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Abstrakt

NG2 je transmembranovy glykoprotein, jehoz exprgee spojena fedevsim
s vyvijejici se tkani, a byvéa také obnovena v nédgeh buikach. Glykoprotein NG2 je
dulezitym regulatorem buwidné migrace a adheze a jeho nadprodukce, popsdaadyu
nadofi, zvySuje metastaticky potencial takovych n@dddolekularni mechanizmy tohoto
pusobeni vSak dosud nejsou zcela objagn V posledni dob piibyva indicii, Ze je
glykoprotein NG2 schopen regulace Rho/ROCK sigaakz jejiz zvySena aktivace je
nezbytnou podminkou efektivni invaze améboidniafondvych busk.

V ramci této prace je analyzovana uloha glykopmteNG2, zejména jeho PDZ-
vazebného motivu pro indukci améboidniho fenotypkiavaci Rho/ROCK signalizace.

NaSe vysledky dokladaji vyznam PDZ-vazebného moN@L2 pro mezenchyméin
ameboidni pechod busk ve 3D prostedi. Rekvapiw ale ukazuji, Ze produkce jak celé
cytoplazmatické domény NG2, tak jeji zkracena véeze PDZ-vazebného motivu, nevede

ke zménam v mnoZzstvi Rho-GTP a aktivaci signélni drdhg/ROCK ve 2D prosedi.

Klicova slova:

NG2 glykoprotein, Rho/ROCK signalizace, PDZ domémagprfologie, invazivita,

améboidni, mezenchymalni



Abstract

NG2 is a transmembrane glycoprotein mainly expiksaedeveloping tissue, and
often re-expressed in tumor cells. NG2 glycoprotisinan important regulator of cell
migration and adhesion. Increased expression of BiBances the metastatic potential of
cancer cells. However, the molecular mechanismthede processes are still not fully
understoodAn increasing number of evidences, in recent ydage shown that NG2 can
be responsible for Rho/ROCK activation, which isesgial for effective amoeboid
invasiveness.

In this thesis, we analysed the role of NG2 glyotgin, especially the role of its PDZ-
binding motif on amoeboid phenotype induction, antivation of Rho/ROCK signaling.

Our results demonstrate the importance of the NG2Z-Binding motif on
mesenchymal-amoeboid transition of cells in a 3Rirenment. Surprisingly, they show
that the expression of both the NG2 cytoplasmatiman and the truncated version,
lacking the PDZ-binding motif, do not change theoamt of Rho-GTP or the activation of
the Rho/ROCK signaling pathway in 2D.

Keywords

NG2 glycoprotein, Rho/ROCK signaling, PDZ domairgrfology, invasion, amoeboid,

mesenchymal
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Seznam zkratek

Vyznam zkratek je uveden v anglickém jazyce. ilpad vzitych ¢eskych vyrafl je

uveden kesky ekvivalent.

AMT Ameéboidre-mezenchymalnifechod (anoeboid-nesenchymal
transition)

Arp 2/3 Actin-related potein 2/3

ECM Meziburg¢na hmota (etracellular matrix)

ERK Extracellular signalegulated knase

ERM Ezrin/radixin/moesin proteiny

GAP (GTPase eativating protein)

GDI Guanosine nucleotidagbociation mhibitor

GDP Guanosindifosfat_(ganosine gbhosghate)

GEF Guanine nucleotidexehange dctor

GFP Zeleny fluorescetni protein (geen_fuorescent ptein)

GRIP 1 Glutamate eceptor-nteracting potein 1

GTP Guanosintrisfosfat_{ganosinerisphosiate)

LIMK Lim domain-containing ikase

MAT Mezenchymal&améboidni pechod (nesenchymalfmoeboid
transition)

mDIA Mammalian diphonous

MLC Lehkyfetzec myozinu (rposin ight chain)

MLCK Kinaza lehkéhdetézce myozinu (ngosin light chain knase)

MLCP Fosfataza lehkéhi@ttzce myozinu (rgosin_ight chain
phosphatase)

MUPP1/MPDZ  Multiple PDZ domain potein 1

MYPT Myosin_ghosphataseatgeting protein

NG2/CSPG4 Chondroitin sulfat proteoglykan 4 @xve/Gial antigen 2
Chondroitin_silfate goteodycan 4
PAK p-21 ativated knase



PCR Polymerazovdetizova reakce (@ymerase kain leaction)

PDZ PSD-95, DgA, Z0O-1 domain

PKCa Protein kinaza @ (protein knase Co)

Rho Ras_hanolog

ROCK Rho-kinaza (Ro-associatedailed-coil containing proteinikase)
Syx Synectin-binding RhoA eshange factor

WASP Wiskott-Aldrich syndrom_potein

YFP Zluty fluorescesini protein (ellow fluorescent ptein)



1. Uvod

Je znamo, Ze hlavntipinou umrti pacierit s nAdorovym onemogmim neni primarni
nador sam o s@bale piedevsimrvytvareni sekundarnich lozisekmetasta. Proces tvorby
metastaz,a molekularni mecharmy vedouci Kejich vzniku, pifesto nejsouzcela
objasreny.

Proces tvorby mtastaz je komplexni, vicestiqvy proces, kteryozna&ujeme jako
metastatickou kaskaduwig obr. 1).

Primarni nador

Chrani ceni

.V/ nadaoru

Sekundarni nador
® imetastaza)

Obr. 1.Metastaticka kaskac

Nadorové biky se nejprve musi odid od primarniho tumoru (1), invadovat siti mezibéné hmoty
(2) a promigovat skrz bazalni membranu c (intravazace) (3), aby se dostaly do krevnikic
lymfatickéhaeciste (4). Tim se mohou roz&ipo tele apozdji promigrovat skrz endotel cévy a baz¢
membranu ven (extravazace) (5). Invaduji okolniime2énou hmotu (6), usadi se a vytea

sekundarni nador metastézi Nakresleno podle (Mierke, 2013).
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Bunky se nejprve musi odlit od primarniho nadoru, ipkonat bariéru tv@nou
meziburgénou hmotou (ECM) a invadovat skrz okolniitk&ro efektivni metastazovani je
dale dilezity pranik do cévnihati lymfatického systému, kde metastazujicikes musi
piekonat bariéru endotelidlniéaty cév (intravazace)Tim se mohou nadoroveé iiky
rozStit po €le, a paklize se dostanou ven (extravazace) a kalprokolni tkd&, mohou
vytvorit sekundarni loZiska - metastaze. (Kopfstein ahdigibfori, 2006; Valastyan and
Weinberg, 2012)

Pranik burek skrz mezibu&nou hmotu je jednim z prvnich, a zcela kritickycbk&
metastatické kaskady, a proto je velmi podstatm®zaortt mechanizrim, které invazi

nadorovych bugk umoivuji.

1.1. Invazivita nadorovych buk

Nadorové biiky vyvinuly rekolik raiznych zpisohi, jak se skrz mezib@inou hmotu
pohybovat. Mohou migrovat kolektigmebo jako jednotlivé biky. Individualre migrujici
bunky vyuzivaji bu’ tzv. mezenchymalniho¢i améboidniho zfisobu invazivity
(shrnuto v Friedl, 2004).

Hlavni rozdily mezi mezenchymalnim a améboidnimetgpinvazivity jsou shrnuty
vitab. 1

* Proteolyticka degradace ECM

Invaze nezavisla na proteolytické

* Vysoka exprese integtina protedz degradaci ECM

e Protahly tvar ve 3D (filopodia, » Nizkéa exprese integrina proteaz
limelipodia) « Kulaty tvar ve 3D (bleby)

« Aktivace GTPazy Rac » Aktivace Rho/ROCK signalizace

Tab. 1:Prehled hlavnich rozdilmezenchymalni a améboidni invazivity.
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1.1.1. Mezenchymalni invazivita

Mezenchymalni zjsob invaze je charakteristicky vyuZitim proteolifich enzyni
pro Sepeni proteii mezibukgcné hmoty a typickym protahlym,ietenovitym tvarem
burék ve 3D prostedi.

Bunky jsou polarizované a narguinim okraji vytvéeji na aktin bohaté struktury —
filopodia a lamelipodia, jejichz vznik je kontrolén malymi GTPazami Rac a Cdc42
(Nobes and Hall, 1995; Ridley et al., 1992). Vyzmann roli maji pro mezenchymalni
invazivitu matrixové metaloproteazy. Jedna se ocopegtidazy, které vyzaduji pro svoji
funkci zinek. Jsou-li aktivované,&ti rizné komponenty mezib&&né hmoty a davaji tak
vzniknout otvotim v ECM, kterymi se nasledmmize buka pohybovat.

Mezenchymala migrujici buiky vytvareji mnozstvi fokalnich adhezi, které zajig
ptichyceni k podkladu a interakci s ECM. Vyznamnomkonentou fokalnich adhezi jsou
integriny, heterodimerni transmembranové recepsahopné vazbyiznych slozek ECM
a nasledné aktivace intracelularnich signalnichk&ds Fokalni adheze jsou dale
tvoreny fadou strukturnich, adaptorovych, a v neposladié regulanich proteit.
(shrnuto v Wehrle-haller, 2012)

Rychlost pohybu mezenchymalnich Blkije limitovana zejménaipstavbou fokalnich
adhezi a translokaci b&tmého &la, a je tak ve srovnani s ameboidni relatipomalejsi
(0,1 — 1 um/min) (Friedl et al., 1998).

1.1.2. Améboidni invazivita

Améboidre migrujici buiky maji ve 3D prosedi kulaty tvar a typicky proénje
kortikalr¢ lokalizovany aktomyozin.

Na rozdil od mezenchymalniho, améboidni typ inv@gzeezavisly na proteolytické
degradaci ECM (Wolf et al., 2003; Wyckoff et alQ0®). Invaze ameéboidnich hiknje
umozréna zejmeéna diky jejich zvySené akto-myozinove lkakithité, ktera jim umo#uje
protlatit se mezi viakny mezibwiné hmoty bez nutnosti jejich degradace (Wolf et24l03).
Zvysena akto-myozinova kontraktilita je regulovaagivaci Rho/ROCK signalizace, a
proto je aktivace této signalni drahy pro amébotgipiinvazivity zcela zasadni (Rosel et
al., 2008; Sahai and Marshall, 2003). Rho/ROCK digaci je ¥novana kapitola 1.3.
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Nadorové hbinky navic moho piepinat mezi mezenchymalnim améboidnim
zpisobem invazivity gitizpusotovat se tak podminkam, W&erych se na@zeji a efektiva
invadovat okolni tk& Piechod mezi jednotlivymi typy invage mozné vyvolazvySenim,
nebo naopak pottenim, molekularnich drah, specifickych pro jed médi. Tento proces
nazyvame jakanezenchymak-améoidni (MAT) respektive amébcné-mezenchymalni
(AMT) prechod.(Sahai and Marshall, 2003; Wolf et al., 2C (shrnuto vPankova et al.,
2010)

?

Kontraktilita
aktomyozinu

Polymerace aktinu /

indulce tvorby protruzi | I

MEZENCHYMALNI AMEBOIDNI

Obr. 2:Hlavni signdlni drahyidici mezenchymalni a améboidni typ invaz
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1.2.Rho GTPazy

Proteiny rodiny Rho jsou malé GTPazyietdo nadrodiny Ras GTPaz. Vilme se
vyskytuji bul’ v aktivni (vazi-li GTP), anebo v inaktivni (vazi-GDP) konformaci.
Aktivita Rho GTPaz je regulovan&eti skupinami proteiin takzvanymi GEF (ganine
nucleotide_gchange &ctor), GAP (@ Pase-ativating potein) a GDI (gianine nucleotide
dissociation mhibitor) proteiny.

GAP proteiny zesiluji schopnost GTPaz hydrolyzas@P na GDP, a timto zapobem
prispivaji k inaktivaci Rho GTPaz.

GDI jsou cytozolycké proteiny, které ttidkomplexy s inaktivnimi (vazajicimi GDP)
Rho GTPazami, a tim zamezuji jejich aktivaci pom@&F proteifi. GDI proteiny se
mohou vazat na izoprenylovou skupinu Rho GTPazrakwouzi Kk jejich vazb na
plazmatickou mebranu, tak zabugi membranové lokalizaci Rho protéincoz ma za
nasledek ménefektivni aktivaci pomoci GEF protdin

GEF proteiny katalyzuji vygmu GDP za GTP, coz vede ke konfotmiazméné Rho
GTPaz. Vazi-li Rho GTPazy GTP maji vysokou afirktafektorovym proteiim. Vazba
Rho GTPaz k efektorovym protéim je mechanizmem jejich aktivace, a tak tedy dochaz

ke spusdini naslednych signalnich drah.

Mezi nejznandjSi zastupce rodiny Rho GTPaz fiagkupiny proteifi Cdc42, Rac
a Rho.

Zmintné Rho GTPazy se zasa&dmpodileji na regulaci dynamiky aktinového
cytoskeletuCini tak prostednictvim fiznych efektorovych protein

Cdc42 aktivuje protein WASP_ (Mkott-Aldrich Syndrom Rotein). WASP poté
prostednictvim proteinového komplexu Arp 2/3 dn-Related Poteins 2/3) aktivuje
polymeraci aktinového cytoskeletu a jehétweni. Aktivace Racl vede ke spust
obdobnych procés jako aktivace Cdc42, ale préstnictvim proteifi rodiny WAVE
(WASP family veprolin homologous protein). Jak Cdc42, tak Rade taktivuji kindzy
PAK (p-21 ativated knase). Aktivace PAK ma za nasledek fosforylaciakyn LIMK
(LIM domain_knase), ktera vede Kk jeji aktivaci.

Hlavnimi efektorovymi proteiny GTPéazy RhoA jsouofminy mDIA a ROCK.
Signalizace fes mDIA se podili zejména na regulaci a stabilizatkrotubularniho

cytoskeletu, zatimco kinaza ROCK reguluje aktinoeytoskelet; zejména pak
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atinomyozinovou kontraktilitu. (Amano et al., 199ho/ROCK signalizaci se podrain
vénuje nasledujici kapitola (viz 1.3).

Vzajemna kooperace Rho GTPaz a jejichsoprostorova regulace je velmi
vyznamnym a komplexnimégem, zcela zasadnim pro mnoho prdcgsko je bugéna
adheze, migracé invaze (Guilluy et al., 2012; Sander et al., 1,986ndag et al., 2000).
K vzajemné regulaci dochazi n&kolika trovnich.Napiklad aktivace PAK pomoci Racl
¢i Cdc42 vede kinaktivaci RhoGEF proteifpl15RhoGEF (Rosenfeldt et al., 2006),
GEF-H1 (Callow et al., 2005; Zenke et al., 2004gtN (Alberts et al., 2005), PDZ-
RhoGEF (Barac et al., 2004)) a tim kinaktivaci RHktivovany Rac niZze dale
inaktivovat GTPézy podrodiny Rho (Sander et al.999 i prostednictvim aktivace
p1l90RhoGAP (Bustos et al., 2008). Naproti tomu, Riktivuje kinazu ROCK, ktera
prostednictvim aktivace Rac GAP protéirfFilGAP a ArhGAP) vede k inaktivaci Rac
(Ohta et al., 2006; Sanz-Moreno et al., 2008).

1.3.Rho/ROCK signalizace:

Jak jiz bylo vySe zmiio, jednim z efektorovych proteinGTPazy Rho je kinaza
ROCK (Rho-asso@ted protein knase) (Ishizaki et al., 1996; Leung et al., 1998)CK je
serin/treoninova kinaza, ktera je aktivovana vazBtw na ,coiled coil* doménu na
C-konci kindzy (Amano et al., 2010).

Aktivovana kindza ROCK fosforyluje, a tim aktiviggmazu LIMK (Maekawa et al.,
1999), coz vede k inhibmi fosforylaci aktin-depolymerizaiho faktoru kofilinu. To ma za
nasledek tvorbu stresovych viaken.

DalSi zgisob jak ROCK ovliviuje aktinovy cytoskelet je regulace fosforylacekito
fettzce myozinu (MLC). ROCK jednakiimo fosforyluje MLC na serinu 19 (Amano et
al., 1996), coz vede k aktivaci ATPazové aktivityyaninu a nasledn burécne
kontraktilitt. ROCK ale ovliwiuje fosforylaci MLC i nefimo. Fosforyluje regutmi
podjednotku (MYPT) fosfatazy lehkéhetzce myozinu (MLCP) na Thr 853 a Thr 696
(Kimura et al., 1996). Jednad se o inkili fosforylaci, nasledkem je tedy snizena
fosfatazova aktivita a&sSi mnozstvi fosforylovaného MLC. VySe popsané &igindrahy

jsou znazorény na obr. 3.
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Obr. 3:Schematické znazami Rho/ROCK signalizace.

Aktivace GTPazy Rho je regulovana pomoci GEF, GABDd proteini. Aktivovana GTPaza Ri
(vazajici GTP) se vaze a tim aktivuje kindzu ROEBMKivovana kinAza ROCK reguluje dynam
aktinového cytoskeletuekolika zpisoby. Fosforyluje a tim aktivuje kinaziMK. LIMK fosforyluje
kofilin, to vede k jehmaktivaci a nasledné tvoelstresovych viakel

ROCK také regulujdosfonjlaci lehkéhoretezce myanu (MLC) a tim kontraktilititu bugk. ROK
jednak gimo fosforyluje MLCa jednak fosforyluje reguéai podjelnotuku (MYP) fosfatazy lehkého
Fetezce myapu (MLCP), tim MLCP inaktivuje, coz épvede ke zvySenému mnoZzstvi fosforylova
MLC.
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1.4. Glykoprotein NG2

Jak bylo vySe popsano, expresni profily améboid@iamezenchymalnich bék se
liSi. Pfi porovnani mezenchymalni btimé linie K2, a od ni odvozené améboidni linie A3,
byly nalezeny znmé rozdily v expresiady proteid. Mimo jiné bylo zjis€no, Ze exprese
glykoproteinu NG2 je &kolikanasobg vysSi (65x) u améboidni linie A3, ve srovnani
s expresi NG2 v mezenchymalni K2 linii (Cavannalgt2007).

NG2 (Nerve-dial antigen_2 je strukturg unikatni chondroitin sulfat proteoglykan.
Homology NG2 (oznéovaného také jako CSPG4 ha@hdroitin_silfat proteodykan 4) jsou
popsany wlovéka (MCSP - relanoma bondroitin_silphate_poteoglykan, HMW-MAA - Hgh
molecular _veight-nelanoma_ssociated rtigen) a mysi (AN2), a na zaklagorovnani
genomovych sekvenci Ize identifikovat homology NG2 dalSich Ziveicha, véetns

obojzivelnild (Xenopus), ryb (zeaicka) ¢i hlisic (C. elegans).

Glykoprotein NG2 je produkovarrgdevsim progenitorovymi kilkami riznych tkani,
jako jsouchondroblasty, progenitory oligodendrotyd burgk hladkych sval a endotelu
(Burg et al., 1999; Grako and Stallcup, 1995; Grekal., 1999; Nishiyama et al., 1991a).
Zvysena exprese NG2 je také spojena s progeesi nadoi, predevsim pak melanam
(Fang et al., 1999), glioblastégmChekenya et al., 1999; Stallcup and Huang, 2008),
chondrosarkorin (Léger et al., 1994), myeloidni leukémie (Smithakt 1996) a jeho
zvySena exprese koreluje s metastatickym potemsidbrkond meékkych tkani (Benassi et
al., 2009).

Progenitorové a nadorové itky spojuje mnoho spateych vlastnosti, zejména pak
schopnost migrace a proliferace. A praegulace dchto proces se glykoprotein NG2
Gcastni (Burg et al., 1997; Fang et al., 1999; Gratkal., 1999). Jednotlivym signalizacim,

kterych se NG2 &astni je ¥novana samostatna kapitola (viz 1.4.2).

1.4.1. Struktura NG2

NG2 je 250 kDa velky chondroitin sulfat proteoglpkaktery jedenkrat prochazi
plazmatickou membranou. Jedna se o transmembrapostgin typu | (N-konec je
orientovan va buiky). Jeho struktura byla poprvé popsana v roce I8ighiyama et al.,

1991Db) a je schematicky znazéna na obr. 4.
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Tento strukturs unikatni glykoprotein je tvi@n 2325 aminokyselinami; nepgi ¢ast
(2225 aminokyselin) zaujima extracelularni doméage nasledovana transmembrano
doménou (25 aminokyselin), kterdigmjuje kratkou (75 aminokyselin) cytoplazmatick

domeénu glykoproteinu.

T

Obr. 4:Struktura glykoproteinu NG

Extracelularni doména obsahuje d\LNS domény (fialay, chondoitin sulfatovy retézec
(zeler®) a oblast vazajici kolagen (mge). Na kratkou transmembrdnovou doménu nave
cytoplazmatickd doména NG2. Ta ahuje d¥ mista fosforylaceThr 225¢a Thr 23149, na Gplném

C-konci ghkoproteinu se nachézi Pl-vazebny motiv {fZow).

Extracelularni doménje ¢lenéna do i subdomén: D1, D2 a C N-terminalni¢ast
proteoglykanuD1 subdoménama Zejm¢ globularni strukturuJebohaté na cysteiny
a obsahuje také dva Lamir-G (LNS) motivy. Laminin& motivy jsou velmi rozgénym
motivem mezi extreelularnmi proteiny. Obec# je o LamininG motivech znamo, Ze :
Gcastni interakce giznymi burgénymi receptory(Timpl et al., 200(, presna funkce

Laminin-G motivu u NG2 v3ak popsana neb
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Centralnicast extracelularni domény (D2 subdoména) jéetvaa-helikélni,rod-like*
oblasti. Tato oblast je zodp@&dna za vazbu protein mezibugéné hmoty, zejména
kolageri typu V a VI (Burg et al., 1997; Tillet et al., 199 Byly zde také popsany &v
konsenzus sekvence pro vazbu chondroitin-sulfaimi€tizce na serinu 999 a serinu 1342
(Nishiyama et al., 1991b). Pagdv3ak bylo ukdzano, Zze NG2 ma jen jediny chortitrei
sulfatovy fetzec, a to na serinu 999 (Stallcup and Dahlin-Hupp@Q1). Vyznam
chondroitin-sulfatovéhaettzce neni zcela jasny. Neni nutny pro vazbu kolagani
jinych znamych interalhich partnek NG2, ale ma se za tde ovliviiuje lokalizaci
glykoproteinu do bugnych mikrodomén (Stallcup and Dahlin-Huppe, 2001).

D3 subdoména (membranoproximalni) obsahuje misto proteolytickéha@p&ni
NG2, a také misto vazby pro galektin-3. V D3 subdnije NG2 N-glykosylovan, a prév
tyto oligosacharidy zprosgdkovavaji vazbu NG2 na galektin-3 (Wen et al., 00
Navazani galektinu-3 vede k tvertkomplexu su3p1 integriny, a tim k zesileni NG2-
zprostedkované aktivaai3p1 integrini (Fukushi et al., 2004).

Ackoliv je cytoplazmaticka doména NG2 p&me kratka (76 aminokyselin), hraje
zcela zasadni roli v signalizaci zpr@stkované glykoproteinem NG2.

V rdmci cytoplazmatické domény se nach&kiatik mist fosforylace. Treonin 2256 je
fosforylovan protetein kinazou C alfa (PK(G. Tato fosforylace ma za nasledek zvySenou
migraci burgk (Makagiansar et al., 2004palSim mistem fosforylace je treonin 2314.
Thr-2314 je fosforylovan kinazou ERK Xtacellular signalegulated _knhase). Tato
fosforylace vede ke stimulaci proliferace BknFitom, oba tyto efekty fosforylace NG2
jsou zavislé na signalizacirgs integriny. Fosforylace NG2 na Thr-2256 a 2314 zaa
nasledek kolokalizaci $-1 integriny. Lokalizaceéthto dvou fosforylénich staw NG2 se
piitom v ramci buky liSi. To ma tejm¢ za nasledek ovlivini specifickych efektdr
integrinové signalizace a regulace proliferéicaigrace (Makagiansar et al., 2007).

Na Uplném C-konci NG2 se nachaz#jiti aminokyseliny (QYWYV) tvéici tzv. PDZ
(PSD-95; OgA; Z0O-1) vazebny motiv. Na tento motiv se vazi protesriyDZ doménami.
V souwasné dob jsou znamy ii takové adaptorové proteiny, které s PDZ-vazebnym
motivem NG2 interaguji: GRIP1 (Stegmuller et al002), Syntenin (Chatterjee et al.,
2008) a MUPP1 (Barritt et al., 2000).

PDZ-vazebnému motivu a jeho intetakn partneim je wWnovana samostatna

kapitola (viz 1.5.) a velkéast praktick&astitéto prace.
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1.4.2. Signalizace a funkce glykoproteinu NG2

NGZ2, jakoZto transmembranovy glykoproteinmjaa vazat interaii partnery va i uvnitt
bunky a zprostedkovat tak signalizaci z ¥$ku buiky dovnit. O NG2 je znamo, Ze
reguluje bugénou proliferaci, migraci, invazivit&i adhezivitu. Dobe popsana je také

jeho uloha v procesu inhibicéstu neurit.

NG2 a bugcna proliferace

Jak bylo vySe uvedeno, NG2 je nadprodukov&ads raiznych tym nadoi, a jeho
exprese vede k zvySeni jejich progrese. Protoémjieho funkce v bustné proliferaci
neni nikterak pekvapujici. Transfekce bgk glykoproteinem NG2 vede ke zvySeni
proliferatniho potencialu &chto burk. Naopak, vazba NG2 specifickych mAb vede
k snizeni proliferace bannych linii tizného @vodu: melanom, karcinoni hlavy a krku,
osteosarkorin ¢i karcinomi prsu (Wang et al., 2010NG2 je schopny vazatistove
faktory PDGF-AA (patelet-cerived _gowth factor AA) a bFGF (lasic fbroblast_gowth
factor), funguje jako jejich koreceptor, a zesiltgk signalizaci fes tyto fistové faktory
(Goretzki et al., 1999; Grako et al., 1999).

Glykoprotein NG2 a inhibiceistu neuritt

Mnoho praci ukazalo, Ze chondroitin-sulfat protgkghy, zejména NG2, #Agobuji
inhibici rastu neuriti (Dou and Levine, 1994; Fidler et al., 1999; Chealg 2002). Mnoho
riznych proteoglykain véetre NG2, je nabohaceno v gliovych jizvach po peérdnCNS
(Fawcett and Asher, 1999). Jejickitpmnost vede ke kolapsu nedria inhibici jejich
rastu. Jakym mechanismem tedy NG2 (nebo obesdrondroitin-sulfat proteoglykany)
pusobi na inhibiciiistu neuriti?

Bylo zjiStno, Ze k inhibici @istu neuriti zpisobené chondroitin-sulfat proteoglykany
dochazi v dsledku aktivace Rho/ROCK signalizace. Inhibidgsta neurit zpisoben&
chondroitin-sulfat proteoglykanyiiwe byt totiz potléena jak pidanim Rho inhibitoru (C3
transferaza), tak ROCK inhibitbr(Y27632, fasudil, dimethylfasudil) (Gopalakrishnan
al., 2008; Monnier et al., 2003). Navicfitpmnost chondroitin sulfat proteoglykan
vyvolava zvyseni fosforylace fosfatazy lehkétekzce myozinu (MLCP), kterd je po
piidani ROCK inhibitoé opt snizena (Gopalakrishnan et al., 2008).
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Aktivovanad Rho/ROCK signalizace vede ke stimulddirmmyozinové kontraktility,
coz vede ke kolapsu nedria inhibici jejich fistu.

V této situaci se NG2 nachazi&buiky a signalizaci fes plazmatickou membranu
zprostedkovava jiny protein. Nedavno publikovana studkdaala, Ze inhiléni €inky
NG2 na fist neurifi jsou zfisobené vazbou na membranovou tyrozinovou fosfatigmoa
(PTRs) (Shen et al., 2010).

Uloha NG2 v butné adhezi, migraci a invazivit

Mnoho studii, provedenych zejména na melanomouyaikach, ukazalo, Ze se
glykoprotein NG2 podili na bitné adhezi a migraci, a Ze jeho expresispiva ke
zvySeni progrese nadotaké zvySenim jejich invazivniho potenciélu.

Lidskée melanomové hiky, v kterych byl nadprodukovan glykoprotein NG2
vykazovaly zvySené invazivni vlastnosti (Eisenmatral., 1999)a melanomové hiky,
produkujici NG2 nily zvySenou schopnost migrace, ve srovnani se ystejbuikami,
které NG2 neprodukovaly. Navic, vazba specifickyuAb proti NG2 vedla k inhibici
adheze a rozprasni burk, vyvolané vazbou na proteiny mezilgané hmoty (Burg et
al., 1998; lida et al., 1995Mnoho studii spojuje migtai a adhezivni vlastnosti NG2
s jeho schopnosti vazat integriny a slouzit jakchekoreceptor (Eisenmann et al., 1999;
lida et al., 1995), je vSak také zndmo, Ze NG&smapuje obdobné efekty i nezavisle na
integrinech.

NG2, steji jako integriny, vaze proteiny mezibiémé hmoty. A to zejména kolageny
typu VI aV (Burg et al., 1996; Tillet et al., 199Btudium mechanizmu b&éné odpo¥di
na vazbu sloZzek ECM je v8ak problematické v tomjeZmto buscna odpoed’ zastigna
aktivaci integrinové signalizace. Préely studia interakce NG2 s proteiny mezittme
hmoty byly proto pouzity hiky linie GD25, které neprodukufil integriny, jez jsou
zodpo¥dné za ¥tSinu interakci biky s ECM (Tillet et al., 1997). Bylo zji&bo, Ze
glykoprotein NG2 je zodpadny za adhezi butk na povrchy pokryté kolagenem (typu
V ¢i VI), Ze tato interakce vyvolava reorganizaci akiiého cytoskeletu a je nezavisla na
integrinové signalizaci (Tillet et al., 2002).

Mnoho praci ukazalo, Ze glykoprotein NG2 je zodfumy za reorganizaci aktinového
cytoskeletu (Fang et al.,, 1999; Lin et al., 199@allup and Dahlin-Huppe, 2001),
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neexistuje vSak zadnyaklaz gimé interakce NG2 s aktinovym cytoskeletemyjegjra je
tak tato interakce zprastdkovana ekterym z adaptorovych protdin interagujicich
s NG2.

1.5.NG2 a Rho/ROCK signalizace

Glykoprotein NG2 a signalni drahu Rho/ROCK spojbjeed rkolik aspeki. Jak
vime, signalizace glykoproteinem NG2 vede k reaegem aktinového cytoskeletu a migraci,
procesim, které jsouizeny Rho GTPazami. Krofrtoho, jak NG2, tak Rho a ROCK
jsou spoléné nadprodukovany vysoce metastatickymiikami melanomovych linii.
A v améboidnich bitkach (linie A3), jejichZz invaze je zavisl4 na akiiv Rho/ROCK
signalizace, byla zji8ha nizkd exprese integiin zato vyznamna nadprodukce
glykoproteinu NG2. A kon#é, spojitost NG2 s Rho/ROCK signalizaci ukazuje daeno
publikovana prace provedena v nasi labdrafBaikova et al., 2012). Ta ukazala, Ze
snizeni exprese glykoproteinu NG2 ve vysoce mdiasfah, améboidnich hikach linie
A3 a A375M2, vede k améboigimezenchymalnimuipchodu a snizeni invazivity ve 3D
kolagenu, které je doprovazeno inaktivaci GTPazy.RA naopak, Ze exprese NG2
v mezenchymalnich K2 lilkach ¢i obnoveni exprese NG2 A375M2 hikns siRNA
snizenou expresi NG2, vede k mezenchymaméboidnimu fechodu, zvySeni invazivity
a aktivaci Rho/ROCK signalizace.

Aktivace Rho/ROCK signalizace zprostikovana glykoproteinem NG2, vedouci
k améboidni invazi je tedy moZznym mechanizmem,N&2 pispiva ke zvySeni agrese
nadof a tvorby metastaz.

Jestlize je tedy glykoprotein NG2 zodgdwny za aktivaci signalni drahy Rho/ROCK,

jaky je molekularni mechanizmus tohotisspbeni?
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Obr. 5: NG2 zpisobuje zatim nezndmym mechanismem aktssignalni drahy Rho/ROCK, a ti

prispiva kaméboidni invazivhburek.

Bylo popsano, Ze pro signalizaci glykoproteinem N&2ouci | buni¢né migraci
a reorganizaci aktinoveho cytoskel je nezbytna cytoplazmaticka doména N(Fang et
al., 1999) Zarovex je znamo, ze ramci cytoplazmatické doméi, ktera neni filis
konzervovana, se nachazi vysoce konzervovana sekvétDzvazebného motivu
(QYWYV). Na PDZvazebny motiv NG2 se vazi proteir PDZ doménami

Dnes je mamo vice nez 250 protdéirobsahujicich PDZ doménu. Nazev domén
odvozen od protei) u kterych byla prvétato doména popsanPSD 95, Og a Z0-1).
Presto, Ze je proteins PDZ doménami velké mnoZzstvi, vazba na -vazebné motivy
(powétSinou situovanda C-koncich transmembranovych prot&ije pongrné specificka

PDZ proteiny se &astni tiznych bugcnych proces jako je regulace bie¢né migrace,
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invaze, adheze, polarity proliferace. Tyto proteiny&tSinou obsahuji &Si mnozZstvi PDZ
domén a slouzi tak jako adaptorové proteiny, kiseépodileji na vytu@ni WtSich
signalnich komplek. (Subbaiah et al., 2011)

Jsou znamyit takové PDZ adaptorové proteiny, které se vazPba-vazebny motiv
NG2: GRIP1(Stegmuller et al., 2003), Syntenin (@h@e et al., 2008) a MUPPL1 (Barritt
et al.,, 2000). Rdpoklada se, ze pravneéktery z tchto adaptorovych proteinje

zodpowdny za zprosedkovani regulace aktinového cytoskeletu pomoci NG2

GRIP1

GRIP1 obsahuje 7 PDZ domén. Sedmou PDZ doménowdie kyPDZ-vazebnému
motivu NG2 actvrtou a patou PDZ doménou interaguje s podjednotiloitamatového
receptoru GIURB. GRIP1ipno propojuje NG2 a AMPA receptory v imaturovanych
gliovych buikach a vytvé tak signalni komplex NG2/GRIP1/AMPA. Tento komplee
pak miZe spolupodilet na formovani propojeni mezi gliovyuikami a neurony.
(Stegmuller et al., 2003)

Syntenin (mda-9

Syntenin byl fvodné popsan jako intergki parthner membranovych heparan-sulfat
proteoglykai-Syndekan, odtud tedy jeho ozg&ani Syntenin (Grootjans et al., 1997).

Zarovaer byl Syntenin identifikovan v terminain diferenciovanych lidskych
melanomovych hitkach. Proto je také nazyvan jako mda-9el@noma_dferentiation
associated P(Lin et al., 1998).

Syntenin je nadprodukovan fad® nadofi a jeho exprese koreluje s jejich
metastatickym potencidlem (Boukerche et al., 26Q@f et al., 2002).

Syntenin obsahuje dvPDZ domény (viz obr. 6) a je vysoce konzervovaprida
raiznymi Zivaiisnymi druhy (Zimmermann et al., 2001). Syntenirvev&8DZ-vazebny
motiv NG2 a bylo ukdzano, Ze pro tuto interakciujseezbytné ob dw¢ PDZ domeény
Synteninu (Chatterjee et al., 2008). Par PDZ do®gnteninu zaji€uje jeho lokalizaci
v blizkosti plazmatické membrany (Wawrzyniak et @012). A ol dw PDZ domény

jsou rovréZz nezbytné, a zarouepost&ujici, také k tomu, aby, jsou-li nadprodukovany,
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vedly ke zvySené invazi¥rburek v kolagenwi Matrigelu (Meerschaert et ., 2007). Toto
pusobeni je regulovaneazbou ligand k PDZ doménam Syntenin
Na N<konci Synteninu se nachazi autoinbibi oblast, ktera ize byt Zejme

regulovana pomoci fosforyla(Wawrzyniak et al., 2012).

1 113 193 198 275 298

N/ |

autoinhibition peptide/Ptdins(4,5)P2 unknown
binding

Obr. 6:Struktura Synteninu fpvzato :Wawrzyniak et al., 2012).

Syntenin vaze Sr(Boukerche et al., 2008) a mgstedkovava tvorbu signalnif
komplexu integrinB1/FAK/Src jako reakci na adhezifibronektinu (Hwangbo et al.,
2010) Zarovexr je Zejmé zodpowdny za propojenPKCo a aktivaci folalni adhezivni
kinazy (FAK) @i stimulaci bugk pomoci fibronektin. Tyto reakce jsou specifické p
fibronektin a na kolagenu nim nedochazi (Hwangbo et al., 2010¢ obect znamo, Z¢
Syntenin pispiva kburgé¢né migrac a invazi miznym zmisobem ' zavislosti na tom,
k jakému podkladu jsou lisley prichyceny. Jsc-li buiiky na fibronektini, zprostedkovava
aktivaci signalizace iigs FAK (Boukerche et al., 2005; Hwangbo et al., 2. Zatimco
pokud jsou biiky vysety na kolagen, Syntenindukuje zvySeni invazivity a migrac
vyZadujici aktivaci malych GTPaz Rl(Meerschaert et al., 200%hrnuto v Sarkar et al.,
2008).

Je tedy #ejmé, Ze Syntenin je vyznamnym regulatoremeébné migrace a inva, a ze
muze zprostedkovavat reakci zavislosti na tom, ngky povrch je bitka pichycena.
Mechanizmus této signalizace, stejntak jako vyznam interakce Synteni

s glykoprotemem NG2 vSak neni stale objasi

MUPP1

Protein MUPP1, ozravan také jako MPDZ (Multiple PDZ domain prote je
adaptorovy protein obsahujici 13 PDZ don(Ullmer et al., 1998)Prvni PDZ doméno
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vaZze PDzZvazebny motiv glykoproteinu NGZBarritt et al., 200(. A piestoze
informace gejich vzajemné interakci byla publikovana jiged ¥inacti lety, dodnes neb
charakterizovan jeji furthi vyznam

Protein MUPP1 také prasidnictvim PDZ doményinteraguje proteinem Syx
(Estévez et al., 2008; Wu et al., 2C. Syx je RhoA specificky vygnny faktor (GEF)
oznaovany také jako GEF728 PLEGHG5(De Toledo et al., 200, ktery kron¢ PH a
DH domény (spokné pro vSechny Rho GEF proteiny) obsahuje jBf1Z-vazebny motiv.
U proteinu Syx byly identifikovany dvsestihové variantySyx1 a Syx (viz obr. 7).

Protein domain Syx2: .. AS'9\.cOOH
map Syx1: .. ASEV'973.COOH
DH PH PDZ
binding motif

Obr. 7:Sestihové varianty proteinu Syx: Syx1 a £ (Prevzato 4.iu et al., 200€.

Syx2 se liSi od Syx1 pouzim, Ze je o d¥ aminokyseliny kratSi. Tim je ale zrus
PDZ-~vazebny motiv na -konci proteinu Syx2Syx1 je lokalizovan zejména u plazmatic
membrany a jeho produkci bunkach zmgisobuje zvySeni migrace, zatimogsina Syx2 je
lokalizovana wytoplazng a jeho produkce schopnost migrace dhunezvysuje.(Liu et
al., 2006). Tyto vysledky ukazuji, Ze PDZ-vazebny motiv jedsadnipro spravnou
lokalizaci proteinu kplazmatické membrén kde miZze plnit svou katalytickou funii, tj.
aktivovat RhoA.

MUPP1 tedy vaZze RhoA specificky GEF ¢ a mize tak regulovat aktivit
Rho/ROCK signalizac(Wu et al., 2011) Zda (a pipadré jak) tuto aktivitu reguluje
interakce glykoproteinem NG, je ale otazkou.

Nemért zajimavy je i paralog proteinu MUPP1, protein PA'Stejre tak jako
MUPP1 obsahuje ¢kolik PDZ domén ( ptipact PATJ 10);sdileji mnoho interalnich
partnefi amaji také obdobnou lokalizaci v ramciitlky (Adachi et al., 200¢.

Presto, Ze u PATdebyla popsana zadna kiyticka doména, bylo zji8ho, ZePATJ
muze (minimalg v bunkach octomilky) ovliviiovat aktivitu lehkéhoiettzce myozin.
PATJ se vaze na myimevazebnou podjednotku fosfatazy lehké&batzce myozinu, a tir
snizuje defosforylaci myozingjmzZ vede jeho aktivaci(Sen et al 2012)
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Mimo to se PATJ podili také na signalizatep p114RhoGEF. p114RhoGEF je Rho
specificky GEF protein, ktery aktivuje zejména RhoAktivace pl14RhoGEF je
vyznamna pray pro ameéboidni typ pohybuizeny aktinomyozinovou kontraktilitou
(Terry et al., 2012).

PATJ véZe pll4RhoGEF do komplexu s proteinem Lull®ery nésleda
pl14RhoGEF aktivuje (Nakajima and Tanoue, 2012)vé@ade k aktivaci RhoA, spusti

Rho/ROCK signalizace, améboidni migraci a invazidiu

Hypotetickych moZznosti, jak atgs jaké proteiny fite NG2 signalni drahu
Rho/ROCK regulovat je, jak bylo vySe popsano, mndiG2 zejm¢ nevede k aktivaci
RhoA pimo. VSechny zde uvazované moznosti maji spaeto, Ze pedpokladaji
signalizaci pes PDZ-vazebny motiv NG2. Proto jsme se rozhogtine testovat, zda je

pro popisovanou signalizaci nezbytny PDZ-vazebn§ivieG2.
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2. Material a metody

2.1. Organizmy

2.1.1. Bakterie

kmen DH%: ¢80dlacZAM15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 ¢ mk+), SupE44 relAl,
deoR,A(lacZYA-argF),U,169

2.1.2 Sawi buns¢né linie

K2 (celym nazvem LW13K2): sarkomova kiina linie vznikla spontanni transformaci

krysich embryonalnich fibroblastVesely and Weiss, 197.3)

A3 (celym nazvem A337/311RP): krysi sarkomova lirdaikla odvozenim od K2 pomoci

neoplastické progrese vivoain vitro (Cavanna et al., 2007).

2.2. Kultivacni média

2.2.1. Média pro kultivaci bakterii

LB médium:

. 10g Universal pepton (MERCK,dhecko)
. 5g Kvasinkovy extrakt (OXOID, UK)

. 5g NacCl

. Doplnime do 1 | miliporovou vodou.

. Sterilizujeme v autoklavuip121°C, 20 min
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Plotny s Zzivhym agarem:

. 10 g Zivny agar (Imuna, Slovensko)

. 250 ml miliporové vody

. Sterilizujeme v autoklavuipl121°C, 20 min

. Po zchladnuti (cca 50°C)iigame seletni antibiotikum a nalijeme na misky

(Pripravime tak pblizné 12 misek)

Zasobni roztoky selekich antibiotik:
. Ampicilin (Biotika, Slovensko) 100 mg/ml
. Kanamycin(AppliChem, Nemecko) 50 mg/ml
Roztok sele&niho antibiotika fidavdme 1:1000 aZ po zchladnuti média.

2.2.2. Média pro kultivaci séich buré¢nych linii

M1H meédium:

. 380 ml miliporovéa voda (2x klavovana)

. 50 ml 10x H-MEM

. 50 ml FBS (Hustop#)

. 10 ml obecna antibiotika-antimykotika (Gibco, Imogen)*
. 5 ml L-Glutamin

. 5 ml NaHCQ (7,5%)

Celkovy objem 500 ml, pH 7,4

* Obecnd antibiotika-antimykotika obsahuiji:
. 10 pg/ml penicilin

. 10 pug/ml streptomycin

. 25 pg/ml amphotericin
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2.3.

Izolace plazmidové DNA z E. Coli

2.3.1. Alkalicka metoda

Material:

Roztok I: 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA-NaOH% glukéza
Roztok II: 1% SDS, 0,2M NaOH

Roztok IIl: 3M KAc : 2M kys. octova, pH 5,4

Plotny s ZA obsahuijici sel&ki antibiotikum (viz 2.2.1.)

LB medium se selekim antibiotikem (viz 2.2.1.)

. 10M LiClI
Postup:

1. den:

. Zaoikujeme bakterialni klon nesouci Zadany plazmid fwnp s ZA2 (se
seleknim antibiotikem). Kultivujemeies noc pi 37°C.

2. den:

. Vybereme jednu ddk oddlenou kolonii a zagkujeme do 50 ml LB media se
seleknim antibiotikem (v 250 ml Erlenmayerobaice).

. Kultivujeme v tepace (180rpm) fi 37°C gres noc (tj. cca 16 hod)

3. den

Bainku s narostlou kulturou zchladime na ledu (10 mpoté gelijeme do 50
ml centrifug&ni zkumavky (Falcon) a centrifugujeme (Jouan MR, 22i
4400rpm, 20 min., 0°C)

Sediment resuspendujeme v 2 ml roztoku I.

Zkumavku vyndame z ledové laza gidame 4 ml roztoku Il (5 min)
Zkumavku vratime do ledové lazm pidame 3 ml roztoku Ill a inkubujeme
alespa 30 minut na ledu (vznikne bila srazenina).

Smes prelijeme do zkumavek pro rotor K24 a centrifugujefd@netzki K24,
15 000 rpm, 30 min).

Supernatant slijeme do polypropylenové centrifugakiimavky, zjistime
objem a pidame isopropanol (0,6 nasobek objemu supernatatiued

centrifugujeme (Jouan MR22i, 4400 rpm, 6 min).
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. Slijleme supernatant, kapky po okrajich odsajemézéme nechat dkolik
minut stat dnem vzhu, ale je teba davat pozor, aby sediment nesjetidol

. OsuSeny sediment rozpustime ve 300 ul redest. \edgrevedeme do
mikrozkumavky, objem odgitime a smisime se stejnym objemem 10M LiCl a
inkubujeme pi -20°C alespt 30 minut (i -80°C alesp 10 min).

. Srazeninu odstranime pomoci centrifugace (13 00® & min), supernatant
pievedeme ddisté mikrozkumavky (2 ml) a odétime objem.

. Plazmidovou DNA vysrazime pomoci 96% etanolu o mibjesupernatantu,
inkubujeme pi -20°C alespt 30 minut (i -80°C alespd 10 min).

. Vzniklou srazeninu DNA zcentrifugujeme (13 000 rpfamin), supernatant
vylijeme a sediment 2-3x oplachneme 1 ml 70% etanBloté nechame
sediment vysusit.

. Sediment rozpustime ve 100-200 pl (v zavislostinm@ozZstvi sedimentu)
deionizované bD.

2.3.2. Izolace plazmidové DNA pomoci NucleoSpin

Plasmid

Material:

. LB medium se selekim antibiotikem (viz 2.2.1.)
. Kit pro izolaci plazmidové DNA: NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel,
BRD)

Postup:

1. Den
. Kulturou E. Coli nesouci zadany plazmid z&ojeme 2-5 ml LB média
obsahujici selaii antibiotikum.
. Kultivujeme v tepace (180rpm) i 37°C @es noc (tj. cca 16 hod)
2. Den:
. Izolujeme plazmidovou DNA pomoci NucleoSPiiasmid (Macherey-

Nagel, Nmecko), postupujeme podlé&lpZeného manualu.
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. Koncentraci vyizolované DNA stanovime pomocfispoje NanoDrop
(Thermo Scientific).

2.4.PCR (polymerazovéettzova reakce)

2.4.1. PCR s vyuzitim Taq polymerazy

Material:

. Taq polymeraza 5 Uil (Fermantas)
. 10x Taq pufr (Fermentas)
. dNTPs (2,5 mM dATP; 2,5 mM dGTP; 2,5 mM dCTP; 2,B1@TTP)

Seznam pouzitych primér

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 gipravu 20ul reakce smichame:

Templatova DNA.........coooiiiiiiiiirieeeeeeeeee 0,5-10 ng
Forward primer (10 PM).....ovieiiiiiiiii e 2 ul
Reverse primer (L0 UM).....ccoooiii i, 2 ul
10X Tag pufre..cooee e, 2 ul
Taq polymeraza................... 1U (0,2 pulo konc. puy/
Phusioff Hot Start Flex 2x Master Mix............. 12,5 pl
MPpHO..ooiiii doplnit do objemu 20 pl

Smes v PCR mikrozkumavce vlioZzime do cycleru (Peltie€FR200, MJ Research,
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USA) s gedeltatym vikem a spustime nasledujici PCR program:

1)  95°C 2min

2) 95°C30s

3) X°C 40 s (X = teplota nasedani primgr

4)  72°C 1 min

5) 2x opakovat kroky 2 — 4

6) 95°C30s

7)  Y°C 40 s (Y = teplota nasedani primefetré 5' kondi, které neparuji sgwvodni
sekvenci)

8) 72°C1min

9) 21x opakovat kroky 6 — 8

10) 72°C 2 min

11) 4°C donekon&éna

2.4.2. PCR z bakterialnich kolonii

SloZeni PCR s#isi je obdobné jakoipbéZzné PCR. Jen namistdigéni plazmidoveé
DNA ptimichame do reakce bakterialni kolonii. Bakteridalonii odebereme z plotny za
pomoci sterilni Sgky, smisime z PCR sfsi a Sptkou pak niizeme penést zbylé bakterie
na agarovou plotnu se setelkm antibiotikem, kterou inkubujemeégs noc i 37°C.

Smes v PCR mikrozkumavce vlioZzime do cycleru (Peltie€CFR200, MJ Research,
USA) s edeltatym vikem a spustime nasledujici PCR program:

1) 95°C 5 min (Bhem prodlouzeného z&dti na 95°C biky lyzuji)
2) 95°C30s

3) X°C 40 s (X = teplota nasedani primgr

4)  72°C 1 min

5)  24x opakovat kroky 2 — 4

6) 4°C donekonéna
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2.4.3. PCR s vyuzitim Phusion Hot Start Flex payazy

Phusioff Hot Start Flex DNA polymeraza je velmigsna polymeraza (méa 50x mensi
chybovost nez Tag polymeraza), je tedy vhodna pmplifikaci dlouhych (gkolik kbp)
Useki DNA s vysokou pesnosti.

Material:

. Phusioff Hot Start Flex Master Mix (NEB, UK):
. Phusioff Hot Start Flex DNA polymeréza (20 U/ml)
. 0,2 mM od kazdého dNTP
«  Phusioff Hot Start Flex pufr

Postup:

Pro gipravu 25ul reakce smichame:

Templatova DNA.........ccoooir 0,1-10 ng

Forward primer (10 UM).......coovieiiie e e e, 2,5 pul
Reverse primer (L0 pUM)......oooiiii i, 2,5 ul
Phusioff Hot Start Flex 2x Master Mix............. 12,5 pl
MPpHO..o o, doplnit do objemu 25 pl

Smes v PCR mikrozkumavce vioZzime do cycleru (Pelti€€F200, MJ Research,

USA) s gedeltatym vikem a spustime nasledujici PCR program:

1) 98°C30s

2) 98°C10s

3) X°C 30 s (X =teplota nasedani prirmgr

4)  72°C 30 s/kb

5)  2x opakovat kroky 2 — 4

6) 98°C10s

7) Y°C 30 s (Y = teplota nasedani primefetré 5' kondi, které neparuji sgwvodni
sekvenci)

8) 72°C slkb

9) 21x opakovat kroky 6 — 8

10) 72°C 10 min

11) 4°C donekonéna
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2.5.DNA elektroforéza v agarozovém gelu

Material:

. TAE pufr:
. 40 mM Tris (pH 8,5)
. 20 mM kys. octova
. 2 mM NaEDTA

. Agardza NuSieve a Sea Kem v pom1:1 (FMC, USA)

. Vzorkovy pufr:
. 60 % glycerol
. 0,06 % bromfenolova mad
. 60mM EDTA

. Roztoku ethidium bromidu (0 5g/ml)
. Marker: GeneRuléM 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) @eneRule™ 50 bp
DNA Ladder (Thermo Scientific)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ©’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
' ready-to-
ready-to-use ready-to-use

bp ng/0.5pg %

bpngfdspg %
W0 66 8
K h — ¢ ! X
o =0 il
" oggg ggg gg — . .0 6o
7, 4000 300 6. — a0 w0 60
- 3500 300 B - 50 750 150
30 70.0 1%3 — 200 30 7O

0.5 pglane, 8 cm kength gel,
1XTBE 5\fom, 1 h

1% TopVilon™ LE GO Agarcse F#ROAS)
| | |
(%) [ BN - P3N
on o e on oo
S S S8 288
P =] I'\Jg L el ]
G h e LhEnen
= o oo O oo
—
@ ke onin
= o oe oo
2.5% TopVidor™ LE GO Agarces (#R0491)
[
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Homn
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5% potyacrylamide

0.5 paftane, & cm length gel,

: 0.5 pgflane, 20 em length gel,
i
1XTAE, 7Vizm, 45 min 1XTAE. 8Viem. 3 h
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Postup:

Z agarézy a 1x TAE pufru sitfipravime gel o pdebné koncentraci (0,5-2 %

v zavislosti na velikosti DNA fragmeint

0,5 % 3 000-20 000 bp
1% 1 000-10 000 bp
2 % 100—1 000 bp

Zahrivame smis, dokud se agarOza zcela nerozpusti. Vodu, kterdslsem
zahivani vypdila, doplnime a nechame roztok agarézy zchladnawica 50°C.
SloZzime aparaturu a nalijeme zchladly gel. VloZhiebinek a nechame ztuhnout
(cca 20 min).

Ztuhly gel vloZime do aparaturyiqvrstvime 1x TAE pufrem a vyjmemédbinek.
Do jamek naneseme marker a vzorky DNA (obsahugorkovy pufr).

Zapojime elektroforézu a DNA nechamitdpti napsti 0,5-10 V/cm.

Po skowteni elektroforézy gel obarvime v roztoku ethidiurorbidu (15-20 min)
a nasledé odmyjeme v dest. ved

DNA na gelu pozorujeme pod UV lampou.

Fragmenty DNA niZeme vyiznout a izolovat z gelu pro nasledné pouZiti.

2.5.1. lIzolace DNA fragmerit pomoci NucleoSpfhExtract

Material:

Kit pro izolaci DNA z gelu: NucleoSpfhExtract

Postup:

Pomoci ¢istého skalpelu \yzneme fragment DNA z gelu (DNAfipm co

nejmért ozaujeme UV zé&enim).

Vyftizly kousek gelu s DNA zvaZzime a zpracujeme podenudlu, ktery je
sousasti kitu NucleoSpifExtract.

Koncentraci vyizolované DNA stanovime pomodisgroje NanoDrop (Thermo
Scientific).
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2.6. Stpeni DNA restriknimi endonukleazami

Material:

. Restrikkni enzymy (Thermo Scientific, USA)
. 10x pufry pro restri&ni endonukledzy (Thermo Scientific, USA)

RE Doporuéeny pufr
Nhe | Tango 1x
EcoR | EcoR |
BamH | BamH |
Not | @)
Aat Il Tango 1x
PshA | Tango 1x
Postup:

Do mikrozkumavky napipetujeme:

DNA . oottt e 0,5+
10X restrikni pufr.......cooovii i 2 ul
Restrikkni endonukleaza...............................0,5 ul *
MpHO....cooeiiiiiiiin, .doplnit do objemu 20 pl

* Objem restrikni endonukleazy volime podle jeji koncentrace, abée-10 U/ug DNA

Smes promichame a inkubujeme 1-16 in $7°C (neni-li uvedena jind optimalni teplota

pro Stpeni). Vysledek gpeni o¥iime pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

2.7.Ligace

Material:

. T4 DNA ligaza (Thermo Scientific, USA)
. 10x ligani pufr pro T4 DNA ligazu (Thermo Scientific, USA)
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Postup:

V piipade ligace pes tupé konce rozfteny vektor nejdve opisobime alkalickou
fosfatazou (SAP; Thermo Scientific, USA):

Na kazdy pmol DNA kofic(priblizne 1pug 3kb plazmidu) fmame 1 jednotku SAP a
inkubujeme 30—60 minp37°C. Reakci ukafime zakatim na 65°C, 15 min.

Do mikrozkumavky napipetujeme:

VEKIOT. .. 100 ng
INZEI. ..o X ng*
10x ligaeni pufr pro T4 ligazu..........cccoeevvvunnnnnns 1,5 pl
TADNANQAZU....coovi i e, 0,2 ul
MPpHO. oo e, doplnit do objemu 15 pl

*Vypocet mnozstvi inzertu:
inzert [bp]

kt
vektor [bp] * vektor|ng]

Smes promichame a inkubujemei pokojové teplat min. 4 hod. Ligani smés mizeme

skladovat pi -20°C nebo ihned pouZzit pro transformaci bakterii

2.8. Transformace elektroporaci

Material:

. LB médium s 2% glukozou (viz 2.2.1)
. Plotny s ZA2 agarem obsahujici sefekantibiotikum (viz 2.2.1)
. Elektrokompetentni hiky (viz 2.8.1)
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2.8.1. Priprava elektrokompetentnich htkn

Material:

LB médium (viz 2.2.1)
10% (w/w) glycerol

Postup:

1. den:

Zactkujeme 10 ml LB média (ve 100 ml Erlenmayerobaice) jednou doie
odcElenou bakterialni kolonii

Kultivujeme v tepace (180rpm) fi 37°C gres noc (tj. cca 16 hod)

2. den:

Zaotkujeme 2x200ml LB media obsahujici 0,4 ml thiamii@,1g/100 ml) (ve 2l
Erlenmayerov baice, konéna opticka denzita (Odgy) = 0,05.)

Kultivujeme v tepace (180rpm) fi 37°C do dosazeni (Qfgy) = 0,6.

Banky dame na led a nechdme chladit 10 az 15 min. Daguhladit také
centrifugaci zkumavky (Nalgene), centrifugu a deéomwanou vodu.

Prevedeme kulturu do dvou vychlazenych centrifigeh zkumavek a
centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 min, 0°C)

Opatrre slijeme supernatant a pelet resuspendujeme v Mychlazené vody a poté
vodou dolejeme do 200 ml.

Opet centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 mirC°

Opatrre slijeme supernatant a pelet resuspendujeme v Mychlazené vody a poté
vodou dolejeme do 100 ml deionizovanou vodou.

Opet centrifugujeme (Janetzki K26, 3 000 g, 10 mirGCP°

Opatrre slijeme supernatant, pelet resuspendujeme, ¢lioze do étyr 50 ml
centrifug&nich zkumavek a doplnime vodou do 50 ml.

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

Supernatant slijeme a pelet resuspendujeme v 1-B/chlazeného 10% glycerolu,
spojime do dvou 50 ml centrifugi@ich zkumavek a doplnime do 50 ml vychlazenym

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

Slijeme glycerol a pelet resuspendujeme v 1 mlegigii.

Do 1,5 ml mikrozkumavek, zchlazenych pomoci tekatélusiku, pipetujeme 40
nebo 80 pl bukné suspenze a zZ@anou mikrozkumavku vioZzime do tekutého
dusiku.

Skladujeme v -80°C.

Postugd

Na ledu nechame roztat elektrokompetentniklguvychladimetisté a od etanolu
vysuSené elektropotai kyvety.

Do sterilni skleané zkumavky nepipetujeme 1ml LB s 2% glukdzou.

V mikrozkumavce na ledu smisime 40 pul elektrokorapietich busk s 1-4 ul
liga¢ni snesi (obsahujici 5-500 ng DNA). Pomoci pipetmang&ssaamichame a
pievedeme doiedem vychlazené elektropdra kyvety.

Elektroporaci provadime na Gene Pulseru (Bio-Ra8A)Js nastavenim pro
bakterie (nagti 2,5 kV, kapacitance 25uF a odpor 200

Obsah kyvety rychle ipvedeme do skléné zkumavky s médiem, které jsme si
predem pipravili.

Zkumavku dame naepaku a inkubujemeip 37°C 1 hod.

Na plotny s ZA2 agarem se satekm antibiotikem vysévame obvykle &vizna
mnozstvi kultury (obvykle 30 a 300 pl). Kulturalkdadre rozprosteme.

Plotny inkubujeme v termostattii 37°C @'es noc (tj. cca 16 hod).
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2.9.Vektory

. pIRESpuro3Clontech

Amp’

BamHI
(978)

Pvull

pIRESpuro3 (1043)
5171 bp

puC
ori

IRES

sV40 Puro’
polyA

Eco47111
EcoRV Nhel Aflll Agel
911 CGATATCTGC GGCCTAGCTA GCGCTTAAGG CCTGTTAACC GGTCGTACGT
GCTATAGACG CCGGATCGAT CGCGAATTCC GGACAATTGG CCAGCATGCA
BstBI BamHI
BspEl EcoRI Notl Stop Stop  Stop BstXI
961 CTCCGGATTC GAATTCGGAT CCGCGGCCGC ATAGATAACT GATCCAGTGT GCTGGA
GAGGCCTAAG CTTAAGCCTA GGCGCCGGCG TATCTATTGA CTAGGTCACA CGACCT

. pIRES2-EGFRClontech

MCS
(591-666)

IRES

pIRES2-EGFP
5.3 kb EGFP

SV40 ori SV40

oly A
Psvme fl poly

501 601 611 621 631 641 651 661
GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGEGCCCEGGATCC . IRES
Nhel Ecoat Nl Bglll Xnol \_Hind Il EcoR| Pstl Sall  Kpnl Apa | | BamH |
Sacl Accl Aspig| | Bsp120|
EciT36 I sacll Xmal
Smal
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pCR™2.1-TOP@ (Invitrogen)

lacZo. ATG ]
M13 Reverse Primer | Hind 111 Kpnl Sac| :?amHI Sﬂael

I | |
CAG GAA ACA GCT ATG AC[ ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG

> TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT

G AGC TCG GAT CCA CTA
C TCG AGC CTA GGT GAT

BstX1 EcoR | Ec;linRI
| |
GTA ACG G GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTICFS - Aeiin C GAA TTC TGC
CAT TGC 5 CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG EEC CG CTT BAG ACG

EC?R v lef)( | N?I | Xf‘l?o | Nsr'll )l(ba I

AGA TAT CCA TCA CAC TGG
TCT ATA GGT AGT GTG ACC

CTC GAG CAT GCA TCT AGA
GAG CTC GTA CGT AGA TCT

TAT
ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Prnimer
AGT GAG TCG TAT TAC ARAT TCA|CTG GCC GTIC GTT TTA (|
TCA CTC AGC ATA AT TTA AGT|GAC CGG CAG CAA AAT GT

CGT GAC TGG GAA AAC
GCA CTG ACC CTT TTG
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2.10. Prace s tkidovymi kulturami

Sawi buiky jsou standardh kultivovany v termostatu v 5% GQpii 37°C na tizne

velkych miskach a v tomu odpovidajicim objemu média

Velka miska 100 mm 10 ml
Mala miska 60 mm 4-5 ml
6jamkové destttka 35 mm 2ml
12jamkova desttka 20 mm 1ml

Konfluenci, stav butk a pipadnou kontaminaci pravidein kontrolujeme pod
mikroskopem (Nicon Eclipse TS 2000). V zavislosdi konfluenci biky pasazujeme po
2-3 dnech.

2.10.1.Pasazovani

Material:

. Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,389/l EDTA (Gibgtnvitrogen)
. M1H médium (viz 2.2.2)

Postugd

. Pred pasadZzovanim je geba vytemperovat trypsin a médium ve vodni 1&aziPC3
15 min)

. Z misky odsajeme médium dipipetujeme na ni 1 ml trypsinu (pro velkou misku),
krouzivym pohybem rozpragme trypsin po celé misce a nechame trypésobit
(37°C, cca 5 min).

. Potom co se hiky odlepi od misky, zastavime aktivitu trypsindidanim
kompletniho média.

. Oddlime shluky busk a na novou miskuipneseme pozadované mnozstviding

suspenze. Objem doplnime kompletnim médiem.
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2.10.2. Rozpstovani stabildi

. Zamrazovaci mikrozkumavku vyndame z kontejnerikstfen dusikem na led.

. Mikrozkumavku dame do vodni laZn(vytemperované na 37°C) a nechame
bunéénou suspenzi roztat (1-2 min).

. Suspenzi buwk prevedeme do 15 ml plastové zkumavky Falcon obsdhhjiml
vytemperovaného media.

. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180mi®).

. Supernatant opaténodsajeme, bustny pelet resuspendujeme v médiuiargseme

na velkou misku afidame médium do celkového objemu 10 ml.

2.10.3. Riprava stabilat

Material:

. Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,389/l EDTA (Gibgénvitrogen)
. M1H médium (viz 2.2.2)
. Zamrozovaci roztok: 90% FBS, 10% DMSO

Postugd

. Pro gipravu stabildt pouzivame biiky z velké misky narostlé do 100% konfluence.

. Z misek odsajeme médiumiigggme 1 ml trypsinu a inkubujeme v termostatu (37°C
cca 5 min.)

. Potom co se hiky odlepi od misky, zastavime aktivitu trypsinddanim 4 ml
kompletniho média.

. Buné¢nou suspenzi iepipetujeme do 15 ml plastové zkumavky Falcon a
centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180mif3).

. Opatrre odsajeme medium a beimy pelet resupendujeme v 1 ml zamrazovaciho
roztoku. Suspenziipvedeme do zamrazovacich mikrozkumavek Nalgene.

. Mikrozkumavky vlozime do nadoby s isopropanolenaréti dame do -80°C.

. Druhy den zamrazovaci mikrozkumavky zandame dodjoetu s tekutym dusikem.
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2.10.4. Transfekce plazmidovou DNA

Material:

jetPRIME™ kit pro DNA transfekci sasich burgk (Polyplus transfection):

«  jetPRIME™ pufr

«  jetPRIME™ transfekni reagens

Postugd

Bunky den gred transfekci zpasazujeme (viz 2.10.1) tak, abgrvtansfekce i
70% konfluenci.

Pro transfekci pouzivame plazmidovou DNArefiSténou ges kolonku Kkitu
NucleoSpif? Plasmid(viz 2.3.2.

V mikrozkumavce smichdme dané mnoZsti (1g) DNA a {/ pl) jetPRIME™
pufru (viz tabulka), 10 s vortexujeme.

Piidame ¥ pl) jetPRIME™ transfekniho reagent a vortexujeme 10 s a poté

inkubujeme 10 minutiip pokojové teplol.

R ™

jetPRIME ™ pufr DNA JtPRIME

v ) (W pg) transfekéni

reagent (Z pl)

12jamkova desttka 75 1 2
6jamkova destitka 200 2 4
Mala miska 200 4 8
Velk& miska 500 10 20

Transfekni smés gridame k biikam do média atkladné promichame.

Po 24-48 hodinach bude protein exprimovan.
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2.10.5. Pozorovani morfologie ve 3D kolagenu

Material:

10x H-MEM

1x PBS (viz 2.11)

FBS (Hustopee)

Kolagen typu | (4 mg/ml) (Serva,dhecko)

0,25M NaHCQ: 2,2g NaHCQ@ve 100 ml 1x CMF — HBSS:

(1x CMF — HBSS: 900 ml destilovana voda, 8 g Na(4, g KCI, 0,06 g KHPQ,,
0,35 g NaHC@® 0,112 g NgHPO, . 12 HO, pH 7,4 (upravenoranim 2 M NaOH)

Postugd

Burky narostlé na plotnach trypsinizujeme obvyklyniggbem (viz 2.10.1).

Buné¢nou suspenziipvedeme do plastové 15 ml centrifugaci zkumavkyc@rg

a centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 1&0qpin).

Médium opatrd odsajeme a buiny sediment resuspendujeme v malém objemu
(cca 1 ml — v z4vislosti na velikosti peletu) koetpiiho média.

Bunky spaitame v pditaci komirce.

Pripravime si kolagenovou s podle nasledujici tabulky:

24jamkové destéce 52 156 26 26 261
96jamkové destéce 8,3 25 4,2 4,2 42

Smes kolagenu smichame v mikrozkumavce skami (5x10° burnsk v piipads
24jamkové destky; 1,1 x1¢ v pifpads 96jamkové destky)

Promichanou sis napipetujeme do desty, kterou nasledh vloZzime do
termostatu (37°C, 45 min — dokud kolagen neztuhne).

Po zatuhnuti kolagen opatrprevrstvime kompletnim médiem.

Po 48 hodinich vyhodnocujeme morfologii Bkine 3D za pouziti Nikon Eclipse
TE2000-S mikroskopu (objektiv 20x/0,40 HMC). Prdheginoceni pouzivame
program NIS-Elements (v kazdém vzorku vyhodnocujemieazdé minimak200
burgk).
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2.10.6. Barveni buik pro meéreni na piitokovem cytometru

Material:

FACS médium:

. PBS (viz 2.11)

. 20 mM glukoéza

. 2% FBS

Trypsin-EDTA : 2,5 g/l trypsin, 0,389/l EDTA (Gibgtnvitrogen)

Postugd

Buriky narostlé na malych (6 cm) miskach trypsinizujgwie 2.10.1)prevedeme do
plastové 15 ml centrifugai zkumavky (Falcon) a centrifugujeme (Eppendorf
Centrifuge 5804R, 180g, 3 min).

Supernatant opatérodsajeme a buiny sediment resuspendujeme v malém objemu
FACS media.

Buiiky spaiitame v p@itaci komirce a néedime na koncentraci 16ursk/ml.

Pridame primarni protilatky (1 pg/1 milion bék).

Inkubujeme 30 minip4°C ve tng.

3x oplachneme

Pridame FACS médium

Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180mif3)

Odsajeme supernatant

Bunky resuspendujeme v 500 pul FACS mediaridgme sekundarni protilatky (0,5
1o/l milion burk).

Inkubujeme 15 az 30 minutipl°C ve tng.

Znovu 3x oplachujeme FACS mediem (jako po inkulsg@iimarnimi protilatkami).

Bunky resuspendujeme v 300 pl FACS media.
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2.10.7. Riprava lyzai

Material:

RIPA pufr:

. 0,15 M NaCl

. 50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
. 0,1% SDS

. 1% Nonidet P-40

. 1% deoxycholasodny

. 5 mM EDTA

. 50 mM NaF

1x PBS (viz 2.11)
Zasobni roztok proteadzovych inhibitokixM (Serva)
. (0,5 mg/ml Aprotinin, 0,5 mg/ml Leupeptin, 12,5 my/Pefablocyedni 100x

Postugd

Bunky narostlé na miskachgneseme na led (nestein

Odsajeme médium a 2x oplachneme vychlazenym 1x PBS.

Pripravime si lyzani roztok (Ridame inhibitory protedz 1:100 do vychlazeného
RIPA pufru).

Odsajeme PBS a na misky napipetujeme dgzaoztok (500ul-1 ml na velkou
misku)

Lyzujeme (12-15 min, 4°C, nagklapcce)

Bunky seSkrdbeme z misek pomoci Skrabky nankpu prevedeme do
mikrozkumavky a #kolikrat protahneme jehlou (21G).

Mikrozkumavky viloZzime doig@dem vychlazené centrifugy a centrifugujeme (13 000
rpm, 4°C, 20 min).

Supernatantigvedeme ddisté mikrozkumavky.

Vzorky mizeme kratkodobskladovat p -20°C nebo ihned pouzit.
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2.11. Bézné roztoky

PBS:
- 137 mM NaCl

- 2, 7mMKCI

- 4,3mM NaHPO:.12H,0
- 1,4mMKHPO,

- pH7.3

. 500 mM NacCl
. 20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

TTBS:

. 500 mM NaCl

. 20 mM Tris-HCI (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

Material:

. Souprava Dc Protein Assay (Bio-Rad, USA)
. Protogel:

. 30% akrylamid

. 0,8% N, N"'methylenbisakrylamid
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4x Tris, SDS pufr (pro pFipravu separatniho gelu):
. 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
. 0,4% SDS

4x Tris-HCI (pro p Fipravu zaostovaciho gelu):
. 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
. 0,4% SDS

TEMED : N, N, N9, N9 —tetrametyl-ethylendiamin (Serva)

10% APS (Amonium persulfat) (Sigma)

5x Laemmli pufr:

. 0,35 M Tris-HCI (pH 6,8)

. 40% glycerol

. 10% SDS

. 0,012% bromfenolova mad

DTT: 1M dithiothreitol gedni 1:20)

Standard molekulové hmotnosti proteini (Fermentas):

kDa

~250

~-130
~100

~70 fra—

~55

~35

"'15 —

Gel -1 Blot
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2.12.1.Priprava akrylamidovych gél

. Sestavime aparaturu pro nalévanitigelamichame roztok sepaného gelu podle
nize uvedeného rozpisu a napipetujeme miégigvena skla.
. Separéni gel gevrstvime destilovanou vodou.

Separani gel Zaostrovaci gel

10 % 12 %
Protogel 1,67 ml 2,00 ml 0,352 ml
4x Tris, SDS pH=8,8 1,25 mi 1,25 mi 0,625 ml
H,O milipor. 2,08 ml 1,75 ml 1,550 ml
TEMED 3,4 ul 3,4 ul 2,5 ul
10% APS 16,5 ul 16,5 ul 12,5 ul

. Po zatuhnuti sepamaiho gelu (cca 20 min) odsajeme vodu, kterou jsiieerptvili
separani gel.

. Namichame sis zaosibvaciho gelu a nalijeme ho na segaiael.

. Mezi skla vloZime teben pro vytvieni jamek.

. Po zatuhnuti zaastvaciho gelu viozime skla s gely do aparatury pe&teoforézu a
zalijeme 1x SDS.

. Vyjmeme Itebinek a vzniklé jamkydkolikrat proplachneme 1x SDS.

2.12.2. Stanoveni proteinové koncentrace (Folimoetoda)

. Proteinovou koncentraci lyZatstanovujeme kolorimetricky pomoci.DProtein
Assay kitu (Bio-Rad).
. Pripravime siredicitadu BSA:

Koncentrace BSA BSA konc. 2 mg/ml RIPA pufr

[ug/ pi] (] (]
0 0 50
200 5 45
400 10 40
800 20 30
1200 375 12,5

. Pripravime si roztok A'smisenim 2@l roztoku S a 500 pl roztoku A)
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Do mikrozkumavky nepipetujeme:

. 25 pl standardu nebo vzorku (12,5 ul lyzatlZ5ul lyzatniho pufru)

. 125 pl roztoku A

. 1 ml roztoku B

Vortexujeme a inkubujeme 15 min. ved&m

Na spektrofotometru zéhime absorbanci vzoiikpti 750 nm.

Ze ziskanych dat vyt¥gme graf zavislosti absorbance na koncentraci prite
Vypocithme proteinovou koncentraci vzérka ddednim pomoci RIPA pufru

srovname vzorky na stejnou proteinovou koncentraci.

2.12.3. Fiprava vrozk

K lyzatim (o srovnané proteinové koncentradgigpme:

. Vzorkovy (Laemmli)pufr (1:6)

. 1 MDTT (1:20)

Vzorky dame do fedeltatého blgku (95—-100°C) a 5 min. pokime.

Marker a pipravené vzorky naneseme do jamek v gelu.

Spustime elektroforézu (10mA/gel).

Po zaogeni vzorki zvySime proud na 20mA/gel.

Kdyz ¢elo dosahne spodniho okraje gelu, vypneme elekénipa gely vyndame
Z aparatury.

Gel mizeme obarviti pouzit pro Westen blot.

2.13. Western blot

Material:

Aparatura pro Western blottif@!O-RAD Trans-blot)
Prenosovy pufr:

. 25 mM Tris

. 192 mM glycine

. 20% methanol

. 0,05% SDS
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. Nitrocelul6zova membran@itrobind, MSI)
. Filtra¢ni papir Whatman
. Barvici roztok:
. 0,114% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-RAD, USA
. 20% metanol
. 10% kys.octova
. Odbarvovaci roztok:
. 20% metanol

. 7% kys. octova

Postugd

. Sestavime blotovaci sendw tomto pdadi:
. Katoda (-)
. Houbicka navii€ena v penosovém pufru
. Whatman navlbeny v genosovém pufru
. Gel s proteiny
. Nitrocelul6zovd membrana
. Whatman navlbeny v fFenosovém pufru
. Houbicka navlitena v penosovém pufru
. Anoda (+)

. Blotovaci sendwi vlozime do aparatury pro Western blottingidame kazetu
s ledem a zalijemefgnosovym pufrem.

. Zapojime a blotujeme (90 min, 100 V, za staléhaznhi)

. Membranu s fenesenymi proteiny opladchneme otempsového pufru v TBS a
pouZzijeme pro imunodetekci protéina membraa

. Gel mizeme pro kontrolu #ignosu proteil barvit v barvicim roztoku30 min),

v odbarvovacim roztoku poté nechame odbarvit dbéima dne.
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2.14.

Material:

TBS (viz 2.11)
TTBS (viz 2.11)
Blokovaci roztok: 4% BSA (Milipore) v TTBS

Primarni protilatky:

Imunodetekce proteinna membra#

Rozeznavany . > Velikost
S Typ protilatky Vyrobce (kDa)
- .. Santa Cruz )
GFP Krali¢i polyklonalni Biotechnology 1:1000
A Thermo _
Rho Krali¢i 1IgG Scientific 21 1:500
Akt Krali¢i polyklondlni Cell Signaling 60 1:1000
T7- tag Kozi polyklonalni Abcam 1:1000
MYPT Kozf polyklonalni ~ Santa Cruz 130 1:200
Biotechnology
p (Thr 853)- . i Santa Cruz _
MYPT Kozi polyklonalni Biotechnology 130 1:200

Sekundarni protilatky (konjugované i&kovou peroxidazou):

Typ protilatky Viyrobce

GAR-HRP polyklonalni Santa Cruz Biotechnology 1:5 000
GAR-HRP polyklonalni PIERCE 1:3 000
GAR-HRP polyklondlni Thermo Scientific 1:500
DAG-HRP polyklonalni Santa Cruz Biotechnology 1:5 000

Substraty pro ienovou peroxiddzu: Super Signal West Pico Chemilisoént

Substrate (Pierce Biotechnology):
. Roztok stabilniho peroxidu

. Roztok luminolu s enhancerem

Postupd

Membranu s proteiny {fpadré rozstizenou na mensiasti pro poz#si detekci vice
protilatkami) blokujeme v 4% BSA v TBS (60 mirti 87°C).
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Membranu zatavime do polyetylénové folie a inkumges roztokem primarni
protilatky v 1% BSA v TTBS. Membranu inkubujeme rgnyparni protilatkou na
pieklapicce ges noc p 4°C (Hipadre alespa 3 hod. @i pokojoveé teplol).
Nenavazanou protilatku odstranime odmytim v TTB85310 min).

Membranu oplachneme v TBS, poté znovu zatavime algethylenové folie a
inkubujeme s roztokem sekundarni protilatky (koojané s kenovou peroxidazou)
v 1% BSA v TTBS (1hod. narpklapcce, i pokojove teplal).

Nenavazanou sekundarni protilatku odstranime odmytT TBS (3x 5—-10 min).
Membranu oplachneme v TBS (1x 5 min).

Poté membranu kratce (1-2 min) inkubujeme ve vygirnjeroztoku pro kenovou
peroxidazu.

Membranu vlozime do phledné kancelgké folie. Signal vyvolamea pouziti
pristroje LAS 4000.

2.15. Imunohistochemické barveni bikn

Material:

1x PBS (viz 2.11)

8% paraformaldehyd (zasobnig¢dime na 4% PFA v PBS
Blokovaci roztok: 3% BSA v PBS

0,3% TritoX-100 v Mg-PBS

Primarni protilatky:

MysSi monoklonalni New East 1:100
Rho-GTP lgG2b,IgM Biosciences
NG?2 MySi monoklonalni Santa Cruz 1:50
lgG1 Biotechnology
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. Sekundarni protilatky (konjugovana s fluoroforenphelloidin:

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

. DABCO (1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane, Sigma)
. Montovaci médium:
. 12 ml pufru (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTAnM MgClI2, pH
8,3)
. 6 g glycerolu
. 2,4 g mowiol
. 6 ml dH20

Postugd

. Burnky narostlé na skikach (pro pozorovani fluoresaanim mikroskopem
pouzivame obvykle hiky narostlé na 30% konfluenci) nestetil@x oplachneme
v 1x PBS.

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

. Po fixaci 2x oplachneme ve 2 ml 1x PBS.

. Permeabilizujeme membranu v 2 ml 0,3% TRITONu-X p8Gdobu 10 min.

. 2x oplachneme ve 2 ml 1x PBS.

. Sklicka presuneme na parafiim (bkami vzhiru) v gledem pipravené vihké
komirce.

. Na skltka napipetujeme 200 pl 3% BSA v PBS a blokujemend® pi pokojové
teplot.

. Mezitim si @ipravime premix primérni protilatky (obvykiedime protilatku 1:100
v 3% BSA v PBS)

. Po blokovani polozime skka na kapku (50 pl) premixu primarni protilatky
(bunkami dof).

. Inkubujeme minimal& 2 hodiny @i pokojové teplat (pripadré pii 4°C pgles noc).
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Sklicka vratime do 6jamkové desty (buikami vzhiru) a 3x oplachneme (po 5-10
min) v 1x PBS .

Mezitim si gipravime premix sekundarni protilatky konjugovanusrochromem
(obvykletedime protilatku 1:1000 v 3% BSA v PBS)

Sklicka poloZime zg na parafilm (btikami nahoru) do vihké kotinky a na skidka
napipetujeme 100-200 pl premixu sekundarni pré&tilatinkubujeme 1 hodinu.

Po inkubaci skiika vratime do 6jamkové desty a a 3x oplachneme (po 5-10 min)
v 1x PBS.

V piipac barveni bugk phalloidinem, konjugovanym s fluorochromem, vréi
sklicka zm@t na parafilm do vihké kofirky a napipetujeme naén70 pl roztoku
phalloidinu (obsahuijici 1 ul phalloidinu konjugoéduo s fluorochromem v 3% BSA
v PBS). Poté skika oplachneme stejnym @gobem jako po inkubaci s protilatkami.
Sklicka kratce oplachneme v destilované &agabstavime na bwinu, aby se odsala
zbyla voda.

Na podlozni skiiko kdpneme 7 pl montovaciho média obsahujiciho mai&o
DABCO: 1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane @ikiopime skltkem (buikami dofi).

2.16. Rho pull-down aktivniho Rho

Material:

Kit pro Rho pull-down a detekci aktivniho Rho (Timer Scientific, USA)
ktery obsahuje:

. GST-Rhotekin-RBD

. 100x GTRS

. 100x GDR'S

. Kuli¢cky s navazanym glutathionem
. 1x Rho-pull down pufr

. 2x SDS vzorkovy pufr

. Kolonky a mikrozkumavky
Proteazové inhibitory

TBS (viz 2.11)

0,5 M EDTA, pH 8,0
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1 M MgCl,
Redukini pufr: 2x SDS vzorkovy pufr (viz 2.5p-mercaptoethanol (20:1)

Postugd

Zpasazujeme hiky tak, aby v den, kdy budeme proeadRho pull-down byli

80-90% konfluentni (na velké misce)

Pridame smis proteazovych inhibitérdo Rho pull-down pufru a promichame.

Odsajeme médium z misek a opataplachneme led@wychlazenym TBS.

Pridame 0,5 ml pufru (kiky lyzuji), seSkrabeme liley z misky, lyzat protdhneme

neékolikrat jehlou, pevedeme do mikrozkumavky a zvortexujeme.

Centrifugujeme (16 000g, 4°C, 15 min), supernatgievedeme do nove

mikrozkumavky.

MuzZeme pipravit pozitivni a negativni kontroly (zejméné& prvnim pouZiti kituci

pochybnostech o spravném fungovani Rho pull-downu):

. Do 500 ul lyzatu pdame 10 pl 0,5 M EDTA (na finalni koncentraci 10mM
zvortexujeme.

. Pridame 5 pl GTIS (pozitivni kontrola)i 5 ul GDRS (negativni kontrola),
zvortexujeme.

. Inkubujeme pi 30°C po dobu 15 min.

. Reakci ukogiime p@enesenim vzorku na led d&iganim 32 pl 1M MgG,
zvortexujeme.

Srovname koncentrace protéijednotlivych vzork (viz 2.12.2).

Vlozime kolonku do mikrozkumavky afigame 100 ul 50% suspenze obsahujici

kulicky s navazanym glutationem. Centrifugujeme (6 00803)

Supernatant slijeme a do kazdé kolonky napipetujd®@ pl Rho pull-down

pufru. Nekolikrdt mikrozkumavku s kolonkou obratime dnem Wwzh poté

centrifugujeme (6 000 g, 30s) a vylijeme supernatan

Na ledu nechame roztat GST-Rhotekin-RBD a do k&bdienky pridame 400 g

GST-Rhotekin-RBD.

Ihned gridadme do kolonky 500—700 pul lyzatu (obsahujici @#500 pg proteit)

Dukladre uzaweme mikrozkumavku a zvortexujeme. Inkubujeme natoot

(4°C, min. 1 hod).

Centrifugujeme (6 000 g, 30s), poté viozime kolodkgisté mikrozkumavky.
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Pridame 400 pl pufru, gkolikrat obratime mikrozkumavku dnem vizh a ot
centrifugujeme (6 000 g, 30 s). Vylijeme pufr, kterotekl kolonkou, a opakujeme
promyvaci krok jestdvakrat.

Kolonku vloZzime do nové mikrozkumavkyfigame 50 ul reduiho pufru,
zvortexujeme a inkubujeme alespd min.

Centrifugujeme (6 000 g, 2 min), odstranime kolor&kwzorek povdme (95—
100°C, 5 min).

Vzorky mizeme nanést na gélkratkodol& skladovat v -20°C.

2.17. PRiprava stabilnich linii

Bunky, narostlé naifblizné¢ 30% konfluenci transfekujeme (viz 2.10.4) plazmide
pIRESpuro3 nesoucim Zzadany protein. (IRESpuro vekdbsahuje gen pro
puromycinovou rezistencifipojeny IRES sekvenci za gen naSeho zajmu).

Dva dny po transfekcifflame do média puromycin (7 pg/ml). Obden ¥jmeme
bunkam médium, vzdy obsahujici puromycin.

Béhem tydne dojde k vykeni tSiny burgk, které plazmid nenesou. Jednotlivé
buiky, které plazmid nesou, se mnozi a vyhlmlonie burk.

Kolonie opatré odebereme z misky (pomoci velmi malého mnozstypsinu,
Spicky a jemného nasavani pomoci pipetmanaeafstime do 24jamkové dedty.
Jednotlivé klonalni populace btknrozpistovavame na stale¢téi misky za stalé
selekce za pomoci puromycinu.

Z takto gipravenych stabilnich linii vytwdme konzervy. Rblizn¢ 80 % takto

piipravenych rezistentnich békprodukuje Zadany protein.
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3. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo blize charakterizguatpojeni glykoproteinu NG2 a signalni
drahy Rho/ROCK.

Jako diti cile projektu jsme si stanovili:

. Pripravit konstrukty zkracenych variant glykoproteih2, a butcné linie
stabilré produkujici tyto konstrukty.

. Urcit vliv PDZ-vazebného motivu glykoproteinu NG2 na onfologii
(mezenchymaktrameéboidni pechod) buik ve 3D kolagenu.

. Urcit vliv PDZ-vazebného motivu glykoproteinu NG2 nistimaci Rho/ROCK
signalizace.

. Navrhnout mozné propojeni, a blize charakterizaighalizaci vedouci od
glykoproteinu NG2 k aktivaci signalizace Rho/ROCKraéboidnimu fenotypu

bunsk.
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4. Vysledky

Ke studiu funkce glykoproteinu NG2 jsme se rozhagliZit buiky linie K2. Tyto
krysi mezenchymalni sarkomové iy prirozert neprodukuji térf¥ Zadné mnoZzstvi
glykoproteinu NG2(viz obr. 11 a 12)a proto je tato linie vhodna pro pozorovani eiekt
spojenych s jeho produkci. Nejprve byiela pipravit burééné linie K2, které budou

stabilreé produkovat glykoprotein NG2.

4.1.Prace s celym glykoproteinem NG2

4.1.1. Priprava bugcnych linii K2 stabil@ produkujicich
glykoprotein NG2

Plazmid kodujici NG2 (viz obr. 8) jsme obdrzeli elar od prof. W. B. Stallcupa, The
Burnham Institute, Cancer Research Center, La,JoSa.

Nhel

|
12000 Amp

Ndel

~ -
10000 2000

pcDNA-Amp-NG2 My
12005 bps

8000 4000
- ~

Nsil

Hindlll
BamHI
"\ EcoRI
Hindlll
EcoRlI

Xhol

EcoRI

Hindlll

NG2-rat
Nhel

Obr. 8: \ektor pcDNA nesouci gen krysiho NG2.

Pro (ely vytvaieni burgéné linie, stabild exprimujici glykoprotein NG2 byloréba
nejdive NG2 peklonovat do vektoru pIRESpuro3. IRES sekvence ttmheektoru

umoziuje translaci vioZzeného genu a genu pro rezistepciromycinu z jedné bicistronni
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MRNA. Hladina exprese Zzadaného genu v transfekmamjiikach poté koresponduje
s hladinou exprese genu pro rezistenci a umozniviakelektovat biky produkujici
pozadovany protein. Podlagachozich zkuSenosti s timto systémem (JanosStiak. et
2011) @ekavame, zeifblizn¢ 90% rezistentnich bk bude produkovat Zadany protein.

pcDNA vektor nesouci gen pro NG2 a vektor pIRESBujgme nejprve nafpila
pomaoci restriknich endonukledz (viz 2.6.) BamHI a Notl. Vznilk tkagmenty o velikosti
4,5 kbp (pcDNA vektor), 7,5 kbp (NG2) a otemy pIRESpuro3 vektor.

NG2 a pIRESpuro3 jsem ligovala v pdm 3:1 (viz 2.7.) a vznikly plazmid
elektroporovala do elektrokompetentnich bakterid @.8.). Vznikly plazmid (viz obr. 9)
jsem vyizolovala (viz 2.3.) a zkontrolovala pomoestrikkniho owreni (BamHI a Notl).

Ocekavana velikost fragmehnbyla 7,5 kbp a 5 kbp (viz obr. 10).

1009 NG2-puro
12412 bps

4000
~

8000
Ve

Sbfl

NG2-rat
BstAPI

Xhol PshAl

Obr. 9: \ektor pIRESpuro3 nesouci gen krysiho NG2

Pro dalSi pouziti byl vybran kloh 1. Jeho spravnost bylagtena jest pomoci sekvenace.
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Klon ¢. 1 Klong. 2

BamHI BamHlI
Marker BamHlI + Notl BamHI +Notl
<— 12,4 kbp
<— 7,5kbp
<«— 5Skbp

Obr. 10: Restrikéni owreni pIRESpuro3 vektoru nesouciho gen krysiho N@&Hkoéti vzniklych
fragment; odpovidaji dekavanym velikostem (vektor neni zcela ap@$t, na gelu pozorujeme také

DNA pouze linearizovaného vektoru).

Takto vytvdeny plazmid jsme pouzili profjpravu bugcnych linii K2, stabilg
produkujicich glykoprotein NG2. Plazmidem pIRES@jroaesoucim gen krysiho NG2,
jsem transfekovala lky linie K2. Dva dny po transfekci jsem do médiédpla
puromycin (7 pg/ml). Puromycinova selekce vedlayikkeni burkk bez plazmidu a
vzniku klonélnich populaci bék, které plazmid obsahovaly. Jednotlivé klonalnpylace
jsem oddlila a rozgstovala za stalé selekce pomoci puromycinu. ExpiNG2 ve
vzniklych stabilnich liniich byla a¥ena pomoci gitokové cytometrie (viz obr. 11 a 12) a
vyrazreji se mezi jednotlivymi klony neliSila. Hladina engse NG2 byla, pomoci
priaitokové cytometrie, porovnavana mezinkami linie K2, transient# transfekovanymi
buinkami K2 pomoci plazmidu kodujiciho NG2, vyselektoyai K2 buikami, stabili
produkujici NG2 a hitkami linie A3. Podle éekavani, nejvice NG2 produkovaly K2 linie,
stabilre produkujici NG2. Podokinvysokou expresi NG2 &y i bunky linie A3. Mérg
pozitivni pak byly biiky transients transfekované plazminem kodujicim NG2. Nején
pak samotné hiky linie K2, které produkovaly jen velmi malé mnoANG2.
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K2 pouze sekundarni protila K2
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Obr. 11: Analyza exprese glykoproteinu NG2 pomociuitomkové cytometrie. Jako pozitivni js
ozna’eny buiky, jejichz intenzita fluorescencikanalu 488 je vySSi nez u nebarvenych K2¢ki
(Bwiky byly barveny sekundarni protilatkou, konjugowvars fluoroforem Alexa488)Cervenécislo
v pravém hornim rohu zobrazuje mnozstvidluoznaenych jako ,pozitivni*
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20 — [ NG2 tranzientni transfekce
M «2
M« pouze sekundarni protilatka
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A488 (488B)-A

Obr. 12:Analyza exprese glykoproteinu NG2 pomodétqiové cytometrieHistogramové zobrazeni |
zaklad® analyzy 3M00 burk v kazdém rieni.
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4.1.2.Lokalizace glykoproteinu NG2 ramci buiky

Abychom zjistili lokalizaci glykoproteinu NG2 wamci K2 burk, transfekované
bunky linie K2 jsme barvili pomoci protilatky proti G2 a gipravili z nich preparéaty pro
pozorovani konfokalnim mikroskopelwiz 2.15).

Vzniklé snimky Viz obr. 13) dokladaji lokalizaci glykoproteinu NG2 plazmatickée
membrany v krysich K2 Hikdch. Glykoprotein NG2 je nabohacer buniénych

protruzich, zejména pev drobnych buicnych vykEZcich tzv. ,microspikes*

Obr. 13: Snimky K2 bufk, produkujicih glykoprotein NG2 (pézené na konfokalni
mikroskopu Leica TCS SP2 AOBS. Optické ezy bukou byly vedeny tak, jak
znazoreno vlevé ¢asti obrazku. NG2 je zelénF-aktin (phalloidin)cervers. Sipky ukazuji

na drobnéourecnévykezky tzv. microspikes”.
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4.1.3 Vliv glykoproteinu NG2 na invazivitu, morf@o a
Rho/ROCK signalizaci

Pripravené bu&né linie K2, stabila produkujici NG2, byly pouZity pro experimenty
zabyvajici se glykoproteinem NG2 a jeho vlivem nearzivitu, morfologii bugk ve 3D
kolagenu, a aktivitu Rho/ROCK signalizadéysledky €chto experimerit byly nedavno
publikovany (Pakova et al.,, 2012). V ramci této studie jsem semayjgipravy DNA
konstrukti a stabilnich linii (viz vySe) podilela také na lgma morfologie v 3D kolagenu.
Studie ukazala, ze:

. Glykoprotein NG2 fispiva ke zvySeni invazivity bék ve 3D kolagenu.

. Produkce glykoproteinu NG2 vede k mezenchyraméboidnimu fechodu
burgk ve 3D prostedi, a naopak, snizeni mnozstvi NGZisgbuje pechod
améboidd-mezenchymalni. Zéaroyte inhibice kinazy ROCK (pomoci
inhibitoru Y 27632) blokuje pozorovany mezenchyntéméboidni gechod
burgk linie K2 (viz obr. 14 a 15).

. A koneing, ze gitomnost glykoproteinu NG2 v lildch zvySuje aktivitu
GTPazy Rho.

NG2 NG2 +Y 27632

kontrolni K2 K2 +Y 27632

Obr. 14:
Snimky buek uvnif*

kolagenu




50 -

40 - *

% bunék

NG2 NG2+Y 27632 kontrolni K2 K2+Y 27632

B Améboidni ® Intermedidlni ® Mezenchymalni

Obr. 15: Kvantifikace morfologie butk ve 3D kolagenu (Biky byly po 48 hodinach v kolagenu
vyhodnocovany na zaklaahdexu protaZeni, ktery byl kalkulovan jako pordélka/Sika. (Buiky s indexem
> 3 byly ozn@eny jako mezenchymalni; s indexem 2-3 jako ,inteialei“ a buiky s indexem 1-2
jako améboidni. V kazdém pokusu bylgifgmo minimal& 200 burk od kazdé linie, zobrazeny jsou
vysledky #i nezavislych poku3. Statisticka vyznamnost byla vyfihna na zéklad Studentova
dvoustranného t testu. Signifikantni rozd#Qp05) v porovnani s kontrolou je ozea hvzdickou.

Tyto vysledky nas fivedly k predsta¥¢, Ze aktivace Rho/ROCK signalizace,
zprostedkovana glykoproteinem NG2, je mechanizmem vedoucéfektivni améboidni
invazi burgk. Nabizela se tedy otazka, jaky je molekularni me&zmus, kterym NG2
prispiva k aktivaci signalni drahy Rho/ROCK a améhbéidvazi burk.

Vzhledem kvyznamu cytoplazmatické domény glykogirai NG2 pro jeho
signalizaci, a dalSimiyodam (viz 1.5) jsme se domnivali, Ze zptestkovatelem popsané
signalizace mize byt PDZ-vazebny motiv na samém C-konci glykagirat. Proto jsme se

rozhodli jeho ulohu v indukci améboidni morfologigstovat.
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4.2.Prace se zkracenymi variantami NG2

Pro (tely testovani PDZ-vazebného motivu NG2 jsnignavili zkracené varianty
NG2. Ty obsahuji celou cytoplazmatickou doménu NE@menované jako Cyt. NG2) a
cytoplazmatickou doménu bez PDZ-vazebného motivajn{pnované jako Cyt. NG2
APDZ) (viz Seznam vytienych konstruki a Seznam nasyntetizovanych konstitukt
Konstrukty sestavaji z cytoplazmatické domény (sanbez PDZ-vazebného motivu)
a zn@&ky umistné N-terminald od cytoplazmatické domény NG2, unigjici detekci
daného konstruktu (T%®i YFP). Proto, aby byla zachovana membranova |okeé
cytoplazmatickychéasti glykoproteinu NG2, bylofgba pipojit ke konstrukbim ngjaky
membranovy lokalizéni signal. Zvolili jsme membranovy lokaliga signal z kinazy Lyn,
ktery obsahuje jak myristoyiai, tak palmitoylani signal, a zajidje tak stabilni

inkorporaci konstruktu do plazmatické membrany (iEéet al., 1999).

4.2.1. Konstrukty ozn@né T7 tagem

T7 tag byl vybran, neliona rozdil od ¥tSiny ostatnich standarélipouzivanych tag

nenese vyrazny naboj, a tudiz by gemterferovat s vazbou na membranu.

Priprava a klonovani konstrukt

Konstrukty variant cytoplazmatické domény NG2 (8ekvence nasyntetizovanych
konstrukfi) byly pripraveny komemé (spolénost GENEART, N&mecko) pimou
syntézou a byly dodany zaklonované ve vektoru pMA @br. 16).

Sacl
Nhel
Ncol

\ |
AmpR NG2-mem:-T7-noPDZ
PMA-NG2-mem-T7-R0PDZ

" 2000

2665 bps

|
\

2500

NG2-mem-T7

pMA-NG2-mem-17

2681 bps EcoRI

AMpR

ECoRI
Kpnl

1000
N

1000,
AN

1500 1500
/

Obr. 16:pMA vektor nesouci T7-Cyt. NGPDZ a T7- Cyt. NG2 konstrukty.
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Pro (ely tranzientni transfekce jsmplanovali vyuzit vektor pIRES2EGFP, pi
vytvoieni stabilnich linii pakvektor pIRESpuro3. Proto gsn nejprve konstrukt
pieklonovala do ®chto vektofi. Z pMA vektori jsem konstrukty vy&pila pomoci
restriktdaz Nhel/EcoRI aips tyto mista lozila do pIRES2EGFP a pIRESpuro:ektori

(viz obr. 17) Spravnost vzniklych pzmida jsem ovtila pomoci restrikniho Sepeni
Nhel/EcoRlI (viz obrl8).

Ndel

CmMvV

/ smal
j/ BamHI
| NG2-mem-T7

IRES2-NG2-T7  Res

4000 5571 bps

5000

Kan/Neo

2000
AN

3000 EGFP
/

SV40 polyA

Xbal

Obr. 17:Vznikly plazmicpIRES2EGFP kodujicT7-Cyt. NG2 konstrukt.

konstrukty ve vektoru pIRESpuro3: konstrukty ve vektoru pIRES2EGFP:

< = 3
< h <
<>

T7-Cyt. NG2: T7-Cyt. NG2:

T7-Cyt. NG2 APDZ: T7-Cyt. NG2 APDZ:

<+— 0,3 kbp

Obr. 18:Restrik¢ni owreni pIRESpuro3 a pIRES2EGFP vektnesoucictkonstrukty T7-Cyt. NG2

a T7Cyt. NG24PDZ. Velikosti vznilych fragment odpovidaji dekavanym velikoste (5571 bp, 5270
a 301 bp.
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Pro dalSi praci byly vybrany klony. 1, které byly je&t nasleds oweteny pomoc
sekvenace.

Béhem pilotnich experiment byly buiky linie K2 transfekovany plazmid
IRES2EGFP, nesoudi7-Cyt. NG2 APDZ a T7-Cyt. NG2 konstrukt konstrukty. Diky
produkci EGFP fedné bicistronni mRNA umoiuji jednoduSe monitorovatéiinnost
transfekce. Nasledrjsem gipravila burg¢né linie K2 stabil@ nesouci pIRESpuro3 vekt
kodujici dané konstrukty (stejnymigmbem jako &ve burééné linie, stabild produkujici

celé NG2 viz 1).
Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na nodofyii burgk

Nasledr byla testovana morfologie takto vy#emych stabilnich linive 3D kolagenu.
Pritomnost cytoplazmatické domény, stejak jako celého NG2, vedla k mezenchyns-
ameboidnimu fechodu K2 bugk; zatimco biky produkujici cytoplazmatickou domé
NG2 bez PDZrazebného motivu #i morfologii témef totoZnou kontrolnimi K2
buikami, tedy pevazrié mezenchymal (viz obr. 19 a 20)Tyto vysledky ukazuji n
vyznam PDZ-vazel#ho motivuNG2 pro mezenchym&raméboidni pechod K2 busk.

NG2 T7-Cyt. NG2
Obr. 19:

kontrolni K2

70



90 -

NG2 T7-Cyt. NG2  T7-Cyt. NG2 APDZ kontrolni K2

B Améboidni  ®Intermedidlni  m Mezenchymalni

Obr. 20: Kvantifikace morfologie butk ve 3D kolagenu (Biky byly po 48 hodinach v kolagenu
vyhodnocovany na zakkaadexu protazeni, ktery byl kalkulovan jako pordélka/Sika. (Buiky s indexem >
3 byly ozndeny jako mezenchymalni; s indexem 2-3 jako ,inteiétei“ a buiky s indexem 1-2 jako
améboidni. V kazdém pokusu bylacigmo minimalég 200 burk od kazdé linie, zobrazeny jsou
vysledky i nezavislych pokus) Statistickd vyznamnost byla vyftdna na zéklad Studentova
dvoustranného t testu. Signifikantni rozd#Qp05) v porovnani s kontrolou je ozea hvzdickou.

ProtoZze se nam neiila pres opakovanou snahu tyto konstrukty detekovat nstékfe
blotu (kde mohla byt problémem jejich mala velikestO kDa), rozhodli jsme seipravit
konstrukty fuzované se Zlutym fluoreséaim proteinem (viz Seznam vytemych
konstrukfi). Ty budou jednak vyraznvétsi, a jednak je budeme (krénmoznosti pimo
sledovat jejich fluorescenci) schopni detekovaiVestern blotu dafe fungujici anti-GFP
protilatkou.
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4.2.2. Konstrukty oznené YFP

Priprava a klonovani konstrukt

Sekvenci monomerniho YFP (Citrinu) jsem namnoZdenpci polymerazovéettzoveé
reakce (viz 2.4) za pouziti prime€it-A-f a Cit-A-r (viz 2.4). Tyto primery obsahufiatll
restrilkni mista, kter4 se nachazeji také v nasyntetizogakeenci konstrukt a umozni
tak vloZeni YFP (viz Sekvence nasyntetizovanychskwkii). Vznikla sekvence, kodujici
YFP, ohrantena Aatll restriknimi misty, byla zaklonovana do TOPO vektoru (vizx.o
21).

N
4000 Bglll

Cit-TOPO for Ng2—

4640 bps
pUC _ 3000 KanR
2000
\
Ncol

AN s AmpR /

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

Pomoci restriktazy Aatll jsem sekvenci YFP wpila a vloZila do pMA vektar,
kodujicich konstrukty Cyt. NG2 a Cyt. NG&®PDZ. Vzhledem k tomu, Ze byla sekvence
YFP vklddana fes d¢ stejnd Aatll restrini mista, sekvence YFP se mohla vloZit ve
dvou rhznych orientacich. Proto jsem provedla PCR z balteéch kolonii, za pouziti
primeri, které daji vzniknout produktu o velikosti ~ 0,8pk pouze v fipac, Ze je
sekvence YFP vloZzena ve spravné orientaci (viz @a). (Primer Cit-A-f (viz PCR
(polymerazové&etezova reakce)2.4) paruje s oblasti na rozhratdtka konstruktu a YFP.

Druhy primer, NG2-rev-orient, naseda na drubiést sekvence konstruktu. viz obr. 23)
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+1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 +11 +12 +13 +14 +15+16 +17 +18

Cyt. NG2: <+— 0,9kbp

-8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16 -17 -18

Cyt. NG2APDZ: « 09kbp

Obr. 22: Produkty polymerazovéetezové reakce. Produkt o velikosti0,9 kby doklada spravnou
orientaci YFP, vloZzeného do Cyt. NG2 konstruktinéi@) a Cyt. NG4PDZ (dole) ' daném klonu.

Pro dalSi praci byly vybrany: klon 1 u konstruktytGNG2 a klon 2 u konstruktu Cyt.NC
APDZ. Obr. 2%obrazuje strukturu takto vzniklého zmidu.

Ascl
Sacl
Nhel
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Aatll

A

NG2-mem-Aat’

\
3000
7
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PMA Cit-NG2-f

__ 2500
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1000
~

2000

1500

\
'NGZ-mem-z%

EcoRI
Kpnl
Pacl

Aatll

Obr. 23:YFP-Cyt. NG2 konstrukt vloZeny ve vektoru pMA. Plazohisiahujici spravnou orienta
vlozeného YFP byl pojmenovan jako pMA-NG2-f. Pozice primer, pouziych pro zjis&ni
orientace YFPjsou vyznéeny mode.
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Pripravené konstrukty jsn planovali vyuZit opt pro gripravu stabilnich linii, toho
davodu jsen preklonovali sekvence fipravenych konstrukit do vektoru IRESpuro:
Vznikly plazmid (pojmenovany jako pMA (-NG24) a vektor IRESpuro3 em Stpila
pomoci restriknich endonukle: Nhel/EcoRI. Tak vznikly DNA fragmenty o velikos
2376 bp (vystpeny pMA vektor) a 976 bp (vy&ieny inzert YF-Cyt. NG2), respektive
964 bp (vyStpeny inzert YF-Cyt. NG2 APDZ). Vyizolovalajsem DNA oteweného
vektoru a obou inzeit Inzerty a vektor jsem ligovala vzniklé plazmidy viz obr. 24)

ovétila pomoci restrikniho SEpeni (restriktdzou Ncoviz obr. 25 a sekvenac

1
6000 NG2-mem-Aat'

-
~ 1000
5000

NG2-Cit-puro

6089 bps
ZWG\Z-mem-Aat'ﬂ

Xbal
Ncol

Obr. 24:konstrukiYFP-Cyt. NG2 v pIRESpuro3 vektoru

YFP-Cyt. NG2  YFP-Cyt. NG2 APDZ

QO 006

4— 3,2 kbp
*— 2.6 kbp

<+—0,3 kbp

Obr. 25: Owereni pomoci restrike (Sitpeno R. E. Ncol)YFPCyt. NG2 a YF-Cyt. NG24PDZ v
IRESpuro3 vektoru. &&kéavana velikost fragmeh{3176 bp, 2589 bp a 324 bp) odpovidala velik

vzniklych fragmetit
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Exprese a lokalizace konstru

Takto vzniklymi plazmid byly transfekovany hiky linie K2 a nasledg byly
piipraveny bugcné linie Kz, stabilre nesouci pIRESpuro3 vek, koédujici konstrukty
YFPCyt. NG2 a YFI-Cyt. (stejnym zjisobem jako tive burécné linie, stabilg
produkujici celé NG®iz 1).

Exprese konstikit byla owiena jednak pomoci estern blotuviz obr. 26), a jednak

pomoci pozorovani fluoresa@rim a konfokalnim mikroskope

GFP — — <+— 36 kD¢

Obr. 26:0wereni exprese konstruklY FF-Cyt. NG2 a YFREyt. NG24PDZ. Bandy o velikosti cca 36
kDa odpovidaji sekdvané molekulové hmotni konstruké YFP-Cyt. NG2 a YF-Cyt. NG24PDZ.

Snimky zkonfokélniho mikroskopuviz obr. 273 zobrazuji biky exprimujici YFP-

Cyt. NG2 (nahée) aYFP-Cyt. NG2 APDZ (dol§g a mimo jiné také potvrzuji lokaliza

obou konstrukt na plazmatickou membrat

75



YFP-Cyt. NG2:

YFP-Cyt. NG2
APDZ:

Obr. 27:Snimky xonfokalniho mikroskopu zobrazujiciay linie K2 produkujic YFP-Cyt. NG2
(nahoe) a YFPEyt. NG24PDZ (dole). YFP Zlwt, F-actin (phalloidin)mode.
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Vliv PDZ vazebného motivu glykoproteinu NG2 na nodofyii burgk

Nasledr jsme testovali morfologii vifppravenych stabilnich liniich (lhly linie K2
produkujici YFP-Cyt. NG2 a YFP-Cyt. NG&RPDZ) vliv exprese YFP konstruktna
morfologii burek v 3D kolagenu. Pozorovali jsme stejny trend jak®7-Cyt. NG2 a T7-
Cyt. NG2APDZ konstruki (viz obr. 28 a 29). itomnost cytoplazmatické domény vedla
k mezenchymaktameboidnimu fechodu K2 buék, zatimco biky produkujici
cytoplazmatickou doménu NG2 bez PDZ-vazebného matwli morfologii, stejré tak

jako kontrolni K2 btiky, prevazri mezenchymaini.

NG2 YFP-Cyt. NG2

YFP-Cyt. NG2APDZ kontrolni K2

Obr. 28:Snimky bugk uvnit kolagenu.
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Obr. 29:Kvantifikace morfologie butk ve 3D kolagenu. Statisticka vyznamnost byla dijgoma na
zaklad® Studentova dvoustranného t testu. Signifikantzdito(p<0,05) v porovnani s kontrolou je
ozna’en hvzdickou.
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60 -

% bunék

NG2 +Y YFP-Cyt. NG2 +Y YFP-Cyt. NG2 K2 +Y kontrolni K2
APDZ +Y
B Améboidni B Intermedialni B Mezenchymalni

Obr. 30: Kvantifikace morfologie butk ve 3D kolagenu, a@gobenych 10 pM inhibitorem kinazy
ROCK, Y 27632. Statistickd vyznamnost byla éfygioa na zaklad Studentova dvoustranného t testu.
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Abychom testovali, zda je tentmezenchymaktaméboidni pechod, zfisobeny
piitomnosti cytoplazmatické domény N, zavisly na Rho/ROCK signalizaci (stéjtak
jako v gipad wtNG2), pouzili jsme inhibitor kinazy ROCK (Y 2788 Pc opisobeni
burgtk pomoci 10pMROCKovéeho inhibitoru Y 276% doslo kreverzi pozorovaného MA
u K2 linii stabilré produkujicich bd’ celé NG2 nebo cytoplazmatickou doménu N
s PDZvazebnym motivem. lorfologie vSech testovanych liniyla v pritomnosti 10uM
Y27632 pievazre mezenchymal a statisticky se neliSila od morfolo burgk K2 (viz
obr. 30). To doklada vyznam Rho/ROCK signalizace pro pozamgvenezenchymak-
améboidni pechod.

Vliv PDZ vazebného motivu NG2 na aktivaci Rho/RC signalizac

Miru aktivace signalni drahy Rho/ROCe mozné testovaiekolika zpisoby, jako je
Pull-down aktivniho Rho, &teni aktivity Rho za pomoci protilatky rozeznavajgitivni
(vazajici GTP) Rhpopomoci Rhcbiosenzoru¢i metodami sledujicimi spusti naslednycl
(downstream) signalnich drah (jako m&fad mnozstvi fosforylace MYPT a ML(

Rozhodli jsme se vyuzit metodu sledt aktivaci Rho/ROCK signalizac pomoci
pull-downu aktivniho Rhe Tato metoda je aloZzena na principu vychytani F-GTP
pomoci imobilizovaného rhotekinu. Navazany -GTP je poté spolu rhotekinem

uvolnén a jeho mnozstvi je detekovano porrimunoblotu antiRho protilatkov(viz 2.16).

Pull down (Rho-GTP) input
2
o > 2 o
\"/ V\G’L eb OQ\s NS QQ '\.e
& & & ,j; O
L Q’ & & o 9 Q <
© < < §° 4 \é\ RS vo

Rho: | v v s D «b OB @B <« 2/kDa

Akt:

(loading S — s | «— 60 kDa
control)

Obr. 31: Reprezentativnimunoblotzobrazujici mnozstvi aktivniho Rho (RB®P), celkového Rho ve

vzorcich (input) a mnozZstvi Akt, pouzitého jakcaiadm nanask.
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Obr. 32: Kvantifikace mnozstvi Rho-GTP v K2siikéch. Zobrazeno je relativni mnozstvi Rho-GTP,
které je vztazeno k mnozstvi Rho-GTP v kontrokikhuikdch.Kvantifikace byla provatha v programu

Image J. Statistickd vyznamnost byla vjfdma na zaklad Studentova dvoustranného t testu.

MnoZstvi Rho-GTP bylo u vSech vzdripodobné a zadné signifikantni &my, které
by zpisobovala fitomnost PDZ-vazebného motivu NG2, jsme nepozar(xialobr. 31 a 32).

Toto zjiS€éni jsme se rozhodli @it pomoci experimeiit vyuzivajicich protilatku,
specificky rozeznavajici aktivni (vazajici GTP) Riiakto barvené a fixované itky jsem
fotila pomoci konfokélniho mikroskopu a porovnaviaiieenzitu fluorescence v 633 kanalu,
odpovidajici mnozstvi aktivniho Rho v danéntel (viz obr. 33). Tentoifstup pouZili
nagiklad v publikaci Terry a kol. (Terry et al.,, 2012kde porovnavali intenzitu
fluorescence mezi ilkami na fiznych sklékach. Ri porovnavani intenzity fluorescence
mezi tiznymi skltky vSak v naSemifpact vznikaly malé, avSak nezanedbatelné rozdily,
zpisobené &ejm¢ odliSnym nabarvenim jednotlivych skék (i pii totoZném zpracovani
vzorka). Proto jsme fstoupili k porovnavani intenzity fluorescence mezZYFP
pozitivnimi“ (exprimujici gislusny konstrukt) a ,YFP negativnimi“ (neexprinuiji
piislusny konstrukt) bitkami v ramci jednoho skika, na jednom snimku.fiPtakovém
zpisobu hodnoceni jsme nepozorovali zZadné signifikammedily v aktivie Rho
v bunkach produkujicich Cyt. NG2 a Cyt. N@®DZ konstrukty (viz obr. 34).
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Cyt. NG2:

Cyt. NG2
APDZ:

Actin YFP Active Rho

Active Rho

Actin AktivniRho Aktivni Rho

Cyt. NG2:

Cyt. NG2Z
APDZ:

Obr. 33:Snimky bugk produkujicich Cyt. NG2 a Cyt. NUPDZ konstruktyF-actin (phalloidin)
mode, YFP zele#) Rh¢-GTP cerver¥ a pro lepsi orientaci, aktiviRho v barevnskale. Detail na
jednotlivou ,YFP pozitivni“ buitku (nah@e) a snimky &tSiho mnozstvi jak ,YFPozitivnich®, tak
»YFP negativnit** bunék (dole).
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Obr. 34: Kvantifikace intenzity fluorescence, odpovidajiditivate Rho jednotlivych bikéach.
Porovnavana Wla intenzita fluorescence mezi ,YFP pozitivnimi* ,dFP negativnimi* buikami
v ramci jednoho snimkZobrazena je pimérna hodnota deseti snimk Kvantifikace byla provagha

v programu Image J. Statistick& vyznamnost byladitgma na zaklagl Studentca dvoustranného t testu.

Rozdil vaktivitt Rho/ROCK signalizaci mezi hkami produkujicicmi Cyt. NG2 a Cy
NG2 APDZ konstrukty jsme nepozorovali anii porovnavani fosforylacepodjednotky
fosfatazy lehkéhdettzce myozinu (MYPT ZvySenou fosforylacMYPT jsme pozoroval
pouze u A3 bugk (viz obr. 35 a 36)u kterych je znamo, Ze maji oproti K2nkam
zvySenou aktivaci Rho/ROCK signalizi (Rosel et al., 2008).

&
S
69 o
¢ O
SRR &
oMY PT “ | «—130KDa
WY PT <+— 130 kDa

GFP | e e <+— 36kDa

Obr. 35:Reprezentativni imwoblot zobrazujici mnozstfosforylovaného MYPT (pMYPT MYPT. Akt

je pouzita jako kontrola nanasky. GFP sigdokazuje pitomnost konstruktv lyzovanych bikach.
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Obr. 36:Relativni mnoZstvi fosforylovaného MYPT (kalkulébanjako porr pMYPT/MYPT), vztaZzen
k mnozstvi pMYPT v K2 fkéch. Kvantifikace byla provéda v programu Image J. Statistick&

vyznamnost byla vypitana na zéklad Studentova dvoustranného t testu.

Pouzivané konstrukty Cyt. NG2 a Cyt. N@GPDZ mohou davat vzniknout mnoha
artefaktim. Schazi jim celad extracelularni doména, navicety YFP je vzhledem
k velikosti zbytku konstruktu po#nné dost veliky. Z &chto divodi jsme se rozhodli
pripravit konstrukt, ktery by sestaval z celé sekeeMNG2, pouze bez PDZ-vazebného

motivu.

4.2.3. Riprava konstruktu NGAPDZ

Sekvence kodujici glykoprotein NG2 je 7,5 kbp didutoz znesnaidje jeji efektivni
amplifikaci pomoci polymerazou@ttzové reakce a zvySuje zavedeni mutagein PCR.
Vice nez2200bp od konce cDNA sekvece NG2 se v3ak nachazi k&striisto PshAl
(Boxl). A praw to jsme vyuZili pro fipravu konstruktu NG2APDZ. Pomoci primér
NG2-Rev-nPDZ a NG2-F-PshAl (viz 2.4), které obsam#5” koncich restrigni mista
PshAl (NG2-F-PshAl) a Notl (NG2-Rev-nPDZ) (prodlem¥ch o 3 béze, tak aby
restriktdzy mohly nasednout a&@it piimo PCR produkty) a velmiipsné polymerazy
(Phusioff Hot Start Flex DNA polymeréza), vhodné pro amkdifii dlouhych sekvenci
s velkou pesnosti (viz 2.4.3), jsem namnozila sekvenci kadufi-konec glykoproteinu
NG2, ktera byla zkracena o PDZ-vazebny motiv (panvbazeni STOP kodonu do NG2-
Rev-nPDZ primeru).

Takto namnoZena sekvence bylgegsténa izolaci z agarézového gelu a&p&na

pomoci restriknich enzyndi PshAl a Notl (v pufru BamHI, kde maji ®lrestriktazy
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minimalné 50% aktivitu) a peciSténa ges kolonku (viz 2.5.1). Stejnym agobem byl
Sttpen i vektor pIRESpuro3 s vioZzenym NG2. Vektafasti sekvence NG2, ot@ny
PshAI/Notl byl vyizolovan z agarézového gelu. Takigpraveny inzert s vektorem jsem
ligovala v pongru 3:1, vznikly plazmid porovala do elektrokompditéch bakterii a vyizolovala.
Vytvoreny plazmid jsem kontrolovala res@ikim S&penim i PCR (viz obr. 37):

A: NeSepeny plazmid

B: Linearizovany plazmid, &eno Not | (6ekavana velikost: 12 kbp)

C: Plazmid stpeny Notl/PshAl (6ekavana velikost 10 kbp a 2 kbp)

D: PCR s primery, pouzitymitppripraw tohoto konstruktu @kavame vznik produktu ~
2100 bp)

E: Negativni kontrola PCR, s primerem, ktery pasgesekvenci PDZ vazebného motivu,
jako kontrola, Ze se nejedna avpdni, nezkracenou variantu NG2.¢gBavali jsme, ze
produkt nevnikne, nebo jen v malém mnozstvi. — nélteplota pro nasedani pririndxy
nemela umoziovat parovani se sekvenci konstruktu NGZDZ).

NG2 APDZ

Pavodni plazmid
NG2 wt

Klon 1 Klon 2

ABCDE ABCDE

12 kb —»
10kbp —»

2kbp —»

Obr. 37:Kontrola konstruktu NG2PDZ v IRESpuro3 vektoru.

Restrikni analyza vybranych Kklgn odpovidala ®ekavanym vysledkm, ale
vzhledem k tomu, Ze doSlo ke vzniku produktu (i kdymnohem menSim mnoZzstvi)ii p
.negativni kontrole PCR”, jsme déle &wvali, zda opravdu doSlo ke vloZeni nové,
zkracené sekvence NG2 a zda v plazmiduist@ta sekvenceupodni. PDZ-vazebny
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motiv je tvden pouze&tyimi aminokyselinami, alefptvorb¢ mutantnich knstrukti doSlo
jeSe ke zkraceni daléh cca 150 bp, které se viyppdnim plazmidu nachazely mezi st
kodonem a Notkestrikknim mistem. Toho jsme vyuzilporo dalSi o¥ienl. Plazmid jsem
Stepila za pomoci restriknich enzynd PahAl a Notl Fragmenmutovan: varianty NG2 by
mél byt o 160bp kratSi nezdragment sekvence witNG2. Obr. 38evo) doklada, Ze je
fragmentmutované varianty NG2 kratSi a prépddobré tedy doSlo vloZeni zkracené
formy NG2. Gekavana velikost byla ¢i¥ena jest pomoci PCR za pouziprimeri NG2-

test a puro3-R (viz 2)4viz obr. 38 vpravo)Sekvence NG2APDZ bude je&t pro jistotu
alespa cast&né sekvenovane

PCR
M produkt

10 kbp —»

2275 bp >
2115 bp —»

Obr 38 Overovanizkracené vrianty NG2, NG2PDZ, ve vektordlRESpuro:

Vlevo: Nanasky 1 a 2/edstavuji klony 1 a NG2 APDZ ve vektordRESpuro,Stépené PshAIl/Notl
(Ocekavana velikosfragmenti je 2115 bp). #eti nanaSka zlevgredstavuj wt NG2 ve vektoru
IRESpuro 3, #peny PshAIl/Notl (@ekavana velikosfragment je 2275 bp) a‘tvrtd nanaska inzel
NG24PDZ, vzniklyStepenim PshAl/Notl po amplifike pomoci PCR (@ekéavané velikost 2115 b
Vpravo: produkt polymerazovéetézové reakce vektoru IRESpuro3, nesouc NG24PDZ (klon¢. 1)
za pouziti primer NG2+test a puro-R(acekdvané velikost je 215 bp).
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Seznam vytvienych konstruki

Extracelularni doména NG2c€rre), Cytoplazmatickda doména ($d PDZ-vazebny motiv
(ruzow), Membranovy lokalizani signal (tyrkyso#), T7 tag (oranza), YFP (Zlug).

NG2 wt e
T7-Cyt. NG2 D |

T7-Cyt. NG2APDZ [y
YFP-Cyt. NG2 N e

YFP-Cy. NG2APDZ [ I
NG2APDZ [

Seznam vytvienych plazmid

Inzert Vektor Rezistence Inzert viozen ?"‘f"b"”'
linie K2?
NG2 wt pIRESpuro3 Ampicilin BamHI/Notl ANO
T7-Cyt. NG2 pPIRES2-EGFP Kanamicin Nhel/EcoRl NE
T7-Cyt. NG2 APDZ pPIRES2-EGFP Kanamicin Nhel/EcoRl NE
T7-Cyt. NG2 pPIRESpuro3 Ampicilin Nhel/EcoRI ANO
T7-Cyt. NG2 APDZ pPIRESpuro3 Ampicilin Nhel/EcoRI ANO
YFP-Cyt. NG2 pIRESpuro3 Ampicilin Nhel/EcoRlI ANO
YFP-Cyt. NG2APDZ pIRESpuro3 Ampicilin Nhel/EcoRI ANO
NG2 APDZ pIRESpuro3 Ampicilin BamHI/Notl NE
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4. Diskuze

V ramci této prace jsem se zabyvala glykoproteiid@2, jeho Ulohou v signalizaci
nadorovych bugk, zejména pak jeho funkci v regulaci Rho/ROCK algrace. Mym
cilem bylo blize charakterizovat tuto signalizaestovat, zda sefenosu signalu od NG2,
vedouci k aktivaci Rho,dastni PDZ-vazebny motiv NG2 a zd&tpmnost tohoto motivu

ovliviuje fenotyp busk.

Zajem o glykoprotein NG2 v naSi labor#topodnitily vysledky microarray
experimenid, porovnavajici transkrimi profily v mezenchymalnich lkach linie K2
a v odvozeng, vysoce metastazujici améboidniAiBi{Cavanna et al., 2007). Ty ukazaly,
Ze glykoprotein NG2 je jednim z protéirjehoz hladina se v K2 a A3 tkéch dramaticky
liSi. NG2 je totiz ve vysoce metastatickych A3nkach, v porovnani s K2 lilami,
znané nadprodukovan. Tomuto zj&ti také odpovidaji naSe vysledkyéimni na
priaitokovém cytometru (viz obr. 12). MnoZstvi NG2 v Kdikach je zcela minimalni. K2
buiky, nesouci plazmid kodujici NG2, nam tedy sloujalyo vhodny model pro studium
funkce glykoproteinu NG2.

Cilem naSeho studia byla zejména signalizace¢ ldemNG2 &astni, a fenotyp buk,
ktery je s jeho produkci spojen.

(Byt vzhledem k expresnimu profilu NG2, kdy je NG2 wgmwa nadprodukovan
v mnoha nadorech (Benassi et al., 2009; Fang,et399; Chekenya et al., 1999; Smith et
al., 1996; Stallcup and Huang, 2008), bygjilylo velmi zajimavé také zjistit, jakym

zpasobem ke zvySeni produkce NG2 dochazi).

Glykoprotein NG2 nepét mezi gilis studované proteiny. Jedn& se o velky (250 kDa)
transmembranovy protein a experimentalni pracenstady neni nejjednodussi. Studium
jeho funkce vSak ukazalo, Zze s@stni procas zasadnich pro proces tvorby nadarjejich
metastazovani. K nim gatzejména zvysSovani proliferace (Goretzki et 8099, Wang et
al., 2010), migrace (Fang et al., 1999; Picci et 2013; Stallcup and Huang, 2008;
Stegmdiller et al., 2003) a invazivity (Eisenmanmlet 1999; P#kova et al., 2012) buk.

Vzhledem k jeho expresnimu profilu (kdy je produ&owe velkém mnoZzstviiznymi
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nadorovymi biikami a gitom ténei vibec v normalni tkani), skyta jeho membranova
lokalizace moznost cilit na NG2 v ramci protinAdaraerapie. L&v cilicich na invazivitu
nadorovych bukk a jejich metastazovani je stale velmi malo. N@Roj membranovy
glykoprotein regulujici jak proliferaci nadorovyddurgk, tak jejich invazi a metastaticky
potencial, je proto velmi atraktivni cil. A takol&iva (imunoterapeutika cilici na NG2)
uz se také testuji (Bruyn et al., 2010; Chang et24l04; Wang et al., 2010; Yu et al.,
2011). Pritom molekularni podstata signalizacegep NG2, zejména pak regulace

invazivity, neni jest zdaleka objasima.

Studiem NG2 se v naSi laborit@abyvala gkolik let zejména Daniela R&ova,
Ph.D. Experimenty provahé jak ve 2D, tak ve 3Dprostedi potvrdily vyznam
glykoproteinu NG2 pro invazivitu bgk (Paikova et al., 2012), zaronaukazaly, Ze NG2
je proaméboidni molekulou. To znamend, Ze snizarmzstvi NG2 v améboidnich A3
bunkach (produkujicich normain velké mnoZzstvi NG2) Zsobuje améboidn
mezenchymalni fiechod, a naopak, Ze exprese NG2 v mezenchymalnittbugkach
indukuje gechod mezenchymalraméboidni (Pigkova et al., 2012; a viz obr. 14 a 15).
V kontextu toho, Ze v améboidnich ikdch je snizené mnozstvi integtina naopak
zvySené mnozstvi NG2, ktery funguje jako integrindwreceptor, navic schopny vazat
slozky ECM nezavisle na integrinech (Tillet et &002); naznévaly popsané vysledky,
Ze by NG2 mohl byt adhezivni molekulou améboidrdahék zprostedkuijici jejich invazi
skrz ECM.

Schopnost glykoproteinu NG2 interagovat s proteimgziburgcné hmoty a fispivat
tak ke zvySeni butné migrace podporuje zjisteni jeho lokalizace v hice. NG2 je
v ramci plazmatické membrany nabohacen zejménanych vylEzcich, gedevsim pak
v drobnych protruzich, tzv. microspikes (viz obB).1Microspikes jsou na aktin bohaté
struktury, podobné filopodiim, které jsouulézité pro adhezi buk k proteimim
meziburgcné hmoty Bhem migrace. Tvorbaéehto struktur vyzaduje dynamickou
piestavbu aktinového cytoskeletu, které &astnifrada signalizaci (Holt and Koffer, 2001).

Jedna z hlavnich signalizaci regulujici dynamikuinamkého cytoskeletu d&idici
améboidni zpsob invazivity je signalni draha Rho/ROCK. ZvySkgntraktilitu burgk
a umo#uje jim tak paistup mezibu&nou hmotou bez nutnosti jejihasgeni. Neni proto
nikterak gekvapujici, Ze produkce glykoproteinu NG2 wikaéch zvySuje aktivitu
Rho/ROCK signalizace, tim vede k améboidnimu femotg invazi buék (Paikova et
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al., 2012). Jakym Zsobem ale k regulaci Rho/ROCK signalizace pomoci2NG
dochazi? A jaky je molekularni mechanizmus tohdisopeni?

Neni znamo, Ze by dochazelo impé interakci glykoproteinu NG2 s GTPazou Rho
ani s proteiny regulujicimi jeji aktivitu, jako j$dGEF, GAP a GDI proteiny. NG2 tedy
ziejm¢ reguluje Rho/ROCK signalizaci némo, patrg prostednictvim rjakych
adaptorovych protein Jsou znamyittakové adaptorové proteiny, které s NG2 interaguj
MUPP1 (Barritt et al., 2000), Syntenin/mda-9 (Cégtte et al., 2008) a GRIP 1
(Stegmuller et al., 2003). VSechny tytoddaptorové proteiny maji spole to, ze s NG2
interaguji prosednictvim svych PDZ domén. Jestlize ma teditera z &chto interakci
vyznam pro regulaci Rho/ROCK signalizaceilonby odstrasini PDZ-vazebného motivu,
vedouci k znemozmi vazby takového proteinu, mit vliv na aktivitu (RROCK
signalizace a s tim spojenymi efekty jako amébomdaifologie bugk ve 3D prosiedi.

V naSem pipad jsme pouZzivali pro zkouméani morfologie kknve 3D progiedi
kolagenové matrice. Otazkou také bylo, zda dokaagh@ pitomnost cytoplazmatickeé
domeény, bez fitomnosti extracelularni domény, ovlivnit morfolodgiunék. Z nasich
vysledki (viz obr. 19, 20 a 28, 29) vyplyva, ziepneé samotna fitomnost cytoplazmatickeé
domény NG2, obsahuje-li PDZ-vazebny motiv, doké&déd/mt morfologii burek a zmisobit
mezenchymal&raméboidni pechod. K &émto vysledkim jsme konzistenthdosli jak
u konstrukii obsahujicich T7 tag, tak u YFP oZaaych konstruki.

K aktivaci Rho GTPaz pomoci GEF proteindochazi v blizkosti plazmatické
membrany(Rossman et al., 2005). Nabizela se tethdstava, Zze néiklad nadprodukce
cytoplazmatickych domén NG2, obsahujici PDZ-vazebrotiv v blizkosti plazmatickeé
membrany, mize umo#ovat lokalizaci adaptorovych protéinspolu s proteiny, které
s nimi interaguji, do blizkosti plazmatické memlyré@ntim zgisobem pispivat k regulaci

Rho/ROCK signalizace a améboidnimu fenotypuckun
Také pokusy s inhibitorem kinazy ROC(Q( 27632) ukazaly vyznam Rho/ROCK

signalizace pro pozorovany mezenchym@améboidni pechod (viz obr. 30). Kdy po
opisobeni buék timto inhibitorem doSlo kreverzi pozorovaného zewchymals-
améboidniho fechodu u K2 linii stabikh exprimujicich cytoplazmatickou doménu
NG2 a morfologie vSech testovanych K2 linii vitpmnosti Y 27632 byla ievazre
mezenchymalni. Vysledkythto experimerit dokladaji vyznam Rho/ROCK signalizace
pro améboidni morfologii buk ve 3D prostedi zmisobenou expresi cytoplazmatické
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domény NG2. DalSi otazkou ale bylo, zdd@zm exprese PDZ-vazebného motivu NG2

aktivitu této signalizace zvySovat, a to i ve 2Dgitedi.

Aktivitu Rho/ROCK signalizace v likach jsme niili hned rekolika zpisoby. A" uz

se jednalo o w®feni aktivity Rho/ROCK signalizace pomoci pull-dovexperimeni

aktivniho Rho, vyuZiti protilatky specificky rozefajici Rho-GTP¢I méieni hladiny

fosforylace MYPT (jednoho z hlavnich efekidinazy ROCK); ani v jednom z uvedenych

experimeni jsme nepozorovali statisticky vyznamny rozdil waké Rho/ROCK
signalizace mezi hikami produkujicimi Cyt. NG2 a Cyt. N@QPDZ konstrukty.

Jak si takoveé vysledky iieme vysutlit?

Mezenchymal&ameéboidni pechod je komplexni proces, kteréhdiza byt
dosaZzeno nejen aktivaci Rho/ROCK signaliza¢aivodu této prace bylo
nagiklad uvedeno, Ze PATJ, paralog proteinu MUPPIsceopen regulovat
aktivitu myozinu jinym mechanizmem nez ovlémim Rho/ROCK signalizace.
PATJ totiz vaze myozin-vazebnou podjednotku fogfatéehkého fetézce
myozinu, tim sniZzuje defosforylaci lehkékeizce myozinu, coz vede k aktivaci

myozinu a tim ke kontrakci bek. (Sen et al., 2012)

DalSim faktorem je také to, Ze senky chovaji odlisg ve 2D a 3D progedi
(Shrnuto v Bradbury et al., 2012). Vliv NG2 konstiiuna indukci améboidni
morfologie byl pozorovan ve 3D prosti. Otazkou je, zda je efekt NG2
konstrukfi pozorovany ve 3D prasdi dostatené robustni, aby efektivn
ovlivnil signalizaci i v 2D prosedi, v kterém byly provaahy analyzy aktivace
Rho/ROCK signalizace.

Expresni profily na urovni mRNA, stejriak jako na proteinové drovni,
se totiz, jak bylo ukdzano, vyraztisi v zavislosti na kultivaci butk ve 2D
nebo 3D prosedi (Smalley et al., 2006). 3D modely kultivaceevadpovidaji
in vivo podminkam, navic um@égji studium dalSich faktér jako je napiklad
tuhost¢i elasticita matrice. Také proto se zejména vyzhkumg¢né migrace
a invaze stale vice zaiuje na studium ve 3D podminkach. R&¥rv naSem
piipadt by bylo velmi zajimavé zjistit, jaka je Uraveaktivity Rho/ROCK
signalizace v hitkach produkujicichtizné konstrukty NG2 ve 3D présti. A zda
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muze byt také ovlivéina sloZzenim a hustotou matrice. Takowisfup je ale
samozejm¢ komplikovargjSi. Mikroskopie uvnit 3D matric a zejména
biochemicka analyza 3D vzarkje pongrné velkou vyzvou. V nasi laboraio

se vSak snazime pratakové pistupy zavest.

* V neposledniract je také pateba vzit v Uvahu, Ze pouZivané konstrukty Cyt.
NG2 a Cyt. NG2APDZ neobsahuji extracelularni doménu NG2, navizeny
YFP je vzhledem k velikosti zbytku konstruktu pome dost veliky.Je tedy
dost mozné, Ze signalizacehto konstruki je zatizena mnoha artefakty.

Z toho divodu jsme se rozhodlifpravit variantu glykoproteinu NG2, zkracenou
o0 poslednictyii aminokyseliny, tvéici PDZ-vazebny motiv.Tento konstrukt byl jiz
pripraven (viz 4.2.3) a jeho vliv na morfologii btkave 3D prostedi a aktivitu Rho/ROCK
signalizace, pofipact i jinych signalnich drah, a to jak ve 2D tak ve pidstedi, bude
v budoucnosti testovaiZajimavé informace by mohloipést také porovnani vazebnych
partneti WING2 a NG2APDZ. Proteiny by bylo mozné imunoprecipitovat glgkateinem
NG2 a nasledhurit jejich identitu pomoci hmotnostniho spektrometru
Domnivam se, Ze préprace s touto zkrdcenou variantou N&2DZ, jak uz ve 2I¥i 3D

prostedi, je smirem, kterym by se mohl tento projekt v budoucnuatbi
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5. Shrnuti

V ramci této prace se paila:

Pripravit buiky linie K2, které stabilé produkuji glykoprotein NG2. (Podle
vysledki mé¢ieni pomoci piitokové cytometrie produkuje NG2 tém80 %
takto gipravenych buék.)

Potvrdit, Ze NG2 je proaméboidni molekula (tznisgbujici mezenchymaln
ameéboidni pechod ve 3D kolagenu), lokalizovana ve &%tich plazmatické
membrany, zejména v tzv. microspikes.

Pripravit zkracené varianty NG2: Cyt. NG2 a Cyt. NGRDZ, ozngené YFP
¢i T7 tagem. Nasledn vyselektovat biky linie K2, které pipravené
konstrukty produkuiji.

Zjistili jsme, Ze:

PDZ-vazebny motiv glykoproteinu NG2 je nezbytny prondukci
mezenchymaktaméboidniho fechodu K2 buék ve 3D kolagenu.

Tento mezenchymatmameboidni fechod je zavisly na aktivitRho/ROCK
signalizace a po jejim zablokovani sinky ponechavaji mezenchymalni
fenotyp.

Aktivitu Rho/ROCK signalizace ve 2D prastli neovliwiuje gitomnost PDZ-
vazebného motivu NG2. K tomuto vysledku jsme ddfimi nezavislymi
zpasoby ngfeni aktivity Rho/ROCK signalizace.tAuz se jednalo o &ieni
aktivity Rho/ROCK signalizace pomoci pull-down expeenti aktivniho Rho,
vyuziti protilatky, specificky rozeznavajici Rho-8T ¢i méfeni hladinu
fosforylace MYPT; ani vjednom z uvedenychiipadi jsme nepozorovali
signifikantni  rozdil v aktivéi Rho/ROCK signalizace mezi tkami
produkujicimi Cyt. NG2 a Cyt. NG¥PDZ konstrukty.

Pro (ely dalSiho studia vyznamu PDZ-vazebného motivikkapyoteinu NG2
jsme gripravili zkracenou variantu NG2, NGZ¥PDZ.
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P¥lohy

Sekvence nasyntetizovanych konstiukt

T7-Cyt. NG2:
GCTAGCACCATGGGATGTATTAAAT CAAAAAGGAAAGACATGGCTAGTATGACTGGT
GGACAGCAAAT GGGT CGCAAACGCAACAAGACAGGTAAGCATGATGT CCAGGTGI TG
ACCGCCAAACCCCGCAATGGCCTAGCTGGT GACACAGAGACCT TTCGAAAGGT GGAG
CCAGGCCAAGCCATTCCACT CACAACT GTACCT GGCCAGGGEECCCCCACCCEGAGEC
CAGCCTGACCCAGAACTATTACAGT TTTGCCGGACACCCAATCCTGCCCTCAGGAAT
GGCCAGTACTGGGTGTGAATTC

Membrane targeting tag (Lyn);T7 tag
MSCl KSKRKDVASMI GGQOMGRKRNKT GKHDVQVL TAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQ
Al PLTTVPGQGPPPGGQPDPEL L QFCRTPNPAL RNGQYW/

T7-Cyt. NG2 APDZ:
GCTAGCACCATGGGATGTATTAAATCAAAAAGGAAAGACATGGCTAGTATGACT GGT
GGACAGCAAAT GGGT CGCAAACGCAACAAGACAGGTAAGCATGATGT CCAGGTGI TG
ACCGCCAAACCCCGCAAT GECCTAGCT GGTGACACAGAGACCT TTCGAAAGGT GGAG
CCAGGCCAAGCCATTCCACT CACAACT GTACCT GGCCAGGEEGECCCCCACCCEEAGEC
CAGCCTGACCCAGAACTATTACAGT TTTGCCGGACACCCAAT CCTGCCCT CAGGAAT
GCCTGAATTC

Konstrukty obsahujici Aatll misto pro vklonovani YFP

Aat-Cyt. NG2:
GCTAGCACCAT GGGATGT ATTAAAT CAAAAAGGAAAGACGT CCGCAAACGCAACAAG
ACAGGT AAGCATGAT GT CCAGGT GT TGACCGCCAAACCCCGCAAT GGCCTAGCTGGT
GACACAGAGACCT TTCGAAAGGT GGAGCCAGECCAAGCCATTCCACTCACAACTGTA
CCTGGECCAGGEECCCCCACCCCLAGECCAGCCTGACCCAGAACTATTACAGITTTGC
CGGACACCCAAT CCTGCCCTCAGGAAT GGCCAGTACTGGGTGTGAATTC
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MECI KSKRKDVRKRNKT GKHDVQVL TAKPRNGL AGDTETFRKVEPGQAI PLTTVPGQ
GPPPGGQPDPEL L QFCRTPNPAL RNGQYW/

Aat-Cyt. NG2 APDZ:
GCTAGCACCAT GGGATGTATTAAAT CAAAAAGGAAAGACGT CCGCAAACGCAACAAG
ACAGGT AAGCAT GAT GT CCAGGT GT TGACCGCCAAACCCCGCAAT GGCCTAGCTGGT
GACACAGAGACCT TTCGAAAGGT GGAGCCAGGCCAAGCCAT TCCACT CACAACTGTA
CCTGGCCAGGEGCCCCCACCCRGAGGCCAGCCT GACCCAGAACTATTACAGT TTTGC
CGGACACCCAAT CCTGCCCT CAGGAATGGCTGAATTC

MSCl KSKRKDVRKRNKTGKHDVQVL TAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQAI PLTTVPGQ
GPPPGGOQPDPEL L QFCRTPNPALRNG
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