihned použít pro transformaci bakterií. 

 

2.8. Transformace elektroporací  

Materiál: 

• LB médium s 2% glukózou (viz 2.2.1) 

• Plotny s ŽA2 agarem obsahující selekční antibiotikum (viz 2.2.1) 

• Elektrokompetentní buňky (viz 2.8.1) 

  

 

Vektor…………………….....................................100 ng 

Inzert…………………………………………….....x ng* 

10x ligační pufr pro T4 ligázu………....……..…...1,5 µl 

T4 DNA ligázu……………………………...…….0,2 µl  

Mp H2O…………………  ..…..doplnit do objemu 15 µl  
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2.8.1. Příprava elektrokompetentních buněk 

Materiál: 

• LB médium (viz 2.2.1) 

• 10% (w/w) glycerol 

 

Postup: 

1. den: 

• Zaočkujeme 10 ml LB média (ve 100 ml Erlenmayerově baňce) jednou dobře 

oddělenou bakteriální kolonií 

• Kultivujeme v třepačce (180rpm) při 37°C přes noc (tj. cca 16 hod) 

 

2. den: 

• Zaočkujeme 2x200ml LB media obsahující 0,4 ml thiaminu (0,1g/100 ml) (ve 2l 

Erlenmayerově baňce, konečná optická denzita (OD600) = 0,05.) 

• Kultivujeme v třepačce (180rpm) při 37°C do dosažení (OD600) = 0,6. 

• Baňky dáme na led a necháme chladit 10 až 15 min. Dáme vychladit také 

centrifugací zkumavky (Nalgene), centrifugu a deionizovanou vodu. 

• Převedeme kulturu do dvou vychlazených centrifugačních zkumavek a 

centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 min, 0°C). 

• Opatrně slijeme supernatant a pelet resuspendujeme v 10 ml vychlazené vody a poté 

vodou dolejeme do 200 ml. 

• Opět centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 min, 0°C). 

• Opatrně slijeme supernatant a pelet resuspendujeme v 10 ml vychlazené vody a poté 

vodou dolejeme do 100 ml deionizovanou vodou. 

• Opět centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 min, 0°C). 

• Opatrně slijeme supernatant, pelet resuspendujeme, rozdělíme do čtyř 50 ml 

centrifugačních zkumavek a doplníme vodou do 50 ml. 

• Centrifugujeme (Jouan 22i, 3 000 g, 20 min, 0°C). 

• Supernatant slijeme a pelet resuspendujeme v 1–5 ml vychlazeného 10% glycerolu, 

spojíme do dvou 50 ml centrifugačních zkumavek a doplníme do 50 ml vychlazeným 

10% glycerolem. 
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• Centrifugujeme (Jouan 22i, 3 000 g, 20 min, 0°C). 

• Slijeme glycerol a pelet resuspendujeme v 1 ml glycerolu. 

• Do 1,5 ml mikrozkumavek, zchlazených pomocí tekutého dusíku, pipetujeme 40 

nebo 80 µl buněčné suspenze a zavřenou mikrozkumavku vložíme do tekutého 

dusíku. 

• Skladujeme v -80°C. 

Postup: 

• Na ledu necháme roztát elektrokompetentní buňky, vychladíme čisté a od etanolu 

vysušené elektroporační kyvety. 

• Do sterilní skleněné zkumavky nepipetujeme 1ml LB s 2% glukózou.  

• V mikrozkumavce na ledu smísíme 40 µl elektrokompetentních buněk s 1–4 µl 

ligační směsi (obsahující 5–500 ng DNA). Pomocí pipetmana směs zamícháme a 

převedeme do předem vychlazené elektroporační kyvety. 

• Elektroporaci provádíme na Gene Pulseru (Bio-Rad, USA) s nastavením pro 

bakterie (napětí 2,5 kV, kapacitance 25µF a odpor 200 Ω).  

• Obsah kyvety rychle převedeme do skleněné zkumavky s médiem, které jsme si 

předem připravili. 

• Zkumavku dáme na třepačku a inkubujeme při 37°C 1 hod. 

• Na plotny s ŽA2 agarem se selekčním antibiotikem vyséváme obvykle dvě různá 

množství kultury (obvykle 30 a 300 µl). Kulturu důkladně rozprostřeme.  

• Plotny inkubujeme v termostatu při 37°C přes noc (tj. cca 16 hod). 

  



 

2.9. Vektory 

• pIRESpuro3 (Clontech)

 

• pIRES2-EGFP (Clontech)

 

 

41 

(Clontech) 

(Clontech) 
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• pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen) 
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2.10. Práce s tkáňovými kulturami 

 

Savčí buňky jsou standardně kultivovány v termostatu v 5% CO2 při 37°C na různě 

velkých miskách a v tomu odpovídajícím objemu média: 

 

Typ misky Průměr Množství média 
Velká miska 100 mm 10 ml 

Malá miska 60 mm 4–5 ml 

6jamková destička 35 mm 2 ml 

12jamková destička 20 mm 1 ml 

 

Konfluenci, stav buněk a případnou kontaminaci pravidelně kontrolujeme pod 

mikroskopem (Nicon Eclipse TS 2000). V závislosti na konfluenci buňky pasážujeme po 

2–3 dnech. 

2.10.1. Pasážování 

Materiál: 

• Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,38g/l EDTA (Gibco, Invitrogen) 

• M1H médium (viz 2.2.2) 

Postup: 

• Před pasážováním je potřeba vytemperovat trypsin a médium ve vodní lázni (37°C, 

15 min) 

• Z misky odsajeme médium a připipetujeme na ni 1 ml trypsinu (pro velkou misku), 

krouživým pohybem rozprostřeme trypsin po celé misce a necháme trypsin působit 

(37°C, cca 5 min). 

• Potom co se buňky odlepí od misky, zastavíme aktivitu trypsinu přidáním 

kompletního média. 

• Oddělíme shluky buněk a na novou misku přeneseme požadované množství buněčné 

suspenze. Objem doplníme kompletním médiem. 
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2.10.2. Rozpěstování stabilátů 

• Zamražovací mikrozkumavku vyndáme z kontejneru s tekutým dusíkem na led. 

• Mikrozkumavku dáme do vodní lázně (vytemperované na 37°C) a necháme 

buněčnou suspenzi roztát (1–2 min). 

• Suspenzi buněk převedeme do 15 ml plastové zkumavky Falcon obsahující 5 ml 

vytemperovaného média. 

• Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180g, 3 min). 

• Supernatant opatrně odsajeme, buněčný pelet resuspendujeme v médiu a přeneseme 

na velkou misku a přidáme médium do celkového objemu 10 ml. 

 

2.10.3. Příprava stabilátů 

Materiál: 

• Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,38g/l EDTA (Gibco, Invitrogen) 

• M1H médium (viz 2.2.2) 

• Zamrozovací roztok: 90% FBS, 10% DMSO 

Postup: 

• Pro přípravu stabilátů používáme buňky z velké misky narostlé do 100% konfluence.  

• Z misek odsajeme médium, přidáme 1 ml trypsinu a inkubujeme v termostatu (37°C, 

cca 5 min.) 

• Potom co se buňky odlepí od misky, zastavíme aktivitu trypsinu přidáním 4 ml 

kompletního média. 

• Buněčnou suspenzi přepipetujeme do 15 ml plastové zkumavky Falcon a 

centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180g, 3 min). 

• Opatrně odsajeme médium a buněčný pelet resupendujeme v 1 ml zamrazovacího 

roztoku. Suspenzi převedeme do zamrazovacích mikrozkumavek Nalgene. 

• Mikrozkumavky vložíme do nádoby s isopropanolem, kterou dáme do -80°C. 

• Druhý den zamrazovací mikrozkumavky zandáme do kontejneru s tekutým dusíkem. 
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2.10.4.  Transfekce plazmidovou DNA 

Materiál: 

• jetPRIMETM kit pro DNA transfekci savčích buněk (Polyplus transfection): 

• jetPRIMETM pufr 

• jetPRIMETM transfekční reagens 

Postup: 

• Buňky den před transfekcí zpasážujeme (viz 2.10.1) tak, aby v den transfekce měli 

70% konfluenci. 

• Pro transfekci používáme plazmidovou DNA přečištěnou přes kolonku kitu 

NucleoSpin® Plasmid (viz 2.3.2). 

• V mikrozkumavce smícháme dané množství (W µg) DNA a (V µl) jetPRIMETM 

pufru (viz tabulka), 10 s vortexujeme. 

• Přidáme (Z µl) jetPRIMETM transfekčního reagent a vortexujeme 10 s a poté 

inkubujeme 10 minut při pokojové teplotě. 

 

 

• V

o

r

t 
 

• Transfekční směs přidáme k buňkám do média a důkladně promícháme. 

• Po 24–48 hodinách bude protein exprimován. 

  

 
jetPRIME TM  pufr 

(V µl) 
DNA 

(W µg) 

jetPRIME TM 

transfekční 
reagent (Z µl) 

12jamková destička 75 1 2 
6jamková destička 200 2 4 
Malá miska 200 4 8 
Velká miska 500 10 20 
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2.10.5. Pozorování morfologie ve 3D kolagenu 

Materiál: 

• 10x H-MEM 

• 1x PBS (viz 2.11) 

• FBS (Hustopeče) 

• Kolagen typu I (4 mg/ml) (Serva, Německo) 

• 0,25M NaHCO3: 2,2g NaHCO3 ve 100 ml 1x CMF – HBSS:  

(1x CMF – HBSS: 900 ml destilovaná voda, 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,06 g KH2PO4, 

0,35 g NaHCO3, 0,112 g Na2HPO4 . 12 H2O, pH 7,4 (upraveno přidáním 2 M NaOH) 

Postup: 

• Buňky narostlé na plotnách trypsinizujeme obvyklým způsobem (viz 2.10.1). 

• Buněčnou suspenzi převedeme do plastové 15 ml centrifugací zkumavky (Falcon) 

a centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180g, 3 min). 

• Médium opatrně odsajeme a buněčný sediment resuspendujeme v malém objemu 

(cca 1 ml – v závislosti na velikosti peletu) kompletního média. 

• Buňky spočítáme v počítací komůrce. 

• Připravíme si kolagenovou směs podle následující tabulky: 

 

1 jamka v H-MEM PBS FBS NaHCO3 Kolagen 
24jamkové destičce 52 156 26 26 261 

96jamkové destičce 8,3 25 4,2 4,2 42 

 

• Směs kolagenu smícháme v mikrozkumavce s buňkami (5x104 buněk v případě 

24jamkové destičky; 1,1 x104 v případě 96jamkové destičky) 

• Promíchanou směs napipetujeme do destičky, kterou následně vložíme do 

termostatu (37°C, 45 min – dokud kolagen neztuhne). 

• Po zatuhnutí kolagen opatrně převrstvíme kompletním médiem. 

• Po 48 hodinách vyhodnocujeme morfologii buněk ve 3D za použití Nikon Eclipse 

TE2000-S mikroskopu (objektiv 20x/0,40 HMC). Pro vyhodnocení používáme 

program NIS-Elements (v každém vzorku vyhodnocujeme pokaždé minimálně 200 

buněk). 
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2.10.6. Barvení buněk pro měření na průtokovém cytometru 

Materiál: 

• FACS médium:  

• PBS (viz 2.11) 

• 20 mM glukóza 

• 2% FBS 

• Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,38g/l EDTA (Gibco, Invitrogen) 

Postup: 

• Buňky narostlé na malých (6 cm) miskách trypsinizujeme (viz 2.10.1) převedeme do 

plastové 15 ml centrifugační zkumavky (Falcon) a centrifugujeme (Eppendorf 

Centrifuge 5804R, 180g, 3 min). 

• Supernatant opatrně odsajeme a buněčný sediment resuspendujeme v malém objemu 

FACS media. 

• Buňky spočítáme v počítací komůrce a naředíme na koncentraci 107 buněk/ml. 

• Přidáme primární protilátky (1 µg/1 milion buněk). 

• Inkubujeme 30 min při 4°C ve tmě. 

• 3x opláchneme  

• Přidáme FACS médium 

• Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180g, 3 min) 

• Odsajeme supernatant 

• Buňky resuspendujeme v 500 µl FACS media a přidáme sekundární protilátky (0,5 

µg/1 milion buněk). 

• Inkubujeme 15 až 30 minut při 4°C ve tmě. 

• Znovu 3x oplachujeme FACS mediem (jako po inkubaci s primárními protilátkami). 

• Buňky resuspendujeme v 300 µl FACS media. 
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2.10.7. Příprava lyzátů 

Materiál: 

• RIPA pufr:  

• 0,15 M NaCl 

• 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

• 0,1% SDS 

• 1% Nonidet P-40 

• 1% deoxycholát sodný 

• 5 mM EDTA  

• 50 mM NaF 

 

• 1x PBS (viz 2.11) 

• Zásobní roztok proteázových inhibitorů MixM  (Serva) 

• (0,5 mg/ml Aprotinin, 0,5 mg/ml Leupeptin, 12,5 mg/ml Pefabloc) ředění 100x 

Postup: 

• Buňky narostlé na miskách přeneseme na led (nesterilně).  

• Odsajeme médium a 2x opláchneme vychlazeným 1x PBS. 

• Připravíme si lyzační roztok (Přidáme inhibitory proteáz 1:100 do vychlazeného 

RIPA pufru). 

• Odsajeme PBS a na misky napipetujeme lyzační roztok (500µl–1 ml na velkou 

misku) 

• Lyzujeme (12–15 min, 4°C, na překlápěčce) 

• Buňky seškrábeme z misek pomocí škrabky na buňky, převedeme do 

mikrozkumavky a několikrát protáhneme jehlou (21G). 

• Mikrozkumavky vložíme do předem vychlazené centrifugy a centrifugujeme (13 000 

rpm, 4°C, 20 min). 

• Supernatant převedeme do čisté mikrozkumavky. 

• Vzorky můžeme krátkodobě skladovat při -20°C nebo ihned použít. 
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2.11. Běžné roztoky 

PBS: 

• 137 mM NaCl 

• 2,7 mM KCl 

• 4,3 mM Na2HPO4.12H2O 

• 1,4 mM KH2PO4 

• pH 7,3 

 

TBS: 

• 500 mM NaCl 

• 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

 

TTBS: 

• 500 mM NaCl 

• 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

• 0,05% Tween 20 (Serva) 

 

1x SDS pufr: 

• 0,1% SDS 

• 190 mM glycin 

• 25 mM Tris (pH 8,3) 

 

2.12. SDS-PAGE elektroforéza 

Materiál: 

• Souprava Dc Protein Assay (Bio-Rad, USA) 

• Protogel: 

• 30% akrylamid 

• 0,8% N, N´methylenbisakrylamid 
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• 4x Tris, SDS pufr (pro přípravu separačního gelu): 

• 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 

• 0,4% SDS 

 

• 4x Tris-HCl (pro p řípravu zaostřovacího gelu): 

• 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

• 0,4% SDS 

 

• TEMED : N, N, N9, N9 –tetrametyl-ethylendiamin (Serva) 

 

• 10% APS (Amonium persulfát) (Sigma) 

 

• 5x Laemmli pufr: 

• 0,35 M Tris-HCl (pH 6,8) 

• 40% glycerol 

• 10% SDS 

• 0,012% bromfenolová modř 

 

• DTT:  1M dithiothreitol (ředění 1:20) 

 

• Standard molekulové hmotnosti proteinů (Fermentas): 
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2.12.1. Příprava akrylamidových gelů 

• Sestavíme aparaturu pro nalévání gelů, namícháme roztok separačního gelu podle 

níže uvedeného rozpisu a napipetujeme mezi připravená skla. 

• Separační gel převrstvíme destilovanou vodou. 
 

 Separační gel Zaostřovací gel 
 10 % 12 %  

Protogel  1,67 ml 2,00 ml 0,352 ml 

4x Tris, SDS pH=8,8 1,25 ml 1,25 ml 0,625 ml 

H2O milipor. 2,08 ml 1,75 ml 1,550 ml 

TEMED 3,4 µl 3,4 µl 2,5 µl 

10% APS 16,5 µl 16,5 µl 12,5 µl 

 

• Po zatuhnutí separačního gelu (cca 20 min) odsajeme vodu, kterou jsme převrstvili 

separační gel. 

• Namícháme směs zaostřovacího gelu a nalijeme ho na separační gel. 

• Mezi skla vložíme hřeben pro vytvoření jamek. 

• Po zatuhnutí zaostřovacího gelu vložíme skla s gely do aparatury pro elektroforézu a 

zalijeme 1x SDS. 

• Vyjmeme hřebínek a vzniklé jamky několikrát propláchneme 1x SDS. 
 

 

2.12.2. Stanovení proteinové koncentrace (Folinova metoda) 

• Proteinovou koncentraci lyzátů stanovujeme kolorimetricky pomocí Dc Protein 

Assay kitu (Bio-Rad). 

• Připravíme si ředící řadu BSA: 

Koncentrace BSA 
[µg/ µl] 

BSA konc. 2 mg/ml 
[µl] 

RIPA pufr 
[µl] 

0 0 50 

200 5 45 

400 10 40 

800 20 30 

1200 37,5 12,5 

 

• Připravíme si roztok A(́smísením 20 µl roztoku S a 500 µl roztoku A) 
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• Do mikrozkumavky nepipetujeme:  

• 25 µl standardu nebo vzorku (12,5 µl lyzátu + 12,5 µl lyzačního pufru) 

• 125 µl roztoku A ́

• 1 ml roztoku B 

• Vortexujeme a inkubujeme 15 min. ve tmě. 

• Na spektrofotometru změříme absorbanci vzorků při 750 nm. 

• Ze získaných dat vytvoříme graf závislosti absorbance na koncentraci proteinů. 

Vypočítáme proteinovou koncentraci vzorků a doředěním pomocí RIPA pufru 

srovnáme vzorky na stejnou proteinovou koncentraci. 
 

2.12.3.  Příprava vrozků  

• K lyzátům (o srovnané proteinové koncentraci) přidáme: 

• Vzorkový (Laemmli) pufr (1:6) 

• 1 M DTT (1:20) 

• Vzorky dáme do předehřátého bločku (95–100°C) a 5 min. povaříme. 

 

• Marker a připravené vzorky naneseme do jamek v gelu. 

• Spustíme elektroforézu (10mA/gel). 

• Po zaostření vzorků zvýšíme proud na 20mA/gel. 

• Když čelo dosáhne spodního okraje gelu, vypneme elektroforézu a gely vyndáme 

z aparatury.  

• Gel můžeme obarvit či použít pro Westen blot. 
 

2.13. Western blot 

Materiál: 

• Aparatura pro Western blotting (BIO-RAD Trans-blot)  

• Přenosový pufr: 

• 25 mM Tris  

• 192 mM glycine  

• 20% methanol  

• 0,05% SDS 
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• Nitrocelulózová membrána (Nitrobind, MSI) 

• Filtrační papír Whatman 

• Barvící roztok:  

• 0,114% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-RAD, USA) 

• 20% metanol 

• 10% kys.octová 

• Odbarvovací roztok:  

• 20% metanol 

• 7% kys. octová 

Postup: 

• Sestavíme blotovací sendvič v tomto pořadí: 

• Katoda (-) 

• Houbička navlhčená v přenosovém pufru 

• Whatman navlhčený v přenosovém pufru 

• Gel s proteiny 

• Nitrocelulózová membrána 

• Whatman navlhčený v přenosovém pufru 

• Houbička navlhčená v přenosovém pufru 

• Anoda (+) 

 

• Blotovací sendvič vložíme do aparatury pro Western blotting, přidáme kazetu 

s ledem a zalijeme přenosovým pufrem. 

• Zapojíme a blotujeme (90 min, 100 V, za stálého chlazení) 

• Membránu s přenesenými proteiny opláchneme od přenosového pufru v TBS a 

použijeme pro imunodetekci proteinů na membráně. 

• Gel můžeme pro kontrolu přenosu proteinů barvit v barvícím roztoku (30 min), 

v odbarvovacím roztoku poté necháme odbarvit do druhého dne. 
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2.14. Imunodetekce proteinů na membráně 

Materiál: 

• TBS (viz 2.11) 

• TTBS (viz 2.11) 

• Blokovací roztok: 4% BSA (Milipore) v TTBS 

• Primární protilátky: 

Rozeznávaný 
protein 

Typ protilátky Výrobce 
Velikost 
(kDa) 

Ředění 

GFP Králičí polyklonální  
Santa Cruz 
Biotechnology 

 1:1000 

Rho Králičí IgG 
Thermo 
Scientific 

21 1:500 

Akt Králičí polyklonální Cell Signaling 60 1:1000 

T7- tag Kozí polyklonální Abcam  1:1000 

MYPT Kozí polyklonální 
Santa Cruz 
Biotechnology 

130 1:200 

p (Thr 853)-
MYPT 

Kozí polyklonální 
Santa Cruz 
Biotechnology 

130 1:200 

 

• Sekundární protilátky (konjugované s křenovou peroxidázou): 

Typ protilátky Výrobce Ředění 
GAR-HRP polyklonální Santa Cruz Biotechnology 1:5 000 

GAR-HRP polyklonální PIERCE 1:3 000 

GAR-HRP polyklonální Thermo Scientific 1:500 

DAG-HRP polyklonální Santa Cruz Biotechnology 1:5 000 

 

• Substráty pro křenovou peroxidázu: Super Signal West Pico Chemiluminiscent 

Substrate (Pierce Biotechnology):  

• Roztok stabilního peroxidu  

• Roztok luminolu s enhancerem  

Postup: 

• Membránu s proteiny (případně rozstřiženou na menší části pro pozdější detekci více 

protilátkami) blokujeme v 4% BSA v TBS (60 min. při 37°C). 
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• Membránu zatavíme do polyetylénové folie a inkubujeme s roztokem primární 

protilátky v 1% BSA v TTBS. Membránu inkubujeme s primární protilátkou na 

překlápěčce přes noc při 4°C (Případně alespoň 3 hod. při pokojové teplotě). 

• Nenavázanou protilátku odstraníme odmytím v TTBS (3x 5–10 min). 

• Membránu opláchneme v TBS, poté znovu zatavíme do polyethylenové folie a 

inkubujeme s roztokem sekundární protilátky (konjugované s křenovou peroxidázou) 

v 1% BSA v TTBS (1hod. na překlápěčce, při pokojové teplotě). 

• Nenavázanou sekundární protilátku odstraníme odmytím v TTBS (3x 5–10 min). 

• Membránu opláchneme v TBS (1x 5 min). 

• Poté membránu krátce (1–2 min) inkubujeme ve vyvíjecím roztoku pro křenovou 

peroxidázu. 

• Membránu vložíme do průhledné kancelářské folie. Signál vyvoláme za použití 

přístroje LAS 4000.  

 

2.15. Imunohistochemické barvení buněk 

Materiál: 

• 1x PBS (viz 2.11) 

• 8% paraformaldehyd (zásobní); ředíme na 4% PFA v PBS 

• Blokovací roztok: 3% BSA v PBS 

• 0,3% TritoX-100 v Mg-PBS  

• Primární protilátky: 
 

Rozeznávaný 
protein 

Typ protilátky Výrobce Ředění 

Rho-GTP 
Myší monoklonální 
IgG2b,IgM 

New East 
Biosciences 

1:100 

NG2 
Myší monoklonální 
IgG1 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1:50 
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• Sekundární protilátky (konjugovaná s fluoroforem) a phalloidin: 

 

 

 

 

 

 

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

• Montovací médium:  

• 12 ml pufru (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 1 mM MgCl2, pH 

8,3)  

• 6 g glycerolu  

• 2,4 g mowiol  

• 6 ml dH2O  

Postup: 

• Buňky narostlé na sklíčkách (pro pozorování fluorescenčním mikroskopem 

používáme obvykle buňky narostlé na 30% konfluenci) nesterilně 2x opláchneme 

v 1x PBS. 

• Fixujeme ve 2 ml 4% paraformaldehydu po dobu 10 min. 

• Po fixaci 2x opláchneme ve 2 ml 1x PBS. 

• Permeabilizujeme membránu v 2 ml 0,3% TRITONu-X 100 po dobu 10 min. 

• 2x opláchneme ve 2 ml 1x PBS. 

• Sklíčka přesuneme na parafilm (buňkami vzhůru) v předem připravené vlhké 

komůrce. 

• Na sklíčka napipetujeme 200 µl 3% BSA v PBS a blokujeme 30 min. při pokojové 

teplotě. 

• Mezitím si připravíme premix primární protilátky (obvykle ředíme protilátku 1:100 

v 3% BSA v PBS) 

• Po blokování položíme sklíčka na kapku (50 µl) premixu primární protilátky 

(buňkami dolů). 

• Inkubujeme minimálně 2 hodiny při pokojové teplotě (případně při 4°C přes noc). 

Typ  Vlnová délka Výrobce Ředění 

Alexa Fluor® CAM   488 Invitrogen 1:1000 

Alexa Fluor® GAM   594 Invitrogen 1:1000 

Alexa Fluor® phalloidin   405 Invitrogen 1:70 

Alexa Fluor® phalloidin   488 Invitrogen 1:100 
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• Sklíčka vrátíme do 6jamkové destičky (buňkami vzhůru) a 3x opláchneme (po 5–10 

min) v 1x PBS . 

• Mezitím si připravíme premix sekundární protilátky konjugované s fluorochromem 

(obvykle ředíme protilátku 1:1000 v 3% BSA v PBS) 

• Sklíčka položíme zpět na parafilm (buňkami nahoru) do vlhké komůrky a na sklíčka 

napipetujeme 100–200 µl premixu sekundární protilátky a inkubujeme 1 hodinu. 

• Po inkubaci sklíčka vrátíme do 6jamkové destičky a a 3x opláchneme (po 5–10 min) 

v 1x PBS . 

• V případě barvení buněk phalloidinem, konjugovaným s fluorochromem, vrátíme 

sklíčka zpět na parafilm do vlhké komůrky a napipetujeme na ně 70 µl roztoku 

phalloidinu (obsahující 1 µl phalloidinu konjugovaného s fluorochromem v 3% BSA 

v PBS). Poté sklíčka opláchneme stejným způsobem jako po inkubaci s protilátkami. 

• Sklíčka krátce opláchneme v destilované vodě, postavíme na buničinu, aby se odsála 

zbylá voda. 

• Na podložní sklíčko kápneme 7 µl montovacího média obsahujícího malé zrnko 

DABCO: 1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane a přiklopíme sklíčkem (buňkami dolů). 

 

2.16. Rho pull-down aktivního Rho 

Materiál: 

• Kit pro Rho pull-down a detekci aktivního Rho (Thermo Scientific, USA) 

• který obsahuje: 

• GST-Rhotekin-RBD 

• 100x GTPγS 

• 100x GDPγS 

• Kuličky s navázaným glutathionem 

• 1x Rho-pull down pufr  

• 2x SDS vzorkový pufr 

• Kolonky a mikrozkumavky 

• Proteázové inhibitory  

• TBS (viz 2.11) 

• 0,5 M EDTA, pH 8,0 
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• 1 M MgCl2 

• Redukční pufr: 2x SDS vzorkový pufr (viz 2.5): β-mercaptoethanol (20:1) 

Postup: 

• Zpasážujeme buňky tak, aby v den, kdy budeme provádět Rho pull-down byli 

80–90% konfluentní (na velké misce) 

• Přidáme směs proteázových inhibitorů do Rho pull-down pufru a promícháme. 

• Odsajeme médium z misek a opatrně opláchneme ledově vychlazeným TBS. 

• Přidáme 0,5 ml pufru (buňky lyzují), seškrábeme buňky z misky, lyzát protáhneme 

několikrát jehlou, převedeme do mikrozkumavky a zvortexujeme.  

• Centrifugujeme (16 000g, 4°C, 15 min), supernatant převedeme do nové 

mikrozkumavky. 

• Můžeme připravit pozitivní a negativní kontroly (zejména při prvním použití kitu či 

pochybnostech o správném fungování Rho pull-downu): 

• Do 500 µl lyzátu přidáme 10 µl 0,5 M EDTA (na finální koncentraci 10mM), 

zvortexujeme. 

• Přidáme 5 µl GTPγS (pozitivní kontrola) či 5 µl GDPγS (negativní kontrola), 

zvortexujeme. 

• Inkubujeme při 30°C po dobu 15 min. 

• Reakci ukončíme přenesením vzorku na led a přidáním 32 µl 1M MgCl2, 

zvortexujeme. 

• Srovnáme koncentrace proteinů jednotlivých vzorků (viz 2.12.2). 

• Vložíme kolonku do mikrozkumavky a přidáme 100 µl 50% suspenze obsahující 

kuličky s navázaným glutationem. Centrifugujeme (6 000 g, 30s) 

• Supernatant slijeme a do každé kolonky napipetujeme 400 µl Rho pull-down 

pufru. Několikrát mikrozkumavku s kolonkou obrátíme dnem vzhůru, poté 

centrifugujeme (6 000 g, 30s) a vylijeme supernatant. 

• Na ledu necháme roztát GST-Rhotekin-RBD a do každé kolonky přidáme 400 µg 

GST-Rhotekin-RBD. 

• Ihned přidáme do kolonky 500–700 µl lyzátu (obsahující alespoň 500 µg proteinů) 

• Důkladně uzavřeme mikrozkumavku a zvortexujeme. Inkubujeme na rotátoru 

(4°C, min. 1 hod). 

• Centrifugujeme (6 000 g, 30s), poté vložíme kolonku do čisté mikrozkumavky. 
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• Přidáme 400 µl pufru, několikrát obrátíme mikrozkumavku dnem vzhůru a opět 

centrifugujeme (6 000 g, 30 s). Vylijeme pufr, který protekl kolonkou, a opakujeme 

promývací krok ještě dvakrát.  

• Kolonku vložíme do nové mikrozkumavky, přidáme 50 µl redukčního pufru, 

zvortexujeme a inkubujeme alespoň 2 min. 

• Centrifugujeme (6 000 g, 2 min), odstraníme kolonku a vzorek povaříme (95–

100°C, 5 min). 

• Vzorky můžeme nanést na gel či krátkodobě skladovat v -20°C.  

 

2.17.    Příprava stabilních linií 

 

• Buňky, narostlé na přibližně 30% konfluenci transfekujeme (viz 2.10.4) plazmidem 

pIRESpuro3 nesoucím žádaný protein. (IRESpuro vektor obsahuje gen pro 

puromycinovou rezistenci, připojený IRES sekvencí za gen našeho zájmu). 

• Dva dny po transfekci přidáme do média puromycin (7 µg/ml). Obden vyměňujeme 

buňkám médium, vždy obsahující puromycin.  

• Během týdne dojde k vymření většiny buněk, které plazmid nenesou. Jednotlivé 

buňky, které plazmid nesou, se množí a vytvoří kolonie buněk. 

• Kolonie opatrně odebereme z misky (pomocí velmi malého množství trypsinu, 

špičky a jemného nasávání pomocí pipetmana) a přemístíme do 24jamkové destičky.  

• Jednotlivé klonální populace buněk rozpěstováváme na stále větší misky za stálé 

selekce za pomocí puromycinu. 

• Z takto připravených stabilních linií vytvoříme konzervy. Přibližně 80 % takto 

připravených rezistentních buněk produkuje žádaný protein. 
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3. Cíle práce 

 

Hlavním cílem této práce bylo blíže charakterizovat propojení glykoproteinu NG2 a signální 

dráhy Rho/ROCK. 
 

 Jako dílčí cíle projektu jsme si stanovili: 

• Připravit konstrukty zkrácených variant glykoproteinu NG2, a buněčné linie 

stabilně produkující tyto konstrukty. 

• Určit vliv PDZ-vazebného motivu glykoproteinu NG2 na morfologii 

(mezenchymálně-améboidní přechod) buněk ve 3D kolagenu. 

• Určit vliv PDZ-vazebného motivu glykoproteinu NG2 na aktivaci Rho/ROCK 

signalizace. 

• Navrhnout možné propojení, a blíže charakterizovat signalizaci vedoucí od 

glykoproteinu NG2 k aktivaci signalizace Rho/ROCK a améboidnímu fenotypu 

buněk. 
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4. Výsledky 

 

Ke studiu funkce glykoproteinu NG2 jsme se rozhodli využít buňky linie K2. Tyto 

krysí mezenchymální sarkomové buňky přirozeně neprodukují téměř žádné množství 

glykoproteinu NG2 (viz obr. 11 a 12), a proto je tato linie vhodná pro pozorování efektů 

spojených s jeho produkcí. Nejprve bylo třeba připravit buněčné linie K2, které budou 

stabilně produkovat glykoprotein NG2. 

 

4.1. Práce s celým glykoproteinem NG2 

4.1.1. Příprava buněčných linií K2 stabilně produkujících 

glykoprotein NG2 

 

Plazmid kódující NG2 (viz obr. 8) jsme obdrželi darem od prof. W. B. Stallcupa, The 

Burnham Institute, Cancer Research Center, La Jolla, USA.  

 
Obr. 8: Vektor pcDNA nesoucí gen krysího NG2. 

 

Pro účely vytvoření buněčné linie, stabilně exprimující glykoprotein NG2 bylo třeba 

nejdříve NG2 překlonovat do vektoru pIRESpuro3. IRES sekvence tohoto vektoru 

umožňuje translaci vloženého genu a genu pro rezistenci k puromycinu z jedné bicistronní 
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mRNA. Hladina exprese žádaného genu v transfekovaných buňkách poté koresponduje 

s hladinou exprese genu pro rezistenci a umožní tak vyselektovat buňky produkující 

požadovaný protein.  Podle předchozích zkušeností s tímto systémem (Janoštiak et al., 

2011) očekáváme, že přibližně 90% rezistentních buněk bude produkovat žádaný protein.  

pcDNA vektor nesoucí gen pro NG2 a vektor pIRESpuro3 jsme nejprve naštěpila 

pomocí restrikčních endonukleáz (viz 2.6.) BamHI a NotI. Vznily tak fragmenty o velikosti 

4,5 kbp (pcDNA vektor), 7,5 kbp (NG2) a otevřený pIRESpuro3 vektor. 

NG2 a pIRESpuro3 jsem ligovala v poměru 3:1 (viz 2.7.) a vzniklý plazmid 

elektroporovala do elektrokompetentních bakterií (viz 2.8.). Vzniklý plazmid (viz obr. 9) 

jsem vyizolovala (viz 2.3.) a zkontrolovala pomocí restrikčního ověření (BamHI a NotI). 

Očekávaná velikost fragmentů byla 7,5 kbp a 5 kbp (viz obr. 10). 

 

 
 

Obr. 9: Vektor pIRESpuro3 nesoucí gen krysího NG2 

 

Pro další použití byl vybrán klon č. 1. Jeho správnost byla ověřena ještě pomocí sekvenace. 
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Obr. 10: Restrikční ověření pIRESpuro3 vektoru nesoucího gen krysího NG2. Velikosti vzniklých 

fragmentů odpovídají očekávaným velikostem (vektor není zcela doštěpen, na gelu pozorujeme také 

DNA pouze linearizovaného vektoru). 
 

Takto vytvořený plazmid jsme použili pro přípravu buněčných linií K2, stabilně 

produkujících glykoprotein NG2. Plazmidem pIRESpuro3, nesoucím gen krysího NG2, 

jsem transfekovala buňky linie K2. Dva dny po transfekci jsem do média přidala 

puromycin (7 µg/ml). Puromycinová selekce vedla k vymření buněk bez plazmidu a 

vzniku klonálních populací buněk, které plazmid obsahovaly. Jednotlivé klonální populace 

jsem oddělila a rozpěstovala za stálé selekce pomocí puromycinu. Exprese NG2 ve 

vzniklých stabilních liniích byla ověřena pomocí průtokové cytometrie (viz obr. 11 a 12) a 

výrazněji se mezi jednotlivými klony nelišila. Hladina exprese NG2 byla, pomocí 

průtokové cytometrie, porovnávána mezi buňkami linie K2, transientně transfekovanými 

buňkami K2 pomocí plazmidu kódujícího NG2, vyselektovanými K2 buňkami, stabilně 

produkující NG2 a buňkami linie A3. Podle očekávání, nejvíce NG2 produkovaly K2 linie, 

stabilně produkující NG2. Podobně vysokou expresi NG2 měly i buňky linie A3. Méně 

pozitivní pak byly buňky transientně transfekované plazminem kódujícím NG2. Nejméně 

pak samotné buňky linie K2, které produkovaly jen velmi malé množství NG2. 

BamHI 

 + NotI 
BamHI  Marker 

BamHI 

 + NotI BamHI 
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Obr. 11: Analýza exprese glykoproteinu NG2 pomocí pr

označeny buňky, jejichž intenzita fluorescence v

(Buňky byly barveny sekundární protilátkou, konjugovanou s

v pravém horním rohu zobrazuje množství bun

 

Obr. 12: Analýza exprese glykoproteinu NG2 pomocí pr

základě analýzy 30 000 buně

 

K2 pouze sekundární protilátka

NG2 tranzientní transfekce
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exprese glykoproteinu NG2 pomocí průtokové cytometrie. Jako pozitivní jsou 

ky, jejichž intenzita fluorescence v kanálu 488 je vyšší než u nebarvených K2 bun

ky byly barveny sekundární protilátkou, konjugovanou s fluoroforem Alexa488). 

pravém horním rohu zobrazuje množství buněk označených jako „pozitivní“. 

 

 

Analýza exprese glykoproteinu NG2 pomocí průtokové cytometrie. Histogramové zobrazení na 

000 buněk v každém měření. 

 

K2 pouze sekundární protilátka K2 

NG2 tranzientní transfekce NG2 stabilní linie 

 
tokové cytometrie. Jako pozitivní jsou 

kanálu 488 je vyšší než u nebarvených K2 buněk. 

fluoroforem Alexa488). Červené číslo 

  

Histogramové zobrazení na 

A3 



 

4.1.2. Lokalizace glykoproteinu NG2 v

 

Abychom zjistili lokalizaci 

buňky linie K2 jsme barvili pomocí protilátky proti N

pozorování konfokálním mikroskopem (

Vzniklé snímky (viz

membrány v krysích K2 bu

protruzích, zejména pak 

Obr. 13: Snímky K2 bun

mikroskopu Leica TCS SP2 s

znázorněno v levé

na drobné buněč
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Lokalizace glykoproteinu NG2 v rámci buň

Abychom zjistili lokalizaci glykoproteinu NG2 v rámci K2 bun

ky linie K2 jsme barvili pomocí protilátky proti NG2 a připravili z

pozorování konfokálním mikroskopem (viz 2.15).  

viz obr. 13) dokládají lokalizaci glykoproteinu NG2 do

membrány v krysích K2 buňkách. Glykoprotein NG2 je nabohacen v

protruzích, zejména pak v drobných buněčných výběžcích tzv. „microspikes“. 

Snímky K2 buněk, produkujících glykoprotein NG2 (poř

Leica TCS SP2 s AOBS). Optické řezy buňkou byly vedeny tak, jak je 

levé části obrázku. NG2 je zeleně, F-aktin (phalloidin) 

buněčné výběžky tzv. „microspikes“. 

rámci buňky 

rámci K2 buněk, transfekované 

řipravili z nich preparáty pro 

obr. 13) dokládají lokalizaci glykoproteinu NG2 do plazmatické 

kách. Glykoprotein NG2 je nabohacen v buněčných 

žcích tzv. „microspikes“.  

 
h glykoprotein NG2 (pořízené na konfokálním 

ňkou byly vedeny tak, jak je 

aktin (phalloidin) červeně. Šipky ukazují 
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4.1.3 Vliv glykoproteinu NG2 na invazivitu, morfologii a 

Rho/ROCK signalizaci 

Připravené buněčné linie K2, stabilně produkující NG2, byly použity pro experimenty 

zabývající se glykoproteinem NG2 a jeho vlivem na invazivitu, morfologii buněk ve 3D 

kolagenu, a aktivitu Rho/ROCK signalizace. Výsledky těchto experimentů byly nedávno 

publikovány (Paňková et al., 2012). V rámci této studie jsem se vyjma přípravy DNA 

konstruktů a stabilních linií (viz výše) podílela také na analýze morfologie v 3D kolagenu. 

Studie ukázala, že: 

• Glykoprotein NG2 přispívá ke zvýšení invazivity buněk ve 3D kolagenu. 

• Produkce glykoproteinu NG2 vede k mezenchymálně-améboidnímu přechodu 

buněk ve 3D prostředí, a naopak, snížení množství NG2 způsobuje přechod 

améboidně-mezenchymální. Zároveň, inhibice kinázy ROCK (pomocí 

inhibitoru Y 27632) blokuje pozorovaný mezenchymálně-améboidní přechod 

buněk linie K2 (viz obr. 14 a 15). 

• A konečně, že přítomnost glykoproteinu NG2 v buňkách zvyšuje aktivitu 

GTPázy Rho. 

 

     

     

     

NG2 NG2 + Y 27632 

kontrolní K2 K2 + Y 27632 

Obr. 14:  

Snímky buněk uvnitř 

kolagenu.  
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Obr. 15: Kvantifikace morfologie buněk ve 3D kolagenu (Buňky byly po 48 hodinách v kolagenu 

vyhodnocovány na základě indexu protažení, který byl kalkulován jako poměr: délka/šířka. (Buňky s indexem 

> 3 byly označeny jako mezenchymální; s indexem 2–3 jako „intermediální“ a buňky s indexem 1–2 

jako améboidní. V každém pokusu bylo počítáno minimálně 200 buněk od každé linie, zobrazeny jsou 

výsledky tří nezávislých pokusů). Statistická významnost byla vypočítána na základě Studentova 

dvoustranného t testu. Signifikantní rozdíl (p˂0,05) v porovnání s kontrolou je označen hvězdičkou. 

 

Tyto výsledky nás přivedly k představě, že aktivace Rho/ROCK signalizace, 

zprostředkovaná glykoproteinem NG2, je mechanizmem vedoucím k efektivní améboidní 

invazi buněk. Nabízela se tedy otázka, jaký je molekulární mechanizmus, kterým NG2 

přispívá k aktivaci signální dráhy Rho/ROCK a améboidní invazi buněk.  

Vzhledem k významu cytoplazmatické domény glykoproteinu NG2 pro jeho 

signalizaci, a dalším důvodům (viz 1.5) jsme se domnívali, že zprostředkovatelem popsané 

signalizace může být PDZ-vazebný motiv na samém C-konci glykoproteinu. Proto jsme se 

rozhodli jeho úlohu v indukci améboidní morfologie otestovat.  

  

0

10

20

30

40

50

60

NG2 NG2+Y 27632 kontrolní K2 K2+Y 27632

%
 b

u
n

ě
k

Améboidní Intermediální Mezenchymální

* 

* 



68 

 

4.2. Práce se zkrácenými variantami NG2 

Pro účely testování PDZ-vazebného motivu NG2 jsme připravili zkrácené varianty 

NG2. Ty obsahují celou cytoplazmatickou doménu NG2 (pojmenované jako Cyt. NG2) a 

cytoplazmatickou doménu bez PDZ-vazebného motivu (pojmenované jako Cyt. NG2 

∆PDZ) (viz Seznam vytvořených konstruktů a Seznam nasyntetizovaných konstruktů). 

Konstrukty sestávají z cytoplazmatické domény (s nebo bez PDZ-vazebného motivu) 

a značky umístěné N-terminálně od cytoplazmatické domény NG2, umožňující detekci 

daného konstruktu (T7 či YFP). Proto, aby byla zachována membránová lokalizace 

cytoplazmatických částí glykoproteinu NG2, bylo třeba připojit ke konstruktům nějaký 

membránový lokalizační signál. Zvolili jsme membránový lokalizační signál z kinázy Lyn, 

který obsahuje jak myristoylační, tak palmitoylační signál, a zajišťuje tak stabilní 

inkorporaci konstruktu do plazmatické membrány (Teruel et al., 1999).  
 

4.2.1. Konstrukty označené T7 tagem 

T7 tag byl vybrán, neboť na rozdíl od většiny ostatních standardně používaných tagů 

nenese výrazný náboj, a tudíž by neměl interferovat s vazbou na membránu.  

Příprava a klonování konstruktů 

 

Konstrukty variant cytoplazmatické domény NG2 (viz Sekvence nasyntetizovaných 

konstruktů) byly připraveny komerčně (společnost GENEART®, Německo) přímou 

syntézou a byly dodány zaklonované ve vektoru pMA (viz obr. 16).  

 

 

Obr. 16: pMA vektor nesoucí T7-Cyt. NG2 ∆PDZ a T7- Cyt. NG2 konstrukty. 
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Pro účely tranzientní transfekce jsme 

vytvoření stabilních linií pak 

překlonovala do těchto vektor

restriktáz NheI/EcoRI a př

(viz obr. 17). Správnost vzniklých pla

NheI/EcoRI (viz obr. 18

Obr. 17: Vzniklý plazmid pIRES2EGFP kódující 

 

Obr. 18: Restrikční ověření pIRESpuro3 a pIRES2EGFP vektor

a T7-Cyt. NG2 ∆PDZ. Velikosti vznikl

a 301 bp. 

konstrukty ve vektoru pIRESpuro3:
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ely tranzientní transfekce jsme plánovali využít vektor pIRES2EGFP, pro 

ení stabilních linií pak vektor pIRESpuro3. Proto jsem nejprve konstrukty 

ěchto vektorů. Z pMA vektorů jsem konstrukty vyšt

restriktáz NheI/EcoRI a přes tyto místa vložila do pIRES2EGFP a pIRESpuro3 v

. Správnost vzniklých plazmidů jsem ověřila pomocí restrik

18).  

 

pIRES2EGFP kódující T7-Cyt. NG2 konstrukt. 

 
ěření pIRESpuro3 a pIRES2EGFP vektorů nesoucích 

PDZ. Velikosti vzniklých fragmentů odpovídají očekávaným velikostem
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0,3 kbp 

0,3 kbp 

využít vektor pIRES2EGFP, pro 

em nejprve konstrukty 

konstrukty vyštěpila pomocí 

do pIRES2EGFP a pIRESpuro3 vektorů 

pomocí restrikčního štěpení 

 

 
 konstrukty T7-Cyt. NG2 

ekávaným velikostem (5571 bp, 5270 

konstrukty ve vektoru pIRES2EGFP: 



 

Pro další práci byly vybrány klony 

sekvenace. 

Během pilotních 

IRES2EGFP, nesoucí T7

produkci EGFP z jedné 

transfekce. Následně jsem p

kódující dané konstrukty (stejným zp

celé NG2 viz 1). 

Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na morfologii bun
 

Následně byla testována morfologie takto vytvo

Přítomnost cytoplazmatické domény, stejn

ameboidnímu přechodu K2 bun

NG2 bez PDZ-vazebného motivu m

buňkami, tedy převážně

význam PDZ-vazebného motivu 

 

  T7-Cyt. NG2

Obr. 19: 
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Pro další práci byly vybrány klony č. 1, které byly ještě následn

hem pilotních experimentů byly buňky linie K2 transfekovány plazmidy 

T7-Cyt. NG2 ∆PDZ a T7- Cyt. NG2 konstrukty

jedné bicistronní mRNA umožňují jednoduše monitorovat ú

jsem připravila buněčné linie K2 stabilně nesoucí pIRESpuro3 vektor 

kódující dané konstrukty (stejným způsobem jako dříve buněčné linie, stabiln

Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na morfologii bun

 byla testována morfologie takto vytvořených stabilních linií 

ítomnost cytoplazmatické domény, stejně tak jako celého NG2, vedla k mezenchymáln

echodu K2 buněk; zatímco buňky produkující cytoplazmatickou doménu 

vazebného motivu měli morfologii téměř totožnou s

řevážně mezenchymální (viz obr. 19 a 20). Tyto výsledky ukazují na 

ého motivu NG2 pro mezenchymálně-améboidní p

    

   

    

NG2 T7-Cyt. NG2  

Cyt. NG2 ∆PDZ  kontrolní K2 

ě následně ověřeny pomocí 

ky linie K2 transfekovány plazmidy 

Cyt. NG2 konstrukty konstrukty. Díky 

ují jednoduše monitorovat účinnost 

ě nesoucí pIRESpuro3 vektor 

ěčné linie, stabilně produkující 

Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na morfologii buněk  

ených stabilních linií ve 3D kolagenu. 

 tak jako celého NG2, vedla k mezenchymálně-

ky produkující cytoplazmatickou doménu 

ěř totožnou s kontrolními K2 

Tyto výsledky ukazují na 

améboidní přechod K2 buněk.  
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Obr. 20: Kvantifikace morfologie buněk ve 3D kolagenu (Buňky byly po 48 hodinách v kolagenu 

vyhodnocovány na základě indexu protažení, který byl kalkulován jako poměr: délka/šířka. (Buňky s indexem > 

3 byly označeny jako mezenchymální; s indexem 2–3 jako „intermediální“ a buňky s indexem 1–2 jako 

améboidní. V každém pokusu bylo počítáno minimálně 200 buněk od každé linie, zobrazeny jsou 

výsledky tří nezávislých pokusů.) Statistická významnost byla vypočítána na základě Studentova 

dvoustranného t testu. Signifikantní rozdíl (p˂0,05) v porovnání s kontrolou je označen hvězdičkou. 

 

Protože se nám nedařilo přes opakovanou snahu tyto konstrukty detekovat na Western 

blotu (kde mohla být problémem jejich malá velikost ~ 10 kDa), rozhodli jsme se připravit 

konstrukty fúzované se žlutým fluorescenčním proteinem (viz Seznam vytvořených 

konstruktů). Ty budou jednak výrazně větší, a jednak je budeme (kromě možnosti přímo 

sledovat jejich fluorescenci) schopni detekovat na Western blotu dobře fungující anti-GFP 

protilátkou. 
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4.2.2. Konstrukty označené YFP 

Příprava a klonování konstruktů 

 

Sekvenci monomerního YFP (Citrinu) jsem namnožila pomocí polymerázové řetězové 

reakce (viz 2.4) za použití primerů Cit-A-f a Cit-A-r (viz 2.4). Tyto primery obsahují AatII 

restrikční místa, která se nacházejí také v nasyntetizované sekvenci konstruktů, a umožní 

tak vložení YFP (viz Sekvence nasyntetizovaných konstruktů). Vzniklá sekvence, kódující 

YFP, ohraničená AatII restrikčními místy, byla zaklonována do TOPO vektoru (viz obr. 

21).  

 
Obr. 21: Sekvence YFP (Cit) vložená do TOPO vektoru 

 

Pomocí restriktázy AatII jsem sekvenci YFP vyštěpila a vložila do pMA vektorů, 

kódujících konstrukty Cyt. NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ. Vzhledem k tomu, že byla sekvence 

YFP vkládána přes dvě stejná AatII restrikční místa, sekvence YFP se mohla vložit ve 

dvou různých orientacích. Proto jsem provedla PCR z bakteriálních kolonií, za použití 

primerů, které dají vzniknout produktu o velikosti ~ 0,9 kbp, pouze v případě, že je 

sekvence YFP vložena ve správné orientaci (viz obr. 22). (Primer Cit-A-f (viz PCR 

(polymerázová řetězová reakce)2.4) páruje s oblastí na rozhraní začátku konstruktu a YFP. 

Druhý primer, NG2-rev-orient, nasedá na druhou část sekvence konstruktu. viz obr. 23)  
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Obr. 22: Produkty polymerázové 

orientaci YFP, vloženého do Cyt. NG2 konstruktu (naho

 

Pro další práci byly vybrány: klon 1 u konstruktu Cyt. NG2 a klon 2 u konstruktu Cyt.NG2 

∆PDZ. Obr. 23 zobrazuje strukturu takto vzniklého pla

Obr. 23: YFP-Cyt. NG2 konstrukt vložený ve vektoru pMA. Plazmid obsahující správnou orientaci 

vloženého YFP byl pojmenován jako pMA Cit

orientace YFP, jsou vyznačeny mod

Cyt. NG2: 

Cyt. NG2 ∆PDZ: 
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Produkty polymerázové řetězové reakce. Produkt o velikosti ~ 0,9 kbp

orientaci YFP, vloženého do Cyt. NG2 konstruktu (nahoře) a Cyt. NG2 ∆PDZ (dole) v

Pro další práci byly vybrány: klon 1 u konstruktu Cyt. NG2 a klon 2 u konstruktu Cyt.NG2 

zobrazuje strukturu takto vzniklého plazmidu. 

 
Cyt. NG2 konstrukt vložený ve vektoru pMA. Plazmid obsahující správnou orientaci 

vloženého YFP byl pojmenován jako pMA Cit-NG2-f. Pozice primerů, použit

čeny modře. 
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0,9 kbp dokládá správnou 

PDZ (dole) v daném klonu. 

Pro další práci byly vybrány: klon 1 u konstruktu Cyt. NG2 a klon 2 u konstruktu Cyt.NG2 

 
Cyt. NG2 konstrukt vložený ve vektoru pMA. Plazmid obsahující správnou orientaci 

použitých pro zjištění 

0,9 kbp 

0,9 kbp 



 

Připravené konstrukty jsme

důvodu jsem překlonovala

Vzniklý plazmid (pojmenovaný jako pMA Cit

pomocí restrikčních endonukleáz

2376 bp (vyštěpený pMA vektor) a 976 bp (vyšt

964 bp (vyštěpený inzert YFP

vektoru a obou inzertů. 

ověřila pomocí restrikčního št

 

Obr. 24: konstrukt 

Obr. 25: Ověření pomocí restrikce

IRESpuro3 vektoru. Očekávaná velikost fragment

vzniklých fragmentů. 
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ipravené konstrukty jsme plánovali využít opět pro přípravu stabilních linií, z

řeklonovala sekvence připravených konstruktů do vektoru IRESpuro3. 

Vzniklý plazmid (pojmenovaný jako pMA Cit-NG2-f) a vektor IRESpuro3 js

čních endonukleáz NheI/EcoRI. Tak vznikly DNA fragmenty o velikosti 

ěpený pMA vektor) a 976 bp (vyštěpený inzert YFP-

pený inzert YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ). Vyizolovala jse

vektoru a obou inzertů. Inzerty a vektor jsem ligovala a vzniklé plazmidy (

čního štěpení (restriktázou NcoI, viz obr. 25) a sekvenace.

konstrukt YFP-Cyt. NG2 v pIRESpuro3 vektoru  

 
ení pomocí restrikce (štěpeno R. E. NcoI) YFP-Cyt. NG2 a YFP

čekávaná velikost fragmentů (3176 bp, 2589 bp a 324 bp) odpovídala velikosti 
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f) a vektor IRESpuro3 jsem štěpila 

eI/EcoRI. Tak vznikly DNA fragmenty o velikosti 

-Cyt. NG2), respektive 

jsem DNA otevřeného 

a vzniklé plazmidy (viz obr. 24) 

) a sekvenace. 

 

 
Cyt. NG2 a YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ v 

 (3176 bp, 2589 bp a 324 bp) odpovídala velikosti 

3,2 kbp 
2,6 kbp 

0,3 kbp 



 

Exprese a lokalizace konstrukt

 

Takto vzniklými plazmidy

připraveny buněčné linie K2

YFP-Cyt. NG2 a YFP

produkující celé NG2 viz

Exprese konstruktů byla ov

pomocí pozorování fluorescen

 

 

Obr. 26: Ověření exprese konstrukt

kDa odpovídají očekávané molekulové hmotnosti

 
 

Snímky z konfokálního mikroskopu (

Cyt. NG2 (nahoře) a YFP

obou konstruktů na plazmatickou membránu.
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Exprese a lokalizace konstruktů 

Takto vzniklými plazmidy byly transfekovány buňky linie K2 a 

ěčné linie K2, stabilně nesoucí pIRESpuro3 vektor

Cyt. NG2 a YFP-Cyt. (stejným způsobem jako dříve buněč

viz 1). 

ktů byla ověřena jednak pomocí Western blotu (

pomocí pozorování fluorescenčním a konfokálním mikroskopem.  

  

ení exprese konstruktů YFP-Cyt. NG2 a YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ. 

ekávané molekulové hmotnosti konstruktů YFP-Cyt. NG2 a YFP

konfokálního mikroskopu (viz obr. 27) zobrazují buň

YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ (dole) a mimo jiné také potvrzují lokalizaci 

na plazmatickou membránu. 

 

36 kDa 

y linie K2 a následně byly 

 nesoucí pIRESpuro3 vektor, kódující konstrukty 

říve buněčné linie, stabilně 

estern blotu (viz obr. 26), a jednak 

PDZ. Bandy o velikosti cca 36 

Cyt. NG2 a YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ.  

) zobrazují buňky exprimující YFP-

) a mimo jiné také potvrzují lokalizaci 



 

 

 

Obr. 27: Snímky z konfokálního mikroskopu zobrazující bu

(nahoře) a YFP-Cyt. NG2 ∆

 

 

 

YFP-Cyt. NG2: 

YFP-Cyt. NG2 

∆PDZ: 
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konfokálního mikroskopu zobrazující buňky linie K2 produkující

Cyt. NG2 ∆PDZ (dole). YFP žlutě, F-actin (phalloidin) modře.

 

 

 

ky linie K2 produkující YFP-Cyt. NG2 

ře. 
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Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na morfologii buněk  

 

Následně jsme testovali morfologii v připravených stabilních liniích (buňky linie K2 

produkující YFP-Cyt. NG2 a YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ) vliv exprese YFP konstruktů na 

morfologii buněk v 3D kolagenu. Pozorovali jsme stejný trend jako u T7-Cyt. NG2 a T7-

Cyt. NG2 ∆PDZ konstruktů (viz obr. 28 a 29). Přítomnost cytoplazmatické domény vedla 

k mezenchymálně-ameboidnímu přechodu K2 buněk, zatímco buňky produkující 

cytoplazmatickou doménu NG2 bez PDZ-vazebného motivu měli morfologii, stejně tak 

jako kontrolní K2 buňky, převážně mezenchymální.  

 

 

        

 

       
 

Obr. 28: Snímky buněk uvnitř kolagenu. 

 

NG2 

kontrolní K2 

YFP-Cyt. NG2 

YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ 
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Obr. 29: Kvantifikace morfologie buněk ve 3D kolagenu. Statistická významnost byla vypočítána na 

základě Studentova dvoustranného t testu. Signifikantní rozdíl (p˂ 0,05) v porovnání s kontrolou je 

označen hvězdičkou. 

 

  
 

Obr. 30: Kvantifikace morfologie buněk ve 3D kolagenu, opůsobených 10 µM inhibitorem kinázy 

ROCK, Y 27632. Statistická významnost byla vypočítána na základě Studentova dvoustranného t testu.  
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Abychom testovali, zda je tento 

přítomností cytoplazmatické domény NG2

jako v případě wtNG2), použili jsme inhibitor kinázy ROCK (Y 27632). Po

buněk pomocí 10µM ROCKového inhibitoru Y 27632

u K2 linií stabilně produkujících bu

s PDZ-vazebným motivem. M

Y27632 převážně mezenchymální

obr. 30). To dokládá význam Rho/ROCK signalizace pro pozorovaný mezenchymáln

améboidní přechod.  

 

Vliv PDZ vazebného motivu NG2 na aktivaci Rho/ROCK

 

Míru aktivace signální dráhy Rho/ROCK 

Pull-down aktivního Rho, m

(vázající GTP) Rho, pomocí Rho 

(downstream) signálních drah (jako nap

Rozhodli jsme se využít metodu sledující

pull-downu aktivního Rho.

pomocí imobilizovaného rhotekinu. Navázaný Rho

uvolněn a jeho množství je detekováno pomocí 
 

Obr. 31: Reprezentativní imunoblot 

vzorcích (input) a množství Akt, použitého jako kontrolu nanášky
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Abychom testovali, zda je tento mezenchymálně-améboidní př

ítomností cytoplazmatické domény NG2, závislý na Rho/ROCK signalizaci (stejn

ě wtNG2), použili jsme inhibitor kinázy ROCK (Y 27632). Po

ROCKového inhibitoru Y 27632 došlo k reverzi pozorovaného MAT 

ě produkujících buď celé NG2 nebo cytoplazmatickou doménu NG2 

vazebným motivem. Morfologie všech testovaných linií byla 

ě mezenchymální a statisticky se nelišila od morfologie

To dokládá význam Rho/ROCK signalizace pro pozorovaný mezenchymáln

vazebného motivu NG2 na aktivaci Rho/ROCK signalizace

aktivace signální dráhy Rho/ROCK je možné testovat několika zp

down aktivního Rho, měření aktivity Rho za pomoci protilátky rozeznávající aktivní 

, pomocí Rho biosenzoru, či metodami sledujícími spušt

(downstream) signálních drah (jako například množství fosforylace MYPT a MLC).

Rozhodli jsme se využít metodu sledující aktivaci Rho/ROCK signalizace

downu aktivního Rho. Tato metoda je založená na principu vychytání Rho

pomocí imobilizovaného rhotekinu. Navázaný Rho-GTP je poté spolu s

n a jeho množství je detekováno pomocí imunoblotu anti-Rho protilátkou 

 
munoblot zobrazující množství aktivního Rho (Rho-

vzorcích (input) a množství Akt, použitého jako kontrolu nanášky.  

améboidní přechod, způsobený 

závislý na Rho/ROCK signalizaci (stejně tak 

 wtNG2), použili jsme inhibitor kinázy ROCK (Y 27632). Po opůsobení 

reverzi pozorovaného MAT 

 celé NG2 nebo cytoplazmatickou doménu NG2 

byla v přítomnosti 10µM 

a statisticky se nelišila od morfologie buněk K2 (viz 

To dokládá význam Rho/ROCK signalizace pro pozorovaný mezenchymálně-

signalizace 

ěkolika způsoby, jako je 

ení aktivity Rho za pomoci protilátky rozeznávající aktivní 

i metodami sledujícími spuštění následných 

íklad množství fosforylace MYPT a MLC).  

Rho/ROCK signalizace pomocí 

aložená na principu vychytání Rho-GTP 

GTP je poté spolu s rhotekinem 

Rho protilátkou (viz 2.16).  

-GTP), celkového Rho ve 

24 kDa 

60 kDa 
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Obr. 32: Kvantifikace množství Rho-GTP v K2 buňkách. Zobrazeno je relativní množství Rho-GTP, 

které je vztaženo k množství Rho-GTP v kontrolních K2 buňkách. Kvantifikace byla prováděna v programu 

Image J. Statistická významnost byla vypočítána na základě Studentova dvoustranného t testu.  

 

Množství Rho-GTP bylo u všech vzorků podobné a žádné signifikantní změny, které 

by způsobovala přítomnost PDZ-vazebného motivu NG2, jsme nepozorovali (viz obr. 31 a 32). 

 

Toto zjištění jsme se rozhodli ověřit pomocí experimentů využívajících protilátku, 

specificky rozeznávající aktivní (vázající GTP) Rho. Takto barvené a fixované buňky jsem 

fotila pomocí konfokálního mikroskopu a porovnávala intenzitu fluorescence v 633 kanálu, 

odpovídající množství aktivního Rho v dané buňce (viz obr. 33). Tento přístup použili 

například v publikaci Terry a kol. (Terry et al., 2012), kde porovnávali intenzitu 

fluorescence mezi buňkami na různých sklíčkách. Při porovnávání intenzity fluorescence 

mezi různými sklíčky však v našem případě vznikaly malé, avšak nezanedbatelné rozdíly, 

způsobené zřejmě odlišným nabarvením jednotlivých sklíček (i při totožném zpracování 

vzorků). Proto jsme přistoupili k porovnávání intenzity fluorescence mezi „YFP 

pozitivními“ (exprimující příslušný konstrukt) a „YFP negativními“ (neexprimující 

příslušný konstrukt) buňkami v rámci jednoho sklíčka, na jednom snímku. Při takovém 

způsobu hodnocení jsme nepozorovali žádné signifikantní rozdíly v aktivitě Rho 

v buňkách produkujících Cyt. NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ konstrukty (viz obr. 34). 
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Obr. 33: Snímky buněk produkujících Cyt. NG2 a Cyt. NG2 

modře, YFP zeleně, Rho

jednotlivou „YFP pozitivní“ bu

„YFP negativních“ buně
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ěk produkujících Cyt. NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ konstrukty. 

ě, Rho-GTP červeně a pro lepší orientaci, aktivní Rho v barevné 

jednotlivou „YFP pozitivní“ buňku (nahoře) a snímky většího množství jak „YFP p

h“ buněk (dole). 

 

 

PDZ konstrukty. F-actin (phalloidin) 

Rho v barevné škále. Detail na 

tšího množství jak „YFP pozitivních“, tak 



 

Obr. 34: Kvantifikace intenzity fluorescence, odpovídající aktivit

Porovnávána byla intenzita fluorescence mezi „YFP pozitivními“ a „YFP negativními“ bu

v rámci jednoho snímku. Zobrazena je pr

v programu Image J. Statistická významnost byla vypo

 

Rozdíl v aktivitě Rho/ROCK signalizaci mezi bu

NG2 ∆PDZ konstrukty jsme nepozorovali ani p

fosfatázy lehkého řetězce myozinu (MYPT).

pouze u A3 buněk (viz

zvýšenou aktivaci Rho/ROCK signalizace

Obr. 35: Reprezentativní imun

je použita jako kontrola nanášky. GFP signál 
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Kvantifikace intenzity fluorescence, odpovídající aktivitě Rho v

yla intenzita fluorescence mezi „YFP pozitivními“ a „YFP negativními“ bu

Zobrazena je průměrná hodnota z deseti snímků. Kvantifikace byla provád

v programu Image J. Statistická významnost byla vypočítána na základě Studentov

ě Rho/ROCK signalizaci mezi buňkami produkujícícmi Cyt. NG2 a Cyt. 

PDZ konstrukty jsme nepozorovali ani při porovnávání fosforylace 

ř ězce myozinu (MYPT). Zvýšenou fosforylaci MYPT jsme pozorovali 

viz obr. 35 a 36), u kterých je známo, že mají oproti K2 bu

zvýšenou aktivaci Rho/ROCK signalizace (Rösel et al., 2008). 

 
Reprezentativní imunoblot zobrazující množství fosforylovaného MYPT (pMYPT) a

je použita jako kontrola nanášky. GFP signál dokazuje přítomnost konstruktů v
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 Rho v jednotlivých buňkách. 

yla intenzita fluorescence mezi „YFP pozitivními“ a „YFP negativními“ buňkami 

Kvantifikace byla prováděna 

 Studentova dvoustranného t testu. 

kami produkujícícmi Cyt. NG2 a Cyt. 

i porovnávání fosforylace podjednotky 

MYPT jsme pozorovali 

, u kterých je známo, že mají oproti K2 buňkám 

ví fosforylovaného MYPT (pMYPT) a MYPT. Akt 

ů v lyzovaných buňkách. 
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Obr. 36: Relativní množství fosforylovaného MYPT (kalkulovaného jako poměr pMYPT/MYPT), vztažen 

k množství pMYPT v K2 buňkách. Kvantifikace byla prováděna v programu Image J. Statistická 

významnost byla vypočítána na základě Studentova dvoustranného t testu. 

 

Používané konstrukty Cyt. NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ mohou dávat vzniknout mnoha 

artefaktům. Schází jim celá extracelulární doména, navíc vložený YFP je vzhledem 

k velikosti zbytku konstruktu poměrně dost veliký. Z těchto důvodů jsme se rozhodli 

připravit konstrukt, který by sestával z celé sekvence NG2, pouze bez PDZ-vazebného 

motivu. 
  

4.2.3. Příprava konstruktu NG2 ∆PDZ 

Sekvence kódující glykoprotein NG2 je 7,5 kbp dlouhá, což znesnadňuje její efektivní 

amplifikaci pomocí polymerázové řetězové reakce a zvyšuje zavedení mutace během PCR. 

Více než 2200 bp od konce cDNA sekvece NG2 se však nachází restrikční místo PshAI 

(BoxI). A právě to jsme využili pro přípravu konstruktu NG2 ∆PDZ. Pomocí primerů 

NG2-Rev-nPDZ a NG2-F-PshAI (viz 2.4), které obsahují na 5´ koncích restrikční místa 

PshAI (NG2-F-PshAI) a NotI (NG2-Rev-nPDZ) (prodloužených o 3 báze, tak aby 

restriktázy mohly nasednout a štěpit přímo PCR produkty) a velmi přesné polymerázy 

(Phusion® Hot Start Flex DNA polymeráza), vhodné pro amplifikaci dlouhých sekvencí 

s velkou přesností (viz 2.4.3), jsem namnožila sekvenci kódující C-konec glykoproteinu 

NG2, která byla zkrácena o PDZ-vazebný motiv (pomocí vložení STOP kodonu do NG2-

Rev-nPDZ primeru). 

Takto namnožená sekvence byla přečištěna izolací z agarózového gelu a štěpena 

pomocí restrikčních enzymů PshAI a NotI (v pufru BamHI, kde mají obě restriktázy 
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minimálně 50% aktivitu) a přečištěna přes kolonku (viz 2.5.1). Stejným způsobem byl 

štěpen i vektor pIRESpuro3 s vloženým NG2. Vektor s částí sekvence NG2, otevřený 

PshAI/NotI byl vyizolován z agarózového gelu. Takto připravený inzert s vektorem jsem 

ligovala v poměru 3:1, vzniklý plazmid porovala do elektrokompetentních bakterií a vyizolovala. 

Vytvořený plazmid jsem kontrolovala restrikčním štěpením i PCR (viz obr. 37):  

A: Neštěpený plazmid 

B: Linearizovaný plazmid, štěpeno Not I (očekávaná velikost: 12 kbp) 

C: Plazmid štěpený NotI/PshAI (očekávaná velikost 10 kbp a 2 kbp) 

D: PCR s primery, použitými při přípravě tohoto konstruktu (očekáváme vznik produktu ~ 

2100 bp) 

E: Negativní kontrola PCR, s primerem, který páruje se sekvencí PDZ vazebného motivu, 

jako kontrola, že se nejedná o původní, nezkrácenou variantu NG2. (Očekávali jsme, že 

produkt nevnikne, nebo jen v malém množství. – Zvolená teplota pro nasedání primerů by 

neměla umožňovat párování se sekvencí konstruktu NG2 ∆PDZ). 

 

 

 

 

 

Obr. 37: Kontrola konstruktu NG2 ∆PDZ v IRESpuro3 vektoru. 

 

Restrikční analýza vybraných klonů odpovídala očekávaným výsledkům, ale 

vzhledem k tomu, že došlo ke vzniku produktu (i když v mnohem menším množství) i při 

„negativní kontrole PCR”, jsme dále ověřovali, zda opravdu došlo ke vložení nové, 

zkrácené sekvence NG2 a zda v plazmidu nezůstala sekvence původní. PDZ-vazebný 

A  B  C  D  E      A  B  C  D  E          A  D  E 

Klon 1 Klon 2 
Původní plazmid 

NG2 wt 

NG2 ∆PDZ 

12 kbp 
10 kbp 

 2 kbp 



 

motiv je tvořen pouze čtyř

ještě ke zkrácení dalších

kodonem a NotI restrikč

štěpila za pomocí restrikč

měl být o 160 bp kratší než 

fragment mutované varianty NG2 kratší a pravd

formy NG2. Očekávaná velikost byla ov

test a puro3-R (viz 2.4) (

alespoň částečně sekvenována. 

Obr 38: Ověřování zkrácené va

Vlevo: Nanášky 1 a 2 představují klony 1 a 2 

(Očekávaná velikost fragmentu

IRESpuro 3, štěpený PshAI/NotI (o

NG2 ∆PDZ, vzniklý štěpením PshAI/NotI po amplifikaci

Vpravo: produkt polymerázové 

za použítí primerů NG2-test a puro3

 

 

 

2275 bp 
2115 bp 

10 kbp 
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en pouze čtyřmi aminokyselinami, ale při tvorbě mutantních ko

ch cca 150 bp, které se v původním plazmidu nacházely mezi stop 

restrikčním místem. Toho jsme využili pro další ověř

za pomocí restrikčních enzymů PahAI a NotI. Fragment mutované

bp kratší než fragment sekvence wtNG2. Obr. 38 (vlevo)

mutované varianty NG2 kratší a pravděpodobně tedy došlo k

čekávaná velikost byla ověřena ještě pomocí PCR za použití 

) (viz obr. 38 vpravo). Sekvence NG2 ∆PDZ 

ě sekvenována.  

zkrácené varianty NG2, NG2 ∆PDZ, ve vektoru IRESpuro3.

ředstavují klony 1 a 2 NG2 ∆PDZ ve vektoru IRESpuro, 

fragmentu je 2115 bp). Třetí nanáška zleva představuje

pený PshAI/NotI (očekávaná velikost fragmentu je 2275 bp) a 

ěpením PshAI/NotI po amplifikaci pomocí PCR (očekávaná velikost 2115 bp).

produkt polymerázové řetězové reakce z vektoru IRESpuro3, nesoucího

test a puro3-R(očekávaná velikost je 215 bp). 

ě mutantních konstruktů došlo 

vodním plazmidu nacházely mezi stop 

pro další ověření. Plazmid jsem 

mutované varianty NG2 by 

(vlevo) dokládá, že je 

 tedy došlo k vložení zkrácené 

pomocí PCR za použití primerů NG2-

∆PDZ bude ještě pro jistotu 

 

IRESpuro3. 

IRESpuro, štěpené PshAI/NotI 

ředstavuje wt NG2 ve vektoru 

u je 2275 bp) a čtvrtá nanáška inzert 

čekávaná velikost 2115 bp). 

vektoru IRESpuro3, nesoucího NG2 ∆PDZ (klon č. 1) 

215 bp 

M 
PCR 

produkt 
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Seznam vytvořených konstruktů 

Extracelulární doména NG2 (černě), Cytoplazmatická doména (šedě), PDZ-vazebný motiv 

(růžově), Membránový lokalizační signál (tyrkysově), T7 tag (oranžově), YFP (žlutě). 

NG2 wt 

T7-Cyt. NG2  

T7-Cyt. NG2 ∆PDZ 

YFP-Cyt. NG2 

YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ 

NG2 ∆PDZ 

 

 

Seznam vytvořených plazmidů 

Inzert Vektor Rezistence Inzert vložen 
Stabilní 
linie K2? 

NG2 wt pIRESpuro3 Ampicilin BamHI/NotI ANO 

T7-Cyt. NG2  pIRES2-EGFP Kanamicin NheI/EcoRI NE 

T7-Cyt. NG2 ∆PDZ pIRES2-EGFP Kanamicin NheI/EcoRI NE 

T7-Cyt. NG2  pIRESpuro3 Ampicilin NheI/EcoRI ANO 

T7-Cyt. NG2 ∆PDZ pIRESpuro3 Ampicilin NheI/EcoRI ANO 

YFP-Cyt. NG2 pIRESpuro3 Ampicilin NheI/EcoRI ANO 

YFP-Cyt. NG2 ∆PDZ pIRESpuro3 Ampicilin NheI/EcoRI ANO 

NG2 ∆PDZ pIRESpuro3 Ampicilin BamHI/NotI NE 
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4. Diskuze 

 

V rámci této práce jsem se zabývala glykoproteinem NG2, jeho úlohou v signalizaci 

nádorových buněk, zejména pak jeho funkcí v regulaci Rho/ROCK signalizace. Mým 

cílem bylo blíže charakterizovat tuto signalizaci, testovat, zda se přenosu signálu od NG2, 

vedoucí k aktivaci Rho, účastní PDZ-vazebný motiv NG2 a zda přítomnost tohoto motivu 

ovlivňuje fenotyp buněk.  

 

Zájem o glykoprotein NG2 v naší laboratoři podnítily výsledky microarray 

experimentů, porovnávající transkripční profily v mezenchymálních buňkách linie K2 

a v odvozené, vysoce metastazující améboidní linii A3 (Cavanna et al., 2007). Ty ukázaly, 

že glykoprotein NG2 je jedním z proteinů, jehož hladina se v K2 a A3 buňkách dramaticky 

liší. NG2 je totiž ve vysoce metastatických A3 buňkách, v porovnání s K2 buňkami, 

značně nadprodukován. Tomuto zjištění také odpovídají naše výsledky měření na 

průtokovém cytometru (viz obr. 12). Množství NG2 v K2 buňkách je zcela minimální. K2 

buňky, nesoucí plazmid kódující NG2, nám tedy sloužily jako vhodný model pro studium 

funkce glykoproteinu NG2.  

 Cílem našeho studia byla zejména signalizace, které se NG2 účastní, a fenotyp buněk, 

který je s jeho produkcí spojen.  

(Byť vzhledem k expresnímu profilu NG2, kdy je NG2 výrazně nadprodukován 

v mnoha nádorech (Benassi et al., 2009; Fang et al., 1999; Chekenya et al., 1999; Smith et 

al., 1996; Stallcup and Huang, 2008), by jistě bylo velmi zajímavé také zjistit, jakým 

způsobem ke zvýšení produkce NG2 dochází). 

 

Glykoprotein NG2 nepatří mezi příliš studované proteiny. Jedná se o velký (250 kDa) 

transmembránový protein a experimentální práce s ním tedy není nejjednodušší. Studium 

jeho funkce však ukázalo, že se účastní procesů, zásadních pro proces tvorby nádorů a jejich 

metastazování. K nim patří zejména zvyšování proliferace (Goretzki et al., 1999; Wang et 

al., 2010), migrace (Fang et al., 1999; Picci et al., 2013; Stallcup and Huang, 2008; 

Stegmüller et al., 2003) a invazivity (Eisenmann et al., 1999; Paňková et al., 2012) buněk. 

Vzhledem k jeho expresnímu profilu (kdy je produkován ve velkém množství různými 
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nádorovými buňkami a přitom téměř vůbec v normální tkáni), skýtá jeho membránová 

lokalizace možnost cílit na NG2 v rámci protinádorové terapie. Léčiv cílících na invazivitu 

nádorových buněk a jejich metastázování je stále velmi málo. NG2 jako membránový 

glykoprotein regulující jak proliferaci nádorových buněk, tak jejich invazi a metastatický 

potenciál, je proto velmi atraktivní cíl. A taková léčiva (imunoterapeutika cílící na NG2) 

už se také testují (Bruyn et al., 2010; Chang et al., 2004; Wang et al., 2010; Yu et al., 

2011). Přitom molekulární podstata signalizace přes NG2, zejména pak regulace 

invazivity, není ještě zdaleka objasněna.  

 

Studiem NG2 se v naší laboratoři zabývala několik let zejména Daniela Paňková, 

Ph.D. Experimenty prováděné jak ve 2D, tak ve 3D prostředí potvrdily význam 

glykoproteinu NG2 pro invazivitu buněk (Paňková et al., 2012), zároveň ukázaly, že NG2 

je proaméboidní molekulou. To znamená, že snížení množství NG2 v améboidních A3 

buňkách (produkujících normálně velké množství NG2) způsobuje améboidně-

mezenchymální přechod, a naopak, že exprese NG2 v mezenchymálních K2 buňkách 

indukuje přechod mezenchymálně-améboidní (Paňková et al., 2012; a viz obr. 14 a 15). 

V kontextu toho, že v améboidních buňkách je snížené množství integrinů, a naopak 

zvýšené množství NG2, který funguje jako integrinový koreceptor, navíc schopný vázat 

složky ECM nezávisle na integrinech (Tillet et al., 2002); naznačovaly popsané výsledky, 

že by NG2 mohl být adhezivní molekulou améboidních buněk zprostředkující jejich invazi 

skrz ECM.  

Schopnost glykoproteinu NG2 interagovat s proteiny mezibuněčné hmoty a přispívat 

tak ke zvýšení buněčné migrace podporuje i zjištění jeho lokalizace v buňce. NG2 je 

v rámci plazmatické membrány nabohacen zejména v různých výběžcích, především pak 

v drobných protruzích, tzv. microspikes (viz obr. 13). Microspikes jsou na aktin bohaté 

struktury, podobné filopodiím, které jsou důležité pro adhezi buněk k proteinům 

mezibuněčné hmoty během migrace. Tvorba těchto struktur vyžaduje dynamickou 

přestavbu aktinového cytoskeletu, které se účastní řada signalizací (Holt and Koffer, 2001).  

Jedna z hlavních signalizací regulující dynamiku aktinového cytoskeletu a řídící 

améboidní způsob invazivity je signální dráha Rho/ROCK. Zvyšuje kontraktilitu buněk 

a umožňuje jim tak průstup mezibuněčnou hmotou bez nutnosti jejího štěpení. Není proto 

nikterak překvapující, že produkce glykoproteinu NG2 v buňkách zvyšuje aktivitu 

Rho/ROCK signalizace, tím vede k améboidnímu fenotypu a invazi buněk (Paňková et 
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al., 2012). Jakým způsobem ale k regulaci Rho/ROCK signalizace pomocí NG2 

dochází? A jaký je molekulární mechanizmus tohoto působení?  

Není známo, že by docházelo k přímé interakci glykoproteinu NG2 s GTPázou Rho 

ani s proteiny regulujícími její aktivitu, jako jsou GEF, GAP a GDI proteiny. NG2 tedy 

zřejmě reguluje Rho/ROCK signalizaci nepřímo, patrně prostřednictvím nějakých 

adaptorových proteinů. Jsou známy tři takové adaptorové proteiny, které s NG2 interagují: 

MUPP1 (Barritt et al., 2000), Syntenin/mda-9 (Chatterjee et al., 2008) a GRIP 1 

(Stegmuller et al., 2003). Všechny tyto tři adaptorové proteiny mají společné to, že s NG2 

interagují prostřednictvím svých PDZ domén. Jestliže má tedy některá z těchto interakcí 

význam pro regulaci Rho/ROCK signalizace, mělo by odstranění PDZ-vazebného motivu, 

vedoucí k znemožnění vazby takového proteinu, mít vliv na aktivitu Rho/ROCK 

signalizace a s tím spojenými efekty jako améboidní morfologie buněk ve 3D prostředí. 

V našem případě jsme používali pro zkoumání morfologie buněk ve 3D prostředí 

kolagenové matrice. Otázkou také bylo, zda dokáže pouhá přítomnost cytoplazmatické 

domény, bez přítomnosti extracelulární domény, ovlivnit morfologii buněk. Z našich 

výsledků (viz obr. 19, 20 a 28, 29) vyplývá, že zřejmě samotná přítomnost cytoplazmatické 

domény NG2, obsahuje-li PDZ-vazebný motiv, dokáže ovlivnit morfologii buněk a způsobit 

mezenchymálně-améboidní přechod. K těmto výsledkům jsme konzistentně došli jak 

u konstruktů obsahujících T7 tag, tak u YFP označených konstruktů.  

K aktivaci Rho GTPáz pomocí GEF proteinů dochází v blízkosti plazmatické 

membrány (Rossman et al., 2005). Nabízela se tedy představa, že například nadprodukce 

cytoplazmatických domén NG2, obsahující PDZ-vazebný motiv v blízkosti plazmatické 

membrány, může umožňovat lokalizaci adaptorových proteinů spolu s proteiny, které 

s nimi interagují, do blízkosti plazmatické membrány a tím způsobem přispívat k regulaci 

Rho/ROCK signalizace a améboidnímu fenotypu buněk.  

 Také pokusy s inhibitorem kinázy ROCK (Y 27632) ukázaly význam Rho/ROCK 

signalizace pro pozorovaný mezenchymálně-améboidní přechod (viz obr. 30). Kdy po 

opůsobení buněk tímto inhibitorem došlo k reverzi pozorovaného mezenchymálně-

améboidního přechodu u K2 linií stabilně exprimujících cytoplazmatickou doménu 

NG2 a morfologie všech testovaných K2 linií v přítomnosti Y 27632 byla převážně 

mezenchymální. Výsledky těchto experimentů dokládají význam Rho/ROCK signalizace 

pro améboidní morfologii buněk ve 3D prostředí způsobenou expresí cytoplazmatické 
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domény NG2. Další otázkou ale bylo, zda může exprese PDZ-vazebného motivu NG2 

aktivitu této signalizace zvyšovat, a to i ve 2D prostředí.  

Aktivitu Rho/ROCK signalizace v buňkách jsme měřili hned několika způsoby. Ať už 

se jednalo o měření aktivity Rho/ROCK signalizace pomocí pull-down experimentů 

aktivního Rho, využití protilátky specificky rozeznávající Rho-GTP či měření hladiny 

fosforylace MYPT (jednoho z hlavních efektorů kinázy ROCK); ani v jednom z uvedených 

experimentů jsme nepozorovali statisticky významný rozdíl v aktivitě Rho/ROCK 

signalizace mezi buňkami produkujícími Cyt. NG2 a Cyt. NG2∆PDZ konstrukty.  

 

Jak si takové výsledky můžeme vysvětlit?  

 

• Mezenchymálně-améboidní přechod je komplexní proces, kterého může být 

dosaženo nejen aktivací Rho/ROCK signalizace. V úvodu této práce bylo 

například uvedeno, že PATJ, paralog proteinu MUPP1, je schopen regulovat 

aktivitu myozinu jiným mechanizmem než ovlivněním Rho/ROCK signalizace. 

PATJ totiž váže myozin-vazebnou podjednotku fosfatázy lehkého řetězce 

myozinu, tím snižuje defosforylaci lehkého řetězce myozinu, což vede k aktivaci 

myozinu a tím ke kontrakci buněk. (Sen et al., 2012) 

 

• Dalším faktorem je také to, že se buňky chovají odlišně ve 2D a 3D prostředí 

(Shrnuto v Bradbury et al., 2012). Vliv NG2 konstruktů na indukci améboidní 

morfologie byl pozorován ve 3D prostředí. Otázkou je, zda je efekt NG2 

konstruktů pozorovaný ve 3D prostředí dostatečně robustní, aby efektivně 

ovlivnil signalizaci i v 2D prostředí, v kterém byly prováděny analýzy aktivace 

Rho/ROCK signalizace.  

Expresní profily na úrovni mRNA, stejně tak jako na proteinové úrovni, 

se totiž, jak bylo ukázáno, výrazně liší v závislosti na kultivaci buněk ve 2D 

nebo 3D prostředí (Smalley et al., 2006). 3D modely kultivace více odpovídají 

in vivo podmínkám, navíc umožňují studium dalších faktorů, jako je například 

tuhost či elasticita matrice. Také proto se zejména výzkum buněčné migrace 

a invaze stále více zaměřuje na studium ve 3D podmínkách. Rovněž v našem 

případě by bylo velmi zajímavé zjistit, jaká je úroveň aktivity Rho/ROCK 

signalizace v buňkách produkujících různé konstrukty NG2 ve 3D prostředí. A zda 
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může být také ovlivněna složením a hustotou matrice. Takový přístup je ale 

samozřejmě komplikovanější. Mikroskopie uvnitř 3D matric a zejména 

biochemická analýza 3D vzorků, je poměrně velkou výzvou. V naší laboratoři 

se však snažíme právě takové přístupy zavést.  

 

• V neposlední řadě je také potřeba vzít v úvahu, že používané konstrukty Cyt. 

NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ neobsahují extracelulární doménu NG2, navíc vložený 

YFP je vzhledem k velikosti zbytku konstruktu poměrně dost veliký. Je tedy 

dost možné, že signalizace těchto konstruktů je zatížena mnoha artefakty.  

 

Z toho důvodu jsme se rozhodli připravit variantu glykoproteinu NG2, zkrácenou 

o poslední čtyři aminokyseliny, tvořící PDZ-vazebný motiv. Tento konstrukt byl již 

připraven (viz 4.2.3) a jeho vliv na morfologii buněk ve 3D prostředí a aktivitu Rho/ROCK 

signalizace, popřípadě i jiných signálních drah, a to jak ve 2D tak ve 3D prostředí, bude 

v budoucnosti testován. Zajímavé informace by mohlo přinést také porovnání vazebných 

partnerů wtNG2 a NG2 ∆PDZ. Proteiny by bylo možné imunoprecipitovat glykoproteinem 

NG2 a následně určit jejich identitu pomocí hmotnostního spektrometru. 

Domnívám se, že právě práce s touto zkrácenou variantou NG2 ∆PDZ, jak už ve 2D či 3D 

prostředí, je směrem, kterým by se mohl tento projekt v budoucnu ubírat.  
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5. Shrnutí 

 

V rámci této práce se podařilo: 

• Připravit buňky linie K2, které stabilně produkují glykoprotein NG2. (Podle 

výsledků měření pomocí průtokové cytometrie produkuje NG2 téměř 80 % 

takto připravených buněk.) 

• Potvrdit, že NG2 je proaméboidní molekula (tzn. způsobující mezenchymálně-

améboidní přechod ve 3D kolagenu), lokalizovaná ve výběžcích plazmatické 

membrány, zejména v tzv. microspikes.  

• Připravit zkrácené varianty NG2: Cyt. NG2 a Cyt. NG2 ∆PDZ, označené YFP 

či T7 tagem. Následně vyselektovat buňky linie K2, které připravené 

konstrukty produkují. 

 

Zjistili jsme, že: 

• PDZ-vazebný motiv glykoproteinu NG2 je nezbytný pro indukci 

mezenchymálně-améboidního přechodu K2 buněk ve 3D kolagenu. 

• Tento mezenchymálně-améboidní přechod je závislý na aktivitě Rho/ROCK 

signalizace a po jejím zablokování si buňky ponechávají mezenchymální 

fenotyp. 

• Aktivitu Rho/ROCK signalizace ve 2D prostředí neovlivňuje přítomnost PDZ-

vazebného motivu NG2. K tomuto výsledku jsme došli třemi nezávislými 

způsoby měření aktivity Rho/ROCK signalizace. Ať už se jednalo o měření 

aktivity Rho/ROCK signalizace pomocí pull-down experimentů aktivního Rho, 

využití protilátky, specificky rozeznávající Rho-GTP, či měření hladinu 

fosforylace MYPT; ani v jednom z uvedených případů jsme nepozorovali 

signifikantní rozdíl v aktivitě Rho/ROCK signalizace mezi buňkami 

produkujícími Cyt. NG2 a Cyt. NG2∆PDZ konstrukty.  

 

• Pro účely dalšího studia významu PDZ-vazebného motivu glykoproteinu NG2 

jsme připravili zkrácenou variantu NG2, NG2 ∆PDZ. 
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Přílohy 
 

Sekvence nasyntetizovaných konstruktů 

T7-Cyt. NG2: 

GCTAGCACCATGGGATGTATTAAATCAAAAAGGAAAGACATGGCTAGTATGACTGGT

GGACAGCAAATGGGTCGCAAACGCAACAAGACAGGTAAGCATGATGTCCAGGTGTTG

ACCGCCAAACCCCGCAATGGCCTAGCTGGTGACACAGAGACCTTTCGAAAGGTGGAG

CCAGGCCAAGCCATTCCACTCACAACTGTACCTGGCCAGGGGCCCCCACCCGGAGGC

CAGCCTGACCCAGAACTATTACAGTTTTGCCGGACACCCAATCCTGCCCTCAGGAAT

GGCCAGTACTGGGTGTGAATTC 

 

Membrane targeting tag (Lyn);T7 tag 

MGCIKSKRKDMASMTGGQQMGRKRNKTGKHDVQVLTAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQ

AIPLTTVPGQGPPPGGQPDPELLQFCRTPNPALRNGQYWV 

 

T7-Cyt. NG2 ∆PDZ: 

GCTAGCACCATGGGATGTATTAAATCAAAAAGGAAAGACATGGCTAGTATGACTGGT

GGACAGCAAATGGGTCGCAAACGCAACAAGACAGGTAAGCATGATGTCCAGGTGTTG

ACCGCCAAACCCCGCAATGGCCTAGCTGGTGACACAGAGACCTTTCGAAAGGTGGAG

CCAGGCCAAGCCATTCCACTCACAACTGTACCTGGCCAGGGGCCCCCACCCGGAGGC

CAGCCTGACCCAGAACTATTACAGTTTTGCCGGACACCCAATCCTGCCCTCAGGAAT

GGCTGAATTC 

 

Konstrukty obsahující AatII místo pro vklonování YFP 

Aat-Cyt. NG2: 

GCTAGCACCATGGGATGTATTAAATCAAAAAGGAAAGACGTCCGCAAACGCAACAAG

ACAGGTAAGCATGATGTCCAGGTGTTGACCGCCAAACCCCGCAATGGCCTAGCTGGT

GACACAGAGACCTTTCGAAAGGTGGAGCCAGGCCAAGCCATTCCACTCACAACTGTA

CCTGGCCAGGGGCCCCCACCCGGAGGCCAGCCTGACCCAGAACTATTACAGTTTTGC

CGGACACCCAATCCTGCCCTCAGGAATGGCCAGTACTGGGTGTGAATTC 
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MGCIKSKRKDVRKRNKTGKHDVQVLTAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQAIPLTTVPGQ

GPPPGGQPDPELLQFCRTPNPALRNGQYWV 

 

Aat-Cyt. NG2 ∆PDZ: 

GCTAGCACCATGGGATGTATTAAATCAAAAAGGAAAGACGTCCGCAAACGCAACAAG

ACAGGTAAGCATGATGTCCAGGTGTTGACCGCCAAACCCCGCAATGGCCTAGCTGGT

GACACAGAGACCTTTCGAAAGGTGGAGCCAGGCCAAGCCATTCCACTCACAACTGTA

CCTGGCCAGGGGCCCCCACCCGGAGGCCAGCCTGACCCAGAACTATTACAGTTTTGC

CGGACACCCAATCCTGCCCTCAGGAATGGCTGAATTC 

 

MGCIKSKRKDVRKRNKTGKHDVQVLTAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQAIPLTTVPGQ

GPPPGGQPDPELLQFCRTPNPALRNG 

 


