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Abstrakt

Schopnost nadorovych bunék vyuzivat riizné invazivni médy (tzv. plasticita invazivity
nadorovych buné¢k) piedstavuje zna¢nou prekazku v 1é€bé metastazujicich nadorti. Nadorova
invazivita zahrnuje mnoho riznych zptisobi migrace. Buiniky se mohou pohybovat spole¢né
(se zachovanymi mezibunéénymi kontakty; kolektivni invazivita) ¢i individualné. V ramci
individualni invazivity pak rozliSujeme dva zakladni zpiisoby — mezenchymalni a améboidni.
Mezenchymalni zptisob migrace je charakterizovan protahlym tvarem bunék, proteolytickym
Stépenim vldken mezibunécné hmoty a tvorbou pevnych kontaktii s mezibunéénou hmotou.
Améboidni zpiisob je nezavisly na proteolytické aktivité, buiiky jsou charakteristické kulatym
tvarem a zvySenou kontraktilitou, kterou pouzivaji k protahovani se skrze poéry mezibunécné
hmoty. Tato disertacni prace se zabyva analyzou plasticity invazivity nadorovych bunék,
konkrétné ptechodii mezi individualnim améboidnim a mezenchymalnim migraénim modem,
ve 3D prostiedi kolagenové matrix jakozto modelu mezibunééné hmoty. Prace predstavuje
modely mezenchymalné-améboidniho prechodu (MAT), které zahrnuji bunééné linie BLM,
HT1080 a MDA-MB-231, v nichz je MAT indukovano expresi konstitutivné¢ aktivni malé
GTPazy RhoA ¢i pomoci dasatinibu, inhibitoru kinazy Src. Rovnéz byl ustanoven
,henadorovy“ model plasticity bun€k zalozeny na M2 makrofazich v kolagenové matrix
o rizné hustoté. Nasledné byla provedena transkriptomicka a proteomické analyza vybranych
modelt. Tyto analyzy odhalily zvySenou expresi prozanétlivych gentl a snizenou expresi gent
regulujicich bunécny cyklus v améboidnich bunikach. Expresni profil gent a hladina
proteinovych produkt vybranych cilli zapojenych v MAT byly nasledné ovétfovany pomoci
RT-qPCR a imunoblotd. Naslednym srovnanim velice rGznorodych vefejné dostupnych
transkriptomickych datasetd zachycujicich prechod mezi mezenchymalnim a améboidnim
modem invazivity ve 3D prostiedi byla odhalena zvySena exprese dlouhé nekodujici RNA
MALAT1 (Metastasis-Associated Long Adenocarcinoma Transcript 1) v améboidnich
bunkach. Toto pozorovani bylo nasledné oveéteno pomoci RT-qPCR. Pro dalsi vyzkum tlohy
MALAT]1 v invazivni plasticité nadorovych bun¢k byly ptipraveny klony se snizenou expresi
MALATT1 v siln¢ améboidnich bunéénych liniich A375m2 a A2058. U obou sad klonti vedlo
snizeni exprese MALATI1 ke snizeni mnozstvi aktivniho RhoA, jehoZ vysoké4 hladina je
typickym znakem améboidni invazivity, a zaroven ke zvySeni proliferace téchto bunék.
U klonti odvozenych od linie A375m2 pak snizeni hladiny MALATI1 vedlo navic
k améboidné-mezenchymalnimu pfechodu (AMT) a zvySeni invazivity téchto bun¢k ve 3D

prostiedi kolagenové matrix.

Kli¢ova slova: améboidni invazivita, AMT, invazivita nadorovych bunék, IncRNA,
MALATI1, MAT, mezenchymalni invazivita



Abstract

The ability of cancer cells to adopt various invasive modes (the plasticity of cancer cell
invasiveness) represents a significant obstacle in the treatment of cancer metastasis. Cancer
invasiveness involves various modes of migration. Cells can move together (with the
preserved intercellular junctions; collective invasiveness) or individually. Within individual
invasiveness, we distinguish two principal invasive modes — mesenchymal and amoeboid. The
mesenchymal mode of migration is characterized by an elongated shape, proteolytic
degradation of the fibres of the extracellular matrix, and the formation of strong contacts with
the extracellular matrix. The amoeboid mode of migration is not dependent on proteolytic
activity, the cells are characterized by a round shape and increased contractility, which they
use to squeeze themselves through the pores of the extracellular matrix. This thesis deals with
the analysis of the plasticity of cancer cell invasiveness, specifically the transitions between
individual amoeboid and mesenchymal migration modes, in the 3D environment of the
collagen gel as a model of extracellular matrix. The work presents models of mesenchymal-
to-amoeboid transition (MAT), which include BLM, HT1080 and MDA-MB-231 cell lines,
in which MAT is induced by the expression of constitutively active small GTPase RhoA or by
the treatment with the Src inhibitor dasatinib. A non-cancer model of cell plasticity based on
M2 macrophages in collagen of different density was also established. Subsequently,
transcriptomic and proteomic analysis of selected models was performed. These analyses
revealed increased expression of proinflammatory genes and decreased expression of cell
cycle regulating genes in amoeboid cells. The gene expression profile and the level of protein
products of selected targets involved in MAT were subsequently verified using RT-qPCR and
immunoblotting. Subsequent comparison of the very diverse publicly available transcriptomic
datasets analysing the transition between mesenchymal and amoeboid mode of invasion in
a 3D environment revealed increased expression of the long non-coding RNA MALATI1
(Metastasis-Associated Long Adenocarcinoma Transcript 1) in amoeboid cells. This
observation was subsequently verified by RT-qPCR. To further investigate the role of
MALATTI in the invasive plasticity of cancer cells, clones with decreased level of MALAT1
expression derived from strongly amoeboid cell lines A375m2 and A2058 were prepared. In
both sets of clones, a decrease in MALATI expression led to a decrease in the amount of
active RhoA (the high level of RhoA is a typical characteristic of amoeboid invasiveness), and
also to an increase in the proliferation rate of these cells. In addition, in clones derived from
the A375m2 line, a decrease in MALATI1 levels led to an amoeboid-to-mesenchymal
transition (AMT) and an increase in the invasiveness of these cells in the 3D environment of

the collagen matrix.

Key words:  amoeboid invasion, AMT, cancer cell invasion, IncRNA, MALATI1, MAT,

mesenchymal invasion
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1. Seznam pouzitych zkratek

1D 1-Dimensional (jednorozmérny)

2D 2-Dimensional (dvojrozmérny)

3D 3-Dimensional (trojrozmérny)

AMT Amoeboid-to-Mesenchymal Transition (améboidné-mezenchymalni ptfechod)
AP-1 Activator protein 1

ARHGAP22 Rho GTPase-activating protein 22

Arp2/3 Actin-related protein 2/3 complex

ASO antisense oligonucleotides (,,antisense* oligonukleotidy)

bp base pairs (pocet part bazi)

C/EBPp CCAAT-enhancer-binding protein 3
C/EBPy CCAAT-enhancer-binding protein vy
C/EBPd CCAAT-enhancer-binding protein &

C3 Complement component 3

CAF Cancer-Associated Fibroblast (fibroblasty asociované s nadory)
CAT Collective-to-Amoeboid Transition (kolektivné-améboidni prechod)
Cdc42 Cell division control protein 42 homolog

cDNA complementary DNA (komplementarni DNA)

CEBPB CCAAT-enhancer-binding protein 3 gene
CEBPD CCAAT-enhancer-binding protein 6 gene
CEBPG CCAAT-enhancer-binding protein y gene
CEMIP Cell Migration Inducing Protein

Cq cycle quantification value

DAS dasatinib

DIAPH3 Diaphanous-related formin-3

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)
DOCK3 Dedicator of cytokinesis 3

dox doxycycline (doxycyklin)

ECM Extracelullar matrix (mezibunécnd hmota)

EGF Epidermal Growth Factor (epidermalni ristovy faktor)
EIF4H Eukaryotic translation initiation factor 4H

EMT Epithelial-to-Mesenchymal Transition (epitelidlné-mezenchymalni ptechod)
EphA2 Ephrin type-A receptor 2

F-actin Filamentous actin (vlaknity aktin)

FBS Fetal Bovine Serum

FOSL1 Fos-related antigen 1 gene

Fra-1 Fos-related antigen 1

GAP GTPase-Activating Protein



GAPDH
GDP
GEF
GST
GTP
HGF
HIF-1
HNRNPL
HRP
icaRhoA
IFI6
IFNy
IFNo
IKK

IL6

IL11
1124
ISG15
JAK
JAK1
JNK
LAP

LIP
IncRNA
MALAT1
MAPK
mascRNA
MAT
MET
MIQE

miR
miRNA
MLC
MMP
M-MulLV
mRNA
NCI
ncRNA
NEATI1

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Guanosine diphosphate (guanosindifosfat)

Guanine nucleotide Exchange Factor

Glutathione S-Transferase

Guanosine triphosphate (guanosintrifosfat)

Hepatocyte Growth Factor (hepatocytarni riistovy faktor)
Hypoxia-Inducible Factor 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L

Horseradish peroxidase (kifenova peroxidaza)

inducible constitutively active RhoA (inducibilni konstitutivné aktivni RhoA)
Interferon alpha-inducible protein 6

interferon vy

interferon ®

IxB kinase

Interleukin 6

Interleukin 11

Interleukin 24

Interferon Stimulated Gene 15

Janus kinase

Janus kinase 1

c-Jun N-terminal kinase

Liver-enriched Activator Protein

Liver-enriched Inhibitory Protein

long non-coding RNA (dlouha nekddujici RNA)

Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1
Mitogen-Activated Protein Kinase

MALATI1-associated small cytoplasmic RNA

Mesenchymal-to-Amoeboid Transition (mezenchymalné-améboidni ptechod)
Mesenchymal-to-Epithelial Transition (mezenchymalng-epitelidlni prechod)
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments

micro-RNA

micro-RNA

Myosin Light Chain (lehky fetézec myosinu)

Matrix Metalloproteinase (matrixové metaloproteindzy)

Moloney Murine Leukemia Virus

messenger RNA

National Cancer Institute

non-coding RNA (nekddujici RNA)

Nuclear Enriched Abundant Transcript 1
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NEAT2
NEDD9
NF-xB
NNMT
nt
0AS1
ORA
p38
PCR
PKCa
p-MLC
POLR2A
PPIA
PSMA1
Racl
RBD
ref
RhoA
RhoC
RISC
RNA
ROCK
rRNA
RT
RT-qPCR

SD
SDS
SEM
shRNA
siRNA
snoRNA
snRNA
STAT
STAT1
STAT2
STAT3
TBS
TGFp
tRNA

Nuclear Enriched Abundant Transcript 2

Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 9
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Nicotinamide N-Methyltransferase

nucleotide (nukleotid)

2’-5"-Oligoadenylate Synthetase 1

Over-Representation Analysis

p38 mitogen-activated protein kinase

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
Proteinkinase Ca (proteinkinaza Ca)

phosphorylated Myosin Light Chain (fosforylovany lehky fetézec myosinu)
DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Proteasome subunit alpha type-1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Rho Binding Domain

relative centrifugal force (relativni centrifugacni sila)

Ras homolog family member A

Ras homolog family member C

RNA-Induced Silencing Complex

Ribonucleic Acid (ribonukleové kyselina)

Rho-associated protein kinase

ribosomal RNA (ribozomalni RNA)

Reverse Transcription (reverzni transkripce)

Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction (kvantitativni
PCR s ptedfazenou reverzni transkripcei)

Standard Deviation (smérodatna odchylka)

Sodium Dodecyl Sulfate

Standard Error of the Mean (standardni chyba pruméru)
Short hairpin RNA

Small interfering RNA

Small nucleolar RNA (malé jadérkova RNA)

Small nuclear RNA (malé jaderna RNA)

Signal Transducer and Activator of Transcription

Signal Transducer and Activator of Transcription 1

Signal Transducer and Activator of Transcription 2

Signal Transducer and Activator of Transcription 3
Tris-Buffered Saline

Transforming Growth Factor 3

transfer RNA (transferova RNA)
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TYK2
VEGF
WNT
Xist
ZFN

Tyrosine kinase 2

Vascular Endothelial Growth Factor (vaskularni endotelialni riistovy faktor)
Wingless-related integration site

X-inactive specific transcript

Zinc-Finger Nucleases (nukleazy se zinkovymi prsty)
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2. Uvod

Na rakovinu zemiou ro¢né€ po celém svété miliony lidi. K vétSiné téchto tmrti pak
dojde ptimo ¢i neptimo v diisledku schopnosti nddorovych bunék §itit se z primarniho nadoru
a efektivné¢ osidlovat télo pacienta (metastazovat). V tomto ohledu je klicova schopnost
nadorovych bun¢k vycestovat z primarniho nadoru, invadovat skrze mezibunécné hmotu,
vstoupit do cévniho feciste, v cévnim fecisti prezit, opustit ho a invadovat skrze mezibunéénou
hmotu do mista, kde jsou vhodné podminky pro vytvoireni sekundarniho nadoru.

Jako logicky krok v 1écbé rakoviny se tak jevi zablokovani migrace nadorovych bun¢k
v téle pacienta. V minulosti bylo testovano mnoho velice slibnych latek pro 1écbu metastaz
(napf. inhibitory protedz Stépicich extracelularni matrix), které vSak v praxi nemély zadny
vyrazny efekt nebo naopak pribéh onemocnéni jesté zhorSovaly. Ukézalo se totiz, Ze
blokovaly pouze jeden z mnoha zptisobti invazivity, které nadorové bunky dokazou vyuzivat.
Situaci navic komplikuje fakt, Ze nddorové bunky vykazuji ¢asto tzv. invazivni plasticitu —
tedy mohou konkrétni mod invazivity ménit v zavislosti na okolnim prostiedi (hustota tkang,
okolni buniky, pfitomnost farmaka apod.). Tyto médy vSak nejsou fizeny jednou jednoduchou
signdlni drahou, ale celym komplexem signaliza¢nich a regulac¢nich drah s mnoha vstupy
a vystupy, proto je tfeba na jejich charakterizace pohlizet komplexné. Ze stejného diivodu
nejsou tyto mody fenotypicky uplné€ ostie ohraniceny a existuje mnoho mezistavt. Zakladnim
Clenénim je rozdéleni nddorové invazivity na kolektivni, kdy builkky migruji spolecné,
a individualni, kterou dale délime na mezenchymalni a améboidni.

Pro ucinnou 1écbu metastazovani nadorovych bunék je tfeba detailn€¢ porozumeét
prechodiim mezi jednotlivymi invazivnimi mody, aby bylo mozno vyvinout 1é¢bu, ktera bude
ucinné inhibovat naddorovou invazivitu, ni¢it konkrétni buiiky a nedovoli jim uniknout této
1é¢bé zmeénou migraéniho modu.

Velkou vyzvou je vyzkum nadorové invazivity ve 3D prostiedi, protoze a¢ byly
zéklady oboru poloZzeny vyzkumem migrace bunék na plastovych miskdch ¢i
mikroskopickych sklickach, ukazuje se, Ze invazivita bun¢k ve 2D a ve 3D prostiedi neni
stejnd. Aby bylo moZzno se co nejvice pfiblizit podminkdm in vivo bylo v posledni dobé
vyvinuto nemalé Usili ustanovit modelové matrice pro analyzu invazivity bunék ve 3D
prostredi.

Tématem predkladané disertacni prace je Ilépe porozumét piechodim mezi
améboidnim a mezenchymalnim zplsobem invazivity naddorovych bun¢k (tedy analyzovat
plasticitu invazivity nadorovych buné€k). Cilem disertacni prace je ustanovit funkéni modely
AMT (améboidné-mezenchymalni ptechod) a MAT (mezenchymalné-améboidni piechod),
nasledné provést plosSnou studii téchto modeld na transkriptomické a proteomické Grovni
avneposledni fadé¢ se zaméfit na funkéni vyznam kandidatnich molekul kli¢ovych
v AMT/MAT. Cilem je rovnéz provést vSechny klicové analyzy ve 3D prostiedi, protoze
invazivni plasticita se muluze plné¢ manifestovat pouze pokud se buitka pohybuje
v trojrozmérném prostiedi. Tyto poznatky by mély vyrazné rozsifit znalosti o zminénych

pfechodech a identifikovat pfipadné nové konkrétni cile pro terapii nadorovych metastaz.
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3. Literarni prehled
3.1. Rakovina a metastazovani

3.1.1. Rakovina

National Cancer Institute (NCI) definuje pojem rakovina jako nemoc, pii které se
abnormalni buiiky nekontrolovan¢ déli a mohou invadovat do okolnich tkani [1]. Celosvétove
pribylo vroce 2018 zhruba 17 milionli novych ptipadd rakoviny a v disledku tohoto
onemocnéni zemielo 9,6 miliont lidi [2]. Lécba rakoviny je velice naro¢nd, protoze se jedna
o komplexni onemocnéni, které vznika kombinaci mnoha faktor. V praxi to znamena, ze
kazdy ptipad je svym zptisobem unikatni. Na druhou stranu ale kazdy ptipad vykazuje urcité
obecné charakteristiky. Tyto charakteristiky byly vyborn¢ shrnuty Douglasem Hanahanem
a Robertem A. Weinbergem a jsou nyni zndmy pod anglickym oznacenim ,,Hallmarks of
cancer (do ceStiny by bylo mozné vyraz ptelozit jako ,typické znaky rakoviny*) [3].
Jednotlivé obecné znaky rakoviny jsou znazorn€ny na Obrazku 1. Predkladand disertacni
prace se zaméiuje predevSim na jeden z téchto typickych znakl rakoviny (ktery je vSak pro

Vv

aktivaci invazivity a metastazovani.

ZACHOVANI VYHYBANIi SE
PROLIFERATIVNI RUSTOVYM
SIGNALIZACE SUPRESORUM

ZMENY ﬂ Q VYHYBANI SE
V BUNECNEM IMUNITNIMU
METABOLISMU @ SYSTEMU

OBECNE

i NEOMEZENY
VYHNUTI SE ENY
: REPLIKACNI
APOPTOZE '
ZNAKY POTENCIAL
NESTABILITA GENOMU Q@ PRONADOROVE
A MUTACE 7 MIKROSPQRSTREDI
~ (ZANETY)
W
PODPORA TVORBY AKTIVACE INVAZIVITY
CEVNICH KAPILAR A METASTAZOVANI

Obrazek 1 | Obecné znaky rakoviny (,,Hallmarks of cancer*)
Upraveno podle [3]
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3.1.2. Metastazovani

Odhaduje se, Ze vice nez 90 % tmrti na rakovinu je piimo nebo nepifimo zpisobeno
metastazovanim nddorovych bun¢k [4]. Toto obrovskeé ¢islo je nejspis i diivodem, proc je dnes
vénovano znac¢né usili zavedeni nové kategorie 1é¢iv v ramci nadorové 1écby (tzv. migrastatik)
do klinické praxe. Tradi¢ni pilife protinadorové 1éCby (chirurgické vynéti nddoru, radioterapie
a chemoterapie) cili totiz primarné na velikost naddorti, kterd vSak nebere v potaz schopnost
nadorovych bunc¢k metastazovat [5]. Metastazovani je nckolikastupiiovy proces, ktery
zahrnuje uvolnéni bunék z primarniho nadoru, jejich invazi skrze mezibunécnou hmotu
(extracelularni matrix, ECM), vstup do krevniho nebo lymfatického fecisté, Sifeni skrze cévy,
opusténi cévniho tecist¢ a kolonizaci sekundérnich oblasti. V rdmci této kolonizace se
nadorové bunky usazuji v prostiedi s vhodnymi podminkami (Casto je to napf. misto se
znamkami zanétu) a pokracuji v nekontrolovaném déleni jako v pfipad€ primarniho nadoru

[6]. Cely proces je schematicky zndzornén na Obrazku 2.

<@> nadorové buriky
@ cévni buriky
— mezibunééna hmota

Obrazek 2 | Schéma procesu metastazovani

Schéma zjednoduSené¢ zachycuje jednotlivé kroky procesu metastazovani. Z primérniho
nadoru (A) se uvoliiuji bunky (B), které¢ migruji ECM a vstupuji do cévniho fecisté (C), jsou
undSeny proudem krve (D) a na vhodném misté krevni fecisté opoustéji (E), migruji skrze

ECM a vytvareji ihned ¢i po obdobi dormance (obdobi klidu) sekundarni nddor (metastazi; F).

Velky zajem o vyzkum metastazovani dokladuje i fakt, Ze v rdmci poloZky ,,aktivace
invazivity a metastazovani“ z vyctu obecnych znakl rakoviny [3] jiz vznikla podskupina
obecnych znakli metastazovani (z anglického ,,Hallmarks of Metastasis). Autoii tohoto
konceptu definovali v roce 2019 celkem ctyti zakladni znaky metastazovani — pohyblivost
a invazivitu (schopnost nadorovych bunék opoustét primarni nador a pohybovat se tkanémi),
modulaci mikroprostiedi (schopnost ovliviiovat, ¢i dokonce pfitahovat okolni nenddorové
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bunky), plasticitu (schopnost ptizptisobovat se ménicim se podminkam prosttedi) a kolonizaci
(schopnost pfezit v jiném prostedi nez byl primarni nador a toto prostiedi si ptizpiisobit) [7].
Ptedkladana prace se v ramci téchto Ctyfech znakli metastazovani zabyva primarné plasticitou

invazivity nadorovych bun¢k a zpiisobem jejich pohybu.

3.2. Invazivita nadorovych bunék

Bunécna migrace je naprosto zasadni pro tvorbu, organizaci a udrzovani stability tél
mnohobunécénych organismt. Tento jev je kliCovy v embryogenezi, imunitni odpovédi,
udrzovani tkanové homeostdzy a pifi opravé nejruznéjSich poskozeni tkéni [8]. VSechny
zminéné fyziologické procesy vyuzivaji rizné zpisoby pohybu bunék v ramci organismu.
Rakovinné bunky pfi svém Sifeni v téle proto mohou vyuzivat tyto nejriizn€jsi v genetickém
materidlu predpfipravené migracni programy.

Pti vyzkumu invazivity bun€k je tfeba uvazovat i o riznych typech prostiedi pro
migraci. Uplné obecné lze konstatovat, Ze se buitky mohou pohybovat v 1D prostiedi (napi-.
migrace podé¢l vldkna mezibunécné hmoty), ve 2D prostiedi (tedy na plose) ¢i ve 3D prostiedi
(tedy obvykle ve 3D siti proteinovych vlaken) [9]. ZjednoduSené schéma vSech typt prostiedi

dle moznych dimenzi migrace jsou znazornény na Obrazku 3.

1D 2D 3D
=
-_—.. S Q?

Obrazek 3 | Zjednodusené schéma obecnych typi prostifedi pro migraci

Buniky mohou migrovat v jednom rozméru (1D; napt. podél vldkna mezibunééné hmoty) ve
dvou rozmérech (2D; napf. sténa cévy ¢i Petriho miska) ¢i ve tfech rozmérech (3D; napf.
mezibunécna hmota).

Vytvoteno podle [10]

Doposud bylo popsdno mnoho riznych zpiisobil invazivity nadorovych bunék. Praci
na vyzkumu U¢innych latek zamezujicim tvorbé metastaz vyrazné ztézuje fakt, Ze nadoroveé
buitky mohou vyuzivat rizné moédy invazivity podle aktudlniho genetického programu
a podminek prostfedi (hlavné pak vlastnosti ECM v daném mist¢). Pokud se program nebo
podminky prostiedi zméni, reaguji ¢asto i nddorové buitkky zménou moédu invazivity [11].
V této kapitole budou nejprve kratce shrnuty vlastnosti mezibunécné hmoty jakoZzto prostiedi
pro pohyb nadorovych bunék, nasledné budou piedstaveny a diskutovany zdkladni mody
invazivity nadorovych bunék. Poznatky o pfechodech mezi moddy invazivity budou

predstaveny v nasledujici kapitole.
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3.2.1. Mezibunééna hmota (extracelularni matrix)

Mezibunééna hmota je sloZzena z mnoha riznych latek — pfevazné se jedna o vlaknité
proteiny (napi. kolagen a elastin) a glykoproteiny (napf. fibronektin, proteoglykany a laminin).
Mezibunécnd hmota je v podstaté trojrozmérnym molekularnim ,,sitem* slozenym z vldken
a otvora (portr), kterymi se mohou bunky pohybovat. Slozeni, hustota, architektura a dalsi
vlastnosti mezibunééné hmoty urcuji, jakd bude jeji tuhost (pfeklad z anglického originalu
,stiffness®) [12]. Butiky jsou schopné tuhost mezibunééné hmoty detekovat pomoci
specializovanych receptora (integriny, syndecany, receptory s discoidinovou doménou) [13].

Nadory jsou casto desmoplastické, coz znamena chronicky zéanét, aktivované
fibroblasty, zvySenou angiogenezi, pfestavby mezibunééné hmoty a zvySené mnozstvi
proteinii mezibunécné hmoty. VSechny tyto faktory zpiisobuji, ze je vnittek nadoru obvykle
tuzsi nez okolni tkan [14]. Ve studii zkoumajici rakovinu prsu bylo napf. popsano zvysené
ukladani kolagenovych vldken, kterd jsou navic vice linedrni a tlust$i [15]. Rovnéz bylo
prokazano, ze tato zvysend tuhost naddord a upravené vlastnosti ECM podporuji invazivitu

nadorovych bunék a jejich Sifeni do okolnich tkéni [16].

3.2.2. Mody invazivity nadorovych bunék

Pro pohyb v mezibunécné hmoté€ vyuzivaji nddorové bunky 2 hlavni médy migrace —
kolektivni (pohyb jako skupina) nebo individudlni (pohyb jednotlivych bungk). Je velice
zajimavé, Ze a¢ byly obé¢ tyto zékladni kategorie invazivnich méda popsany jiz pied vice nez
60 lety [17], stale ztstava velké mnozstvi nezodpovézenych otazek vedoucich k jejich
detailnimu pochopeni. Situace je totiz komplikovana faktem, Ze v rdmci téchto dvou
zakladnich kategorii rozliSujeme dalsi podkategorie. Napt. v rdmci individudlnich invazivnich
modi  rozliSujeme minimalné dvé zékladni podkategorie — invazi améboidni
a mezenchymalni. VSechny zminéné moddy invazivity budou popsany v nasledujicich
podkapitolach. Diiraz bude kladen hlavné na individualni invazivitu, jelikoZ pfedkladana prace

se pfimo timto typem invazivity zabyva.

3.2.2.1. Kolektivni invazivita

Kolektivni invazivita je zasadni pro celou fadu fyziologickych procesti (napf.
gastrulace, prodluZzovani té€lnich os obratlovcli, migrace bun€k neuralni liSty ¢i uzavirani ran),
ale byla popséna i v fadé ptipadu Sifeni nddorovych buné€k [10].

Kolektivni invazivita se vyznacuje tfemi zadkladnimi znaky, které jsou spole¢né pro
vSechny jeji formy. Bunky jsou béhem migrace fyzicky a funkéné spojeny pomoci
mezibunécnych spoj, sit’ aktinovych vlaken je v celé skupin€ polarizovana a generuje trakcni
a protruzivni sily a pohybujici se skupina buné¢k remodeluje okolni mezibunéénou hmotu napf.
vytvafenim cest pomoci proteolytické degradace ECM [18]. V ramci kolektivni invazivity
existuje obrovska variabilita v konkrétni formé migrace — od skupin obsahujicich dvé az Ctyti
buiiky az po ttvary obsahujici bunky, které ani nejsou v pfimém kontaktu s ECM, jelikozZ se

nachazeji uvnitf skupiny. Obvykle se vedle klasické kolektivni migrace skupiny spojenych
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bunék rozliSuje jesté tzv. ,,mnohobunécny streaming® (kdy bunky migruji v jedné fad¢ za
sebou) a expanzivni rust (kdy se buitky nepohybuji aktivné, ale jsou tlaceny masou délicich se
bunék) [19].

Kolektivné migrujici skupiny bunék jsou jasné¢ polarizované. Vpiedu se nachdzi
,vedouci bunka®, kterd je nasledovana zbytkem utvaru a ktera ma obvykle polarizovana
aktinova vldkna a vytvari vybézky bohaté na aktin, pomoci kterych interaguje s ECM,
a vytvari tak trakéni silu pohanégjici utvar doptedu. Vedouci buiiky jsou obvykle schopny
vylucovat proteolytické enzymy, které jsou schopné degradovat vlakna mezibunécné hmoty,
a vytvaret tak cestu pro migraci [19,20]. Roli vedouci bunky nemusi mit pouze nadorova
bunika, ale mohou ji navic zaujmout i fibroblasty asociované s nadorem (Cancer-Associated
Fibroblasts; CAFs) [21]. Role vedouci buiiky je velice dynamickd a bylo pozorovano, Ze
bunky v migrujicim utvaru se na této pozici stiidaji (tato pozice je totiz pomérné energeticky
naro¢na). Cim husti je prostiedi pro migraci, tim rychleji se buiiky na vedouci pozici stfidaji.
Vedouci buniky vykazuji vétsi piijem glukdzy, ale rovnéz rychlejsi vycerpani zasob energie,
diky ¢emuz miize byt stfidani bun¢k na vedouci pozici Utvaru vnimano jako sdileni
metabolické zatéze kolektivné migrujicimi bunkami [22]. Schéma kolektivné migrujicich
bunék je na Obrazku 4.

V experimentech vyuZivajicich my$i modely rakoviny prsu byly izolovany
polyklonalni bunééné klastry v kazdém stupni metastatického procesu (od stadia primarniho
nadoru az po plicni metastazu), coz jasné dokladuje vyznam vyzkumu kolektivniho zptisobu

migrace nddorovych bun¢k [23,24].

mezibunécné spoje nasledujici buriky vedouci burika

Obrazek 4 | Schéma kolektivni invazivity

Schéma zachycuje kolektivné migrujici bunky. Vlevo je znazornéna volngjsi kolektivni
migrace, vpravo jsou k sobé buiiky tésné pfimknuty.

Upraveno podle [10]

3.2.2.2. Mezenchymalni invazivita

Individualni mezenchymalni zpiisob invazivity je fyziologicky typicky pro fibroblasty
a keratinocyty. Zaroven ho vSak vyuziva fada nadort rtznych typt [8]. Mezenchymalné

migrujici buniky jsou typické protahlym tvarem, zavislosti na tvorbé fokéalnich adhezi s ECM
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a produkci enzymu degradujicich ECM (matrixové metaloproteinazy (MMP), kathepsinové
cysteinove protedzy a serinové proteazy). Zminéné enzymy vytvaii v siti extracelularni matrix
cesty pro invadujici bufiky, proto mizeme mezenchymalné migrujici buiiky chapat jako
,ounky, které si pro invazi vytvaieji cesty v ECM* (z anglického path-makers) [25,26].

Schéma mezenchymalné migrujici buiiky je na Obrazku 5.

orientace migrace

proteolytickym | podél viaken ECM

Stépenim
vytvorend cesta |

o ——

s S proteolytické
i $tépeni ECM

) mikrotubuly -
viadkno ECM jadro organizujici integrin
centrum
vacky
mikrotubul naplnéné
protedzami

Obrazek 5 | Schéma mezenchymalni buiiky

Upraveno podle [10]

V migraci mezenchymalnich bunék byla popsana celd fada membranovych vybézka,
jejichz tvorba a struktura je zalozena na polymerizaci cytoskeletarnich aktinovych vlaken.
V piedni ¢asti bunék se vytvaii lamellipodia a filopodia. Lamellipodia jsou obvykle ploché
utvary s rozvétvenou siti aktinovych vldken (za rozvétveni je zodpovédny komplex Arp2/3,
ktery vétvi aktinova vldkna pod thlem 70°). Filopodia Casto (ale ne vzdy) tvofi jakési
prodlouzeni lamellipodii a jsou to tenké prstovité vybézky tvofené paraleln¢ usporadanymi
vlakny aktinu. Oba typy struktur vytvaii kontakty s ECM (fokalni adheze) a jsou zndzornény
na Obrazku 7 na stran¢ 23. Proteolyticka aktivita $tépici vldkna ECM je spojena s tzv.
invadozomy. Invadozomy se rozd€luji na podozomy (tvofené normélnimi buiikami)
a invadopodia (tvofené buiikami nadorovymi) [26].

V migrujici buiice jsou aktinova vlakna uspotadana do tzv. stresovych vlaken, ktera
jsou orientovdna ve sméru pohybu. Pokud se builka pohybuje ve vldknitém prostiedi jsou
stresova vlakna smérové Casto v podstaté prodlouzenim vldken vné bunky [10,27].
Mikrotubuly organizujici centrum je u mezenchymalnich bunék obvykle umisténo pred
jadrem ve sméru migrace [10].

Mezenchymalné migrujici buniky nejprve v pfedni ¢asti vytvoii protruzivni struktury
(lamellipodia a filopodia), které se diky polymerizaci aktinu protahuji dopfedu. Nasledn¢ se
pfichycuji k ligandiim v extraceluldrni matrix (obvykle prostfednictvim integrinil), a dochdzi
tak k tvorbé mnohosloZzkového komplexu (tzv. fokéalni adheze), ktery propojuje ECM a vnitini
aktinovy cytoskelet. Pfetrvavajici polymerizace aktinu vytvaii silu, ktera tlaci buiiku smérem

vpied. V zadni ¢asti buiikky naopak dochazi k rozruSovani fokalnich adhezi a je zde klicova
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kontrakce aktinovych vldken pomoci myosinu II, ¢imz dochazi k retrakci zadni Casti bunky
[28,29]. Uloha lamellipodii a filopodii v mezenchymalni migraci je typicka v 1D a 2D
prostiedi, je vSak tfeba zdaraznit, ze ve 3D prostfedi maji dominantni tilohu invadopodia [30].

Kli¢ové proteiny pro mezenchymalni zpisob invazivity jsou GTPazy Cdc42 a Racl,
které jsou zodpovédné za polymerizaci aktinu (tedy formovani filopodii, lamellipodii
a invadopodii). Pro kontrakci zadni ¢asti pohybujici se buiiky je pak zdsadni draha Rho/ROCK
[31].

Mezenchymadlni invazivita je oproti améboidni povazovana za pomalou. Konkrétni
rychlost samoziejmé zavisi na konkrétnim bunécném typu a prostiedi, ale udava se primérna
rychlost pfiblizné 1 pm/min. Niz§i rychlost migrace je dana hlavné nutnosti vytvaret
a rozruSovat fokalni adheze béhem pohybu bunék. Mezenchymalni buniky ve 3D prostiedi
rovnéz museji degradovat ECM, coz také zpomaluje celkovou rychlost migrace [32].

Mezenchymalni invazivita je vhodna v prosttedich, kde je dostatek vazebnych mist pro
ptichycovani buiikky k ECM pomoci fokalnich adhezi. Vzhledem k moznosti produkovat
proteolytické enzymy S$tépici mezibunénou hmotu, je tento zpisob invazivity vyhodny
v prostiedich s malymi péry, kde se limitaci v pohybu stane velikost rigidniho buné¢ného
jéadra (viz dale) [33].

3.2.2.3. Améboidni invazivita

Druhym typem individudlni migrace nadorovych bunék je invazivita améboidni.
V télech obratlovcl je tento zpusob invazivity typicky pro buiiky imunitniho systému
a prekurzory pohlavnich bunék [10]. Na rozdil od mezenchymalniho médu jsou buiky
migrujici améboidné spise kulaté a ¢asto vykazuji intenzivni membranové deformace (at’ uz
ve formé membranovych protruzi nebo hydrostatickym tlakem formovanych blebti). Ukéazka
membranovych blebll je vyobrazena na Obrazku 7 (strana 23). Tyto buiiky mohou vytvéafet
piechodné adheze s ECM, ale nevytvaii silné fokalni adheze jako bunky mezenchymalni.
Namisto toho vyuZivaji silnou kontraktilitu, diky které se protahuji skrze pory existujici
v mezibunééné hmoté (z tohoto diivodu je lze povazovat za ,,buniky, které pifi invazi hledaji
cestu skrze ECM*“ — zanglického path-finders) [10,25]. AZ donedavna se uvadélo, ze
améboidné¢ migrujici bunky neprodukuji matrixové metaloproteindzy (MMP), ovSem
v nékterych pracich z poslednich let byly tyto enzymy pii améboidni migraci detekovany [34].
Schéma améboidné migrujici burniky se nachazi na Obrazku 6 na nasledujici strané.

Aktinovy cytoskelet je v améboidnich buiikach organizovan prevazné ve formé tzv.
kortikélniho aktinu, coz je silné vrstva aktomyosinovych vlaken pfimo pod cytoplazmatickou
membranou [27]. To mé samoziejme svij funkéni vyznam, jelikoz améboidni zplisob migrace
je charakteristicky silnou aktomyosinovou kontraktilitou fizenou pomoci drahy Rho/ROCK
[31]. Pro améboidni invazivitu Casto charakteristické bleby vznikaji ve chvili, kdy dojde
k lokalnimu naruSeni pfipojeni aktomyosinového kortexu na plazmatickou membranu.
V takovém pfipadé dojde k ,vyhfeznuti“ plazmatické membrany v disledku silnych

hydrostatickych sil, které jsou s kontrakcemi vnitfniho vodného prostfedi buniky neoddélitelné
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spjaté [27]. Mikrotubuly organizujici centrum je u améboidnich bunék obvykle umisténo za
jadrem [10].

[cesta s nizkym
Joclporem ECM

S

‘.\‘

jadro

mikrotubul i
mikrotubuly vldkno ECM

organizujici
centrum
Obrazek 6 | Schéma améboidni burniky

Upraveno podle [10]

Nedavno byl experimentdlné¢ popsan zakladni mechanismus améboidni migrace.
Aktivace RhoA v zadni ¢asti buniky spusti kontrakci kortikalniho aktomyosinového prstence.
Diky tomu za¢ne plazmatickd membréna putovat ve sméru zadni ¢asti buniky, coz generuje
tangencialni viskozni sily, které buiiku tla¢i vpfed. Membrana je v zadni ¢asti endocytovana
klatrinovymi vacky, které jsou polarizovan¢ smeérovany zpét do predni ¢asti buiiky. Proto se
pi1 migraci neméni tvar ani celkova velikost povrchu bunky. Obcas je tento model migrace
bun¢k nazyvany ,.fontanovy*, jelikoZ dozadu se pohybujici (tekouci) membrana pfipomina
tok vody ve vodni fontané [35,36].

Pro améboidné migrujici bunky je limitujicim faktorem velikost pord v ECM. Bylo
ukazéano, Ze pokud je velikost péru mensi nez cca 7 pum?, nadorové buiiky maji problém porem
transportovat rigidni jadro (pozn. mezenchymalné migrujici buiiky tento problém nemaji,
protoze mohou vyuzit matrixové metaloproteinazy a ECM hydrolyticky §tépit), a proto je tento
rozmér limitem v migraci bez moZnosti proteolytického St€épeni ECM [37]. Ukazalo se vsak,
7e buiiky jsou schopné upravit hladinu lamint (proteinti udrzujicich integritu jaderného obalu)
tak, aby bylo jejich jadro vice deformovatelné. V takovém piipad€ je vSak jadro nachylné;jsi
k prasknuti a poSkozeni DNA [38]. Améboidné migrujici leukocyty rigidni bunécné jadro
vyuzivaji k hledani vhodné cesty skrze ECM. Bylo ukédzéano, Zze pomoci protlatovani jadra
zkouseji velikost port a nasledné pro dalsi migraci voli ty o vhodné velikosti (tedy ty, které
limitujicim faktorem, zlstane v siti vldken uvéznéna. V takové situaci se nabizi moZnost

pfepnout na jiny (a pro aktudlni podminky vhodnéjsi) zpiisob migrace — viz kapitolu 3.3.
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Améboidni invazivita je oproti mezenchymalni povazovana za rychlou. Konkrétni
rychlost samoziejmé zavisi na uvazovanych buiikach a prostiedi, ale udadva se primérna
rychlost pfiblizn¢ 10-20 pm/min. Améboidni buiiky mohou dosahovat téchto rychlosti
pohybu, protoze nepotiebuji Cas pro tvorbu a rozrusovani fokalnich adhezi a pro degradaci
vlaken mezibunécné hmoty [32].

Améboidni invazivita je vhodna v prostiedich, kde neni dostatek vazebnych mist pro
,prichycovani“ pomoci fokdlnich adhezi (neadhezivni prostfedi, velmi velké péry, krevni

feciste), jelikoz na tomto mechanismu neni zavisla [33].

3.2.2.4. Porovnani mezenchymalni a améboidni invazivity

Jelikoz se predkladand prace zabyva prechody mezi améboidni a mezenchymalni
invazivitou, jsou zakladni charakteristiky obou invazivnich méda pro ndzornost prehledné

shrnuty a vzajemné porovnany v Tabulce 1. Ukazka membrdnovych protruzi spojenych

s obéma typy invazivity je pak uvedena na Obrazku 7 na nasledujici stran¢.

Tabulka 1 | Shrnuti rozdilii mezi mezenchymalni a améboidni invazivitou

znak mezenchymalni invazivita améboidni invazivita

tvar protaZzeny kulaty

membranové vybézky lamellipodia, filopodia, bleby
invadozomy

klicové GTPazy Racl, Cdc42 RhoA

rychlost
degradace ECM
nutnost tvorby kontaktt s ECM

organizace aktinového
cytoskeletu

mechanismus migrace

limit migrace

obecna taktika migrace v ECM

nizsi (~ 1 um/min)
ano

ano

sit vlaken vpredu (lamellipodia)
a stresova vldkna napfi¢ burikou

vysunuti membranové protruze,
tvorba kontaktu s ECM, posun
vpred, retrakce zadni ¢asti buriky

neadhezivni prostredi

tvorba cesty v ECM

vys$si (~ 10-20 um/min)
ne

ne

kontraktilni kortikalni kortex

tlaceni se vpred pomoci
aktomyosinové kontraktility
a posunu membrany vzad
(,fontanovy model”)

malé pdry v ECM

hledani cesty v ECM
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filopodia

lamellipodium

Obrazek 7 | Membranové protruze

Lamellipodia (a) a filopodia (b) jsou membranové protruze typické pro mezenchymalni
invazivitu (ve 3D prostfedi jsou to pak hlavné tzv. invadopodia). Bleby (c) jsou typické pro
buniky pohybujici se améboidné.

Upraveno podle [40]

3.3. Plasticita invazivity nadorovych bunék

Zasadni prekdzkou lécby rakovinnych metastdz je schopnost nddorovych bunck
pfepinat mezi riznymi mody invazivity v zavislosti na aktualnich podminkach okolniho
prostiedi (a to 1 pfesto, Ze vétSina bunécnych typl ma sviij vychozi prevladajici mechanismus
invaze). Tento jev se nazyva plasticita invazivity nadorovych bun¢k [11]. Je tieba zdlraznit,
ze rozliSované kategorie modul invazivity je tfeba brat jako typologii invaze, a ne jako neménné
programy, protoze existuji i rizné mezistavy, kdy buiky vyuzivaji dle aktudlnich potieb rizné
prvky riznych méda, aby co nejlépe reagovaly na aktudlni podminky prostiedi [10,41].

Vybrané ptechody, které jsou v nasledujicim textu diskutovany, a typické znaky, které
je provazeji, jsou souhrnné zobrazené na Obrazku 8 na nasledujici stran€.

Existuje vice moznosti, jak vyjadrit spektrum pfechodl mezi riznymi mody invazivity,
zejména podle toho, co chtéji autoti dané prace akcentovat. VéEtSina znaki, kterd je v téchto
schématech vyuzita, je vSak podobna. Obvykle se vychazi z epitelové tkané, jakoZto
nemigrujici apikobazalné polarizované struktury. Plasticita invazivity nadorovych bunék
muize byt vnimana jako postupna dediferenciace epiteli (viz Obrazek 9 na nasledujici
stran€) [42], jako 2D matrice zaloZzend na dvou hlavnich parametrech (adhezivita zavisla na
integrinech a kontraktilita zajisténa myosinem II; viz Obrazek 10 na strané 25) [43], jako
zavislost tfi proménnych (mezibunééné spoje, kontraktilita a obrat tvorby adhezi mezi buiikou
a prostiedim pro invazi; viz Obrazek 11 na stran¢ 25) [19] ¢i jako laditelny model zahrnujici
mnoho parametri (z anglického multiscale tuning model; viz Obrazek 12 na strané 26) [41].
Vybrana schémata zahrnuji i riizné specialni podkategorie kolektivni, mezenchymalni ¢i
améboidni invazivity. Predklddana prace si vSak neklade za cil popsat vSechny tyto

pozorované podkategorie.
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Rho/ROCK

aktomyosinova kontraktilita
kortikalni aktin

blebovani

/ améboidni invazivita
MMP
‘ . Racl, Cdc42
EMT . B-integriny
O |:> fokalni adheze
. ‘ stresova aktinova vlakna

mezenchymalni invazivita lamellipodia, filopodia
kolektivni invazivita
MMP
N-kadherin (c st MET EMT
B-integriny c,;.y:)
vedouci a nasledujici buniky 54”

mezibunécné spoje
E-kadherin

. . . apikobazalni polarita

epitelialni tkan

Obrazek 8 | Schéma prechodi mezi jednotlivymi invazivnimi médy

Schéma zachycuje pfechody mezi rliznymi invazivnimi mody, pticemz vychazi z epitelialni
tkan¢. Pro kazdy mod jsou uvedeny typické znaky. EMT = epitelidlné-mezenchymalni
pfechod; MET = mezenchymalné-epitelidlni pfechod; AMT = améboidné-mezenchymalni
ptechod; MAT = mezenchymalné-améboidni piechod; CAT = kolektivné-améboidni piechod.

Diferenciovany Kolektivni Mezenchymalni Amébiodni
epitel migrace migrace migrace

e mezibunéné kontakty e CasteCna ztrata e ztrata mezibunécnych \ e ztrata mezibunécnych
e zachované adheze mezibunécnych spojl spoju spoju

SECM » zachované adheze « zachované adheze e zménéné adheze
« Omezena migrace < ECM

Zadna inizsi Stredni
Uroven dediferenciace

Obrazek 9 | Plasticita buné¢né invazivity jakoZto postupna dediferenciace bunék

Tento model vnima plasticitu invazivity nadorovych bunék jako postupnou dediferenciaci
epitelovych buné¢k, kdy s postupujici dediferenciaci jsou potlacovany mezibunééné spoje
a adhezivita bunky k ECM. Améboidni bunky jsou v tomto modelu chapany jako nejvice
dediferenciované oproti vychozim epitelovym bunkam.

Upraveno podle [42]

24



S|~ aktinem ~
g X vytVéFené i i 3D lobopodia
= ~_protruze 3D lamellipodia
oo \~
o ~
< o™ tlakem
© Y vytvarené
c * .~ aktlnove Jtroy" protruze
«© .
o osmotlcky motor
i\ tfenim \ améboidni
_.g vytvaiené ‘ (nestabilni bleby)
= protruze améboidni (stabllnl bleb)
N
(]
e \\
= \
Al ameb0|dn| A2 ameboidni %
e

kontraktilita zajisténa myosinem I

Obrizek 10 | Plasticita individualni invazivity

Tento model popisuje plasticitu invazivity bun€k jakozto zavislost na dvou zasadnich

parametrech — adhezivité zalozené na integrinech a kontraktilité zajis§téné myosinem II. Tento

model nevyuziva klasické déleni bunck na améboidni a mezenchymalni, ale tfidi je dle sily,

kterd generuje membranové protruze.

Upraveno podle [43]

f TS mnohobunécny
expanzivni rust kolektivni migrace streaming
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spoje
kontraktilita ? ++ ++ ++ ek = -
obrat adhezi ? ? —+ st ++ ++ +
bunka-ECM

Obrazek 11 | Vzorce bunééné invazivity

individualni

++

Schéma sleduje tfi parametry v riznych modech invazivity bunék. V téchto parametrech je

mozné sledovat obecné vzorce v rtiznych modech invazivity (tedy napf. ztratu mezibunécnych

spoji u individudlni migrace apod.).
Upraveno podle [19]
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Obrazek 12 | Plasticita bunécné invazivity jako laditelny model

Tento model bere v uvahu velké mnozstvi parametrii, které spoluurcuji vysledny mod
invazivity. Parametry jsou rozdéleny do dvou hlavnich kategorii — architektura ECM
a determinanty (vlastnosti) bun¢k samotnych. Format tohoto modelu vychdzi k piedstavy
grafického ¢i zvukového ekvalizéru, kdy jednotliva nastaveni pfispivaji ke konecnému
vzhledu obrazku ¢i kvalité zvuku.

Upraveno podle [41]

Z Obrazki 9-12 je patrné, Ze vysledny migracni mod ur€uje obvykle vice parametrti.
V principu se vSak jedna o dva zakladni typy parametri — vlastnosti extracelularni matrix
(ECM) a vlastnosti samotnych migrujicich bunék [41]. NiZe jsou nejprve kratce rozebrany oba
typy parametrii urcujici migraéni mod a nésleduji popisy ptrechodid mezi riznymi moédy

migrace.

3.3.1. Determinanty ECM v buné¢né invazivité

Prvnim znakem, ktery je dilezity pro ureni migracniho modu invadujici bunky, je
povaha migracniho prostfedi — tedy zda se jednd o migraci v 1D, 2D nebo 3D prosttedi.
Migrace v 1D prostiedi (tedy naptf. podél kolagenového vldkna) se v zivém organismu
vyskytuje pouze napt. pii pohybu po jednotlivych tenkych vldknech ECM. V laboratoii je
mozné podobného uspotfadani snadno dosahnout. Americka skupina ptedstavila v roce 2009
studii, kdy ukazala, ze migrace bunék v 1D prostiedi pfipomina v fad¢ parametrd migraci ve
3D vice nez migrace ve 2D prostfedi [9]. A¢ byla vétSina zdkladl oboru nddorové invazivity
poloZzena vyzkumem ve 2D prostfedi, ukazuje se, Ze migrace ve 3D prostiedi je v mnoha
ohledech jinad. Namisto roztazené¢ a ploché morfologie se vyskytuje spiSe morfologie
vietenovitd, namisto plochych lamellipodii se spiSe vyskytuji prstovitd pseudopodia a buiika
se také ve 3D prostiedi musi potykat se siti vlaken, ve kterych je bud’ tfeba hledat vhodné pory
nebo je tfeba vlakna vhodné nastépit, a cestu pro migraci tak vytvofit [41]. Zasadni odliSnosti
bunék v trojrozmémém prostiedi v porovnani s dvourozmérnym prostfedim pro invazi

ilustruje Obrazek 13 na nasledujici strang.
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2D 3D

pseudopodiV'

Pohled shora

F-aktin

Pohled shora

Obrazek 13 | Morfologie bunék ve 2D a 3D prostredi

Buniky se ve 2D prostiedi potykaji s jinou topologii okolnich vldken nez ve 3D, a proto je
1jejich morfologie jind. Ve 2D vytvareji buiky plochd a pomérné rozsdhla lamellipodia
zaloZzend na polymeraci aktinu (F-aktin = vlaknity/polymerizovany aktin) s vyuzitim
komplexu Arp2/3. Ve 3D prostfedi maji buniky jiny tvar a vyuZivaji spiSe prstovitd
pseudopodia. N = jadro.

Upraveno podle [30]

Velice dilezité je rovnéz sloZeni prostfedi pro migraci bunék — tedy, zda je buika
s danymi biomolekulami (proteiny ¢i proteoglykany ECM) schopna tvofit adheze, zda je
schopna tyto konkrétni latky efektivné Stépit €i zda je schopna je pfipadné deformovat.
Konkrétni slozeni samoziejmé urcuje i vSechny mechanické vlastnosti takového prostiedi,
které jsou blize rozebrany nize [13].

DalS§im zasadnim parametrem je hustota ECM (¢i ECM mimikujici experimentalni

matrix) a velikost porti. Bylo naptiklad ukazano, ze se zvySujicim se priimérem pora se snizuje
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rychlost migrujicich buné€k, protoze nemaji ptilezitost vytvaret tolik adhezi s prostiedim [44].
Naopak pfili§ malé pory (a tedy velka hustota prostiedi) mohou migraci zastavit ¢i zptisobit
prechod na proteolyticky program [13]. V soucasné dobé existuji pro vyzkum invazivity
buné¢k riizné syntetické ¢i polosyntetické matrice stejné jako pfistupy vyuzivajici pfirozené
polymery. Standardem v tomto ohledu jsou matrice zaloZzené na kolagenu 1. Pro
reprodukovatelné vysledky je vSak tfeba kontrolovat celou fadu parametri takovychto
laboratorné ptipravovanych matric, protoze jejich hustota a velikost vytvotenych port je silné
zavisla na koncentraci pouzitého kolagenu, na pH ¢i na teploté vyuzité pro polymeraci — ¢im
vyssi koncentrace, teplota a pH, tim mensi pory [13,45].

Zvysena tuhost tkdn¢ v misté, kde se vyskytuje nador, je jeho typickym privodnim
znakem. Tuhost daného mista (nebo dané experimentalni matrix) je ddna mj. koncentraci
matrice, jejim zesitovanim, v piipadé ECM pak také pomérem kolagenu a elastinu [46].
Samotny rozdil v tuhosti prostfedi pro migraci bun€k miiZze mit zasadni vliv na invazivni mod.
Kuptikladu glioblastomové builky kultivované na tuhém podkladu (sklo ¢i razné
koncentrované polyakrylamidové gely) mély protazenou morfologii s jasné viditelnymi
fokalnimi adhezemi, zatimco na malo tuhém povrchu buiiky vykazovaly morfologii kulatou
s malymi bleby [47].

Dal$im dilezitym parametrem bunééné invazivity je uspofadani vlaken v ECM. Bylo
ukazano, ze rakovinné bunky efektivné migruji podél viaken ECM, ktera jsou schopny rovnéz
remodelovat tak, aby byla uspofaddna ve sméru migrace jako ,,kolejnice” pro dalsi buiky.
Tuto remodelaci mohou zptsobovat také buniky nddorového stromatu (hlavné pak fibroblasty
asociované s nadory — CAF) [48].

Vyse diskutované a dalsi vybrané vlastnosti ECM dulezité pro uréeni migraéniho modu
bunék jsou schematicky zachycené na Obrazku 14.

Topologie ECM Molekularni sloeni ECM Koncentrace sloZek Zesitovani ECM Gradienty
1D, 2D, 3D napt. kolagen, fibronektin homogenni, nehomogenni kovalentni, nekovalentni sloZek, koncentraci, tuhosti
> ’l i
\
! ys R )
kolagen
fibronektin
nizka vysoka
koncentrace koncentrace
Mezery & péry v ECM Remodelace ECM Tuhost ECM Elasticita ECM Tlak ECM na buriky
proteolyza, deformace silou nebo tkané
¥
+
R bro B P
teDn'yZB —

-
deformovatelna —
vldkna pevna vlakna

Obrazek 14 | Vlastnosti ECM spoluurcujici bunéény méd migrace

Upraveno podle [10]
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3.3.2. Bunécné determinanty v bunécné invazivité

Zasadnim parametrem, ktery urcuje, zda se builkky pohybuji kolektivné¢ nebo
individudlné, je pfitomnost nebo absence mezibunéénych spoji. V tomto ohledu jsou
zasadnimi molekulami pro propojovani bunék kadheriny. Kadheriny na buiikach vytvari
homodimery, které nasledné mohou reagovat shomodimery na okolnich bunkéch.
Pro zformovani mezibunééného kontaktu zalozené¢ho na kadherinech jsou rovnéz zésadni
vapenaté ionty [49]. Pokud na povrchu bun¢k nejsou pfitomné kadheriny, buniky se pohybuji
individualné. Pokud jsou na povrchu piitomny kadheriny, bunky se k sobé piimyka;ji
a pohybuji se kolektivné. Pokud nejsou spojeni pevnd, ale jsou pfitomna, hovofi se Casto
o mnohobunééném ,.streamingu®, kdy se buiiky pohybuji v fadé za sebou a jsou spole¢né
asociovany volngji nez v klasické kolektivni migraci [41] — viz také kapitolu 3.2.2.1.

Dal$im zasadnim parametrem bunétné invazivity je, zda bunky vytvaii s okolni
mezibunécnou hmotou adhezivni kontakty. Tyto kontakty jsou obvykle zajistovany proteiny
integriny. Integriny jsou transmembranové heterodimerni proteiny, které se svou vétsi
extracelularni doménou véazou na komponenty mezibunééné hmoty. Na membranu jsou
transportovany v neaktivni form¢ a aZ po aktivaci se vdZou na slozky ECM a uvnitt bunky
vytvafi tzv. adhezom, coz je komplex proteinil s riznymi funkcemi (signaliza¢ni, adaptorové
¢i cytoskeletarni proteiny). Integriny jsou tak zdsadnimi proteiny pro tvorbu fokalnich adhezi,
které jsou charakteristickym znakem kolektivni a mezenchymalni invazivity [50] — viz
kapitolu 3.2.2.2.

Mod bunééné invazivity je rovnéz spoluurCovan aktivitou klicovych invazivnich
signalizacnich drah. Proteiny z rodiny Rho GTP4z (hlavné pak Racl, Cdc42, RhoA a RhoC)
jsou spojeny s velkym pocétem riznych fyziologickych funkci zahrnujicich napt. vyvoj
organismu a pohyb bunék, ale jsou zaroven kli€¢ové pro invazivitu nadorovych bunék.
Ameéboidni zpiisob migrace je charakteristicky aktomyosinovou kontraktilitou fizenou pomoci
proteini Rho/ROCK. Tato drédha je rovnéz klicova pro tvorbu charakteristickych blebi.
Kli¢ové proteiny pro mezenchymalni zplsob invazivity jsou Cdc42 a Racl, které jsou
zodpovédné za polymerizaci aktinu (tedy formovani filopodii a lamellipodii ve 2D
a invadopodii ve 3D prosttedi). Draha Rho/ROCK je ale pottebna také pro mezenchymalni
invazivitu (je zodpovédna za kontrakci zadni ¢asti pohybujici se buiiky) [31]. Malé GTPazy
jsou regulovany celou fadou signalizacnich drah (od drah zodpovédnych za pteziti vSech typt
bun¢k az po specifické drahy nadorovych bunék). Situaci také dale komplikuje fakt, Ze mezi
Rac a Rho/ROCK proteiny funguje systém pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb. Piesto
je aktualné nejvice experimentalnich pfistupti zkoumajicich pfechody mezi améboidni
a mezenchymalni invazivitou cileno pravé na rovnovahu signalnich drah Racl a Rho/ROCK
[51].

Dal§im faktorem urcujicim invazivni moéd bunék je jejich schopnost ¢i neschopnost
proteolyticky Stépit vldkna ECM. V tomto ohledu je klicova skupina tzv. matrixovych
metaloproteinaz. Za normalnich podminek je aktivita téchto enzymi relativné malé (v tkanich

jsou totiz pfitomny jejich inhibitory), ale pii patologickych stavech (v€etné rozvoje
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nadorového onemocnéni) je jejich aktivita vyrazné zvysena [46]. Stépeni ECM je typické pro
mezenchymalni mod invazivity, zatimco améboidné migrujici bunky proteolytické Stépeni

mezibunécné hmoty nepottebuji [41].

3.3.3. EpiteliaAlné-mezenchymalni prechod (EMT)

Epitelidlné-mezenchymalni ptfechod je zasadni v embryogenezi (gastrulace, tkanova
morfogeneze), zacelovani ran, ale zaroven je povazovan za jeden zprvnich kroki
metastatatické kaskady. Tento proces je reverzibilni, dochézi tedy i k tzv. mezenchymalné-
epitelidlnimu prechodu (MET; z anglického Mesenchymal-to-Epithelial Transition), ktery
vsak nebude déle diskutovan. Béhem EMT apikobazalné polarizované a obvykle pevné
pfimknuté bunky epitelu ztraceji svou typickou morfologii a ziskdvaji morfologii
mezenchymalné migrujici bunky. Typickymi znaky provazejicimi EMT je sniZzeni exprese
E-kadherini, klaudini a okludinti (strukturni zéklad tésnych spoji) a a6p4 integrini a zvySeni
exprese N-kadherinu, vimentinu, fibronektinu 1 a 3 integrini a MMP. Transkripéni faktory
ZEBI1, ZEB2, SNAIL, SLUG a TWISTI jsou zodpovédné za potlacovani epitelidlniho
programu a indukci programu mezenchymadlniho [52]. Obvykle nedochazi k Uplnému
ptechodu, ale k tzv. ¢astecnému EMT — tento Céastecny piechod je zakladem kolektivni
invazivity nadorovych bunék [42].

Jednou z typickych drah zapojenych v EMT je TGFp draha. Receptory TGFf rodiny
aktivuji transkripéni faktory Smad2/3, které nasledné spoustéji expresi EMT transkripénich
faktort. Pti vyzkumu rakoviny prsu bylo ke studovanym bunéénym liniim pfiddno TGF, coz
vyvolalo EMT. Vysledny fenotyp vSak nebyl uniformni — nékteré buinky migrovaly
kolektivné, nékteré individuadlné. Zajimavé je, ze buitkky migrujici individualné mély znaceny
Smad?2 lokalizovan v jadfe, zatimco kolektivné migrujici a nemigrujici buiiky v cytoplazmé
[53]. Tento experiment ndzorn¢ doklada, ze v plasticité invazivity nddorovych bunék je tieba
sledovat §irsi kontext, protoze efekty na bunky nejsou Casto uniformni.

Dalsi signalizaéni drahy spoustéjici EMT zahrnuji drahy WNT, NOTCH ¢i MAPK.
EMT mohou spustit buiikky nadorového stromatu produkci napi. TGFf, IL6 (interleukin 6;
prozanétlivy cytokin), EGF (epidermalni rlstovy faktor; mj. stimulator bunééného déleni),
VEGF (vaskularni endotelovy rastovy faktor; mj. kliCovy medidtor angiogeneze) ¢i HGF

(hepatocytarni riistovy faktor; mj. regulator bunécného ristu, morfogeneze a invazivity) [52].

3.3.4. Mezenchymalné-améboidni piechod (MAT)

Pro vyvolani MAT (z anglického originalu Mesenchymal-to-Amoeboid Transition) je
obecné tieba potlacit mezenchymalni znaky ¢i indukovat typické znaky améboidni invazivity.
Pti hledani klinicky vyuzitelnych latek pro 1é€bu a prevenci metastazovani byly velmi
slibnou skupinou latek inhibitory proteinaz stépicich ECM pii mezenchymalni migraci, ktera
byla dlouhou dobu povaZovéana za univerzalni migra¢ni méd. Pfi vyzkumu téchto inhibitort
vsak bylo pozorovano, Ze invazivita nadorovych bunék se necekané pfili§ nesnizila. Divodem

bylo ptepnuti bunék na améboidni zplisob invazivity podstoupenim MAT [54]. V bunécnych
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liniich je dale moZné zasdhnout proces formovéani fokalnich adhezi, které jsou pro
mezenchymalni invazivitu klicové. Jednou ze zasadnich kinaz pasobicich pii tvorbé fokalnich
adhezi je kinaza Src. Po inhibici proteinu Src byl opét pozorovan naprosto jednoznaény
pfechod z mezenchymalni na améboidni invazivitu [55,56].

V predchozim textu bylo zminéno, Ze nejvice experimentalnich zasahi pti vyzkumu
MAT/AMT je cileno na pom¢ér aktivity Rho GTPaz. Exprese konstitutivné aktivniho RhoA
(RhoAS™Y) vyvolalo v mezenchymalnich buitkich MAT, avsak ptechod byl blokovéan
pfidanim ROCK inhibitoru Y27632. Stejné tak ztratu znakti mezenchymalni invazivity ve
prospéch invazivity améboidni vykazovaly buiiky s expresi aktivni mutanty proteinu ROCK
—ROCK-A3 [57]. Zaroven MAT vyvolala inhibice aktivity Racl (jakozto klicové GTPazy pro
mezenchymalni moéd invazitivty) expresi konstitutivné negativniho analogu (Racl™™)
[57,58].

MAT je mozné dosahnout nejenom piimym zasahem Rho GTP4z klicovych pro dany
typ invazivity, ale také jejich regulatort. Typické regulatory GTP4z jsou dvé skupiny molekul
— GEF (z anglického Guanine nucleotide Exchange Factor) a GAP (z anglického GTPase-
Activating Protein). Obecné jsou GTPazy aktivni, pokud maji navazano GTP
(guanosintrifosfat) a neaktivni s navazanym GDP (guanosindifosfat). Po navazani GTP jsou
GTPazy v aktivnim stavu, ale po (obvykle kratkém) c¢ase GTP samy §tépi na GDP a volny
fosfat, ¢imz se deaktivuji. Proteiny s funkci GEF urychluji vyménu GDP za GTP, a piisobi tak
jako aktivatory. Naopak proteiny s funkci GAP potencuji GTPazou aktivitu, a pisobi tak jako
inhibitory akce GTPaz [59]. Po sniZzeni exprese DOCK3 (GEF protein pro Rac) a NEDD9
(protein zprostiedkovavajici aktivitu DOCK3 [55]) pomoci siRNA bylo v melanomové
bunécné linii A375m2 vyvolano MAT [58].

Dalsi moznosti je zasah do procesu degradace klicovych proteinti. MAT tak bylo
dosazeno pomoci sniZzeni exprese Smurfl (E3-ubiquitin ligdza), coz vedlo ke snizeni
degradace RhoA v proteazomu, a tedy zesileni a pfevladnuti jeho aktivity [60].

MAT je mozné dosahnout také zacilenim sloZek cytoskeletarniho systému, ktery je
v invazivité naprosto zasadni. Pokud byl inhibovan komplex Arp2/3 kli¢ovy pro vytvareni
topografie aktinu vedouci k tvorb& lamellipodii (coZ je typicky znak mezenchymaélnich
bunék), doSlo k MAT [61]. DalSim testovanym experimentalnim zdsahem bylo zacileni
DIAPH3 (Diaphanous-related formin-3). Tento protein patfi do skupiny formind, které
podporuji polymeraci aktinovych vlaken a dynamiku mikrotubuld. Pti sniZzeni exprese pomoci
siRNA a shRNA bylo pozorovano zakulaceni buné€k a tvorba membranovych blebt [62]. Jako
tieti piiklad cileni na cytoskeletarni systém lze uvést destabilizaci systému mikrotubull
pomoci deregulace funkce stathminu [63].

Jak jiz bylo uvedeno v ptfedchozich kapitolach, vysledny modd invazivity je hodné
zavisly také na vlastnostech prostiedi, ve kterém se buiika pohybuje. Pokud byly
mezenchymalné migrujici buiikky umistény do prostiedi, které nebylo ptili§ adhezivni [61,64]
¢1 byly stlacovany (byl aplikovan tzv. confinement), doslo k MAT [64].
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MAT bylo rovnéz dosazeno sniZenim exprese inhibitoru bunééného cyklu p27¥P! [65]

¢i aktivaci PKCa (proteinkinaza Ca) v mezenchymalnich bunkach [66].

3.3.5. Améboidné-mezenchymalni piechod (AMT)

Oproti MAT neni v literatufe popsano piili§ mnoho studii tykajicich se opa¢ného
procesu, tedy améboidné-mezenchymalniho pfechodu (AMT; z anglického Ameboid-to-
Mesenchymal Transition). Casto se viak v tomto piipads jedna o procesy opaéné k tém, které
vyvolavaji MAT (pokud napt. MAT vyvolava inhibice n¢jakého proteinu, jeho aktivace ¢asto
vyvolava AMT).

Asi nejznaméjSim zptisobem vyvolani AMT je vyuziti inhibitord drahy Rho/ROCK.
Takto byl vyvolan AMT u bunék lidského glioblastomu pomoci inhibitoru Y27632 [47],
u melanomovych bun¢k A375m2 se to pak podafilo za pomoci inhibitora kinazy ROCK
Y27632 a H1152 [58].

Pokud byla snizena exprese proteinu ARHGAP22, coz je GAP GTPazy Rac, byla
u bunék A375m2 pozorovana protazena morfologie a snizena kontraktilita analyzovana jako
sniZeni hladiny fosforylovaného MLC (p-MLC; lehky fetézec myosinu; z anglického Myosin
Light Chain). AMT bylo vyvolano rovnéz aktivaci DOCK3 (GEF proteinu Rac), ¢imZ byla
aktivovana GTPéaza Rac klicova v mezenchymalnim moédu invazivity [58].

Antagonisticky k diive popsanému vyvolani MAT pomoci aktivace PKCa, vedla
v buiikach A375m2 inhibice této kinazy k AMT [66].

3.3.6. Kolektivné-améboidni piechod (CAT)

Jiz vySe popsany EMT (epitelidlné-mezenchymalni ptechod) je v literatufe velice
dobte dokumentovan a €asto je tento prechod vniman jako prvni tranzice, ktera mize nasledné
pokracovat prechodem mezenchymalné-améboidnim [42]. V pracich nékterych skupin vSak
byl popsan i piechod bun¢k z kolektivni invazivity pfimo na améboidni — tedy kolektivné-
améboidni pfechod (CAT; z anglického Collective-to-Amoeboid Transition).

Tento pfechod byl pozorovan u melanomovych linii po inhibici integrint B1 [67]. Dale
pak v buitkach 4T1 a SCC38 po indukci hypoxie (tedy snizené dostupnosti kysliku). Pfechod
byl zavisly na faktoru HIF-1 [68]. Tteti prace popisujici CAT dokumentuje tento pfechod po

nastépeni receptorové tyrozinkindzy EphA2, coZ vyrazné zvysuje aktivitu RhoA [69].

3.4. Dlouhé nekodujici RNA ve vyzkumu rakoviny

Soucasné védeckée trendy ukazuji, ze v biologickém vyzkumu je tfeba pocitat s novou
vyznamnou skupinou regulacnich molekul — s tzv. nekodujicimi RNA. Tyto RNA, které
nejsou prekladany, a tudiz neprodukuji zddny konkrétni protein, se zdaji byt zapojené ve
velkém mnozstvi bunéénych procesti, jako je napf. rlst, regulace genové exprese,

programovana bunécna smrt nebo regulace bunécného cyklu [70]. LncRNA molekuly rovnéz
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hraji roli v regulaci rezistence rakoviny k 1écebnym ptipravkim [71]. Tyto RNA se dale d¢li
dle poctu nukleotidli (nt) na ncRNA (z anglického non-coding RNA; nekodujici RNA; <200
nt) a IncRNA (z anglického long non-coding RNA; dlouhé nekddujici RNA; > 200 nt) [70].

Mezi ncRNA patii velmi dobie znamé transferové RNA (tRNA) zapojené v translaci
proteinii, ribozomani RNA (rRNA) tvofici strukturni a funkéni zadklad ribozomaélnich
podjednotek, malé¢ jaderné RNA (snRNA) podilejici se na sestiihu pre-mRNA ¢i malé
jadérkové RNA (snoRNA) modifikujici celou fadu RNA molekul. VSechny zminéné ncRNA
jsou konstitutivné exprimovany a hraji kli¢ovou tllohu v piezivani bunék [70].

Ac jsou dlouhé nekddujici RNA znamy uz relativné dlouhou dobu, jejich funkce ¢asto
nejsou piesné popsany. Existuji samoziejmé vyjimky — napt. IncRNA Xist, ktera hraje roli
v inaktivaci chromozomu X [72] nebo IncRNA Kcnqlotl a IncRNA Air, které se podileji na
genomickém imprintingu [73]. Dle aktudlnich informaci projektu GENCODE existuje
v lidském genomu témét 18 000 gend pro IncRNA [74].

O vzristajicim zajmu o IncRNA ve vyzkumu rakoviny svéd¢i 1 fakt, ze pfi zadéani
klicovych slov ,,long non coding RNA cancer” do databdze odbornych clankd PubMed
v Casovém rozmezi let 1981-2010 se zobrazi celkem 516 praci. V nasledujici dekadé vsak
pocet ¢lanki na toto téma vzrostl vice nez dvacetinasobné [75]. Role dlouhych nekddujicich
RNA byly popsany v témét vSech klicovych aspektech nddorového onemocnéni — jmenovité
napi. v detekci a opravach poSkozeni DNA, v uniku nadorovych bunék pfed imunitnim
systémem, regulaci nadorového metabolismu (véetn¢ reakce na hypoxické prostiedi Ci
regulaci Warburgova efektu) [76]. Vyjimkou neni ani invazivita nadorovych bunck
a metastazovani. Pro téma této prace je dilezité, Ze byly publikovany prace popisujici roli
dlouhych nekddujicich RNA i v plasticité invazivity nadorovych bunék — jmenovit¢ v EMT
[76,77].

Vzhledem k faktu, Ze v ramci feSeni predkladané prace bylo objeveno zapojeni dlouhé
nekodujici RNA MALAT1 (Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transkript 1)
v plasticité invazivity naddorovych bunék, predstavuje nasledujici kapitola aktualni informace

o tomto vybraném transkriptu.

3.5. Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1 (MALAT1)

3.5.1. Objev

Dlouha nekoédujici RNA MALATI1 (Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma
Transcript 1) nebo téz NEAT2 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 2) byla pivodné
objevena jako prognosticky marker metastazovani v pribéhu rakoviny plic. Hladina
MALATI byla zvySena v nadorech, které v pozdéjsich stadiich zacaly metastazovat. Rovnéz
byla zvySena hladina MALATI asociovdna s hor$i prognoézou pacientli [78]. Velice

pozoruhodnou charakteristikou MALAT] je vysoka konzervovanost primarni struktury tohoto

vvvvv
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3.5.2. Lokalizace a struktura MALATI1

Gen pro lidskou IncRNA MALATI je lokalizovan na chromozomu 11 (piesngji
vpozici 11ql3.1) [79] a je tvofen cca 7000 pary bazi. lhned po transkripci RNA
polymerazou Il je MALATI obvykle sestfizen RNazouP a RN4zouZ na 2 ¢asti — dlouhou (cca
6 700 nt) a kratkou (61 nt). Kratka ¢ast vznikd z 3" konce transkriptu a nazyva se mascRNA
(MALATI-associated small cytoplasmic RNA), svym tvarem piipomind molekulu tRNA
a jak jiz nazev napovida, je lokalizovana do cytoplazmy bun¢k. Dlouha ¢ast je lokalizovana
v jadfe bunky [80] a neni-li uvedeno jinak, je pojmem MALATI v této praci myslena prave
tato forma. Schéma Uprav primarniho transkriptu MALATI1 je zobrazeno na Obrazku 15.
Vzhledem k odstiihnuti 3" ¢asti transkriptu, postrada dlouha verze MALAT] klasicky polyA
konec, a mé¢la by byt tudiz velice nestabilni. Oproti o¢ekavani je vSak dlouhd ¢ast MALATI
velice stabilni, protoZe soucasti je 3" koncova sekvence bohata na adenin, ktera vytvaii trojitou

Sroubovici, ve které se kombinuje Watson-Crickovské a Hoogsteenovo parovani dusikatych
bazi [81].

primarni transkript

promotor transkripce

// — A AAAAAAMARAGCAAA ARUAAA m—
6690 6661
ste eni Stépeni +
RNazouP olyadeny!ace
L /A AAAAARAAANGCAAAA AAUAAAE AAA A
NAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
i [/ W—AANAARARARAGCAARA  5p AAUAAA I

transkript o plné délce (7 kb)

6,7 kb dlouhy transkript stépeni ‘ glabé ‘Iexlfrlfgse
silnd exprese RNazouZ jaderna lokalizace
lokalizace do jadernych speckles

kratky poly(A) konec

/ , A AUAAA I
5P 3. 0H

pridani CCA (degradace)
§ modifikace nukleotidd

5'-p

mascRNA
exportovana do cytoplazmy

Obrazek 15 | Upravy transkriptu IncRNA MALAT1

MALATI1 je transkribovin RNA polymerazou II. Pokud je primarni transkript
polyadenylovan stejné jako klasické transkripty RNA polymerazy II, je vytvofen transkript
MALATI1 o plné délce. Ve vétsiné ptipadl je vSak primarni transkript Stépen RNazou P
a RNé4zou Z a vysledkem je dlouhy transkript MALAT1 (6,7 kb) lokalizovany v jadie a kratka
(61 nt) molekula mascRNA lokalizovana v cytoplazmé bunék.

Upraveno podle [80]
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3.5.3. Exprese MALAT1 v lidském téle

MALATI! je v lidském tele za fyziologickych podminek exprimovéan v Sirokém
spektru tkani. Nejvyssi uroven exprese byla popsana v plicich a slinivee biisni. Stfedni Groven
pak byla popsana v prostaté, vajecnicich, tlustém a tenkém stfevu, placenté, slezing, ledvinach,
srdci, varlatech a v mozku [78]. Hladina MALAT] je oproti zdravym tkanim signifikantné
zvySena v nadorovych buikéach. Tento jev byl popsan v nejriznéjSich typech rakoviny
a nadorovych bunécnych liniich odvozenych z riznych typa tkani (mj. slinivka bfisni, plice,

tlusté stievo, prostata ¢i prsni tkan) [82,83].

3.5.4. Funkce MALAT1

V ramci bunééného jadra je MALATI lokalizovan do oblasti, které jsou nazyvany
speckles. Jedna se o zasobarnu sestithovych faktoria pre-mRNA molekul [79,84]. Nedavné
studie ukazaly, Ze vazebnd mista pro MALATI1 se nenachazeji pouze ve speckles, ale také
pfimo na chromatinu, a to i v oblastech s aktivni genovou expresi. MALATI1 zde tedy muize
pusobit jako pojitko mezi misty aktivni genové exprese a jadernych subdomén zajistujicich
sestfih pre-mRNA. MALAT1 vsak také muze pisobit jako ,,leSeni®, které koncentruje DNA
vazebné proteiny [85,86].

In vivo experimenty vyuzivajici mysi modely neodhalily Z4dné abnormalni fenotypy
po knock-outu MALAT1. Nebyly popsany Zadné zmény v morfologii orgdnd, vliv na vyvoj
organismu, viabilitu ani plodnost za standardnich fyziologickych podminek [87,88]. Zajimavé
vSak bylo, ze v nékterych tkanich (nejvice v tlustém a tenkém stfevu) byla po knock-outu
MALAT]I zvySena hladina jiné IncRNA — NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1),
kterd je zasadni pro formovani dalsi jaderné subdomény — tzv. paraspeckles [89].

MALAT]I se podili na regulaci genové exprese napiiklad interakci s Polycomb?2, ktery
patii do skupiny proteinti remodelujicich chromatin [90]. Rovnéz bylo popsano zapojeni
MALATTI1 v tak sloZitém procesu, jakym je formovani synapsi v mozku [91]. Na zakladé
neddvného vyzkumu je vSak tfeba zdiraznit, Ze role MALAT1 v regulaci genové exprese
nemuze byt snadno generalizovana a bude s velkou pravdépodobnosti specificka v riznych
tkanich [92].

I ptesto, Ze je MALAT]1 transkript znam jiz déle nez 10 let, jeho pfesné funkce stale
nebyly presvédCivé dokazany a stile jsou riznymi vyzkumnymi skupinami publikovany
kontroverzni, obCas 1 kompletné protichidné, vysledky. Tyto kontroverze jsou blize

diskutovany v nésledujicich sekcich této disertacni prace a v zdvéru prace.

3.5.4.1. Alternativni sestiih

Role MALAT]1 v alternativnim sestfihu pre-mRNA zlstava stale nejasnd. S vyuzitim
bunéénych linii HeLa a HUVEC bylo popsano, Ze MALATI je zapojen do alternativniho
sestfihu mRNA skrze regulaci distribuce, fosforylace ¢i sesttihu mRNA serin/argininovych
sestithovych faktorti [93,94]. Na druhou stranu plicni nadorové buiiky s obéma umlcenymi

alelami pro MALATI1 nevykazovaly Z4adné signifikantni rozdily v alternativnim sestiihu
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mRNA [92] a mysi modely s knock-outem MALAT1 nevykazovaly zadny rozdil v lokalizaci
¢i fosforylaci sestfihovych faktor oproti kontrolnim bunikdm [87-89].

3.5.4.2. Bunécéna proliferace

Protichtidné vysledky jsou rovnéz publikovany pro roli MALATI v proliferaci
rakovinnych bunék. Proliferacni potencial bunék nadoru délozniho ¢ipku byl snizen, kdyz byla
experimentalné hladina MALAT1 rovnéz snizena [95,96], ovSem knock-out genu pro
MALATI1 nem¢l zadny vliv na rist plicniho adenokarcinomu a hepatocelularnich nadorovych
bun¢k [87]. V jinych pracich bunky se snizenou hladinou MALATI1 vykazovaly dokonce
vy$si proliferaci, takze autofi oznadili tento transkript jako nddorovy supresor [97,98].

Experimenty na mySich modech ukézaly, ze diky snizeni hladiny MALAT]1 se in vivo

vytvofilo méné nadori a tyto nddory byly navic obecné mensi [95,99,100].

3.5.4.3. Migrace nadorovych bunék

I pfi migraci nadorovych bunék bylo popsano zapojeni MALATI1. V nékolika
nezavislych experimentech bylo ukdzano, ze snizeni hladiny MALATI1 vede ke snizeni
migracniho potencidlu nadorovych bunék [95,99-101] a navic bylo ukazano, Ze zvysSeni
exprese MALATI nad obvyklou hladinu migraci nadorovych bunék zesiluje [100]. Nedavno
publikovana prace je vSak v ostrém kontrastu k pfedchozim studiim a ukazuje vyrazné zvyseni
invazivity a metastatické aktivity po knock-outu MALATI1 [102].

3.5.5. Interakéni partneii MALAT1

V soucasné dobé je interakce dlouhych nekddujicich RNA a dalSich molekul —
proteind, ale obzvlasté microRNA (miRNA nebo jesté vice zkracené miR) — v centru zajmu
mnoha vyzkumnych skupin. Molekuly miRNA vytvareji spole¢né srodinou proteint
Argonaut (Ago) RISC komplex (RNA-Induced Silencing Complex), ktery vyhledava
sekvence (obvykle sekvence mRNA molekul) komplementarni k miRNA obsazené v RISC
komplexu a tuto cilovou sekvenci $té€pi, ¢imZ transkript ni¢i. Soucasné studie poukazuji na
celkem Ctyfi rizné scénafe interakce IncRNA a miRNA. Prvni moZnosti je, Ze miRNA sniZuje
stabilitu IncRNA pomoci RISC. Dals§i mozZnosti je, Ze IncRNA funguje jako koncentrator
miRNA molekul tim, Ze je na sebe vaze, ¢imZ snizuje jejich dostupnost v jinych procesech.
Zatteti mohou IncRNA kompetovat s miRNA o vazbu k mRNA a zactvrté jsou nékteré
miRNA vytvafeny piimo Stépenim z IncRNA transkriptt [103].

Velice dlouho se predpokladalo, Ze se aktivita RISC komplexu omezuje pouze na
cytoplazmu buné¢k, a miRNA tedy nemohou ptimo ovliviiovat stabilitu transkriptu MALATI1
(pouze skrze regulaci jinych molekul). V literatufe se nicméné setkadvame s celou fadou praci,
které interakci mezi MALAT] a nejriiznéj$imi miRNA popisuji (obvykle vzajemnou negativni
zpétnou vazbu). Seznam téchto miRNA zahrnuje napf. miR-1 [104,105], miR-9 [106],
miR-22-3p [107], miR-99a, miR-100 [108], miR-101 [109], miR-124 [110], miR-125b

36



[108,111], miR-133 [112], miR-145 [113], miR-205 [114] ¢i miR-217 [109,115]. Ve vétsing
zminénych studii vystupoval MALATI1 jako pronddorovy faktor podporujici bunécnou
proliferaci a migraci. Zminéné miRNA snizovaly hladinu MALATI, a potlacovaly tak

bunécéné déleni a invazi.
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4. Metody a vysledky

Hlavnim ptehledem vysledkd této disertacni prace jsou tii publikace, na kterych se
autor predkladané disertacni prace podilel. Tyto publikace jsou obsazeny jako pfilohy na konci
disertacni prace (sekce ,,Pfilohy* zacinajici na strané 85). Publikace jsou fazeny dle data
publikovani, protoze na sebe logicky navazuji. Podil autora je uveden v kapitole ,,7. Publikace
a podil na jejich ptipraveé® na strané 73. Dalsi autorem nashromazdéné vysledky rozvijejici
publikované prace, které vSak v publikacich nebyly pouzity, jsou uvedeny v nasledujicich
podkapitolach. Soucasti jsou samoziejmeé také metody vyuzité k ziskani téchto vysledki.

Vzhledem k tomu, ze vysledky uvedené nad rdmec publikovanych vystupt jsou ¢asto
dopliikem a rozsifenim vysledkl v téchto publikacich, je namisté kratce Ctenafre sezndmit se
strukturou projektu feSeného v Laboratofi invazivity nadorovych bunck, v jehoz ramci tato
prace vznikala. Jedna se totiz o spolecny projekt hned nékolika pracovnikii. Spolecnym
zamérem bylo vytvofit experimentadlni modely MAT/AMT a nésledné analyzovat bunky
podstupujici tyto prechody na trankriptomické a proteomické urovni, coz vytvotilo jakousi
zakladnu pro navazujici praci. DalS$im krokem bylo v ramci takto ziskanych dat hledat dilci
casti véts§iho obrazu. Invazivni mdéd nadorovych (ale i nenadorovych) bunék totiz neni
jednoducha signaliza¢ni draha, ale cely bunéény program, ktery je tvofen mnoha drdhami,
které museji fungovat synchronizované. Aktivita nékterych drah je pfiinou invazivniho
modu, aktivita drah jinych jeho nasledkem. V rdmci tohoto spletitého systému se v Laboratofti
invazivity nddorovych bunck snazime objevit a popsat jednotlivé soucasti celku. Na zakladé
ziskanych ,,omickych® dat tedy byly wvytipovany jednotlivé oblasti, které jednotlivi
vyzkumnici dale charakterizuji. Autor této disertac¢ni prace se podilel na vyvoji a popisu
experimentalnich systémi a ovéfovani omickych vysledki (tedy nastaveni oné hledané
zakladny pro navazujici projekty) a nasledné se zaméfil na Glohu dlouhé nekdodujici RNA
MALAT]I v plasticité invazivity nadorovych bunék.

Jelikoz jsou nize prezentované vysledky doplitkem publikaci, které jsou hlavnim
pfehledem vysledkl autora, miZe byt orientace v nich pro Ctenafe bez dalSich poznamek
naro¢na. Podkapitola 4.2.1. je samostatnym kratkym sdélenim o ddlezitosti vyzkumu
invazivity nddorovych bunék ve 3D prostiedi. Podkapitola 4.2.2. je doplnénim biologickych
pozorovani pro publikaci [116] (Priloha 2). Podkapitola 4.2.3. pak piindsi doplikovou
informaci k publikaci [117] (Ptiloha 3) a podkapitola 4.2.4. zachycuje slibné vysledky pro
budouci vyzkum procesu AMT. VSechny vysledky pak jsou diskutovany v logickém sledu
v kapitole ,,5. Diskuze* této disertacni prace.

4.1. Metody

4.1.1. Material a chemikalie

Pro ptehlednost jsou vSechny chemikalie (Tabulka 2 na stranach 39-40) a specidlni
materidl (Tabulka 3 na stran€ 41) pouzité v pokusech uvedenych v této disertacni praci shrnuty

ve formé tabulek, které obsahuji rovnéz vyrobce a katalogova Cisla konkrétnich polozek.
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Tabulka 2| Seznam chemikalii pouzitych pro pokusy prezentované v predkladané

disertacni praci

Tabulka obsahuje seznam chemikalii spoleéné s ndzvem vyrobce a katalogovym Ccislem.

Nazvy jednotlivych polozek jsou pro piehlednost a snazsi dohledatelnost v katalogu vyrobct

ponechany v anglickém jazyce.

Chemikalie Vyrobce Katalogové cislo
10x Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma D2429-100ML
10X M-MulLV Reverse Transcriptase Buffer NEB B0253S

10X Standard Taqg Reaction Buffer NEB B9014S
2-mercaptoethanol Sigma M-3148

2x RPMI-1640 Medium Media prep. BIOCEV ~ N/A

Acetic acid 99% p.a. Lach-Ner 10047-A99
Acrylamide/Bis-acrylamide, 30% solution Sigma A3699-100ML

BIRB796 (Doramapimod)
Bromophenol Blue

Chloroform p.a

Ciprofloxacin

Collagen R 0.4 % solution sterile
Dasatinib

DC™ Protein Assay
Deoxynucleotide Set, 100 mM
Dimethyl sulfoxide (DMSO)
DL-Dithiothreitol (DTT)
Doxycycline hyclate

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) — high glucose
Ethylalcohol 96% p.a.

Fetal Bovine Serum (FBS)

Folic acid

Gentamicin solution

Glycerol

Glycine electrophoresis grade
GSK429286A Selective ROCK1/ROCK2 inhibitor
Guanidium thiocyanate

HEPES

Hot Start Tag DNA Polymerase

Isopropylalcohol p.a.

LC Laboratories
Lachema
Lach-Ner
Sigma

Serva

LC Laboratories
Bio-Rad
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Lach-Ner
Sigma

Sigma

Sigma

Carl Roth
Serva
ApexBio Tech
AppliChem
Carl Roth
NEB

Lach-Ner

D-2744

N/A

30450

17850
47256.01
D-3307
5000112
DNTP-100-1KT
D2650-100ML
D5545-1G
D9891
D6429-500ML
20025-A9%6
F7524

F8758
G1272-100ML
7530.1
23391.03
A5611
A4335-0500
9105.2
MO0495L

20037-ATO
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Magnesium chloride hexahydrate (MgCl..6H,0)
M-MLV Reverse Transcriptase

M-MuLV Reverse Transcriptase

N-Lauroylsarcosine sodium salt Molecular biology grade

Phenol

Ponceau S
PS-1145 hydrochloride
Recombinant Human IFNy

Recombinant Human IFNw

RPMI-1640 Medium
SB202190

Sodium acetate trihydrate Molecular biology grade
Sodium bicarbonate solution (NaHCOs3; 7.5%)
Sodium chloride (NacCl)

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sodium hydroxide solution (NaOH; 1.0 N)

Sodium hydroxide

SP600125

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate

SYBR® Green | Nucleic Acid Stain

Trizma® base (Tris)

Tris-EDTA buffer solution

Triton® X-100 Molecular biology grade
Trypsin—EDTA Solution

Tween-20

UltraPure™ Agarose

UtraPure™ Distilled Water DNase/RNase free
Y-27632

Western Bright™ ECL

Sigma
Promega
NEB
AppliChem
Sigma

Sigma

Santa Cruz
Biotechnology

PeproTech
PeproTech

Sigma

Santa Cruz
Biotechnology

AppliChem
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Penta

Santa Cruz
Biotechnology

Thermo Scientific
Lonza

Sigma

Sigma

AppliChem

Sigma

Carl Roth
Invitrogen
Invitrogen

Sigma

Advansta

M2670-500G
M170B
MO0253L
A7402
P1037-500G
P3504

sc-301621

300-02
300-02)

R8758-500ML

sc-202334A

A5268
$8761-100ML
$3014-500G
13771-1KG
52770
011-002-00-6
5c-200635

34095

50513
T6066-500G
T9285-100ML
A4975
T4049-100ML
9127.1
16500-500
10977-035
SCMO075

K-12045-D50

40



Tabulka 3 | Seznam specidlniho plastiku a dalSich pomicek
Tabulka obsahuje seznam specialniho plastiku a dalSich pomtcek spolecné s ndzvem vyrobce
a katalogovym ¢islem. Nazvy jednotlivych polozek jsou pro piehlednost a snazsi

dohledatelnost v katalogu vyrobct ponechdny v anglickém jazyce.

Polozka Vyrobce Katalogové cislo
FrameStar® 384 Well Skirted PCR Plate, Roche Style 4titude 4ti-0382

EU Skirted Thin-wall Plate 96 x 0.2ml BlOplastics B70679
Neubauer Improved Hemacytometer Marienfeld 0640010

4.1.2. Kultivace bunéénych linii

Bunééné linie byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM ¢i RPMI-1640 s 10%
FBS a antibiotiky (gentamicin nebo ciprofloxacin) v inkubatoru pro bunééné kultury (37 °C,
vlhéena atmosféra, 5% COz). Bunééné linie byly pravidelné pasdzovany s vyuzitim roztoku
Trypsin/EDTA. Bunééné linie nebyly v kultufe kultivovany déle nez 6 tydni. Tabulka 4
obsahuje seznam pouzitych bunéénych linii a informaci, z jakého typu nadoru byly piivodné

ustanoveny.

Tabulka 4 | Seznam buné¢nych linii vyuzitych v této disertac¢ni praci

Vsechny bunééné linie byly odvozeny od lidskych tkani (neni-li uvedeno jinak).

Bunécna linie Typ nadoru Kultivaéni médium
A2058 melanom DMEM

A375m2 melanom DMEM

A375P melanom DMEM

BLM melanom DMEM

G361 melanom DMEM

H1299 plicni karcinom RPMI-1640
HT1080 fibrosarkom DMEM
MDA-MB-231 prsni adenokarcinom DMEM

WM3629 melanom DMEM

4.1.3. Mikroskopie bunék ve 2D prostiedi

Morfologie bunécénych linii ve 2D prosttedi (Petriho misky) byla dokumentovéana

s vyuzitim mikroskopie ve svételném poli (Nikon Eclipse TE2000-S microscope).
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4.1.4. Morfologie bunék ve 3D kolagenové matrix
4.1.4.1. Vysazovani bunék do kolagenové matrix

Bunécné linie byly prevedeny do suspenze a s vyuzitim pocitaci komiirky (Neubauer
Improved Hemocytometr) byla urCena jejich koncentrace na mililitr suspenze. Vzorky byly
centrifugovany (4 minuty, 200 rcf, 25 °C), supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovan ve
vypocitaném mnozstvi kultivaéniho média (s 10% FBS) tak, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace bunécné suspenze. Vsechny nasledné kroky pro ptipravu kolagenové matrix byly
provadény na ledu, aby bylo pifedejito pfedCasné polymerizaci matrice. Finalni koncentrace
kolagenu v gelu ¢inila 1 mg/ml. Kolagenovy ,,premix* (slozeni je uvedeno v Tabulce 5) byl
smichén s kolagenem (kolagen I z potkanich ocasii) a suspenzi bunécné linie (detaily pomért
jsou uvedeny v Tabulce 6). Smés byla opatrné, ale dikladné promichana a pfidana do jamek
desticky. Desticka byla inkubovana 15 minut ve 37 °C (aby gel zpolymeroval). Nasledn¢ byly
ztuhlé kolagenové gely prevrstveny kultivatnim médiem obsahujicim 1% FBS. Detaily
ohledné velikosti jamek a mnozstvi matrice jsou uvedeny u kazdého ptislusného typu pokusu.

V pfipad€ pfidavani inhibitorG nebo indukénich latek k buiikam, bylo pfislusné
mnozstvi dané latky pfidano do prevrstvovaciho média. Pro indukci icaRhoA byla vyuzita
vysledna koncentrace doxycyklinu 250 nM. Dasatinib byl pro indukci MAT pouzit

v koncentraci 1 uM.

Tabulka 5 | SloZeni kolagenovych ,,premixa*

Objem (ml)
Slozky
»DMEM premix“ »RPMI premix“

10x DMEM/2x RPMI 4,50 18,00
NaHCOs (7,5%) 2,50 1,07
HEPES (750 mM) 1,00 0,80
NaOH (1,0 N) 0,42 0,02
gentamicin 0,25 0,20

kyselina folova (100 mg/I) 0,26 -
voda 17,31 6,00
celkem 26,24 26,09

Tabulka 6 | SloZeni kolagenové matrix
Objem (pul)
Slozky
»DMEM matrix* ,»RPMI matrix*
premix 263 325
kolagen (4 mg/ml) 125 125
voda 62 -
bunééna suspenze 50 50
celkem 500 500
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4.1.4.2. Analyza bunécné morfologie v 3D kolagenu

Bunky byly vysazeny do kolagenové matrix (100000 bun¢k/250 p kolagenové matrix)
v jamkach 48-jamkové desticky a kultivovany v inkubatoru 48 hodin. Obrazky bunék
v kolagenu byly snimany s vyuzitim mikroskopie ve svételném poli (Nikon Eclipse TE2000-S
microscope) s Hoffmanovym modula¢nim kontrastem jako série obrazkii v ose Z ze dvou mist
v ramci jamky. Morfologie bunék byla analyzovana s vyuzitim pluginu ,.cell counter*
v programu FiJi. Buiiky byly oznaceny jako mezenchymalni, pokud byl pomér jejich délky
a Sitky vyssi nez 2, v ostatnich ptipadech byly buiiky oznaceny jako améboidni. Minimalni
pocet pocitanych bun¢k v kazdém vzorku byl 200 (obvykle vSak 400). Vysledky byly
statisticky hodnoceny v programu GraphPad Prism 8.

4.1.5. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce na vzorcich pripravenych reverzni
transkripci (RT-qPCR)

4.1.5.1. Priprava RNA lyzati z bunék ve 3D kolagenové matrix
Vzorky byly kultivovany ve 24-jamkovych destickach s 500 ul 3D kolagenové matrix

na jamku (do kazdé jamky byl nasazen jeden milion bun¢k) 48 hodin. Gely ze dvou jamek
byly pteneseny do 2ml mikrozkumavek s 600 pl roztoku pro izolaci RNA ze 3D prostiedi
(60% vodou saturovany fenol; 3,25 M guanidium thiokyanat; 400 mM octan sodny o pH = 4,0;
0,4% N-lauroylsarcosine; 160 mM 2-mercaptoethanol) a 100 pl 6,1 M roztoku NaCl
a zhomogenizovany mechanickym homogenizatorem (Tissue Tearor; BioSpec Products).

Vzorky byly nésledné skladovany pfi teploté -80 °C az do izolace RNA.

4.1.5.2. I1zolace RNA
K RNA lyzatim bylo pfidano 200 pl chloroformu. Vzorky byly ditkladné vortexovany

10 sekund a nésledn€¢ inkubovany 10 minut pii laboratorni teploté. Po 25-minutové
centrifugaci (18000 rcf, 4 °C) byla horni polarni faze (cca 600 pl) prenesena do nové
zkumavky a doplnéna vodou (certifikovand voda bez RN4z) na vysledny objem 800 pl.
Vzorky byly dale sraZzeny 600 ul izopropanolu a vysraZzend RNA byla odd¢lena centrifugaci
(18000 rcf, 10 min, 4 °C). Pelety RNA byly ttikrat promyty 800 pl 75% etanolu a vysuSeny
na vzduchu. Pelety byly resuspendovany ve vodé bez RNaz. Koncentrace a Ccistota
izolovanych vzorkli RNA byly stanovovany spektroskopicky s vyuZitim pfistroje UV-1650
PC UV-VIS (Shimadzu). VSechny vzorky byly nafedény vodou bez RNé4z na vyslednou
koncentraci 0,5 pg/ul a uchovavany pfi teploté -80 °C do dalSiho pouziti.

4.1.5.3. Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci RNA byla vyuzita M-MuLV reverzni transkriptdza s dvojici
primerti (1 pM oligo dT a 0,2 uM specificky primer pro MALATI1 rt2)a 1,5 pg vzorku RNA
v celkovém reakénim objemu 15 pl. Vzorky byly inkubovany 60 minut pfi 42 °C a nasledné
10 minut pti 55 °C. Ziskané vzorky cDNA byly nésledné zchlazeny na ledu a nafedény 55 pl
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TE pufru. V ptfipad¢ planované analyzy velkého mnoZstvi genii byla reverzni transkripce
provedena ve dvojnasobném objemu vSech reagencii. Sekvence primeri pouzitych pro

reverzni transkripci jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 | Sekvence primeru pouzitych pro reverzni transkripci
Jednotlivé nukleotidy jsou zapsany dle oborovych konvenci. Néktera pismena reprezentuji
vice moznych nukleotidi (V=G,CC¢i A;N=A,G,C¢iT).

Primer Sekvence

MALAT1_rt2 GCTTTTTTTTTTTTT AAG C

oligo dT TITTTITTITTITTITTITTITTIT TVN

4.1.54. RT-qPCR
RT-gqPCR experimenty byly provadény dle tzv. MIQFE guidelines z roku 2009 [118]. RT-qPCR

analyza byla provedena s autorem vytvofenym a optimalizovanym reakénim mixem
zalozenym na interkala¢ni latce SYBR green —,,qPCR mix” (1x Standard Taq pufr s 3,0 mM
MgClz; 2 U/100 pl Hot Start Taqg DNA Polymeraza; 10% glycerol; 6% DMSO; 200 uM dNTP;
0,05% Triton X-100; 1x SYBR® Green I Nucleic Acid Stain; Ultrapure Water). Reakce byly
provedeny s vyuzitim pfistroje CFX384 Real Time PCR Instrument (Bio-Rad). Konkrétni
PCR program optimalizovany pro vSechny pary primera je uveden nize. Reakéni objem byl
10 ul, mnozstvi cDNA bylo 0,5 ul a primery byly v koncentraci 200 nM (v Ptiloze 4 jsou
shrnuty vSechny zasadni informace o pouzitych primerech ve formé Tabulky P1). Vzorky byly
analyzovany v technickém kvadruplikatu ve 384-jamkovych destickach FrameStar® 480/384
s RT-qPCR adhezivni vrchni folii. Cq hodnoty byly vypocitany z amplifikacnich kiivek po
nastaveni prahové hodnoty pro kazdy gen v programu Bio-Rad CFX Manager 3.1. Nasledné
byly Cq hodnoty exportovany ahodnoty relativni exprese byly vypocitany s vyuzitim
programu qBase+ 3.1 (Biogazelle) [119]. Indexy referen¢nich genti (vZdy minimalné dva) pro
danou bunécnou linii a experimentalni podminky byly ureny na zékladé geNORM analyzy
stability referencnich genti [120] (seznam referencnich genli pro dané bunécné linie
a experimentalni podminky je uveden v Tabulce 8 na nasledujici strang). U¢innost amplifikace

pro jednotlivé pary primert byla stanovena metodou standardnich kiivek (viz oddil 4.1.5.5).

qPCR program (pfesny prepis z nastaveni ptistroje):
1 95,0 °C for 2:00
95,0 °C for 0:10
63,0 °C for 0:20
68,0 °C for 0:20 + plate read
GO TO 2, 39 more times
68,0 °C for 2:00
Melt Curve (65,0 °C to 95,0 °C, increment 0,5 °C, for 0:05 + Plate Read)

N O B W
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Tabulka 8 | Seznam referenc¢nich geni pouZzitych pro analyzu konkrétnich bunéénych

linii v daném experimentalnim usporadani

Bunécna linie Experimentalni podminka Referencni geny
BLM DMSO/DAS EIF4H, GAPDH
BLM icaRhoA -dox/+dox EIF4AH, HNRNPL
HT1080 DMSO/DAS EIF4H, GAPDH
HT1080 icaRhoA -dox/+dox EIF4H, GAPDH
MDA-MB-231 DMSO/DAS HNRNPL, PSMA1
MDA-MB-231 icaRhoA -dox/+dox EIF4AH, HNRNPL

Paleta linii pro korelaci morfologie a exprese i EIF4H, HNRNPL, PPIA

MALAT1
BLM, HT1080 a MDA-MB-231 + IFNy 0/6h/48h EIF4H, POLR2A
BLM, HT1080 a MDA-MB-231 + IFNw 0/6h/48h EIF4H, PPIA

4.1.5.5. Testovani primeri a analyza standardnich k¥ivek

Nové primery byly vzdy nejprve testovany, zda amplifikuji poZzadovanou cilovou
sekvenci bez kontaminace vysledki tvorbou primer-dimerti. Postup byl stejny jako pfi
RT-gPCR metodice popsané vyse, ovSem s n¢kolika modifikacemi — objem reakce byl 20 pl
(s 1 pltestovaci cDNA) a analyza byla provedena na pfistroji pro 96-jamkové desticky CFX96
Real Time PCR Instrument (Bio-Rad). Po kontrole amplifika¢nich kiivek a kiivek tani bylo
1 ulaSulreakei pusténo na 2% agardzovou elektroforézu, aby bylo moZno zkontrolovat délku
amplifikovanych produkti reakce. Pokud délka PCR produktli odpovidala teoretické délce,
byl 1 ul vzorku RT-qPCR reakce natedén 10000x vodou a tento vzorek byl dale nafedén
osmkrat s fedicim krokem 5-10x. Téchto 8 fedéni poslouZilo jako templaty pro druhé kolo
qPCR (provadéno v technickém kvadruplikdtu) a ziskané hodnoty Cq byly vyneseny proti
logaritmu mnoZstvi vstupniho mnozstvi templatu. Z vysledného grafu byla vypocitana
smérnice standardni pfimky pomoci linedrni regrese a vysledna uc¢innost PCR amplifikace
byla vypocitana dle Rovnice 1. Pfiklad této analyzy je uveden na Obrazku 16 na nasledujici

stran€.
-1

E = 10slere  (Rovnice 1)
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MALAT1_3 standardni kfivka

34,0 e
e,
30,0 .
“e.
O 26,0 .
e,
22,0 y =-3,3727x + 36,383 “e..
R? = 0,9985 e
‘®
18,0
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Pocatecni kvantita (log)

Obrazek 16 | Piiklad analyzy standardni kFivky pro urceni aéinnosti PCR amplifikace
Cq hodnoty jsou vyneseny proti logaritmu pocatecni kvantity templatu. Smérnice ptimky je

urcena linedrni regresi a vyuZita ve vypoctu uc¢innosti PCR amplifikace (Rovnice 1).

4.1.6. Imunobloty

Vzorky byly kultivovany ve 24-jamkovych destickach s 500 ul 3D kolagenové matrix
na jamku (do kazdé jamky byl nasazen jeden milion bun¢k) 48 hodin. Gely ze dvou jamek
byly pfeneseny do zkumavek obsahujicich 500 pl 2x SDS lyza¢niho pufru (2% SDS; 20%
glycerol; 120 mM Tris; pH = 6,8) a zhomogenizovany mechanickym homogenizatorem
(Tissue Tearor; BioSpec Products). Po 10-minutové centrifugaci (18000 rcf, 10 °C) bylo
900 pl vzorku pfeneseno do nové zkumavky a koncentrace takto pfipraveného lyzatu byla
stanovena s vyuzitim kitu DC™ Protein Assay (Bio-Rad). Proteinové lyzaty v dané sérii byly
nafedény na stejnou koncentraci pomoci 1x SDS lyza¢niho pufru s DTT (1% SDS; 10%
glycerol; 60 mM Tris; pH = 6,8; 50 mM DTT) a byla pfidana bromfenolova modi (finalni
koncentrace ve vzorku 30 uM). Vzorky byly 10 minut inkubovany pfi teploté 95 °C. Vzorky
byly rozdéleny na 10% ¢i 12% SDS-polyakrylamidovych gelech a pieblotovany na
nitrocelul6zovou membrénu s vyuzitim transferového pufru (20% ethanol; 0,025% SDS;
300 mM Tris; 300 mM glycin) a ptistroje Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad).
Z diavodu ovéfeni nanaSky na gely a transferu vzorku na membranu byly membrany po
blotovani inkubovany 5 minut v roztoku Ponceau S (0,001% Ponceau S; 5% kyselina octova),
oplachnuty vodou a naskenovany. Ponceau S bylo z membran vymyto pomoci 5-minutové
inkubace v roztoku TBS (50 mM Tris o pH =7,5; 150 mM NaCl). Membrany byly inkubovéany
60 minut pii laboratorni teploté v TBS obsahujicim 4% BSA ¢i 5% odtu¢néné mléko, aby bylo
piedejito nespecifickym vazbam latek na membrany. Membrany byly inkubovéany s primérni
protilatkou ve 4 °C pfes noc, tfikrdt promyty roztokem TBST (50 mM Tris o pH=7.,5;
150 mM NaCl; 0,05% Tween-20) a inkubovany v ptislusné sekundarni protilatce konjugované
s kfenovou peroxidazou (HRP) 75 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byly membrany

dvakrat promyty TBST, jednou v TBS a nésledn¢ byly vyvolany s pouZitim ptisluSné¢ho
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substratu kienové peroxidazy (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
nebo Western Bright™ ECL) a piistroje Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare). Aby bylo
mozné stanovit mnozstvi celkového proteinu v ptipadé fosfoprotilatek a aby bylo mozné ovéftit
shodnost nanaSek (pomoci kontrolni protiladtky proti GAPDH), byly primarni protilatky
z membran smyty pomoci 10-minutové inkubace v 200 mM roztoku NaOH pfi teploté 42 °C
a membrany byly znovu inkubovéany s odpovidajici primarni protilatkou. Informace

o pouzitych protilatkach jsou shrnuty v Tabulce 9 a 10.

Tabulka 9 | Seznam pouzitych primarnich protilatek
Tabulka obsahuje seznam protilatek spolecné se jménem vyrobce, katalogové C(¢islo

a informace o jejich konkrétnim pouziti v experimentech.

Primérni Mono- <
pr::::izz; Vyrobce Katalogové cislo /Polyl(();:r)'nélni Blokovani Redéni
c-Fos Cell Signaling Technology #4384 polyklondlni 5% mléko 1:1000
c-Jun Thermo Scientific MA5-15172 monoklonalni 5% mléko 1:1000
CEBPB Abcam Ab32358 monoklonalni 5% mléko 1:750
Fral Developmental Studies | pp g1 1p3 monoklonalni | 5%mléko | 1:200
Hybridoma Bank
GAPDH Thermo Scientific MA5-15738 monoklonalni 5% mléko 1:5000
P-c-Jun s .
(Ser63) Thermo Scientific MA5-15115 monoklonalni 4% BSA 1:1000

Tabulka 10 | Seznam pouzitych sekundarnich protilatek
Tabulka obsahuje seznam protilatek spole¢né se jménem vyrobce, katalogové Ccislo
a informace o jejich konkrétnim pouziti v experimentech. GAR = Goat-Anti-Rabbit; HRP =

kienova peroxidaza (Horseradish peroxidase).

Sekundarni protilatky ‘ Vyrobce Katalogové Cislo | Rozpoustéci roztok Redéni
GAR-HRP Thermo Scientific 32460 2% mléko 1:700
Anti-mouse HRP Cell Signaling Technology #7076 5% mléko 1:5000

4.1.7. Bioinformatické analyzy
4.1.7.1. Urceni pirekryvii mezi datasety

Prekryvy mezi analyzovanymi datasety byly ur¢eny pomoci online néstroje Venny 2.1
[121]. Pro tuto analyzu byly vyuzity seznamy ndzvl genil. Vyuzité seznamy genu se snizenou
1 zvySenou expresi v ameéboidni formé bunék jsou uvedeny v Tabulkich P2, P3 a P4

v Priloze 5.
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4.1.7.2. Enrichment analyzy

Enrichment analyzy byly provedeny s vyuzitim online nastroje WebGestalt 2019
[122]. Vyuzité¢ genové seznamy byly mapovany na druh Homo sapiens metodou Over-
Representation Analysis (ORA) z databaze Gene Ontology (GO) Biological Process. Jako
referencni sada genl byla pouzita moznost ,,genome* (v piipadé vysledkit RNA-seq) ¢i
»genome protein-coding™ (v ptipadé vysledki ziskanych hmotnostnim spektrometrem)
a analyza byla provedena s pozadavkem identifikace 15 nejsignifikantngjsich kategorii. Pro
analyzu byly vyuzity seznamy genti/proteinti se signifikantné¢ zvySenou a snizenou genovou
expresi v bunkadch HT1080 ¢i améboidni form¢ M2 makrofagi (byly vyuzity seznamy gent
z publikaci [117] (Ptiloha 3) a [116] (Ptiloha 2)). V ptipad¢ dat ziskanych z bunééné linie
HT1080 byly pouzity geny se signifikantné zvySenou/sniZenou expresi pfi obou zpusobech
indukce MAT (tedy icaRhoA a DAS) — tedy piekryv seznamu genti/proteinti.
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4.2. Vysledky

4.2.1. Dilezitost studia invazivity nadorovych bunék ve 3D prostiedi

Ve vyzkumu invazivity nddorovych bunék je tfeba co nejvérnéji simulovat podminky
pro invazi v zivych télech. Analyza migrace buné¢nych linii na laboratornim plastiku ¢i skle
(potazenym napft. fibronektinem) je metodou prvni volby na vétSiné pracovist. Obrazek 17
ilustruje, jak rozdilnou morfologii vykazuji né€které bunécéné linie ve 2D prostiedi tkanovych
kultur (na Petriho misce) a ve 3D prostiedi kolagenové matrix, ktera byla zvolena jako
experimentalni model pro vSechny nase nasledné pokusy. Toto porovnani bylo ptipraveno pro
vSechny bunééné linie pouzité v publikacich, které jsou hlavni osou predkladané disertacni
prace (Ptilohy 1-3). Napt. melanomové linie A2058 a A375m2 maji ve 2D prostredi vyrazné
protazenou morfologii, a¢ je jejich vychozi migraéni moéd ve 3D prostiedi presvédciveé

améboidni.

MDA-MB-231

Obrazek 17 | Morfologie bunéénych linii ve 2D a ve 3D prostiedi

Reprezentativni obrazky morfologie bunécnych linii, které byly vyuzity v navazujicich
experimentech, ve 2D (Petriho miska) a 3D prostfedi (kolagenova matrix). Me¢fitko

reprezentuje 75 um.

v _ 7

4.2.2. Améboidni fenotyp je spjat s prozanétlivou signalizaci a potla¢enim bunééného
cyklu

Transkriptomickou analyzou (metodou RNA-seq) byla na linii HT1080 podstupujici
MAT pomoci exprese inducibilniho RhoA (icaRhoA) ¢i farmakologicky ptfidanim inhibitoru
Src kinazy dasatinibu (DAS) ziskdna rozsdhld data, kterd jsou nyni vefejné pfistupna
v databazi ArrayExpress pod kodem E-MTAB-6823 [116]. Pii vyvolani MAT pomoci indukce
exprese icaRhoA mélo 894 z 12030 gend signifikantn€é pozménénou hladinu exprese,

v piipad¢ indukce dasatinibem to pak bylo 996 genti z 12637.
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Analyza genové exprese odhalila, Ze pfi obou zpiisobech vyvolani MAT je zvySena
exprese 121 genti (Obrazek 18A; Ptiloha 5 — Tabulka P2) a snizena exprese 214 genu (Obrazek
18B; Ptiloha 5 — Tabulka P3). Pomoci enrichment analyzy téchto piekryvi (na GO Biological
Process kategorie) pak bylo zjisténo, ze geny se zvysSenou genovou expresi vykazuji silnou
asociaci s drahami odpovédi na interferon typu I (JAK/STAT dréhy) a geny se snizenou

genovou expresi vyrazng souvisi s regulaci bunééného cyklu (Obréazek 18).

A GO Biological Process
type | interferon signaling pathway

ica Rh0A+ cellular response to type | interferon
response to type | interferon
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se zvySenou expresf
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innate immune response

response to biotic stimulus

cellular response to cytokine stimulus
response to cytokine

immune effector process

DAS * defense response
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B GO Biological Process
DNA replication

ica RhOA + mitotic ce\f cyt-:Ie phase transition
mitotic cell cycle process

cell cycle phase transition

regulation of cell cycle phase transition

mitotic cell cycle

DNA repair

regulation of mitotic cell cycle

regulation of cell cycle process
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po MAT

cell cycle process

DNA metabolic process

chromosome organization

cell cycle

cellular response to DNA damage stimulus

regulation of cell cycle

DAS +

4 5 6
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Obrazek 18 | ORA analyza gent se zvySenou a sniZenou expresi po MAT v bunécné linii
HT1080

(A) Diagram poctu gend se zvySenou expresi v bunééné linii HT1080 podstupujici

-
o
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0

MAT (vlevo) a ORA analyza zapojeni téchto genii v riznych biologickych procesech
(vpravo). (B) Diagram poctu genti se snizenou expresi v bunécéné linit HT 1080 podstupujici
MAT (vlevo) a ORA analyza zapojeni téchto gen v riznych biologickych procesech
(vpravo). Oba seznamy genl jsou k dispozici v Pfiloze 5 (Tabulky P2 a P3). JelikoZz by
prekladem kategorii biologickych procesti z GO databaze mohlo dojit ke zkresleni dat, nejsou

tyto diagramy pielozeny do ceského jazyka.
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Aby byly vysledky komplexné&jsi, provedli jsme rovnéz proteomickou analyzu stejnych
vzorkli (ovSem z jinych biologickych opakovani) [116]. Ziskana data jsou k dispozici
v databazi PRIDE [123] pod kodem PXD010425. Proteomicka data ziskana z naSich modeli
MAT odhalila stejné trendy na urovni proteinti jako v pfipad¢ transkriptd, a potvrdila tak
analyzu provedenou na transkriptomickych datech. Pii vyvoldni MAT pomoci exprese
icaRhoA byla detekovana signifikantni zména v hladiné 410 proteinti z 4637 detekovanych,
pro indukci dasatinibem to pak cinilo 674 proteini z 5880 detekovanych. Oba zpisoby
vyvolani MAT zvySily v améboidni form¢ bunék HT1080 hladinu stejnych 24 proteint
a snizily hladinu 63 proteinti. Enrichment analyza téchto proteinovych piekryvi (opét GO
Biological Process kategorie) potvrdila v naSich datech nabohaceni proteinti asociovanych se
zanétlivou odpovédi na interferon typu I (proteiny se zvySenou expresi) a proteinil
souvisejicich s regulaci bunééného cyklu (proteiny se snizenou expresi) — viz Obrazek 19 na
nasledujici strané.

Pomoci metody RNA-seq byl rovnéz analyzovan nenadorovy model plasticity
individudlni bunécné invazivity, a to M2 makrofagy v fidkém (améboidni forma) a hustém
(mezenchymalni forma) kolagenu [124]. Tato data jsou vefejné pristupnd v databazi
ArrayExpress pod kddem E-MTAB-6643. Pomoci enrichment analyzy genu se signifikantné
zvySenou a snizenou expresi (tyto seznamy jsou soucasti publikace [117]) na GO Biological
Process kategorie bylo zjisténo, ze geny se zvySenou genovou expresi spadaji do kategorii
jako jsou organizace extracelularni matrix, buné¢na invazivita ¢i morfogeneze, tedy do jinych
kategorii nez geny v piipad¢ proteomické a transkriptomické analyzy MAT v nddorovych
buitkach HT1080). Naopak geny se signifikantné sniZenou genovou expresi vyrazné souvisely
s regulaci bunééného cyklu stejné jako v pripadé nadorového modelu (Obrazek 20 na strané
53). Vzhledem k témto shodujicim se vysledkiim byl stanoven piekryv genli se sniZenou
expresi jak v obou nadorovych modelech, tak v modelu vyuZzivajicim makrofagy (seznam
téchto celkem 73 genil je uveden v Ptiloze 5 — Tabulka P4). Ziskany seznam piekryvu geni
byl podroben enrichment analyze v GO Biological Process kategoriich a potvrdilo se, ze tyto
geny jsou nabohacen¢ v kategoriich tykajicich se DNA a regulace bunécného cyklu. Snizeni
exprese genll souvisejicich s bunéénym cyklem se tak zdd byt potenciondlnim univerzalnim
znakem souvisejicim s améboidni migraci (Obrazek 21 na strané 54)

V naslednych ovétovacich pokusech jsme se zaméfili hlavné na vyrazny znak
améboidni migrace nadorovych bunck, ktery se objevil v naSich datech — zvySenou
prozanétlivou odpovéd, jelikoz se miZe jednat o znak specificky pro nadorové bunky
(v porovnani s bilymi krvinkami).

Aby bylo mozZné ziskand transkriptomicka a proteomickd data ové&fit na vice
bunécnych liniich, a co nejvice tak odfiltrovat efekt specifity zmény genové exprese béhem
MAT pouze pro linit HT1080, byly pfipraveny stejné experimentalni systémy pro vyzkum
MAT zaloZené na dal§ich predominantné mezenchymalnich bunéénych liniich — BLM
(melanom) a MDA-MB-231 (prsni adenokarcinom). VSechny tyto linie byly schopné
podstupovat spolehlivé MAT [117] (viz Obrazek 22 na stran¢ 54).
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Obrazek 19 | ORA analyza proteini se zvySenou a sniZzenou expresi po MAT v bunééné
linii HT1080
(A) Diagram poctu proteinll se zvySenym zastoupenim v bunécné linii HT1080 podstupujici
MAT (vlevo) a ORA analyza zapojeni téchto proteini v riznych biologickych procesech
(vpravo). (B) Diagram poctu proteinli se snizenym zastoupenim v bunécné linii HT1080
podstupujici MAT (vlevo) a ORA analyza zapojeni téchto proteini v riiznych biologickych
procesech (vpravo). Oba seznamy genil jsou k dispozici v Supplementary materials —
,Differential expression analyses” k publikaci [116]. Jelikoz by piekladem kategorii
biologickych procesti z GO databaze mohlo dojit ke zkresleni dat, nejsou tyto diagramy

prelozeny do ¢eského jazyka.
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Obrazek 20 | ORA analyza protein se zvySenou a sniZzenou expresi v améboidni formé
M2 makrofagi

(A) ORA analyza zapojeni genll se zvySenou expresi v améboidni formé& makrofagl v riznych
biologickych procesech. (B) ORA analyza zapojeni genli se sniZenou expresi v améboidni
form¢é makrofagli v riznych biologickych procesech. Oba kompletni seznamy gent jsou
soucasti Supplementary File 1 v publikaci [117]. Jelikoz by piekladem kategorii biologickych
procesti z GO databdze mohlo dojit ke zkresleni dat, nejsou tyto diagramy pielozeny do

ceského jazyka.
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Obrazek 21 | ORA analyza prekryvu genii se sniZenou expresi v améboidni formé bunék
HT1080 a M2 makrofagt

Diagram poctu gent se sniZzenou expresi v bunécné linii HT1080 po indukci MAT pomoci

mitotic cell cycle process

cell division

mitotic cell cycle

regulation of cell cycle process

DAS + cell cycle process

cell cycle

22

0

exprese icaRhoA a pridani dasatinibu a zaroven se snizenou expresi v améboidni formé M2
makrofagl (vlevo) a ORA analyza zapojeni 49 gentl, které maji snizenou expresi ve vSech
ttech experimentalnich modelech v riznych biologickych procesech (vpravo). Seznamy
genového prekryvu vSech tif modeld je k dispozici v Ptiloze 5 (Tabulka P4). JelikoZ by
prekladem kategorii biologickych procesti z GO databaze mohlo dojit ke zkresleni dat, nejsou

tyto diagramy ptelozeny do ¢eského jazyka.

A ) BLM HTlOSD MDA-MB-231 B BLM HT1080 MDA-MB-231
icaRhoA icaRhoA

-dox
DMSO

+dox
DAS

Obrazek 22 | Bunécné modely vyuzité ke studiu MAT

(A) Reprezentativni morfologie bunécnych linii podstupujicich MAT inducibilni expresi
konstitutivné aktivniho RhoA (icaRhoA). (B) Reprezentativni morfologie bunécnych linii
podstupujicich MAT piidanim Src inhibitoru dasatinibu (DAS). Méfitko je v obou ¢éstech
obrazku 75 pm.

Ptevzato z [117].
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Pti zkoumani indukce vybranych interferon responzivnich gentit po MAT byla nejprve
ovefena odpoveéd vSech tfi bunéénych linii na IFNw (interferon typu I) a IFNy (interferon
typu II) v kratkodobém (6 hodin) a dlouhodobém (48 hodin) métitku. Z Obrazku 23A (strana
56) vyplyva, ze vSechny tifi bunécné linie si zachovaly schopnost indukce interferon
responzivnich gent, a jsou tudiZ vhodnym modelem pro analyzu téchto genti béhem MAT.
RT-qPCR analyza vzorkli bunéénych linii podstupujici MAT s indukei v riznych ¢asovych
intervalech (6, 12, 24 a 48 hodin) nasledn¢ ukazala, Ze interferon responzivni geny maji
zvysenou hladinu exprese ve vSech liniich pii indukci MAT dasatinibem. V pfipad¢ indukce
MAT pomoci icaRhoA byla zaznamenéna zvySena exprese vet§iho mnozstvi zkoumanych
gend pouze v bunécéné linii HT1080 (Obréazek 23B na nasledujici strang). Déle byla stejnym
zpusobem analyzovéna hladina vybranych cytokint (IL6, IL11 a IL24), jakozto molekul, které
jsou potencialné vyuZitelné pro komunikaci naddorovych bunék s buiikami okolnimi. Hladina
exprese vybranych cytokini byla zvySena ve vSech tfech bunéfnych liniich pii obou
zpuisobech indukce MAT (Obrazek 24A na strané 57). Dal§imi kandidatnimi molekulami byly
transkripéni faktory zrodiny C/EBP, které cCasto spoustéji prozanétlivé geny. Vybrané
transkrip¢ni faktory (CEBPB, CEBPG a CEBPD) vykazovaly podobny vzorec exprese jako
interferon responzivni geny (Obrazek 24A na strané 57). Analyza bunéCnych linii na
proteinové trovni pomoci imunoblotli pak potvrdila zvySenou hladinu proteinu C/EBPJ ve
vSech Sesti modelech po 48 hodinach od indukce MAT (Obrazek 24B na stran¢ 57).

Predposledni kategorii analyzovanych molekul byly dlouhé nekodujici RNA. Jak
IncRNA MALATI, tak NEAT1 vykazovaly po MAT zvySeni genové exprese (Obrazek 25A
na stran€ 58). Nasledné analyze role IncRNA MALATI se vénovala cela jedna publikace,
ktera je soucasti predkladané disertaéni prace (Piloha 3; [117])

Z gent se snizenou expresi po MAT byly pro naslednou analyzu exprese vybrany dva
— DIAPH3 a FOSL1. DIAPHS3 patii do rodiny formind, které stabilizuji mikrotubuly [62].
Protein Fra-1 (kodovany genem FOSLI1) patfi mezi skupinu proteinli rodiny Fos, ktera
spole¢n¢ se skupinou Jun, ATF a MAF patii do rodiny proteintt AP-1, které dimerizuji
avysledné AP-1 komplexy reguluji celou fadu bunéénych procesii (véetné bunécné
proliferace) [125]. U obou gent se potvrdilo sniZeni exprese i v casové rozliSenych vzorcich
ve vSech bunécnych liniich pfi obou zplsobech indukce MAT (Obrazek 25A na strané 58).
Tt1 vybrané proteiny z rodiny AP-1 byly dale analyzovany pomoci imunoblotli ve vzorcich
modelovych bunécnych linii pro MAT bez indukce MAT a s indukei pfechodu po dobu
48 hodin. Zatimco protein Fra-1 vykazoval sniZenou hladinu ve vSech modelech, proteiny
c-Jun a c-Fos mély snizenou troven exprese pouze ve vzorcich, kde bylo MAT vyvolano
dasatinibem. Pti indukci MAT pomoci exprese icaRhoA byly vysledky specifické pro danou

bunécnou linii (Obrazek 25B na strané 58).
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Obrazek 23| RT-qPCR analyza odpovédi pouzitych bunécénych linii na

interferonem a droven exprese geni interferon responzivnich v pribéhu MAT

indukei

(A) Analyza genové exprese vybranych interferon responzivnich genii na indukci IFN.

Bunééné linie byly indukovany IFNw (interferon typu 1) a IFNy (interferon typu II) po dobu

6 nebo 48 hodin. Zobrazené vysledky reprezentuji jedno biologické opakovani. Kazdy vzorek

byl analyzovan v technickém kvadruplikatu a body reprezentuji primér + SE. (B) Heatmapy

znazornuji troven genové exprese vybranych interferon responzivnich gent v modelovych

liniich, ve kterych byl indukovan MAT po rtizné dlouhou dobu v porovnani s kontrolnim

neindukovanym vzorkem (nezobrazen). Prezentované vysledky jsou primérnymi hodnotami

ze tfech nezavislych biologickych opakovani.
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Obrazek 24 | Buiiky podstupujici MAT vykazuji zvySenou expresi prozanétlivych
cytokinii a transkrip¢nich faktori z rodiny CEBP

(A) Heatmapy znazoriuji Groven genové exprese vybranych cytokinti a transkripénich faktora
z rodiny CEBP v modelovych liniich, ve kterych byl indukovan MAT po rizné dlouhou dobu
v porovnani s kontrolnim neindukovanym vzorkem (nezobrazen). Prezentované vysledky jsou
primérnymi hodnotami ze tfech nezavislych biologickych opakovani. (B) Reprezentativni
imunobloty bunéénych linii modelujicich MAT zobrazuji zvySenou expresi dlouhé (LAP)
i1 kratké (LIP) formy proteinu C/EBPB ve vSech modelech podstupujicich MAT. Vybrané
imunobloty jsou reprezentativni ukdzkou ze tii nezavislych biologickych opakovani. DAS =
dasatinib; dox = doxycyklin; ,,-“ = neindukovany vzorek; ,,+* = indukce MAT po dobu 48
hodin.
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Obrazek 25

Buiiky podstupujici MAT vykazuji zvySenou expresi nékterych dlouhych
nekodujicich RNA a sniZzenou expresi DIAPH3 a ¢lenii AP-1 rodiny transkripénich
faktori

(A) Heatmapy znéazornuji uUrovenn genové exprese dlouhé nekddujici RNA MALATI
a NEAT]1, genu pro DIAPH3 a FOSL1 v modelovych liniich, ve kterych byl indukovan MAT
po ruzné dlouhou dobu v porovndni s kontrolnim neindukovanym vzorkem (nezobrazen).
Prezentované vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tfech nezavislych biologickych
opakovani. (B) Reprezentativni imunobloty tfi zastupctl z rodiny transkripénich faktor AP-1
(Fra-1, c-Jun, c-Fos) v bunétnych linii modelujicich MAT. Vybrané¢ imunobloty jsou
reprezentativni ukdzkou ze tfi nezavislych biologickych opakovani. DAS = dasatinib; dox =

doxycyklin; ,,-* = neindukovany vzorek; ,,+ = indukce MAT po dobu 48 hodin.

4.2.3. Korelace bunééné morfologie ve 3D prostiedi a hladiny MALAT1
Pti vyzkumu role dlouhé nekddujici RNA MALAT1 pii MAT/AMT bylo

analyzovéno, zda existuje korelace mezi hladinou MALAT1 a bunéénou morfologii. Pro tento
ucel bylo pouzito 9 dostupnych bunécnych linii. A€ se v ziskaném korela¢nim grafu vyskytla
jista zavislost (vyssi hladina MALATI u vice améboidnich bunék), nebyl vysledek statisticky
signifikantni (Obrazek 26 na nasledujici stran¢).
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Obrazek 26 | Korelace bunééné morfologie a hladiny MALAT1 v bunéénych liniich

(A) Kvantifikace bunééné morfologie vybranych bunéénych linii ve 3D kolagenové matrix.
Bunééné linie jsou sefazeny od nejvice améboidnich po nejvice mezenchymalni. Data jsou
prezentovéana jako primér + SEM. (B) Reprezentativni obrazky morfologie analyzovanych
bunécnych linii. Méfitko reprezentuje 75 pum. (C) Korelace bunééné morfologie a expresni
hladiny IncRNA MALATI. Data jsou prezentovana jako prumér £ SEM. Prezentované

vysledky jsou primérnymi hodnotami ze tiech az Sesti nezavislych biologickych opakovani.

4.2.4. Potencialni modely studia AMT

vvvvvv

ruznych inhibitord, u nichz bylo diivodné podezieni, ze by mohly vyvolavat AMT. K testovani
byla vyuzita silné améboidni bunéénd linie A375m2. Inhibitory ROCK ptekvapiveé
k vyraznému AMT v naSich experimentalnich podminkéch nevedly (a¢ jsou pro tyto ucely
nékterymi vyzkumnymi skupinami bézné pouZivany), stejné tak inhibitor IKK (soucast
komplexu NF-kB) ¢i JNK kindzy nemély zasadni efekt. Velice vyrazného AMT se vSak
podafilo dosdhnout s vyuzitim inhibitorti kindzy p38. Tento efekt je v soucasné dob¢ dale
analyzovan v Laboratofi invazivity nddorovych bunék. VySe uvedena data ziskana na linii
A375m2 s vyuzitim rGznych inhibitorti jsou vizualizovana na Obrazku 27 na nasledujici
stran€.

59



Ag i

80
60

40 4

Bunécéna morfologie (%)

20 +

o
L

100 A

80

60

40

Bunécna morfologie (%)

20 +

C gl

80

60 1

Bunééna morfologie (%)

. amoeboidni D mezenchymalni

Inhibitory ROCK
GSK429286 (10uM)  Y-27632 (10 uM)

/5 T <O /,t. o

Inhibitor IKK Inhibitor JNK
DMSO PS-1145 (10 uM) SP600125 (5 uM)

-

Inhibitory p38
DMSO BIRB796 (10uM) SB202191 (10uM)

Obrazek 27| Inhibitory potencialné vyvolavajici AMT u predominantné améboidni

bunééné linie A375m2

Kvantifikace bunécné morfologie bunééné linie A375m2 s inhibitory testovanymi pro

vyvolani AMT (leva Cast obrazkil) a reprezentativni morfologie ptisluSnych vzorki (prava ¢ast
obrazki). (A) Inhibitory ROCK. (B) Inhibitory kinaz IKK a JNK. (C) Inhibitory kindzy p38.
Data jsou prezentovana jako prumér = SD. Data byla hodnocena testem jednocestna ANOVA.

*p <0,05; ** p<0,01. Prezentované vysledky jsou primérnymi hodnotami ze dvou az tiech

nezavislych biologickych opakovani. Méfitko reprezentuje 75 pm.
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5. Diskuze

Nadorové bunky vyuzivaji pro svou migraci nejriiznéj$i strategie, mezi kterymi
dokazou dle aktudlnich podminek prosttedi ptfepinat. To vyrazn¢ znesnadiiuje vyvoj
migrastatické 1€¢by [5]. Pro rtizné mody migrace existuji urCité markery, které je pomahaji
rozpoznavat, ovsem nejsou vzdy plné univerzalni, protoze fada z nich je specificka jen pro
urc¢ité bunécné typy nebo ma i fadu fyziologickych funkci. Proto se fada laboratofi snazi stale
odhalit specifick¢é markery danych moédi nddorové invazivity [126]. Laboratof invazivity
nadorovych buné€k, ve které byla predkladana disertacni prace vypracovana, se zabyva
primarné dvéma mddy individualni invazivity (mezenchymalnim a améboidnim) a ptechody
mezi nimi (AMT — améboidné-mezenchymalni ptechod; MAT — mezenchymalné-améboidni
pfechod). V téchto pfechodech hraje tlohu celd fada faktorti — napt. slozeni a architektura
extracelularni matrix, aktivni bunécné signalizacni drahy, schopnost bunék stépit ECM apod.
[10]. Z tohoto dlivodu je tfeba na problematiku invazivnich moda nahlizet komplexné.

Velkou vyzvou v nasem oboru je potieba analyzovat buiiky ve 3D prostiedi, protoze
praveé v ném se nadorové buiiky pii metastatickém Sifeni pohybuji v téle. Zaklady oboru byly
vybudovany vyzkumem mechanismi migrace nddorovych bun€k ve 2D prostiedi, ale
v soucasné dob¢ je vyvijeno nemalé Usili ustanovit co nejvice modeld invaze ve 3D, protoze
se ukazuje, ze ac jsou klicové drahy pro dany typ invaze aktivni i ve 2D prostfedi, bunky ve
3D vytvéafeji napt. jiné invazivni struktury (lamellipodia jsou napiiklad typickd pro
mezenchymalni migraci ve 2D, ale ve 3D mezenchymalni buniky vytvareji tzv. pseudopodia
(viz Obrazek 13 na strané 27) a invadopodia). 3D prostiedi mezibunééné hmoty je rovnéz
vyrazné ,,m&k¢i nez tuhé plastové dno Petriho misky ¢i sklicko vyuzivané v klasickém 2D
vyzkumu [13]. Navic bylo prok4zano, Ze migrace ve 3D je daleko podobnéjsi migraci v 1D
prostfedi (napt. podél kolagenového vldkna) nez velmi dobie popsané migraci ve 2D [9].
Népadny rozdil v morfologii nékterych bunéénych linii v rdmci 2D (Petriho miska) a 3D
prostiedi (kolagenova matrix) je zachycen na Obrazku 17 na stran¢ 49. JelikozZ se invazivni
plasticita pIn¢ manifestuje pravé ve trojrozmérném prostiedi, t¢éméf vSechny pokusy a analyzy
jsme provadeéli na vzorcich ve 3D prostiedi.

Na tomto misté je vSak tfeba zdlraznit, ze a¢ se vyuzitim kolagenové matrix
piiblizujeme situaci in vivo v porovnani s analyzou ve 2D prostiedi, stile se jedna
o zjednoduSeny model ECM, protoze mezibunéna hmota sestdvd mimo kolagenu také
zmnoha dalSich dualezitych komponent (proteoglykany, fibronektin, laminin, faktory
sekretované okolnimi bunikami apod.) [13]. NaSe experimentdlni kolagenova matrix je
zaloZena na kolagenu I, jakozto v lidském téle nejvice zastoupeném typu kolagenu [127].

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole ,,4. Metody a vysledky®, projekt, v jehoZ ramci
predkladana disertacni prace vznikala, byl spole¢nou praci hned nékolika pracovniki.
Spolecnym zamérem bylo vytvotit experimentalni modely MAT/AMT a nasledn¢ analyzovat
buniky podstupujici tyto pfechody na transkriptomické a proteomické urovni, coz vytvoftilo
jakousi zékladnu pro navazujici praci. Nasledné jsme na zéklad¢ ,,omickych® piistupt

vytipovali a predbéZné rozpracovali mozné zasadni oblasti typické pro MAT/AMT. Autor této
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diserta¢ni prace se v radmci svého navazujiciho hlavniho projektu zaméfil na tlohu dlouhé
nekddujici RNA MALATI v plasticité invazivity nadorovych bunék. Struktura diskuse
disertaéni prace tedy bude toto schéma kopirovat. Nejprve budou diskutovany pouzité
experimentalni modely, nésledn¢ vysledky transkriptomické a proteomické analyzy spolecné
s jejich ovéfenim pomoci RT-qPCR a imunoblotti a ve findle budou shrnuty a diskutovany

vysledky ziskané pii analyze role IncRNA MALAT v plasticité¢ invazivity nadorovych bunék.

5.1. Experimentalni modely vyuzité pro analyzu MAT

Pro vyvolani MAT v nadorovych bunéénych liniich jsme vyuzili dva pfistupy —
genetickou modifikaci, pomoci niz byl do bun¢k vnesen konstrukt obsahujici doxycyklinem
indukovatelné konstitutivné aktivni RhoA (icaRhoA), ¢i farmakologické oplisobeni bunck
dasatinibem (DAS).

Draha RhoA/ROCK je zdsadni pro améboidni invazivitu a bylo ukdzano, ze exprese
konstitutivné aktivniho RhoA (RhoA%!*Y) vede k MAT jak v glioblastomové bunééné linii,
tak ve fibrosarkomové linii HT1080 [128,129]. Nami vytvoiend bunéénd linie HT1080
vykazovala po indukci doxycyklinem expresi proteinu, ktery byl detekovatelny protilatkou
proti RhoA a svou velikosti odpovidal fuzi RhoA s GFP a rovnéz tato linie podstupovala
efektivni MAT ([116] — Fig. 2a-d).

Pro tvorbu fokalnich adhezi, které jsou typickym znakem mezenchymalni invazivity,
je dulezitd kinaza Src. Po inhibici Src pomoci inhibitoru dasatinibu byl pozorovan napadny
mezenchymalné-améboidni prechod v bunééné linii A375 [56]. V ramci pfipravy modelu
MAT vyuzivajiciho inhibitor kindzy Src jsme testovali n¢kolik riznych latek (dasatinib,
saracatinib a UM-164), ovSem dasatinib (DAS) v koncentraci 1 pM se ukdzal jako
nejpotentnéjsi induktor MAT ([116] — Fig. 2a-c; Suppl. Fig. ,,Src inhibitor comparison®).
Rozdilna schopnost rGznych inhibitori vyvoldvat MAT muze byt dana jejich odlisSnym
mechanismem Uc¢inku na strukturu a lokalizaci kindzy Src [130]. Aktivace RhoA v buinikach
indukovanych dasatinibem byla ovéfovana pomoci pull-downu aktivniho RhoA pomoci GST-
Rhotekin 1 Rho vazajici domény (RBD). Zajimavym zjiSténim bylo, Ze celkova hladina RhoA
po pridani dasatinibu ke vzorkim bunck klesla, ovSem frakce aktivniho RhoA byla
signifikantné vyssi v buiikach, které podstoupily MAT ([116] — Fig. 2d).

Oba zpusoby indukce MAT se ukazaly byt velice efektivni ([116] — Fig. 2¢) a zaroven
byla takto navozend améboidni migrace neovlivnéna protedzovym inhibitorem GM6001
([116] — Fig. 3), coz opét poukazuje na to, ze bunky skute¢né¢ podstoupily plnohodnotny
pfechod na améboidni invazivitu, jelikoZz ta je na Sté€peni extraceluldrni matrix nezavisla [25].
Jelikoz je buné¢nd morfologie zahrnujici zakulaceni a tvorbu va¢kovych struktur na povrchu
bunky typicka i pro proces programované bunécné smrti (apoptdzy) [131], byla provedena
analyza aktivace kaspazy 3, aby bylo moZné jasné demonstrovat, Ze se v naSem modelu
nejednd o apoptozu, ale opravdovou améboidni morfologii. Neaktivni forma kaspéazy 3 byla
snadno detekovana ve vSech vzorcich, aktivni forma byla detekovdna ve velice malém

mnoZzstvi na hrané detekce jak v kontrolnich bunikéch, tak v bunkach podstupujicich MAT
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([116] — Fig. 2e). Aby bylo mozné dokazat, ze kulaté améboidni buiiky v kolagenu opravdu
migruji byla natacena ¢asosbérna videa jejich pohybu ([116] — Movie 1-3). Na téchto videich
je zachyceno nejen to, ze buiiky se v kolagenu pohybuji, ale rovnéz je mozné pozorovat i jejich
déleni.

V ramci rozsifeni analyzy plasticity invazivity nadorovych bun¢k podstupujicich MAT
byly vyuzity modely odvozené od dalsich bunécnych linii (BLM a MDA-MB-231) vyuzivajici
stejné metody vyvolani MAT jako v pfipadé¢ bunééné linie HT1080. VSechny tyto Ctyfi
dopliikové modely vykazovaly stejn¢ jako v piipadé bunécéné linie HT1080 signifikantni
tranzici po indukci MAT ([117] — Fig. 2A-D).

Leukocyty v zivych tkanich migruji za pomoci améboidniho typu migrace. Na rozdil
od rakovinnych bunék nejsou obvykle schopné prechodu na mezenchymalni mod migrace
[132]. Vyjimku ovSem tvoii M2 makrofagy. Makrofagy mohou diferencovat ve dva typy —
M1 makrofagy (inhibuji bunécnou proliferaci, zptisobuji zanét a poSkozeni tkédn¢) a M2
makrofagy (podporuji bunécnou proliferaci, potlacuji zanét a podporuji opravu tkédni) [133].
Zminéné M2 makrofagy vykazovaly v experimentech v kolagenové matrix migracni plasticitu
v zavislosti na koncentraci pouzitého kolagenu. V fidkém kolagenu (2 mg/ml) vyuzivaly tyto
buitky améboidni zplsob invazivity, v hustém kolagenu (5,1 mg/ml) pak invazivitu
mezenchymalni [127]. Pro nas projekt byl tento systém velice zajimavy, protoze predstavuje
invazivni plasticitu nenadorovych bunék, u kterych je mozné MAT/AMT vyvolat bez
genetické modifikace ¢i farmakologického zdsahu. Proto jsme tento systém vyuzili v nasich
experimentech. Ve spolupréci s klinickou laboratofi jsme ziskali tfi nezavislé vzorky lidskych
priméarnich M2 makrofagt, které jsme umistili do fidkého (1,7 mg/ml) a hustého (4,8 mg/ml)
kolagenu. Ve shod¢ s praci Van Goethem et al. vykazovaly makrofagy v fidkém kolagenu
funk¢ni améboidni invazivitu a v hustém kolagenu pak funkéni mezenchymalni invazivitu.
Tento model byl podroben transkriptomické analyze metodou RNA-seq stejné jako modely
MAT odvozené od bunécné linie HT 1080 (viz dale) [124].

5.2. Analyza modeli MAT

5.2.1. Transkriptomicka a proteomicka analyza bunék podstupujicich MAT

V soucasné dobé jsou diky rozvoji sekvenacnich technik k dispozici rozsahlé
genomicke, transkriptomicke, proteomicke, epigenetické a dalsi datasety, ve kterych je mozné
hledat bioinformatickymi nastroji obecné vzorce v bunééné expresi. Mezi velice zajimavé
nastroje v tomto ohledu patii napt. GEPIA. V tomto webovém rozhrani je mozné velice rychle
ovétit napt. korelaci dvou gentl ¢i zobrazit expresni profil daného genu v riznych rakovinnych
typech [134]. V oboru plasticity invazivity nadorovych bunék ve 3D prostiedi je vSak pocet
podobnych datasetli znacné omezen. Podafilo se ndm najit pouze dva transkriptomickeé
datasety zabyvajici se pfimo pfechody mezi améboidnim a mezenchymélnim invazivnim
mdédem. Prvnim znich je transkripéni profilovdni pomoci expresnich mikroc¢ipt
u melanomové bunééné linie A375m2, kterd podstupuje AMT pomoci inhibitord kinazy

ROCK, které je provedeno na vzorcich buné€k na tlusté vrstvé kolagenu [135]. Druhd prace
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pak zkouma expresni profil melanomové bunécné linie Hs294T podstupujici MAT s vyuzitim
Ilomastatu, aktivatoru RhoA Calpeptinu ¢i overexprese proteinu EphA2 ovSem nikoli ve 3D
prostiedi [136]. Vzhledem k nedostatku vhodnych datasetl ze 3D prostiedi, jsme se rozhodli
pro vlastni transkriptomickou a proteomickou analyzu bunék podstupujicich MAT
(experimentalni systém byl popsan v ptedchozi podkapitole) — konkrétné jsme takto
analyzovali bunécnou linii HT1080, kde byl MAT indukovan pomoci icaRhoA ¢i dasatinibu
a ve vzorcich M2 makrofagii v rizné hustych kolagenovych matricich.

Aby bylo mozné odfiltrovat co nejvice vysledkd, které jsou specifické pro dany typ
vyvolani MAT, z dat ziskanych na bunécné liniit HT1080 podstupujici MAT byly ureny
piekryvy genti se zvySenou (121 gent) a snizenou (214) expresi pro oba zpiisoby vyvolani
MAT (icaRhoA a DAS). Geny se zvySenou expresi byly silné asociovany s interferonovou
signalizaci typu I (tedy kanonickou drahou JAK/STAT) a geny se snizenou expresi s regulaci
bunééného cyklu (Obrazek 18 na strané¢ 50). Stejny vzorec se pak projevil 1 v analyze
proteomickych dat stejného modelu MAT (Obrazek 19 na strané 52). Pfi analyze
transkriptomickych dat modelu vyuzivajiciho M2 makrofagy v rizné€ hustém kolagenu se pak
rovnéz projevilo zapojeni gend se snizenou genovou expresi v regulaci bunééného cyklu,
ovSem nebylo zde detekovano vyznamné nabohaceni zapojeni gend se zvySenou expresi
v interferonové signalizaci (Obrazek 20 na strané 53).

Ac se v pripadé M2 makrofagii nejedna o model invazivity nadorovych bunék, analyza
jejich AMT/MAT je velice cenna zhlediska hledani klicovych molekul zapojenych
v invazivnich pfechodech v Sirokém spektru bunéénych typi. Je tieba mit stale na paméti, ze
nadorové bunky nevytvareji zadné nové invazivni programy, ale vyuzivaji programy, které jiz
vznikly velmi davno v evoluci, a jsou tak v genomu kodovany [137]. Invazivni médy jiz
dlouho nejsou chapany jako pevné dané kategorické programy, ale spise jako urcité spektrum
znakd, jejichz kombinaci migrujici buniky voli pro optimélni pohyb v reakci na aktualni
podminky prostiedi [41]. Je tudiZ nanejvys Zadouci pokusit se najit takovou kombinaci, ktera
je typickéd pro migraci nadorovych bunék, ale zaroven neposkodi migracni potencial télnich
bunék pacienta (napf. migraci bilych krvinek, ktera je klicovd pro obranyschopnost
organismu). Z tohoto pohledu je zvySeni exprese genli odpovidajicich na prozéanétlivou
odpovéd’ na interferon v rakovinné bunécné linii HT1080 po MAT, ale nikoli v améboidnich
M2 makrofazich, dilezity vysledek, protoze by to mohl byt jeden z kliCovych znakt
améboidni invazivity nddorovych bunék. Jedna se vSak stale jen o pracovni hypotézu, protoze
na presvédCivy zavér by bylo tfeba analyzovat celé spektrum rakovinnych bunék a rovnéz

améboidné migrujicich bilych krvinek.

5.2.2. Ovéreni vybranych cilii se zvySenou expresi v améboidnich burnkach
identifikovanych ,,omickymi* pristupy

Velmi vyraznym vysledkem ,,omickych* pokust bylo zvySeni exprese gent odpoveédi
na interferonovou signalizaci. Interferony (IFN) patii mezi cytokiny a byly poprvé objeveny

diky své uloze v antivirové odpovédi imunitniho systému. Rodina interferonti je délena na tfi
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skupiny — typ I (IFNa, IFN, IFNg, IFNk, IFNw), typ II (IFNy) a typ III (IFNA:-3) [138].
Kanonicky zplsob signalizace odpovédi na interferony typu I zahrnuje aktivaci drédhy
JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) prostfednictvim
ptislusného cytokinového receptoru. Receptorem aktivované receptorové tyrozinkinazy JAK1
nebo TYK2 fosforyluji cytoplazmatické transkripéni faktory STAT1, STAT2 ¢i STATS3, které
dimerizuji a translokuji do jadra, kde spoustéji transkripci pfislusSnych IFN responzivnich
genl. Typ vysledné odpovédi je dan konkrétnimi proteiny z rodiny STAT, které¢ dimerizuji.
Pti tvorbé heterodimeru STAT1-STAT2 dochazi ke spusténi antivirové odpovédi, pokud je
vytvoifen homodimer STATI-STATI, je spusténa zanétliva odpovéd’ a pokud je vytvoren
homodimer STAT3-STAT3, jsou nepfimym mechanismem aktivovany dréahy tlumici
zanétlivou odpoved’ [139].

Pro ovérfeni zvySeni exprese genl interferonové odpovédi po MAT bylo vybrano
celkem Sest genti, které se objevily v transkriptomickych datech — C3, NNMT, IFI6, ISG15,
OASI a STATI (,,JFN responzivni geny*). C3 (Complement component 3) je protein, ktery
hraje kli¢ovou ulohu ve formovani komplementového systému, ktery je soucasti imunitni
odpovédi na bakteridlni infekci [140]. NNMT (Nicotinamide N-Methyltransferase) je enzym
zasadni v regulaci metabolickych drah. Byla prokazana jeho zvySend exprese v reakci na
prozanétlivou stimulaci, kdy plsobi nejspiSe jako ochranny kompenzacni mechanismus
snizujici poskozeni tkan¢ [141]. IF16 (Interferon alpha-inducible protein 6) funguje jako anti-
apoptoticky faktor a rovnéz byla popsana jeho role v protivirové odpoveédi [142]. ISG15
(Interferon Stimulated Gene 15) pisobi jako extracelularni cytokin, ale i jako intracelularni
modifikace proteinil, protoze podobné jako ubiquitin miize byt konjugovan s nejriiznéjSimi
proteiny (pak hovofime o tzv. isgylaci) [143]. OASI (2'-5'-Oligoadenylate Synthetase 1)
funguje jako senzor virové pfitomnosti v buiice — po navazani na dvojvlaknovou RNA viru,
aktivuje RNazu L, kterd degraduje virovou nukleovou kyselinu [144]. STATI (Signal
Transducer and Activator of Transcription 1) je aktivovan proteinem JAK a nasledné
dimerizuje a spousti transkripci interferon responzivnich genti [145].

Jelikoz bylo ovérovani omickych vysledkll provadéno na rozsifeném vzorku modeli
MAT (icaRhoA a DAS v liniich BLM, HT1080 a MDA-MB-231), byla nejprve ovéfena
schopnost vSech bunéénych linii odpovidat na interferony ze skupiny I (pouzit [FNw) a II
(IFNy) (Obrazek 23 A na strané 56). Nasledné byl analyzovan expresni profil vybranych IFN
responzivnich gend v ¢asové rozliSenych vzorcich bunéénych linii podstupujicich MAT.
Zatimco vSechny modely, kde bylo indukovano MAT dasatinibem vykazovaly zvySenou
expresi IFN responzivnich gent, v pfipadé¢ indukce MAT pomoci icaRhoA byly tyto geny
indukovany ve vétSsim mnozstvi pouze v linii HT1080 (Obrazek 23B na strané 56). Tento
rozdilny efekt by mohl byt zplisoben antagonismem STAT1 a STAT3 proteinu [146]. Bylo
popséano, ze dasatinib aktivuje STAT1 (prostiednictvim fosforylace drdhou MAP/ERK)
a zaroven snizuje fosforylaci (tedy aktivitu) STAT3 [147]. To by mohlo vysvétlovat, pro€ je
v odpovédi na dasatinib tak silné spusSténa exprese genl odpovidajicich na STAT1 oproti

indukci MAT pomoci exprese icaRhoA.

65



Jelikoz se aktivace drahy JAK/STATI1 behem MAT ukazala byt spiSe specifickéd pro
urcité bunécné linie, hledali jsme dal$i zmény ve zvySené transkripci, které by vSak byly patrné
ve vSech modelech MAT. Protoze byl prokazan vliv sekretovanych faktorti v améboidni
invazivit¢ [135], zaméfili jsme se na pritomnost prozanétlivych cytokinli v naSich
transkriptomickych datech a odhalili zvySenou hladinu prozanétlivych cytokina IL6, IL11
a [L24 po MAT. Tyto cytokiny bylo rovnéz identifikovany protemickym pfistupem v bunécné
linii HT1080 po indukci MAT dasatinibem. RT-qPCR analyza ukdzala, ze vSechny tfi
cytokiny mély po MAT ve vSech systémech zvySenou genovou expresi (Obrazek 24A na
stran¢ 57). VSechny tii analyzované cytokiny byly spojeny s roli v zanétlivé odpovedi [148—
150]. U IL24 byla dokonce prokazana piima spojitost s hladinou RhoA, jelikoz po inhibici
RhoA C3 transferdzou byla rovnéz vyrazné snizena exprese 1L24 na Grovni proteinu i mRNA
[151].

Faktory z rodiny C/EBP se vazi do promotori prozanétlivych cytokint ve spolupraci
s drahou NF-«xB ¢i faktory rodiny AP-1 a aktivuji transkripci genii zapojenych v zanétlivé
odpovédi. Faktory C/EBPB a C/EBPS se napt. vazou do promotoru IL6 a ve spolupraci
s NF-kB pln¢ aktivuji jeho transkripci [ 149,152]. C/EBPy vykazuje naopak funkci negativniho
regulatoru aktivace genii pomoci C/EBP faktorti, diky ¢emuz hraje zasadni roli v modulaci
aktivity C/EBP transkripcnich faktorti [153]. RT-qPCR analyza odhalila zvySeni exprese
CEBPB ve vsech modelech MAT (Obrazek 24A na stran€ 57). Zvyseni hladiny C/EBPf bylo
rovnéz prokdzano na proteinové urovni s vyjimkou bunécné linie BLM icaRhoA, kde byl
signal velice slaby, a vysledek tak nebyl jednoznaény (Obrazek 24B na strané 57). Urovei
exprese CEBPD a CEBPG jiz tak jednoznacna nebyla a liSila se dle konkrétni linie a/Ci
zpusobu vyvolani MAT (Obrazek 24A na stran¢ 57), pficemz expresni profil CEBPD byl
podobny expresnimu profilu IFN responzivnich genti (Obrazek 23B na stran¢ 56).

Vysledky naznacuji, Ze v améboidnich burikach je pozménéna exprese genll souvisejici
se zanétlivou odpovédi. Tato prozanétliva signalizace v améboidnich bunikach je aktualné
predmétem analyzy jednoho z projekti vypracovavanych v Laboratofi invazivity nddorovych
bunék.

5.2.3. Ovéfeni vybranych cili se sniZenou expresi v améboidnich bunikach
identifikovanych ,,omickymi* pfristupy

Ve vSech analyzovanych datasetech (vcetné M2 makrofagll) byla zaznamenana
snizena exprese genll a sniZzend hladina proteinii zapojenych v regulaci bunéného cyklu.
Vzhledem k pfitomnosti této zmény u velice riznorodych dataseti se zda, ze by tento znak
mohl byt velice silné spjat s améboidnim mddem invazivity, ktery neni typicky pouze pro
nadorové buiky. Jak v transkriptomickych, tak proteomickych datech se mezi geny se
sniZzenou expresi objevil ¢len rodiny AP-1 (Activator Protein 1) — gen FOSL1, ktery koduje
protein Fra-1 [116]. Snizeni exprese genu FOSL1 v améboidnich buiikach bylo z RT-qPCR
analyzy jasné patrné a tento vysledek byl ovéfen i pomoci imunoblotli (Obrazek 25 na strané

58). Je tedy velice pravdépodobné, ze protein Fra-1 je zapojen do sniZeni proliferace
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améboidnich bun¢k. Tento nas predpoklad je ve shod¢€ s daty jinych skupiny, které popsaly,
ze zvySena hladina Fra-1 vyrazné zvySovala proliferaci v bunécné liniit MDA-MB-231 [154]
¢i melanomovych liniich [155]. Ve vzorcich, kdy bylo MAT vyvolano dasatinibem bylo
rovnéz imunoblotem detekovano sniZeni exprese dalSich ¢lentt AP-1 rodiny — c-FOS a c-JUN
(Obrazek 25B na strané 58). Snizena exprese genu c-JUN byla rovnéz detekovana metodou
RNA-seq v bunééné linii HT1080 po MAT [116].

Jak jiz bylo popsano v teoretickém tivodu, limitujicim faktorem pro améboidni migraci
skrze pory ECM je velikost jadra, kter¢ je relativné rigidni. Ukazalo se vSak, ze n¢které bunky
jsou schopné tuto rigiditu snizit, a uCinit tak své jadro vice deformovatelné [38]. Snizenim
rigidity jaderného obalu se vSak zvySuje pravdépodobnost prasknuti jaderného obalu
a poskozeni DNA [156]. Proto se nabizi vysvétleni, ze v améboidnich buiikach je bunécny
cyklus pozastaven nebo zpomalen, aby se pii rychlém protlacovani skrze péry v ECM
minimalizovala pravdépodobnost smrti buiiky v disledku naruSeni procesu mitdzy.

Zajimavym propojenim detekované zvySené hladiny C/EBPB a sniZzeni bunécéné
proliferace améboidnich bun¢k je ¢lanek z roku 2007, kdy autofi popisuji, ze C/EBPp je
schopno snizovat buné¢nou proliferaci prosttednictvim represe cilovych geni proteini E2F
[157]. S naSimi pozorovanimi rovnéZ koreluji vysledky prace, ve které autofi vyuzivali rizné
tuhou invazivni matrici, aby vyvolali AMT. B¢hem pokusi zaznamenali, Ze bunky
s améboidni morfologii vykazovaly vyrazné nizsi proliferaci [47].

V ramci gentl se snizenou expresi byl analyzovan rovnéz gen DIAPH3. Tento protein
patii mezi forminy, které podporuji polymeraci aktinu a dynamiku mikrotubult. Pfi snizeni
jeho exprese v bunééné linii rakoviny prsu HMEC bylo pozorovano zakulaceni bun¢k a tvorba
membranovych blebt, tedy znaky typické pro améboidni invazivitu [62]. Hladina exprese
genu pro tento protein byla po MAT rovnéz sniZzena ve vétSin€ pouzitych experimentalnich
systémi (Obrazek 25A na strané€ 58).

5.3. Uloha dlouhé nekédujici RNA MALATI1 v plasticité invazivity
nadorovych bunék

V ramci treti publikace, kterd tvoii predkladanou disertaéni praci [117] (Pfiloha 3),
bylo nejprve provedeno srovnani vSech dostupnych transkriptomickych datasetd, které se
zabyvaly MAT/AMT ve 3D prostfedi. Mnozstvi vhodnych dat k analyze vSak nebylo pftilis
velké — k naSim dvéma datasetim ziskanym z bunétné linie HT1080 a M2 makrofagh
[116,124] byla ptidana data z transkripcniho profilovani pomoci expresnich mikro€ipti ziskané
analyzou melanomové bunécéné linie A375m2, kterd podstupuje AMT pomoci inhibitort
kindzy ROCK (,,ROCKi*), které bylo provedeno na vzorcich bunék na tlusté vrstvé kolagenu
[135]. Celkem tedy byla porovnavana data ze tfi velice rozliSnych bunéénych typi (M2
makrofagy, melanomova linie A375m2 a fibrosarkomova linie HT1080) a ¢tyt rozdilnych
zpusobti vyvolani pfechodu mezi mezenchymalnim a améboidnim invazivnim modem (rizné
husty kolagen, inhibitory ROCK, indukce icaRhoA, dasatinib). Bylo velice piekvapive, ze

i pfes znacnou rdznorodost porovnavanych vzorkii byl objeven piekryv tifi geni, jejichz
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exprese byla signifikantné zvySena v améboidni formé vSech bunék — dlouhé nekddujici RNA
MALATI1 a NEATI a gen pro protein CEMIP. Zda se tedy, ze tyto geny jsou pevné spjaty
s améboidni migraci.

CEMIP (Cell Migration Inducing Protein) je protein, ktery je indukovan hypoxii a tato
zvysena exprese vede k posileni bunécné invazivity [158]. Zajimavé je, Ze 1 uroven exprese
MALATI je zvysena pfi vystaveni bun¢k hypoxii [159], pficemz hypoxické podminky jsou
schopné vyvolat indukci améboidniho fenotypu [68]. Uloha proteinu CEMIP viak nebyla déle
analyzovdna a bude nejspiSe predmétem navazujicich projekti v Laboratofi invazivity
nadorovych bunék. Naopak jsme se v aktualnim projektu zaméfili na identifikované dlouhé
nekodujici RNA MALATI1 a NEATI, které vykazovaly v améboidni form¢ bunék zvySenou
expresi. V minulosti bylo prokézano, ze genova exprese IncRNA MALATI a NEAT1 dobfte
koreluje a ze tyto dlouhé nekodujici RNA dokonce v nékterych ptipadech interaguji se
stejnymi geny. Tato spolecnd interakce vSak neni totoznd, protoZze se vazou do jinych mist
genu. Maji tudiz nejspiSe synergickou ovSem nikoliv kompenzacni funkci v regulaci téchto
genu [86].

Pomoci RT-qPCR byly analyzovany hladiny MALAT1 a NEAT! v nasich modelech
MAT (HT1080, BLM, MDA-MB-231; icaRhoA/DAS). Ve vSech modelech bylo detekovano
zvyseni hladiny obou dlouhych nekddujicich RNA a ve vétS§in€ modelt bylo zvyseni jejich
exprese signifikantni. Vzhledem k vétsi konzistenci ziskanych vysledkti pro MALATI byla
veskerd dalSi analyza zaméfena jiz pouze na tento transkript. Zajimavé bylo, ze v pripadé
vyuziti dasatinibu k indukci MAT doslo k vétSimu zvyseni exprese MALATI (2,3-3,2x) nez
v piipad¢ indukce pomoci icaRhoA (1,4-1,9x). Vzhledem k vysoké bazalni hladiné¢ MALAT1
[78] je vSak i tato, na prvni pohled nizsi, zména vyznamna.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky prokazaly zvysSeni hladiny MALATI po MAT,
nabizela se logicka otdzka — bylo by moZné snizenim hladiny MALAT1 vyvolat proces opacny
— tedy AMT? Technikou prvni volby bylo sniZeni exprese pomoci siRNA. Tento pfistup se
v nasSich podminkach ukazal jako neucinny, a¢ n€které prace tento postup s uspéchem vyuzily
[83,160,161]. Diivodem pro netcinnost tohoto ptistupu mohlo byt, Ze MALATI1 ma velice
vysokou bazélni expresi a zaroven je provedeni siRNA knockdownu ve 3D prostiedi kolagenu
technicky velmi narocné oproti stejnému postupu ve 2D prostredi. Vyuziti siRNA pro sniZeni
exprese jadernych RNA je rovnéz stale pomérné kontroverznim tématem, jelikoz RISC (RNA-
Induced Silencing Complex), ktery je za fyzické zniceni transkriptu zodpovédny, se vyskytuje
ptevazné v cytoplazmé bunck [162]. Vzhledem k netspéchu tohoto pfistupu byla zvolena
technika zavedeni transkripéniho terminatoru do promotoru MALATI1 pomoci homologni
rekombinace s vyuzitim nukleaz se zinkovymi prsty (ZFN — Zinc-Finger Nucleases) [162]
a nasledna izolace klonii z melanomovych bunéénych linii A375m2 a A2058. Buné¢na linie
A375m2 byla zvolena, protoZe v kolagenu vykazuje vice nez 90% améboidni morfologii a je
rovnéz standardnim modelem améboidni invazivity [135], bunécna linie A2058 pak proto, ze
je to jedina dalsi bunécna linie, kterou jsme méli k dispozici, jenz ve 3D kolagenové matrix

vykazuje vétSinovou améboidni morfologii (kolem 90 %). V piipad€ bunécné linie A375m2
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se podafilo pfipravit klony se snizenou expresi MALATI, které vykazovaly signifikantni
posun k mezenchymalni morfologii, pficemz vSechny tyto klony byly heterozygotni
(MALATI1+/-; tedy jedna kopie genu pro MALAT]I byla vyfazena a druha zistala intaktni).
Zajimavé bylo, Ze klony se snizenou expresi MALATI pfipravené z bunééné linie A2058
nem¢ely pozménénou morfologii a byly pro gen MALATI1 homozygotni (MALATI1-/-; tedy
byly vyfazeny ob¢ kopie genu pro MALATT1). Z tohoto pozorovani lze usuzovat, ze MALATI
muize byt postradatelny pro bunécnou linii A2058, ale ne pro linii A375m2, u které se
nepodafilo i pfes znacné Usili ziskat zadny MALAT]1-/- klon. Tento rozdil si vysvétlujeme tim,
ze klony A2058 MALAT1-/- nezménily sviij fenotyp ve 3D prostiedi a nejspiSe jsou schopné
fungovat bez MALAT]1, zatimco bunky A375m2 se sniZzenou hladinou MALAT]1 podstupuji
AMT, ale kompletné bez tohoto transkriptu nejspiSe nepiezivaji. Dal§i moznosti je, Ze uc¢innost
homologni rekombinace je v bunécné linii A2058 neobvykle vysoka. V neposledni fad¢ by
tento rozdil mohl byt ddn néjakym kompenza¢nim mechanismem ¢i nepiimym efektem
MALAT]I na viabilitu bunééné linie A375m2 (MALATI na sobé koncentruje nejriznéjsi miR
a proteiny).

Jak jiz bylo tfeceno, klony A375m2 MALATI1+/- vykazovaly vyrazné protazené;jsi
morfologii ve 3D prostfedi. Funkéni AMT rovnéz doklada snizend hladina aktivniho RhoA
stanovena pomoci metody pull-downu s vyuzitim GST-Rhotekin 1 Rho vézajici domény.
A¢ bylo mnozstvi aktivniho RhoA snizeno i v klonech A2058 MALATI1-/-, tyto klony mé&ly
vSechny zachovanou vyraznou améboidni morfologii ve 3D. Vzhledem k tomu, Ze tato
bunécna linie nepodstupuje AMT ani pii pouziti inhibitoru proteinu ROCK Y-27632, coz je
Casto vyuZzivand metoda vyvolani AMT [57,58], domnivame se, ze na rozdil od bunck
A375m2 nevykazuje bunécna linie A2058 invazivni plasticitu.

Klony A375m2 MALAT+/- rovnéz vykazovaly vyssi invazivitu ze spheroidii ve 3D
v porovndni s kontrolnimi klony. Tento efekt vSak nebyl pozorovan u klonl A2058
MALATI1-/-. Tento rozdilny efekt miZe byt dian rovnéz neschopnosti klonli A2058
MALATI1-/- podstupovat AMT, jelikoz ndmi vyuzivany kolagen I z potkanich ocast vytvati
hustou sit’ tenkych kolagenovych vlaken, kterd v migraci favorizuje mezenchymalni buiky,
které jsou schopny tuto sit’ $tépit na rozdil od buné€k améboidnich, pro které se mohou stat
malé pory v matrici limitujicim faktorem pro migraci [37].

Jak klony A375m2 MALATI1+/-, tak A2058 MALATI1-/- vykazovaly ve 3D kolagenu
signifikantni zvySeni proliferace oproti kontrolnim klonim. Jedna se tedy o nejvyraznéjsi
charakteristiku klonti se snizenou expresi MALATTI, jelikoz se projevila v obou bunécnych
liniich. Toto zjisténi (tedy zvySena proliferace v mezenchymalnim stavu oproti améboidnimu)
je v dobré shod€ s nasimi transkriptomickymi a proteomickymi vysledky, které naznacuji
zpomaleni bunééného cyklu po MAT. Ziskané vysledky jsou rovnéZz v dobré shod¢ se
studiemi, které ukazuji, Ze sniZzena hladina MALATI1 zvySuje invazivitu a proliferaci
[97,98,102]. Na druhou stranu jiné studie popsaly naprosto opacny efekt [95,96,100,101].
Protichtidné vysledky ziskané riznymi skupinami je mozné vysvétlit nékolika zptsoby.
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Prvnim moznym vysvétlenim je rozdilna genova exprese a funkce rtiznych tkani
a bunécnych linii. Je tedy mozné, Ze funkce MALAT] jsou specifické v raznych bunéénych
typech nebo bunécnych liniich [92].

Druhym moznym vysvétlenim je rozdilny experimentalni design rGznych studii.
Aktualné se nejvice pouzivaji tii zpusoby, jak snizit hladinu MALATI1 (nebo jakékoli jiné
IncRNA) — pouziti tzv. ASO (antisense oligonukleotidit), delece genu (nebo jeho casti) nebo
naopak vlozeni transkripcniho terminatoru na zacatek transkriptu [102].

Vyuziti ASO pro knock-out MALAT]I, ktery je lokalizovan v bunééném jadie, je stale
kontroverznim tématem, jelikoz RISC (RNA-Induced Silencing Complex), ktery je
za nasledné zniCeni transkriptu zodpovédny, se vyskytuje pievazné v cytoplazmé bunék.
Na druhou stranu se v roce 2013 objevila prace popisujici RICS v jadie buiky [106]. O tii
roky pozdéji bylo publikovéano, Ze protein Argonaute-2 (Ago2), klicova soucast komplexu
RISC, se mizZe vyskytovat v bunéném jadie, avSak tato moznost je spiSe specificka jen pro
nékteré tkané [163]. DalSim faktorem je fakt, ze ¢asto pouzivané siRNA ¢i shRNA jsou zndmé
tim, ze maji fadu nespecifickych efektti. Aby bylo mozné tyto nespecifické efekty odlisit od
téch specifickych, je tfeba provést tzv. ,rescue” experimenty (kdy je vyrazeny transkript
vracen do bun€k), které vSak obvykle nejsou soucasti publikovanych praci s ASO [164].

Na trovni deleci ¢i inzerci genovych usekl byly ziskdny protichtidné vysledky na
myS$im modelu rakoviny prsu. V prvni studii byla popséna role MALATI jakozto zesilovace
ristu nadorovych bunék a tvorby nadorovych metastaz [165]. Oproti tomu byl v dalsi studii
MALATI1 oznaCen za supresor metastazovani a tento zavér byl navic podpofen rescue
experimenty [102]. Tyto dvé prace vSak pouzily dva odlisné experimentalni piistupy ke
snizeni hladiny MALATI1. Zatimco v prvni praci byla vyuzita delece genu, ve druhé bylo
vyuZito cilené inzerce transkripniho terminatoru (tedy stejny pfistup, ktery byl pouZit
v naSich experimentech). Pfi vyzkumu IncRNA Haunt bylo uk4zdno, Ze samotnid IncRNA
a genovy lokus tohoto transkriptu maji dokonce opacné role v regulaci dalsich molekul. Je to
dano tim, Ze DNA lokus tohoto genu obsahuje regulacni sekvence, které jsou pii genovém
knock-outu Haunt IncRNAs rovnéz deletovany z genomu [166]. Nase vysledky spole¢né
s praci [102] tedy podporuji hypotézu, Ze MALAT1 miZe fungovat jako naddorovy supresor.
Oproti citované praci jsme vSak nebyli schopni provést rescue experimenty, které by poskytly
pfimé propojeni IncRNA MALATI a pozorovanych fenotypii. Pripravili jsme sice expresni
konstrukt s MALATI a pokusili se o jeho stabilni expresi v klonech A375m2 MALATH/-,
ovSem nepodafilo se ndm ziskat linie, které by stabilné¢ re-exprimovaly plnodélkovy
MALATI1. Diivodem mohla byt genetickd nestabilita relativné velkého konstruktu,
rekombinace, pfednostni integrace kratkych fragmentii plazmidu nebo negativni selek¢ni tlak
spojeny s niz§i schopnosti proliferace u bunék s vyssi hladinou MALATI1 pozorované
u analyzovanych bunéénych linii. Dalsi limitaci je fakt, Ze pro studium invazivni plasticity ve
3D neni mozné vyuzit transientni transfekci, protoZze samotny proces transfekce meéni

morfologii bunék ve 3D prostredi.
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Ptesnd role a mechanismus u¢inku MALATI v invazivni plasticit¢ a améboidni stale
nejsou spolehlivé popsany. OvSem nckteré signalizacni drahy, které byly spojeny
s améboidnim fenotypem byly rovnéz korelovany s hladinou MALAT1. Uroven exprese
MALAT]I je zvySena pfi hypoxii [159], pficemz hypoxické podminky jsou schopné vyvolat
indukci améboidniho fenotypu [68]. Rovnéz byla popsana iloha MALAT]1 v regulaci ¢asné
imunitni odpovédi zapojenim MALAT]1 do indukce prozanétlivych genii [84,167] (coz opét
souhlasi s naSimi vysledky ziskanymi na modelech MAT, kdy byly prozanétlivé geny
aktivovany po MAT) a v modulaci NF-xB drahy [167,168], ktera se rovnéz podili na regulaci
améboidni invazivity [169]. Navic byla prokdzana korelace hladiny MALAT1 se signalizaci
drahy Rho/ROCK [170], kter¢é jsou kli¢ovymi regulatory améboidniho fenotypu [58].

V ramci analyzy role MALATI v plasticit¢ invazivity nadorovych bunck jsme se
rovnéZz pokusili korelovat hladinu MALAT1 s morfologii nejrtiznéjSich bunécnych linii ve 3D
prostiedi (Obrazek 26 na stran€ 59). V ziskaném korelaénim grafu se sice vyskytla jista
zavislost (vyssi hladina MALATI1 u vice améboidnich bun€k), ovSem vysledek nebyl
statisticky signifikantni. Aby bylo mozné hypotézu, ze zvySena hladina MALAT]1 koreluje
s améboidnim fenotypem, spolehlivé ovéfit, bylo by vsak tfeba provést tuto analyzu na
vyrazng rozséhlejSim vzorku bunéénych linii s charakterizovanou morfologii ve 3D prostiedi,
jelikoz v podobnych analyzach hraje obrovskou roli heterogenita pouzitych vzorka. V tomto
ohledu by rovnéz velice pomohlo, kdyby se zacala hromadit expresni data vzorki ziskanych
ze 3D prostiedi, protoze pak by bylo mozné snadno hledat korelace bunéné morfologie
a exprese vybranych geni. V tomto ohledu jsme podnikli jeste jeden krok kuptedu, kdyz jsme
testovali rlizné inhibitory, které by potenciondlné¢ mohly vyvolavat AMT (Obrazek 27 na
stran¢ 60). Jako nejslibnéjsi z pouzitych inhibitorti se ukdzaly inhibitory kinazy p38, které
vyvolavaly jednozna¢ny améboidné-mezenchymalni ptechod v buiikach A375m2. Z tohoto
modelu AMT jiz byly pfipraveny vzorky na transkriptomickou analyzu pomoci metody
RNA-seq. Analyzou tohoto nového datasetu zabyvajiciho se plasticitou invazivity nadorovych
bunék ze 3D bychom v budoucnu mohli ziskat dalsi zajimavé informace o roli (nejenom)

MALAT]I v invazivni plasticité.
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6. Shrnuti

Podatilo se ndm pfipravit nékolik modelti pro studium MAT ve 3D prostiedi kolagenové
matrix odvozenych od rtiznych nadorovych bunéénych linii (BLM, HT1080, MDA-MB-
231) a s riznym zpuisobem vyvolani pfechodu (exprese konstitutivné aktivniho RhoA
nebo farmakologické vyvolani pomoci Src inhibitoru dasatinibu).

Podafilo se nam pfipravit nenadorovy model MAT/AMT vyuzivajici umisténi M2
makrofagli do rtizn¢ hustého kolagenu. V fidkém kolagenu makrofagy vykazovaly
améboidni invazivitu, v hustém naopak invazivitu mezenchymalni.

Je dilezité zdlraznit, ze veskeré klicové analyzy byly provedeny ve 3D prosttedi, coz je
zasadni podminka pro studium invazivity nadorovych bunck.

Modely MAT zalozené na bunécné linii HT1080 byly podrobeny transkriptomické
a proteomické analyze, jejiz vysledky ukazaly nabohaceni genli souvisejicich
s interferonovou zanétlivou odpoveédi v améboidnich buiikach, a naopak pokles hladiny
gent a proteint regulujicich pribeh bunééného cyklu. Metodou RNA-seq byl analyzovan
i model MAT zalozeny na M2 makrofazich, kde doslo k potvrzeni snizeni exprese gent
regulujicich bunéény cyklus.

Nésledné ovéteni omickych dat potvrdilo zvySenou expresi prozanétlivych geni 1 ve

zbytku modelovych bunéénych systému pro indukci MAT.

LncRNA MALATI1 byla bioinformatickou analyzou vSech aktudlné¢ dostupnych
transkriptomickych dat ziskanych pifi vyzkumu MAT/AMT ze 3D prostiedi
identifikovana jako gen se zvySenou expresi v améboidnich butikach ve vSech pouzitych
datasetech. Toto zvySeni exprese bylo nasledné potvrzeno 1 experimentalné ve vétSing
naSich modeli MAT.

Klony odvozené od vysoce améboidni melanomové bunééné linie A375m2 se snizenou
expresi MALATI1 vykazovaly signifikantni posun k mezenchymalni morfologii, stejné
jako zvySenou invazivitu ze spheroidi.

Spole¢nym znakem klonii se sniZenou hladinou MALATI1 odvozenych z vysoce
améboidnich bunéénych linii A375m2 a A2058 byla zvySena proliferace ve 3D prostiedi.
Tento vysledek piekvapiv€ naznacuje, Ze by MALAT1 mohl fungovat jako nadorovy

Supresor.

S vyuzitim inhibitorti kindzy p38 aplikovanych na améboidni buné¢nou linii A375m2 se
podafilo ustanovit novy model AMT ve 3D prostiedi, jehoZ transkriptomickéd analyza
muZze spolecné s dalSimi naSimi datasety piinést novy dilezity vhled do komplexni

problematiky plasticity invazivity nadorovych bunck.
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7. Publikace a podil na jejich pripravé

Predkladana prace je tvofena jednou prvoautorskou, jednou ko-prvoautorskou a jednou

spoluautorskou publikaci. Nize jsou tyto publikace citovany chronologicky dle data

publikovani a je uveden piispévek autora této disertaéni prace na jejich tvorbe.

Cermak, V.; Gandalovicova, A.; Merta, L.; Fudikova, J.; Spi§ek, R.; Rosel, D.; Brabek, J.

RNA-seq of macrophages of amoeboid or mesenchymal migratory phenotype due to

specific structure of environment. Sci. Data 2018, 5, 180198.

spoluautorstvi publikace
RT-gPCR ovéteni exprese vybranych cili (ITGB3, CD74 a MALAT1)

Cermak, V.*; Gandalovitova, A.*; Merta, L.*; Harant, K.; Rosel, D.; Brabek, J. High-
throughput Transcriptomic and Proteomic Profiling of Mesenchymal-Amoeboid
Transition in 3D Collagen. Sci. Data 2020, 7, 160.

* takto oznaceni autofi prisp€li stejnym dilem k praci na ¢lanku

ko-prvoautorstvi publikace

charakterizace experimentalniho systému — morfologické analyzy, konfokalni
mikroskopie, pull-down aktivniho RhoA, analyza vlivu riiznych Src inhibitor na
morfologii bun¢k

n¢které imunobloty k ovéfeni proteomickych vysledkl

pro piivodni verzi této publikace bylo autorem disertacni prace pfipraveno velké
mnoZstvi nepouzitych vysledkl — ¢ast z nich je prezentovana ve vysledkové ¢asti
predkladané disertacni prace

metodické ¢asti textu, obrazové ¢asti, revize manuskriptu

Merta, L.; Gandalovi¢ova, A.; Cermak, V.; Dibus, M.; Gutschner, T.; Diederichs, S.; Résel,
D.; Brabek, J. Increased Level of Long Non-Coding RNA MALATI Is a Common
Feature of Amoeboid Invasion. Cancers (Basel). 2020, 12, 1136.

prvoautorstvi publikace

vétSina experimentd, sepsani a revize manuskriptu, pfiprava grafiky

73



V disertacni praci nejsou zahrnuty nize uvedené prace publikované / pfipravované
v dobé& doktorského studia autora.

Brejchova, J.; Sykora, J.; Ostasov, P.; Merta, L.; Roubalova, L.; Janacek, J.; Hof, M.; Svoboda,
P. TRH-receptor mobility and function in intact and cholesterol-depleted plasma
membrane of HEK293 cells stably expressing TRH-R-eGFP. Biochim. Biophys. Acta -
Biomembr. 2015, 1848, 781-796.

Merta, L.; Pinkr, T.; JanStova, V. A Hands-On Set for Understanding DNA Replication,
Transcription & Polymerase Chain Reaction (PCR). Am. Biol. Teach. 2020, 82, 49-51.

Gandalovicova, A.; Sichova, A.-M.; Cermak, V.; Merta, L.; Résel, D.; Brabek, J. Sustained
inflammatory signalling through Statl/Stat2/IRF9 is associated with the amoeboid
phenotype of melanoma cells. Cancers. 2020, 12, 2450.

Sandoval-Acuna, C.; Torrealba, N.; Tomkova, V.; Jadhav, S.; Blazkova, K.; Merta, L.;
Lettlova, S.; Adamcova, M.; Rosel, D.; Brabek, J.; et al. Mitochondrially targeted DFO
impairs mitochondrial respiration and biogenesis of [FeS] clusters, induces mitophagy

and exhibits potent anti-cancer properties. V Revizi v Cancer Research
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