ABSTRAKT

Prvnim dtlezitym krokem bunécné migrace je ustaveni bunécné polarity. Na procesu
polarizace bun¢k se podili fada signalnich drah, jejichz regulace je v piedni a zadni Casti
bunky fizena ruiznym zptusobem. To bufice umoziuje zaujmout specificky tvar s typickou
ptedo-zadni polaritou. Béhem polarizace buiitka formuje vedouci lamelipodii na piedni ¢asti a
vaznouci konec nazadni casti builky. Zaroven dochdzi k takovému pieusporadani
vnitrobunécnych organel, které je pro bunécnou migraci optimalni. V migrujicich bunkéach,
jako jsou fibroblasty, se bunécné jadro nachazi v zadni ¢asti buiikky a mikrotubuly organizujici
centrum relokalizuje mezi jadro a ¢elo bunky. Takové uspotfadani uvnitt bunky je nezbytnou
podminkou pro efektivni smérovanou migraci. V této praci jsme ukazali, ze pro polarizaci
bun¢k je nezbytnd také takzvana reorientace jadra. Reorientace jadra je rotacni pohyb, ke
kterému dochdzi v prvnich hodindch bunééné polarizace a umoznuje reorientaci del$i osy
jddra do sméru migrace. Reorientace jadra pak napomahd ustaveni bunétné polarity a
usnadiiuje pohyb bunék.

Aby buiikka mohla reorientovat své jadro do sméru migrace, je nutné, aby bylo
napojeno na bunéény cytoskelet. Pfipojeni jadra k jednotlivym komponentam cytoskeletu
zprostiedkovava takzvany LINC (Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) komplex.
V této praci jsme ukazali, Ze aktinova vldkna tdhnouci se nad bunéénym jadrem jsou pomoci
LINC komplexu napojena na jaderny obal a indukuji reorientaci jadra do sméru migrace.

V migrujicich bunikdch se vyskytuje nékolik typl aktinovych stresovych vlaken:
ventralni vldkna, dorsalni vldkna, aktinovd vldkna ve tvaru obloukl (pficné arcs) a
perinukledrni aktinova vldkna. Zatimco ventralni vlakna se vyskytuji pouze na bazalni stran¢
bunky, dorsalni a perinuklearni vlakna a arcs vybihaji z ¢ela bunky na jeji dorsélni stranu.
Perinuklearni aktinova vldkna, ktera se dale pnou nad bunéénym jadrem, jsou pomoci LINC
komplexu napojena na jaderny obal. NasSe vysledky ukazuji, Ze béhem procesu bunécné
polarizace dochézi k formovani aktinové sité, tvofené dorsadlnimi vldkny, arcs a
perinukledrnimi vldkny, kterd mechanicky propojuje fokéalni adheze na prednim okraji buiky
S bunécnym jadrem. Pfi tvorbé této aktinové sité je nezbytny aktin vazebny protein a-actininl,
ktery propojuje jednotliva vlakna v mistech kiizeni aktinovych vldken. Velmi dilezitou roli
hraji také dorsalni vldkna a pficné arcs, které rekrutuji aktinovéa vldkna z okraje buiky na
dorsalni stranu builkky a nad jadro a tak déavaji vznik novym perinuklearnim aktinovym
vlakniim. Pohyb aktinovych vldken nad jadro buiky indukuje také reorientaci jadra do sméru

migrace. Piekvapivé jsme také zjistili, Ze perinuklearni vldkna zarovenl vymezuji lokalizaci



dorsalnich vlaken a arcs na ptfedni okraj buniky. Z téchto vysledki vyplyva, ze sit” dorsalnich a
perinukledrnich vladken a pfi¢nych arcs reguluje z pfedniho okraje buniky jadernou reorientaci
a zaroven funguji i opacnym smérem, kdy jejich napojeni na jadro reguluje organizaci
lamelipodie na ptedni stran¢ buriky.

Reorientace jadra je regulovana dvéma signalnimi drahami: LPA a néaslednou
stimulaci malé GTPazy RhoA a aktivaci integrinii a FAK/Src signaliza¢niho komplexu, ktery
aktivuje p190A-RhoGAP. LPA stimuluje receptory sprazené s trimernimi G-proteiny, které
nasledné aktivuji RhoA v ramci celé bunky. K aktivaci integrinti dochazi pievazné na predni
¢asti migrujici buniky. Tudiz integrinova signalizace pifedstavuje prvni signal vedouci
k ustaveni bunééné polarity. Nasledna aktivace FAK/Src komplexu stimuluje RhoA inhibitor
p190A-RhoGAP a rekrutuje ho na ¢elo polarizujici bunky. Kooperace téchto dvou signélnich
drah dynamicky reguluje aktivitu RhoA na piedni strané¢ bunky, coz umoznuje masivni
pfestavbu aktinového cytoskeletu, kterd dava vznik perinuklearnim vldknim a reorientuje
bunécné jadro do sméru migrace.

Perinuklarni aktinova vldkna a reorientace jadra také koreluji s tvarem migrujicich
bun¢k a se zplsobem jakym buiiky migruji. Fibroblasty, které reorientuji jadro do sméru
migrace, maji protahly tvar a perinuklearni aktinovéa vlakna jsou zarovnana s del$i osou jadra
a smérem migrace. Takové bunky migruji ,,pid’alkovitym* zplisobem, kdy protruze je
nasledovana kontrakei pfitahujici zadni ¢ast buiiky k té€lu buiiky. Naproti tomu, bunky, které
nevytvari perinuklearni vldkna, jako naptiklad U20S, maji Sirokou lamelu, jadro orientované
kolmo k ose migrace a pro jejich pohyb je charakteristické trvalé vytvofeni protruze a
konstantni posouvani téla buiikky vpied bez ptitahovani konce k télu bunky. Tyto vysledky
naznacuji, ze perinuklearni aktinova vladkna a reorientace jadra urcuji, jakym zptsobem budou

buniky migrovat.



