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Abstrakt

Fibroblasty jsou zékladni bunécnou slozkou pojivové tkané. Jedna se o rGznorodou
skupinu bun¢k, kterd se svoji schopnosti produkovat extracelularni matrix (ECM) podili na
architektufe pojivovych tkani a na hojeni ran. Fibroblasty a od nich odvozené buiiky se vSak
ucastni i mnoha patologickych procesii — tvorby zhoubnych nadorti a fibrozy. Progrese nadort,
koncici tvorbou metastaz, je zavazny biomedicinsky problém. V posledni dobé se stale vice
ukazuje, ze vtomto procesu hraje dilezitou roli interakce mezi rakovinnymi bunkami a
nadorovym stroma.

Nédorové stroma je tvoreno piedev$im myofibroblasty a jejich produkty, konkrétné
ECM a také rozpustnymi faktory a enzymy. Myofibroblasty se vice ¢i méné podili na vSech
krocich nadorové progrese. Myofibroblasty navic hraji klicovou roli ve fibréze, dalsim dosud
prakticky nelécitelném, zavazném lidském onemocnéni, které wzce souvisi s nddorovou
progresi. Proto jsme hledali molekularni nastroje, kterymi je mozné myofibroblasticky fenotyp
odstranit. V nové zavedeném kufecim modelu se podatilo zcela dediferencovat primarni
myofibroblasty pomoci inhibice signalni drahy TGFpB a soufasné¢ho narusSeni signalni drahy
MAPK.

Maligné transformované fibroblasty tvoii sarkomy. ECM je prvni pfekézkou pfi migraci
rakovinnych bunék primarniho sarkomu do dalSich organti, kde tvofi metastdzy. Proto jsme
studovali molekuldrni mechanizmy, které ovliviiuji schopnost sarkomovych bunck ucinné
migrovat, prostupovat ECM a tvofit metastazy. V kufecich fibrosarkomovych buikach jsme
identifikovali transkripéni program a jeho regulator EGR1, ktery je potiebny pro jejich migraci
1 metastazovani. Také jsme zjistili, Ze améboidni zpiisob pohybu a signalizace drahou
Rho/ROCK/MLC hraji zasadni roli v metastazovani sarkomovych bun¢k kufeciho i krysiho
experimentalniho modelu. Evoluéni zachovani odhalenych molekularnich mechanizmi mezi
ptéky a savci, v téchto biomedicinsky vyznamnych bunéénych procesech, poukazuje na jejich

obecny vyznam pro invazivitu sarkomovych bungk.
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Abstract

Fibroblasts are the principal cellular component of the connective tissue. They are a
heterogeneous group of cells which contribute to the structure of connective tissue and wound
healing by their ability to produce extracellular matrix (ECM). Fibroblasts and cells derived
from them are involved in many pathological processes such as formation of malignant tumors
and fibrosis. Tumor progression which finally leads to metastasis is a serious biomedical
problem. There is a growing body of the recent evidence showing an important role of the
tumor stroma and its interaction with cancer cells in cancer progression.

Tumor stroma comprises mainly of myofibroblasts and their products, namely ECM,
soluble factors, and enzymes. Myofibroblasts contribute more or less to all steps of cancer
progression. Furthermore myofibroblasts play a key role in fibrosis, another serious human
disease which is not efficiently treatable and which is associated with cancer progression.
These facts made us to search for molecular means capable of eliminating the myofibroblastic
phenotype. We succeeded to entirely dedifferentiate primary myofibroblasts by concomitant
inhibition of TGFp signaling and perturbation of MAPK signaling in a chick model that we
have introduced.

Malignant fibroblasts form sarcomas. ECM is the first barrier interfering with the
migration of primary tumor cells and sarcoma metastasis. We have identified an expression
profile and its regulator EGR1 which are necessary for fibrosarcoma cells migration and
metastasis. Furthermore, we have shown that the amoeboid mode of invasion and the
Rho/ROCK/MLC signaling play a crucial role in metastasis of both experimental chicken and
rat sarcoma cells. The evolutionary conservation of these molecular mechanisms in birds and

mammals suggests their general importance for invasiveness of sarcoma cells.
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1. Cile

Cilem prace bylo ptispét k odhalovani molekuldrnich regulac¢nich schémat, které
ovladaji zménu fenotypu fibroblast-myofibroblast, nebot’ tyto zmény jsou vyznamné jednak pro
tvorbu nadorového stroma podporujiciho progresi nddoru a rovnéz pro rozvoj fibréz. Dalsim
cilem bylo studium molekularnich mechanizmu sarkomovych bun¢k, vedoucich k ucinné

migraci, prostupovani ECM a tvorb¢ metastaz.
Specifické cile této prace:
1) Zavést na pole studia myofibroblasti novy, snadno dostupny, nesav¢éi model a tento model

(CEDM) charakterizovat.

2) Zjistit roli signalizace drahou TGFp v udrzeni fenotypu buné¢k CEDM, nové zavedeného

modelu biologie myofibroblasti.

3) Nalézt bunécné a farmaceutické regulatory, které by byly schopné dediferencovat buiky
CEDM.

4) Identifikovat molekularni mechanizmy zodpovédné za invazivitu a metastazovani

modelovych sarkomovych bunék PR9692 a PR9692-E9.
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2 Uvod
2.1 Vznik a progrese rakoviny (Kancerogeneze)

Vznik a progrese rakoviny, jejichz dusledkem je tvorba metastaz, jsou velmi komplexni
procesy, které se skladaji z mnoha krokli. Béhem téchto procest se normalni télni bunky
transformuji v bunky rakovinné a spole¢né s buitkami nddorového stroma dévaji vzniknout
primarnim nadorim. Primarni nador se dale rozséva do vzdalenych organt a dava vzniknout
sekundarnim nadoriim, metastazam, v procesu nazyvaném metastazovani. Prvnim klicovym
krokem kancerogeneze je zména normalni buiiky v butiku nddorovou a tento proces je nazyvan
maligni (téZ neoplastickd) transformace buniky. Rakovinné bunky vznikajici z epitelovych
bunc¢k davaji vzniknout karcinomim, buiiky pochazejici z bunék mezenchymovych davaji
vzniknout sarkomdm. Transformované buiky, spolu sbunkami stroma obklopujicimi
transformované buiky, proliferuji a vytvaii specifické nadorové prostfedi. Takové prostiedi
usnadnuje tvorbu novych cév (angiogeneze), které ¢asto nemaji normélni stavbu. Cévy vzniklé
V nddorovém prostiedi umoziuji nddorim dale riist a metastazovat. Zvlastni naddorové prostredi
podporuje invazivitu (schopnost invaze) nadorovych bunék do dalSich tkani a metastazovani,
coz je pravdépodobné disledek snahy nadorovych bun¢k opustit nevlidné prosttedi primarniho
nadoru. Epitelové buitkky museji nejdiive ziskat vlastnosti migrujicich bunék, typické pro buiky
mezenchymové, tak zvanym epitelo-mezenchymovym piechodem (EMT). Invazivni rakovinné
bunky migruji/invaduji skrz ECM, kter4 je obklopuje a vstupuji do krevnich nebo lymfatickych
cév takzvanou intravasaci. KdyZ se nadorové bunky pohybuji v krevnim feéisti, jsou vystaveny
mnoha pro né nezvyklym stresim, se kterymi se musi vyrovnat. Velky tlak a riizna rychlost
proudici tekutiny v fecisti naptiklad klade velké naroky na mechanickou odolnost bunék.
Rakovinné buniky opousti krevni fecisté extravasaci v misté 1 velmi vzdaleném od primarniho
nadoru a tvofi nejdiive mikrometastazy, které mohou vyriist v makrometastdzy. V tvorbé
mikro- a makrometastaz jsou zapojené v zasad¢ stejné nebo obdobné procesy (migrace skrz
ECM, stromatogeneze, angiogeneze a ptipadné i proces obraceny k EMT - totiz mezenchymo-
epitelovy ptechod, MET), které byly potieba pro vznik primarniho nadoru (obr. 1). V pribéhu
vSech vyse zminénych procestt musi nadorové bunky také unikat imunitnimu systému. Vysoka
komplexita celého procesu vedouciho ke vzniku metastaz Cini tento proces velmi neucinny a
nuti nddorové bunky k neustalému pfizpiisobovani a ziskéani (alesponi u nékterych nadorovych
buné¢k) vlastnosti nadorovych kmenovych bun¢k (piehledné¢ (Kopfstein & Christofori, 2006;
Steeg & Theodorescu, 2008)).
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Obr. 1 Zjednodusené schematické zobrazeni nadorové progrese zaméiené na rakovinné buiiky.

Hned od pocatku rakovinné progrese hraje zcela zasadni roli nddorové mikroprostiedi.
Nadorové mikroprostiedi, které v mnoha aspektech pfipomind prostfedi hojici se rany, je
utvareno specifikou interakci mezi rakovinnymi bunikami a okolni tkani, nazyvanou nadorové
stroma. Zatimco se vyzkum rakoviny po velmi dlouhou dobu zamétoval na rakovinné bunky
samotné, béhem poslednich let na sebe ¢im dal vétsi pozornost strhava nadorové stroma a jeho
interakce s rakovinnymi bunkami. Ptibyva stale vice dikazi o kli¢ové tloze nadorového
stroma a jeho interakci s rakovinnymi bunkami pti vzniku rakoviny a jeji progresi. Navic se
ukazuje, ze analyza nadorového stroma zasadné piispiva ke klasifikaci a prognoze nékterych
rakovin (napf. u rakoviny prsu (Labiche et al, 2010; Planche et al, 2011) a rakoviny vaje¢nikt
(Finak et al, 2008). V nékterych ptipadech maji pro kategorizaci a prognézu rakovinnych

onemocnéni markery nadorového stroma vétsi vyznam, nez markery samotnych nadorovych
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Velmi vyznamnou bunécnou slozkou nadorového stroma predstavuji myofibroblasty,
které se zasadné podili na tvorbé nadorového stroma, napf. produkci a remodelaci
extracelularni matrix (ECM), nebunécné slozky nadorového stroma. ECM obklopuje rakovinné
bunky primarniho nadoru a piedstavuje prvni prekdzku rozsifovani rakovinnych bunck po téle.
Z toho vyplyva, ze schopnost invadovat/migrovat skrz ECM je pro rakovinné buiiky prvni a
zasadni podminkou, kterou tyto buiiky museji splnit v procesu vedoucim k tvorbé metastaz.
Zatimco dé&je zpusobujici neoplastickou transformaci bunék a tvorbu primarnich nadort byly
intenzivné studovany po dlouhou dobu a nahromadili jsme o nich velké mnozstvi poznatk,
vime jen relativné malo o mechanizmech, které stoji za procesem metastazovani. Vétsina (90%,
(Sporn, 1996)) pacienti se solidnimi nadory umira kvuli tvorb¢é metastaz, coz ¢ini metastaticky
medicinu. Navzdory obrovskému mnozstvi Usili a penéz, které byly do vyzkumu vedouciho
k 1é¢bé rakoviny investovany, 1écba rakoviny je v mnoha piipadech neucinna. Vzhledem k
faktu, ze metastazovani je hlavni pfi¢inou smrti pacientli s rakovinou, hlubsi porozuméni
procestim, které stoji za rozsévanim primarnich nadora po téle, by mélo vést k u€inné;si lécbe
rakoviny a celkové vétSimu prezivani pacientii. Z té€chto divodil jsme se v nasem vyzkumu
zaméfili na molekuldrni mechanizmy vedouci k dediferenciaci kli¢ovych bunék nadorového
stroma, myofibroblasti a mechanizmy dovolujici rakovinnym buiikdm u¢inné invadovat

nejenom skrz nddorové stroma, ale i do ostatnich tkéni.

2.2 Nadorové stroma v nadorovém mikroprostredi

Nadorové mikroprostiedi je vytvafeno interakci rakovinnych bunék s okolni tkani, ktera
dava vzniknout nddorovému stroma v procesu nazyvaném stromatogeneze. Vyvoj nadorovych
bunck k malignéjSim stadiim je doprovazen neustalou stromatogenezi, pii které se neustale
méni slozeni i struktura stroma obklopujiciho nadorové bunky (Menon & Beningo, 2011).
Relativni pomér stroma Kk rakovinnym buiikam v nadoru se li§i u riznych typa rakovin, ale
stroma muize tvofit dokonce vétSinu nadorové tkané€. Napiiklad u pokrocilé rakoviny vaje¢niktl
tvoii stroma mezi 7% a 83% nadorové masy, s medianem 50% hmoty (Strauli et al, 1983).
Nédorové stroma je velmi specifické a skladd se jak z bunécné (CAFs/myofibroblasty,
endotelidlni buiiky, imunitni bunky, atd.), tak nebunééné slozky (ECM, cytokiny, protedzy a
jejich inhibitory, atd.). Charakteristickymi rysy mikroprostiedi pevnych nadorG jsou napft.:
deregulované¢ pH, zmény v bunééném metabolizmu (,,Warburgliv efekt™), hypoxie, tvorba

abnormalnich cév, zanétlivé prostiedi a zvySena tuhost dand ECM.
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Deregulované pH je adaptivni odpovédi vétSiny nadorti. Rakovinné buniky maji, bez ohledu na
jejich ptivod, obraceny gradient pH. To znamenad, ze vnitrobunécné pH je neustale vyssi nez pH
extracelularni (Webb et al, 2011). V normalnich buiikach dospélého jedince se vnitrobunééné
pH pohybuje kolem 7.2 a extracelularni pH kolem 7.4. Rakovinné buiiky maji naopak
vnitrobunééné pH vyssi nez 7.4 a extracelularni pH nizsi nez 6.7-7.1 (Gallagher et al, 2008).
Tento obraceny pH gradient vede u rakovinnych bunck ke zvlaStnim vlastnostem, jako jsou
proliferace bez piitomnosti rustovych faktort, tUnik z apoptézy, navozeni zvlastniho
metabolismu, migrace a invazivity, které nakonec vedou k metastazovani. Kyselé¢ pH v okoli
rakovinnych bunék je disledkem metabolické adaptace na hypoxické nadorové prostiedi.
Hypoxie, niz$i hladina kysliku v tkani nez je obvyklé, je vysledkem intenzivni proliferace
bun¢k nadoru. S intenzivni proliferaci se totiz zvétSuje vzdalenost mezi builkami a cévami
krevniho Fecisté, které kyslik dodavaji (Brahimi-Horn et al, 2007a; Brahimi-Horn et al, 2007b;
Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007). Nedostatek kysliku uvniti nadorové masy vede k omezeni
mitochondrialni respirace a nuti nadorové bunky =ziskavat energii pfedevSim pomoci
glykolytické drahy. Je zajimavé, ze rakovinné bunky pouzivaji glykolytickou drahu jako zdroj
energie i Vv ptipad¢, ze maji dostate¢ny pfisun kysliku (aerobni glykolyza nebo ,,Warburgiiv
efekt”) (Guppy, 2002; Warburg, 1956; Xu et al, 2005). Glykolyza se tedy stava nezbytnou pro
pireziti nadorovych bunék (Bartrons & Caro, 2007). Tato adaptace rakovinnych bunék na
hypoxii vede k zvysené produkci kyselin, v dusledku zvySeného piijimani glukézy a jejiho
metabolizovani na kyselinu mlé¢nou i nedostate¢ného odstraniovani kyseliny mlééné a CO;
cévami, nedostupnymi uvnitt nadorové masy (Brahimi-Horn et al, 2007a; Brahimi-Horn et al,
2007b; Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007). Hypoxické prostiedi, spole¢né s dalsimi faktory
uvoliiovanymi rakovinnymi builkami vede k zapojeni stromalnich bunék do tvorby
abnormalnich cév, které maji nedokonalé stény (jsou déravé neboli fenestrované) a usnadiuji
ptipadny vstup nadorovych bun€k do krevniho fecisté pii metastazovani (Merlo et al, 2006;
Nagy et al, 2009). Stromalni buniky (pfedevsim myofibroblasty a buiiky imunitniho sytému) se
vedle bunék rakovinnych podileji na tvorbé zanétlivého mikroprostiedi. Myofibroblasty jsou
hlavnim bunénym typem zodpov&€dnym za charakteristické zvySeni tuhosti mista pevného
nadoru (Levental et al, 2009).

V této dizertatni praci jsem se zaméiil na interakci mezi nadorovymi buiikami,
myofibroblasty a produkty myofibroblastl, protoze tato interakce hraje zasadni roli v utvafeni
nadorového stromatu a prostupovanim nadorovych bunék stromatem, tim tedy i v progresi
nadorl a je pfedpokladem metastazovani. Navic myofibroblasty, vice nez jiné bunécné typy,

hraji dilezitou roli v ur¢eni celkového klinického vysledku v nékterych typech rakovin (Zhang
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et al, 2011). Interakce mezi nadorovymi bunkami, myofibroblasty a produkty myofibroblastt se

vvvvvv

lepsi pochopeni a naruSeni této interakce povede K vyznamnému zlepSeni v 1é¢bé rakoviny.

2.3 Myofibroblasty

Myofibroblasty jsou buiiky, které hraji zdsadni roli v homeostdzi tkani, hojeni ran za
fyziologickych podminek a ve vaznych lidskych patologiich jako jsou fibroza a rakovina.
Pivodné fyziologicky proces hojeni ran neni jak u fibrézy, tak rakoviny (tedy za patologickych
podminek) ukoncen. Navic rakovinnd onemocnéni jsou ¢asto spojena s fibrotickym stavem
nazyvanym dezmoplazie a rakovinné buiiky maji tendenci metastazovat do fibrotické tkané
(Barkan et al, 2010; O'Connell et al, 2011). Fibroblasty a myofibroblasty jsou z molekularniho
hlediska pomérné Spatn¢ charakterizované a zifejmé& proto neexistuje ucinna lécba jimi
zpusobenych onemocnéni (Kalluri & Zeisberg, 2006). Abychom Iépe pochopili maligni roli
myofibroblastii v rakoving, je tieba je 1épe charakterizovat a porozumét tlohdm myofibroblastt

V procesu hojeni ran i tvorbé fibroz (fibrogenezi), které jsou popsany nize.

2.3.1 Role myofibroblastii v hojeni ran

Myofibroblasty hraji kliCovou roli v procesu hojeni ran. Kdyz dojde k poSkozeni tkang,
v dusledku srazeni krevnich desti¢ek se v misté zranéni aktivuje diferenciace bun¢k na fenotyp
myofibroblastii. Krevni desticky se pfichycuji k exponovanému subendoteliu v misté zranénych
cév a uvolnuji jejich biologicky aktivni naklad (napt. TGF-B1, PDGF, IL1-B, MMPs, TIMPs),
predevsim z a-granuli (Barrientos et al, 2008). Degranulace krevnich destic¢ek vede k degradaci
bazalni membrany, indukci bunécné proliferace i migrace a rekrutovani bun€k imunitniho
systému a také bunék, které daji vzniknout myofibroblastim (Nurden, 2011). Rekrutované
imunitni bunky pak dale ovliviiuji cytokinové prostiedi hojici se rany, pro diferenciaci
myofibroblastii je zasadni produkce TGF-f1 makrofagy. Jak se hojici proces vyviji, rizné
bunééné typy diferencuji na myofibroblasty, ve kterych dochéazi k vytvoteni autokrinni smycky,
vedouci ke stalé tvorbé cytokini TGF-B1 a 3 (Demirci et al, 1996). Myofibroblasty secernuji
velké mnozstvi extracelularni matrix (ECM) a rozpustnych faktor, které pfispivaji
k remodelaci ECM, komunikaci s ostatnimi buiikami (napf. imunitniho systému, endotelii,

nervového systému, atd.) (piehledn¢ (Werner & Grose, 2003)). Myofibroblasty také tvofi
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vldkna z alfa aktinu hladkého svalstva (aSMA), kterd umoznuji kontrakci myofibroblastii a
uzavieni rany. Mistné specifickd kontrakce je zprosttedkovana fokalnimi adhezemi mezi
myofibroblasty a ECM (piehledné (Gabbiani, 2003)). Jakmile se rana uzavie, zméni se
rovnovaha mezi MMPs a TIMPs (secernovanymi myofibroblasty) ve prospéch degradace ECM
a populace myofibroblastii z rany vymizi. K vymizeni dochazi programovanou bunéénou smrti,
apoptdézou anebo nemozou (angl.. nemosis), kterd ma fadu spole¢nych ryst s nekrdzou spise
nez s apoptdzou (Desmouliere et al, 1995; Rasanen & Vaheri, 2010). Nakonec v misté zhojené
rany ziistavaji pouze dormantni fibroblasty. Za patologickych podminek (fibr6za, rakovina)
k vymizeni myofibroblastti nedochazi.

Zajimavé je, ze myofibroblasty mohou vzniknout z mnoha riznych typt bun¢k. Mezi
takové bunééné typy patii typicky lokalni (dormantni) fibroblasty (Hinz et al, 2001). Dalsim
zdrojem myofibroblasti jsou cirkulujici progenitory fibrocytl (buiiky odvozené z monocytl
pochazejicich z kostni dien¢) (Abe et al, 2001), které migruji z krevniho ob&hu do mista
zranéni. Z progenitord fibrocyti miize piekvapivé pochazet 30-50% myofibroblastl
podilejicich se na hojeni ran (Direkze et al, 2003; Mori et al, 2005). Tieti zdroj se sklada
Z bunéénych typu, které transdiferencuji do myofibroblastli. Mezi buiiky tietiho zdroje patii
pericyty (Rajkumar et al, 2005), ale i myoepitelové, endoepitelové bunky (viz. kapitola 2.3.2).
Pro diferenciaci riznych bunéénych typti na myofibroblasty hraje zasadni roli signalizace TGF-
B1 zminéna v pfedchozim odstavci, které je navic vénovana zvlastni kapitola 2.4 a mechanické

vlastnosti mikroprostiedi (Tomasek et al, 2002).

2.3.2 Role myofibroblasti ve fibroze

Pii fibroze, téZ nazyvané fibrotickym nebo fibroproliferativnim onemocnénim, dochazi
k proliferaci myofibroblasti a postupnému hromadéni ECM, ¢asto doprovazenému chronickym
zanétem, které vedou k nevratnému poskozeni postizené tkané€. Pokrocilé staddium fibrozy vede
k nevratnému poskozeni postizeného organu, jeho selhdni a casto i ke smrti pacienta.
Poskozeny mohou byt v§echny zivotné dulezité organy, Casto jatra, plice, ledviny, srdce a kiize
(Lopez-Novoa & Nieto, 2009; Pohlers et al, 2009). Odhaduje se, Ze chronicka ztrata funkce
organu (jako jsou kostni dfen, srdce, stieva, ledviny, jatra plice a klize) spojena s fibrézou
pfispiva po celém svété k jedné tieting pfirozenych imrti. Pfitom neexistuje u¢inna 1écba, ktera
by zabrénila vzniku fibréz nebo dokonce zvrétila jiz existujici fibrotické onemocnéni, ani u

jednoho organu (Zeisberg & Kalluri, 2013).
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Myofibroblasty, n¢kdy téz nazyvané ,aktivované fibroblasty* kvili jejich zvysenym
biosyntetickym a proliferacnim aktivitdm, jsou ve fibréze hlavnimi producenty ECM bohaté na
kolageny. Pro tyto bunky je typické vyrazné drsné endoplazmatické retikulum, velké jadérko a
kontraktilni aktinova vlakna slozena z aSMA (Gabbiani et al, 1971; Majno et al, 1971).
Neexistuje vSak marker, ktery by byl specificky pro vSechny myofibroblasty. Myofibroblasty
jsou totiz riznorodym bunénym typem, jehoz variabilita odrazi pravdépodobné ptiivod vzniku
téchto bunék. Proto je pro rozliSeni subpopulaci myofibroblastii potfeba dalSich specifickych
markert, stejn¢ jako u rozliSovani fibroblastii spojenych s nadory (CAFs), které jsou uvedeny
nize. Myofibroblasty se li§i nejenom mezi jednotlivymi organy, ale maji riznorodé fenotypy i
v ramci jednotlivych organt (Dvorak, 1986).

Myofibroblasty fibrotickych tkani pochazeji ze stejnych bunécnych typi jako normalni
myofibroblasty pfi hojeni ran. Do prvniho zdroje myofibroblasti patfi lokalni bunky
normalnich tkani jako fibroblasty nebo mezenchymové kmenové bunky (Marsh et al, 2013).
Druhy zdroj piedstavuji buiiky, jako jsou cirkulujici progenitory fibrocytt (Haemmerli et al,
1985; Hashimoto et al, 2004; Strauli et al, 1983), buiiky odvozené z kostni diené, které migruji
z krevniho ob&hu do mista nddoru, kde pak diferencuji. U nékterych typl fibroz tvofi bunky
odvozené z kostni diené az 20-40% myofibroblasti fibrotickych lezi (Direkze et al, 2004; Ishii
et al, 2005; Walker et al, 2011). Tteti zdroj se sklada z bunécnych typu, které transdiferencuji
na myofibroblasty. Mezi bunky tfettho zdroje patii pericyty, myoepitelové, endoepitelové
buniky (Dulauroy et al, 2012; Humphreys et al, 2010; Rajkumar et al, 2005; Zeisberg et al,
2007).

Ve vétsing ptipadi je fibroza doprovazend zanétem, podobné jako je tomu u hojeni ran
a nadorové stromatogeneze. Zanét muze byt u fibréoz disledkem pivodni infekce, ale
prototypické fibroza je spojend se sterilnim zanétem, vyvolanym pravdépodobné smrti bunék
vV misté fibrozy. Fibroézy doprovazi virové infekce (napf. jaterni hepatitidy), bakterialni infekce
(napt. pyelonefritida ledvin) a infekce mnohobunéénymi organizmy (napf. schistomiazy jater)
neni v klinické praxi schopné zastavit fibrogenezi. Takova fakta naznacuji, Ze zanétliva reakce
a fibrogeneze jsou dva nezavislé procesy. Zatim neni dostupna u¢inna 1écba, ktera by zabranila
vzniku fibroz nebo dokonce napravila jiz existujici fibrotické onemocnéni, ani u jednoho
organu. Protoze vSak fibrozy vSech organii sdileji velmi podobné histomorfologické rysy,
nabizi se lakava predstava, Ze existuji signalni drahy a regulace specifické pro vSechny fibrozy
(Zeisberg & Kalluri, 2013). Stale se doufa, ze mechanistické porozuméni obecnym fibrotickym

signalnim draham povede v budoucnu k vyvoji protifibrotickych 1€k, které¢ budou ucinné ve
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vSech organech (Wynn & Ramalingam, 2012). Nejvétsi nadéje jsou v soucasné dobé vkladany
do inhibice signalni drahy TGFp, protoze v experimentalnich modelech se této inhibici podaftilo

alespon zlepsit stav mnoha riznych typu fibroz (viz. kapitola 2.4).

2.3.3 Role myofibroblasti ve vzniku a progresi rakoviny

Takzvané fibroblasty spojené s nadory (CAFs) maji vétSinou vlastnosti myofibroblastii
a CAFs sfenotypem myofibroblasti jsou také Casto nazyvany jako aktivované CAFs.
Myofibroblasty pfedstavuji hlavni bunéénou slozku naddorového stroma a jsou to pfevazné tyto
bunky, které produkuji a remodeluji nebunécné slozky nadorového stroma. Jak bunécné, tak
nebunééné slozky stroma hraji kli¢ovou roli v promoci vzniku rakoviny a jeji progrese.

Aktivované CAFs/ myofibroblasty pfitomné v nddorové tkani mohou vzniknout
zriznych zdroji, coz velmi pifipominad situaci pii hojeni ran a fibroze. Nadorové
mikroprostiedi s hojici se ranou sdili mnoho rysti a proto jsou naddory popisovany jako nehojici
se rany (Dvorak, 1986). Ukazalo se, ze aktivované CAFs/ nadorové myofibroblasty opét
pochazeji ze tifi hlavnich zdroji. Prvnim zdrojem myofibroblasti jsou lokalni buiky
normalnich tkani jako fibroblasty nebo mezenchymové kmenové buiiky (Marsh et al, 2013),
rekrutované rakovinnymi bunikami. Tyto lokdlni bunky asi jako prvni reaguji na naruSeni
vyvolané rakovinnymi bunikami. Druhy zdroj pfedstavuji buiiky, jako jsou cirkulujici
progenitory fibrocyta (Haemmerli et al, 1985; Strauli et al, 1983), bufiky odvozené z kostni
diené, které migruji z krevniho ob&hu do mista nadoru, kde pak diferencuji. Tieti zdroj se
sklada z bunéénych typu, které transdiferencuji na myofibroblasty. Mezi burnky tietiho zdroje
patii pericyty, myoepitelové, endoepitelové bunky a dokonce samotné rakovinné epitelové
buniky (Marsh et al, 2013; Ronnov-Jessen et al, 1995).

CAFs jsou, stejné¢ jako myofibroblasty ucastnici se fibr6z a hojeni ran, velmi
heterogennim bunécnym typem, jejichz variabilita ziejmé odrazi rozlicny ptivod CAFs a
aSMA, ktera jsou charakteristickym rysem myofibroblasti a bun¢k hladkého svalstva. A¢koliv
existuji i dalsi markery buné¢k CAFs, jako jsou: vimentin, PDGF receptor alfa (PDGFR-a),
PDGF receptor beta (PDGFR-B), protein specificky pro fibroblasty (FSP-1) a protein aktivace
fibroblast (FAP) (Anderberg et al, 2009; Micke & Ostman, 2004; Paulsson et al, 2009;
Sugimoto et al, 2006), neexistuje jediny marker specificky znacici vSechny CAFs a jasné¢
odliSujici CAFs od normalnich myofibroblasti nebo blizce ptibuznych bunécnych typi. Proto

se Vv praxi obvykle pouziva kombinace nékolika markeri.
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Pozoruhodné je, ze mnoho rakovin je spojeno s dezmoplazii. Dezmoplézie je fibroticky
stav, charakteristicky akumulaci kolagenti typu I a III a degradaci kolagenu typu IV (typicky
pro bazalni laminu) (Huijbers et al, 2010; Kauppila et al, 1998) a dezmoplazie byla pozorovana
i v mistech vzniku metastaz (Kaplan et al, 2005). Spatna prognéza rakovinnych onemocnéni je
obecné spojovana s nadorovou dezmoplazii (Hasebe et al, 2002).

Dtikazy z posledni doby naznacuji, ze CAFs hraji velmi dulezitou roli v celém procesu
vzniku a progrese rakoviny a to od velmi ¢asného, preneoplastického, stadia az do kone¢né faze
nadorové progrese, metastazovani. Myofibroblasty produkuji ECM 1 rozpustné faktory a
souCasn¢ ECM remodeluji. Ovliviiuji tak chovéni a vlastnosti bun¢k ve svém okoli, vytvaii
prostor pro rust nadoru i nadorové specifické cytokinové prostiedi a ptispivaji tak k rekrutovani
bunck imunitniho systému, angiogenezi, EMT karcinomd, pfipravé tkdni pro metastazovani a
ve vysledku rozsévani rakoviny do dalSich organt, pficemz mnohé z vyjmenovanych procest

spolu vzajemné tizce souvisi.

2.3.3.1 Vztah myofibroblasti k mechanickym vlastnostem nadorového mikroprostredi

Mpyofibroblasty vyrazn¢ méni jak biochemické tak 1 mechanické vlastnosti
mikroprostiedi nddort, které nasledné plsobi na rakovinné bunky a pfispiva k vybéru
agresivnich podtypti nadorovych bunék, jejich invazivité a metastazovani, jak je podrobngji
uvedeno V nasledujicich kapitolach. Béhem progrese nadort vzrista rigidita jejich
mikroprostiedi (viz. kapitola 2.3.3.2). Pravé zvySena tuhost matrix v nadorovém mikroprostiedi
muze usnadnit vybér velmi invazivnich podtypti rakovinnych bunék. Pravdépodobné se tak
déje podobnym zptisobem, jako pii diferenciaci mezenchymovych kmenovych bunék na rizné
linie (Engler et al, 2006). Mechanické vlastnosti ECM, konkrétné jeji tuhost, jsou dulezité
v regulaci diferenciace, proliferace a bunéénych funkci nejen rakovinnych bunék, ale i
kmenovych bungk a fibroblasti (De Wever et al, 2008; Hotary et al, 2006; Levental et al, 2009;
Provenzano et al, 2009). Naptiklad epitelové buriky reaguji odlisn¢ na signalizaci cytokinem
TGF-B1 v zavislosti na tuhosti ECM, ktera je podklada (viz. kapitola 2.4) a pravdépodobné
proto tuhost ECM hraje roli i v EMT karcinomt (viz. kapitola 2.3.3.5). Hustd, rigidni
kolagenova sit’ zase vede ke zvySené signalizaci prostfednictvim kindzy fokalnich adhezi
(FAK) a p130Cas (Levental et al, 2009). FAK jednak signalizuje drahou RhoA a ovliviiuje tim
kontraktilitu aktinomyozinového cytoskeletu (tvorbu fokalnich adhezi a kontraktilnich vlaken)
a tedy i migraci bun¢€k (viz. kapitola 2.5) (Chen, 2008). Zadruhé FAK zesiluje signalizaci
drahou ERK a Akt, ¢imz reguluje proliferaci a motilitu bun¢k (Manning & Cantley, 2007).
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2.3.3.2 Remodelace ECM myofibroblasty

ECM se sklada ze sité biopolymert, které jsou tvofeny proteiny, proteoglykany a
glykosaminoglykany. SloZeni a struktura ECM je mezi riznymi misty odlisna. Velikost vlaken
biopolymerti a hustota sité, kterou biopolymery tvofi, ur¢uji mechanické vlastnosti ECM.
Zalezi tedy na mnozstvi kolagenovych vldken, jejich tloust’ce a vzajemném propojeni, které
dohromady urcéuji porozitu ECM (Shoulders & Raines, 2009). V nadorovém mikroprostiedi
prochazi ECM jak kvalitativnimi tak kvantitativnimi zménami, které nasledné ovliviiuji preziti,
proliferaci a migraci nadorovych bun¢k (Chun et al, 2006; Paszek et al, 2005). ECM
vV nddorovém mikroprostfedi je remodelovana pievazné¢ CAFs, které jsou zodpovédné za
produkci proteini ECM (napf. kolageny a fibronektin) i protedz a dalSich enzymu, které se
podili na posttranskripéni modifikaci proteinti tvoficich ECM. U solidnich nadorit dochazi
Vv jejich mikroprostfedi k zvySenému ukladani ECM a stim spojenym tuhnutim (zvySeni
rigidity) ECM. Jak jiz bylo zminéno, mnoho nadorti je spojeno s dezmoplézii, tedy fibrozou.
Pti dezmoplazii dochazi k akumulaci kolagent typu I a III a degradaci kolagenu typu IV
(typicky pro bazalni laminu) (Huijbers et al, 2010; Kauppila et al, 1998). Dezmoplazie byla
navic pozorovana i v mistech vzniku metastaz (Kaplan et al, 2005). Tuhnuti nadorové ECM
souvisi s kovalentnim provdzanim kolagenovych molekul lyzyl oxidazou (LOX). Z pocatku
karcinogeneze (u nadoru prsu) je LOX tvotfena hlavné myo/fibroblasty, ale v pozd¢jsich fazich
ji tvofi i hypoxické karcinomové bunky (Levental et al, 2009; Santhanam et al, 2010).
Remodelace zplisobena LOX nasledné podporuje migraci a invazivitu nddorovych bungk a tedy
obecné progresi nadoru (Levental et al, 2009). Zvysena tuhost nadorové matrix spolu se
Spatnym cévnim a lymfatickym zasobenim vede ke zvyseni tlaku tkanového moku, coz brani
doruceni chemoterapeutickych latek dovnitf nadoru. Bylo ukézdno, Ze experimentalni
odstranéni CAFs (zpisobujicich ztuhlost ECM) vedlo k lepSim vysledkim chemoterapie u
adenokarcinomt a (Olive et al, 2009). Vedle tuhosti ECM putisobi v mikroprostiedi nadoru
mechanickou silou 1 tok tkanového moku. Tok tkanového moku uvnitt nddoru plsobi invazi
fibroblasti dovnitf nddoru a remodelaci ECM, které nasledn€ usnadnuji invazivitu nadorovych
buné¢k. Takova aktivace fibroblastl k migraci je aktivovana TGF-B1 a remodelace ECM souvisi
predevsim s degradaci kolagenovych vldken pomoci MMPs. Uvolnénou cestou skrz ECM pak
mohou rakovinné bunky migrovat (Shieh et al, 2011). Ostatné byla také pozorovana spole¢na
migrace CAFs a rakovinnych bunck skrz ECM. CAFs opét vytvarely cestu, kterou migrovaly
rakovinné bunky (Gaggioli et al, 2007). CAFs krom¢ kolagent ve velkém mnozstvi produkuji
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dalsi dvé dualezité slozky ECM nadori, totiz fibronektin a hyaluronan. CAFs vedle fibronektinu
produkuji i jeho variantu ED-A, ktera je typicky vyrabéna myofibroblasty (Kalluri & Zeisberg,
2006). Fibronektin, ktery reguluje strukturu kolagenovych vlaken (Velling et al, 2002), je
ligandem velkého mnozstvi rodiny integrinovych receptoru (Gaggioli et al, 2007) a proto je
dulezity v adhezi, ristu a migraci bun¢k (Pankov & Yamada, 2002). Pritomnost fibronektinu ve
stromatu nadorti pozitivné koreluje se sekreci MMPs a s metastazovanim lidskych nadort
(Kaplan et al, 2005). Vysoka produkce hyaluronanu v nadorové ECM vede k rekrutovani
makrofagii spojenych s nddory, které nasledn€ hraji vyznamnou roli v tvorbé novych cév
(Kobayashi et al, 2010).

Dulezitou nebunécnou slozkou, jejiz sekreci CAFs remodeluji ECM, jsou matrixové
metaloproteinazy (MMPs) a jejich inhibitory (TIMPs). MMPs totiz vedou k degradaci ECM,
¢imz zaprvé vytvaii prostor pro expanzi nadorovych bunék, nové vznikajici cévy anebo cesty
pro migrujici rakovinné buiiky. Zadruhé uvoliiuji membranovée a jinak vazané rustové faktory a
zatfeti $tépi adhezivni molekuly, jako jsou kadheriny, ¢imz podporuji EMT a motilitu bunék
(DeClerck & Elble, 2010; Heddleston et al, 2010). CAFs typicky secernuji MMP-2, MMP-3 a
MMP-9, ale i dalsi MMPs (Simian et al, 2001; Taddei et al, 2013). Naptiklad MMP-9,
secernovana CAFs, indukovala u bun¢k karcinomu prostaty EMT (Shoulders & Raines, 2009)
nebo MMP-13, secernovana CAFs, uvoliuje VEGF z ECM, ¢imz podporuje angiogenezi a
invazivitu melanomovych bunék nebo karcinomu dlazdicovych bunék (Wheaton & Chandel,
2011).

2.3.3.3 Sekrece rozpustnych faktori myofibroblasty

Dilezitou slozkou nadorového mikroprostfedi, kterou do zna¢né miry ovliviiuji CAFs,
jsou rozpustné faktory. Rozpustné faktory uvoliiované CAFs se tedy podili na interakci mezi
CAFs a nadorovymi bunkami, pficemz tyto faktory vyznamné ovliviiuji proliferaci a invazivitu
nadorovych bunék. Mezi tyto rozpustné faktory patii naptiklad rastové faktory HGF, TGF-f1,
bFGF, EGF, VEGF, IGF, NGF a cytokiny SDF1 i IL6. HGF aktivuje v rakovinnych bunkach
signalni drahu spousténou receptorem c-Met, kterd indukuje rist nddorovych bun¢k i jejich
invazivitu, metastazovani (Jedeszko et al, 2009; Peters & Adjei, 2012) a rezistenci nadorovych
bunék ke konven¢nim inhibitorim receptort EGF (Cirri & Chiarugi, 2012; Wang et al, 2009b).
TGF-B1 se vénuje kapitola 2.4. VEGF je zasadné dulezity pro tvorbu novych cév (angiogeneze
a lymfangiogeneze), které¢ slouzi nejen pro zasobovani nadorti zivinami, ale usnadiiuji i

metastazovani nddord. VEGF totiz zvySuje propustnost cév, ¢imZ usnadiiuje intravasaci i
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extravasaci nadorovych bun¢k (Carmeliet & Jain, 2011; Nagy et al, 2009). Dusledkem
propustnéjsich cév se také zvysuje tlak tkanového moku v misté nadoru (Nagy et al, 2009).
Z faktori FGF secernovanych CAFs napiiklad FGF1 zvySuji migracni a invazni vlastnosti
bunék kolorektalniho karcinomu pies signalizaci receptorem FGFR3 (Henriksson et al, 2011).
Prozéanétlivé mikroprostiedi nadorti je spoluvytvareno CAFs i rakovinnymi buiikami sekreci
interleukint, interferonti a ¢lenti cytokinové rodiny TNF (Rasanen & Vaheri, 2010). CAFs
secernuji cytokiny a chemokiny, které vedou k infiltraci mista nddoru imunitnimi buiikami a
spolu podporuji vznik novych cév a ve vysledku metastazovani (Gerber et al, 2009). Produkce
takovych faktortt (SDF1, IL-6, IL-1B) je v CAFs do zna¢né miry spousténd transkripénim
faktorem NF-«B (Erez et al, 2010). V ptipad¢ rakoviny slinivky bii$ni kombinace faktori
SDF1 a IL-8 vede u rekrutovanych endotelovych bunék k aktivaci angiogenniho programu
(Matsuo et al, 2009). Produkce SDF1 miize byt kromé NF-«xB ftizena i transkripénim faktorem
HIF1, ktery je aktivovan hypoxickymi podminkami (Toullec et al, 2010). SDF1, uvoliiované
CAFs, nejen podporuje angiogenezi mobilizaci prekurzor endotelovych bunék z kostni diené,
ale indukuje i rist rakovinnych bun€k (Orimo et al, 2005) a zprostiedkované i mezenchymoveé-
améboidni pfechod rakovinnych bunck, ¢imZz usnadiiuje jejich invazivni vlastnosti a
metastazovani (viz. kapitola 2.5). Jinym chemokinem, ktery mohou CAFs produkovat a
podporovat jim angiogenezi, rast a infiltraci nadortt makrofagy, je CXCL14 (Augsten et al,
2009). Dalsi rastové faktory produkované myofibroblasty jako bFGF, EGF, IGF, NGF

stimuluji rist karcinomovych bunék (Bhowmick et al, 2004).

2.3.3.4 Myofibroblasty/ECM v efektu prekancerozniho pole (tzv. field cancerization)

Podle klasického pojeti kancerogeneze vznikne nejdiive rakovinna burika a jeji interakci
s okolni tkani vznikaji bunky nadorového stroma. Bez rakovinnych bunék tedy bunky
nadorového stroma nevzniknou. Nedavno vSak bylo ukézano, Ze v nékterych ptipadech mize
prekancer6zni stroma vést ke vzniku rakoviny. Konkrétné epigenetické zmény v koZnich
fibroblastech mohou vést ke vzniku karcinomu dlazdicovych bunék. Epigenetické zmény nebo
mutace (zpisobené napiiklad UV zafenim) inaktivujici signalni drahu Notch vedou ke zménam
koznich fibroblasti, které¢ tim ziskdvaji vlastnosti aktivovanych CAFs (myofibroblastil).
Takové bunky se vyznacuji expresi aSMA a jinych markert aktivovanych CAFs, zvySenou
produkci FGFs a matrixovych metaloproteinaz, stejn¢ jako sekreci tenascinu C a periostinu
(Hu et al, 2012). Zajimavé je, ze o tenascinu C a periostinu je znamo, ze se podileji na tvorbé

niky rakovinnych bun¢k (Oskarsson & Massague, 2012) a nadorové angiogenezi (viz. kapitola
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2.3.3.6). Prilehlé epidermalni keratinocyty, buiiky tvotici vnéjsi vrstvu klize, ndsledné extréme
proliferuji (hyperproliferuji), coz je stav vedouci k rozvoji rakoviny. Aktivované fibroblasty
podobné CAFs mohou déle zptisobovat genetickou nestabilitu okolnich bun€k prostfednictvim
reaktivnich kyslikovych intermediati (Radisky et al, 2005). Daéle je pozoruhodné, Ze v okoli
nejsiln€js$i epidermalni proliferace se hojn¢ vyskytuji zanétlivé buitkky. Ty mohou pfispét
ke kancerogenezi uvoliiovanim reaktivnich kyslikovych intermediatii, zvySujicich riziko dalsi
mutageneze a také navozenim zvlastniho prostfedi bohatého na urcité cytokiny a ristové
faktory. Tento Cerstvy piiklad dokazuje, ze aktivace fenotypu myofibroblastii mize za urcitych

okolnosti vést 1 ke vzniku rakovinnych bunék.
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Obr. 2 Dvé cesty indukované UV zaifenim vedouci ke Kkarcinomu dlazdicovych bunék. V dobie
prostudovaném procesu (1) UV zéfeni zpusobuje mutace v bazalnich keratinocytech, vedouci k rakoving. V 1ézich
tvotenych prekancer6znimi keratinocyty (tzv. aktinicka keratoza, AK) ¢asto dochazi k mutaci p53. S ptibyvajicimi
mutacemi v genech, jako jsou NOTCH1 a NOTCH2, se aktinicka keratoza vyviji na karcinom dlazdicovych bunék
(SCC). V druhém modelu (2) navrzeném Hu et al. (2012) UV zafeni inaktivuje epigenetickymi mechanizmy
signalni drahu Notch v koznich fibroblastech. Takové zmény vedou k tvorb&é bunék podobnych CAFs, které
produkuji vice ristovych faktorti, proteini ECM a protedz, jejichz plisobenim se zvySuje proliferace prilehlych
epidermalnich keratynocytd. Oblasti zvySené epidermalni proliferace jsou postupné stale bohatsi na zanétlivé
buiiky (CD45"), které piispivaji k proliferaci keratinocytii a vytvoteni aktinické keratozy, ktera se dal vyviji na
karcinom dlazdicovych bunék (SCC). Podle (Vanharanta & Massague, 2012), upraveno.

2.3.3.5 Role myofibroblasta v EMT rakovinnych bunék

Epitelové-mezenchymovy piechod (EMT) je proces epigenetickych zmén, kterym
epitelové buiky ziskaji migracni a jiné vlastnosti bun¢k mezenchymovych. Tento proces je
zasadni pro progresi karcinomti a CAFs se podili na jeho navozeni hned né¢kolika zplsoby
(Kalluri, 2009; Thiery et al, 2009). CAFs konkrétné secernuji fadu rozpustnych faktori i slozek
ECM a remodeluji ECM, ¢imz EMT ptimo navozuji anebo usnadiuji (viz. kapitoly 2.3.3.2,
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2.3.3.3 a 2.4). Bylo ukéazéno, ze hladina proteini E-kadherinu (adhezni molekula) a Slug
(transkrip¢ni faktor), dulezitych v EMT, souvisi s rigiditou mikroprosttedi nadort (Parsons et
al, 2010). Pro ziskani mezenchymového fenotypu je, mimo jiné, potieba aktivovat transkripéni
program fizeny proteinem Slug a rozvolnit pevné kontakty mezi epitelovymi buitkami
(zprosttedkovanych E-kadherinem). Hladina E-kadherinu je vy$$i u bunék na mék¢éim
podkladu, zatimco na tuzSim podkladu klesa. Naopak hladina proteini Slug je
v karcinomovych buiikkach niz8§i na mékkém podkladu. S rigiditou mikroprostiedi nadori
souvisi 1 reakce epitelovych bun€k na signalizaci TGF (viz. kapitola 2.4), kterd se vyznamné

podili na EMT karcinomt.

2.3.3.6 Role myofibroblasti v nadorové angiogenezi

Angiogeneze hraje dulezitou roli v progresi nador(, protoze umoziuje nejen zasobovani
nadord zivinami a odstrafiovani toxickych metabolitll, ale usnadiiuji i metastazovani nadora.
Cévy nadort jsou totiz abnormalni, nedokonalé¢ a kvili tomu i mnohem propustnéjsi, coz
usnadiuje intravasaci i extravasaci nddorovych bun¢k. Disledkem propustnéj$ich cév se také
zvySuje tlak tkdilového moku v misté nadoru, ktery pfispiva k specifickému mikroprostiedi
nadord. Neni tedy divu, Ze tvorba abnormalnich cév nadora slouZzi jako prognosticky marker
nadorové progrese a jejiho kone¢ného dasledku, metastazovani. (Nagy et al, 2009). Rakovinné
buiky sice mohou produkovat proangiogenni faktory, u mnoha nadori ale mnohem vétsi
mnozstvi proangiogennich faktort tvoii buniky nadorového stroma (Thijssen et al, 2004).
Hypoxické mikroprostiedi nadoru ovliviiuje vedle rakovinnych bunék i bunky stroma a vede k
profibrogennimu a proangiogennimu chovani CAFs. Takové chovani muZe byt u CAFs
indukovano rozpustnymi faktory (jako je PDGF), produkovanymi rakovinnymi bunkami
velkého mnozstvi riznych nadort, i bez ohledu na obsah kysliku v okoli (Pietras & Ostman,
2010). CAFs se na angiogenezi podili mnoha riznymi aktivitami. Jsou to uz zminéna sekrece
rastovych faktortt (VEGF, ale i bFGF), proteaz (MMP-13), sloZzek ECM (tenascin C, periostin)
1 rekrutovani raznych bunécnych typli a nasledné ovlivnéni chovani rekrutovanych bunck
(Vong & Kalluri, 2011). Rekrutované bunécné typy se podili na tvorbé specifického
cytokinového prostiedi (napf. imunitni buiikky) nebo se ptimo podili na tvorbé novych cév
(napf. endotelové bunky a jejich prekurzory, pericyty,....). Celkem vzato, CAFs hraji
V angiogenezi nadord prominentni roli a je tfeba s ni pocitat napt. v antiangiogenni terapii

nadoru.
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2.3.3.7 Interakce myofibroblastii /ECM s imunitnim systémem v nadorovém stroma

Nadorové bunky ovlivituji reakce imunitniho systému ve vét§iné nebo mozna dokonce
vSech rakovinach (Hanahan & Weinberg, 2011). CAFs ovliviwji zanétlivé mikroprostiedi
nadortt dvéma principialné odliSnymi mechanizmy. V prvnim mechanizmu CAFs produkuji
prozanétlivé proteiny a latky, kterymi rekrutuji makrofagy, neutrofily a jiné stimulacni
imunitni bunky. Rekrutované bunky pak podporuji rizné aspekty nadorové progrese (Boersma
et al, 2008; Elkabets et al, 2011; Silzle et al, 2003). V druhém mechanizmu CAFs produkuji
faktory, které brani bunkdm imunitniho systému v nalezeni a napadeni nadorovych bunék
(Stover et al, 2007). Naptiklad CAFs melanomu brani cytotoxickému ptsobeni bun¢k NK jak
pfimym mezibunéénym (bunka - buika) kontaktem, tak uvolfiovanim PGE2 (Balsamo et al,
2009). U adenokarcinomi CAFs zase potlacuji imunitni reakce produkci proteinu FAP
(Kraman et al, 2010). V souladu s roli CAFs, coby negativnich modulatorti imunitni reakce
v mikroprosttedi nddort, je pozorovani, ve kterém odstranéni CAFs z experimentalniho nadoru
prsu (odstranénim FAP) vede k potlateni metastazovani nadorti. Toto potlac¢eni bylo zptisobeno

pfeménou imunitniho mikroprostiedi z Th2 odpovédi na Thl (Liao et al, 2009).

2.3.3.8 Myofibroblasty /ECM a selekce agresivnich subtypii nadorovych bunék

CAFs prispivaji k selekci agresivnich subtypti nadorovych bun€k. Ziskani vlastnosti
kmenovych bunék buitkami rakovinnymi vede k jejich zvySené agresivité a metastazovani (Tu
et al, 2002) Bylo ukazano, ze CAFs zpiisobenim EMT u karcinomovych bunék prostaty navodi
vlastnosti typické pro kmenové bunky. Takové rakovinné buniky pak mnohem vice
metastazovaly (Giannoni et al, 2010). Vlastnosti kmenovych bunék ziskaly i buiniky rakoviny
slinivky bfiSni (pankreas) kokultivaci s hvézdicovitymi buikami pankreatu (hlavnim
profibrogennim bunéénym typem slinivky bfisni) (Hamada et al, 2012). K selekci agresivnich
podtypt nadorovych bunék CAFs ptispivaji také remodelaci ECM (zmény biochemickych 1
mechanickych vlastnosti), ktera mize zpusobit EMT (viz. kapitola 2.3.3.5) nebo uréity typ

invazivity (viz. kapitola 2.5).

2.3.3.9 Role myofibroblasta /ECM v pripravé tkani pro metastazovani /v pripravé

metastatické niky

Myofibroblasty se podili i na piipravé tkani vzdalenych orgéni pro metastazovani

nadorovych bunék, pfipravuji takzvanou metastatickou niku. Podle Pagetovy hypotézy
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»seminka a pudy“ (angl. ,,seed and soil*), dochédzi k metastazovani do mist, kde je pfiznivé
(,,urodné*) prostiedi (Paget, 1989). Podle jiné hypotézy dochazi k tvorbé metastaz v mistech,
ktera jsou svymi biomechanickymi vlastnostmi velmi podobna mistu primarniho nadoru (Casto
ztuhlému, fibrotickému). Nedavno bylo ukdzdno, ze buinky nadorového stroma lidského
karcinomu uvolnuji ur¢ité mikrovezikuly (mikrovacky) obsahujici napi. nukleové kyseliny
(DNA, mRNA, microRNA), které slouzi ke komunikaci mezi buiitkami stroma, butikami
rakovinnymi i vzdalenymi bunikami jinych orgdnu, kde se tyto vezikuly podileji na ptiprave
pre-metastatické niky (Grange et al, 2011). CAFs experimentalnich nadorti prsu produkuji
faktor S100A4, ktery zpusobuje zvySenou infiltraci T Ilymfocytd do plic jesté pied
metastazovanim. T lymfocyty néasledné navozuji cytokinové podminky, které jsou ptiznivé pro
vznik metastaz (Grum-Schwensen et al, 2010). Rakovinné buiiky maji tendenci metastazovat
do fibrotické tkan¢ (Barkan et al, 2010; O'Connell et al, 2011). Bylo ukazano, ze cytokinové
mikroprostiedi obecné vytvarené myofibroblasty obsahuje napt. IL1b, TNF-o a SDF1 stimuluje
adhezi a naslednou transendotelialni migraci rakovinnych bun¢k (Kukreja et al, 2005; Rahn et
al, 2005). Periostin, soucast ECM je zase dulezity pro udrzeni vlastnosti rakovinnych
kmenovych bunék a tedy je zasadni pro vznik metastaze (Malanchi et al, 2012).

V misté metastazy nasledné myofibroblasty podporuji proliferaci rakovinnych bun¢k (Olaso et
al, 2003).

Dale bylo ukazano, Ze metastazujici buniky si mohou s sebou do mista vznikajici
metastaze piinést jejich ,,vlastni ptidu®, konkrétné stromalni komponenty z primarniho nadoru.
Buiiky nadorového stroma (konkrétné CAFs) v takovém piipad€ putuji spolu s metastazujicimi
rakovinnymi buiikkami, chrani rakovinné bunky v krevnim feciSti pfed smrti vyvolanou
neuchycenim k podkladu (anoikis) a zajistuji tak rakovinnym buikam dlouhodobé preziti a
prolifera¢ni vyhodu v metastatickych nodulech (Duda et al, 2010). V souladu s pfinasenim
vlastniho stroma do mist tvorby metastaz je i pozorovani, ve kterém CAFs a rakovinné buiiky
migruji spole¢né skrz ECM, pficemz CAFs pomoci proteaz vytvari cesty, kterymi se nasledné
pohybuji buiky rakovinné (Gaggioli et al, 2007). V jiném modelu bylo ukazano, Ze injekce
rakovinnych bunék spolu s bunikami stroma (CAFs) vede k vyrazné vyssi tvorbé metastaz, nez

kdyz byly injikovany samotné rakovinné bunky (Giannoni et al, 2010).

2.3.3.10 Rozdily mezi myofibroblasty a fibroblasty spojenymi s nadory (CAFs)

Do jaké miry se CAFs odliSuji od myofibroblasti u¢astnicich se hojeni ran neni stale

jasné. Faktem je, Ze fibroblasty izolované z deseti rliznych anatomickych oblasti a nasledné
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aktivované sérem (napodobuje reakci aktivovanou pii hojeni ran) mély spolecny transkripéni
profil s buiikkami CAFs, izolovanymi z riznych karcinoml. Tento spolecny transkripéni profil
je u CAFs spojeny s rozvojem metastaz u pacientl s rakovinou prsu, plic a zaludku (Tchou et
al, 2012). Zatim neexistuje jednotny nazor na to, jestli se u CAFs vyskytuji genetické anebo
epigenetické zmény obecného charakteru. Jsou prace, které u CAFs dokladaji obecné genetické
zmény jako napf. mutace tumorsupresorovych genti PTEN a p53, ztratu heterozygozity anebo
zmény poctu kopii alel (Fukino et al, 2007; Kiaris et al, 2005; Kurose et al, 2002; Moinfar et al,
2008; Patocs et al, 2007; Weber et al, 2007) a zaroven jsou prace, které témto zavérim odporuji
(Qiu et al, 2008; Wallace et al, 2011; Walter et al, 2008; Weinberg, 2008). U rakovin prsu a
prostaty byly pozorovany epigenetické zmény v metylaci promotort, které souvisely se
$patnymi klinickymi vysledky. Rada praci tedy doklada, e u CAFs ke genetickym a
epigenetickym zméndm dochézi. Tyto zmény mohou byt zptisobené vlivem mutagent a faktora
z vné¢jsiho prostiedi (Hu et al, 2012) anebo je mohou piimo vyvolavat rakovinné bunky.
Napriklad bunky karcinomu prostaty byly v mySim modelu schopné parakrinnim
mechanizmem vyvijet selekéni tlak na CAFs, vedouci ke zvySené proliferaci bunck s nizkou
hladinou p53 (Hill et al, 2005) nebo mohou rakovinné butiky puisobit na CAFs prostiednictvim
uvoliovanych exozoémut (mikrovezikuld), které umoziuji ptenos genetické informace i napf.
miRNA pusobici epigeneticky. Pienos miRNA byl pozorovan i prostfednictvim mezerovych
spoju (angl. gap junctions) mezi buiikami nadorového stroma a bunkami rakovinnymi (Lim et
al, 2011). CAFs s genetickymi anebo epigenetickymi zménami mohou nasledné reagovat na
podnéty z okoli jinym zptisobem nez myofibroblasty ucCastnici se hojeni ran a vice piispivat
k rozvoji nadorovych onemocnéni (viz. napt. (Mensing et al, 1983; Patocs et al, 2007)). Je tieba
nashromazdit vice dikazli, aby bylo mozné fici jak se CAFs od myofibroblastii ucastnicich se
hojeni ran 1isi a jakou roli hraji pfipadné rozdily v rozvoji nadorovych onemocnéni. Takova
zjiSténi by mohla ovlivnit piipadné terapeutické pfistupy, které se zaméfuji na interakci mezi

CAFs a rakovinnymi bunikami.

2.3.3.11 CAFs jako cil protinadorové terapie

CAFs jsou v poslednich nékolika letech povazovany za slibny cil v protinadorové 1é¢bé

z nasledujicich divodi. Za prvé jsou CAFs v porovnani s rakovinnymi bunikami mnohem

vvvvvv

predevsim CAFs, které jsou zodpovédné za vlastnosti nadorové ECM, branici difuzi

protinadorovych latek solidnimi nadory. Za tfeti CAFs podporuji ptezivani, proliferaci a
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invazivitu rakovinnych buné¢k (Cirri & Chiarugi, 2012). Nejedna prace ukazala, ze odstranéni
CAFs a dalsich komponent nadorového stroma vedla kvyrazné lepSimu ucinku
protinadorovych latek (Muerkoster et al, 2004; Olive et al, 2009). CAFs také zprosttedkovavaji
rezistenci k anti-angiogenni 1é¢bé nadort (Crawford & Ferrara, 2009). V budoucnu by tedy
kombinovana 1écba zaméfend proti CAFs (nebo nadorovému stroma obecné) a soucasné
rakovinnym buinikdm mohla vést k lepsim klinickym vysledkiim. Pfestoze se v soucasné dobé
klinicky testuje né€kolik nadéjnych piistupu (Cat et al, 2006; Mann et al, 2007; Scott et al,
2003), zacilenych na CAFs a jimi zprostiedkované pusobeni na mikroprostfedi nadoru,
momentalné nejsou 1éky interferujici sufinky CAFs vpraxi dostupné. Protoze
myofibroblasty/CAFs mohou vzniknout mnoha riiznymi zptsoby a hraji riznym zptisobem roli
ve velkém mnozstvi procesii nddorové progrese, nelze ocekavat, Ze by ucinna protinadorova
lé¢ba zacilena na CAFs byla zaloZzena na zabranéni vzniku CAFs nebo interferenci s jednou
konkrétni roli CAFs v fad¢ procest podilejicich se na nadorové progresi. Proto je tieba nadale
intenzivné studovat obecné mechanizmy dulezité v udrzeni funkci myofibroblasti/CAFs i

interakce mezi rakovinnymi buiikami a CAFs.

2.4 Role signalizace drahou TGFp v biologii myofibroblasti a progresi rakovinného
bujeni

Signalizace drahou TGFp zdsadnim zplsobem ovliviiuje fenotyp myofibroblastii jak pii
hojeni ran, tak u fibréz a stromatogeneze nadorti. Signalizace drahou TGFP hraje dalezitou roli
Vv progresi rakoviny, nebot’ reguluje diferenciaci myofibroblasti, proliferaci epitelovych bunék
a fungovani imunitniho systému, tedy reguluje prakticky vSechny slozky nadoru. Signalizace
drahou TGFB ma profibrotickou roli ve fibrogenezi vSech organit a TGF-B1 je prototypickym
fibrotickym rastovym faktorem (Zeisberg & Kalluri, 2013). TGF byl ptivodné identifikovan
jako faktor zplsobujici riist embryondlnich ledvinnych fibroblast nezavisle na pfichyceni
k podkladu (Roberts et al, 1982). Ustiedni role TGF-B1 ve fibrogenezi byla objevena pii
indukci fibrotickych lezi, vytvofenych v disledku injekce purifikovaného TGF-B1 do podkozi.
Velmi silnd exprese TGF-B1, pozorovana ve vSech fibrotickych tkanich, vede k produkci
kolagent fibroblasty, bez ohledu na jejich pivod (Abraham et al, 2000; Hogaboam et al, 2000;
Kim et al, 1998; Romanelli et al, 1997). TGF-B1 zaroven aktivuje expresi SMA a dalSich
komponent kontraktilniho aparatu myofibroblasti (Malmstrom et al, 2004). Zasadni roli TGF-
B1 ve fibrogenezi potvrdilo pozorovani, Ze neutralizace antisérem vedla K zlepSeni stavu
experimentalnich zvifat s fibrozou kize, ledvin, jater, plic i srdce (Border et al, 1990; Denis,
1994; Kuwabhara et al, 2002; Roberts et al, 1986). Protoze zasadni role TGF-B1 ve fibroze tkani
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doposud nebyla v zadném organu zpochybnéna, je TGF-Bl a jim spousténa signalizace
povazovana za hlavni cil pfipadné 1é¢by fibrotickych onemocnéni (Leask & Abraham, 2004).
V dnesni dob¢ bézi klinické pokusy, ve kterych se sleduje uc¢inek neutralizujicich protilatek
proti TGF-B1 v systémové sklerdze, myelofibroze a diabetické nefropatii (Wynn &
Ramalingam, 2012).

V pocatecnich fazich vyvoje karcinomi TGFP pisobi spiSe jako tumor supresor,
protoze inhibuje proliferaci epitelovych bunék a navozuje jejich apoptozu. Poté se ale role
TGFB méni a TGFB zacind kancerogenezi podporovat indukci EMT a zvysSené bunécné
motility (Massague, 2008) (obr. 3). Ve zméné role TGFB ve vyvoji nadord hraji dulezitou
ulohu mechanické vlastnosti mikroprosttedi, které vyrazné ovliviiuji myofibroblasty.
Riizna tuhost ECM reguluje funkéni odpovéd’ bunék na TGFp. Ptfi nizké tuhosti mikroprostiedi
TGF-B1 indukuje apoptozu, zatimco zvySena tuhost vede k EMT (Leight et al, 2012).
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Obr. 3 Rozli¢na role signalizace TGFp a role myofibroblasti ve vzniku karcinomii.

(a) v blizkosti normalni epitelové tkané se nachazi dormantni fibroblasty a ostatni podpirné mezenchymové
bunééné typy, které spolecné potlacuji nevhodnou nebo preneoplastickou proliferaci epitelovych bunék.
Uvoltiovany cytokin TGFB brani proliferaci a muze navodit i apoptézu epitelovych bunék. (b) Preména
normalniho epitelového mikroprostiedi na preneoplastické nebo neoplastické souvisi s aktivitou myofibroblastt.
(c) Progrese karcinomi zavisi na vzajemné signalizaci mezi rakovinnymi butikami a CAFs. TGFp secernovany
CAFs, spolu s dalsimi faktory vede k EMT bunék karcinomu a rakovinné buiky tak ziskavaji nové vlastnosti
(vedle migracnich i vlastnosti kmenovych bunék), které jim usnadiiuji metastazovani. Upraveno podle Schauer et

al., 2011.

35



2.5 Invazivita rakovinnych bunék

Interakce ECM (produkovanou pievazné myofibroblasty) a nadorovych bunck silné
ovlivituje schopnost nadorovych bunék invadovat do okolnich tkani, coz je pfedpokladem pro
metastazovani nadorti. Invaze matrix nddorovymi buiikami je jednim z nejcasnéjSich a
klicovych krokti procesu metastazovani. Vlastnosti ECM urcuji strategii a i¢innost bunécné
migrace. Rakovinné buniky mohou migrovat skrz ECM: 1) cestami (dirami, tunely), které
v ECM vytvotily jiné bunééné typy, 2) dirami/tunely, které si tvofi samotné rakovinné bunky
pomoci vlastnich MMPs (zasadni roli hraje MT1-MMP) pii tzv. mezenchymovém zplsobu
pohybu (Sabeh et al, 2009) a 3) protahovanim a protla¢ovanim se skrz ECM améboidnim
zpusobem bez degradace ECM. Diry v ECM mohou vytvaiet buiiky nadorového stroma, jako
jsou CAFs/myofibroblasty, buiikky hladkého svalstva nebo buiikky endotelové, procesem
zavislym na MMPs (Filippov et al, 2005; Gaggioli et al, 2007; Hiraoka et al, 1998; Chun et al,
2004; Sabeh et al, 2004). Jak jiz bylo zminéno, rakovinné buiitky mohou spolupracovat napft.
s CAFs a migrovat spolecné, pficemz rakovinné bunky vyuZivaji schopnosti CAFs degradovat
ECM (Gaggioli et al, 2007). Cesta uvolnéna pro migrujici rakovinné buriky se miize nachézet i
v mistech poskozenych krevnich a lymfatickych cév a v nekrotické tkani MMPs (Nagano et al,
2008).

Pti améboidnim pohybu maji migrujici bunky zakulacenou morfologii a spiSe se skrz
ECM protahuji anebo protlacuji, nez aby ji degradovaly (pomoci MMPs) (Rosel et al, 2008).
Z tohoto diivodu mohou byt protinddorové latky cilené na protedzy a integriny neucinné
(Friedl, 2004; Pani et al, 2009; Yilmaz & Christofori, 2010). Pii améboidnim zptsobu pohybu
hraje dilezitou roli kontrakce kortikalniho aktinomyozinového cytoskeletu (Sahai & Marshall,
2003). Ta umoznuje bunikam protahovat se skrz jiz existujici mezery v ECM a pfizpusobovat
tvar bunky volnému prostoru. V regulaci aktinomyozinového cytoskeletu obecné hraji
dulezitou roli molekuly RhoA, ROCK a MLC, které jsou soucasti jedné regulacni drahy (obr.
4) a pti améboidnim zpisobu pohybu byla pozorovana jejich zvysena aktivita (Rosel et al,
2008; Sahai & Marshall, 2003; Wyckoff et al, 2006). RhoA je maly GTPazovy (jeho aktivita je
tizend vazbou GTP) protein z proteinové superrodiny Ras, jehoz aktivita reguluje aktinovy
cytoskelet. RhoA aktivuje Rho kinazu ROCK, ktera fosforyluje lehky fetézec myozinu (MLC)
a fosfatazu MLC (Amano et al, 2010). Fosforylace fosfatazy MLC vede k jeji inaktivaci a tedy
zvySeni hladiny fosforylovaného MLC. Fosforylace MLC aktivuje ATPazovou aktivitu
myozinu II, disledkem ¢ehoZ dojde ke kontrakci aktinomyozinového aparatu. Pfi améboidnim

pohybu dochazi také ke snizené tvorbé integrinti o231 a sniZeni fosforylace kinazy fokalnich
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adhezi (FAK) (Carragher et al, 2006; Rosel et al, 2008) , coz naznacuje mensi nebo zadné
pozadavky na tvorbu fokalnich adhezi a jimi zprostfedkovanou signalizaci. Nizka adheze bunék
k podkladu podporuje jejich zakulaceni a dovoluje améboidnim bunikam relativné rychly pohyb
trojrozmérnym (3D) prostfedim. Piestoze se o améboidni invazivité¢ a jeji zavislosti na
signalizaci drahou Rho/ROCK/MLC za podminek in vitro vi pomérné dost (Friedl & Wolf,
2010; Sahai & Marshall, 2003), stale neni dostatek dikazl o jeji skute¢né roli a potiebné
signalizaci in vivo, obzvlasté pii metastazovani (Pankova et al, 2010; Sahai, 2007; Wyckoff et
al, 2006). Neékteré prace naznacuji, Ze prepinani mezi améboidnim a mezenchymovym
zpusobem zalezi na hustoté sit¢ ECM (Brabek et al, 2010; Harley et al, 2008; Sabeh et al,
2009), pticemz améboidni zpisob migrace se uplatituje predevsim v prostiedi s mensi hustotou
ECM, zatimco v prostfedi husté sit¢ tuhé ECM se spiSe uplatiiuje mezenchymovy zpiisob
migrace, zavisly na degradaci ECM pomoci MMPs. ZvySenou tuhost prostfedi buiiky vnimaji
fokalnimi adhezemi zprostfedkovanymi integriny a proteiny jako jsou napi. vinkulin, talin,
FAK, p130Cas a filamin A (Gehler et al, 2009; Geiger et al, 2001; Giannone & Sheetz, 2006;
Mohl et al, 2009). Pokud je prostiedi pfili$ tuhé a nedovoluje améboidni pohyb, dojde k AMT,
ktery souvisi s obnovenim zvysené tvorby fokalnich adhezi, tvorbé bunécnych vybézkl a tedy
protazené buné¢né morfologii, typické pro mezenchymovy zptisob pohybu (Peyton et al, 2008).
V experimentalnich 3D podminkidch maji mezenchymové se pohybujici bunky typicky
protazeny tvar (morfologii) (Polyak & Weinberg, 2009). Je pravdépodobné, Ze nadorové bunky
pfepinaji zplsoby pohybu podle podminek, ve kterych se nalézaji. Pfi mezenchymové-
améboidnimu pfechodu (MAT) se aktivuje epigeneticky program, vedouci k améboidnimu

zpusobu pohybu bunék a pii AMT se aktivuje mezenchymovy zpiisob pohybu.
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Obr. 4 Zjednodusené schematické zobrazeni regulaé¢ni signalni kaskady proteini RhoA, ROCK a MLC v
regulaci kontrakce aktinomyozinového cytoskeletu. RhoA aktivuje Rho kinazu ROCK, ktera fosforyluje lehky
fetézec myozinu (MLC) a fosfatizu MLC. Fosforylace fosfatizy MLC vede k jeji inaktivaci a tedy zvyseni
hladiny fosforylovaného MLC. Fosforylace MLC aktivuje ATPazovou aktivitu myozinu II, disledkem c¢ehoz

dojde ke kontrakci aktinomyozinového aparatu.

CAFs mohou pomoci secernovanych faktorti neptimo aktivovat améboidni invazivitu a
S ni spojené metastazovani rakovinnych bungk, jak bylo ukazano u rakoviny prostaty (obr. 5).
CAFs totiz secernovanim SDF1 stimuluji rekrutovani prekurzorii endotelovych bunék (EPCs)
do mista nadoru. Interakce bun€k EPCs a rakovinnych bunck prostfednictvim povrchovych
molekul ephrinAl a EphA2 vede u rakovinnych bunék k MAT, nadorové angiogenezi a
indukované adhezi rakovinnych bun€k k endotelim a migraci skrz n€ a nakonec k G€¢innému
metastazovani (Taddei et al, 2011; Taddei et al, 2009). Obdobn¢ interakce prostiednictvim
EphA2 pravdépodobné vede k MAT (zavislé na aktivit¢ RhoA) 1 u rakovinnych bunéck

melanomu (Parri et al, 2009), coZ naznacuje obecnou platnost tohoto mechanizmu.
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Obr. 5 CAFs neprimo aktivuji améboidni invazivitu a s ni spojené metastazovani rakoviny prostaty. CAFs
secernovanim SDF1 stimuluji rekrutovani prekurzori endotelovych bunék (EPCs) do mista nadoru. Interakce

bunék EPCs a rakovinnych bunék prostiednictvim povrchovych molekul ephrinAl a EphA2 vede u rakovinnych
bun¢k k mezenchymoveé-améboidnimu ptechodu (MAT), nddorové angiogenezi, indukované adhezi rakovinnych

bunék k endoteliim i migraci skrz n¢ a nakonec k G¢innému metastazovani. Podle Taddei et al., 2013, upraveno.

2.6 Rodina transkripénich faktori EGR

Rodina transkripcnich faktort EGR ma ¢tyfi Cleny, konkrétné EGR1, EGR2, EGR3 a
EGR4. Nazev rodiny je zkratkou anglického nazvu Early Growth Response, ktery odrazi fakt,
Ze tyto proteiny byly objeveny jako produkty gend, jejichz exprese byla rychle aktivovana po
stimulaci buné¢né proliferace sérem (Hallahan et al, 1991; Chavrier et al, 1988; Lemaire et al,
1990; Mages et al, 1993; Milbrandt, 1987; Muller et al, 1991; Ouellette et al, 1990). Vsichni
¢tyfi Clenové sdileji kromé mechanizmu regulace transkripce 1 nékteré strukturni prvky. Dva
¢lenové této rodiny, EGR1 a EGR4, hraji dilezitou roli v procesech, které jsou predmétem

studia této prace, a proto je jim vénovana v této ¢asti pozornost.

2.6.1 Struktura, vlastnosti a regulace aktivity proteini rodiny EGR

Vsichni c¢lenové rodiny EGR maji vysoce homologni DNA vazebnou doménu
umisténou na C-konci proteinu (Elrod-Erickson et al, 1998; Miller & Pabo, 2001; Nardelli et al,
1992; Pavletich & Pabo, 1991). DNA vazebna doména obsahuje tfi typické motivy zinkovych
prsti (Cys2-His2) (obr. 6a) a u vSech ¢lend rozeznava sekvenéni motiv DNA: GCG G/TGG
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GCG (Christy & Nathans, 1989a; Lemaire et al, 1990). Dalsi homologni doménou je tzv. R1
doména, konzervovana u vSech ¢lenti rodiny EGR, kromé EGR4. R1 doména se nachézi
Vv blizkosti motivu prvniho zinkového prstu a pfimo zprostifedkovava interakci s korepresory
NAB. Ostatni ¢asti proteinti rodiny EGR jsou mezi jednotlivymi ¢leny pomérn¢ variabilni.

Proteiny rodiny EGR interaguji s jinymi proteiny, které interaguji s dal§imi proteiny a
dohromady vytvari komplexy regulujici transkripci (Dillon et al, 2007; Luciano & Wilson,
2003; Silverman et al, 1998; Vo & Goodman, 2001). Dulezitou roli ve funkci proteinit EGR1-3
hraje interakce s dvéma ¢leny rodiny transkripénich korepresori NAB (NAB1 a NAB2).
Proteiny NAB totiz rekrutuji komplex histondeacetyldz, které nasledné brani transkripci
regulované transkripénimi faktory EGR (Srinivasan et al, 2006; Swirnoff et al, 1998), ptesto
v nékterych ptipadech mohou proteiny NAB transkripci i aktivovat (Sevetson et al, 2000).
Zajimavé je, ze proteiny EGR aktivuji transkripci a syntézu proteini NAB, ¢imZ se vytvafi
smycka negativni zpétné vazby (Mechta-Grigoriou et al, 2000) (obr. 6b). Transkripce gent
kodujicich proteiny EGR je do zna¢né miry pod kontrolou signalni drahy MAPK. Signalizace
drédhou MAPK vede k aktivaci prvni viny transkripce, transkripce velmi ¢asnych gent (angl.
~immediate early genes), do které patii i geny kodujici proteiny EGR (Chavrier et al, 1989;
Christy & Nathans, 1989Db). Proteiny EGR néasledné tidi transkripci uritych genti, mezi jinymi
vSak aktivuji transkripci negativnich reguldtori signalizace drahou MAPK, fosfataz
MKP2/DUSPS5 (Berasi et al, 2006; Zhang et al, 2001), ¢imz se vytvaii smycka negativni zpétné
vazby regulujici signalizaci drdhou MAPK (obr. 6b).

2.6.2 Funkce proteint rodiny EGR

Proteiny EGR mohou byt soucasti rliznorodych komplexti regulujicich transkripci
v riznych typech bunék a mohou tedy hrat i rtiznou roli. Naptiklad EGR1 je potifebny pro
plodnost samic (reprodukéni systém) (Lee et al, 1996; Topilko et al, 1998) a zaroven hraje roli
vV paméti (centralni nervovy systém) (Jones et al, 2001). VSichni ¢lenové rodiny EGR jsou
zapojeni ve vyvoji a fungovani mozku (O'Donovan et al, 1999; Perez-Cadahia et al, 2011).
Zaroven se ukazalo, ze n€které role ¢leni rodiny EGR jsou pravdépodobné redundantni (Boyle
et al, 2009; Chen et al, 2005). Bude potieba mnoho dalsi prace, abychom dobie pochopili role
proteinli EGR ve slozité transkripéni regulaci rozlicnych typt bunék. Pro tuto praci je podstatna
pfedevsim role proteinu EGR1 v udrZeni fenotypu myofibroblasti a jeho ucast v rozlicnych

nadorovych onemocnénich.

40



Role EGR1 v biologii myofibroblasti a rozvoji fibroz se vénovala jiz fada praci
(pfehledné¢ (Bhattacharyya et al, 2013; Bhattacharyya et al, 2011)). Znich vyplyva, Ze
Vv lidskych koznich fibroblastech aktivni signalizace drahou vede k tvorbé EGRI, ktery
nasledné aktivuje syntézu kolagenu typu I (Chen et al, 2006). U mysi bez genu kodujiciho
EGRI1 dochazelo ke Spatnému hojeni ran kiize a fibroblasty z takovych mysi hlife migrovaly a
diferencovaly v myofibroblasty (Wu et al, 2009). Vysoka hladina EGR1 byla pozorovana u
fady fibrotickych onemocnéni, napt. ve sklerodermé (Bhattacharyya et al, 2008) nebo plicni
sarkoidéze (Bihl et al, 2006). ZvySena hladina EGR1 byla pozorovana u lidskych nadori, jako
jsou karcinom prostaty (Eid et al, 1998), melanom (Seykora et al, 2003) nebo rakovina jicnu
(Wang et al, 2009a). EGR1 ve spolupraci s dal$imi transkripénimi faktory (TBX2, B-katenin)
podporuje proliferaci bun€k rakoviny prsu (Redmond et al, 2010) a rozvoj hepatocelularniho
karcinomu (Lu et al, 2012). U lidskych bunék karcinomu prostaty hraje EGR1 roli v regulaci
ristu nadorovych bunék jak in vitro, tak in vivo (Yang et al, 2006). Zvysena hladina EGR1
souvisi 1 s aktivnim metastazovanim karcinomti zaludku, mocového méchyie a
meduloblastomi (Egerod et al, 2009; Chopra et al, 2003; Kobayashi et al, 2002; Zheng et al,
2010). EGR1 také muze podporovat nadorovou progresi melanomu tim, Ze prostfednictvim
HGF (jehoz tvorbu aktivuje) indukuje tvorbu fibronektinu a CD44 (Damm et al, 2010; Gaggioli
et al, 2005; Recio & Merlino, 2003). V ruznych typech nadori EGR1 pravdépodobné piispiva
k metastazovani aktivaci transkripce genu kodujiciho heparanazu, enzym §tépici heparan sulfat
(slozku ECM) (de Mestre et al, 2005; Ogishima et al, 2005). Existuje vSak i prace ukazujici
protirakovinné ucCinky EGR1. EGR1 muze aktivovat expresi genu kdédujiciho tumorsupresor
p53, ktery brani bunkam s poSkozenym genomem pokracovat v bunécném déleni (Krones-
Herzig et al, 2003).

Druhym ¢lenem rodiny EGR podstatnym pro tuto praci je EGR4. O funkci proteinu
EGR4 je zndmo jen velmi malo, nebyl totiz prakticky studovan. O EGR4 bylo publikovéno, Ze
hraje dtlezitou roli v casné fazi meidzy pii vzniku spermii, jak odhalila analyza mysi
s mutovanym genem EGR4. Mutovana zvifata byla fenotypicky normalni, pouze samci byli

neplodni (Tourtellotte et al, 1999).
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Obr. 6 Struktura a regulace aktivity proteini rodiny EGR

a) Struktura proteini rodiny EGR podle O’Donovan et al., 1999, upraveno. U kazdého proteinu jsou v zavorce

uvedeny alternativni nazvy. b) ZjednoduSené schématické zobrazeni regulaci aktivity proteini EGR.
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3. Material a metody
3.1 Buné¢né kultury a optisobeni bunék in vitro

Kufeci primarni kozni myofibroblasty (CEDM, z anglického Chicken Embryo Dermal
Myofibroblasts) byly ziskany z koznich explantatl pfipravenych z desetidennich embryi kufat
(Gallus gallus) plemene Brown Leghorn. CEDM migrovaly z rozstithanych kousku kuze
oddélenych z embrya a umisténych na kultiva¢ni misku s rastovym médiem. Po dvou
nasledujicich pasazich byly ziskany kultury homogennich a fenotypicky stabilnich bunék
CEDM, které byly pouzity pro transfekce. Stabiln¢ transfekované buiiky CEDM byly
pfipraveny kotransfekci arteficidlnim, replikatné nekompetentnim retrovirovym plazmidem
SFCV a pomocnym virovym plazmidem RCAS-BPA vpoméru 3:1. Kotransfekované
plazmidy, davajici vzniknout pfislusnym bunkam CEDM, jsou uvedeny v tabulce 1 (bunky,
replikaéné nekompetentni plazmid, pomocny virovy plazmid. Transfekce byla provedena podle
instrukci vyrobce transfekénim cinidlem Lipofectamine 2000 (Invitrogen). 48 hodin po
transfekci byly buniky pasazovany a selektovany po jeden tyden v piitomnosti G418 (500
ug/ml). Buitky DF1-RCAS, DF1-RCAS-TGFB3"" a DF1-RCAS-TGFB3“*“® byly pfipraveny
transfekci kuteci (Gallus gallus) bunééné linie DF1 (Himly et al, 1998) ptislusnym
rekombinantnim replikacné kompetentnim retrovirovym plazmidem RCAS (tab. 1). Retrovirus

RCAS proinfikoval bunécnou kulturu beéhem tfi nasledujicich pasazi.
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replikacné nekompetentni | pomocny virovy
buiiky plazmid plazmid
CEDM SFCV SFCV-LE RCAS-BPA
CEDM SFCV-EGR4 RCAS SFCV-EGR4 RCAS-BPA
CEDM SFCV-EGR4 RCAS-TGFB3V' SFCV-EGR4 RCAS-TGFB3"T
CEDM SFCV-EGR4 RCAS-TGFB3%>*® SFCV-EGR4 RCAS-TGFB3%®®
CEDM SFCV-BAMBI RCAS SFCV-BAMBI RCAS-BPA
CEDM SFCV-FOXG1 RCAS SFCV-FOXG1 RCAS-BPA
CEDM SFCV-Ha-Ras(G12V) RCAS SFCV-Ha-Ras(G12V) RCAS-BPA
CEDM SFCV-NAB1 RCAS SFCV-NAB1 RCAS-BPA
CEDM SFCV-PDGFB SFCV-PDGFB RCAS-BPA
CEDM SFCV RCAS-PDGFB SFCV-LE RCAS-PDGFB
DF1-RCAS RCAS-BPA

DF1-RCAS-TGFB3“®®

RCAS-TGFB3®°®

DF1-RCAS-TGFB3™"

RCAS-TGFB3""

PR9692-dnMLC2

SFCV-dnMLC-GFP

PR9692-dnRhoA

SFCV-GFP-dnRho

PR9692-mock

SFCV-LE

PR9692-E9-caRhoA

SFCV-GFP-caRhoA

PR9692-E9-ME-EGR1

SFCV-ME-EGR1

PR9692-E9-mock

SFCV-LE

Tab. 1 Kombinace retrovirovych vektori pouzitych pro pfipravu jednotlivych typi bunék s exogenné

exprimovanymi geny.
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Bunééna linie PR9692 je odvozena z nadoru, ktery vznikl po injekci DNA konstruktu

KF6K4cl2 do vnéjsi ¢asti prsniho svalu experimentalniho kufete ¢islo 9692. Konstrukt
KF6K4cl2 obsahoval cDNA kodujici v-src, umisténou mezi sekvencemi LTR viru RSV (LTR -
v-SRC — LTR) (Plachy & Vilhelmova, 1984). Burniky pochazejici z kouski nadoru kufete
¢.9692 byly kultivovany v tkanové kultufe a pasazovany do doby, kdy se samovolné
imortalizovaly. Imortalizované buiiky byly nésledné¢ pasdzovany v bunécné kulture pres deset
let (vice nez 500 zdvojeni za 200 pasazi).
Bunky rostou konstantni rychlosti a jsou klonogenni. Schopnost tvofit kolonie je asi 50%. Klon
PR9692-E9 byl piipraven limitnim fedénim linie PR9692 v 175. paséazi. Testované geny byly
do bunék PR9692 a PR9692-E9 vnaseny prostfednictvim replikacné nekompetentniho retroviru
SFCV-LE. Retrovirové castice vznikly v obalovaci (pakazovaci) liniit KUNDRA po transfekci
bunck KUNDRA replikacné nekompetentnim retrovirovym plazmidem SFCV-LE. Kontrolni
bunky PR9692-mock a PR9692-E9-mock byly pfipraveny infekei ptislusnych bunék prazdnym
retrovirem SFCV-LE. Bunééné linie PR9692-dnMLC a PR9692-dnRhoA byly pfipraveny
stejnym zpusobem jako buiiky PR9692-mock, pouze misto prazdného viru SFCV-LE byl
pouzit piislusny rekombinantni vektor SFCV, jak je uvedeno v tabulce 1. Bunééné linie
PR9692-E9-caRhoA a PR9692-E9-ME-EGRI1 byly pfipraveny stejnym zpisobem jako bunky
PR9692-E9-mock, pouze misto prazdného viru SFCV-LE byl pouzit pfisluSny rekombinantni
vektor SFCV, tab. 1. Infikované bunky byly selektovany po jeden tyden v pfitomnost G418
(500 pg/ml). Selektované klony byly spojeny do jediné bunééné kultury. Vznik krysich bunék
A3 (celym jménem A337/311RP) a RsK4 a jejich vlastnosti byly popsany jiz diive (Cavanna et
al, 2007; Vesely et al, 1968). Bunéc¢na linie A3dnRhoA byla piipravena tak, aby bunécna linie
A3 stabiln€ exprimovala dominantn€ negativni variantu RhoA (inaktivujici mutace TI9N;
(Conrad et al, 2007)) fazovanou s GFP z integrovaného plazmidu pEGFP-dnRhoA. Buné&tna
linie A3dnMLC byla pfipravena tak, aby bun&cné linie A3 stabilné exprimovala dominantné
negativni (nefosforylovatelnou) variantu MLC (mutace T18A, S19A; (Croft et al, 2005))
fazovanou s GFP z integrovaného plazmidu pEGFP-dnMLC. Bunky byly selektovany v
pfitomnosti G418 (400 pg/ml) a z prezivsich kloni byly vybrany buiky pozitivni na GFP
pomoci FACS (FACSVantage SE, BD Biosciences).

Jak bunky CEDM, tak bunky DF1 byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco‘s
modified Eagle’s medium, D5546, Sigma), doplnéném glukézou (4.5g/1), L-glutaminem,
penicilinem, streptomycinem, 4% fetalnim telecim sérem (PAA) a 2% kufecim sérem (Sigma).
Buniky PR9692 a vSechny buiiky z nich odvozené byly kultivovany v médiu IMDM (Iscove’s

modified Dulbecco’s medium), doplnéném penicilinem, streptomycinem, 8% fetalnim telecim
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sérem a 2% kufecim sérem. Pfi testovani mozného vlivu proteintt TGFP z kultiva¢niho média
(konkrétné€ séra) na aktivitu signalni drahy TGFp v buiikkach CEDM bylo pouzito bezproteinové
médium BioWhittaker® UltraDOMA™-PF (Lonza) doplnéné penicilinem a streptomycinem.
Krysi buitkky A3 a RsK4 byly kultivovany v médiu DMEM (Gibco), doplnéném glukézou
(4.59/), L-glutaminem, pyruvatem, penicilinem, streptomycinem, 1% MEM neesencialnimi
aminokyselinami (Gibco) a 10% fetdlnim telecim sérem (Sigma). Buitky CEDM, DF1, A3 a K4
byly kultivovany pti 37°C ve vlhké atmosféie s 5% CO,. Builky PR9692 a PR9692-E9 byly
kultivovany pti 41°C ve vlhké atmosfére s 5% CO».

Cas zdvojeni buné&énych linii byl uréen jako praméméa hodnota i ¢ast zdvojen,
spocitanych pii za sebou jdoucich pasazich bun¢k v exponencialni fazi rastu.

Pro inhibici signalni drdhy TGF-B byl v experimentech pouzit inhibitor kinadzové
aktivity TGFBR1 - receptoru | pro TGFp - 1l (2-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)-
1,5-naftyridin) od firmy Calbiochem rozpustény v DMSO. Ve vSech experimentech byla
pouzita 500 nM koncentrace tohoto inhibitoru. Pii kratkodobych kultivacich (pro mikrocipovou
analyzu a semikvantitativni PCR) byly buiiky kultivovany v pfitomnosti inhibitoru po 48 hodin
a nasledné sklizeny. Pfi dlouhodobych (15 dni) kultivacich bunék CEDM s inhibitorem pro
analyzu proteint byl inhibitor nahrazen novym inhibitorem spole¢n¢ s kultivaénim médiem pfi
kazdé pasazi nebo kazdych 48 hodin. Buitkky CEDM byly také inkubovany v pfitomnosti latek
TPA a U0126. TPA (12-O-tetradecanoylforbol-13-acetat) od firmy Sigma byl rozpustén v
DMSO a pouzit v 10 nM koncentraci ve vSech experimentech. Latka U0126 (Sigma) byla takeé

rozpusténa v DMSO a pouzita v 10 uM koncentraci ve v§ech experimentech.

3.2 Konstrukce DNA vektoru

Plazmid SFCV-EGR4 byl piipraven vpravenim cDNA kodujici kompletni kufeci EGR4
mezi restrikéni mista Hindlll a Xbal vektoru SFCV-LE (Fuerstenberg & Vennstrom, 1993).
Plazmid SFCV- BAMBI byl ptipraven vpravenim cDNA kodujici kompletni kufeci BAMBI
mezi restrikéni mista ECORV a Xbal vektoru SFCV-LE. Plazmid SFCV-FOXGI1 byl pfipraven
vpravenim cDNA kodujici kompletni kufeci FOXG1 mezi restrikéni mista EcoRV a Clal
vektoru SFCV-LE. Plazmid SFCV-Ha-Ras(G12V) byl pfipraven vpravenim cDNA kédujici
kompletni lidsky Ha-Ras(G12V) s bodovou mutaci ménici glycin 12 na valin (konstitutivné
aktivni varianta) mezi restrikéni mista HindIIl a Xbal vektoru SFCV-LE. Plazmid SFCV-
NABI byl pfipraven vpravenim cDNA kodujici kompletni kufeci NAB1 mezi restrikéni mista
Hindlll a Xbal vektoru SFCV-LE. Plazmid SFCV-PDGFB byl pfipraven vpravenim cDNA
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kodujici kompletni kufeci PDGFB mezi restrikéni mista Hindlll a Xbal vektoru SFCV-LE.
Plazmid SFCV-GFP-dnRhoA byl pfipraven ptenesenim tseku kodujiciho fuzni rekombinantni
protein GFP-dnRhoA (mezi restrikénimi misty EcoRI a Nhel) z vektoru pEGFP-dnRhoA
(nesouci RhoA stabilizujici mutaci F25N a inaktivujici mutaci T19N) (Conrad et al, 2007) do
vektoru SFCV-LE (mezi restrikéni mista HindIIl a Xbal). Plazmid SFCV-GFP-caRhoA byl
zkonstruovan stejnym zpusobem jako SFCV-GFP-dnRhoA, ale jako vychozi vektor poslouzil
PEGFP-caRhoA (nesouci RhoA stabilizujici mutaci F25N a aktivujici mutaci G14V) (Conrad
et al, 2007). Plazmid SFCV-dnMLC-GFP byl piipraven pienesenim tseku kodujiciho fazni
rekombinantni protein dnMLC-GFP (mezi restrikénimi misty HindIIl a Notl, Notl kohézni
konec byl zatupen pomoci polymerazy Pfu) z vektoru pEGFP-dnMLC (Croft et al, 2005) do
vektoru SFCV-LE (mezi restrik¢ni mista Hindlll a EcoRV). Plazmid SFCV-ME-EGR1 byl
pfipraven vpravenim cDNA kodujici kompletni kuteci BAMBI spojené se sekvenci
kodujici epitop proteinu myc (ME) mezi restrikéni mista HindIII a Xbal vektoru SFCV-LE.
Sekvence kodujici (AEEQKLISEEDLL) a pfipojujici ME na 3’konec cDNA BAMBI je dlouhd
50 nukleotida.

Plazmid RCAS-TGFB3"“T byl pfipraven vpravenim cDNA kédujici kufeci TGFB3 celé
délky mezi restrikéni mista Not I a Cla I vektoru RCAS-c-qin vector (Chang et al, 1996) a tedy
vyménou useku kédujiciho c-gin (FOXG1) za usek kodujici TGFB3WT. ¢cDNA kédujici kufeci
TGFP3 celé délky byla ziskana pomoci RT-PCR a vpravena mezi volné konce vektoru
pBlueScript SK, ziskané $tépenim vektoru restrikénim enzymem EcoRV. Pro RT-PCR byla
pouzita celkovd RNA z bun¢k CEDM a pro amplifikaci cDNA koédujici TGFB3 byly pouZity
primery 5'-CATGAAGATGTACGCGCAAAGG a 5-GACTGCCAGACCCTAAGCCACA.
Plazmid RCAS-TGFB3“*“® byl zkonstruovan stejnym zptsobem, ¢cDNA pro TGFB3 ale
obsahuje dvé bodové mutace. Tyto mutace koduji substituce cysteinti za seriny (C227S a
C229S) a byly do cDNA vneseny pomoci primerti 5'-
GTATACACAGCCCTAGCCATACTTTTCAGCCCAATG a 5'-
GTATACTGATTTCCAGGCCGAG.

Ptresnost amplifikace DNA pomoci PCR pii konstrukci plazmidi byla pokazdé ovéfena
sekvenovanim.

Konstrukce fagové DNA KF6K4cl2, pouzité pro indukci nadoru v kufeti PR9692, byla
popsana jiz diive (Svoboda et al, 1986).

Plazmid p6H-EGR4, pouzity pro stabilni expresi rekombinantniho proteinu EGR4
Vv bakteriich E.coli pro naslednou imunizaci kraliki vzniklym proteinem, byl vytvofen

nahrazenim sekvence kodujici GST ve vektoru pGEX-5X3 (Amersham Pharmacia Biotech)
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sekvenci fragmentu cDNA EGR4 spoluse sekvenci kodujici Sest histidini na N-konci.
Fragment cDNA odpovidal sekvenci kodujici aminokyseliny 58-256 proteinu EGR4. Plazmid
pVL1393-EGR1, pro expresi rekombinantniho proteinu NABI v sytému bakulovirus — hmyzi
buiika, byl pfipraven vpravenim cDNA kodujici kufeci NAB1 celé délky mezi volné konce
upraveného vektoru pVL1393, ziskané §tépenim vektoru restrikénim enzymem Ndel. Uprava
vektoru pVL1393 spocivala ve vneseni sekvence kodujici Sest histidind pred restrikéni misto
Ndel.

3.3 Izolace RNA, PCR, RT-PCR agPCR

Celkova RNA byla izolovéana z bunék, sklizenych tésn¢ pted dosazenim konfluence, za
pouziti lyzacniho roztoku Trizol reagent (Invitrogen). Sklizené lyzaty byly zpracovany podle
navodu vyrobce roztoku Trizol reagent (Invitrogen). cDNA byla pfipravena z 1.5 pg celkové
RNA pouzitim 200 U M-MLV reverzni transkriptazy (Promega) v reakci o objemu 15 pl
Vyslednd cDNA byla vodou bez nukle4dz (Nuclease-Free Water, Ambion) natedéna do 70 ul a
pouzita pro PCR (1.2 ul/20ul reakci). Semikvantitativni PCR byla provedena pouzitim DNA
polymerazy Taq (New England Biolabs) a primery pro specificky gen o koncentraci 250 nM.
Kompletni seznam primert a zvlaStnich podminek pro amplifikaci jednotlivych genil je
uvedena v tabulce EP1 (v elektronické ptiloze této prace). Produkty amplifikace byly rozdéleny
na 1,3% nebo 1.8% agar6zovém gelu. Kvantitativni PCR (qPCR) byla provedena v technickych
triplikatech za pouZiti reakéni smési zalozené na FastStart SYBR Green Master (Roche) a
detek¢énim systému MiniOpticon real-time PCR (Bio-Rad) nebo Chromo 4 (Bio-Rad). Data
byla vyhodnocena za pouziti softwaru Bio-Rad CFX Manager 2.1 (Bio-Rad) a Microsoft Excel
2007 (Microsoft). U¢innost amplifikace byla odvozena z linearni regrese hodnot relativni
fluorescence v log2 §kale vynesenych proti podtu cyklii (4&innost =2°™™¢). Relativni hodnoty
exprese byly vypocitany z hodnot Cy a normalizovany na hodnoty GAPDH pfislusného vzorku.
Statistickd vyznamnost rozdili v genové expresi byla zjiSténa pomoci t-testi za pouziti
kombinovanych standardnich odchylek (technickych a biologickych). PCR metodu jsme
pouzili krom& analyzy genové exprese i pro odhaleni sekvenci cDNA celé délky nckolika
kufecich gent, které maji zasadni nebo potencialni vztah k biologii myofibroblastli a jejichz
sekvence byly zndmé jen z ¢asti. Tyto ndmi identifikované sekvence byly ulozeny do databéze
GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a jsou nyni vefejné piistupné:
FAM180A/HWKM1940 (GenBank: JN032743), NAB1 (AY035386), NAB2 (JQ423908),

SRF/serum response factor (GenBank: JF803302) a TGFB1/TGF-B1 (GenBank: JQ423909).
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3.4 Mikroc¢ipova analyza

Celkova RNA byla izolovana ze tii nezavislych bunécnych kultur (zptisobem popsanym
vySe) a po kontrole kvantity (spektrofotometricky na Nanodrop) a kvality (kapilarni
elektroforézou Bioanalyser) znacena podle technického névodu pro analyzu exprese
(Affymetrix, 2001) a hybridizovana na mikro¢ipu GeneChip Chicken Genome Array
(Affymetrix). Piesn&ji 5 pg celkové RNA bylo reverzni transkripci pfevedeno na
dvouretézcovou cDNA pomoci oligo(dT)-primert znalenych sekvenci pro promotor
polymerazy T7. Dvoufetézcova cDNA byla nasledné pouzita jako templat a amplifikovana
RNA polymerdzou T7. Polymeraza dala v transkripcni reakci vzniknout mnoha kopiim
antimediatorové (antisense) cRNA, znacené inkorporaci biotinylovanych nukleotidi. 20 pg
znacené cRNA bylo fragmentovano a hybridizovano na mikrocipu po 16 hodin pii 45°C. Poté
byly Cipy oplachnuty a barveny v pfistroji Affymetrix Fluidics Station 450. Zmé&feni signali
bylo provedeno pomoci pfistroje Affymetrix GeneChip Scanner 3000. Ziskand data byla
zpracovana softwarem Partek Genomics Suite (Partek Inc.), za pouziti normalizace algoritmem
GC-RMA (Irizarry et al, 2003). Data byla testovana na rozdily v expresi metodou ANOVA.
Jako rozdiln€ exprimované geny byly vybrany geny, jejichz exprese se zmeénila vice nez
dvakrat a optisobeni bun€k vedlo k hodnoté p (p-value)<0,05. Zobrazeni hybridiza¢nich aktivit
- hm (heatmap) bylo vytvoieno pocitaCovym programem Microsoft Excel 2007. Barevna skala
hm predstavuje normalizovanou intenzitu signalu. Protoze velka ¢ast standardni anotace
kufeciho mikroCipu byla jen ¢isla EST klont, pokusili jsme se tyto ESTy (v ptipadé vyznamné
zmény exprese) piifadit bioinformatickymi metodami k pfisluSnym genlim. V mnoha ptipadech
jsme byli schopni jednoznacné pfifadit dany EST k 3’ nepieklddané oblasti zndmého genu.
V téchto ptipadech jsme nasledné manualné zménili anotaci sady oligonukleotidovych sond p-s
(probe-set), jak je zobrazeno vobr. 8 a 15. Data z mikro¢ipové analyzy byla ulozena do
databaze GEO, GEO: GSE28634, GEO: GSE15143 a GEO: GSE15141. Vsechna data vyhovuji
pravidlim MIAME.
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3.5 Priprava protilatek

Byly pfipraveny polyklonalni protilatky proti proteinim EGR4 a Nabl. Protein EGR4
byl exprimovan v bakteriich E. coli (BL21 DE3 RIL), transformovanych plazmidem p6H-
EGR4. Exprese byla indukovana v exponencialné rostouci kultuie bakterii pomoci 1 mM IPTG
Vv pribéhu ¢tyfhodinové inkubace (30°C, michani pii 250 rpm). Rekombinantni protein Nabl
(antigen) byl exprimovan v sytému bakulovirus — hmyzi buiika, protoze bakterie E. coli nebyly
schopné tento rekombinantni protein u¢inné exprimovat. Pro expresi byly pouzity hmyzi bunky
Sf9 a bakulovirova DNA ,,.BD BaculoGold Bright“ (BD Biosciences Pharmingen) a bylo
postupovano podle navodu vyrobce.

Oba rekombinantni proteiny (Egr4 i Nabl) byly purifikovany pomoci afinitni chromatografie
(Talon Metal Affinity Resin, Clontech) podle navodu vyrobce.

Imunizace kralikii a pfiprava séra byla provedena stejnym zpusobem, jak bylo popséno
diive (Bartunek et al, 1996). Protoze sérum s protilatkami proti Egr4 vykazovalo pfi technice
WB piili§ velké pozadi, provedli jsme afinitni purifikaci protilatek. Purifikace byla provedena
stejnym zpusobem, jako bylo popsano diive (Bar-Peled & Raikhel, 1996) s tim rozdilem, Ze
protilatky byly zachyceny na rekombinantni protein GST-Egr4.

3.6 Imunodetekce proteinii (,, Western blotting*) WB

Burniky dorostlé do konfluence na 100-mm kultiva¢nich miskach byly kratce oplachnuty
PBS, lyzovany 500 pul lyzaéniho roztoku LysBuf (20 mM Tris pH 6.8, 1% Triton X-100, 0.3%
SDS, 5 mM EDTA, 10% glycerol, smés inhibitord proteaz Complete - EDTA-free od firmy
Roche) a lyzaty steklé ke kraji naklonéné kultivaéni misky premistény do 1.5 ml zkumavek.
Tento zpusob sklizné zajistuje, ze lyzat neobsahuje ECM. Zlyzatd byly odstranény
nerozpusténé zbytky centrifugaci pii 17 000xg po 20min. Koncentrace proteind byla stanovena
pomoci metody zaloZené na kyseling bicinchoninové (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce) podle
navodu vyrobce. Koncentrace lyzatl byla sjednocena vyrovnanim lyza¢nim roztokem, lyzaty
byly smichany s 5x SB (300 mM Tris pH 6.8, 5% SDS, 360 mM 2-merkaptoethanol, 50%
glycerol, 0.05% bromfenolova modf) a inkubovany pti 99°C po 10 min.

Proteiny (40 ug na linku standardné, vyjimecné 80 pg na linku) byly rozdéleny na 9%,
10% nebo 12% (podle velikosti detekovaného proteinu) polyakrylamidovém gelu metodou
SDS-PAGE a elektroforeticky pfeneseny z polyakrylamidového gelu na nitrocelulosovou
membranu (Hybond ECL, Amersham Biosciences) za laboratorni teploty na pfistroji Gel

Destainer GD-4 firmy Pharmacia v pfenasecim pufru (153.6 mM glycin, 20% methanol, 20
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mM Tris, pH 8,3). Aplikovan byl konstantni proud 200 mA po dobu 14 hodin. Volna vazebna
mista na nitrocelul6zové membrané byla vysycena inkubaci s 5% odtu¢nénym mlékem nebo
3% BSA (pouze pii detekci MT-MMP1) v TBST (150 mM NacCl, 0,16% Tween 20, 20 mM
Tris pH 7,5) po 1 hodinu. Membrany byly pfes noc pii 5°C inkubovany s primarnimi
protilatkami proti ARHGAP15 (GTX119660, GeneTex, 1:1,000), Bambi (# HPA010866,
Sigma, 1:500), calponinu 1 (klon CP-93, Sigma, 1:2,000), EGR1 (sc-110, Santa Cruz
Biotechnology, 1:2,000), EGR4 (anti-Egr4 protilatka vznikld zptsobem popsanym vyse,
1:1,000), fosfo -ERK1,2 (V8031, Promega, 1:1000), ERK1,2 (V1141, Promega, 1:1000),
FoxG1 (AV38595, Sigma, 1:1,000), GFP (sc-9996, Santa Cruz Biotechnology, 1:1,000), HAS2
(sc-66916, Santa Cruz Biotechnology, 1:2,000), HHIP (GTX112584, GeneTex, 1:1,000), fosfo
-JNK (G9, Cell Signaling Technology, 1:100), JNK (56G8, Cell Signaling Technology, 1:200),
LPL (GTX101125, GeneTex, 1:1,000), MT-MMP1 (sc-12366, Santa Cruz Biotechnology,
1:1,000), Nabl (anti-Nab1 protilatka vznikla zptisobem popsanym vyse, 1:5,000), NCAM1 (5e-
a, Developmental Studies Hybridoma Bank, 1:1,000), NPR3 (GTX110023, GeneTex, 1:1,000),
NPTII (#06-747, Millipore, 1:2,000), fosfo-p38MAPK (28B10, Cell Signalling Technology,
1:400), p38MAPK (#9212, Cell Signalling Technology, 1:200), aSMA (klon 1A4, Sigma,
1:10,000), fosfo-Smad2 (138D4, Cell Signaling Technology, 1:1,000), Smad2/3 (#3102, Cell
Signaling Technology, 1:2,000), fosfo-Smad3 (ab51451, Abcam, 1:10,000), Smad3 (ab28379,
Abcam, 1:2,000) a TGFBI (GTX100744S, GeneTex, 1:1,000). Membrany byly nasledné ttikrat
oplachnuty TBST a inkubovany s ptisluSnymi sekundarnimi protilatkami s kovalentné vazanou
kienovou peroxidazou (Jackson ImmunoResearch Laboratories) jednu hodinu. Po trojitém
oplachu v TBST byly membrany vyvolany vyvolavacim roztokem SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate (Pierce). Luminiscen¢ni zafeni vzniklé pii vyvolani membran
bylo zachyceno na rentgenovy film (Agfa). Pro nékolikanasobnou detekei proteint protilatkami
byly z membran odstranény navazané protilatky pouzitim roztoku Re-Blot Plus Mild Antibody
Stripping Solution (Millipore) podle navodu vyrobce. Kontrola stejnomérné nanasky proteinti
byla provadéna na kazdé membrané barvenim barvivem Ponceau-S a detekci proteinu GAPDH
protilatkou (GTX30666, GeneTex, 1:2,000). Vysledky v obrdzcich jsou reprezentativhim

vzorkem minimalné tf nezavislych experimentt.
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3.7 Barveni kolagenu uloZeného v ECM pomoci barviva Sirius ¢erven

Kultivaéni misky s buikami byly po lyze bunck lyza¢nim pufrem (LysBuf) jesté
oplachnuty tfikrat lyza¢nim pufrem, dvakrat deionizovanou vodou, dvakrat methanolem a
znovu dvakrat deionizovanou vodou. Nasledné byly misky inkubovany s roztokem pikro-sirius
cervenl (0.1 g Direct Red 80 ve 100 ml saturované¢ho vodniho roztoku kyseliny pikrové, oboji
od firmy Fluka) jednu hodinu pfi pokojové teploté. Inkubace byla nasledovana ttemi oplachy
okyselenou vodou (5 ml 100% kyseliny octové v 1 1 deionizované vody). Snimky byly
zachyceny vjasném poli (BF) v mikroskopu DMIRB, s pouzitim kamery DFC480 a
pocitacového programu IMS500 (Leica Microsystems). Ziskané snimky byly nakonec
zpracovany pocitacovym programem Adobe Photoshop (Adobe Systems). Snimky v obrazcich

jsou reprezentativnim vzorkem minimalné tii nezavislych experimenta.

3.8 Imunofluorescencni a fluorescen¢ni mikroskopie

Pro detekci aktinovych vldken tvofenych aSMA byly builky CEDM (jest¢ pied
dosaZzenim konfluence) tfikrat kratce oplachnuty PBS a fixovany 4% paraformaldehydem
(rozpusténym v PBS) po 20 minut pii pokojové teploté. Fixované bunky byly
permeabilizovany 10 minut ve studeném (-20°C) methanolu, blokovany 10% fetalnim telecim
sérem (PAA) po dobu 30 minut a inkubovany s primarni protildtkou proti aSMA (klon 1A4,
Sigma) fedénou 1:250 v PBS pol hodinu. Nasledovaly tfi oplachy oplachovacim roztokem
(PBS + 0.1% Tween20) a bunky byly inkubovany 1 hodinu se sekundéarni protilatkou
konjugovanou s fluorescenéni znackou Alexa488 (Invitrogen) fedénou 1:800 v PBS. Po dalsich
tiech oplasich oplachovacim roztokem byly bunky zamontovany v roztoku Mowiol s DAPI
1pg/ml (Vector Laboratories). Obrazky fluorescenéné znacenych proteinii a jader bunck byly
snimany na mikroskopu Leica DM6000B, s pouzitim kamery DFC490 a pocitacového
programu LAS AF (Leica Microsystems).

Pro porovnani organizace aktinového cytoskeletu bylo provedeno barveni faloidinem.
Bunky (100,000/ 60-mm kultivaéni misku) byly vysety na misky pokryté kolagenem typu I (z
krysiho ocasu, Sigma C3867-1VL) a nechany adherovat ptfes noc. Kultivaéni misky byly
pokryty kolagenem podle navodu vyrobce. Bunky byly oplachnuty PBS a fixovany
paraformaldehydem stejnym zptsobem, jako pii detekci vlaken aSMA popsané vyse. Nasledné
byly buniky inkubovény s roztokem (50 pg/ml v PBS) faloidinu konjugovaného s fluorescen¢ni
znackou TRITC (Sigma P1951) po 40 minut a dvakrat oplachnuty PBS. Aktinovy cytoskelet
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bunc¢k znaceny fluorescencnim faloidinem byl sniman konfokalnim mikroskopem Leica
DMI6000/TCS SP5 AOBS TANDEM a kamerou Leica DFC420C.

Bunky na epidermélni strané matrix odvozené zdermis byly fixovany 4%
paraformaldehydem a permeabilizovany pomoci 0.5% Triton X-100. Nasledné byly ttikrat
oplachnuty PBS, barveny faloidinem konjugovanym s fluorescenéni znackou Alexa594
(Molecular Probes), tikrat oplachnuty PBS a zamontovany v roztoku Mowiol s DAPI 1pg/ml
(Vector Laboratories). Snimky byly zachyceny v konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2.
Vsechny ziskané imunofluorescencni a fluorescencni snimky byly nakonec zpracovany
pocitacovym programem Adobe Photoshop (Adobe Systems). Snimky v obrazcich jsou

reprezentativnim vzorkem minimaln¢ tii nezavislych experimentt.

3.9 Test adhezivnich vlastnosti bunék

Buiky (100,000/ 60-mm kultivaéni misku) byly vysety na misky pokryté kolagenem
typu I (z krysiho ocasu, Sigma C3867-1VL) a nechany adherovat pfes noc. Kultiva¢ni misky
byly pokryty kolagenem podle navodu vyrobce. Zorna pole zobrazujici asi 300 bunék byla
zachycena kamerou (Leica DFC420). Ze ziskanych fotografii byly buiiky spoéitany a rozdéleny
do tii kategorii podle stupn¢ adheze na kolagenem pokryty povrch. Vysledky v obrdzcich jsou

reprezentativnim vzorkem minimdalné tfi nezavislych experimentt.

3.10 Mikroskopické ¢asosbérné snimani

Bunky (100,000) byly vysety na Sestijamkovou desticku, jejiz dno bylo pokryté
kolagenem typu I (z krysiho ocasu, Sigma C3867-1VL) a inkubovany v kultivaéni teploté
(40°C) po 2 hodiny. Kultiva¢ni jamky desti¢ky byly pokryty kolagenem podle navodu vyrobce.
Plovouci material byl odstranén tfemi oplachy kultivaénim médiem o teploté 40°C. Kultivacni
desticka byla nasledné umisténa do inkubatoru BL109 (PeCon GmbH) pfipevnéného na
mikroskopu DMI6000B. Inkubator i stolek mikroskopu byly pfedehtaty na kultivacni teplotu
40°C. Mikrofotografie byly snimany v intervalu jedné minuty po 26 hodin kamerou Leica
DFC360 FX. V téméi stejné chvili bylo fotografovano mnoho mist kultivacni desticky. Z
mikrofotografii byly vytvofeny video-soubory pomoci pocitacového programu VirtualDub
1.9.8., které zobrazuji 20 snimkl za sekundu. Konecnd komprese byla vytvofena pouzitim
kodeku mpeg-2. Pfilozena videa jsou reprezentativnim vzorkem minimalné tfi nezavislych

experimentll.
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3.11 Zymografie v Zelatinovém gelu

Na jednu jamku dvacetictyfjamkové desticky bylo vyseto 2x10° bun&k. Po Sestnacti
hodinach inkubace byly buniky oplachnuty PBS a dalSich 72 hodin byly inkubovany v 300
ul média bez séra, aby vytvofily kondicionované médium. Kondicionované médium (25
pl/jamku) bylo nasledné pouzito pro zymografii v zelatinovém gelu (10% SDS-PAGE gel
obsahujici 1 mg/ml zelatinu). Proteiny z kondicionovaného média byly elektroforeticky
rozdéleny a proteinové gely byly nasledné oplachovany 1 hodinu v roztoku o slozeni: 50
mmol/l Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 mol/l NaCl a 2.5% Triton X-100. Poté byly gely inkubovany 17
hodin pii 37°C v roztoku o slozeni: 50 mmol/l Tris-HCI (pH 7.5), 10 mmol/lI CaCl, a 0.02%
azid sodny. Gely byly nakonec obarveny barvivem Coomassie blue a odbarveny v roztoku
tvofeném 7% Xkyselinou octovou a 5% methanolem. Vysledky yobrayv obrazcich jsou

reprezentativnim vzorkem minimdalné tfi nezavislych experimentt.

3.12 Test invazivity bunék v 3D kolagenu in vitro

Invazivita (schopnost invadovat) bunék v 3D kolagenu in vitro byla analyzovana
stejnym zpusobem, jako je popsano v (Janostiak et al, 2011). Suspenze bunék
(2 x 10° bun&k/ml) byla pfidana na svrchni &ast kolagenového gelu v nékolikajamkové desticce
a po 48 hodinach byla vyhodnocena mira invazivity jako primér hloubky kolagenového gelu,
které byly invadujici bunky schopné dosahnout v zorném poli. K vyhodnoceni hloubky byl
pouzit mikroskop Nikon-Eclipse TE2000-S (objektiv 20%/0.40 HMC) a pocitacovy program
NIS-Elements. Pti kazdém experimentu byly pro jednotlivy typ bunék analyzovany 3 jamky a
v kazdé jamce 6 zornych poli. Aby bylo moZné porovnavat jednotlivé experimenty mezi sebou,
pramérnd hloubka reflektujici invazivitu byla normalizovana na hloubku neoptisobenych
bunék. Pro kazdé¢ jednotlivé podminky byly analyzovany tfi nezavislé experimenty. Pii

statistickém vyhodnoceni dat byl pouzit Studentiv t-test pro ziskani hodnot p.

3.13 Stanoveni bunécéné morfologie v 3D kolagenu

Buiky, u nichz byla zjistovana morfologie v 3D Kkolagenu, byly nejdfive uvolnény z
kultivaénich misek. Pokud byly buiiky uvolnény trypsinem, byly ihned oplachnuty kompletnim
kultivaénim médiem. 10° bungk bylo smichéno s 500 ul kolagenu R (Collagen R) o koncentraci
3 mg/ml v kompletnim kultivaénim médiu. Vznikla suspenze bunék v kolagenu (500 pl) byla
pipetovana na dno jamky dvandctijamkové desticky a smés byla ponechéna ztuhnout v gel pfi

37 °C ve vlhké atmosféfe s 5% CO, po dobu 1 hodiny. Ztuhly gel byl opatrné pievrstven
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kompletnim kultivacnim médiem. Po 48 hodinové inkubaci byla analyzovana morfologie
bun¢k v 3D kolagenu za pouziti mikroskopu Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 20x/0.40
HMC). Bunécna morfologie byla klasifikovana na zékladé elonga¢niho indexu. Elongacniho
index byl pocitan jako podil délky a Sifky bunky. Buiiky, jejichz elonga¢ni index byl vyssi nez
3 byly povazovany za protazené. Intermediatni buiiky mély elongacni index mezi 2 a 3 a
zakulacené builkky mély elongacni index v rozmezi 1 a 2. Délici se buiiky byly vylouceny z
analyzy. Pro kazdé jednotlivé podminky byly analyzovany tfi nezavislé experimenty.
V kazdém experimentu bylo vyhodnoceno nejméné 300 bunék. Pfi statistickém vyhodnoceni

dat byl pouzit Studentliv t-test pro ziskani hodnot p.

3.14 Matrix odvozena z dermis

Matrix odvozena z dermis (XeDerma®; BIO SKIN a.s.) byla 2 dny pted pouZzitim pro
imunofluorescencni barveni nastiithdna na kousky o rozmérech asi 1xlcm a umisténa na dno
jamky dvanéctijamkové desticky s pufrem HBSS. Tésné pted pouzitim byly kousky matrix
dvakrat oplachnuty médiem DMEM a experimentalni buniky byly umistény na jeji povrch. Po
inkubaci s buikami byla matrix oplachnuta PBS a fixovana. Matrix byla pfed znacenim
fluorescen¢ni znackou FITC dva dny inkubovédna v pufru HBSS. Navazani FITC (1 pg/ml,
Molecular Probes) bylo provedeno v pufru uhli¢itanu sodného (pH=9) po dobu 30 minut a

nenavazana znacka byla odmyta trojitym oplachem PBS a dvojitym oplachem médiem DMEM.

3.15 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Bunky byly kultivovany v plnohodnotném kultivaénim médiu (DMEM) na matrix
odvozené z dermis po 24 hodin a po dalSich 24 hodin v kultivatnim médiu DMEM bez séra.
Matrix odvozena z dermis byla dvakrat oplachnuta PBS, fixovana 2.5% glutaraldehydem a poté
tiikrat oplachnuta PBS. Nasledovala dehydratace vzristajici koncentraci ethanolu (30%, 50%,
70%, 80%, 90%, 95 a 100%, 10 minut pro kazdou koncentraci) a poté suseni pomoci CPD 030
(BAL TEC). Nakonec byly vzorky pozlaceny 3 nm zlatem pomoci Sputter Coater SCD 050
(BAL TEC) a zobrazeny rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM) na pfistroji JEOL 6380
LV. Krysi fascie Cerstvé vypreparovana z dospélé krysy byla imobilizovana v ramecku,
umisténa v jamce Sestijamkové desticky a experimentalni buniky byly umistény na jeji povrch.
Po dvou dnech byl cely ramecek fixovan a zpracovan stejnym zpiisobem jako pfi zpracovani

matrix odvozené z dermis.
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3.16 Experimentalni zvirata

Experimenty in vivo byly provedeny na Prazskych inbrednich kufatech (Gallus gallus)
linie CC.R1 (Plachy & Vilhelmova, 1984). Vsechny procedury byly provedeny v souladu s
vyhléaskou (¢.207/2004 sb.) o ochran¢, chovu a vyuziti pokusnych zvitat, podle projektu pokusu
schvaleného rezortni komisi Akademie véd Ceské republiky. Kufata byla chovana za

standartnich laboratornich podminek s volnym pfistupem k vodé a potrave.

3.17 Hodnoceni velikosti a ¢etnosti nadoru a metastaz

Kurata byla inokulovana injekci do vné&jsi oblasti prsniho svalu ve véku tii tydnt u
pokusti tykajicich se aktivity signalni drahy Rho/ROCK/MLC a Sesti tydnti u pokusi tykajicich
se vlivu transkripéniho faktoru EGR1 na metastazovani sarkomi. Inokulovano bylo 5x10°
nadorovych bungk, které byly Cerstvé sklizeny z bunééné kultury a resuspendovany v 0.2 ml
kultiva¢niho média. Oblast primarniho nadoru v oblasti prsniho svalu byla méfena pfilozenim
prithledné folie a obkreslenim kontur nadoru. Kontury nadorti byly nésledné pfeneseny na
milimetrovy papir a byla spoéitana plocha primarniho nadoru v mm? (Plachy & Vilhelmova,
1984). Rychlosti ristu primarnich nadori byly statisticky vyhodnoceny pro rizné bunécné linie
pomoci jednosmérného testu ANOVA v softwaru Excel (Microsoft). Vaha primarnich nadort
spolu s mnozstvim a velikosti metastaz byla vyhodnocena pfi pitvé. Pitvy byly provedeny mezi
21 a 35 dnem zivota kufat inokulovanych buiikami PR9692 a mezi 28 a 45 u kufat
inokulovanych bunkami PR9692-E9 pii pokusech tykajicich se aktivity signalni drahy
Rho/ROCK/MLC. Cas pitvy odrazel zdravotni stav experimentalnich kufat. P¥i pokusech
tykajicich se vlivu transkripéniho faktoru EGRI na metastazovani sarkomi byla pitva
provedena po 35 dnech zZivota kufete. Pokusy byly provedeny nékolikrat. V pokusech
tykajicich se aktivity signalni drdhy Rho/ROCK/MLC bylo pro kazdou bunécnou linii
prozkoumano nejméné 33 zvifat. Pouze v kontrolni skupin€ (mock) byly pocty snizeny (na 26).
V pokusech tykajicich se vlivu transkripéniho faktoru EGR1 na metastazovani sarkomii bylo
pro kazdou bunécnou linii prozkouméno nejméné 50 zvifat. Pocty v kontrolni skupiné

(PR9692-E9-mock) byly opét sniZeny.
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4. Vysledky
4.1 Studium myofibroblastu

4.1.1 Buinky pripravené zexplanti kuZe Kkureciho embrya zjevné maji fenotyp

myofibroblasti

Zakladnimi rysy myofibroblasti jsou: za prvé sekrece a ukladani ECM bohaté na
kolagen a za druhé piitomnost kontraktilnich vlaken tvofenych hladkosvalovym aktinem o
(SMA). Kvuli fenotypovému piekryvu myofibroblastti s fibroblasty a buiikami hladkého
svalstva musi byt k jasnému urceni fenotypu pouzito kombinace imunochemické detekce
markert a biochemickych testi. Znalost jak pfitomnosti vlaken aSMA, tak produkce ECM je
dostatecnd pro odliSeni myofibroblasti (maji vyrazna vldkna oSMA a produkuji velké
mnozstvi ECM) od fibroblasti (nemaji vlakna aSMA a produkuji mensi mnozstvi ECM) a
buné¢k hladkého svalstva (maji vyrazna vlakna a SMA, ale produkuji Zadné nebo jen velmi malé
mnozstvi ECM). aSMA musi byt v myofibroblastech nejen exprimovan, ale musi byt
predevsim uspotfadan do kontraktilnich vlaken. Abychom zjistili fenotyp bun€k vyputovanych
z koznich explantatt desetidennich kutecich embryi, byla u bunék béhem c¢tyitydenni kultivace
kazdy tyden sledovana piitomnost vlaken aSMA a produkce a ukladani ECM na povrch
kultiva¢nich misek. Pfitomnost vlaken aSMA byla pozorovana pomoci imunofluorescenéni
mikroskopie a produkce ECM pomoci barveni kolagenii obsazenych v ECM barvivem Sirius
cervenl. Jak ukazuje obrazek 7, témét 100% kultivovanych bun€k mé vyrazna vldkna aSMA a
produkuje velké mnozstvi ECM ve vSech sledovanych casovych bodech. Pro srovnani,
fibroblasty kufeci linie DF1 nemaji detekovatelna vlakna aSMA a neprodukuji téméf Zadnou
ECM. Tyto vysledky (spolu s expresnimi profily — viz. dale) prokazuji, Ze buiky ziskané
z kureci embryonalni kiize maji fenotyp myofibroblastli. Homogenni a v ¢ase stabilni fenotyp
téchto bun¢k ospravedliiuje jejich pouziti coby experimentdlniho modelu pfi studiu biologie
myofibroblastii. V celé moji praci byla pro tyto buniky pouzita zkratka CEDM (z anglického
,,Chicken Embryo Dermal Myofibroblasts®).
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Obr. 7 Buiiky odvozené z kiize kuiecich embryi maji rysy myofibroblasti. Imunofluorescen¢ni detekce
hladkého svalového aktinu o (aSMA) odhaluje vyrazna vlakna v témét vSech buiikach (prostiedni fada). Soucasné

tyto buniky produkuji velké mnozstvi ECM, jak doklada barveni kolagenti po lyzi bunék barvivem Sirius Cerven

(spodni fada). Stabilita fenotypu bunék CEDM je dokumentovana po dobu tii tydnd.

4.1.2 Mikrocipova analyza genii regulovanych signalni drahou TGFf v buiikich CEDM

V soucasné dob¢ pirevazuje predstava, ze ustfedni tlohu v diferenciaci myofibroblasti
(¢asto nazyvana jako ,aktivace fibroblasti*) hraje signalni drdha a ligand TGFp. Je také
znamo, 7Ze v diferencovanych myofibroblastech dochdzi k ustanoveni autokrinni smycky
vedouci k sekreci cytokinu TGFp (dale jen TGFB). TGFp se vaze na sviij receptor, skladajici
se ze dvou podjednotek (TGFBR1 a TGFBR2) a vazbou na receptor spousti fosforylaci
proteini SMAD2 a SMAD3. Fosforylované proteiny SMAD2/3 jsou nasledné premistény do
bunécného jadra a specifickou vazbou na promotorové oblasti cilovych genil spousti jejich
transkripci (Massague & Gomis, 2006). Protoze geny regulované TGFP by mély hrat hlavni
ulohu v diferenciaci a udrZeni fenotypu myofibroblastli, rozhodli jsme se tyto geny
identifikovat. Pro identifikaci gent regulovanych TGFp v buiikich CEDM jsme pouzili velmi
specificky inhibitor kinazové aktivity TGFBR1-1I (2-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-

yl)-1,5-naftyridin), dale oznacovany zkratkou MPPN a expresni profilovani pomoci kufeciho
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mikro€ipu. Pfedpoklad, ze buitky CEDM maji autokrinni smycku TGFp, byl zalozen na detekci
relativné vysokych hladin exprese izoforem TGF-p1 i TGF-f3 na urovni mRNA (zjisténo
pomoci qPCR), stabilni fosforylaci proteini SMAD2 a nakonec byl potvrzen reakci CEDM na
inhibici signalni drédhy TGFp (viz. niZze). Mozny vliv proteini TGFP z kultivaéniho média
(konkrétné séra) vV pozorované stabilni aktivaci signalni drahy byl vyloucen kultivaci bunék
CEDM vV bezproteinovém kultivaénim médiu po 3 dny. Néslednd imunochemickéd detekce
fosforylované formy proteinu SMAD?2 ukézala, Ze kultivace v bezproteinovém kultivacnim
médiu neméla vliv na aktivitu signalni drahy TGFB ve srovnani s buiikami kultivovanymi
ve standartnim kultiva¢nim médiu DMEM doplnénym sérem (obr. 9a).

Buiikky CEDM byly v biologickych triplikatech kultivovany v pfitomnosti 500 nM
MPPN (rozpusténého v DMSO) nebo DMSO po 48 hodin a expresni profily takto optisobenych
bunck byly porovnany. Za vyznamné zmény v expresi genll byly povazovany pouze takové
zmény, jejichz rozdil v normalizované intenzité byl nejméné dvojnasobny a hodnota p (p-
value) byla rovna 0.05 nebo niz§i. U¢innost inhibice signalni drdhy TGFp byla analyzovana
imunochemickou detekci (WB) fosforylované formy proteinu SMAD?2, pfimym substratem
kindzové aktivity TGFBRI1. Pisobeni inhibitoru MPPN vedlo k uplné ztrat¢ fosforylace
proteinu SMAD2, zatimco plsobeni DMSO nemélo na zminénou fosforylaci Zadny ucinek
(obr. 9b). Srovnani profilt genové exprese odhalilo zna¢né mnozstvi gent, jejichz exprese byla
snizena (421 p-S) nebo zvysena (421 p-S) Vv reakci na inhibici signalni drahy TGFp (obr. 8 a tab.
EP2 v elektronické pfiloze této prace), kompletni data jsou piistupnd v databazi GEO pod
kodem GSE28634). Podle ocekavani a v souladu s analyzou fenotypu byla sniZzena exprese
genti kodujicich slozky ECM, enzyml produkujicich a modifikujicich ECM a mnohych
rustovych faktort. Snizena byla i exprese rozlicnych geni znamych i neznamych funkeci.
Mnoho z pozorovanych zmén odpovidajicich regulaci signalni drahou TGFp bylo jiz
pozorovano v sav¢ich bunikach. Seznam takovych genii a pfisluSnych odkazi na literaturu je
v tab. EP3 (v elektronické piiloze této prace). Kromé dobfe znamych a nami ovétenych expresi
VEGFA, NGF, BDNF, IL6, IL16 a CXCL12/SDF1, nase prace poprvé ukazuje zavislost
exprese genli pro PGF a na signalni draze TGFB. PGF a VEGFC pravdépodobné hraji
podptirnou roli v angiogenezi a vzniku lymfatickych cév. Placentalni ristovy faktor PGF
(znamy téz jako PIGF), je rastovy faktor blizce ptibuzny VEGFA, jehoz pusobeni vede k
ucinnému vzniku cév. Bylo prokazano na PGF-/- mysi, ze PGF hraje zasadni roli v angiogenezi
ve zranéné tkani (Carmeliet et al, 2001) a tedy obecné v hojeni ran. Dulezitou a nedavno

popsanou roli v hojeni ran savcti maji i produkty gent SDC1 a POSTN (Maeda et al, 2004,
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Zhou et al, 2010), regulovanych také signalni drahou TGFp. Dal§im shodné regulovanym
genem, jehoz produkt (pleiotrophin) se podili na mezibunééné komunikaci v prostiedi hojici se
rany je PTN (Fang et al, 1992). Exprese genu WNT5B, koédujiciho ligand aktivujici
nekanonickou signalni drahu wnt, je zvySena také v primarnich lidskych plicnich fibroblastech
aktivovanych TGFP1 (Baarsma et al, 2011). Inhibice signalni drahy TGFp ovlivnila v bunikach
CEDM 1 dalsi regulatory signdlni drahy wnt, konkrétné DKK3 (sniZzena exprese), FZD4 a
WNT2B (zvys$ena hladina u obou). Exprese genu HHIP, jehoz proteinovy produkt (hedgehog
interacting protein 1) negativné reguluje signalni drahu hedgehog, byla snizena. O tomto
membranoveé vazaném regulatoru je znamé, ze jeho exprese je aktivovana i samotnou signalni
drahou hedgehog (Chuang et al, 2003). Mezi geny, jejichz exprese byla pisobenim MPPN
snizena patfi i geny kodujici regulatory signédlni drahy TGFp, konkrétné ITGB3, ITGBS a
LTBPI. Ligand TGFp je normalné secernovan V neaktivni formé¢, v komplexu s peptidem
TGFB-LAP (z anglického ,, TGFp - latency associated peptide). Podle dneSnich piedstav
dochazi k uvolnéni ligandu z neaktivniho komplexu silami, které vznikaji soucasnou interakci
TGFB-LAP s LTBP1 ukotveného v ECM na stran¢ jedné a interakci (vazbou) integriny otV[33,
aVP5, aVB6 nebo aVP8 na povrchu buiky na strané druhé (Sheppard, 2005). Tyto vysledky
dokladaji, Ze v buitkich CEDM funguje pozitivni zpétna vazba mezi ligandy a molekularni
masinérii, ktera je aktivuje. Nami ziskana data také ukazuji na negativni zpétné vazby pisobici
na signalni drahu TGFB. Gen SMURF2 koduje E3 ubikvitin ligazu, ktera specifickou vazbou
peptidu ubikvitinu na protein SMAD2 uréuje SMAD2 k degradaci v proteazomu (Lin et al,
2000). Pokles exprese SMURF2 v buiikach CEDM po inhibici signalni drahy TGFp ukazuje na
jeho pozitivni regulaci signalni drahou TGFp a tento pokles je s nejvyssi pravdépodobnosti také
zodpovédny za zvysené hladiny proteinu SMAD2 v buiikach optisobenych MPPN (obr. 9b).
Opacny efekt, tedy zvySeni exprese SMURF2 pii aktivaci signdlni drahy TGFB je asi
zodpove&dny za snizeni hladin proteinu SMAD2 v buitkdch DF1 se silnou exogenni expresi
TGFB3, které byly pouzity jako kontroly v niZe popsaném experimentu (obr. 9b a 10).
Signalizace cyklickym adenozinmonofosfatem (cAMP) hraje roli také v diferenciaci a funkci
myofibroblastt (Swaney et al, 2005). Hladiny exprese ¢tyt genit (ADCY2, HTR4, PDE4B a
PDE4D) tzce spjatych se signalizaci pfes cAMP byly pisobenim MPPN na buniky CEDM
snizeny a hladiny dvou zvySeny (PDE1A a PKIG). Vzhledem k faktu, ze jak exprese
negativnich, tak exprese pozitivnich regulatorti syntézy a hydrolyzy cAMP byly ovlivnény
pusobenim MPPN, signalizace pfes drahu TGFB ma pravdépodobné vliv na regulaci hladiny

této dulezité signalni molekuly (cAMP) v myofibroblastech. Je také pravdépodobné, Ze zmény
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Obr. 8 Profily genové exprese bunék CEDM kultivovanych s MPPN. Zobrazeny jsou skupiny vybranych gent,
utfidéné podle biologické funkce jejich proteinovych produkti: (a) produkce ECM. (b) ristové faktory a jiné
secernované ligandy. (C) geny spojené se signalizaci drahou TGF-B. (d) geny spojené se signalizaci fizenou
CAMP. (e a g) transkripéni faktory. (f a h) ostatni geny. Do skupin a — f patii geny, jejichz exprese byla puisobenim
MPPN snizena. Do skupin g — h patii geny, jejichz exprese byla pisobenim MPPN zvysena. Cisla v zavorkach
udavaji primérnou hodnotu nasobkii zmén exprese v linearni $kale. Barvy predstavuji hladiny genové exprese

detekovanych jako signaly pfi mikro¢ipové analyze (pfevedenych do log2 skaly).
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exprese nckterych genli (pozorovanych po pisobeni MPPN) nebyly pifimym efektem
inhibitoru, ale disledkem regulaci zpétnych vazeb souvisejicich se signalizaci pfes cAMP. Do
skupiny gent, jejichz exprese byla snizena piisobenim MPPN na bunky CEDM patii i vice nez
dvacet genli kodujicich transkripéni faktory. Mezi nimi nejcitlivéji reagoval gen NR4A3, jehoz
exprese je pod piimou kontrolou signalni drahy MAPK (Darragh et al, 2005). Vice nez
sedmkrat byla snizena hladina exprese genu MYOCD, ktery koduje protein myokardin.
Myokardin je dobfe zndmym a dilezitym regulatorem transkripce gent specifickych pro bunky
srdce, hladké svalstvo a myofibroblasty (Wang & Olson, 2004). Myokardinem regulované geny
koéduji celou fadu aktinovych izoforem a proteinii vazicich aktin. Tento vyrazny pokles
Vv hladin¢ exprese MYOCD je vSak pouze prechodny (viz. obr. 13a) a pon¢kud piekvapivé neni
dostate¢ny k tomu, aby vyznamné poklesly hladiny exprese zndmych, myokardinem
regulovanych gent jako jsou ACTA2 (koédujici aSMA), CNNI1 (kédujici kalponin 1) nebo
TAGLN (kodujici transgelin) a to ani po dvoutydenni kultivaci bunék CEDM s MPPN (viz.
nize). Redundantni role myokardinu ptibuznych proteini MKL1 a MKL2 pravdépodobné
dokazi kompenzovat pokles hladiny myokardinu v buiikdich CEDM po inhibici signalni drahy
TGEFB. Po piasobeni MPPN poklesly i hladiny genii, kodujicich transkripéni faktory CREB3L1
a CREB3L2, které tidi expresi mnoha soucasti sekre¢ni drahy (Fox et al, 2010). Dva geny
(SCG2 a SECI14L1) kodujici pravé komponenty sekre¢ni drahy patii také do skupiny gent,
jejichz hladina byla snizena MPPN. Do skupiny gent se snizenou hladinou exprese po inhibici
signalni drahy TGFP v buiikich CEDM patii i celd fada dosud necharakterizovanych gent.
Mezi takové geny patii napiiklad FAMI80A (téZ difive oznacovany jako HWKM1940), ktery
by mél podle odhadli kodovat maly protein dosud nezndmé funkce. My jsme sekvenovanim
zjistili sekvenci cDNA celé délky, ulozili ji do databaze (GenBank: JN032743) a zjistili, Ze ma
pomérné vysokou podobnost (67% identita) s lidskym ortologem. Vyse uvedena data podporuji
nasi hypotézu, Ze signalizace TGF obecné podporuje sekrecni funkci myofibroblasta.

Hladina exprese asi poloviny gend, jejichz exprese byla v buitkdch CEDM ovlivnéna
inhibici kinazové aktivity TGFBR1, byla zvysena (obr. 8g, h). Do takové skupiny patii geny
(KRT19, CFI, GATA6, RARRESI1, TRPC4 a TGM2), jejichz transkripéni vzorec jako celek
tvofi nedavno popsany transkripéni vzorec typicky pro mezenchymové kmenové buiky (Kubo
et al, 2009). Také exprese gent (APOA1, EGFL6, LPL, LHX8, MEOX2, ZNF423, EBF3)
souvisejicich s adipogenezi byla v buitkaich CEDM aktivovéana ptitomnosti MPPN, ale ani po
dvou tydnech inkubace s MPPN buitkky CEDM nevykazovaly rysy typické pro diferenciaci
adipocytl a zachovavaly si charakter myofibroblastl (viz. nize) (Lowe et al, 2011; Oberauer et

al, 2010; Timmons et al, 2007). Tato data asi nejlépe vysvétluje predstava, ze se bunky CEDM
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po inhibici signalni drahy TGFp dostavaji do stavu mezenchymové diferenciacni plasticity,
ktery ovSem za danych podminek in vitro nevede ke zméné fenotypu. Mezi zajimavé geny,
jejichz hladina byla po ptisobeni MPPN na buitky CEDM zvysSena, patfi gen NPR3, AGTR2 a
MTUSI. Gen NPR3 koduje jeden ze tii receptord pro tzv. natriuretic peptide. Zajimavé je, zZe
natriuretic peptide typu ,,b* ptisobi jako antifibroticky faktor v srdci (Kapoun et al, 2004). Gen
AGTR2 koéduje receptor AT2 pro angiotenzin 11, ktery pfi hojeni ran ptisobi proti profibrotické
aktivité receptoru AT1 a inhibuje aktivitu signalni drahy TGFp - ERK (Habashi et al, 2011;
Takeda et al, 2004). V této inhibici hraje tlohu i proteinovy produkt genu MTUSI, ktery
fyzicky reaguje s AT2 (Nouet et al, 2004). Nase data tedy ukazuji dosud nepopsanou spole¢nou
regulaci AGTR2 a MTUSI. Zvysena exprese po pusobeni MPPN je i u nékterych gent, které
koduji secernované proteiny. Naptiklad o secernovanych produktech genit SOD3 a NOV bylo
publikovano, Ze hraji antagonistickou roli pti diferenciaci myofibroblastii a stejnou roli lze
o¢ekavat i o dalsich (kodované VTN, SEPP1) (Gao et al, 2008; Riser et al, 2009; Sampson et
al, 2011).

4.1.3 Ovéreni dat z mikrocipové analyzy genii regulovanych signalni drahou TGFf

V buiikkich CEDM

Abychom potvrdili a je$té¢ rozsifili vysledky mikrocipového profilovani exprese,
analyzovali jsme genovou expresi pomoci PCR a hladiny vybranych proteinti pomoci WB.
Také nas zajimalo, zda exprese gentl, snizené inhibici signalni drahy TGFf v myofibroblastech,
budou aktivovany ve fibroblastech se stimulovanou signalizaci TGFf. K tomuto tcelu jsme
pouzili kufeci bunky netransformované, ale imortalizované linie DF1 (Himly et al, 1998), které
nemaji rysy fenotypu myofibroblasti (obr. 7). Bunky DF1 po infekci virovym vektorem, ktery
nese cDNA genu kddujiciho TGF-B3, proSly napadnymi fenotypickymi zménami, zacaly
produkovat ECM bohatou na kolageny a v nékterych bunkach doslo k tvorbé vlaken aSMA
(obr. 9c¢). Pro aktivaci signalni drahy TGFp ve fibroblastech DF1 jsme pouzili TGF-$3 misto
bézn¢ pouzivaného TGF-B1 hned zn¢kolika divodi. Za prvé, TGF-B3 je nejsilngji
exprimovanou izoformou v bunkach CEDM (obr. 11c). Za druhé, exprese TGF-B3 je na rozdil
od exprese TGF-B1 v bunkach CEDM regulovana pozitivni zpétnou vazbou a je citliva na
inhibici MPPN (obr. 11c). Tato fakta naznacuji, ze pravé exprese TGF-B3 je spojenad s
fenotypem myofibroblasti. Za tieti, v dob¢, kdy jsme provadéli nase experimenty, byla znama

jenom ¢ast sekvence kufeci mRNA pro TGF-B1. Pozdé&ji jsme tuto sekvenci urcili v celé délce
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Obr. 9 Stabilni autokrinni stimulace TGF-B3 vyvolava v buiikkich DF1 c¢asteCnou diferenciaci
v myofibroblasty. (a) Imunochemicka detekce fosforylovanych proteini SMAD2 v buitkdch DF1 odhaluje silnou
aktivaci signalizace drahou TGF-p po transdukci bunék retrovirovymi vektory nesoucimi cDNA genu kodujiciho
TGF-B3. Celkové hladiny proteini SMAD2 a SMAD3 ukazuji na destabilizujici efekt silné stimulace drahy TGF-
B, uskute¢nény pravdépodobné zpétnou vazbou. Detekce proteint GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné
nanasky proteinti. Hladiny stejnych proteinti byly analyzovany také u bunc¢k CEDM, které byly inkubovany
s inhibitorem MPPN po uvedenou dobu (v hodindch). Timto zptisobem byl ovéfen inhibicni uinek MPPN na
signalizaci drdhou TGF-B. (b) Charakteristické rysy myofibroblastd byly v buiikich DF1 analyzovany

imunofluorescencni detekci vlaken aSMA a barvenim kolagenti v ECM barvivem Sirius ¢erven.
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a zvefejnili (GeneBank: JQ423909). Srovnani zmén v expresi vybranych genli bunck CEDM
kultivovanych s MPPN a bun¢k DF1 se stale secernovanym TGF-B3 by mélo vyloucit moznost,
Ze pozorované zmeény v expresi nejsou zpusobené specifickou inhibici signalni drahy TGFp a
ze by se tedy mohlo jednat o vedlejsi ucinky chemické latky MPPN. Pro srovnani jsme pouzili
dvé verze TGF-B3. Prvni verze je divoky typ ,wild type* (TGFP3™) a druhd verze je

konstitutivné aktivni (TGF BSCSCS

). Konstitutivné aktivni verze obsahuje dvé mutace (obé méni
Cys na Ser), které znemoziuji dimerizaci latentniho peptidu a tvorbu latentniho a biologicky
neaktivniho komplexu (Brunner et al, 1989). Data ziskana pomoci PCR ukazuji (obr. 10), ze
exprese velkého mnozstvi genli, snizenych ucinkem MPPN v bunkich CEDM, byla ve
fibroblastech DF1 v disledku stimulace TGF-B3 aktivovana. Timto byla potvrzena ucinnost a
specifi¢nost inhibitoru MPPN a prokdzana relevance identifikovanych genii. V dalSim kroku
byly pomoci semikvantitativni RT-PCR analyzovany exprese vybranych gend, jejichz hladiny
byly G¢inkem MPPN zvySeny (obr. 11a). Byly tim potvrzeny vysledky mikro¢ipové analyzy.
Abychom ziskali také kvantitativni data o expresi vybranych genli ovlivnénych plisobenim
MPPN a TGF-B3, byla provedena analyza pomoci qPCR (tab. 2). Nakonec byla provedena
imunochemicka (WB) analyza vybranych proteind, které odpovidaji odlisné€ (sniZzené i zvySen¢)
exprimovanym genim, identifikovanym pii mikro€ipové analyze. Vybér detekovanych
proteini byl uréen ptedevSim dostupnosti protilatek interagujicich s kufecimi proteiny.

Vysledky WB potvrdily vysledky ziskané mikro¢ipovou analyzou i PCR (obr. 11b).

4.1.4 Dlouhodoby tucinek inhibice signalni drahy TGFB v buiikach CEDM

Inhibici signalni drahy TGF[ se v posledni dobé dostava zna¢né pozornosti, protoZe by
se mohla stat moznou 1é¢bou fibrotickych onemocnéni (Gharaee-Kermani et al, 2009). Proto
nas zajimalo, zda dlouhodoba inhibice signalni drahy TGFp inhibitorem MPPN povede
k dediferenciaci bunék CEDM na fibroblasty. Pfekvapivé ani po dvou tydnech kultivace bun¢k
CEDM s MPPN nedoslo u CEDM ke ztraté vSech rystt myofibroblastii. Po tydnu kultivace
bunék CEDM s MPPN doslo k jejich protazeni a morfologicky zacaly pfipominat fibroblasty
(napt. DF1), ale pii delsi kultivaci s MPPN se jiz neménily (obr. 12). Takové morfologicky
zménéné bunky produkovaly sice méné¢ ECM, ale stale ji produkovaly a G¢inek MPPN na
tvorbu vlaken aSMA byl také jen Castecny (obr. 12). Vlakna aSMA detekovana fluorescencni
mikroskopii byla ten¢i a méné vyrazna, presto stale pfitomna. Analyza pomoci PCR a WB

odhalila snizeni exprese gent kodujicich nékteré slozky ECM, riistové faktory a proteiny spjaté
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Obr. 10 Ovéreni zmén genové exprese detekovanych na mikrocipu v buitkkich CEDM po inkubaci s MPPN
pomoci semikvantitativni PCR. Uginek inhibitoru MPPN na buiiky CEDM je pro porovnani ukazin spolu

s t¢inkem trvalé signalizace drahou TGF-§ v buiikach DF1. Jako kontrola byl pouzit gen GAPDH.
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CEDM, MPPN vs. DMSO DF1, RCAS-TGFB3““ vs. RCAS
gen nasob.A geom.SD hodnota nasob.A geom.SD hodnota
expr. p expr. p
HAS2 -6,5 1,5 0,0119 7,9 1,1 0,0001
COMP -4,6 1,4 0,0002 9,7 1,1 0,0001
TIMP3 -3,3 1,2 0,0042 6,5 1,1 0,0000
NGF -6,4 1,1 0,0025 19,2 1,2 0,0003
IL6 -5,8 1,4 0,0046 >100 n. p. n. p.
VEGFC -3,0 1,1 0,0002 14,2 1,2 0,0004
sbcC1 -6,7 1,1 <0.0001 6,2 1,1 0,0003
ITGB3 -4,3 1,6 0,0514 29,7 1,1 0,0003
SMURF2 -4,0 1,1 <0.0001 16,4 1,1 0,0001
ADCY2 -4,5 1,3 0,0006 27,4 1,1 0,0002
ZIC1 -9,8 1,5 0,0001 >100 n. p. n. p.
CREB3L2 -1,6 1,1 0,0008 4,5 1,1 0,0001
HHIP -15,0 2,2 0,0413 >100 n.p. n.p.
TPM1 -2,3 1,2 0,0001 22,0 1,1 0,0003
NPR3 21,9 1,6 0,0038 n. p. n. p. n. p.
AGTR2 11,0 1,6 0,0370 n. p. n. p. n. p.
MTUS1 4,2 1,2 0,0001 n. p. n. p. n. p.
NOV 8,5 1,2 0,0249 n.p n. p n.p

Tab. 2 Ovéfeni zmén genové exprese detekovanych na mikrocipu v buiikich CEDM po inkubaci s MPPN
pomoci qPCR. Srovnani exprese vybranych genl ve vzorcich z bun¢k inkubovanych 48hodin s MPPN a bun¢k
DF1 strvale aktivovanou signalizaci drahou TGF-B. V pripadé gent IL6, ZIC1 a HHIP jsme nebyli schopni
detekovat expresi u kontrolniho vzorku z buné¢k DF1 s prazdnym vektorem RCAS a proto byla zména exprese
vyjadiena jako vice nez stonasobna (>100). Statisticka analyza v takovych pfipadech nemohla byt provedena.
Vétsina gent, jejichz exprese byla zvySena pisobenim inhibitoru MPPN na buiiky CEDM, nebyla v buiikach DF1

vyznamné exprimovana. Zkratky: nasob. A expr. - nasobek zmény exprese, Geom. SD — geometricka standartni

odchylka, n.a. — neaplikovatelné, n.p. - neproveditelné
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Obr. 11 Ovéreni zmén genové exprese ziskanych analyzou mikro€ipti v buiikkich CEDM po inkubaci s
MPPN na urovni RNA a proteind. (a) Exprese gentl, jejichz exprese byla pusobenim MPPN zvysena byla
analyzovana semikvantitativné pomoci RT-PCR. (b) Uginek inkubace bundk CEDM s inhibitorem MPPN po
uvedenou dobu (v hodinach) na hladinu vybranych proteinti byl analyzovan imunochemicky. Detekce proteinti
GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné nanasky proteint. ¢) Hladiny mRNA geni kddujicich TGF-B1 a
TGF-B3 byly u bunék inkubovanych s MPPN analyzovany pomoci qPCR. Hodnoty byly normalizovany tak, ze
hladina exprese mMRNA pro TGF-B1 v buitkich CEDM inkubovanych pouze s rozpoustédlem DMSO piedstavuje
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Obr. 12 Vzhled a charakteristika fenotypu bunék CEDM inkubovanych s MPPN po dva tydny nebo trvale
exprimujicich PDGFB. Bunécna morfologie byla zvyraznéna Giemsovym barvenim. Charakteristické rysy
myofibroblastd byly analyzovany imunofluorescenéni detekci vlaken oSMA a barvenim kolageni v ECM

barvivem Sirius Cerven.
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s cytoskeletem (ACTG2 a TPMI1). Ke zméné exprese geni (ACTA2, CNNI1 a TAGLN)
kodujicich proteiny zodpovédné za vznik a kontraktilitu vlaken aSMA v podstaté nedoslo (obr.
13). Také exprese geni kodujicich nekteré podstatné slozky ECM (kolagen typu I a
fibronektin) zistaly dlouhodobou inkubaci bunék CEDM s MPPN nezménény. Zatimco
inhibice signalizace drahy TGFp chemickym inhibitorem MPPN nezplsobila v naSem
experimentalnim uspofaddani u bunék CEDM ucinnou ztratu fenotypu myofibroblastii, mnohem
lepsi dediferenciace bunék CEDM bylo dosazeno stalou stimulaci téchto bunck ligandem
PDGF-BB (dale oznatovano uz jen jako PDGFB). Ligand PDGFB byl exprimovan
Z integrovaného retrovirového vektoru a stimulace timto ligandem vedla, kromé¢ ztraty sekrece
ECM, také ke ztrat¢ tvorby vldken aSMA a zménam v expresi genl odrazejicich tyto ztraty
(obr. 12 a 13). Zajimavé a nijak piekvapivé je, ze molekularni mechanizmy vedouci ke ztraté
fenotypu myofibroblastli stimulaci ligandem PDGFB v naSem uspofadani v sobé zahrnuji i
inhibici signalizace drahou TGFp, jak vyplyva z fosforylace proteinu SMAD2 (obr. 13).
Piestoze naSe experimentadlni podminky vyvoldvajici stimulaci ligandem PDGFB jsou
arteficialni a aplikace velmi vysoké hladiny PDGFB na fibrotickou tkan by vedla k mnoha
vedlej$§im efektim, nase vysledky ukazuji, Ze fenotyp myofibroblasti muze byt zcela

odstranén. Takové zjisténi je dilezité z terapeutického hlediska.

4.1.5 Trvala exprese PDGFB, Ha-Ras(G12V) nebo EGR4 v buiikach CEDM vyvolava

morfologické zmény, sniZenou schopnost produkovat ECM a ztratu vliken aSMA

V piedchozich pokusech jsme ukazali, Ze trvala exprese PDGFB z integrovaného
retrovirového vektoru vedla, na rozdil od trvalé inhibice signalni drahy TGF-B, v bunkach
CEDM ke kompletni dediferenciaci (obr. 13 a 14). Abychom poodhalili molekularni
mechanizmy stojici za uspésnou dediferenciaci myofibroblast, studovali jsme nékolik dalSich
proteind, které¢ by mély byt regulovany PDGFB a obecné signédlni drahou MAPK (PDGFB ji
aktivuje). Zjistili jsme, Ze stabilni exprese gent kddujicich aktivovanou formu signalniho
proteinu Ha-Ras a transkrip¢ni faktor EGR4 v bunikach CEDM také indukuji dediferenciaci
(obr. 14). Jak je patrné z obrazku 14, stabilni exprese gent PDGFB, HRAS(G12V) a EGR4
vyvolavala v buikaich CEDM morfologické zmény specifické pro kazdy gen (obr. 14a, horni
fada), ztratu zjevnych vlaken aSMA (obr. 14a, prostfedni fada) a siln¢ redukovala mnozstvi
ECM bohaté na kolageny, ukladané na dno kultivacni misky (obr. 14a, spodni fada).

Imunochemickd analyza vybranych proteinli odhalila ztratu fosforylace proteinu SMAD2 a
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Obr. 13 Zmény hladin RNA a proteini v buiikich CEDM vyvolané dlouhodobym ptisobenim MPPN nebo
trvalou expresi PDGFB. (a) Exprese vybranych genu byla analyzovana pomoci RT-PCR. Zatimco pisobeni jak
MPPN tak PDGFB vyvolavalo sniZeni exprese rustovych faktord, nékolika gend spojenych s produkci ECM a
gent ACTG2 a TPMI1 spojenych s cytoskeletem, pouze stabilni exprese PDGFB byla schopna snizit expresi
COL1A1, FN1, ACTA2, CNN1 a TAGLN. (b) Imunochemickd analyza proteini oaSMA and kalponinu 1
potvrdila zmény pozorované na urovni RNA. Detekce fosforylovanych proteini SMAD2 u bunck silné
stimulovanych PDGFB ukdzala vyrazny inhibi¢ni G¢inek této stimulace na signalizaci drahou TGF-B. Detekce

proteintt GAPDH byla pouZita jako kontrola rovnomérné nanasky proteintl. Cas piisobeni inhibitoru je uveden ve
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Obr. 14 Trvala exprese PDGFB, Ha-Ras(G12V) nebo EGR4 potlac¢uje fenotyp myofibroblasti bunék
CEDM. (a) Bunééna morfologie byla kontrolovana ve fazovém kontrastu. Charakteristické rysy myofibroblast
byly analyzovany imunofluorescenéni detekci vlaken aSMA a barvenim Kolageni v ECM barvivem Sirius Gerveti.
(b) Imunodetekce proteinii odhalila sniZzeni fosforylace proteini SMAD2 (ukazujici na ztratu autokrinni
signalizace drahou TGF-f) a snizeni hladin proteini aSMA and kalponin 1. VSechny trvale exprimované geny

ovliviovaly aktivity signalnich drah ERK a JNK, ale s riznymi zpusoby.
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SMAD3, coz vypovida o ztraté¢ autokrinni signalizace drdhou TGF-B. Dale doslo k vyraznému
snizeni hladin proteini aSMA a kalponin 1, coz ukazuje a potvrzuje ztratu kontraktilniho

aparatu vlaken aSMA.

4.1.6 Mikrocipova analyza bunék CEDM s trvale exprimovanym EGR4 odhalila sniZenou
expresi genii kodujicich komponenty ECM, proteiny spojené s aktinovou kontrakci a

znamé negativni regulatory signalizace drahou TGFf

V nasi praci jsme se dale zaméfili na EGR4, protoze PDGFB (neboli c-sis) i Ha-Ras
jsou znamé onkogeny a povaha jejich dediferencia¢nich schopnosti mize byt zastfena
celkovym narusenim bunécné signalizace, doprovazejici neoplastickou transformaci. Buiky
s trvale exprimovanym EGR4 nejsou podle obecné piijimanych kritérii transformované, nebot’
nevykazuji morfologické zndmky transformace, zachovavaji si kontaktni inhibici a netvofi
fokusy v mékkém agaru (data nejsou ukazana). Pro odhaleni molekularni podstaty zmén,
vyvolanych stabilni expresi genu EGR4 v buitkkdch CEDM, jsme pouzili analyzu genové
exprese pomoci kufecitho mikroCipu. Mikro€ipova analyza bunék s trvale exprimovanym
EGR4, v porovnani s kontrolnimi buitkami, odhalila vyznamné (vice nez dvojnasobné) snizeni
a zvySeni exprese stovek gent, pfiCemZ snizeni exprese trochu pievazovalo (tab. EP4
Vv elektronické ptiloze této prace). Vybér z téchto genl je v obrdzku 15. Extrémni (vice nez
tisicinasobné) zvyseni exprese EGR4 je velmi nadhodnocené, protoze tato metoda detekovala
veskerou retrovirovou mRNA coby signal odpovidajici expresi EGR4. Z celkové retrovirové
mRNA jsou totiz do proteinu EGR4 ptekladany pouze molekuldrné sestithané mRNA.
Extrémni narist exprese genu EGR4 je do znacné miry zpisoben také porovnanim
s kontrolnimi bunkami, v nichZ je exprese EGR4 témét nedetekovatelna. Jak vyplyva z
mikroCipové analyzy, nejvyraznéjSim efektem trvalé exprese EGR4 je sniZeni exprese gent
specifickych pro myofibroblasty. Mezi geny se sniZenou expresi, specifické pro
myofibroblasty, patfi geny kodujici: strukturni (kolageny, proteoglykany, fibronektin) i
regulacni (napi. TIMP3, THBS2) slozky ECM, proteiny spojené s aktinovou kontrakei (CNN1,
TAGLN, TPMI1, ACTA2) a ruzné secernované ligandy (NOV, CXCL12, BDNF, FGF7,
VEGFC atd.). Mezi geny se zvySenou expresi patiilo i n€kolik genti kodujici negativni
regulatory signalizace drdhou TGF-B a regulatory profibrotickych drah (FOXG1, BAMBI,
NABI1 a DUSPS). Transkripéni faktor FOXG1 interferuje s aktivitou proteint SMAD2/3
(Rodriguez et al, 2001). BAMBI (z anglického ,,BMP and activin membrane-bound inhibitor*)

koduje transmembranovy protein, ktery ma schopnost inhibovat signalizaci vSech izoforem
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Obr. 15 Profil genové exprese bunék CEDM exprimujicich EGR4 z integrovaného retrovirového vektoru.

Vybrané geny, jejichz exprese byla snizena (levy panel) nebo zvySena (pravy panel), demonstruji rozsahly dopad

trvalé exprese EGR4 na expresni profil bunék CEDM. Barvy pfedstavuji hladiny genové exprese, detekovanych

jako signaly pii mikroCipové analyze (pfevedenych do log2 skaly). Uvedené hodnoty nasobkli zmén exprese jsou

primérem tfi para vzorka.
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TGF-B, aktivinu a BMP. Protein BAMBI totiz ovliviiuje svoji vnitrobunéénou doménou
komplexy receptortt pro transformujici ristovy faktor f (TGFBR) (Onichtchouk et al, 1999).
NAB1 je znamy svou schopnosti reprimovat transkripci zavislou na transkripénim faktoru
EGRI1, pifi¢emz takova transkripce je dulezitou soucasti fenotypu myofibroblastd (Wu et al,
2009). Gen DUSPS (z anglického ,,dual specificity phosphatase 5°) koduje fosfatazu s dvojitou
specifitou, ktera defosforyluje kinazy MAP, se silnou preferenci pro ERK1 a ERK2 (Mandl et
al, 2005). Pravé signalizace drahou MAPK hraje zasadni tlohu v regula¢ni siti Fizenou
signalizaci TGF-f (Reimann et al, 1997). Vysledky mikro¢ipové analyzy jsme na vybranych
genech ovétili pomoci qPCR (tab. 3). Pti ovéteni qPCR byly pouzity stejné vzorky jako pro
mikrocipovou analyzu. Pomoci qPCR jsme analyzovali také expresi genlit NAB2 a COL1Al,
jejichz p-s nebyly pfitomné na pouzitém kufecim mikrocipu. Jak se ukazalo, exprese obou gent
byla trvalou expresi EGR4 vyznamné ovlivnéna. Abychom zjistili zavislost exprese
oveétovanych gent na aktivité signalni drahy tizené TGF-B, zahrnuli jsme do analyzy pomoci
qPCR i vzorky bunék CEDM inkubovanych s MPPN. Exprese genti kodujicich lumikan
(LUM), tzv. cartilage oligomeric matrix protein (COMP), tkanovy inhibitor metaloproteinaz 3
(TIMP3), thrombospondin 2 (THBS2), tzv. stromal cell-derived factor 1 (CXCL12),
thrombospondin 1 (THBS1), kolagen typu VI, alfa 3 (COL6A3), E3 ubikvitin ligazu 2
specifickou pro proteiny SMAD (SMURF2), myokardin (MYOCD) a TGF-p3 (TGFB3)
vyznamné a obdobné reagovaly jak na trvalou expresi EGR4, tak na inhibici signalni drahy
TGF-B3 v buitkach CEDM (tab. 3). Pasobeni trvalé exprese EGR4 bylo u nékolika vybranych
genu (TGFBI, HHIP, CNNI1, ACTA2 a EGR1) ovéfeno imunochemicky (WB) i na urovni
proteinu (obr. 17a).

4.1.7 V buiitkich CEDM s trvalou expresi EGR4 dochazi k silné inhibici signalni drahy
TGF-p

Signalizace TGF-P hraje dominantni roli v diferenciaci myofibroblasti a sekreci ECM,
jak uz bylo zminéno diive a je dobfe experimentalné dolozeno. Protoze trvald exprese EGR4
v buitkkdch CEDM aktivovala expresi nékolika genti, jejichZz proteinové produkty inhibuji
signalni drahu TGF-B, rozhodli jsme se tuto drahu podrobngji analyzovat imunochemicky
(WB). Zatimco v kontrolnich buitkdch CEDM (neinfikovanych anebo infikovanych prazdnym
retrovirovym vektorem SFCV-LE) byl dobfe detekovatelny signal hlavnich zprosttedkovatelt
signalizace TGF-p, fosforylovanych forem SMAD2 a SMAD3, v bunkach CEDM s trvale
exprimovanym EGR4 fosforylované formy SMAD2/3 prakticky vymizely (obr. 17a). Hladina

celkového mnozstvi proteini SMAD?2/3 naopak v bunikéach s trvale exprimovanym EGR4
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EGR4 vs. kontrola MPPN vs. DMSO
gen nasob. A SEM  hodnota| nasob.A SEM  hodnota

expr. p expr. p
FOXG1 153,94 51,29 0,002 - - -
BAMBI 39,69 8,62 0,002 - - -
DUSP5 2,54 0,95 0,010 - - -
NAB1 4,02 1,08 0,008 - - -
NAB2 18,36 3,73 0,000 - - -
LUM -372,43 74,49 0,003 -4,02 0,99 0,022
COL8A1 -58,08 20,41 0,020 1,12 0,57 0,423
comp -64,17 28,18 0,040 -4,44 0,28 0,000
TIMP3 -12,42 4,27 0,026 -3,38 0,51 0,004
THBS2 -35,74 14,07 0,028 -4,22 0,72 0,005
cXcLi2 -24,32 9,62 0,033 -2,95 1,18 0,083
HHIP -842,28 200,43 0,005 -9,33 3,72 0,041
EGR1 -10,42 2,98 0,013 -1,56 0,13 0,032
THBS1 -12,01 3,87 0,019 -1,75 0,05 0,005
CNN1 -4,95 2,19 0,062 1,19 0,31 0,299
TAGLN -23,34 10,10 0,042 1,10 0,13 0,268
PRRX1 -5,21 1,25 0,013 1,45 0,07 0,001
SMURF2 -5,33 1,56 0,023 -3,96 0,11 0,000
COL6A3 -7,64 1,13 0,002 -1,69 0,20 0,019
MYOCD -23,45 6,16 0,009 -3,68 0,80 0,009
ACTA2 -7,32 1,84 0,011 1,43 0,23 0,041
TGFBI -4,73 0,37 0,000 -11,55 2,71 0,008
TGFB3 -4,66 1,11 0,014 -1,64 0,17 0,014
FN1 -3,03 1,10 0,065 -1,47 0,28 0,076
COL1A1 -3,15 0,44 0,003 -1,12 0,15 0,272
TGFB1 -1,75 0,38 0,041 -1,07 0,15 0,297

Tab. 3 Ovéreni zmén genové exprese detekovanych na mikro€ipu v buiikach CEDM s trvale exprimovanym
EGR4 a po inkubaci s MPPN pomoci qPCR. Exprese vybranych gent ve vzorcich z bunék infikovanych virem
kédujicim EGR4 nebo prazdnym virem byla analyzovana pomoci qPCR. Hodnoty normalizované na pfislusnou
hodnotu GAPDH a relativni hladiny exprese byly spocitiny podle urcenych ucinnosti amplifikace. Tabulka
ukazuje prumérné hodnoty ndsobkd zmén spoleéné se standardni chybou méfeni (SEM) a hodnotami p
odpovidajicich t-testd. V ptripadé gend, jejichz exprese byla sniZzena, byl porovnan tcinek trvalé exprese EGR4

s t¢inkem chemického inhibitoru (MPPN) signalni drahy TGF-B. Geny, které signifikantné odpovidaly jak na

expresi EGR4 tak na inhibici signalizace drahou TGF-B jsou uvedeny tu¢nou kurzivou.
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vyrazn¢ vzrostla (obr. 17a), coz je pravdépodobné dusledek kompenza¢niho mechanizmu
zpusobeného poklesem exprese genu pro SMAD?2 specifickou ubikvitin ligazu SMURF2 (obr.
15). Dale jsme potvrdili o¢ekdvany (podle hladiny mRNA) narast hladiny proteini FOXG1,
BAMBI a NABL1 (obr. 17b), které by mohly byt zprostfedkovateli fenotypu vyvolaného trvalou
expresi EGR v buitkdch CEDM. Je dobfe zndmé, ze draha MAPK je nedilnou soucasti signdlni
sit¢ tizené TGF-B. Proto se nabizi, ze vySe uvedend aktivace exprese DUSP5 by mohla
zprostiedkovat EGRA4-fizené potlaceni fenotypu myofibroblasti (ktery je pod kontrolou
signalni drahy TGF-B). Abychom zjistili stav signalizace drdhou MAPK v buiikach s trvale
exprimovanym EGR4, imunochemicky jsme detekovali fosforylované formy i celkové
mnozstvi forem ERK, JNK a p38 kinaz MAP. Jak ukazuje obr. 17b, trvala exprese EGR4
inhibovala fosforylaci ERK a JNK2, zatimco celkové mnozstvi téchto kindz zlstalo

nezménéné. Fosforylovana forma p38 nebyla detekovana ani u jednoho vzorku (neni ukazano).

4.1.8 Trvala exprese FOXGI je dostatecna k potlaceni fenotypu myofibroblasti

Dale jsme analyzovali moznou ulohu jednotlivych vytipovanych proteint (jejichz
hladiny zvysila trvala exprese EGR4), v inhibici drahy TGF-B a potlaceni fenotypu
myofibroblasti. Za timto ucelem jsme zkonstruovali retrovirové plazmidy nesouci geny
FOXG1, BAMBI a NAB1 a nésledn¢ analyzovali rysy myofibroblasti v bunkdch CEDM, které
vytipované geny stabilné exprimovaly. Ukézalo se, ze pouze trvala exprese genu pro FOXG1
byla schopna t¢inn¢ potlacit produkci ECM a tvorbu vlaken aSMA (obr. 16), zatimco exprese
BAMBI a NABI byla bez zjevného efektu (neni ukadzano). Exprese FOXG1 v buikich CEDM
také vedla ksilnému sniZzeni fosforylace proteini SMAD2/3, srovnatelné se snizenim
zpusobenym expresi EGR4 (obr. 17a). Stejné tak doslo i ke stabilizaci celkového mnozstvi
proteinit SMAD?2 (obr. 17a). Exprese FOXG1, podobné jako exprese EGR4, snizila fosforylaci
kinaz ERK a JNK2 (obr. 17b). Tyto vysledky jsou ponékud piekvapivé, protoze schopnost
FOXG1 interferovat se signalizaci dradhou TGF-B je podle dostupné literatury svazana
s aktivitami na niz§ich trovnich této signalni drahy a nikoliv s kinazovou aktivitou (Rodriguez
et al, 2001). Z nasich vysledkd vyplyva, ze FOXG1 ma v myofibroblastech pravdépodobné i
dalsi aktivity, které mohou zahrnovat i schopnost reprimovat transkripci nékterych gent.
Dulezitou casti molekularniho mechanizmu, kterym trvala exprese FOXG1 ovliviiuje aktivitu
celé signdlni drahy TGF-B, mlZe byt naruSeni smycky pozitivni zpétné vazby, smycky trvale

udrzujici autokrinni stimulaci myofibroblasti ligandy TGF-B. Jak bylo ukézéno v pfedchozich
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Obr. 16 Vzhled a charakteristika fenotypu bunék CEDM trvale exprimujicich EGR4 anebo FOXGI.

SFCV-FOXG1
RCAS

Bunééna morfologie byla zvyraznéna Giemsovym barvenim. Charakteristické rysy myofibroblasti byly
analyzovany imunofluorescencni detekci vlaken aSMA a barvenim kolagenti v ECM barvivem Sirius cerven.
V popisu jsou uvedeny retroviry pouzité k infekci buné¢k. U bunék trvale exprimujicich EGR4 anebo FOXG1
dochazi ke ztraté nebo redukci charakteristickych rysi myofibroblastd, totiz vyraznych vldken aSMA a intenzivni
produkce ECM bohaté na kolageny. Exprese TGF-B3 obnovuje fenotyp myofibroblasti bunék CEDM s trvale
exprimovanym EGR4.
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Obr. 17 Imunochemicka analyza proteini ovlivnénych stalou expresi EGR4 anebo FOXGI1 v buiikach
CEDM. (a) Hladiny vybranych proteini, odpovidajicich gentim se sniZenou expresi na mikrokro¢ipu, byly
analyzovany. Byly porovnany ucinky trvalé exprese EGR4 a inhibice signalizace drahou TGF-B (posledni dvé
linky). Jako kontrola pfi pusobeni MPPN (rozpusténé v DMSO) byl pouZito pouze pusobeni DMSO. Protein
NPTII kédovany vSemi konstrukty SFCV byl detekovan pro porovnani rozsahu integrace a exprese retrovirovych
vektorii. Detekce proteini GAPDH byla pouZita jako kontrola rovnomérné nanasky proteind. (b) Hladiny
vybranych proteinti, odpovidajicich geniim se zvySenou expresi na mikrokro€ipu, byly ovéfeny imunochemickou
detekci. Analyzovali jsme hladiny celkovych a fosforylovanych forem proteini ERK, abychom zjistili vliv trvalé
exprese EGR4 v buitkdich CEDM na signalizaci drahou MAPK. Detekce proteini GAPDH byla pouzita jako

kontrola rovnomérné nanasky proteint.
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pokusech, tato smycka aktivuje transkripci ligandu TGF-B3 a gent (napf. ITGB3, ITGBS a
LTBP1) kédujicich aparat aktivujici TGF-B3 z jeho neaktivni (latentni) formy. Tuto hypotézu

doklada i Ctyfnasobné snizeni exprese genu TGFB3 v buitkach CEDM trvale exprimujicich
EGR4 (obr. 15).

4.1.9 Nadexprese TGF-B3 obnovuje v buitkkich CEDM s trvale exprimovanym EGR4
fenotyp myofibroblasta

Protoze trvala exprese EGR4 je arteficialni experimentalni situace, ktera by
pravdépodobné v in vivo podminkach nenastala (ale mohla by byt indukovana farmaceutickymi
pfistupy), zajimalo nas, zda by mohl byt fenotyp fibroblasti v buitkkich CEDM
s nadexprimovanym EGR4 obnoven hyperstimulaci ligandem TGF-B. Z divodi zminénych
diive (kapitola 4.1.3) a protoze dediferenciace bunék CEDM stabilni expresi EGR4 souvisela
s razantnim poklesem hladiny TGF-B3 (obr. 15, tab. 3) a nikoliv TGF-B1, jsme opét pouzili
ligand TGF-B3 (jak TGE-B3"T tak TGF-B3“°%). Kufeci geny TGFB3"' a mutovana verze
TGFB3%5® byly exprimovany z retrovirovych vektori RCAS-BPA, slouzicich normalné (bez
vlozen¢ c¢cDNA) jako pomocny virus ve vSech dosud zminénych experimentech. Toto
experimentalni uspotadani nam dovolilo trvale exprimovat v buinkich CEDM dva geny
souCasn¢. Jeden zretrovirového, replikaéné nekompetentniho vektoru SFCV a druhy
z retrovirového (a replikaéné kompetentniho) vektoru slouziciho jako pomocny virus. Ptipravili
jsme tedy buikky CEDM exprimujici jak EGR4 tak TGF-B3 a kontrolni kombinace expresi
pouze jednoho ztéchto dvou geni. V piipravenych bunkach jsme analyzovali rysy
myofibroblasti a expresi relevantnich proteind. Jak ukazuje obrazek 16, konstitutivni
nadexprese TGF-B3 potlacuje vSechny efekty vyvolané samotnou expresi EGR4 a vynucuje u
bunék CEDM typicky fenotyp myofibroblastii (produkujici velké mnozstvi ECM a majici
vyrazna vlakna aSMA). V souladu s fenotypem, také hladiny proteini snizenych trvalou
expresi EGR4 se navratily k normalnim hladinam, typickym pro bunky CEDM (obr. 17b).
Jedinou vyjimku tvofi fosforylovana forma ERK MAP kindzy, jejiz hladina se v buiikach
hyperstimulovanych TGF-B3 navratila jen ¢aste¢né (obr. 17b). Zato v hyperstimulovanych
bunkach doslo k obrovskému nartstu hladiny fosforylované formy JNK MAP kinazy (obr.
17b). Zajimavé je, Ze hladina proteinu EGR4, dand expresi z integrované¢ho retrovirového
vektoru, je v buiikach hyperstimulovanych TGF-B3 snizena (obr. 17a). Tento pokles musi byt
zpusoben destabilizaci proteinu EGR4, protoze hladina proteinu NPTII neni ovlivnéna (obr.
17a). Protein NPTII dava bunkdm rezistenci ke G418 a je kodovan genem, ktery lezi ve

stejném vektoru jako gen kodujici EGR4. mRNA pro NPTII je transkribovéana z promotoru
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spole¢ného pro geny EGR4 i NPTIIL Protein EGR4 je totiz prekladan ze sestiihané formy
mRNA, ktera pted sestfihanim koduje jak EGR4, tak NPTIIL. Toto uspotadani tedy vylucuje
mozné ovlivnéni stability mRNA. Vyse uvedené vysledky ukazuji na mozny vzijemny
antagonizmus mezi signalizaci drdhou TGF-f a EGR4, ktery by se mohl vyskytovat i
Vv kontextu fyziologickych podminek.

4.1.10 Kombinované pusobeni inhibitoru signalni drahy TGF-p MPPN a forbolového
esteru TPA na buiiky CEDM napodobuje zmény vyvolané trvalou expresi geni PDGFB,
Ha-Ras(G12V), EGR4 nebo FOXG1

Protoze dediferenciace bunck CEDM zpisobena stdlou expresi gent PDGFB, Ha-
Ras(G12V), EGR4 nebo FOXG1 byla vzdy spojena se ztratou autokrinni signalizace drahou
TGF-B a riznym typem naruSeni signalizace drdhou MAPK, pokusili jsme se ovlivnit obé
signalni drahy pomoci chemickych latek. K inhibici signalizace drdhou TGF-B jsme opét
pouzili inhibitor, ktery sdm o sobé nebyl schopen navodit kompletni dediferenciaci
myofibroblasti (kapitola 4.1.4). Protoze nezname piesnou povahu naruseni signalizace drahou
MAPK, pouzili jsme jak aktivator, tak inhibitor signalizace dradhou MAPK. Jako aktivator byl
pouzit forbolester (TPA) a jako inhibitor slouzila latka U0126 (specifickd pro MEKI,2).
Kompletni dediferenciaci myofibroblasti (CEDM) jsme se pokusili navodit kombinaci
pusobeni MPPN s TPA nebo U0126. Buiiky CEDM byly nejdiive kultivovany po jeden tyden
Vv pfitomnosti 0.5 uM MPPN a pak byl na tfi nebo vice dni ptidan 10 nM TPA nebo 10 uM
U0126. Nasledné jsme analyzovali morfologii bunék, pfitomnost vldken aSMA, produkci ECM
a hladiny vybranych relevantnich proteinti. Zatimco kombinace pisobeni MPPN s U0126
nevedla ve srovnani s plisobenim samotného MPPN k Zidnym zméndm (neni ukazano),
kombinace piisobeni MPPN s TPA vedla k G¢inné dediferenciaci myofibroblasti. Po plisobeni
MPPN s TPA doslo u bunék CEDM k morfologickym zménam, ztrat€ vlaken aSMA a silnému
potlac¢eni produkce ECM bohaté na kolageny (obr. 18a). Tyto vysledky byly dale podpofeny
pozorovanim silného snizeni hladin proteini aSMA a kalponinu 1 (obr. 18b). Zajimavé je, Ze
pusobeni samotného TPA na buiiky CEDM také vyvolavalo u¢inné snizeni hladin proteind

spojenych s kontraktilitou vlaken aSMA (obr. 18b).
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Obr. 18 Kombinované pisobeni MPPN a TPA vyvolava u¢innou dediferenciaci bunék CEDM. (a) Bunécna

morfologie sledovana ve fazovém kontrastu se ndpadné zmeénila u bunék CEDM kultivovanych s MPPN a TPA.

Navic imunofluorescencni detekce vlaken aSMA a barveni kolagentt v ECM barvivem Sirius Cerven ukazaly

potladeni charakteristickych ryst myofibroblasti téchto bungk. (b) Imunodetekce proteint odhalila snizeni hladin

proteini aSMA and kalponin 1. Detekce proteint GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné nanasky

proteint.
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4.2 Studium molekuliarni podstaty metastazovani sarkomovych bunék
4.2.1 Unikatni model metastazovani zaloZeny na bunéénych liniich PR9692 a PR9692-E9

Ke studiu genti regulujicich metastazovani sarkomt jsme pouzili unikdtni kuieci linie
fibrosarkomovych bunék PR9692 a PR9692-E9. Tyto buiikky byly odvozeny ze sarkomu
prsniho svalu experimentalniho kufete, vzniklého v misté¢ vpichu piimé injekce DNA
konstruktu nesouciho LTR — v-src — LTR. Analyza pfedesla této praci ukazala, ze bunky
PR9692 a PR9692-E9 v sob¢ nesou pouze jednu kopii proviru LTR — v-src — LTR a gen v-src
je z tohoto proviru ucinné exprimovan. Bylo také identifikovano misto integrace proviru a
sledovano udrzeni proviru v bunkach béhem in vitro pasazovani ((Cosset et al, 1990), Plachy J.,
nepublikované vysledky). Buiiky rodi¢ovské linie PR9692 adheruji k holym plastikovym
kultiva¢nim nadobam (pro adherentni buniky) a maji jak protazeny, tak kulaty tvar (obr. 19 a
20). Po inokulaci do prsniho svalu experimentalnich zvifat davaji tyto buniky v misté injekce
vzniknout rychle rostoucim sarkomim, které ucinné metastazuji do plic. Na rozdil od linie
PR9692, buitkky PR9692-E9 (subklon bun¢k PR9692) rostou v bunécné kultufe v plovoucich
agregatech a téméf neadheruji k plastiku kultiva¢nich nadob (obr. 19 a 20). Buniky PR9692-E9
ucinné (stejné jako PR9692) tvoti v kutatech sarkomy, které ale (na rozdil od PR9692) nikdy
nemetastazuji. Rustové kinetiky priméarnich nadorti a charakteristické metastazovani jsou
zobrazeny na obr. 23 a, c. Piiklady klasifikace plicnich metastaz do tii kategorii podle jejich
mnozstvi a velikosti je na obr. 22. Ackoliv mezi jednotlivymi zvifaty je znac¢na variabilita,
statistickd analyza ukdazala, Ze primarni nddory indukované buitkami PR9692 rostou trochu
rychleji (hodnota p< 0.02) nez nadory vzniklé z bunék PR9692-E9 a bunék odvozenych z
PR9692-E9.

4.2.2 Mikroc¢ipova analyza genii odliSné exprimovanych v rodi¢ovské metastazujici linii

PR9692 a v nemetastazujici dceriné linii PR9692-E9

Rozdily ve schopnostech G¢inné tvofit metastazy mezi buitkami PR9692 a PR9692-E9
by se mély projevit rozdilnou expresi genil v té€chto bunikach. Abychom rozdily v expresi genti
zjistili, provedli jsme mikro¢ipovou analyzu exprese genl. Vyslednd data jsou piistupna
v databazi GEO pod kédem GSE15141. Seznam vybranych gentl, jejichz exprese vykazovala
nejvetsi rozdily, je uveden vtab. 4. Kompletni seznam rozdilné¢ (vice nez dvakrat)
exprimovanych genu je v tab. EP5 v elektronické piiloze této prace. Z mikro¢ipové analyzy

vyplyva, Ze v buitkkach PR9692-E9 doslo ke sniZeni exprese nékterych genti kodujicich proteiny
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PR9692-E9 PR9692

PR9692-E9-mock

PR9692-E9-ME-EGR1

Obr. 19 Charakteristicky vzhled bunéénych kultur linii na nepokrytém povrchu plastikovych kultiva¢nich
misek i na povrchu pokrytém kolagenem typu I a charakter usporadani aktinového cytoskeletu
detekovaného pomoci fluorescen¢né znaceného faloidinu (faloidin-TRITC) bunék fixovanych na povrchu

pokrytém kolagenem typu 1.
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kolagen

PR9692-E9-mock PR9692-E9 PR9692

PR9692-E9-ME-EGR1

Obr. 20 Charakteristicky vzhled bunéénych kultur linii na nepokrytém povrchu plastikovych kultiva¢nich
misek i na povrchu pokrytém kolagenem typu I. Buitkky PR9692-E9 a PR9692-E9-mock tvoii pfi kultivaci na
nepokrytych plastikovych kultiva¢nich miskach plovouci shluky bun¢k, zatimco buniky PR9692 a PR9692-E9-
ME-EGRI za stejnych podminek adheruji na plastikovy povrch. Mikrofotografie jsou stejné jako v obr. 19, ale

jsou zde zobrazeny v mens$im zvétSeni.
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10 uM

Obr. 21 Charakter usporadani aktinového cytoskeletu detekovaného pomoci fluorescenéné znaceného
faloidinu (faloidin-TRITC) bunék fixovanych na povrchu pokrytém kolagenem typu I. Nemetastazujici
bunky PR9692-E9 a PR9692-E9-mock neobsahuji organizovana aktinova vldkna a tvoii jenom kratké a tlustsi
vystupujici hroty, zatimco metastazujici buiky PR9692 a PR9692-E9-ME-EGR1 maji polarizovanou morfologii
s vyraznymi kontraktilnimi vlakny tdhnoucimi se pies celou délku buiiky a lze u nich pozorovat i dlouha tenka
filopodia. Prvni mikrofotografie ze tfi zobrazenych ptikladd pro kazdou bunéénou linii je stejna jako v obr. 19, ale

jsou zde zobrazeny ve vétsim rozlieni.

86



b
+
c
++

d

+++
e

+++

Obr. 22 Kategorie plicnich metastaz vzhledem k jejich po¢tu a velikosti. (a) Zadné metastazy. (b) +, n&kolik
(>10) malych (oznacené Sipkami) a 1-3 stiedné (3—4 mm) velkych metastaz. (c) ++, nékolik malych a vice nez 3
stfedné velké metastazy anebo 1-3 velké (4—5 mm) izolované metastazy. (d) +++, plice prorostlé stfedné velkymi
az velkymi metastazami srustajicimi dohromady, Casto tvoii nddorova hmota vice nez 50% objemu plic. (€)

V nékterych kufatech zabiraji metastazy vétsinu objemu plic.
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Obr. 23 Tvorba primarnich nadori a metastaz buiikami PR9692, PR9692-E9, PR9692-E9-mock i PR9692-
E9-ME-EGR1 a jejich adhezivni vlastnosti. (a) Ristova kinetika primarnich nadort tvofenych buikami
PR9692 a buitkami z této linie odvozenych. Plocha primarniho niddoru byla méfena v priibéhu 35 dni po inokulaci
bunék nadorové linie. Pro jednotlivou linii byla do grafu vynasena primérna hodnota plochy nadoru od Sesti zvitat
proti ¢asu. (b) Hladiny mRNA EGR1 detekované pomoci RT-PCR v pivodnich dvou liniich. Odpovidajici
detekce GAPDH je zobrazena v obr. 24c. () Mnozstvi a velikost metastaz urenych 5 tydnd po inokulaci
nadorovych bunék do zvitat. (d) Adhezivni vlastnosti bunék PR9692 a bunék z této linie odvozenych na povrchu

pokrytém kolagenem typu I.
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symbol genu | mezinarodni (anglicky) jméno genu zména log,

Zvy3ena exprese v PR9692-E9 v porovnani s PR9692
CACNA2D1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta

subunit 1 6,1
LIPI lipase, member | 59
FABP1 fatty acid binding protein 1, liver 52
EYA2 eyes absent homolog 2 51
SLITRK6 SLIT and NTRK-like family, member 6 4,7
SCN2A sodium channel, voltage-gated, type Il, alpha 2 4,6
IRX1 iroquois homeobox 1 4,4
NMU neuromedin U 4,4
SEPP1 selenoprotein P, plasma, 1 4.4
CADM1 cell adhesion molecule 1 4,0
AQP9 aquaporin 9 3,9
CPEB1 cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1 3,8
FGFBP1 fibroblast growth factor binding protein 1 3,8
ARHGAP12 Rho GTPase activating protein 12 3,7
PTGER4 prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) 3,7
TSPAN7 tetraspanin 7 34
RICS Rho GTPase-activating protein RICS 3,3
CTSD cathepsin D 3,2
CD36 thrombospondin receptor CD36 3,2
SFRP4 secreted frizzled-related protein 4 2,9

Shnizena exprese v PR9692-E9 v porovnani s PR9692

COLB6A3 collagen, type VI, alpha 3 -10,4
COL5A1 collagen, type V, alpha 1 -8,8
COLB6A2 collagen, type VI, alpha 2 -8,3
ITGA4 integrin, alpha 4 -8,1
COL1A2 collagen, type I, alpha 2 -7,3
COL6Al collagen, type VI, alpha 1 -7,3
RARRES2 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2 -6,8
MGAT3 mannosyl (beta-1,4-)-glycoprotein beta-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase -6,5
NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 -5,7
ITGA1l integrin, alpha 11 -5,6
PCSK6 proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 -5,5
PRKCH protein kinase C, eta -5,2
MYL9 myosin, light chain 9, regulatory -5,1
CMTM7 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 7 -4,7
AQP1 aquaporin 1 -4,6
EGR1 early growth response 1 -4,3
HAS2 hyaluronan synthase 2 -4,1
MSRB3 methionine sulfoxide reductase B3 -3,9
CBY1 chibby homolog 1 -3,6
LASS6 LAG1 homolog, ceramide synthase 6 -3,5

Tab. 4 Seznam vybranych geni, odlisné exprimovanych mezi liniemi bunék PR9692 a PR9692-E9.
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zapojené v procesech svazanych s metastazovanim. Tyto procesy zahrnuji bunécnou adhezivitu
(ITGA4, ITGA11, NCAM1), motilitu (MYL9) a degradaci ECM (PCSK6). Zejména rozdily
v expresi gend, podilejicich se na produkci ECM (napt. HAS2, CIL1A2, vSechny tfi typy
kolagent VI), jsou obzvlast’ velké. Je dobfe znamé, ze rozdily v hladinaich mRNA mohou byt
obecn¢ zpusobené nékolika mechanizmy, které zahrnuji plsobeni transkripénich faktort,
metylace a demetylace promotorti, mutace gent stejn¢ jako posttranskripéni mechanizmy
ovlivitujici stabilitu mRNA (napi. RNA interference, regulace proteiny, atd.). My jsme se
vnasi praci zaméfili na mozny vliv transkripcnich faktord. Zevrubné vyhodnoceni dat
mikroCipové analyzy odhalilo snizeni hladiny exprese transkripéniho faktoru EGR1 (vice nez
dvacetinasobné u mikrocCipu a asi tiinasobné pii analyze qPCR) v nemetastazujicich buinikach
PR9692-E9. Snizeni exprese EGR1 (zfetelné téZ na obr. 23b) naznacovalo moznou roli EGR1
V metastazovani. Tato hypotéza je navic podpoifena jiz popsanou roli EGR1 coby efektoru
riaznych signalnich drah, v¢etné drahy TGF-f (Bhattacharyya et al, 2009; Chen et al, 2006),
znamé pro jeji dilezitou ulohu v progresi riznych typti nadorti. Navic vysoka exprese EGR1
souvisi s rozvojem metastaz karcinomu zaludku (Kobayashi et al, 2002) a exprese blizce
ptibuzného genu EGR3 reguluje invazivni chovani karcinomu prsu (Suzuki et al, 2007).
Uvedené publikované tidaje nas inspirovaly k experimentu, testujiciho schopnost zvySené

hladiny exprese EGR1 v bunikach PR9692-E9 obnovit metastazovani téchto bungk.

4.2.3 ZvysSena hladina exprese genu EGR1 vede k obnoveni metastazovani bunék PR9692-
E9

Abychom zvysili expresi genu EGR1 v buitkdch PR9692-E9, ptipravili jsme replikacné
nekompetentni retrovirovy plazmid SFCV-ME-EGRI1, ktery nese gen kodujici rekombinantni
protein EGR1 znaCeny na N-konci epitopem myc (ME) a gen kodujici rezistenci k
neomycinu (G418). Plazmid SFCV-ME-EGR1 jsme transfekovali do bunék linie KUNDRA a
vzniklym virem, neschopnym samostatné reprodukce, jsme poté infikovali buitky PR9692-EO9.
Nésledné byly infikované buiiky selektovany G418, prezivsi klony byly spojeny do spolecné
kultury a né€kolikrat pasazovany pted pouzitim v pokusech in vivo. U takto vzniklych bunék
PR9692-E9-EGR1 byla imunochemicky potvrzena pfitomnost rekombinantniho proteinu EGR1
znaCeného epitopem myc (ME-EGR1) (obr. 23c). Kontrolni bunky (PR9692-E9-mock)
infikované retrovirem SFCV-LE byly pfipraveny stejnym zplsobem.

Kufata inokulovand buiitkami PR9692, PR9692-E9, PR9692-E9-mock a PR9692-E9-

EGRI1 byla zabita 5 tydnii po injekci bunék a velikosti 1 pocet primarnich nadort stejné jako
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metastaz byly ur€eny pii pitv€. Priklady klasifikace plicnich metastaz do tii kategorii podle
jejich mnozstvi a velikosti je zobrazena na obr. 22. Ve vsech zvifatech inokulovanych jak
PR9692 tak PR9692-E9-EGR1 bylo pozorovano velmi vyrazné metastazovani, zatimco
inokulace bun¢k PR9692-E9 a PR9692-E9-mock nevedla k tvorbé metastaz. Dulezité je, ze
velikost i pocet metastaz vzniklych ve zvitatech inokulovanych bunkami PR9692-E9-EGR1

byly srovnatelné s metastazami indukovanymi buitkami PR9692 (obr. 23c).

4.2.4 Adhezivni vlastnosti, charakteristika aktinového cytoskeletu a migrac¢ni chovani

bunék odvozenych z PR9692

Analyza morfologie bunék PR9692-E9-EGRI1 wukazala, ze tyto bunky s buiikami
PR9692 sdileji nejenom schopnost metastazovat, ale i podobnou morfologii na povrchu
kultivaénich plastikovych nadob pokrytych kolagenem. Ob¢ linie sdileji také schopnost
adherovat na ni¢im nepokryty kultiva¢ni plastik (obr. 19), na kterém se ¢ast bun¢k dokonce
rozprostie. Naopak nemetastazujici builky PR9692-E9 a PR9692-E9-mock byly schopné
adherovat pouze na povrch kultivacnich plastikovych nadob pokrytym bud’ kolagenem nebo
fibronektinem. Abychom detailnéji prozkoumali adhezivni vlastnosti kazdé bunééné linie,
porovnali jsme jejich morfologii a stupent rozprostfeni na kultivaénich miskach pokrytych
kolagenem typu 1. Provedli jsme tedy analyzu fotografii populace kazdé bunééné linie a bunky
rozdélili podle stupné rozprostieni do tii kategorii na 1) nerozprosttené (kulaté), 2) castecné
rozprostfené (kulaté s uzkymi vybézky) a 3) plné rozprostiené (ploché a prodlouzené nebo
hvézdicovité) (obr. 23d). Zatimco buniky obou metastazujicich linii (PR9692, PR9692-E9-
EGR1) m¢ély tendenci se rozprostfit na kolagenem pokrytém povrchu, vétSina
nemetastazujicich (PR9692-E9, PR9692-E9-mock) bunék zistala zakulacena, ackoliv patrné
pfichycend k povrchu. Abychom uvidéli rozdily v uspofadani aktinového cytoskeletu bunék
ptichycenych ke kolagenu, barvili jsme vSechny bunky faloidinem s konjugovanou
fluorescencni znackou TRITC (faloidin-TRITC). Toto barveni odhalilo zna¢né rozdily v
bunécéné polarité, ve tvorbé aktinovych kontraktilnich vldken (,,stress fibers*) a také mensi
rozdily ve tvorbé filopodii. Zatimco ob& metastazujici linie maji polarizovanou morfologii
s vyraznymi kontraktilnimi vldkny a (u ¢asti populace) s dlouhymi tenkymi filopodii,
nemetastazujici bunky maji typicky zakulacenou, nepolarizovanou morfologii s kratickymi
aktinovymi vybézky na povrchu buiiky a jen s men$im mnozstvim kratkych a tlustych filopodii
(obr. 19 a 21). Abychom dale zjistili, zda jsou rozdily v adhezivnich vlastnostech studovanych

bunék spojené s rozdily ve schopnosti migrovat in vitro, natocili jsme pomoci ¢asosbérného
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mikroskopického snimdni videa jednotlivych bunéénych linii po dobu kultivace asi 24 hodin
(videa 1, 2, 3 a 4 jsou umisténa v elektronické piiloze této prace a také na
http://www.img.cas.cz/mv/supplements). Z vizudlniho porovnani videi je zjevné, Ze Cast
populace bun¢k PR9692 a PR9692-E9-EGR1 se pohybuje zplsobem typickym pro

mezenchymové builky, se snadno rozeznatelnym lamelipodiem na pfednim okraji bunky a
uropodem zadniho konce, ktery se béhem pohybu stahuje zpét k télu bunky. Ackoliv je ¢ast
populace bunék PR9692-E9 a PR9692-E9-mock schopné dobie adherovat na povrch pokryty
kolagenem a vystrkovat i stahovat vybézky, pohybuji se tyto buiiky odliSnym zptisobem, ktery

je spise nedokonaly a bez zjevné predozadni bunécné polarity.

4.2.5 Analyza exprese genii bunék PR9692-E9-EGR1

Abychom identifikovali geny, které jsou regulované transkripénim faktorem EGR1 a
zaroven souvisi s regulaci metastazovani, provedli jsme mikro¢ipovou analyzu exprese gen
bunek PR9692-E9-EGR1. Ziskany profil exprese geni byl nasledné porovnan s daty o expresi
genu v bunkach PR9692 a PR9692-E9. Seznam vybranych gent, jejichz exprese vykazovala
nejvetsi rozdily, je uveden vtab. 5. Kompletni seznam rozdiln¢ (vice nez dvakrat)
exprimovanych gent je v tab. EP6 v elektronické piiloze této prace. Z porovnani vyplynulo, Ze
exogenni exprese EGRI1 v nemetastazujici linii obnovila expresi celé fady genii na uroven
srovnatelnou s Grovni exprese v matei'ské metastazujici linii PR9692. Ovsem exprese nékterych
gentl, odlisné exprimovanych mezi liniemi PR9692 a PR9692-E9, ziistala exogenni expresi
EGRI1 neovlivnéna. Nakonec jsme uréili i geny (napt. RBM24), jejichz transkripce nebyla
v linii PR9692 aktivni, ale byla spusténa v linii PR9692-E9-EGR1. To muze byt disledek toho,
ze exprese EGR1 v buiikdch PR9692-E9-EGRI1 je vyrazné vyssi nez endogenni exprese EGR1
v bunikach PR9692 (obr. 24d).

v pfedpokladaném metastatickém transkripnim programu. Mezi takové geny by mély patfit
geny, jejichZ exprese je obdobna v obou metastazujicich liniich (PR9692, PR9692-E9-EGR1),
at’ uz je mira jejich exprese ve srovnani s PR9692-E9 sniZzena nebo zvysSena. Abychom tyto
geny mohli identifikovat, provedli jsme klastrovaci analyzu (clustering analysis) pomoci
algoritmu QT_Clust (Saeed et al, 2003) v programu MeV v4.3 (Heyer et al, 1999). Median
hodnot PR9692-E9 slouzil jako referen¢ni hodnota. Vysledek je zobrazen v obr. 24a, b a v tab.

EP7 v elektronickeé piiloze této prace. Z obou vyslednych klastrii jsme si vybrali nékolik gent
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symbol genu mezinarodni (anglicky) jméno genu zména log2
ZvySena exprese v PR9692-E9-EGR1 v porovnani s PR9692-E9
RBM24 RNA binding motif protein 24 10,5
COLG6A3 collagen, type VI, alpha 3 9,0
PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide 6,8
HAS2 hyaluronan synthase 2 6,7
SERPINB2 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 6,3
MYL9 myosin, light chain 9, regulatory 6,3
COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 6,3
NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 6,2
INHBA inhibin, beta A 6,1
SERPINB10 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 10 6,0
CMTM7 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 7 59
RARRES2 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2 5,7
TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2 55
BAMBI BMP and activin membrane-bound inhibitor homolog 54
RDH10 retinol dehydrogenase 10 (all-trans) 51
AQP1 aquaporin 1 51
CCDC104 coiled-coil domain containing 104 4,8
TAGLN transgelin 4,5
LSP1 lymphocyte-specific protein 1 4.4
PCSK6 proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 4.4
Snizena exprese v PR9692-E9-EGR1 v porovnani s PR9692-E9
ALDOB aldolase B, fructose-bisphosphate -7,2
CALML4 calmodulin-like 4 -6,9
TMEM26 transmembrane protein 26 -6.8
NKX2-1 NK2 homeobox 1 -6,5
KLF15 Kruppel-like factor 15 -6,3
LIPI lipase, member | -5,9
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta -5,9
CACNA2D1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 -5,9
SFRP4 secreted frizzled-related protein 4 -5,7
SEPP1 selenoprotein P, plasma, 1 -5,7
RASGRP3 RAS guanyl releasing protein 3 (calcium and DAG-regulated) -5,5
CD36 thrombospondin receptor CD36 -5,3
ZBTB16 Zinc finger and BTB domain containing 16 -5,3
SLITRK6 SLIT and NTRK-like family, member 6 -4,7
TNFRSF11B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
(osteoprotegerin) 4,5
CADM1 cell adhesion molecule 1 -4,2
TTCS8 tetratricopeptide repeat domain 8 -4,2
TSPAN7 tetraspanin 7 -4,0
IRX1 iroquois homeobox 1 -4,0
RAB30 RAB30, RAS oncogene family -4,0

Tab. 5 Seznam vybranych geni, odliné exprimovanych mezi liniemi bunék PR9692-E9-ME-EGR1 a

PR9692-E9.
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Obr. 24 Geny spojené s metastatickym fenotypem bunék a ovéieni jejich exprese v metastazujicich liniich
PR9692 a PR9692-E9-ME-EGRI1 na trovni mRNA a proteint. (a) Skupina gent, jejichz exprese je podle
mikroCipu zvySend v metastazujicich liniich oproti nemetastazujici linii PR9692-E9. (b) Skupina gend, jejichz
exprese je podle mikrocipu snizend v metastazujicich liniich oproti nemetastazujici linii. Mnohondsobny vyskyt
nékterych gent v profilu je dusledkem redundance p-s na mikro¢ipu. Geny nasledné analyzované pomoci PCR a
gqPCR jsou zvyraznény tuénym pismem. (C) Ovéfeni vysledkti z mikro¢ipii pomoci semikvantitativni PCR. (d)
Oveéreni vysledkl z mikro€ipl na Grovni vybranych proteinti imunodetekci. ME-EGR1 oznacuje rekombinantni

fuzni protein EGR1 s epitopem c-myc.
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(tu¢nym pismem V obr. 24a, b) a ovéfili rozdily v jejich expresi pomoci PCR a qPCR (obr.
24c). Pti ovéteni qPCR byly pouzity jak stejné vzorky RNA jako pro mikro¢ipovou analyzu (z
bunék kultivovanych na holém plastiku) tak vzorky z bunck kultivovanych na povrchu
pokrytém kolagenem. Porovnanim vysledki qPCR ze vzorka bun¢k kultivovanych na riznych
povrsich jsme chtéli zjistit, zda odlisSné adhezni podminky ovliviiuji expresi vybranych gent.
Ukézalo se, ze vysledky qPCR jsou v souladu sdaty z mikroCipové analyzy (obr. EP1
Vv elektronické ptiloze této prace). Ackoliv byly absolutni hodnoty transkripce nékterych gent
U bunék kultivovanych na riznych povrSich ovlivnény, relativni rozdily v transkripci se nijak
vyznamn¢ neménily od rozdilti v bunkach kultivovanych na nepokrytém (,,holém®) plastiku.
Abychom dale potvrdili vysledky z mikroCipti a qPCR, imunochemicky (WB) jsme detekovali
hladiny proteint NCAM a HAS2. Rozdily v mnozstvi detekovanych proteini dobfe odrazely
rozdily v hladinach mRNA a poskytly tak dalsi dikaz platnosti vysledkii mikroc¢ipové analyzy
(obr. 24d).

Seznam genti vykazujicich obdobnou miru exprese v buiikich PR9692 a PR9692-E9-
EGRI1 a soucasné snizenou hladinu exprese v butikach PR9692-E9 zahrnuje zndmé a dulezité
regulatory metastazovani nadori i geny, které jesté¢ v souvislosti s metastazovanim nebyly
popsany nebo jejich funkce neni vibec znamda. Gen MYL9 kéduje lehky fetézec myozinu
(MLC), regulaéni protein, ktery je pfimym cilem fosforylace kinazy lehkého fetézce myozinu
(MLCK) a je téz regulovan kinazou ROCK (viz. obr. 5) (Totsukawa et al, 2000), jak jiz bylo
zminéno v uvodu. Tato regulacni fosforylace fidi kontrakce aktinového cytoskeletu a je
dilezita v procesu adheze, ustanoveni polarity a nasledné migrace bun¢k (Gutjahr et al, 2005;
Vicente-Manzanares et al, 2008). MLC je nezbytnym regula¢nim prvkem ve vSech procesech,
ve kterych musi aktinovy cytoskelet plisobit mechanickou silou. Mezi takové procesy patii
napiiklad nedavno popsany améboidni zplsob migrace skrz ECM, ktery nevyZzaduje produkci
proteolytickych enzymu (Sahai & Marshall, 2003; Wolf et al, 2003a). Nékteré nadorové bunky
pouzivaji améboidni zptisob migrace jako vychozi pohyb, u jinych bunék muize byt aktivovan
zvlastnimi podminkami (Rosel et al, 2008). Kazdopadn¢ MLC hraje zasadni roli jak
vV mezenchymovém, tak améboidnim zpiisobu pohybu nadorovych bun¢k. Gen RIAM koduje
adaptorovy protein, ktery zprostfedkovavd bunécénou adhezi indukovanou proteinem Rapl
a tim aktivuje integriny (Lee et al, 2009). Myozin X, produkt exprese genu MYO10, je
dilezitou soucasti molekularniho aparatu zodpovédného za tvorbu filopodii (Berg & Cheney,
2002; Bonhil et al, 2006; Tokuo & Ikebe, 2004). Filopodia, vlaskovité vybézky aktinového
cytoskeletu, jsou dilezit¢é pro adhezi bun¢k k podkladu a naslednou migraci (Mattila &
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Lappalainen, 2008). Konvertaza proproteinti subtilisin/kexin 6 (PCSK6 neboli PACE4) je
proteaza blizce piibuzna furinu, kterd $t€épenim aktivuje MMP3, MT1-MMP a fadu dalSich
molekul, které jsou zapojeny v progresi nadort (Bassi et al, 2000). ZvySena aktivita PCSK6
vedla k vétsi invazivité karcinomt (Hubbard et al, 1997). NCAM1 (neboli NCAM anebo
CD56) hraje roli nejen ve zprostfedkovani adheze nadorovych bunék k endotelu, ale nedavné
prace ukazuji 1 pfiméj$i ulohu tohoto proteinu ve tvorbé fokalnich adhezi, bunééném
rozprostieni a invazivnim chovani (Lehembre et al, 2008; Zocchi et al, 1993). Syntetaza
hyaluronanu 2 (kodovana genem HAS?2), je enzym produkujici hyaluronan, dulezitou
polysacharidovou slozku ECM, kterd je produkovand myo-/fibroblasty a jinymi
mezenchymovymi buiikami. Role produkce hyaluronanu rakovinnymi bunkami v jejich
invazivnim chovani byla popsana jiz nékolika pracemi (Cook et al, 2006; Simpson et al, 2002;
Udabage et al, 2005). Zajimavé je, ze kolagen typu VI by mél spolupracovat s hyaluronanem
pii tvorbé nadorového mikroprosttedi, které podporuje specifickou tvorbu novych cév
(angiogenezi), dale podporujicich rozsévani nadori (popsano u melanomi) (Daniels et al,
1996). Kolagen typu VI je tvofen tfemi peptidy, kodovanymi geny COL6A1, COL6A2 a
COL6A3, jejichz exprese je podle naSi mikroCipové analyzy také soucasti metastatického

transkripéniho programu.

4.2.6 Signalizace drahou Rho/ROCK/MLC je kriticky diileZita pro améboidni pohyb silné
metastazujicich bunék PR9692 v trojrozmérné kolagenové matrix

Abychom lépe porozuméli invazivnim vlastnostem efektivné metastazujicich bun&k
PR9692, analyzovali jsme zptsob, kterym tyto buinky invaduji v trojrozmérném prostiedi
(blizkém situaci in vivo). Mikro¢ipova analyza srovnavajici metastazujici bunky PR9692 s
nemetastazujicimi bunikami PR9692-E9 odhalila téméf osmdesatkrat sniZzenou hladinu exprese
genu MYL9 (kufeci MLC2) u nemetastazujici linie. Tento vysledek naznacuje zapojeni
aktinomyozinové kontraktility fizené regulaénimi proteiny Rho/ROCK/MLC v procesu
metastazovani. Neddvno publikované prace ukazuji rozhodujici roli nékterych komponent
regulacni drdhy spousténé Rho ve zplisobu invazivniho pohybu v trojrozmérném (3D)
prostiedi. Nejdiive jsme pomoci testu invazivity v 3D kolagenu zjistili, Ze metastazujici bunky
PR9692 v 3D prostiedi invaduji rychleji nez nemetastazujici buiitky PR9692-E9 (obr. 25a).
Nasledna analyza morfologie bun¢k v 3D kolagenu odhalila, ze bunky PR9692 maji v 3D
prostfedi zakulacenou morfologii, typickou pro buiniky pohybujici se améboidnim zplisobem

(obr. 26¢ a 27). Abychom potvrdili améboidni fenotyp bun¢k PR9692, otestovali jsme jejich
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Obr. 25 Metastazujici buiiky PR9692 invaduji améboidnim zpisobem zatimco nemetastazujici buiiky
PR9692-E9 invaduji zpisobem mezenchymovym. (a) Invazivita bunék do 3D kolagenu in vitro. (b)
Imunodetekce hladin proteindaz MT1-MMP (MMP14). (c) Detekce aktivity metaloproteiniz MMP-2 pomoci

zymografie v Zelatinovém gelu.
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Obr. 26 Utinek inhibice signalizace jednotlivych sloZek regulaéni drahy Rho/ROCK/MLC na invazivitu a
morfologii bunék PR9692. (a) Imunodetekce rekombinantnich proteini dnRhoA, dnMLC a NPTII v buikach
PR9692. Detekce proteint GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné nanasky proteini. (b) Invazivita bunék
do 3D kolagenu in vitro. Piitomnost Sirokospektralniho inhibitoru metaloproteinaz GM6001 neméla vyznamné&jsi
vliv na invazivitu bunék PR9692. Inhibice ROCK inhibitorem Y-27632, stejné jako inhibice RhoA v buiikach
PR9692-dnRhoA a MLC v buiikich PR9692-dnMLC vedly k vyznamné snizené schopnosti téchto bunék
invadovat 3D kolagen. (c) Stanoveni morfologie bun¢k v 3D kolagenu in vitro. Aktivita RhoA je potfebna pro
udrzeni zakulacené morfologie bun¢k PR9692. Inhibice ROCK inhibitorem Y-27632 a inhibice RhoA v burikach
PR9692-dnRhoA vedly k améboidné-mezenchymovému piechodu v 3D kolagenu. Inhibice metaloproteiniz
inhibitorem GM6001 v buiikach PR9692 a inhibice MLC v burikach PR9692-dnMLC nemély vyznamné&jsi vliv na

morfologii téchto bunck.
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Obr. 27 Utinek inhibice jednotlivych sloZek regulaéni drahy Rho/ROCK/MLC na morfologii améboidnich
sarkomovych bunék PR9692 a A3. Reprezentativni obrazky buné&né morfologie v 3D kolagenu in vitro.
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citlivost k inhibitoru ROCK, produkci proteaz MT1-MMP a schopnost degradovat ECM (obr.
25b, c). Pfidani inhibitoru kindzy ROCK (inhibitor Y-27632) Kk buitkdam PR9692 znacné
inhibovalo jejich invazivni vlastnosti, dokonce jest¢ pod troven invazivni kapacity bunék
PR9692-E9 (obr. 25a a 26b) a zpisobilo G¢inny améboidné-mezenchymovy piechod (obr. 26¢
a 27). Naopak bunky nijak nereagovaly na inkubaci se Sirokospektralnim inhibitorem proteaz
GM6001 (obr. 26¢). Imunodetekci (WB) jsme zjistili, ze buiiky PR9692 produkuji méné
proteaz MT1-MMP (MMP14). Zymografické urceni degradace ECM (zelatinu) proteazami
MMP-2 spolu s WB naznacuji, ze butiky PR9692 ve srovnani s PR9692-E9 nebudou k pohybu
potitebovat protedzy. Celkem vzato, tyto vysledky dokladaji améboidni povahu bunék PR9692.

Abychom Iépe prozkoumali tlohu regula¢ni drahy zacinajici Rho a koncici MLC
v améboidni invazivité bunck PR9692, inhibovali jsme aktivitu téchto molekul silnou expresi
jejich dominantné negativnich variant z replikacné nekompetentnich retrovirovych vektort
SFCV. Kinhibici aktivity RhoA jsme pouzili dominantné¢ negativni variantu Rho (dnRho)
s inaktivujici mutaci T19N a k inhibici aktivity MLC jsme pouzili nefosforylovatelnou variantu
MLC (dnMLC) s mutacemi T18A, SI9A. Oba mutované geny koduji fizni proteiny
dominantné negativnich variant proteini s GFP. Imunochemickou (WB) detekci proteint
dnRho a dnMLC, oznacenych GFP, jsme zjistili, ze v infikovanych a vyselektovanych butikach
skute¢n¢ dochazi k expresi téchto variant. Detekované hladiny proteini dnRho a dnMLC se od
sebe lisily, coz pravdépodobné odrdzi bunéfnou regulaci stability téchto proteintll, protoze
rozsah virové integrace i exprese je u vSech infikovanych bunék velmi podobny, jak ukazuje
imunodetekce neomycin fosfotransferazy II (NPTII) (obr. 26a). Poté jsme prozkoumali Géinek
inhibice aktivit RhoA a MLC v bunkach PR9692 na bunéénou invazivitu v 3D kolagenu.
Zjistili jsme, ze inhibice aktivit Rho 1 MLC vedly k velkému poklesu schopnosti buné¢k PR9692
invaze v 3D kolagenu (obr. 26b). V dalsim kroku jsme analyzovali u¢inek inhibice regula¢ni
drahy Rho/ROCK/MLC na morfologii bun¢k v 3D kolagenu. Zatimco inhibice aktivity RhoA
anebo inhibice ROCK (pomoci inhibitoru Y-27632) vedly k améboidné-mezenchymovému
piechodu, inhibice MLC anebo inkubace s inhibitorem metaloproteinaz GM6001 nevedly
K vyznamnéjsim zménam morfologie bunék PR9692 v 3D kolagenu (obr. 26¢c a 27). Tyto
vysledky ukazuji na dulezitou roli aktivit RhoA, ROCK a MLC v invazivité metastazujicich
sarkomovych bunék PR9692 do 3D kolagenu.
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4.2.7 Signalizace drahou Rho/ROCK/MLC je kriticky dulezita pro améboidni pohyb
krysich, silné metastazujicich bunék A3 v trojrozmérné kolagenové matrix a bezbunéc¢né
dermis

PR9692, analyzovali jsme také sav¢i (krysi), rovnéz siln€¢ metastazujici buiiky linie A3. Builky
A3 jsou ve studiu améboidni invazivity jiz zavedenym modelem a je o nich znamo, ze
pouzivaji améboidni pohyb, zavisly na Rho/ROCK regulaci jako jejich vychozi zptisob
invazivity (Rosel et al, 2008). Dale u nich bylo ukéazano, Ze aktivace signalizace pies
Rho/ROCK vede ke zvysené invazivit¢ do Matrigelu, spojené se zvySenou aktivaci RhoA a
zvySenym mnozstvim fosforylovaného MLC na vedoucim okraji buiikky. Abychom objasnili
role jednotlivych slozek signalizace pies Rho/ROCK/MLC a potvrdili vysledky ziskané u
bunck PR9692, ptipravili jsme také bunky A3 stabilné exprimujici dnRhoA (bunky
A3dnRhoA, inaktivujici mutace T19N) a dnMLC (bunky A3dnMLC, mutace T18A, S19A)
spolu s GFP. Pfitomnost rekombinantnich proteinti obsahujicich GFP byla opét potvrzena
imunodetekci (WB) (obr. 28a). U nové€ ptipravenych linii bunék A3 s dominantné negativnimi
variantami proteinti byla analyzovana invazivita a morfologie v 3D kolagenu. V souladu s jiz
publikovanymi daty (Rosel et al, 2008) invazivita bunék A3 velmi vyrazné poklesla
v ptitomnosti inhibitoru ROCK (inhibitor Y-27632) a nebyla ovlivnéna ptfitomnosti
Sirokospektralniho inhibitoru metaloproteinaz (inhibitor GM6001). Exprese dominantné
negativnich variant RhoA i MLC vedly k vyraznému snizeni schopnosti bun¢k A3 invaze do
3D kolagenového gelu. Stejné jako v ptipadé bunck PR9692, inhibice aktivity MLC (expresi
dnMLC) nevedla k vyznamnéjsi zméné morfologie bunék A3 v 3D kolagenu, ale vedla
k inhibici invazivity do 3D kolagenu (obr. 28c a 27).

Abychom vidé€li tvar bun€k a interakce mezi buikami a extracelularni matrix detailnéji,
buiikky byly vysety na matrix odvozenou z dermis a zobrazeny rastrovacim elektronovym
mikroskopem (SEM). Matrix odvozena zdermis je substrat, ktery je biochemicky a
biomechanicky blizky matrix v Zivé tkani a byl jiz dfive GspéSn€ pouzit za podobnym ucelem,
totiz k objasnéni struktury invadopodii (Tolde et al, 2010) a struktury a dynamiky fokalnich
adhezi (Tolde et al, 2012) v komplexnim 3D prostiedi. Buniky A3, zobrazené pomoci SEM pfi
zacatku invaze do matrix odvozené z dermis, mély zakulacenou morfologii a zjevné neStépily
kolagenova vlakna. SpiSe se mezi kolagenovymi vlakny protla¢ovaly (obr. 29a). Obdobné byla
tato zakulacena morfologie bun¢k a invazivita bez St€peni kolagenovych vldken pozorovdna u
bunék A3 pii invazi do fascie z krysi branice (obr. 30). Velmi odlisné se chovaly bunky RsK4,

které jsou buntkam A3 blizce ptibuzné, ale invaduji primarné mezenchymovym zplisobem.
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Obr. 28 Utinek inhibice signalizace jednotlivych sloZek regulaéni drahy Rho/ROCK/MLC na invazivitu a
morfologii krysich bunék A3. (a) Imunodetekce rekombinantnich proteintt dnRhoA, dnMLC a NPTII v burikich
A3. Detekce proteint GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné nanasky proteini. (b) Invazivita bunék
do 3D kolagenu in vitro. Piitomnost Sirokospektralniho inhibitoru metaloproteinaz GM6001 neméla vyznamné&;jsi
vliv na invazivitu bun¢k A3. Inhibice ROCK inhibitorem Y-27632, stejn¢ jako inhibice RhoA v bunkach
A3dnRhoA a MLC v buiikdich A3dnMLC vedly k vyznamné snizené schopnosti téchto bun€k invadovat 3D
kolagen. (c) Stanoveni morfologie bun¢k v 3D kolagenu in vitro. Aktivita RhoA je potfebna pro udrzeni
zakulacené morfologie bunék A3. Inhibice ROCK inhibitorem Y-27632 a inhibice RhoA v bufikdich A3dnRhoA
vedly k améboidné-mezenchymovému piechodu v 3D kolagenu. Inhibice metaloproteinaz inhibitorem GM6001

v bunikach A3 a inhibice MLC v bunkach A3dnMLC nemély vyznamnéj$i vliv na morfologii t€chto bunék.
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Obr. 29 Buiiky A3 invaduji améboidnim zpisobem. Pocate¢ni faze invaze bunék do matrix odvozené z dermis
byly zobrazeny rastrovaci elektronovou mikroskopii. (a) Buriky A3 si udrzovaly zakulacenou morfologii a béhem
invaze se spiSe protlaovaly mezi kolagenovymi vlakny. (b) Buiikky RsK4 byly v dermis umistény caste¢né
Vv duting, ktera je obklopena smr§ténymi vlakny. (c) Invazivni schopnosti bunék A3 nebyly ovlivnény pfitomnosti
20 puM inhibitorem metaloproteinaz GM6001. Buriky A3 byly vysety na dermis oznacenou FITC (zelen¢), po tiech
dnech kultivace byly fixovany a F-aktin byl obarven faloidinem (Cervené) a jadra bun€k byly obarveny DAPI

(modre). Série optickych ez byla zachycena po vzdalenosti 10 pm.
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Obr. 30 Améboidni zpisob invaze bunék A3, testovany na krysi fascii. Bunky A3 si udrzovaly zakulacenou
morfologii. Okoli téchto bunck nenese znamky degradacni aktivity, nenachazeji se tam pferusena vlakna. Ukazany

jsou dva reprezentativni obrazky.
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Buniky RsK4 byly v dermis typicky umistény céaste¢né v dutiné, ktera vznikla zjevnym
Stépenim vldken matrix (obr. 29b). Pozorovani matrix odvozené z dermis v 3D pomoci
konfokalniho mikroskopu déle odhalilo, ze bunky A3 uspésné invadovaly do matrix dokonce i
Vv piitomnosti Sirokospektralniho inhibitoru metaloproteinaz (inhibitor GM6001) bez zjevné
degradace kolagenovych vlaken (obr. 29¢). Toto pozorovani je v souladu s vysledky ze SEM
(obr. 29b) a v kontrastu s chovanim vyse zminénych bunék RsK4. Je totiz popsano, ze bunky
RsK4 vyrazn¢ degraduji matrix odvozenou z dermis bez pritomnosti inhibitoru GM6001,
zatimco v piitomnosti tohoto inhibitoru metaloproteinaz nejsou do matrix téméf vibec schopné

invadovat a nechavaji ji prakticky neporusenou (Tolde et al, 2010).

4.2.8 Signalizace drahou Rho/ROCK/MLC je kriticky dileZita pro metastazovani bunék
PR9692

Abychom zjistili roli aktivace RhoA a fosforylace MLC v metastazovani bun¢k
PR9692, inokulovali jsme kufata butikami PR9692-mock, PR9692-dnMLC a PR9692-dnRhoA.
Zvitata byla zabita 21, 28 a 35 dni od inokulace bunéénymi liniemi a pfitomnost metastiz
v plicich byla vyhodnocena pti nésledujici pitv€. Piiklady klasifikace plicnich metastaz do tfi
kategorii podle jejich mnozstvi a velikosti jsou zobrazeny na obrazku 22. Velikost primarnich
nadort nekorelovala s poc¢tem a velikosti metastaz anebo proliferacni rychlosti bunék in vitro,
protoze vlozeni caRhoA, dnRhoA nebo dnMLC do buné¢k (infekci) v podstaté nemélo zadny
vliv na rast bunék in vitro ve srovnani s MOCK. Rozdil v proliferaci infikovanych (MOCK,
caRhoA, dnRhoA a dnMLC) a neinfikovanych bunék byl zanedbatelny (maximalné 7% Casu
zdvojeni neinfikovanych bungk) (tab. EP8 a EP9 v elektronické ptiloze této prace). Ukazalo se,
Ze inhibice signalizace pfes RhoA v bunikach PR9692-dnRhoA a inhibice aktivity MLC
Vv buitkkdch PR9692-dnMLC (obé¢ inhibice vedly k sniZzené invazivité¢ do 3D kolagenu) vedly k
vyznamnému poklesu tvorby metastaz témito builkami. Redukce metastazovani byla
zaznamenana ve vetSing€ zvifat inokulovanych at’ uz buitkami PR9692-dnRhoA nebo buitkami
PR9692-dnMLC, srovnavanych s kontrolnimi butkami PR9692-mock nebo PR9692. Zatimco
buiiky PR9692-mock a PR9692 tvoii metastazy ve 100% ptipadi, buiiky PR9692-dnRhoA a
PR9692-dnMLC davaji vzniknout metastazam jen u asi 50% inokulovanych zvitat. Dilezity je
také fakt, ze velikosti a mnozstvi metastaz byly u zvifat inokulovanych bunikami PR9692-
dnRhoA mensi nez ty indukované inokulaci buné¢k PR9692-mock nebo PR9692 (tab. 6).
Celkem vzato, vySe uvedené vysledky ukazuji na dilezitou roli aktivit regula¢nich molekul

RhoA, ROCK a MLC v metastazovani sarkomovych bunék PR9692.
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429 Aktivace RhoA v nemetastazujicich buiikich PR9692-E9 vede k obnoveni
invazivnich vlastnosti a metastazovani téchto bunék

Nakonec nas zajimalo, jestli aktivace signalizace pies regula¢ni proteiny
Rho/ROCK/MLC spusténa expresi konstitutivné aktivni RhoA (caRhoA, aktivujici mutace
G14V) povede k obnoveni metastazovani bunék PR9692-E9. Buniky PR9692-E9 jsme za timto
ucelem infikovali replikacné nekompetentnimi retroviry, které kodovaly rekombinantni fuzni
proteiny caRhoA s GFP. U takto vzniklych bunék PR9692-E9-caRhoA, rezistentnich
k neomycinu, jsme imunodetekci (WB) potvrdili pfitomnost rekombinantnich proteinti caRhoA
znaCenych GFP a ovéfili rozsah virové integrace i exprese detekci neomycin fosfotransferazy
Il (NPTII) (obr. 31a). Jako kontrolni bunky byly opét pouzivany bunky PR9692-E9-mock a
PR9692-E9. Imunodetekce NPTII ukézala, ze rozsah virové integrace i exprese je u obou
infikovanych bunék velmi podobny. Nejdiive jsme porovnali schopnost invaze bun¢k PR9692-
E9-caRhoA, kontrolnich bunék PR9692-E9 i PR9692-E9-mock a bunék PR9692 do 3D
kolagenu in vitro. Zjistili jsme, ze buiky PR9692-E9-caRhoA invaduji do 3D kolagenu jesté
trochu uc¢inngji nez bunky PR9692 a tedy vyrazné G¢innéji nez buiiky PR9692-E9 anebo
PR9692-E9-mock (obr. 31b). Pak jsme porovnali metastazovani bun¢k PR9692-E9, PR9692-
E9-mock a PR9692-E9-caRhoA. Zvifata inokulovana testovanymi bunikami byla zabita 28, 35
a 45 dni od inokulace a pfitomnost metastadz v plicich byla vyhodnocena pfi nasledujici pitve.
Ukazalo se, ze aktivace signalizace proteinem RhoA v bunkach PR9692-E9-caRhoA vedla
k obnoveni metastazovani bunék PR9692-E9. Tvorba metastaz vSech tii kategorii (+, ++, +++)
byla zaznamenana u asi 55% zvifat inokulovanych buiikami PR9692-E9-caRhoA, zatimco u
zvifat inokulovanych kontrolnimi bunfikami PR9692-E9 anebo PR9692-E9-mock nebyly
pozorovany zadné metastazy (tab. 7). Celkem vzato, tyto vysledky ukazuji, Ze aktivace
regulacni signalizace drahou RhoA/ROCK/ MLC expresi konstitutivné aktivni RhoA je
dostatecna k obnoveni invazivity a metastazovani jinak nemetastazujicich sarkomovych bunék

PR9692-E9.
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21 dni po inokulaci 28 dni po inokulaci 35 dni po inokulaci
kuraEa s pocet a velikost kuraFa 5 pocet a velikost kuraFa s pocet a velikost
|metastazamlf metastaz |r_netastf:12am}ar metastaz r_netastazamf metastaz
inokulovana inokulovana inokulovana
rakovinné bunky kurata + ++ | +++ kurata + ++ | +++ kurata + ++ | ++4+
PRO69Y2 15/15 20,0 200] 600 16/16 125] 18.8] 68.8] 8/8 375] 625
PR9692-mock 2/2 1000 21/21 286 38.1] 33.3] 313 333 66,?1
PR9692-dnRhoA 7118 42 9] 571 10/16 50,0] 40,0 10,0}
PR9692-dnMLC 1/4 1000 3/8 66,7] 33,3 11/21 27,3] 455] 273}

Tab. 6 Utinek inhibice signalizace molekulami RhoA a MLC na

metastazovani bunék PR9692. Inhibice

signalizace RhoA v burikach PR9692-dnRhoA a inhibice aktivity MLC v bunkach PR9692-dnMLC vedly

k vyznamnému snizeni metastazovani téchto bun€k. Procenta jednotlivych kategorii plicnich metastaz byla

pocitana pouze u zvifat, ktera vytvofila metastazy.

28 dni po inokulaci 35 dni po inokulaci 45 dni po inokulaci
kuraEa 5 .| pocet a velikost kuraEa s .| pocet a velikost kuraEa s .| pocet a velikost
|r_netastazamjlar metastaz |r_netastaza|m'lar metastaz |metastazamlf metastaz
inokulovana inokulovana inokulovana

rakovinne bunky kurata + ++ | +++ kurata + ++ | +++ kurata + ++ | ++4+
PRO6U2-EQ 0/6 0117 0/5
PR9692-E9-mock 0/2 0/15 0/9
PR9692-E9-caRhoA 5/9 80,01 20,0 13/24 38,5 30,8] 308 6/11 33,3] 16,7 50,04

Tab. 7 ZvySena aktivace RhoA v buiikich PR9692-E9 vedla k obnoveni metastazovani téchto bunék.

Procenta jednotlivych kategorii plicnich metastaz byla pocitana pouze u zvifat, ktera vytvorila metastazy.
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Obr. 31 ZvySena aktivace RhoA v buiikach PR9692-E9 vede k zvySeni invazivnich vlastnosti téchto bunék
v 3D kolagenu. (a) Imunodetekce rekombinantnich proteinti caRhoA v butikach PR9692-E9-caEhoA. Proteiny
celé délky jsou oznaeny Sipkou. Detekce proteinit GAPDH byla pouzita jako kontrola rovnomérné nanasky
proteind. (b) Invazivita bun¢k do 3D kolagenu in vitro. Aktivace RhoA v buikach A3caRhoA vedla k vyznamné
zvySené schopnosti téchto bunck invadovat 3D kolagen, dokonce invaduji jesté trochu uc¢innéji nez bunky

PR9692.
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5. Diskuze

Nase prace se dotyka studia zavaznych lidskych onemocnéni (fibroza a rakovina), na
ktera v soucasné dob¢ neexistuje ucinna 1écba. Prave v ptipadech, kdy selhava 1écba zalozena
na poznatcich z prevazné sav¢ich modela (pouzivanych primarné, z pochopitelnych divodi), je
vhodné vyuzit pro vyhledani obecné platnych molekularnich mechanizmt 1 jiné druhy.
Srovnani vysledkii z riznych Zzivocisnych druhd (od sebe rizné evoluéné vzdalenych)
umoziuje ve studovanych bunéénych procesech (v nékterych druzich zjednodusenych) odhalit
ty zasadni molekuldrni mechanizmy, na které by se mély terapeutické pfistupy zaméfit. My
jsme pro studium pouzili kufeci model (Gallus gallus), protoze se jiz jedna o jinou zivo¢iSnou
tiidu (ptaci, Aves), ale stale pattici mezi teplokrevné a blanaté (amniota) zivocichy, ktera se od
spole¢ného piedka s tiidou savet (Mammalia) oddé¢lila pied asi 300 miliony lety (Hedges et al,
2006). Kufeci model byl navic v minulosti pouZzit pro objeveni a poznani mnoha, pro lidskou

medicinu zcela zasadnich molekularné-biologickych procesii.

5.1 Studium myofibroblasti

V prvni ¢asti mé dizertacni prace jsme se snazili pfipravit kufeci model pro studium
myofibroblasti, pochopit mechanizmy udrzujici fenotyp myofibroblasti a nakonec tento
fenotyp rtiznymi prostfedky potlacit. Protoze myofibroblasty hraji kli€ovou ulohu v nékterych
zavaznych lidskych onemocnénich, nalezeni molekularnich mechanizmi vedoucich k
odstranéni myofibroblasti (dediferenciaci nebo vyvolanim bunécné smrti) by mohlo zasadnim
zpusobem ovlivnit 1é¢bu fibrotickych onemocnéni a mozna i rakoviny.

NaSe prace uvadi na pole studia molekularni biologie myofibroblastli novy, nesavci
bunéény model, zakladdajici se na kufecich primarnich koznich myofibroblastech (CEDM,
z anglického Chicken Embryo Dermal Myofibroblasts). Bunky CEDM jsou vhodnym
modelem, protoze se jedna o bunky primarni, které vykazuji vyrazny a v Case stabilni fenotyp
myofibroblastt (obr. 7).

V tomto modelu jsme studovali fenotyp i genovou expresi myofibroblasti pfed i po
zablokovani signalni drahy TGF-B. Pfevazuje totiz nazor, ze Signalni draha TGF-B hraje
ustfedni roli v diferenciaci myofibroblasti a nas zajimalo, jak se bude fenotyp myofibroblasti
zablokovanim signalni drahy TGF-f ménit a zda budeme timto zplsobem schopni
myofibroblasty dediferencovat. Vysledky ziskané zablokovanim signalni drahy TGF-f jsme
overili aktivaci signalizace drahou TGF-B v kufecich fibroblastech DF1 pomoci ligandu TGF-

B3. Avsak o roli TGF-B3 v myofibroblastech a fibroze byly publikovany protichtudné vysledky.
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Nékolik publikaci dokonce ukazuje, ze izoformy TGF-f1 a TGF-B3 maji opacny ucinek,
pficemz pusobeni TGF-B3 piikladaji antifibroticky ucinek (Serini and Gabbiana, 1996).
Nicméné nebyl pfedlozen molekularni mechanizmus, ktery by vysvétloval tato pozorovani,
ktera jsou navic v rozporu s intuitivnim ocekavanim. Zralé peptidy TGF-f1 a TGF-B3 totiz
vykazuji vysoky stupen sekvenéni podobnosti (77% u ¢cloveéka, 72% u kutete) a aktivuji stejné
receptory a aktivovanymi receptory spousténou stejnou signalizaci. Jiné prace dokladaji, ze
aktivity obou izoforem jsou ve spousténi exprese a diferenciace myofibroblasti velmi podobné
a to jak in vitro, tak in vivo (Jobling et al, 2009; Lanning et al, 2000). Nakonec i nami vyvolana
dediferenciace bunck CEDM stabilni expresi EGR4 souvisela s razantnim poklesem hladiny
TGF-B3 (obr. 15 a tab. 3), nikoliv s vyznamnéj$i zménou hladiny exprese TGF-f1 a silna
exprese TGF-B3 dokazala zrusit dediferenciaci bunék CEDM vyvolanou expresi EGR4 (obr.
16). TGF-B3 je soucasné siln&ji exprimovanou izoformou v buiikach CEDM (obr. 11c) a jeji
exprese je citliva na inhibici signalni drahy TGF-f (obr. 11c), potvrzujici teorii o autoregulaéni
smycce. Nase vysledky ukazuji, Ze exprese mnoha gent, ktera je v sav¢ich bunkach regulovana
signalni drahou TGF-B, je obdobné¢ regulovana i v bunkach CEDM (tab. EP3). Tato data
dokladaji rozsahlé uchovani zékladnich regula¢nich mechanizmi tykajicich se hojeni ran a
fibr6z mezi dvéma nepfili§ vzdalenymi tfidami Zivocichil.

Expresni profilovani bunék CEDM odhalilo celou fadu gend, jejichz regulace signélni
drahou TGF-B nebyla v myofibroblastech dosud popsana. Nékteré z takovych geni (napf.
FAM180A, TMEMA45A) byly zatim jenom ptedpovézené z genomovych sekvenci a nase prace
jako prvni nastifiuje jejich funkci. Napt. role produktu genu FAM180A je doposud neznama,
ale mélo by se jednat o relativné maly secernovany protein. Vzhledem Kk faktu, Ze je jeho
exprese v buitkach CEDM ftizena signdlni drahou TGFp, je velmi pravdépodobné, Ze bude hrat
(coby mimobunécny signal) roli v hojeni ran. Relativné vysoka identita cDNA s lidskym
ortologem a velmi vysoka identita regulacnich elementi (data neukazana) v odhadované
promotorové oblasti tohoto genu z n¢j ¢ini velmi zajimavy cil dalSiho zkouméani. Nase vysledky
potvrzuji centralni lohu myofibroblasti v hojeni ran a v nékterych detailech prohlubuji jeji
molekularni pochopeni. Myofibroblasty se sekreci ristovych faktorti patrné¢ vyznamné podili na
koordinaci angiogeneze prostiednictvim PGF a VEGFA, lymfangiogeneze pomoci VEGFC,
proliferace epiteli ptes SDF1 a PTN, regenerace nervil prostiednictvim NGF a modulace
imunitniho systému ptes sekreci IL-6 a IL-16. Produkce téchto ristovych faktord, stejné jako
mnoha ruznych komponent ECM (obr. 8a, b a 10) jsou podle nasSich zjisténi v myofibroblastech

pod kontrolou signalni drahy TGFp. Neékteré ztéchto aktivit myofibroblasti, které za
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fyziologickych podminek slouZzi k hojeni ran, se za patologickych podminek podili na vzniku
fibrotickych a nadorovych onemocnéni a potvrzuji ndzor, ze nador je rana kterd se nikdy
nezahoji (Dvorak, 1986). Mezi dalsi geny, jejichz exprese je v buitkaich CEDM regulovana
signalni drahou TGFp, patii geny kodujici transkripéni faktory CREB3L1 a CREB3L2 i geny
SCG2 a SEC14L1. Skutec¢nost, zZe tyto transkripcni faktory fidi expresi mnoha soucasti sekre¢ni
drahy a geny SCG2 a SECI14L1 kodujici komponenty sekre¢ni drahy, jen dale doklada
hypotézu, Ze signalni draha TGF obecné stimuluje sekre¢ni funkci myofibroblastt. Mezi geny
kodujici transkripéni faktory, jejichz exprese je regulovana signalni drahou TGF, patii i ZICI.
Nedavno bylo publikovano, ze tento transkripéni faktor je soucésti regulacni sit€ zajistujici
vnimani mechanickych vlastnosti okoli v osteoklastech (Kalogeropoulos et al, 2010). Bylo by
zajimavé zjistit, jestli hraje podobnou ulohu i u myofibroblasti, protoze vnimani mechanickych
vlastnosti okoli jisté silné ovliviiuje fenotyp myofibroblastt (Hinz et al, 2007). Vysledky nasi
prace také dokladaji zavislost exprese klicovych regulacnich proteini signalnich drah
hedgehog, wnt a cAMP na autokrinni stimulaci drdhou TGF-f a prohlubuji tak pochopeni
regulaéni sité, ktera udrzuje fenotyp myofibroblastd. Role uvedenych drah v této regulacni siti
by si jisté zaslouzila dalsi vyzkum. Fakt, ze jsme expresi genu HHIP nyni identifikovali jako cil
regulace signalni drdhou TGFP v buitkich CEDM naznacuje, Ze soucasti fenotypu
myofibroblasti mize byt urcitd uroven rezistence k aktivaci signdlni drahy hedgehog jejimi
ligandy. Regulatory celé sité signalizace molekulou CAMP jsou potencialné zajimavé
z terapeutického hlediska, protoze aktivita takovych reguldtori miZze byt ovlivnéna jiz
dostupnymi a klinicky ovéfenymi latkami. Zmény v hladiné cAMP by nésledn€¢ mohly mit vliv
na fenotyp myofibroblasti. Také hladiny jinych gend, jejichz produkty (protein tyrozinova
kinaza RET, receptory spojené s proteinem-G GPR1 a GPR160) je mozné ovlivnit provéfenymi
latkami, byly ve skupiné genii se snizenou expresi po piisobeni MPPN. Nejcitlivéji reagovala
na pusobeni MPPN exprese genu NR4A3, kterd je pod piimou kontrolou signalni drahy
MAPK. Dopad farmaceutické regulace proteini téchto signalnich drah na fenotyp
myofibroblasti by si zaslouzil dal§i pozornost, protoze mize mit disledky v klinické praxi.
Data z mikrocipové analyzy exprese genl a jejich néasledné potvrzeni riznymi molekularné
biologickymi/biochemickymi technikami siln€ podporuji ptedstavu, ze diferenciace
myofibroblastd a udrZeni jejich fenotypu je slozity a komplexni proces, béhem kterého dochazi
jak k aktivaci, tak i snizeni exprese zna¢ného mnozstvi genti v zavislosti na aktivité signalni
drahy TGFp. Tato pfedstava je nadéale podpofena transkripénim vzorcem typickym pro

mezenchymové kmenové bunky, aktivovanym v buitkich CEDM po inhibici signalni drahy
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TGFp. Nase vysledky tedy popiraji tradicni a jeSté pretrvavajici predstavu, ze myofibroblasty
vznikaji predev§im tak zvanou ,aktivaci dormantnich fibroblast. Z tradi¢ni pfedstavy totiz
vyplyva, Ze pii aktivaci signalni drahy TGF bude dochazet hlavné k aktivaci transkripce gend.
Navic inhibice signalni drahy TGF vede k aktivaci exprese skupin genti jako NPR3, AGTR2 a
MTUSL1 nebo gent SOD3, NOV, VTN a SEPP1 (kodujicich secernované proteiny), 0 nichz
bylo publikovano nebo se da odvodit, ze hraji antagonistickou roli pii diferenciaci
myofibroblasti. Nabizi se tedy predstava, ze myofibroblasty kultivované v pfitomnosti
inhibitoru signalni dradhy TGFf zapocaly specificky a fizeny proces dediferenciace. Detailni
pochopeni takového procesu a tloh v ném zapojenych molekul by mohlo v budoucnu vést
k a¢inné 1é¢bé fibrotickych anebo nadorovych onemocnéni. Pravé vySe uvedené secernované
molekuly by (v rekombinantni formé&) mohly byt kandidaty na lécebné latky. Nicméné i
dlouhodoba inhibice signalni drahy TGFp vedla v buiikich CEDM pouze ke snizeni sekre¢nich
funkci a nikoliv ke ztraté charakteristickych rystt myofibroblast (obr. 12 a 13). Vyse uvedena
data tedy naznacuji, ze signalni draha TGFp ftidi v bunkach CEDM piedevsim produkci
nékterych slozek ECM a nékterych secernovanych faktorti, neni vSak jedinym a urcujicim
regulatorem celého fenotypu myofibroblasti. PfedevS§im kontrola exprese genii souvisejicich
stvorbou a kontraktilitou vldken oSMA je pfevazné nezavisld na signalni draze
TGF. V souladu s nasimi vysledky byla nedavno popsana obdobna neschopnost potlacit
expresi aSMA inhibovanim signalni drahy TGFp v lidskych diferencovanych myofibroblastech
(Hecker et al, 2011). Jejich experimentalni model pouzival lidské plicni fibroblasty IMR-90,
které po inkubaci s TGF-B1 diferencuji na myofibroblasty. Inhibitor TGFBR1 (konkrétné
inhibitor SB431542) sice blokoval expresi aSMA a diferenciaci fibroblasti IMR-90 na
myofibroblasty indukovanou TGF-B1, pokud byla ale nejdfive indukovana diferenciace
(vyvolana inkubaci s TGF-B1), inhibitor jiz nemé¢l na expresi aSMA vliv. Nase data a vysledky
z laboratofe Dr.Thannickala (Hecker et al, 2011) tedy ukazuji, Ze signalizace drahou TGFf
neni jedinym a klicovym regulatorem jiz diferencovaného fenotypu myofibroblastli bunék
CEDM. Je vhodné podotknout, Ze naSe vysledky nejsou v protikladu s publikovanymi
pozorovanimi, ktera wukazuji schopnost TGFp spustit plnohodnotnou diferenciaci
myofibroblastti za riznych experimentalnich a dokonce i in vivo podminek. Nase data spise
poukazuji na moznost, ze jakmile buiikky dodiferencuji do stddia myofibroblasti, nckteré
fenotypickeé rysy myofibroblastii mohou byt zachovany 1 bez pfitomnosti signalizace ptes drahu
TGFp. Na zachovani rysii by mohly mit podil nitrobunééné regulaéni pozitivni zpétné vazby

anebo autokrinné secernované faktory odlisné od TGFp. Také signalni drahy spojené s adhezi
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bun¢k astavem cytoskeletu zajistujici vnimani mechanickych vlastnosti okoli (tzv.
“mechanosensing”) mohou podle literatury hrat zasadni roli v udrZeni vlastnosti myofibroblastii
(Hinz et al, 2007). Je tedy tieba dale hledat ostatni molekularni mechanizmy, které by vedly ke
ztraté obou (sekrece ECM a rtstovych faktorGi 1 tvorba aSMA) charakteristickych rystu
myofibroblastt.

Pii hleddni molekularnich mechanizmti, které by dokézaly zcela potlacit
charakteristické rysy myofibroblasti jsme se zaméfili na signalni drahu MAPK, kterd je
spousténa ligandem PDGFB. Schopnost ligandu PDGFB potlacit charakteristické rysy
myofibroblastii totiz byla nedavno popsana v lidském modelovém systému (Hecker et al,
2011). Vysledky prezentované v této praci ukazuji, ze trvala exprese PDGFB, Ha-Ras(G12V)
nebo transkripéniho faktoru EGR4 vyvolavaji v myofibroblastech (CEDM) ztratu rysi
typickych pro fenotyp myofibroblastl a pusobi tedy jejich kompletni dediferenciaci. V piipade
EGR4 je tato interpretace jesté dale podpofena daty o genové expresi (obr. 15), ktera ukazuji
znamky zacinajici adipogeni (FABPs, EGFL6, APOA1, PPARA) a chondrogeni (COL2A1)
diferenciace. V bunikach CEDM trvale exprimujicich EGR4 také dochazi k aktivaci exprese
nékterych epiteliovych markertt (KRT14, KRT19, CLDN1, DSC2). Pfesto buiky CEDM trvale
exprimujici EGR4 nevykazuji zjevné znamky termindlni diferenciace, nebot' nedoslo ke
zkraceni limitu déleni (,,life-span®) téchto bunék: bunky proliferuji po dobu asi 6 tydna a
vypadaji jako homogenni populace nediferencovanych mezenchymovych bunék. Ukazujeme,
ze trvala exprese EGR4 v myofibroblastech (CEDM) extrémné potlacuje signalizaci drahou
TGF-B a zaroven jsme nalezli nékolik moznych zprostiedkovateli tohoto ucinku (viz.
hypotetické schématické shrnuti v obr. 32a). Mezi témito zprostiedkovateli ziejm¢ hraje hlavni
roli transkripéni faktor FOXGI1, jehoZ trvald exprese z retrovirového vektoru vyvolava
fenotypické zmény srovnatelné se zménami vyvolanymi expresi EGR4. Trvala exprese
ostatnich mozZnych zprostfedkovatelii nebyla schopna vyvolat obdobné zmény. Zajimavé je, Ze
jsme patrn€ jako prvni zaznamenali expresi FOXGl mimo kraniofacidlni oblast a
v mezenchymovych buiikach. Role proteini BAMBI, NABI, NAB2 a DUSPS5 se tedy zda
mén¢ dilezitd, ale zajisté ji nelze vyloucit. Vzhledem k tomu, Ze hladina proteini FOXG1
v bunkach s trvale exprimovanym EGR4 nedosahuje urovné, kterou ma FOXG1 po expresi
Z integrovaného retrovirového vektoru, FOXG1 pravdépodobné potitebuje pro navozeni tcinkl
zpusobenych expresi EGR4 jesté spolupraci dalSich proteinii a sdm o sobé by nestacil. Nedavno
bylo publikovano, Ze ektopicka exprese NAB2 (korepresor transkripénich faktori EGRI,
EGR2 a EGR3) ve fibroblastech blokovala jejich diferenciaci na myofibroblasty indukovanou

TGF-B1. My jsme pozorovali podobny ucinek u proteinu NAB1, kdy trvale exprimovany
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Obr. 32 Hypoteticky mechanizmus pisobeni trvalé exprese EGR4 v buiikich CEDM. (a) Uspotadani
signalnich drah zapojenych v diferenciaci myofibroblastd a zptisob, jakym EGR4 pravdépodobné¢ interferuje s témi
to drahami. FOXGI interferuje s aktivitou proteinit SMAD, BAMBI negativné reguluje signalizaci pfes receptory
TGF-B, DUSPS inaktivuje kinazy ERK, proteiny NAB1 a NAB2 reprimuji transkripci genti spojenych s
fenotypem myofibroblastl, fizenych proteinem EGR1. (b) Imunodetekce Za schopnosti EGR4 sniZit expresi gentl
spojenych s kontrakci vlaken aSMA mize byt hned nékolik regulaci. Neptima stabilizace proteint SMAD2/3
mize vyvolat represi aktivit proteini MRTF. Snizeni exprese myokardinu a Prxl vede k snizeni aktivace

transkripce gentl, fizenych aktivitou transkrip¢niho faktoru SRF.
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NABL1 v linii fibroblastd DF1 branil diferenciaci na myofibroblasty indukovanou TGF-B3 (V.
Cermék, nepublikovano). Stila exprese EGR4 vyvolava v buiikich CEDM velké zvyseni
exprese jak NABL, tak i NAB2 (tab. 3 a obr. 17a, b). Je také znamo, Zze EGRI1 se podili na
transdukci signalu spusténého TGF-B1 v sav¢ich myofibroblastech a piimo aktivuje transkripci
nékterych gent (napt. COL1A2, FN1, PAIl a také TGFBI1) regulovanych signalni drdhou
TGF-B v téchto bunkach (Chen et al, 2006; Liu et al, 1999). Schopnost EGR4 inhibovat
expresi a aktivitu EGR1 pfes potlaceni signalizace drahou MAPK (ERK a JNK) a zvySeni
hladiny NAB korepresorti by tak mohla byt dilezitou ¢asti komplexniho procesu, vedouciho
k dediferenciaci myofibroblastt. Fakt, ze samotny, trvale exprimovany NAB1 neni schopen
potlacit fenotyp myofibroblasti u bunék CEDM, mtize poukazovat na velkou stabilitu fenotypu
myofibroblasti po jeho kompletni diferenciaci. Tento stabilni, pln¢ diferencovany fenotyp by
mohl byt méné citlivy k naruseni aktivity jednotlivych regulatort, zatimco pocateéni faze
diferenciace myofibroblastti by mohla byt narusitelna snadngji.

Zajimavym aspektem pusobeni exprese EGR4 v myofibroblastech je jeho schopnost
sniZit expresi gend spojenych S kontrakci aktinového cytoskeletu (napt. ACTA2, CNNI1 a
TAGLN). Vysledky v tab. 3 a obr. 17a ukazuji, Ze samotna inhibice signalizace TGF- (pomoci
inhibitoru MPPN) neni v bunkdch CEDM dostatecnd k vyznamnému snizeni exprese téchto
genu. Zjistili jsme, ze pusobeni MPPN vede u bunék CEDM pouze k docasnému snizeni
exprese myokardinu (MYOCD) (obr. 13a), ale nedojde k zadnému snizeni exprese ACTA2,
CNNL1 nebo TAGLN (tab. 3 a 17a). Z toho vyplyva, ze EGR4 pouziva jiny mechanizmus,
ackoliv stalé pétinasobné snizeni exprese MYOCD (obr. 15) pravdépodobné také bude hrat roli.
Je velmi pravdépodobné, ze myokardinu piibuzné transkripéni faktory MRTF-A a MRTF-B
jsou na promotorech obsahujicich CArG sekvence v buitkich CEDM stejné dulezité
koaktivatory SRF jako v savcich myofibroblastech a mohou zastoupit sniZzenou hladinu
myokardinu (Crider et al, 2011). V buiikach CEDM s trvale exprimovanym EGR4 by zvySena
stabilizace proteint SMAD2/3 (obr. 17a) mohla potlacovat transkripci z promotord (napt. pro
ACTAZ2, kdédujici aSMA), na kterych je poteba koaktivace transkripce proteiny MRTF a SRF.
Bylo totiZ ukdzano, ze SMAD3 fyzicky interaguje s MRTF a negativné ovliviiuje transkripci,
na které se MRTF podili (Masszi et al). Dalsi ¢asti mechanizmu muize byt snizeni exprese genu
PRRX1 (obr. 15), jehoz exprese je snizena v buitkich CEDM exprimujicich EGR4, ale neni
ovlivnéna inhibici signalizace drahou TGF-B. Gen PRRXI1 koéduje transkripéni faktor Prxl1,
ktery spolupracuje na promotoru se SRF a myokardinem pfi spousténi transkripce genu
ACTAZ2 v buikach hladkého svalstva (Yoshida et al, 2004). Vsechny mozné mechanizmy,
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kterymi trvala exprese EGR4 mulze v bunkich CEDM snizovat expresi genil spojenych
s kontrakci vlaken aSMA je schematicky zobrazena na obr. 31.

V soucasné¢ dobé je ucinna lécba fibrotickych onemocnéni stile jest¢ nerealnd, ale
existuje nékolik 1éCebnych pfistupi, které se zaméfuji na myofibroblasty a jejichz cilem je
dosazeni alespon zpomaleni téchto zdvaznych onemocnéni. Primarnim cilem 1écby je, kvuli
dualezité roli v biologii myofibroblastii, signalizace spousténd TGF-f1. Mezi mozné strategie,
kterymi by mohla byt potlacena patologickd aktivace signalizace drahou TGF-
vV myofibroblastech patfi napt. blokovani povrchovych molekul aktivujicich latentni formu
TGF-B, blokovani receptori pro TGF-p (TGFBR1/ALKS), blokovani ligandu (TGF-p)
protilatkami specifickymi pro vSechny izoformy TGF-f nebo blokovani signalizace ligandem
(TGF-B) pomoci rekombinantnich rozpustnych receptort pro TGF-f anebo proteint spojenych
s latentni formou TGF-p (Asano; Leask, 2008; Leask, 2010). Nase data prezentovana v této
praci ale ukazuji, ze samotna inhibice signalizace drahou TGF- neni dostate¢na k potlaceni
fenotypu myofibroblasti bunék CEDM a k podobnému zavéru dosla také prace provedena na
lidskych bunikach (Hecker et al, 2011). Potlaceni fenotypu myofibroblasti bunék CEDM mutize
byt dosazeno kombinaci chemickych latek, které inhibuji signalizaci drahou TGF-f a soucasné
narusuji signalizaci drahou MAPK pomoci forbolového esteru (TPA). Vyraz ,naruseni
vyjadiuje skutecnost, ze vysledny stav signalizace drahou MAPK nemuze byt jednoduse
popsan jako aktivace nebo inhibice. Jak ukazuji obr. 14b, 17b a 18b, hladiny aktivovanych
(fosforylovanych) proteinii ERK a JNK se vyrazné li$i mezi buitkami se stalou expresi PDGFB,
Ha-Ras(G12V), EGR4 nebo optsobenych TPA. Divodem téchto nesrovnalosti mize byt
odli$na rovnovaha mezi stalou aktivaci signalni drahy ERK (v pfipadé PDGFB, Ha-Ras a TPA)
a sloZitym systémem mocnych zpétnovazebnych smycek. Aktivace zpétnovazebnych smycek
nasledné ovliviiuje nejen signalizaci drdhou ERK, ale i ostatnich drah MAPK. Piesny
molekularni mechanizmus zodpovédny za potlaceni exprese gent spojenych s kontrakci vlaken
aSMA po naruSeni signalizace drdhou MAPK v myofibroblastech je neznamy, ale jeho
objasnéni predstavuje ldkavou vyzvu pro budouci vyzkum. Piestoze se nam podatilo riznymi
zpusoby dediferencovat myofibroblasty in vitro, nevime, jestli 1ze myofibroblasty obdobnym
zpusobem bez vaznych vedlejsich nasledkt dediferencovat i za podminek in vivo. Jak pouziti
inhibitoru, tak pouziti forbolového esteru TPA by totiz mohlo za rtiznych podminek vést
k nechténym a neptijemnym disledkim (ob¢ latky mohou za ur¢itych podminek fungovat jako
silné aktivatory proliferace buné€k). Dale je potieba zjistit, zda se sav¢i (pfedevsim lidské)

buiiky budou chovat stejnym zptisobem. Nase vysledky dokladajici zna¢né evoluéni zachovani
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mechanizmil regulujicich fenotyp myofibroblasti davaji velkou nadéji, Ze se ptaci i savci

buniky budou chovat obdobné.

5.2 Studium molekularni podstaty metastazovani fibrosarkomovych bunék

V druhé ¢asti mé dizertacni prace jsme se snazili odhalit alesponi nékteré molekularni
mechanizmy, které vedou k metastazovani agresivni fibrosarkomové linie PR9692. Zaroven
jsme chtéli pro védeckou komunitu 1épe charakterizovat model metastazujicich bunék PR9692
a z nich klonaln¢ odvozenych nemetastazujicich bun¢k PR9692-E9, protoze byl popsan pouze
jedinou praci (Plachy & Vilhelmova, 1984).

Transkripni kontrola stojici za metastazovanim transformovanych epitelovych
(karcinomovych) bun¢k byla a je intenzivné studovédna. Transkripcni faktory (napf. twist,
ZEB1, ZEB2, snail, slug, TCF3), které se této kontroly i€astni, jsou téméf vzdy regulatory
nastoleni a udrzeni mezenchymového fenotypu (Peinado et al, 2007; Yang et al, 2004). Ackoliv
transformované mezenchymové (sarkomové) buiiky exprimuji vSechny tyto transkripéni
faktory, ne vSechny nadory mezenchymového plivodu metastdzuji. Tento fakt naznacuje
existenci dal$i urovné regulace, ktera fidi transkripci gen dulezitou V metastazovani.
Vzhledem ke komplexnosti celého procesu metastazovani, exprese genu fizena (nejen) takovou
transkripéni regulaci bude dulezita pro celou fadu bunéénych aktivit, jako jsou invazivita
(schopnost invadovat) do tkani obecné (zahrnujici bunécnou motilitu a degradaci ECM), pieziti
v krevnim fecisti, adheze k endotelu atd..

Podrobnou analyzou expresnich profili metastazujicich bunék PR9692 a
nemetastazujicich bunék PR9692-E9 jsme vytipovali transkripéni faktor EGR1, jako moZny
regulator transkripéniho profilu spojeného s metastazovanim. Trvala exprese EGR1 v buiikach
PR9692-E9 vedla k plnému obnoveni schopnosti metastazovat. Porovnanim expresnich profild
metastazujicich bunék PR9692 a PR9692-E9-ME-EGR1 s profilem nemetastazujicich bun¢k
PR9692-E9 jsme odhalili fadu gend, jejichz exprese souvisi s metastazovanim a soucasné je
fizend EGR1. Exprese gentl, jejichz transkripce je podle nasSich vysledkl fizena transkripénim
faktorem EGR1, se podili na celé fadé procest, které jsou zjevné potiebné pro metastazovani
bun¢k. Napft. produkty gent MYL9 a MYOI10 hraji roli v motilité, RIAM v adhezi bun¢k a
tedy i signalizaci zmist jejich adheze, PCSKG6 vV aktivaci mimobunéénych proteaz
degradujicich ECM a NCAM v adhezi bunék k endotelu. Pravdépodobné nejzajimavéejsim
genem, jehoz transkripce byla ovlivnéna expresi EGR1 je MYL9 (MLC2). Exprese MLC2

umoziuje kontrakce aktinomyozinového cytoskeletu, které jsou nezbytnym piedpokladem pro
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vSechny typy bunééné motility nddorovych bunék. Bylo popsédno, Ze exprese MLC2 je fizena
komplexem MRTF — SRF bunéénych nadorovych liniich lidského karcinomu prsu a mysiho
melanomu (Medjkane et al, 2009). Jak jiz bylo diive zminéno, transkripéni faktor SRF ve
spolupraci s koaktivatory z rodiny proteinti piibuznych myokardinu, reguluji expresi gent
souvisejicich s kontrakci  aktinového cytoskeletu v bunkach hladkého svalstva a
myofibroblastech (Miano et al, 2007). V bunikach PR9692 a buiikach z nich odvozenych ale
geny souvisejici s kontrakci aktinového cytoskeletu nejsou vyznamnéji exprimovany. Na
zéklad¢ téchto faktl usuzujeme, ze v rakovinnych bunkdch miize EGR1 regulovat expresi
MLC?2 nezéavisle na SRF. Navic analyza promotorové oblasti kufecitho genu MLC2 (MYL9)
odhalila pfitomnost kanonického vazebného mista pro EGR1 (GMGGGGGCG) (data
neukéazana).

Ptedchozi prace charakterizujici geny, jejichZ exprese je spojena s metastazovanim,
pouzivaly k porovnani expresnich profild bunééné linie odvozené ze stejného typu nadoru, ale
vzniklé riznym zplsobem, s rozdilnym genetickym pozadim. Jen vzacné vyuzivaly dvojice
linii (jako je PR9692 a PR9692-E9, které by vznikly klonalnim zpisobem (vychazejici z jedné
nadorové buiky) jedna z druhé a tudiz by byly potlaceny rozdily dané odliSnym genetickym
pozadim. NaSe prace, na rozdil od ptedeslych studii, odhalila rozdily v expresi gend, jejichz
produkty jasné souvisi s mechanistickou strankou procesu metastazovani.

Abychom jesté Iépe porozuméli migraénim/invazivnim vlastnostem agresivnich bunék
PR9692 a spojitosti takovych vlastnosti s metastazovanim, analyzovali jsme pohyb bunék
PR9692 v trojrozmérném (3D) prostiedi. Buiiky se totiz v 3D prostiedi mohou pohybovat bud’
mezenchymovym zptisobem nebo améboidnim zptisobem. Améboidni invazivita in vitro byla
poprvé popsana teprve v roce 2003 (Sahai & Marshall, 2003; Wolf et al, 2003b) a od té doby
byla intenzivné studovana. Vyznam toho zplisobu invazivity v procesu metastazovani vsak
stale neni jasny. Sabeh et al. naznacili, Ze améboidni invazivita nddorovych bunék pozorovana
in vivo se objevuje pouze za zvlastnich podminek a asi neni u¢innym a alternativnim zptisobem
k migraci nadorovych bunék zavislé na proteolyze ECM (Sabeh et al, 2009). Pesto jiz n€kolik
praci poskytlo dikazy o hodnovérnosti améboidni invazivity in vivo a metastazovani zavislém
na signalizaci drahou Rho/ROCK.

Piivodné piiSel nepifimy dikaz podporujici zapojeni améboidni invazivity do procesu
metastazovani z klinickych studii s inhibitory kinazy ROCK (shrnuto v (Micuda et al, 2010)).
Fasudil, inhibitor kinazy ROCK omezoval rozsévani nadoru (hepatomu) v bifisni duting,
metastazovani fibrosarkomovych a melanomovych bun€k do plic a branil tvorbé nadoru prsu

Vv tukovém télese (angl. mammary fat pad) mlécné zlazy (Ying et al, 2006). Podobné Y-27632,
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jiny inhibitor kindzy ROCK, branil rGstu nddor a tvorb¢é nitrojaternich metastaz
hepatocelularniho karcinomu (Xue et al, 2008). Nicméné v zadné z téchto uvedenych studii
nebyly pouzity buiiky, jejichz invazivita by byla jasné améboidni a tedy nezavislda na
proteolyze. Piinejmensim dvé nezavislé prace spojovaly zmény v signalizaci vedouci
k destabilizaci mikrotubulii, k zakulacené morfologii a zvySené invazivité i metastazovani.
Bylo popsano, ze umlceni DIAPH3 v lidskych nadorovych buikach vedlo k destabilizaci
mikrotubull, zakulacené morfologii a zesilené fosforylaci MYPTI1, spojené se zvysSenou
schopnosti invaze a metastazy v mysich (Hager et al, 2012). Jina skupina zjistila, Ze statmin
stimuluje bunéénou motilitu skrz ECM in vitro a zvySuje metastazovani sarkomovych bungk.
V souladu stimto pozorovanim, bodova mutace statminu branici jeho fosforylaci postihla
stabilizaci mikrotubulti indukovanou ECM, vedla k vétsi invazivité bunék a zakulacené
morfologii spojené s améboidnim pohybem v trojrozmérném prostiedi (Belletti et al, 2008).
Ani vjedné ztéchto studii vSak autofi neukazali, Ze invazivita studovanych bunék byla
nezavisla na Sté€peni proteini anebo na signalizaci drahou Rho/ROCK. NejpiesvédEivejsi dukaz
o roli invazivity nezavislé na proteolyze v procesu metastazovani poskytly studie analyzujici
roli EphA2 v metastazovani melanomu (Parri et al, 2009) a karcinomu prostaty (Taddei et al,
2011), vypracované v laboratofi profesorky Chiarugi. V téchto studiich bylo ukazano, ze re-
exprese EphA2 v mySich melanomovych bunkach B16 méni jejich zplsob migrace
z mezenchymového na améboidni, nezavisly na proteolyze a vedouci k uspéSnému
metastazovani téchto bunék do plic a lymfatickych uzlin peritonea (Parri et al, 2009). Také
exprese EphA2 v bunkach karcinomu prostaty vedla k zakulacené morfologii bun¢k zavislé na
signalizaci Rho, pohybu nezavislém na aktivité metaloproteinaz a zvySenému metastazovani
(Taddei et al, 2011). V zatim jediné praci analyzujici vliv pfimé manipulace signalizace pies
dréahu Rho/ROCK na invazivitu a metastazovani bunék, autofi zkoumali ziskdni a molekuldrni
regulaci invazivni kapacity neoplasticky transformovanych lidskych fibroblast, které byly po
vpichnuti do mysi s naruSenou imunitou schopné vytvofit metastazujici sarkomy. Tyto
transformované fibroblasty zaujimaly v 3D prostiedi zakulacenou morfologii a jejich invazivita
byla citliva k inhibici ROCK, ale nikoliv k inhibitoru proteaz. Zvysena invazivita téchto bun¢k
byla svazana se snizenou expresi RhoE, bunécného inhibitoru ROCK. Exogenni exprese RhoE
zase snizovala invazivni schopnosti téchto bun¢k in vitro, stejné¢ jako jejich schopnost
metastazovat (Belgiovine et al, 2010).

V na8i praci zkoumajici invazivni a metastatické vlastnosti bun¢k jsme pouzili dvé
sarkomové a metastazujici bunééné linie, kazdd pochazejici zjiného a evolu¢né pomérné

vzdaleného organizmu (savec, ptak). Jak jsme zjistili, obé pouzité linie v 3D prostiedi invaduji
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primarné¢ améboidnim zpuisobem bez detekovatelné zelatinazové aktivity (obr. 28, 29 a (Rosel
et al, 2008)). Invazivita bunék PR9692 i A3, nezavisla na proteolyze a zaroven zavisla na
signalizaci pfes ROCK, byla demonstrovana v 3D kolagenu in vitro. Abychom potvrdili nase
pozorovani invazivity sarkomovych bun¢k Vv komplexnim 3D prostfedi, analyzovali jsme
améboidni pohyb nasich bunék v bezbunééné dermis. Bezbunééna dermis je substrat, ktery je
svymi biochemickymi a biomechanickymi vlastnostmi velmi blizky skutecné tkani. Krysi
bunky A3, které se vlastnostmi v ostatnich nami provedenych testech chovaji stejné jako bunky
PR9692 (srovnani vysledku v obr. 26, 27 a 28), byly schopné u¢inné invadovat do bezbunétné
dermis a krysi fascie nehledé na pfitomnost Sirokospektralniho inhibitoru metaloproteinaz
(testovano pouze u bezbunééné dermis) a udrzovaly si pfitom zakulacenou morfologii (obr. 29
a 30). Dale tato prace ukazuje, Ze metastazovani améboidn¢ invadujicich sarkomovych bunék
je zéavislé nejen na aktivit¢ RhoA, ale také na fosforylatnim stavu MLC. Patrné zde
predklddame prvni ptimy dikaz o dualezitosti fosforylace MLC v metastazovani nadorovych
bun€k. Nase data ukazuji, ze aktivace Rho, ROCK a fosforylace MLC jsou potiebné pro
ucinnou invazivitu obou sarkomovych linii PR9692 a A3 a ze aktivace RhoA a fosforylace
MLC jsou potiebné pro G¢inné metastazovani bunék linie PR9692 (tab. 6 a 7). Nase vysledky
také naznacuji, ze aktivace RhoA a ROCK, ale nikoliv fosforylace MLC je potitebnd pro
udrzeni zakulacené morfologie obou sarkomovych linii v 3D prostiedi (obr. 26 a 28). Celkem
vzato naSe vysledky naznacuji model, ktery je schematicky vyjadien v obr. 33 a podle kterého
signalizace vedouci k udrzeni zakulacené morfologie je alespon z ¢asti odlisna od signalizace
umoziujici u¢innou améboidni invazivitu. Jind drdha (napf. zahrnujici LIMK) regulovana

kindzou ROCK by mohla byt dilezit4 pro udrZeni zakulacené morfologie.
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invazivita invazivita

metastazovan: (metastazovan i) invazivita

morfologle

morfologie

Obr. 33 Signalizace Fizena RhoA v udrZeni améboidni morfologie a invazivité/metastazovani sarkomovych

bunék.
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6. Zavéry

Nase prace uvadi na pole studia molekularni biologie myofibroblastli novy bunécny
model, zakladajici se na kufecich primarnich koznich myofibroblastech (CEDM, z anglického
Chicken Embryo Dermal Myofibroblasts). V tomto modelu jsme studovali fenotyp i genovou
expresi myofibroblastii po zablokovani signalni drahy TGF-B. Protoze pfevazuje nazor, ze
signalni draha TGF-f hraje ustfedni roli v diferenciaci myofibroblastl, zajimalo nas, zda
budeme schopni myofibroblasty dediferencovat. Navozeni dediferenciace myofibroblastii by
zasadnim zplisobem pomohlo pii 1é¢bé smrtelnych lidskych onemocnéni, jako jsou fibrozy a
rakovina, jejichz dosavadni 1é¢ba je v fadé pfipadt velmi neti¢inna (piedevsim u fibroz).

Data uvedend v této praci dokladdaji rozsahlé uchovani zékladnich regulacnich
mechanizmi tykajicich se hojeni ran a fibréz mezi dvéma nepftili§ vzdalenymi tiidami
zivodichu (savci, ptaci), nebot’” mnoho gend, jejichz exprese je regulovana signalni drahou
TGF-B v savéich buiikdch je obdobné regulovana i v bunkdch CEDM. Expresni profilovani
bunck CEDM odhalilo celou tadu gent, jejichz regulace signalni drahou TGF-f nebyla
v myofibroblastech dosud popsana. Nékteré z takovych gent byly zatim jenom piedpovézené
z genomovych sekvenci a naSe prace jako prvni nastifiuje jejich funkci. Mezi nami
identifikovanymi geny s expresi regulovanou signalni drdhou TGF-f bylo i nékolik gent,
jejichZ proteinové produkty jsou soucasti diferenciacniho programu myofibroblasti a mohou
byt ovliviiovany farmaceuticky. Dopad regulace takovych proteinti na fenotyp myofibroblastt
by si zaslouzil dalSi pozornost, protoze muze mit diasledky v klinické praxi. Expresni
profilovani uvedené v této praci potvrzuji predstavu 0 dulezité regulacni loze myofibroblasti
Vv jednotlivych procesech (angiogeneze, lymfangiogeneze, regenerace nervi, modulace
imunitniho systému) podilejicich se na hojeni ran za fyziologickych podminek i tvorbé
fibrotickych a nadorovych (prostfednictvim stroma) onemocnéni za patologickych podminek a
v n¢kterych detailech prohlubuji molekularni pochopeni této role. NaSe vysledky jsou
v souhlase s predstavou nadoru jako nehojici se rany. Vysledky nasi prace dokladaji zavislost
exprese kli¢ovych regulacnich proteinti signalnich drah hedgehog, wnt a cAMP na autokrinni
stimulaci drahou TGF-B a prohlubuji tak pochopeni regula¢ni sité, kterd udrzuje fenotyp
myofibroblastli a kterd by si v budoucnu, s ohledem na ndmi ukdzané signalni drahy, zaslouzila
dalsi pozornost. Asi nejprovokativnéjs$i hypotézou, kterd by mohla vyplyvat z naSich dat, je
moznost, ze existuje specificky a fizeny proces dediferenciace myofibroblasti, jehoz soucasti je
zvlastni program genové exprese, spustény poklesem signalizace drahou TGF-B. Bude vsak

potieba dalSich dikazi, které by tuto hypotézu potvrdily nebo vyvratily a také otestovaly jeji
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univerzalni platnost jak u kufete, tak i ¢lovéka. Teoreticky by regulacni proteiny takového
dediferenciacniho programu mohly byt cilem G¢inné 1é¢by fibrotickych anebo nadorovych
onemocnéni. Nicmén¢ i dlouhodoba inhibice signalni drahy TGFf vedla v bunkach CEDM
pouze ke snizeni sekre¢nich funkci (sekrece ECM a rustovych faktortl) a nikoliv ke ztraté
charakteristickych rysti myofibroblastli, kam patii 1 tvorba vlaken aSMA. Signalizace drahou
TGFp tedy neni jedinym a klicovym regulatorem jiz diferencovaného fenotypu myofibroblasta
bunck CEDM.

Ukézali jsme, Ze trvald aktivace nckterych slozek signalni drahy MAPK (konkrétné
PDGFB, Ha-Ras(G12V) a transkripéni faktor EGR4) vede Kkuplné ztraté fenotypu
myofibroblastti bun¢k CEDM. Tato schopnost byla doposud zndma pouze u PDGFB z modelu,
ktery vyuzival lidské buiky. ProtoZze EGR4 jako jediny z testovanych sloZek signélni drahy
MAPK neptisobi neoplastickou transformaci bunék, analyzovali jsme hloubé&ji molekularni
mechanizmy, kterymi trvald exprese EGR4 vyvolava dediferenciaci myofibroblasti. Analyzou
profili exprese genit jsme zjistili, ze trvala exprese EGR4 vede k aktivaci exprese genu
typickych pro mezenchymové kmenové buniky a nasli jsme i1 celou fadu gent, jejichZ produkt
Snejvyssi pravdépodobnosti zprostfedkovavaji GcCinky vyvolané EGR4. Mezi témito
zprostiedkovateli se vyjima transkripéni faktor FOXG1, protoze jeho trvala exprese v bunikach
CEDM dokéaze dediferencovat myofibroblasty stejné ucinné jako exprese EGR4. Trvald
exprese EGR4 i FOXGL1 spina mechanizmy, které vedou k potlaceni signalizace jak drahou
TGF-B, tak i drahou MAPK. Protoze analyza bunck s aktivovanymi slozkami (PDGFB, Ha-
Ras(G12V) a EGR4) signalni drahy MAPK ve vSech testovanych piipadech prokazala
potlaceni signalizace drdhou TGF-P a naruSeni signalizace drahou MAPK, navodili jsme tuto
situaci pomoci chemickych latek. Kombinace latek inhibujicich signalizaci drahou TGF-B a
aktivujicich signalni drahu MAPK vedla k uspé$nému odstranéni fenotypu myofibroblasti
bunék CEDM in vitro. Otazkou stale zistava, jestli 1ze myofibroblasty obdobnym zptisobem
bez vaznych vedlejSich nasledki dediferencovat i za podminek in vivo a zda se savci

(ptedevsim lidské) buiniky budou chovat stejnym zptsobem.

Nase prace dobfe charakterizovala unikatni model dvou sarkomovych linii PR9692 a
PR9692-E9. Fakt, Ze nemetastazujici linie PR9692-E9 je spontanné vzniklym klonem
metastazujici linie PR9692, vyloucil pii naSi analyze rozdily dané odliSnym genetickym
pozadim, které jsou castym problémem pii interpretaci dat ostatnich obdobnych praci.
Podrobnou analyzou expresnich profili metastazujicich bunék PR9692 a nemetastazujicich

bunék PR9692-E9 jsme wvytipovali transkripéni faktor EGRI1, jako mozny regulator
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transkripcniho profilu spojeného s metastazovanim. Trvald exprese EGR1 v buiikdch PR9692-
E9 skutec¢né vedla k plnému obnoveni schopnosti metastazovat. Porovnanim expresnich profilti
metastazujicich bunék PR9692 a PR9692-E9-ME-EGR1 s profilem nemetastazujicich bun¢k
PR9692-E9 jsme odhalili fadu gend, jejichZ exprese souvisi s metastazovanim a soucasné je
fizend EGRI1. Exprese gent, jejichz transkripce je podle nasSich vysledkl fizena transkripénim
faktorem EGRI1 se podili na celé fadé procest, které jsou zjevné potiebné pro metastazovani
bunék. Je mozné, ze EGR1 neni dalezity pro metastazovani jinych sarkomt, ale nasim cilem
bylo ptedevsim odhalit skupiny gend, které jsou v integrované signalni siti bunék spojené
S metastdzou a jsou tedy zfejmé zodpovédné za nastoleni urcitétho komplexu vlastnosti
nezbytnych pro metastazovani. Tyto vlastnosti by jiz se znacnou pravdépodobnosti mohly byt
spoleéné pro vétSinu metastazujicich sarkomovych bunck. Dalsi analyzy ukazaly, ze
metastazujici buinky PR9692 se od téch nemetastazujicich odliSuji schopnosti migrovat
(motilita) a adherovat. Obé tyto schopnosti souvisi s aktinovym cytoskeletem, ktery ma u
nemetastazujicich bunék odlisné uspotradani. Nase prace, na rozdil od predeslych studii,
odhalila rozdily v expresi genu, jejichz produkty jasné souvisi s mechanistickou strankou
procesu metastazovani.

Tato prace déle jako prvni ukazuje U¢innou améboidni invazivitu, pravdépodobné
spojenou s metastazovanim, v jiném systému nez savéim, coZz jen podporuje dulezitost
fenoménu améboidni invazivity obecné a otvird dvefe ostatnim zajimavym modeliim na pole
studia typl invazivity. Zaroven odhalila dalezitou roli signalni drahy Rho/ROCK/MLC
Vinvazivit¢ a metastazovani sarkomi. Domnivdme se, Ze naSe pozorovani spolecné
s ptedeSlymi pracemi z laboratofi profesorek Mondello a Chiarugi poskytuji zatim nejsilng;si
ditkaz o schopnostech améboidnich nadorovych bunék u¢inné invadovat tkanémi a dat nakonec
vzniknout metastazam.

Tato prace jako celek ukazuje a potvrzuje relevantnost kuteciho (Gallus gallus) modelu
pfi vyhledavani obecné platnych molekularnich mechanizmti pouzivanych napti¢ blanatymi
(amniota) obratlov¢imi druhy, zvlasté pii studiu lidskych onemocnéni, na ktera zatim
neexistuje ucinna l1écba (fibrozy, rakovina). Nase vysledky ukazuji na uzite€nost kufecich
modelu pfi studiu myofibroblastii a metastazovani sarkomii, bunék CEDM a bunék sarkomové
linie PR9692, nebot’ jsme jejich pomoci byli schopni potvrdit a vyznamné rozsitit poznatky
ziskané v sav¢ich modelech. Pomoci bunék CEDM se nam podatilo blize pochopit roli signalni
drahy TGF- v myofibroblastech, odhalit molekularni mechanizmy vedouci k dediferenciaci
myofibroblasti a identifikovat mozné nové cile pro lécbu fibrotickych onemocnéni a

potencialné 1 rakoviny. Pomoci bunék PR9692 a buné€k z nich odvozenych jsme identifikovaly

124



transkripéni profil spojeny s metastazovanim a transkripéni faktor EGR1, ktery je v bunkach
PR9692 potiebny pro jeho udrzeni. Pomoci bun¢k PR9692 jsme téz ukézali spojitost mezi roli

regulaéni drahy Rho/ROCK/MLC v améboidni invazivité a jeji roli v metastazovani sarkomu.
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7. Podil autora na vysledcich obsazenych v dizertacni praci

Autofti vysledkl prezentovanych v této praci prohlaSuji, Ze Jan Kosla se na vysledcich

jednotlivych projektt podilel nasledujici ¢asti vyjadienou v procentech:

1. Molekularni analyza expresniho programu fizeného TGFp v kufecich primérnich koznich

myofibroblastech. Kapitoly vysledkt 4.1.1 - 4.1.4: 85%

2. Uc¢inna dediferenciace myofibroblastii soucasnou inhibici signalizace TGF a naruSenim

signalizace MAPK. Kapitoly vysledki 4.1.5 - 4.1.10: 80%

3. Transkripéni faktor EGR1 reguluje metastazovani fibrosarkomovych bun¢k

transformovanych v-src. Kapitoly vysledkti 4.2.1 - 4.2.5: 36%

4. Metastazovani agresivnich améboidnich fibrosarkomovych bun¢k je zavislé na signalizaci

drahou Rho/ROCK/MLC. Kapitoly vysledkii 4.2.6 - 4.2.9: 33%

Jménem autorti: RNDr. Michal Dvorak, CSc.
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9. Legendy elektronické prilohy

Obr. EP1 Ovéfeni zmén genové exprese detekovanych na mikrocipu v buiikach PR9692 a
buiikach z nich odvozenych pomoci qPCR. Hladina mRNA v buiikach kultivovanych na
nepokrytych plastikovych kultivacnich miskach ptedstavuje u kazdé ovérované exprese genu
hodnotu 100% a relativni hladiny mRNA v ostatnich vzorcich byly vyjadfovany jako procenta
z této hodnoty. Kazdy sloupec predstavuje pramérnou hodnotu z biologického 1 technického
triplikatu. Chybové usecky, standardni odchylky a hodnoty p (pl pro PR9692 vs. PR9692-E9 a
p2 pro PR9692-E9-EGR1 vs. PR9692-E9) byly ziskany Welchovym t-testem.

Tab. EP1 Primery pouzité pro PCR reakce. Sckvence a technické detaily pouzitych PCR
reakci. U tadki bez vyznaceného poctu cykll se jedna o podminky pouzité pro qPCR.

Tab. EP2 Geny ovlivnéné pisobenim MPPN na buiiky CEDM. Detailni vysledky vcetné

hodnot nasobkii zmén, hodnot p ucinku plsobeni a intenzity normalizované GC-RMA.

Tab. EP3 Geny regulované signalizaci drahou TGF-p v kurecich myofibroblastech a
ruznych savéich burikach. Geny, jejichz exprese byla pisobenim MPPN snizena by méla byt

pusobenim TGF-§ zvySena a naopak. Data shrnuté v této tabulce potvrzuji tento piedpoklad.

Tab. EP4 Geny ovlivnéné trvalou expresi EGR4 v buiikkich CEDM. Detailni vysledky
véetné hodnot nasobkli zmén exprese, hodnot p ucinku plsobeni a intenzity normalizované

GC-RMA.

Tab. EP5 Seznam genii odli$né exprimovanych mezi liniemi bunék PR9692 a PR9692-E9.
Detailni vysledky vcetné hodnot nasobkli zmén exprese, hodnot p a intenzity normalizované

GC-RMA.

Tab. EP6 Seznam gent odliSné exprimovanych mezi liniemi bunék PR9692-E9 a PR9692-
E9-ME-EGRL1. Detailni vysledky v¢etné hodnot nasobkti zmén exprese, hodnot p a intenzity

normalizované GC-RMA.

Tab. EP7 Detailni informace o genech prezentovanych v obr. V16a, b (vysledky

klastrovaci analyzy).
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Tab. EP8 Detailni popis experimenti in vivo s buiikami PR9692 a buiikami z nich
odvozenymi. Detailni vysledky zahrnujici vahu primarnich nadorii a k nim piislusnou kategorii

plicnich metastdz a Casy zdvojeni experimentalnich bunécnych linii.

Tab. EP9 Detailni popis experimentu in vivo S buitkami PR9692-E9 a buiikami z nich
odvozenymi. Detailni vysledky zahrnujici vahu primarnich nadorii a k nim piislusnou kategorii

plicnich metastdz a Casy zdvojeni experimentalnich bunécnych linii.

Video 1 Pohyb bunék PR9692 na povrchu pokrytém kolagenem typu I. Mikrofotografie
byly snimany v intervalu jedné minuty po dobu kultivace 24 hodin a video zobrazuje 20

snimk za sekundu (kazd4 sekunda videa predstavuje 20 minut).

Video 2 Pohyb bunék PR9692-E9 na povrchu pokrytém kolagenem typu I.
Mikrofotografie byly snimany v intervalu jedné minuty po dobu kultivace 24 hodin a video

zobrazuje 20 snimk za sekundu (kazdé sekunda videa ptedstavuje 20 minut).

Video 3 Pohyb bunék PR9692-E9-mock na povrchu pokrytém kolagenem typu I.
Mikrofotografie byly snimany v intervalu jedné minuty po dobu kultivace 24 hodin a video

zobrazuje 20 snimk za sekundu (kazdé sekunda videa ptedstavuje 20 minut).
Video 4 Pohyb bunék PR9692-E9-ME-EGR1 na povrchu pokrytém kolagenem typu I.

Mikrofotografie byly snimany v intervalu jedné minuty po dobu kultivace 24 hodin a video

zobrazuje 20 snimk za sekundu (kazdé sekunda videa ptedstavuje 20 minut).
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