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1 Abstrakt

Nadorové onemoami ma swj pavod v normalnichdnich buikach, které se
vymknuly kontrole matiského organismu. Nadorovéiiiy se pak mohou uvolnit
z mista svého vzniku aifiise po organismu. Projwhod mezibu&nou hmotou
nebo vrstvou jinych butk mohou tyto biiky vyuZit mechanismy, které vedou
k efektivrejSi migraci a invazivit. Vyzkum mechaniziin, které nadorové biky
vyuZivaji pro migraci, ma vyznam pro pochopeni kmnia Sfeni metastaz a
nésleds pro protinddorovou kbu. V ramci mé disertai prace jsem se podilel na
vyzkumu vlastnosti invazivnich nadorovych Bkin Porovnavali jsme vlastnosti
neinvazivni sarkomové buainé linie a z ni odvozené, vysoce metastatické .linie
Ukazali jsme, Ze hiky invazivni linie vyuzivaji améboidni #apob migrace a
vykazuji zvySenou aktivitu Rho/ROCK signalizace. Wadoucim okraji maji tyto
bunky nabohaceny aktin a myosin a dochazi zde ke geéer sily. Buky
neinvazivni linie vyuzivaji mezenchymalnitgob migrace a generuji siliepaze
na zatahujicim se konci. Dale jsme porovnavafikyudvou linii odvozenych od
prsniho karcinomu. Ukazali jsme, Ze invazign linie, odvozena od mén
invazivni, vykazuje ¥tSi dynaménost v gestavig aktinového skeletu. Ro¥a jsme
u téchto linii popsali pitomnost invadopodii v mistech, kde dochéazi k digga
meziburgcné hmoty. Zavedli jsme uZiti bezhigné dermis pro studium invazivnich
struktur nadorovych bwk v téirozmérném prostedi a nasledh jsme provedli
detailni popis invazivnich struktur a jejich prasteého usptadani.

Vyzkum mechanisiin buré¢nych regulaci, které maji upla&m v nadorove
biologii, zahrnuje v nasi laborato studium jadernych protein SNW. Proteiny
SNW se dastni regulace transkripce a $émst. Ukazali jsme, Ze snizeni mnozstvi
proteinu  SNW1 pomoci siRNA neovlivni akumulaci miou p53 Bhem
genotoxického stresu. Dale jsme ukéazali, Ze snibdadiny SNW1 nevede ke
zmeéné v produkci sledovanych génkteré jsou pod kontrolou proteinu p53. NaSe
vysledky tak naznaji, Ze protein SNW1 neni nezbytny priepis/sesth urcitych
stresem indukovanych gén



2 Summary

Cancer originates in cells that overcome the obntnechanisms of the
organism. Cancer cells can be eventually releamed the site of origin and spread
through tissues. Cancer cells can acquire certaohanisms that enable them to
more effectively invade surrounding tissue or layef other cells. The research on
the migration of cancer cells is important for tederstanding of the origin and
spreading of metastases and consequently for angcéherapy. In my Ph.D. work,
| participated in the research of the propertiesinefasive metastatic cells. We
compared non-invasive rat sarcoma cell line withgly metastatic cell line derived
from it. We showed that cells of the invasive ckfle use amoeboid mode
of migration, have upregulated Rho/ROCK signaliaggd have accumulated actin
and myosin at the leading edge. It is at the leapdidge where the cells generate
their traction forces. Cells of non-invasive ceihel use mesenchymal mode
of migration and generate forces mainly at theiracting end. We also compared
two breast cancer cell lines derived from a sirggecinoma. We showed that the
more invasive cell line, derived from its pareriaé by neoplastic transformation,
displayed elevated cytoskeletal dynamics. Moreoweg, showed the presence
of invadopodia at the sites of extracellular mattegradation. We introduced the
usage of acellular dermis for the study of invassteictures of cancer cells and
described the morphology of these structures in ptexn three dimensional
environment.

In our laboratory, the research of the mechanisisellular regulations
involved in cancer biology concerns also the stoflyENW proteins that act in
regulation of transcription and splicing. We showdldat stress induced
accumulation of p53 is resistant to SNW1 downretjpiaby siRNA. We also
showed that p53 response genes are induced indamgndf SNW1 depletion. Our
results indicate that SNW1 is dispensable for taescription and splicing of certain
stress induced genes.



3 Uvod

Nadorova biologie zahrnuje Sirokou Skalu &tnmych &ja. Vznik nadoru je
zpiusoben akumulaci genetickych &mv buikach, které vedou ke zZme regulace
burg¢ného cyklu, @istu a apoptdzy. Ztratou meziknych adhezi vedoucich ke
zmenam architektury tk&h a remodelaci mezibg&né hmoty mohou nadoroveé
buiky ziskat mobilni charakter.i€konanim tkéovych bariér, jako jsou bazalni
membrany a shy cév, se nadoroveé tkly mohou roz§it po celém &le a umoznit
vznik metastazi. Metastaze jsou nejnebém§jséi forma nadorového onemaan.
Vyzkum zangieny na migrédni a invazivni vlastnosti nddorovych kiknje tak
stejré vyznamny, jako vyzkum zabyvajici se vznikemtstem nadoru. &hem
sveho doktorského studia jsem pracovaléas@ na dvou projektech. V prvnim
projektu jsem se podilel na charakterizaci invagiméddorovych bugk. Ve druhém
projektu jsem se zabyval studiem vlivu jadernéhotggnu SNW1 na transkripci
vybranych gefh bchem genotoxického stresu. ®byto tématiky jsou fednttem
vyzkumu v nasi laboratp Literarni gehled jsem proto roztll na ¢ast wnovanou
nadorové invazivit (kapitola 4.2 a 4.3) a n&ast ¥novanou regulaci genové
exprese ghem stresu (kapitola 4.4).

Studium invazivity nadorovych bgk se zamfuje na ty procesy, které
buiky vyuZivaji k migraci z mista svého vznikuud® metastazi v organismu je ve
vétSine piipadh Zivot ohrozujici. Aby ke vzniku metastazi mohlojijomusi
nadorové biikky projit sérii zndn, které jim Sieni po &le umozni. Pro Usi¥né Sieni
po €le se buky musi uvolnit ze svého mista v tkantepSit éetné mezibugtné
kontakty a adheze na mezil&inou hmotu. Pohybujici se tky si rovrez musi
osvojit mechanismy, které jim umozni proniknout lokaneziburkénou hmotou a
dostat se f@s bazalni membrany, nebairst cév. Pro prchod mezibu&nou
hmotou ¥tSina invazivnich nadorovych bk vyuziva cinnosti sekretovanych
protedz. Bylo publikovanodkolik studii, které ukazuji, Zechteré nadorové hiky
Sttpeni mezibu&né hmoty nevyuzivaji (Wolf et al., 2003; Wyckoff at, 2006).
Bunky linii studovanych vdchto pracech vyuzZivaji pro pohyb skrz mezikinou
hmotu améboidniho pohybu a jsou schopngsgbit silou a deformovat

meziburgénou hmotu ve svém okoli.



Proteiny SNW jsou ifitomné ve vSech eukaryotech a jsou pro organismus
nezbytné. Intenzivh byly proteiny SNW zkoumany 8accharomyces cerevisiae
(Prp45p) a v lidskych hikach (SNW1). Bylo zji&no, Ze se tyto proteinycastni
klicovych jadernych procés regulace transkripce, s#hbt, regulace bufEného
cyklu a rekterych vyvojovych dju (shrnuto ve (Folk et al., 2004)). V roce 2005
byla uvéejréna prace, kterd ukazala, Ze lidsky protein SNWZkiag®s pozitivhim
elong&nim faktorem P-TEFb a podili se na regulaci eloagacalternativniho
sestihu gerii viru HIV-1 (Bres et al., 2005). &iem genotoxického stresu dochazi k
aktivaci faktoru p53 a nasledlk prepisu stresovych génPouzitim specifickych
inhibitori Ize rozliSit geny, které jsou zavislé gmnosti elonganiho faktoru P-
TEFb (14-3-F), nebo jsou na P-TEFb nezavislp2]) (Gomes et al., 2006).
Zajimalo nas, jaky bude mit vliv potleni exprese proteinu SNW1 ngepis &chto

geni za podminek genotoxického stresu.

V nasledujicim textu se budu zabyvat podghim popisemdchto proces.
V textu se odkazuji na¢tsi mnozstvi proteiina proteinovych domén, jejichz plné
nazvy jsem uvedl v sekci Seznam zkratek (kapitpld@P7o ehlednost jsem kroén
celého nazvu uved! iifstupovy kéd do uvedené databaze pro snazsi hlediich
informaci. Pokud neni uvedeno jinak, vztahuji sevgak lidskym proteigm.
Rovrez dalSi Udaje vtextu, jako nidklad cislo aminokyseliny podléhajici

posttranskripni Upra¥ nebo délka sekvence, se vztahuji k lidskym iirdaj



4 Literarni p fehled

4.1 PFiéiny vzniku nadorového onemocn  éni

Nadorové onemoemi m4 swj pavod v normalnichdnich buikach, které se
vymknuly kontrole matiského organismu a nezavisle s#i @& pripadre i Siti po
téle. Za fyziologické situace vSechn§irti buiky podléhaji pisné kontrole tstu,
déleni a diferenciace. Jde o zachovani rovnovahy im@zicnym ristem, dlenim a
apoptézou. Dale jde o udrZzovani Bknv diferencovaném stavu pro uchovani
integrity tk&ni a o schopnost organismu spustitaché, nebo opravné mechanismy
za stresovych situaci (Hahn, 2004). V nadorovycihkéch dochazi k naruSeii
pozmenéni nekterych kontrolnich mechanigma vznikla nerovnovaha ime
zpasobit nekontrolované bgtné dleni a gipadre i Sikeni burk po organismu. Ve
vznikajicich nadorech jeébnym jevem geneticka nestabilita a heterogenita a
dochazi k selekci bwR, které uniknou kontrolnim mechani8m. Nadorové
onemockni je tak pikladem klonalni evoluce uviitéla organismu (Merlo et al.,
2006).

Zmeny, které se v hice musi nahromadit, aby vznikl Zivot ohroZujici o&d
Ize rozalit do Sesti hlavnich kategorii (dle Hanahan andinhierg, 2000, ,The
Hallmarks of Cancer"):
Sobéstafnost na nistovych faktorech
Bézné buiky se nemohou zé lit, dokud nedostanou po&nod mitogenich
rastovych faktoi. Mnoho onkogein pusobi tak, Ze napodobuje vlivistovych
faktori. Muze jit napiklad o nadprodukci #slusnych receptér a naslednou
signalizaci nezavislou na ligandu, iy mohou znnit typ receptak rastovych
faktori a ugednostnit ty, kteréienasi prodstové signaly, rze dojit k produkci
rastovych fakto#i samotnymi nadorovymi liilkami a nebo, coz jéasty @ipad, je
pozmeénéna rektera komponenta signalizace vedouci od recéptor
Odolnost vidi signalim potlaéujicim rast
Uvniti tkdré se vyskytuje vice druihfaktori potlatujicich st a @leni, jde o
rozpustné faktory, o molekulytipomné ve slozkach mezib&tmé hmoty, nebo o



meziburgcné kontakty. Signaly zprastdkované amito faktory sndiuji k udrzeni
burék v GO/G1 fazi a brani vstupu do S faze.

Resistence k apopt6ze

Apoptoticky program je v latentni fofmpiitomen ve vSechélnich buikach.
Aktivace apoptdézy vede k sériifgsreé tizenych krok, kdy dojde k rozpadu
membran, buktného skeletu, fragmentaci jadra a degradaci chromiz

Potencial nekon€ného paitu déleni

Bézné butky maji potencial piblizn¢ 60-70 bugcénych dleni. Ricinou je ztrata
koncovych 50-100 péarbazi khem kazdé replikace. Obnovovani telomerické DNA
je nezbytné pro imortalizaci bgik, tj. potencial nekormého pdétu cileni. U 85-
90% nadaill je toho dosaZzeno zvySenou produkci enzymu telaraefBryan and
Cech, 1999).

Podpora tvorby cév

Prisun kysliku a Zivin je pro Zivot bk nezbytny a biky v tkanich se nenachézeji
od cév dale nez asi 100 umidR novych cév, angiogeneze, je procézgny (i
VYVoji a opra¥ tkané. Rostouci nadory stasto vytvdi vlastni cévniieciste
napojené natni obeh.

Invazivita a tvorba metastaz

Burky uvoliujici se z mista vznikugwodniho nadoru mohou ziskat mechanismy,
které jim umozni usgny phachod mezibu&nou hmotou, nebo vrstvou jinych
burgk. Nasled® dojde k Sieni nadorovych buk po €le.
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4.2 Molekularni p Fiéiny a mechanismy nadorové invazivity

Migrace nadorovych bk po €le a vznik metastazi je komplexni proces,
ktery se da rozdit do nékolika hlavnich krok: odcleni burgk z mista vzniku
primarniho nadoru, invaze skrz okolni mezitmou hmotu a fes bazalni
membrany, vstup do ébového systému (intravazace) a zachyceni se najiné
misg&. To je obvykle (ale ne nezbynnasledovano vystupem z&tmvého systému
do okolni tkag (extravazace) a naslednou proliferaci. Po celdwudausi biky
unikat smrti apoptézou a imunitnimu systému. ddsgji pouzivanym modelem
in vivo pro hledani gelhnodpovwdnych za zvySeny metastaticky potencial je injikace
burék do isSniho peritonea imunodeficientnich mysi a nasleandlyza plicnich
metastaz (McSherry et al., 2007). Na zaklpdrovnani fiznych expresnich studii
se usuzuje, Ze pro vznik metastaz néspmuze zmna v nadorové hice, ale je
podstatnda i zkna ve vzajemné interakci s okolnim piesim. Tomu nas\déuji
i rozdily v expresi velkého mnoZstvi dgemiicastnicich se remodelace a interakce
s mezibug¢nou hmotou. Jde o tzv. ,seed-and-soil“ hypotézwpgjen metastaticky
potencial, ale i vhodné prdeti jsou nezbytné pro vznik metastaz (Fidler, 2003;
McSherry et al., 2007).

Migrace nadorovych bwk je podobn& migraci normalnich kikn nicmér
ur¢ité faktory ji mohou &init vice efektivni. Zatimco pro- a anti- migratosignaly
jsou u €lnich burgk pod gisnou kontrolou, mnohé experimenty naang Ze
u nadorovych butk prevaZzuji pro-migratorni signaly, jako je zvySena resp
receptoi pro rmstové faktory (McSherry et al.,, 2007)iiladem niize byt
nadprodukce Her2 z rodiny receptdGF u prsniho nadoru (Slamon et al., 1989).
Poznatky o Her2 vedly k vyvinuti d&a Herceptin (Pegram et al., 1998palsim
piikladem niize byt zvySena produkce HGF/SF (hepatocyte groathof/scatter
factor) u prsnich nador(Elliott et al., 2002). HGF/SF je silny modulatpitelialr-
mezenchymalnihotpchodu (EMT) epitelialnich bgk, stimulace butgk HGF vede
k aktivaci GTPazy Rho, Cdc42 a Rac, ré¥ndochazi k formovani filopodii a
lamelipodii (Royal et al., 2000).

" Herceptin (Trastuzumab) je primarni protilatkaivedre mysi, pozdji lidska, kterd se vaze
specificky na protein Her2. Takto blokovany Her2 jiezfisobuje nekontrolovanégkbni burgk,
nicméré u naddod ¢asto dochazi k vytweni rezistence na herceptin (Kute et al., 2004).
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4.2.1 Metastaticka kaskada

Metastéze jsou nejnebezpejsi formou nadorového onemagr. Radow
muze jit az o roky, kdy se z primarniho nadorwle tvytvori nadory sekundarni.
Mechanismus jejich vzniku popisuje tzv. metastatidlaskada. Jde o sérii kigk
které vedou ke vzniku sekundarnich metastaz (diggéand Peeper, 2009). &y
primarniho nadoru (pokud jsou epitelialnihaivpdu) podstoupi epiteliaén
mezenchymalni igchod a ziskaji invazivni vlastnosti. Dochazi krddgci bazalni
membrany a remodelaci meziténé hmoty proteolytickymi enzymy. Nadorové
buiky invaduji okolni tké&, migrace je bdi individualni, nebo kolektivni. Procesem
zvanym intravazace se tiky dostavaji do cév v blizkosti nadortagto do cév,
které se vytviily uvnitt primarniho nadoru) a poté se pohybuji ¢hodvém
systému. Pokud dojde Kk jejich uchyceni na&ngtkapilar, mohou opustit krevni
ieCiSte (extravazace). Na novém n#ishohou nadorové hiky zistat dormantni i
po rekolik let, nebo dojde kistu sekundarnich nado(tento proces vyZaduje dalSi
remodelaci mezibugné hmoty a angiogenezi). Kazdy krok zanoyw#edstavuje
fyziologickou bariéru pro vznik a i&ni nadoru. fekonani kazdé z¢hto bariér
muze byt zarovi brano i jako soubor fenotypovych adaptaci nadarbvijurgk
(Gatenby and Gillies, 2008).

4.2.2 Epitelidln é-mezenchymalni p fechod

Epitelialne-mezenchymalniigchod (EMT) je biologicky procesyfigkterém
polarizovana epitelialni liika ziska mezenchymalni fenotyp spojeny se zvySenou
schopnosti pohybu, invazivity, resistenci k apoptéa zvySenou produkci
komponent mezibugné hmoty (Kalluri and Weinberg, 2009; Kopfstein and
Christofori, 2006). Epitelialni bika tak podstupuje transdiferenciaci, kdy se
z terminalg diferencovaného stavu ,vraci“ na mezenchymalnotigm Obrazek 1
shrnuje zakladni charakteristiky tohoto procesuw PBpitelidl@-mezenchymalni
piechod se vyuziva vyraz tranzice (oproti neoplaséticknsformaci), protoze jde o
do ukité miry o reverzibilni krok. Najklad kthem embryogenese a vyvoje organ
urcité epitelialni buiky podstupuji prornu jak epiteliald-mezenchymalini, tak Zp

mezenchymakgepitelidlni (EMT a MET). Jde oiené procesy aipsuny bugk
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béhem gastrulace, vyvoje nervove listy, remodelaéaitia vyvoje orgain(Acloque

et al.,, 2009; Lee et al.,, 2006; Thiery et al., 20 BMT je za fyziologickych
podminek u dosgého jedince BZny nagiklad i hojeni ran, odtud se pro nadorové
onemockni pouziva vyraz \Wounds that do not heal(Dvorak, 1986). Bhem EMT
dochéazi k progresivni redistribuci, nebo pétlai expreseci funkce proteird
specifickych pro apikalni a bazolateratidisti burgk, nebo &¢sné a adhezivni spoje
(nagiklad E-cadherinu) a dochazi k obnoveni produkceemehymalnich molekul
(nagiklad N-cadherinu a vimentinu) (Kopfstein and Ctaisri, 2006).

Spektrum signdl, které gispivaji k EMT, je zné&n¢ Siroké a do wité miry
specifické pro kazdy druh nadoru. Régrezalezi na fvodu a genetickém zakladu,
ktery vedl k neoplastické transformactigusnych bugk. U mnoha karcinoiin
(maligni nadory epitelialniho tpodu) pochazeji signaly pro EMT z paapé
vazivové tkag (stroma) v okoli vznikajiciho nadoru, konkré&tjde o fKstové
faktory HGF, EGF, PDGF a TGE--Tyto faktory se zdaji byt odpéané za funkéni
aktivaci transkripnich faktofi, které indukuji EMT, jako jsou Snail, Snai2, ZEB1,
ZEB2, Twistl, FOXC2 (Kalluri and Weinberg, 2009; imlo et al., 2008; Medici et
al., 2008; Thiery et al., 2009).

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition

—_— @ Mesenchymal

Epithelial
cells cells

E-cadherin Syndecan FTS binding protein FAP  Snail
Cytokeratin MUCA FSP-1 Slug
Z0-1 Desmoplakin N-cadherin ETS
Laminin-1 a1 (IV) collagen Progressive loss of epithelial markers Vimentin SIP1

Entactin miR200 family and gain of mesenchymal markers Fibronectin a-SMA

B-catenin Twist

OB-cadherin Goosecoid

o581 integrin LEF-1

Syndecan-1 FOXC2

miR10b miR21

Obr. 1. Epitelialné-mezenchymalni gechod. EMT zahrnuje tranzici
polarizovanych epitelialnich btk na mobilni biky, které mohou produkovat
slozky mezibuacné hmoty. Barewh jsou zvyrazeéné molekuly, které jsou
charakteristické pro epitelidlni (oranZva pro mezenchymalni bky (zelerg).
Souwasna expresechterych z échto dvou sad molekul se vyskytuje kephodném
fenotypu (uprosed). Rechodny fenotyp je charakteristicky progresivniatdu
epitelidlnich a naistem mezenchymalnich molekul i€pzato z Kalluri and
Weinberg, 2009, upraveno)
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K epitelidlne-mezenchymalnimu fpchodu nize dojit v disledku znény
v regulaci utitych signalnich drah. JdegdevSim o drahy Wnt, TGE-Hedgehog,
Notch a NkB, které se podileji na vyvoji mnoholignych organism. Epitelialre-
mezenchymalnifechod je proces analogicky de-diferenciaci, keéteorganismu

dochéazi Bhem vyvojovych dja nebo kthem hojeni ran.

4.2.3 Mezibun ééné spoje epitelialnich bun ék

Pri  epitelialt mezenchymalnim ftpchodu dochazi k uvaini
meziburgcnych spoii, které jsou dlezité pro udrzeni tkéove integrity (viz obr. 2).
U epitelialnich budk se rozliSuji tato spojeni:égné spoje, adhezivni spoje,

desmozomy a vodivé spoje.

Tésné spojejsou lokalizovanéésné pod apikalnim povrchem epitelialnich a
endotelialnich bukk, udrzuji bug¢nou polaritu a kontroluji fichod ionfi, vody a
dalSich molekul mezi hikami (Feldman et al., 2005)sFEMT dochazi ke zrn¢
exprese &kterych proteif, které jsou stavebnimi kamernychto spojeni. Proteiny,
které tvdi tésné spoje, se roghji do dvou skupin: 1) integralni membranove
proteiny, jako jsou claudiny (CLDN), occludin a femy JAM (junctional adhesion
molecule) a 2) periferni membranové proteiny, jgkou proteiny ZO (zonula
occludens), MAGI-1, ASIP/PAR-3 a PAR-6 (proteiny RAe oznéuji jako ,cell
polarity molecules®) (Kawabe et al., 2001; Tokeslet2005).

Claudiny (CLDN) jsou rodina transmembranovych protekteré tvai pate
pro €sné spoje. U sauge znamo 24£lent rodiny CLDN a jednotlivé proteiny maji
tk&nové specifickou expresi. Extracelularni s¥y claudini sousednich buk
spolu navzajem interaguji a podileji se na regybacacelularniho transportu mezi
luminalnim a bazolateralnim prostorem (Lal-Nag &atin, 2009). Bylo ukazano,
Ze CLDN-1 ma na urovni mRNA vyraZzmizsi expresi u prsniho nadoru (Tokes et
al., 2005). Claudiny rowt interaguji s proteiny ZO, tato interakce je vymma,
protoZze proteiny ZO se vazi na aktin a propojuk t&sné spoje s aktinovym
cytoskeletem (Findley and Koval, 2009). ZO jsouvgimvany za nadorové
supresory (Tsukita et al., 1993), redukce exprédelZoreluje s dediferenciaci a

progresi prsniho a kolorektalniho karcinomu (Kahet al., 2003; Martin et al.,
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2004). Chybna lokalizace, kdy se protein ZO-1 nkhaatv tsnych spojich, rive
rovrez vést ke zvysené invazivi{Polette et al., 2005). Ve znéimé praci autd dale
ukazali, Ze se ZO-1 podili na regulaci expresegdmt MT1-MMP (prosednictvim
signalni drahyp-catenin/TCF/LEF) a tim f@Ze modulovat invazivni vlastnosti

epitelialnich nadorovych bgk.

Apical surface ;&

Growth factor
receptors

Claudins

Occludins
JAMs

ZO proteins ) = ‘

Adherens

Classical Junctions
Cadherins : W CELL-CELL
> ADHESION

Catenins

Intermediate PROTEINS Heat
Desmosomal ) filaments yaluronan
cadherins = ' acids
catenins _J Nucleus (%
Connexins :l i O Integrins
Basal surface ' *

Growth factors

000000

° € 2 = & St
3 o, 3 SCogy F FecE Laminins
© Extracellular matrix

Obr. 2. NejvyznamngjSi molekuly mezibuné¢nych kontaktia a kontakta bunka-

mezibunééna hmota u epitelialnich burék. Schéma ukazuje nejvyznagj$i

slozky (v levém sloupci) ésnych spaj (tight junctions), adhezivnich spoj
(adherens junctions), desmozibra vodivych spdj (gap junctions). V dolnéasti

obrazku jsou zakresleny molekuly mezibémé hmoty a povrchové receptoghto

molekul (gevzato z McSherry et al., 2007).

Adhezivni spojejsou tvaeny gevazrie cadheriny a cateniny. Cadheriny jsou
transmembranoveé proteiny, které svou extraceluldasti interaguji s cadheriny
sousednich buwk (vétSinou homofilg, tj. se stejnou molekulou). Cateniny jsou
proteiny lokalizované pod b#&&nou membranou, kde zpréstikovavaji vazbu
na burgcny skelet. Klasické cadheriny (tj. skupina I. zahici E-, N-, P-, R-
cadheriny) obsahuji ¢ extracelularnich (EC) domén. Spravna konformaéez E
domén je zavisla naifpomnosti vapenatych ioit(Hartsock and Nelson, 2008).

Cytoplasmatick&ast vaze proteiny, které reguluji endocytézu cadhesignalizaci
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uvnité buiky, lokalni kontrolu vazby a remodelaci aktinovéyboskeletu (Halbleib
and Nelson, 2006). V cytoplasmatickasti proteinu jsou dvdolke definované
domény: CBD (catenin binding domain) a JMD (juxtambeane domain). Doména
JMD je nezbytna pro shlukovani cadhéria vazbu p120 cateninu, doména CBD
vaze B-catenin. Vazba adhezivnich spopa cytoskelet je zprastdkovanao-

cateninem (Berx and van Roy, 2009).

Klicova molekula organizace epitelu a oheanezibugénych spoj je
protein E-cadherin. E-cadherin je povazovany za nadorovy a invazsupresor,
protoze udrzuje hiky v diferencovaném stavu a brani astu a uvolgni se
ze svého mista (McSherry et al., 2007). E-cadhjerirovreZz povazovan za jednu
z klicovych  molekul epitelidl@mezenchymalniho fipchodu. Ve #tSing
epitelialnich naddr je exprese E-cadherinu sniZzenagas§ji na urovni transkripce,
a souvislost mezi pottanim exprese E-cadherinu a EMT byla mnohokrat
dokumentovana (Kalluri and Weinberg, 2009). A n&opeokud byla ektopicky
exprimovana cytoplazmatické&ast E-cadherinu (obsahujici vazebné misto [pro
catenin) v bikach, které jiz protlaly EMT, dochazelo uéthto burk ke ztrag
mezenchymalniho fenotypu, reorganizaci epitelifdddaré¢cnych adhezi a potteni
proliferace (Eger et al., 2000). Tento experimenikazuje na @lezitost udrzenp-
cateninu v cytoplastnu epitelialnich buk. Pokud seB-catenin hromadi v j&d
(k tomu dochazi praw disledku absence E-cadherinu), stava séasiukomplex
s transkrignim komplexem LEF-1, které iniciuji EMT (Kim et aR002). Gen pro
E-cadherin se nachazi na pozici 16g22.1 a mutace v této alsomové oblasti
byly nalezeny u karcinotnZzaludku, prostaty, jicnu a u hepatocelularni kemgiu
(Strumane et al., 2004).

Promotor E-cadherinu je reprimovan specifickymnsiaipinimi represory,
jako jsou Snail, Snai2, SIP1/ZEB2, Twistl a E12/B47asled& hypermetylovan
(Peinado et al., 2004). Hypermetylace E-cadherinov@romotoru jecastym
znakem epitelialnich nador (Strathdee, 2002). ZvySena exprese Snadsta
u duktalniho prsniho karcinomu, vede ke snizenresgE-cadherinu (Cheng et al.,
2001). Podobny efekt mé& i zvySen& exprese Snaig/SP1/ZEB2 (Elloul et al.,

" E-cadherinovy gen se nazy@DHL V 5 proximéalni oblasti gen@CDH1 se nachazi velky CpG
ostrov, ktery u #kterych karcinom vykazuje aberantni metylaci a usedku toho snizenou expresi
E-cadherinu (Berx and van Roy, 2009; Kanazawa. £2602).
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2005) a Twistl (Yang et al., 2004). Existuje vza@mmodulace mezi
transkrignimi represory pro E-cadherin a specifickymi mickt/R MicroRNA
rodiny miR-200 a miR-205 se vaziimo na mRNA ZEB1/deltaEF1 a ZEB2/SIP1,
tim potla&uji translaci mMRNA pro ZEB1 a ZEB2 a to vede ke Sayi exprese
E-cadherinu (Berx and van Roy, 2009; Burk et @08). Nadprodukce miR-200c
v buikéch prsniho nddoru potiavala jejich invazivitu (Burk et al., 2008).

Vedle genetickych a epigenetickych mechaiiisse na regulaci mnoZzstvi
E-cadherinu v bice podili je&t dalSi mechanismy. E-cadherin je z membrany
odstraiovan endocytdézou a je recyklovan na nové mezini kontakty. ZvySena
aktivace protoonkogén jako je c-Met (HGF/SF), Src a EGFR, vede ke zmgSe
fosforylaci tyrosirii v cytoplasmatické doménE-cadherinu. Tato fosforylace je
signalem pro vazbu Hakai (E3-ubiquitin ligasa),ledsou internalizaci a degradaci
(Shen et al., 2008).

N-cadherin (neural cadherin) oproti E-cadherinu vytivdak pevné, tak
i prechodné slabé mezibtimé interakce, které usnagi procesy jako je ust
neuritu nebo migrace (Hazan et al., 2000; Riehhlet1996). Ektopickad exprese
N-cadherinu v nadorovych, ale jen glalnvazivnich bukach, zvySuje jejich
mobilitu a invazivni potenciél v Matrigelu (Hazah a., 2000). V této praci bylo
rovneéz ukazano, Zze nadprodukce N-cadherinu, z&asmeho fisobeni #istového
faktoru FGF-2 vede ke zvySeni produkce metalopeyteliMP-9. N-cadherin
krom¢ homofilnich interakci vytvd i komplex s receptorem FGF. Tato interakce
vede k aktivaci signalni drahy MAPK/ERK a nasledmédukci MMP-9. Tento
mechanismus se uptafje jak u invazivnich buik, tak i @i rastu neuritu (Hazan et
al., 2004). U nadorovych bgk je ¢astym jevem, Ze dojde ke sniZeni produkce
E-cadherinu a sa@asré se zvySi produkce N-cadherinu, tomuto jevu i€
~Cadherin switch” (Hazan et al., 2004).

VE-cadherin (vascular endothelial (VE) cadherin) udrzuje adh@zspoje
sousednich bwk vendotelu a pouze vbkach endotelu je produkovan
(Lampugnani et al., 1992). Jeho hlavni Ulohac¢sg@o v udrzeni paracelularniho
transportu (Komarova and Malik, 2010). Bylo vSalazéno, Zze VE-cadherin byl
silné¢ nadprodukovan v agresivnich melanomech (Hendrixl.e2001). Auté této

prace poukazuji na to, ze zvySena exprese VE-cadheede k vaskularizaimu
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fenotypu nadoru, ktery tak mimikuje endotelialn&itkPro tento jev byl zaveden
termin ,vasculogenic mimicry"“.

Pro pgehled ostatnicktlend cadherinové proteinové rodiny a jejich vztah
k riznym nadorovym onemoénim odkazuji na rozsahly souhrnéianek Berx and
van Roy, 2009.

4.2.4 Interakce bun ék s mezibun éénou hmotou

V mnohobugéném organismu existuje velké mnozstuzmych interakci,
které jednotlivé biky navazuji se svym okolim.fiPmigraci nadorovych buik
meziburgénou hmotou jsou nejvyznaré8i interakce zprogtdkované integriny a
receptorem hyaluronatu CD44. V dalSim textu se &ampouze na integriny a

integriny zprostedkovanou signalizaci.

Integrinova signalizace

Integriny jsou rodina transmembranovych glykopmigeikteré slouzi jako
receptory pro slozky mezib&né hmoty a &které specifické mezibytné
interakce. Integriny tvi@ heterodimer z nekovalerdmsociovanych podjednoteka
B. U obratlovés je znamo osmnact podjednoteka osm podjednoteB, které
skladaji dvacet ¢tyti riznych heterodimér Integriny se #i bud podle
podjednotkového sloZeni, nebo podle ligandu (pauadileni integrinh do skupin
podle podjednotek a podle vazebné specificity lagt v pracech Barczyk et al.
2010; Luo et al., 2007 a Takada et al., 2007). Maptasmatické stranbuns¢né

membrany integriny zpragtdkovavaji vazbu na cytoskeletepazié na aktinova

vlakna, ale i na mikrotubuly a intemediatni filarteeriBhattacharya et al., 2009).
Krome cytoskeletu se na cytoplasmatickeast integrii vazerada dalSich protein
a nasleda se aktivuje signalizace vedouci k adhezi, prdifer zneén¢ tvaru,
polarit, motilit¢ a dalSim &um, z nichZz ¥tSina je zprosedkovana zrmami
v cytoskeletu (Takada et al., 2007).

Signalizace prosednictvim integrid@ se rozdluje na ,nside-out a
Loutside-in“. ,inside-out” slouzi fevazré k tomu, aby uvedla integriny do aktivni
konformace. Pro uvedeni integiindo aktivni konformace, tj. reorganizace

konformaceofl dimeru, jsou dlezité dw¥ skupiny proteif, taliny a kyndliny. Tyto
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proteiny se vazi na cytoplasmatickaust podjednotkyp a sowasré slouzi
k napojeni integrith na aktinovy skelet. Talin vazbou na podjednofkupisobi
konformani zmeEnu v extracelularni¢asti proteinu (za s@asného rozvokni
interakce s podjednotkou), ktera zvySi vazebnou afinitu (Takada et al., 200
Nicmére samotny talin pro plnou aktivaci integiimest&i, pro to je patba
kooperace s proteiny zvané kindliny (Geiger et 2009). Kyndliny se na aktivaci
integrini podili rovréZ primou interakci s cytoplasmatickym konc@rpodjednotky,
navic jsou kyndliny nezbytné pro spravné sestaadhéezi biiky na mezibudcnou
hmotu (Larjava et al., 2008).

Pro ,outside-in“ signalizaci je charakteristick&, go navazani ligandu dojde
k vytvaeni integrinovych shluka genosu signaluies membranu do nitra k.
Integriny vazané na ligand se nejprve shlukuji dmikajicich adhezi (nascent
adhesions). Vznikajici adheze sectduji a vytvdeji postups shluky integriri
o stovkach az tisicich jednotkach, které daji vaoik pevnym fokalnim adhezim
(FA) (Legate et al., 2009). Bledky aktivace integrinse daji shrnout daitfazi:
bezprostedni, kratkodoby a dlouhodoby efek&r@m prvnich par minut po aktivaci
dojde k fosforylaci tyrosih na specifickych substratech a naslednémengsu
signélu prostednictvim druhych posl Zpravidla do hodiny dojde kipstavks tvaru
buinky a dalSim &uam spojenych siestavbou aktinového skeletu. Dlouhodobé
propojeni s ECM vede ke zZmam v signalnich drahach a genové expresi, které
ovliviuji rast a diferenciaci (shrnuto na obr. 3). Naslednéojgme procesy jsou
z velkécasti ovlivreny mechanickymi vliastnostmi ECM (hustotou, pevnaggnzni

silou).
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Obr. 3. Naslednost dju pii aktivaci integrinové signalizace.Aktivace integriri
na burkcné membra®k vede k djum, které se daji roztit na ti casova stadia.
Bezprostedre po aktivaci dojde ke zvySené aktivikindz, které zprosedkuji
narist koncentrace lipidickych druhych posla dojde krychlé fosforylaci
specifickych proteinovych substéat Behem rkolika minut jsou aktivovany
signalni drahy GTPaz rodiny Rho a jsou aktivovamptginy podilejici se
naregulaci pestavby aktinového skeletu. Efekty nasledujictadech hodin
po aktivaci integrii zahrnuji aktivaci prolifernich drah a indukci genetického
programu, ktery wuje burg¢cnou morfologii (fevzato z Legate et al., 2009).

Sestavovani signalni platformy

Cytoplasmaticka doména integiimema vlastni katalytickou aktivitu. Tu
zprostedkovavajicetné molekuly, které jsou Bupiimo, nebo neffmo asociované
s integriny. B hledani v databazich a liter&gubylo nalezeno 156 signalnich a
adaptorovych molekul, které jsou sasti tzv. ,integrin adhesome* (Zaidel-Bar et
al., 2007; studie byla publikovana v roce 2007pwasnosti bude totdislo Zejme
jes€ vyssi). Vazba fmych interaknich partnek na integriny je ovliiovana
posttranslani modifikaci integrid. Na cytoplazmatickém koncp-integrimi se
nachazi dva motivy NXXY, které jsou rozpoznavangtemy obsahujicimi doménu
vazajici fosfo-tyrosin (PTB). Tyto motivy mohou bfgsforylovany kinazou Src,
coz nasled& ovlivni vazbu dalSich protein(Oxley et al., 2008). V cytoplasmatické

domére integrini se roviZz nachazi seriny a threoniny, které jsou fosforgtoy
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kindzami Akt, PDK1, ERK2 a Protein kinazou C. Naftoylovany Ser/Thr se vazi
adaptorové proteiny, jako je filamin nebo 14-3-8kferé isoformy) (Legate et al.,
2009). Komplex Src-FAK fedstavuje hlavni uzel integrinové signalizace.
Shlukovani integridh stimuluje autofosforylaci kinazy FAK (na pozici T397),
¢imz vznikne vazebné misto pro doménu SH2 proteirmu Src zprosedkovava
dalSi fosforylaci kindzy FAK a FAK tim nabyva svia katalytické aktivity (Mitra

et al., 2005).

Ve vznikajicich fokalnich adhezich dochazi k mnatoé fosforylaci
proteimi s integriny asociovanymi. iRRladem niZze byt vazba adaptorového
proteinu Crk do fokalnich adhezi (FA). Viaeni fazi adheze je adaptorovy
protein paxillin fosforylovan kindzami FAK a Src €lis et al., 1995). Tim se
na paxillinu vytvdi vazebné misto pro Crk (Turner, 2000). V odfmbv na
mechanicky stres dojde uvhifokalnich adhezi k fosforylaci proteinu pl130Cas
(Crk-associated substrate), ktery poté zpemttovava vazbu dalSich protéjn
véetns Crk (Defilippi et al., 2006). f&éstoZze oba adaptorové proteiny (paxillin i
pl30Cas) vazi Crk, jejich fosforylace ma antagackgt efekt na migraci.
Fosforylace paxillinu pottauje migraci, fosforylace p130Cas migraci podporuje
(Yano et al., 2000). Stimulai efekt proteinu p130Cas sfiea v aktivaci GTPazy
Racl a nasledné polymerizaci aktinu. Dochazi k fmembrane ruffling®, nebo
tvorbe lamelipodii, oboji vede k bétnému pohybu (Mitra et al., 2005).

Src-FAK  miZze ovliviovat dynamiku fokalnich kontakt take
prostednictvim regulace extra- a intracelularnich prigtézkych &jiu. FAK
ovliviiuje expresi proteaz rodiny MMP (matrix metallopioése) a to signalizaci
pies Ras a Rac. Aktivace metaloproteaz na vedoucraji dknky vede ke &peni
slozek mezibu&tné hmoty a krozvobmi kontakti integrin-ECM (Visse and
Nagase, 2003). &teré komponenty fokalnich kontékha cytoplasmatické stran
bunééné membrany, jako je talin a spectrin, mohou b§pety proteazou calpain
(Cuevas et al., 2003). Calpain je proteaza zavial&apenatych iontech. Rozpad

fokalnich kontaki je spojen sifechodnym, lokalnim néstem koncentrace

" ,Membrane ruffling* by se dalo doslovargioZit jako Gepykeni mebrany. Timto terminem se
popisuje charakteristicky &l prevazi na vedoucim okraji hiky, kdy jsou v rovig podlozky
dop‘edu vysunovana tenka filopodia, ktera se zvedafisked® hned zatahugi zanduji do dorsalni
¢asti vedouciho okraje klly. Tim se k sob dostanou antipararelni aktinova vlakna, ktera spol
s myosinem mohou vytvid kotraktilni jednotky. Tento pohyb, déd prostudovany ve 2D (pohyb
po skltku), Zejmé odrazi mechanismus pohybuily ve 3D. Podrob¥jsSi popis je nafiklad ve
Small and Resch, 2005.
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vapenatych iorit v mistech jednotlivych adhezi. Calpain takza byt selektiva
aktivovan bd’ na vedoucim okraji biky, nebo zatahujicim se konci (Giannone et
al., 2004).

S
Actin stress fibres HE

Focal contact
proteins

Plasma
membrane

|EeraceHuIar matrix

Obr. 4. Molekuléarni architektura fokalnich adhezi. Ve fokalnich adhezich
dochazi prosednictvim molekul integriim k interakci bu¢ného skeletu
na mezibusc¢nou hmotu. Jde o dynamickou strukturu, kde se kangg strukturni
a regul&ni proteiny. Proteiny paxilin a talin se vazi natopfasmatickoucast
integrint a nasled&é vazi kindzu FAK a protein vinculin. Proteigactinin vaze
aktinova vlakna k saba spolén¢ s proteinem vinculin up&wuje aktinova vlakna
k fokalnim adhezim. Vazba kindzy Src do fokélnidhexi vede k vytv@ni FAK-
Src signalniho komplexu, ktery fosforyluje dalSiogeiny asociované s kinazou
FAK, piedevSim proteiny p130Cas a paxilin. FosforylaceORE® a paxilinu ma
vliv na buré¢nou migraci (viz. text; fevzato z Mitra et al., 2005).

Interakce integrina s cytoskeletem

Spojeni integrifi s cytoskeletem je sititgchodnych, vysoce dynamickych
interakci mezi proteiny fokalnich adhezi a F-aktinekteré zprosedkovavaji
propojeni s relativh statickymi vazbami integriny-ECM. Kiovou roli
ve zprostedkovani fyzického propojeni integiincytoskeletu a dalSich komponent
fokélnich adhezi hraji proteiny: talin, vinculeractinin a ILK. DalSi proteiny, jako
je FAK a paxillin, maji spiSe modwiai ulohu prostednictvim enzymovych, nebo

adaptorovych vlastnosti (Legate et al., 2009).
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Mechanosenzorické vlastnosti integrinovych komplek

Integrinové komplexy jsou ro¥#d odpowdné za konverzi fyzickych sigrial
jako je mechanicky tah na chemické signakjedJak bylo uvedeno u ,inside-out*
signalizace, inaktivni integrin je dimer s kompaktrazanou podjednotkoa a f.
Po navazani talinu se vazba podjednetel rozvolni a dojde k aktivaci, tj. nabyti
konformace, kter& umozni vazbu liganduekblik studii nazn&uje, Ze inaktivni
konformace integrih neni stabilni a jednotlivé molekuly nabyvajiiznych
konformaci. To mMize umoznit slabou vazbu na ligand (v tomtépact ECM) a
nasledkem tahu stabilizaci natazené, aktivni konéme a aktivaci signalizace
uvnitt buiky (Askari et al., 2009). Vedle integfinje klicovou molekulou této
mechanosenze kinaza FAK (Mitra et al., 2005). Jipyikladem je vnimani tuhosti
okolni mezibuséné hmoty. Biiky se preferetné pohybuji do oblasti s vysSi
tuhosti, tomuto jevu siika durotaxe a je rowi zavisly na aktivit kinazy FAK.
U burgk s deleci genu pro FAK tato orientaceésem k tuzSimu progedi nebyla
pozorovana (Wang et al., 2001). Velikost fokalnathezi je zavisla na tuhosti
prostedi; buiky vyseté na tuhém substratu vytejg mohutijsi adheze (Tilghman
and Parsons, 2008). Tentdst fokalnich adhezi je zavisly na aktivaci Rho
signalizace, jelikoZz pewsi prostedi vyZaduje generovani ¢étéi  sily
prostednictvim akto-myosinové kontrakce (Tilghman andsBias, 2008). Nkeni
trakénich sil u migrujicich buwk ukazalo, Ze nefiSi sila je generovana
na vedoucim okraji (Pelham, Jr. and Wang, 1999naéshpaitu burécnych protruzi
byl zaznamenén prédw mistech, kde byly nareny nejétsi trakni sily a kde byl
tedy vyvijen nej¢tSi tah na buktny skelet (Parker et al., 2002)tifaé propojeni
mezi mechanickou zénou tvaru molekuly a naslednou signalizaci bylo zéké
u proteinu p130Cas, ktery byl ozem za primarni mechanosenzor (Sawada et al.,
2006). Natazeni proteinu, které bylo detekovanotilathou specifickou proti
natazené substratové doméproteinu pl130Cas, vedlo k fosforylaci p130Cas a

naslednémuienosu signalu pragdnictvim GTPazy Racl.
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4.2.5 Uloha aktinu a myosinu v bun  &&né migraci

Béhem burc¢né migrace, $ rychlych znénach tvaru, nebo tvo#panozek,
maji z buréného skeletu nevyznargi roli mikrofilamenta. Polymerizace
aktinovych monomer v F-aktinova vlakna a nasledny rozpad viaken jdaxfem
pro pohyb eukaryotické illy. Nové monomery jsourfglavany na plus (,barbed*)
konec a depolymerizace sé&ja na minus (,pointed”) konci. Proteinovy komplex
Arp2/3 je odpo¥dny za nukleaci novych vlaken, proteiny FH a Ena®PAstimuluji
piidavani novych monomer(Pollard, 2007). U pohybujicich se [nje hlavni
misto polymerizace téast, ktera je proximavzhledem k bu&né membrat
Neni jeS¢ zcela objastno, zda je membrana ,natahovana“ rostoucimi vlakny,
hydrostatickym tlakem, nebo roste #stedku splyvani wku (Olson and Sahai,
2009). Aktivita proteinového komplexu Arp2/3 je vdgvana asociaci s proteiny
WAVE a WASP (maji doménu WH2, WASP homology 2). temoy z rodiny
WAVE a WASP zprosedkovavaji interakci mezi Arp2/3 a aktinovymi moremna
jejich aktivita je stimulovanaetnymi GTP-vazebnymi proteiny (Cdc42, RhoA,
RhoB) (Olson and Sahai, 2009; Pollard, 2007).

Polymerizace aktinu zprasdkovana proteiny FH a Ena/VASP generuje
linearni soubory vliaken. Utvary, obsahujici tytailsory vidken, se ozigji jako
filopodia, pokud vyiistaji laterald z buiky, a jako microvilli, pokud rostou
dorsél (Olson and Sahai, 2009). Polymerizace zpeastované proteiny Arp2/3
vétSinou vede k vytvieni obloukovité, listovité struktury zvané lamelijpam, které
se rozprostira po podkladu (Chhabra and Higgs, R00dava se, zZe protein
cortactin vaZze Arp2/3 na jiz existujici aktinovéakmha a fisobenim Arp2/3 tak
vznikaji wtvena vlaknaci soubory viaken (Buday and Downward, 2007).
V aktualni studii byla pro vizualizaci lamelipogbuzita elektronova tomografie.
Bylo ukazano, Ze kd&tveni aktinovych soubér vlidken v lamelipodiich tbec
nedochazi aiivéjSi pozorovani &tvenych vlaken nejspiSe ukazovala vladkna lezici
pies sebe (Urban et al., 2010). Protein fascin vadeezini aktinova vlidkna k sbh
diky tomu svazky vlaken a cela filopodia nabyvagi pevnosti (Vignjevic et al.,
2006). Proteiny s doménou FERM (nidgad 4.1B, ezrin) zprostdkovavaji
napojeni F-aktinu na plazmatickou membranu (Chisthi., 1998).
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Regulace fosforylace lehkéhéetézce myosinu

Vldkna F-aktinu a myosinu (tveného &Zkym a lehkym regutmim
fetzcem) vytvédi komplex, ktery vyuziva energii ATP pro kontrakEiosforylace
lehkéhotettzce myosinu Il (MLC) je kliovy mechanismus, kterym je kontrakce
regulovana (Somlyo and Somlyo, 2000). Rychlé gergerb kontraktilni sily je
fizeno pedevSim stimulaci kindzy MLCK prdstnictvim vapenatych ioint
(C&*/calmodulin). V nesvalovych tikach, i delsicasové odpaddi, se uplaiuje
modulace kindzami asociovanymi s GTPazami z ro&hyg (Yee, Jr. et al., 2001).
MLCK je hlavni kinaza p kontrakci zavislé na vapniku, ROCK1 a ROCK2 jsou
hlavni kindzy pi kontrakci na vapniku nezavislé (Olson and Sa2z09).

Fosforylace MLC je zprostdkovana #Sim pd@tem kinaz (ROCK1,
ROCK2, MRCK, ILK, PAK, MLCK a dalsi; Olson and Sah2009). Kindzy ROCK
jsou efektory malych GTPaz RhoA a RhoC a fosfofydgjrin 19 na MLC (Amano
et al.,, 1996). ROCK rowz fosforyluie MYPTL1, regukni podjednotku MLC
fosfatazy (Kimura et al., 1996).GBobi tak pozitivl na aktivitu myosinu imo i
negimo. Rima fosforylace se uplkatje pedevsSim v centru hiky, zatimco
ne@ima, inhibici MLCP a tim blokovanim defosforylacelL®, pasobi hlave
na okraji bugk (Totsukawa et al., 2004). ROCK dale fosforylujmdzu ZIPK.
ZIPK pisobi podobé jako ROCK, tj. pimo fosforyluie MLC a MLCP, aktivita
MLCP je fosforylaci inhibovana (Hagerty et al., Z00

Defosforylace MLC je zprostdkovana fosfatdzovym komplexem PP1M
(MLCP), ktery se sklada z katalytické podjednotkyP1R5, MLC-vazajici
podjednotky MBS a malé podjednotky M20 (lto et @004). MBS je kkovou
regul&ni podjednotkou fosfatdzového komplexu a je znardio ppoteini, které
mohou fungovat jako MBS. Nejlépe prostudovany jechamismus zahrnujici
protein MYPTL1. Fosforylaci MYPT1 (kindzami ROCK10RK 2, ILK, ZIPK)
dojde k inhibici funkce fosfatazy (Feng et al., 2R9

U proteinu Cdc42 bylo ukdzano, Zeure jak zvySovat, tak sniZovat
fosforylaci MLC. ZvySeni fosforylace se¢j@ prostednictvim kinazy MRCK
(myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-bindinghakie). MRCK kooperuje
s ROCK, coz vede k fosforylaci MYPT-1 a tim inhibfosfatazy MLCP (Dong et
al., 2002). Inhibini pasobeni Cdc42 segfk prostednictvim kindzy PAK1. Kinaza
PAK (p21-activated kinase) je efektor GTPazy Radclda42 a stimuluje buiny
pohyb a invazivitu. PAK lokalizuje do fokalnich a a pispiva Kk jejich
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dynamické pestavié (Manser et al., 1997). Kindza PAK ma vice substraitivuje
kinazu LIMK, kterd potléuje aktivitu proteinu cofilin (Delorme et al., 200PAK
fosforyluje a tim inhibuje funkci MLCK (Sandersadt, 1999).

.—P ROCK 1][ MRCK]
/11

m—-'

MLCK

.@ q PAKI -.,__.“.““""“

Obr. 5. Role GTP&az rodiny Rho v regulaci fosforylae lehkéhoietézce myosinu

v nesvalovych buikach. Fosforylace MLC v nesvalovych hkach zavisi
na pondru aktivit kindzy MLCK a fosfatdzy MLCP (na schémegprezentovanou
regul&ni podjednotkou MYPT1). GTPazy Rho, Racl a Cdc4@sfednictvim

asociovanych kinaz reguluji aktivitu kinazy MLCKasfatazy MLCP. Rho zvySuje
fosforylaci MLC inhibici MLCP, zatimco Racl snizujesforylaci MLC inhibici

MLCK (Prevzato z Micuda et al., 2010).

Koordinace polymerizace a kontrakce Bhem migrace

Toto zdanli¢ protichidné pisobeni reguknich molekul na polymerizaci
aktinu a akto-myosinovou kontrakci vyvolava otazkgk jsou tyto procesy
koordinovany pro efektivni pohyb celéitky, aby k aktivni polymerizaci dochéazelo
pied kontrakci a v proximalnictastech biky (na okraji lamelipodii a filopodii).
Imunofluoresceéni mikroskopie lamelipodii migrujicich bék ukéazala, Ze dochazi
k oscilaci polymerizace a depolymerizace aktinunf{Pet al., 2004; Ponti et al.,
2005) a k periodickym kontrakcim na vedoucim okiajnelipodii (Giannone et al.,
2004). GTPazy rodiny Rho reguluji jak polymerizatak kontrakci. Bsobenim
RhoA dochazi k tvorbfokalnich komplex a k tvorlg stresovych vidken (Leung et
al., 1996). Aktivované GTPazy Cdc42 a Racl podpdugrbu fokalnich adhezi
(Manser et al., 1997) a vlivemigobeni Cdc42 dochézi k posileni fosforylace MLC
na burcneé periférii (Dong et al., 2002). Ve fokalnich adivh dojde fisobenim
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Cdc42 a Racl k aktivaci kinazy PAK, kteraigpbuje rozpad FA a stresovych
vlaken (Manser et al., 1997) a sniZuje fosforylsitiC. Ziejm¢ tak dochézi nejen
k oscilacim v polymerizaci aktinu, ale i k fluktuaaktivity kinazy MLCK a tim
periodické fosforylaci MLC (Totsukawa et al., 2004)

Bylo ukazano, Ze kinaza MLCK je nezbytna pro rozfadlnich kontaki
(Webb et al., 2004). Dynamické tvorba a rozpad &A1 pohyb biiky esencialni,
protoZe velké, stabilni adhezivni struktury fungeko brzda v pohybu (Totsukawa
et al., 2004). Periodicka fosforylace myosinu ndoweim okraji tak nenitdezita
jen pro kontrakci, ale i ke generovani aykhezi formovanim protruzi a tvorbou

adhezivnich struktur (Matsumura and Hartshorne8200

4.2.6 Role proteolytickych enzym 0 v remodelaci mezibun éé&né

hmoty

Membranové vazané a sekretované proteazy a jejich role v rerdelaci
mezibunééné hmoty

Béhem vyvoje organismu, ale i v daspsti, dochazi Ketnym gestavbam a
presurim burek. Aby se buiky ¢i skupiny bugk mohly dostat skrz mezib&énou
hmotu, musi si vytvigt prostor. Ktomu slouZzicetné proteolytické enzymy, ty
mohou byt membran@vvazané, nebo sekretované. Boldokumentovana role
protedaz je nafklad pi vaskularizaci neboustu a remodelaci kosti a dalSich
pojivovych tkani. Sekretované protedzy uig? vytvoreni prostoru v mezibwtiné
hmot, kudy se migrujici btky mohou protdhnout, ale maji i dalSi biologické
funkce. Skpeni substratu vytéfragmenty a epitopy, které mohou mit specificky
vyznam. Proteazy se podili na naruSeni mezibycth spoj a mohou zvysit,
modifikovat, ¢i potlacit aktivitu biologicky aktivnich molekul (Page-Mc@eet al.,
2007).

Extracelularni proteazy se daji réfil do neékolika skupin (dle van
Hinsbergh et al., 2006): 1) matrixové metaloproyg@aatrix metalloproteinases); 2)
cysteinové protedzy; 3) serinové proteazy. Tyto ekaly se staly fednmetem

intezivniho vyzkumu, kdyZ se zjistilo, Ze js¢éasto nadprodukovany v malignich
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nadorech. Nejvyznangsi, z hlediska nadorové invazivity, jsou proteanginy

MMP (matrix metalloproteinases).

MMP a MT-MMP

Matrixové metaloproteazy jsou endopeptidazy, kierévé funkci paebuji
atom zinku vazany ve své katalytické doméodtud nazev metaloprotedzy)
Matrixové metaloproteazy se daji reélitl na membrano¥ vazané a sekretované.
Membrano¥ vazané, ozrmvané MT-MMP, jsou aktivovany uviiit bungk
pusobenim furinovych proteaz a do membrany jsou \énati transmembranovou
doménou, nebo GPI kotvou (glycosylphosphatidylitudsi Sekretované MMP jsou
produkovany jako neaktivni proenzymy (proMMP) ava# buiky jsou S&peny a
tim aktivovany. Na aktivaci MMP se podili ridgad proteadza plasmin (aktivuje
proMMP-9). Ripadré se na aktivaci MMP podili i membranovazané proteazy,
napgiklad MT1-MMP Se&pi proMMP2 (van Hinsbergh et al., 2006; Visse and
Nagase, 2003). MMP2, MMP9 a MT1-MMP jsou zarmovejvyznamajsi proteazy
degradujici mezibugnou hmotu v kontextu nadorové biologie. Vedle ezpre
regulace proteaz kiky produkuji i specifické inhibitory zvané TIMP g8ue
inhibitors of metalloproteinases), které se v tknpodileji na lokalni kontrole
aktivity protedz (Visse and Nagase, 2003).

Vedle metaloprotedz MMP a MT-MMP, existuji j@Smetaloproteazy
ozna&ované jako ADAM a ADAMT. ADAM (disintegrin and mdlaproteinase
domain) jsou transmembranové proteiny, zatimco ADANUdisintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs) jselretované proteiny. Je znamo
34 miznych ADAM, z nichz 19 ma proteolytickou aktivitypasobi jako ,sheddase”,
tj. na vrgjSim povrchu bu&né membrany 8pi transmembranovy proteigjmz
uvoliuji jeho ektodoménu a tak sea$tni autokrinni a parakrinni stimulace
(popsano to bylo na&klad pro rekteré cytokiny a cytokinové receptory) (Edwards
et al., 2008). Nkteré proteiny ADAM a ADAMT se podili na angiogenésorb¢
cévnihorecist¢ nagiklad u hojeni ran), ADAMT se podili naépeni mezibu&né
hmoty (Edwards et al., 2008). Proteazy z rodiny ADfsou ¢asto deregulovany
v nadorovych bikach, Zejm¢ z toho divodu, Ze nadorové biikky maji ¢asto

" MMP ve své katalytické dom&nmaji dva atomy zinku, jeden se nazyva katalitickjuhy
strukturni. Mimo zinku obsahuji obvykle jedti atomy vapniku (Visse and Nagase, 2003).
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vysokou aktivitu autokrinni stimulace, které se AAuUcastni. Oproti MMP,
ADAM se na &peni mezibu&né hmoty pilis nepodili (s vyjimkou ADAM-9,
kterd SEpi laminin) (Edwards et al., 2008), nicndése tyto protedzydaastni Stpeni
cadherinu v mezibuinych spojich. To bylo ukdzano na proteaze ADAM¥t@ra
Stpi E-cadherin. ZvySena exprese ADAM-10 vede poskeakumulacip-cateninu

v jadie a proliferaci (Maretzky et al., 2005).

Cysteinoveé proteazy

Cysteinové proteazy zahrnuji rodinu proteadz zvaat@epsiny. Cathepsiny
jsou endopeptidazy, které jsou primémanamy jako lysosomalni enzymy (ke své
funkci potebuji kyselé pH), &které cathepsiny vSakipobi i na vijSi membras
(van Hinsbergh et al., 2006).

Serinové proteézy

Serinové proteazy je oz&eni pro ¥tSi paet miznych enzym, endopeptidaz,
které maji spokny motiv v katalytickém centru. V kontextu hitné migrace a
nadoroveé invazivity je néastji zminovan enzym urokinase-type PA (UPA) a
plasmin. Fyziologicky substrat uPA je plasminogaeaktivni zymogen, ktery je
Sttpen na plasmin (rowi serinova protedza). Aktivovany plasmigpstfibrinové
srazeniny (fybrinolyza), ale i proteiny mezil&iné hmoty (fibronectin, laminin) a
podili se na hojeni ran. Nadprodukce proteazy uldek vyssi degradaci ECM a
zvySené invazivit burek a vysSi hladina uPA jeastym znakem malignich nador
(McMahon and Kwaan, 2008).
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4.3 Mechanismy invazivity nadorovych bun  ék

mezibun éénou hmotou

Migrace bugk mezibugénou hmotou vyZaduje aktivaci specifickych
signélnich drah arpstavbu bu&ného skeletu vedouci ke Zn¢ celkového tvaru a
fenotypu bugk. Pro invazivni biiky je charakteristické vyt¥ani specifickych
struktur, které jsou v kontaktu s okolni matrix. igiMje reékolik modi migrace.
Bunky mohou migrovat kolektivh nebo individuala. V této kapitole jsem se
zametil na individuélni zjisob a pedevsim pak na rozdil mezi mezenchymalnim a

améboidnim zfisobem migrace.

4.3.1 Mezibun ééna hmota

Meziburéénou hmotu Ize v principu roztit do dvou tym: bazalni
membrany a vmezené pojivové tk& Bazalni membrany jsou struktury, které
obvykle separuji biky od pojivovych tkani, nebo tvbbariéru mezi bikami a
odctluji tak od sebe tkanc¢i organy. Hlavni komponenty bazalnich membran jsou
kolageny typu IV a V, laminin, entactin akolik druhi glykoproteiri. Tyto
molekuly prostednictvim nekovalentnich interakci tvéustou g1 (McSherry et al.,
2007). Za utitych okolnosti mohou byt bazalni membrany penéinyy napiklad
pii diapedéze krevnich bek do okolnich tkani (Lukashev and Werb, 1998).
Vmeze&ené pojivove tkah zahrnuji iznorodé struktury, jako je dermis, kost nebo
chrupavka. Tyto tk&h v sol¥ obsahuji bitky odpowdné za tvorbu okolni
meziburgcné hmoty (fibroblasty v pojivové tkani, osteoklastykosti) a dalSi
burg¢né typy, jako jsou hiky nervoveé, svaloveé, nebo iiky imunitniho systému.
Hlavni sloZzkou pojivovych tkani je kolagen, ktexpoiti az 90% proteinové slozky
(hlavre kolagen typu | a Ill). Hlavni sloZzkou chrupavekkelagen Il a 1X. Vedle
kolageri se v pojivovych tkani vyskytuje fibronectin, eiast proteoglykany,
tenascin a kyselina hyaluronova (McSherry et @072 Wolf et al., 2009).
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4.3.2 Invazivni struktury

Razné buwcné typy vytvdi na svém povrchu velké mnozstvi struktur.
V nasledujicim textu jsou uvedeny pouze ty, kteséuj v literatie davany
do spojitosti s butnou migraci a invazi skrz mezibidmou hmotu. Konkréthjde
o filopodia a lamelipodia a o specializované adiazstruktury - fokalni adheze,
invadopodia a podosomy. Je nutno poznamenat, Zdologicky popis &chto
struktur vychazi z experimanprovadgnych na mikroskopickém skku, tj. ve 2D
prostedi. Ve 3D prosedi, kdy je bika uprosted husté sét meziburkéné hmoty,
jsou tyto struktury popsany jiz mnohem ménlicméré se da pedpokladat, i fes

odlisSnost ve 3D strukte, Ze je jejich funkce a sloZeni v obdippdech podobna.

Filopodia

Filopodia vznikaji polymerizaci aktinu na plus k@it shlukovanim viaken
a jejich protruzi do okoli buwk (viz. kapitola 4.2.5). Jde o vysoce dynamické
struktury, které slouZi jako senzory okolniho predi a uplatuji se g buné¢ném
pohybu a adhezi (Schirenbeck et al., 2005), alé fitigtu axor (Dent and Gertler,
2003).

Lamelipodia

Lamelipodia jsou charakteristické struktury na wealm okraji rychle se
pohybujicich buék. Jde o listovity Utvar o &e 1 az 5 um (v zavislosti
na burcném typu) a tlouke zhruba 200 nm, ve kterém jsou patrné svazky
aktinovych vlaken. Svazky vlaken se o&ma jako ,microspikes”, pokud istavaji
za okrajem lamely, a jako filopodia, pokud¢myvaji dale dopedu (Small et al.,
2002). Celé lamelipodium je kryté plazmatickou med@miou a v cytoplasmatickém
prostoru dochazi k velmi rychl&gstavié aktinového skeletu. Polymerizace aktinu
je regulovana GTPazami Racl a Cdc42 (viz. kapi#la5). V gedni ¢asti
lamelipodia dochazi k utvéni adhezi k mezibétné hmot (Small and Resch,
piedevsim roli polymerizace aktinu na vedoucim okraji depolymerizaci
u buré¢ného &la. Sowasny model fedpoklada, Ze polymerizace a depolymerizace
aktinu neni ustalena, ale oscilujici a Ze lamelipad funguje jako kontraktilni
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struktura (Giannone et al., 2007). Aktinova vlaksau v lamelipodiu usgadana
do dvou vrstev, kde spodni vrstva je médynamicka. Na okraji lamelipodia
dochézi z konk filopodii k polymerizaci aktinu semem k €lu buiky a tim k fistu
horni vrstvy. V zadntasti lamelipodia se akumuluje myosin II, jeho¥sgbenim
dochazi k tahani névvytvoreného aktinového svazkugs stabilgjSi vrstvu, tj.

ke kontrakci. Vlivem tenze dojde na konci filopoHivytvoreni a zesileni fokalnich
adhezi (viz. kapitola 4.2.4). Stavajici aktinovyassk se posune po lamelipodiu
dozadu a na S§ge filopodia z&ne nova vina polymerizace (Giannone et al., 2007).
Dle tohoto modelu k tzv. ,ruffling® membrany dochazpripadt, kdy energie vazby
spojujici aktinovy svazek mezi $gou filopodia a zadnim koncem lamelipodia
(mistem kontrakce) je &8i neZz energie vazby vznikajici fokalni adheze
k mezibugéné hmot. Tim dojde ke zvedani filopodii. SlabSi adheze \akiou

k ,ruffling” na vedoucim okraji biky. Tento model, tj. periodickd aktivace
polymerizace aktinu a kontrakce z&aéti myosinu by podporovala i fluktuace
ve fosforylaci myosinu na vedoucim okraji (Totsukeet al., 2004).

Fokalni adheze

Fokalni adheze jsou mista, kde seikau prostednictvim integrinovych
komplexi prichytdva k mezibugtné hmok. Velikost adhezi se pohybuje okolo 1
unt a paet se ézni podle buiéného typu (Harjanto and Zaman, 2010). Fokalni
adheze se vyt¥adna vedoucim okraji lamelipodii, vytkigse ale i u buk, kde se
lamelipodia nevyskytuji. Na fokalni adheze je napogktinovy cytoskelet. Akto-
myosin je na vedoucim okraji migrujicich knnapojen na nové adheze. StarSi
adheze a adheze po okraji nebo na ventralniésbiartk jsou napojena na stresova
vlakna. Na adheze jsou napojena i intermedial@infénta (Bhattacharya et al.,
2009). Princip sestavovani a hlavni komponenty Ifdkh adhezi jiz byly popsany
v kapitole 4.2.4.
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Invadopodia a podosomy

Podosomy a invadopodigsou adhezivni buftné struktury nachazejici se
na ventralni stranburgk. Oproti fokalnim adhezim maji kruhovy tvari(pohledu
shora) a jejich charakteristickym znakem je, Zeejiel blizkosti dochazi
k degradaci mezibwiné hmoty. Tyto struktury se vytkidjen u rkterych
burg¢nych typr a i jejich mnoZstvi je buiné specifické. Jde o struktury bohaté
na aktin a proteiny regulujici aktinovouregtavbu (Arp2/3, cortactin, WASP,
N-WASP) a dalSi proteiny podilejici se na twodwhezi (paxillin, talin, vinculin)
(Linder, 2009). Vlastni kontakt mezi invadopodiipadosomy a mezib@inou
hmotou, steji jako u fokalnich adhezi, zprostikovavaji integriny, na které se
napojuje cytoskelet. U osteokladbyla v podosomech nalezena i molekula CD44,
receptor kyseliny hyaluronové (Saltel et al., 2008hoho komponent podosdna
invadopodii je regulovano signalizaci ptesinictvim tyrosinovych kinadz a tak je
v mistech &chto struktur vysoka koncentrace fosfotyrosinu.oTstruktury se daji
dolre rozpoznat # imunofluorescetnim zn&eni pomoci protilatky proti
fosfotyrosinu, nebo proti aktinu (aktin se obvykieai phalloidinem) (Linder,
2007). Podosomy, invadopodia a fokalni adheze polre patrné i za vyuZziti
nékterych nepimych zobrazovacich metod, jako je reflexni intexfice (Tolde et
al., 2010).

Podosomy se Ve bizn¢ vyskytuji v monocytech, makrofazich,
dendritickych biikach, osteoklastechgkterych endotelialnich hilkach a bikach
hladké svaloviny. Vyskyt invadopodii se vazegegevsim k naddorovym kkam
(Linder, 2007). Ve fibroblastech, ve kterych bylytedicielné nadprodukovany
n¢které tyrosinoveé kindzy (n&pSrc), se vytvi tzv. podosomove rosety (Brabek et
al., 2005; Linder, 2007). Jde o velké kruhové n@odkovovité Utvary tviené
velkym patem podosorin Fyziologicky vyznam podosaimsouvisi s degradaci
meziburgcné hmoty. U krevnich bw@k usnaduji migraci mezibu&nou hmotou,
u osteoklast se podili na resorpci kostni tkanRozdily mezi podosomy a

invadopodii nejsou vzdy jasnrozliSitelné, ale obeénse da postulovatékolik

" Invadopodia vs. podosomy: V s@snosti se tyto dvstruktury v literatie oddluji. Jejich funkni
a strukturni podobnost vSak svadi k nazoru, Zeojti&éz strukturu a zméné odliSnosti (viz. text)
jsou dany pedevSim bugné-enviromentalnim kontextem. Proto jektefi autdi shrnuji pod
spol&ny nazev invadosomes nebo PTA (podosome-type amit®siOsob#é se k tomuto nazoru
klonim, nicmésg v textu ponechavam ten nazev, ktery byl ufipaé prace pouzit. V diskuzi k
vysledikiim naSich praci se rovh drzim toho nazvoslovi, které jsme jako skupina gany text
pouzili.
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zakladnich odliSnosti (vice v Block et al., 2008mGna et al., 2008; Linder, 2007;
Linder, 2009). Podosomy jsou viikach ¢etnsjSi (udava se az okolo sta naiku,
invadopodii je jen &kolik), podosomy jsou dynartejSi a pol@as zivota je &kolik
minut, u invadopodii az hodinu. Proteinové sloZenpodobné, ale udava se, Ze

protein vinculin je nabohacen jen u podosom

A
Core:
F-actin,
A 2/3, WASP,
__ cortactin, u Integrin @ Cdc42 <= paxillin
ntegrins, MMPs,
F-actin Src <= Talin
Ring®
Talin, Vinculin, Paxillin, @ Arp2/3 PKC@ = =vinculin
integrins, pyk2 "
() WASP T TCR
B

Obr. 6. Architektura podosomi. (A) Schéma ukazuje usfadani hlavnich
proteinovych sloZzek podosdm Zvyrazréno je kruhové usgadani integrid a

s integriny asociovanych molekul. Centralni oblastiosoni je bohata na aktin a
proteiny regulujici pestavbu aktinovych vidken. Proeinictvim proteif jako je
vinculin, talin aa-actinin jsou aktinova vlakna napojena na komplgxgteinm

v obvodovécasti. Po obvodu jsou prdstinictvim adaptorového proteinu paxillin
koncentrovany kinazy Src, FAK, p130Cas a dal$é\pato z Wernimont et al.,
2008). (B) Podosomy vizualizované viloe hladké svaloviny. Kruhové struktura je
znaena proteinem plectin (2; zen Centralni oblast bohata na aktin {8rvert)

je mistem, kde doché&zi k degradaci gelatinu (&vgato z Gimona et al., 2008).

Degradace mezibgtné hmoty prosednictvim podosoina invadopodii je
zprostedkovana enzymy, jako jsou metaloproteazy a segimooteazy. Ne€pstji
zastoupené metaloproteazy jsou MT1-MMP, MMP-2 a M®1RLinder, 2009).
MT1-MMP ma vedle degradai i regul&ni funkci. Inhibice aktivity MT1-MMP,
nebo potléeni exprese, vede k vyrazné redukci tvorby invaddp@rtym et al.,

2006). Agregace aktinu a cortactinu ve vznikajicictvadopodiich iniciuje
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akumulaci MT1-MMP (Artym et al., 2006). Proteazys&olgiho aparatu do mist
degradace dostavaji vedeéch. Bylo ukazano, Zze MT1-MMP se nachazi véciéh
pozitivnich na Rab8 (Bravo-Cordero et al., 20073b®& je GTP4za, kterd se podili
na polarizovaném transportu. Jak probibéspé ,dordgeni” v&ku do invadopodii
neni gesrt znamo, ale &kolik recentnich praci ukazuje na roli cortactinu a
exocystu. Cortactinigsobi Bhem polymerace aktinu (zpréstikované komplexem
proteimi Arp2/3) a nachazi se v mistech, kde dochazi krdigi@ aktinové
polymerizaci, jako jsou filopodia, lamelipodia, meinvadopodia aiejmeé se podili i
na regulaci sekrece MT1-MMP, MMP2 a MMP9 v mistaoladopodii (Clark and
Weaver, 2008). Exocyst je proteinovy komplex, ktenyoZiuje vazbu exocytickych
v&ka na plazmatickou membranu. Komponenty exocystu S8e88 a Exo 70
interaguji s proteinem IQGAP1 (White et al., 200QGAP1 se podili na regulaci
bung¢né polarizace dhem migrace). Byla ukdzana spoiia lokalizace protein
Sec8 a IQGAPL1 v invadopodiich a tato interakce lpdeaisla na aktivi GTPaz
Cdc42 a RhoA (Sakurai-Yageta et al., 2008). Zébné membrany je MT1-MMP
internalizovan pomoci clathrinovych, nebo caveolijah vakia a mize dojit bd’

k relokalizaci na nové misto, nebo k degradacise$pmech (Poincloux et al.,
2009).

4.3.3 Zpusoby bun ééné migrace

Bunéénou migraci skrz okolni tkalze v principu rozdit na kolektivni a
individualni. Individualni migraci nadorovych btkn Ize popisovat jako
mezenchymalni, na protedzach zavislou, a amébaidrproteazach nezavislou. Jde
o krajni gipady, ale biiky secasto vyskytuji v pechodnych stavech, kdy vyuZivaji
ameboidni pohyb afptom produkuji protedzy. Specifickou situadiegstavuje

transepitelialni migrace, kterou vSak ve svém tezahrnuji.

Kolektivni migrace

Pri kolektivni migraci si biiky zachovavaji mezibuiné spoje a pohybuji se
jako skupina. B tomto médu migrace pouze jedna nelkalik burék na vedoucim
okraji buré¢ného shlukuridi sneér pohybu celé skupiny a vytkia,cestu”. Jen
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u vedoucich butk na jejich pednim okraji dochazi k vytv@ni integrinovych
adhezi, na integrinech zavislé tensi a akto-myesinmntrakci (Hegerfeldt et al.,
2002) a tyto vedouci ly produkuji enzymy gpici mezibugcnou hmotu
(Nabeshima et al., 2000). Spojeni mezi migrujicimitkami je stabilizovano
cadheriny, vetrg koncovécasti vedoucich butk. Retrakce konce vedoucich &in
pak pomaha posouvat deplu dalsi linii butk a dochazi tak k modifikaci vyznamu
kontraktility kortikalniho aktinu (Friedl, 2004).

Mezenchymalni migrace

Bunky, které vyuZivaji mezenchymalnihotgobu migrace, maji &sSinou
protahly wetenovity tvar. Protahly tvar je zavisly na dynaenictegrinovych adhezi
a pitomnosti traknich sil na obou pdlech bky (Tamariz and Grinnell, 2002).
U migrujicich mezenchymalnich btkh dochazi na vedoucim okraji k tverb
pseudopodii a lamelipodii a naslédadhezi. Tento proces jgzen GTPazami
z rodiny Rho, pedevsim Rac a Cdc42 (Pankova et al., 2010). Premeaymalni
buiky je charakteristicka fjtomnost kontraktilnich stresovych vlaken napojényc
na fokalni adheze, ktera generuji tenzi mezi amrtein a posteriornim polem iky
(Sheetz et al., 1998). V mistech adhezeékuma mezibu&nou hmotu dochazi
ke spoleéné lokalizaci integrii (hlavre Bl a B3) a nasled® proteaz (nafiklad
MT1-MMP). Protedzy $pi molekuly mezibu&né hmoty v blizkosti hiky a
dochézi tak k remodelaci ECM v mistech, kudy s&kbuyohybuje. Tvorba a zanik
fokalnich adhezi se udava v rozmezi 10-120 minok, we svém dksledku vede

k relativré pomalému pohybu (0,1-2 pm/min) (Friedl, 2004).

Améboidni migrace

Améboidni pohyb (pojmenovany dle jednobémych eukaryot, nagklad
Dictyostelium je u vysSich eukaryot pozorovan hiafad u leukocyd a rekterych
typt nadorovych bugk. Nadoroveé biiky, které vyuzivaji tento Zggob pohybu, jsou
ve 3D prostedi ovalného tvaru s vyraznym kortikalnim aktindiyto buiky vytvari
jen slabé interakce figpusobuji svij tvar okolnimu prosedi a protahuji se otvory
v meziburkcné hmok (Friedl, 2004; Pankova et al., 2010). Kéafad leukocyty,
které jsou vysoce deformovatelné a postradaji tvathbilnich fokalnich kontakt

se pohybuji rychlosti az 2-20 um/min (Friedl et 4098). Daji se rozliSit dva typy
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ameéboidniho pohybu. U prvniho jsounly kulaté a na svém povrchu tvdzv.
,blebs*. Fi pohybu tyto biiky neadheruji na ECM a pohyb nenfigpben tim, Ze
by se ,popotahovaly” po substratu, ale spis s8 tap‘edu a vytvéi malé panozky
(,blebs®), které rostou vlivem hydrostatického tak U druhého zfsobu
ameboidniho pohybu jsou #iky vice protahlé, na svém vedoucim okrajiftw@tna
filopodia a vytvdi prechodné, velmi slabé interakce s okolim (Friedl avidif,
2010). Dynamika kortikdlniho aktinu je pod kontnol&sTP&zy RhoA a jejiho
efektorového proteinu ROCK. Pro tento typ pohybuz SkCM nejsou proteazy
potteba, protoZze fosforylace lehkékettzce myosinu a nasledna akto-myosinova
kontrakce regulovana kinazou ROCK bylen poskytovat dostatek sily, aby se
bunky protahly¢i mechanicky deformovaly okolni prasti (Wyckoff et al., 2006).

Protrusion

t Diffuse transient W
~ adhesions to the fibres i : i £

TarsdEnnnnahennanen FrsssseEsssnsnsnannnnnny e

Contractile forces increasing F-actin
hydrostatic pressure drives  polymerisation

blebbing grotrusi

Contraction

Prominent cortical

Direction of
actin and myosin :

movement

Contraction of : e

cortical acto- Cells squeeze
myosin network though spaces in
is ROCK- the ECM without
dependent By LA — the need for

“-proteases

Obr. 7. Model améboidniho pohybu nadorové biiky ve tFirozmérném
prostiedi. Obrazek ukazuje dva mechanismy pohybu v siti meziné hmoty,
polymerizace aktinu na vedoucim okraji a tvorba thlebs”. ,Blebs” se vytvé
hydrostatickym tlakem a kontrakci akto-myosirujgjich zakladu. Kontrakce akto-
myosinu je zavisla na akti¢ikinazy ROCK. Adheze na vlakna meziktiné hmoty
jsou zng&ena zele# (prevzato z Pinner and Sahai, 2008).

" Cesky ekvivalent pro ,bleb“, pucligk nebo bublina, jsem v textu nepouzil. ,Blebs* madil

od lamelopodii, které rostou visledku polymerace aktinu, obsahuji velmi malo akta rostou
ziejmg v disledku hydrostatického tlaku vyvolaného kontrakkfoamyosinu. Tyto Gtvary jsou
typické pro améboidni kiky a v 3D prostdi jsou dobrym poznavacim znakem. NicngnvSak
tieba mit na pa#i, Ze tvorba ,blebs” je typicka i pro apoptotickéiiky (Nusbaum et al., 2004).
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Jak bylo zmigno vySe, mezenchymalni a améboidniisgb migrace jsou
dvé¢ krajni moznosti a velkacast invazivnich nadorovych béin vyuZiva
mechanismi obou &chto mod. Byl vznesen nazor, Zeistt améboidni,
na proteadzach zcela nezavislyagpb migrace, se u nadorovych Bkmevyskytuje
(Sabeh et al., 2009). V této praci aufpoukazovali na to, ZeéSina invazivnich
studii, kde se améboidni migrace studovala (Gatah,&008; Sanz-Moreno et al.,
2008; Wolf et al., 2003; Wyckoff et al., 2006), aydrovadna na matricich, které ne
zcela rekapitulovaly situaciin viva. Jednalo se ipdevSim o pouzivani
rekonstituovaného kolagenu (dostupny @é#atika firem), ktery se ziskava extrakci
pepsinem. Pepsin odpi nehelikalni N- a C- konce z kolagenovych moleuo
véetnd Useku obsahujiciho lysinové zbytky, ktem@ vivo slouzi k vytvdgeni
kovalentnich vazeb sousednich molekul a naslémnzpevini celého vliakna (Sato
et al., 2000). Améboidni ky tak mohou mit dost sily, aby se proiha
kolagenovou siti, protoze strukturni integrita achamickd pevnost kolagenu
neodpovid4 situacin vivo. Kolagen se da ziskdvat i kyselou extrakci, kdy
kovalentni vazby jsou v nizkém pH naruSeny revérgibTakto gipraveny kolagen
si po rekonstituci uchova pevnost kolagenu za sdira vivo. i pouziti linii HT-
1080 a MDA-MB-231 byla pozorovana vysSi invazivitekolagenu ziskaném
extrakci pepsinem a pouZziti SIRNA proti MT1-MMP ibbvalo schopnostéthto
burgk invadovat do okolniho kolagenu v kolagenu ziskanyselou extrakci
(Sabeh et al., 2009). Nicm&nani HT-1080, ani MDA-MB-231 nejsou primé&rn
améboidni biiky. Améboidni fenotyp u nich @Ze byt indukovéan, n#&klad
pifidanim protedzovych inhibitdy to ale nezanti, Ze buiky jsou skuténé schopny
efektivni améboidni invazivity (Pankova et al., @D10tazka, zdadkteré nadorové
buiky jsou schopny invaze zcela nezavislé na protedzaktivi€, tak Zistava

otevrena.
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Mezenchymalré-améboidni prechod

Mezenchymaliaméboidni (MAT) a ameéboidmmezenchymalni (AMT)
piechod jsou dva procesy popisujici fenotypovodrmmu nadorovych buk. Diive
zminovany epiteliald-mezenchymalniigchod zahrnuje po¥mé extenzivni zminu
signalizace a genové exprese. Oproti tomu MAT a AMGdu procesy relativin
rychlé a umo#uji dynamicky reagovat na aktualni specifika okietniprostedi
(Pankova et al., 2010). Améboidni igpb migrace je zavisly na Rho/ROCK
signalizaci, kterd umdiije kontrakci kortikalniho akto-myosinu. Pdibmi
Rho/ROCK  signalizace = v améboidnich nkéch  vedlo k pechodu
na mezenchymalni fenotyp (Sahai and Marshall, 20&3jcovou molekulou
mezenchymalni migrace je Rac. Rac podporuje tvootryzi a lamelipodii (Rac
signalizace vede aktivaci Arp2/3), charakteristatkyznak mezenchymalnich
burgk, a udrzuje nizkou hladinu fosforylace MLC2 (Savareno et al., 2008).

Rho a Rac maji tak protiédné efekty a navzgjem se ovliyji. Rho/ROCK
aktivuje protein ARHGAP22, kteryusobi jako GAP pro Rac a paitlge jeho
aktivitu. Rac aktivuje Arp2/3 pragtdnictvim komplexu SCAR/WAVE2 a WAVE
souwasre potlatuje fosforylaci MLC2. Posileni Rho signalizace vdedaméboidni
migraci za soéasného potkeni Rac drahy, zatimco posileni Rac drahy vyvolava
u burek prechod k mezenchymalnimu médu pohybu (Sanz-Morenal.e2008).
Bunka se tak mize gizpusobovat narokm svého bezprotdniho okoli jemnou
manipulaci sd&mito signalnimi drahami. Pro tuto hypotézu by ¢dkila

i morfologick& odliSnost jednotlivych btk u niznych nadat.
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4.4 Elonga éni faze transkripce Fizena RNA polymerazou Il

béhem stresu

Zmeny Vv regulaci genové exprese na urovni eléngéaze vedou ke zémam
v buice a mohou se stat zakladem pro mnoha onefngcketrg nadorového.
Nadorové onemogmi je ve své podstagenetickym onemoenim (Vogelstein and
Kinzler, 2004), dochazi ke zim¢ exprese, fipadré zmeéné aktivity proteinovych
produkti, proto-onkoget, nebo nador pottajicich geri. Pro plné rozvinuti
naddorového onemoéni je vSak teba souhry vice faktdr Mezi nejvyznamgsi
nador potlaujici geny paf p53 p53 je transkrigni faktor a jeho aktivita ifimo
ovliviiuje transkripci gei fizenou RNA polymerazou Il. Mutace v gep&3 byla
nalezena u vice jak 50% naddgiHarris, 1996). K aktivaci proteinu p53 dojd#& p
stresovém poditu, nezvladnuti odp@di na stresovy pod pak mize byt jednou

Z pricin vzniku nadorového onemadmi.

4.4.1 Role transkrip €niho faktoru P-TEFb v elonga ¢€ni fazi

transkripce

RNA polymeraza Il

Transkripce gein kodujicich proteiny je zaji®vana RNA polymerazou Il
(RNA pol II) a tradéné se ali na rekolik fazi: preinici&ni, iniciatni, uvolreni
promotoru, elongaci a terminaci.{iljSi studie vychazely zipdpokladu, Ze
klicové regulani kroky syntézy RNA se nachézi vgaeinich stadiich,
ve formovani preiniciéniho a inicigniho komplexu. V poslednich letech se vSak
ukazalo, Zze row¥ elong&ni faze je vysoce dynamickym d&igné regulovanym
déjem, ktery ovliviuje ostatni faze syntézy a zrani mRNA. Jednot#inaky zrani
MRNA, jako je tvorbaepitky, sestih, Uprava 3~ konce, nebo export mRNA jsou
modulovany prosednictvim interakci s elongaim komplexem RNA pol Il (Sims,
Il et al., 2004).

NejvétSi podjednotka RNA pol Il, RPB1, ma charakteristic C-koncovou

doménu (CTD), ktera obsahuje tandemové repeticéapepidu Tyr-Ser-Pro-Thr-
Ser-Pro-Ser (u saudge repetic 52). Fosforylace domény CTD jec@liy regul&ni
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proces a v sekvenci heptapeptidu byla fosforylagesana na pozicich Ser 2, Ser 5 a
Ser 7. Fosforylace na Ser Beplada u formy, ktera je asociovana s oblasti blizk
promotoru, tj. sinicigni fazi transkripce, fosforylace na Ser &\ada Bhem
elongace. CTD je pro liu zcela esencialni. S touto doménou interagujiofgk
které fidi prestavbu chromatinu, post-transkmp Upravy pre-mRNA a export
MRNA (Munoz et al., 2010; Sims, Ill et al., 200&puwasné poznatky ukazuji, ze
tyto procesy probihaji séasreé. Vyznam prostorového &sového propojeniéfh
podilejicich se na genové expresi (tzv. ,cotrapsicmality) je predevsim

v integraci regulénich proces. To bylo ukazano ndklad @i sledovani vlivu

rychlosti elongace na alternativni sés{shrnuto v Munoz et al., 2010).

Pti iniciaci transkripce je RNA pol Il fosforylovanaa pozici Ser 5 kindzou
Cdk7 (Cdk7 v komplexu s cyklinem H téioobecny transkrigni faktor TFIIH),
dojde k vytvdeni preinicigniho komplexu a syntéze kratkého Uuseku RNA (okolo
50 nukleotid). V této fazi dochazi k pozastaveni syntézy mdieRNA. Na Ser-5
se vaze enzymovy komplex, ktery na kratkém GsekuA RNtvoii 5 ¢epicku
(Lenasi and Barboric, 2010). Za toto tzv. ,pauzdVaRNA pol Il jsou odpowdné
piedevSim dva faktory: DSIF a NELF. Préephod do elongai faze je pdeba
funkce elongéniho faktoru P-TEFb, ktery fosforyluje serinové tiyydomény CTD
na pozici 2. Doména CTD fosforylovana na pozicien 3 navic vaze sd#tove
faktory, jako jsou proteiny SR (proteiny bohatéArg-Ser) SF2/ASF a SPT6 (tyto
faktory zprostedkovavaji vazbu Ul snRNP a dalSich komponent espdiomu) a
rovneéz vaze faktory podilejici se na polyadenylaci &éni 3° konce mRNA
(PCF11). Tim dojde ke vzajemné koordina¢juducastnicich se zrani mRNA.
Po terminaci transkripce je doména CTDus@benim fosfatazy FCP1

defosforylovana (Lenasi and Barboric, 2010; Sirigtlal., 2004).

Elongaéni faktor P-TEFb

P-TEFb je heterodimer, ktery se sklada z kinazy 9C¢kyclin-dependent
kinase 9) a jednoho z cykiintypu C (T1, T2a, T2b, nebo K) (Kohoutek, 2009).
P-TEFb se v hice vyskytuje ve dvou formach, v aktivni a neaktianiidrzovani

" Zde i nadéle vtextu uvadim termin ,pauzovana‘ RN& Il v uvozovkach, protoZe to ihe
popisovat tizné (vzajemé se nevyldujici) situace: polymerazovy komplex sestaveny rarnotoru
a ¢ekajici na aktivaci elongace, nebo dynamicky asmiilkomplex, ktery provede jen pateni
syntézu kratkého Useku RNA, a poté z DNA disociuje.

41



vzajemnéeho powru techto dvou forem vrovnovaze je jednim z mechafiism
regulace transkripce. &8i frakce P-TEFb se nachazi v komplexu 7SK snRNP
(7SK small nuclear ribonucleoprotein), kde je kioné& aktivita potldena. Komplex
7SK snRNP vedle P-TEFb obsahigdu dalSich protein pro funkci P-TEFb je
nejdilezitéjSi protein Hexim 1 a 2, ktery specificky inhibulgnazovou aktivitu
P-TEFb. Volny P-TEFb asociuje s proteinem BRD4. BRi2 vdZe na acetylované
konce histofi a Zejm¢ tak umo#uje lokalizaci do mist aktivni transkripce (Zhou
and Yik, 2006). Pozitivni sobeni P-TEFb na ,pauzovanou” RNA pol Il gpa
jednak ve fosforylaci serinovych zbytkSer 2 vdoméh CTD a roviz ve
fosforylaci faktofi DSIF a NELF. Fosforylace NELF vede k disociaci
z polymerazy a fosforylovany DSIF se stava pozitivnelong&nim faktorem
(Lenasi and Barboric, 2010).

Mechanisni, které zprosedkovavaji uvolani P-TEFb z komplexu
7SK snRNP a tim jeho aktivaci, je znamo vice. Rggicky nejvyznamsjsi je
acetylace cyklinu T1 {sobenim acetyltransferdzy p300 (Cho et al., 2009).
K aktivaci P-TEFb riZe dojit i za stresovych podminek, kd§spbenim MDM2
(p53-specificka E3 ubiquitin ligaza) dojde k vazbbiquitinu na Heximl a tim
potlateni inhibEni funkce proteinu Hexim (Lau et al., 2009)i hfekci virem
HIV-1 dochazi ke kompetici mezi virovym proteinematTa proteinem Hexim
o vazbu na P-TEFb. Na Tat-P-TEFb se vaze virova RIAR, kterd ma strukturni
homologii s 7SK RNA. Komplex Tat-TAR-P-TEFb potétialje transkripci
virovych geri (Egloff et al., 2006).

4.4.2 Protein p53

K aktivaci p53 dochazi v odpédi na poskozeni DNA, hypoxii,fpzménéné
regulaci onkoproteiina i jinych stresovych situacich (Pluquet and Hain2001).
Vlivem p53 dojde v zavislosti na konkrétnim petink datasné zastavbuniéného
cyklu, pipadre senescenci (permanentni zastava ébuého cyklu). Pokud je
posSkozeni filis veliké, je fisobenim p53 aktivovana apoptoza (Mattia et al.7200
Protein p53 sekvemé specificky vaZze DNA, fsobi primars jako transkrigni

regulator a je v hitce udrZzovan ve velmi malém mnoZstvi. To j@ésgbeno vazbou
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proteinu MDM2, ubiqutinaci a naslednou degradackué dojde k poSkozeni DNA
(ionizaéni z&eni, UV, tizné chemické vlivy), je aktivovana kinaza ATM, ker
fosforyluje a tim stabilizuje p53 (fosforylace brawmazi#z MDM2) a nasledé
dochéazi k akumulaci p53 v jé& p53 poté fsobi jako transkrigni faktor pro velké
mnoZstvi ged, které by se daly roztt do skupin podle nasledného efektu.dBu
dojde k zastav burg¢ného cyklu, k opray DNA, nebo k apoptéze (Kruse and Gu,
2009). Mezi nejvyznaniisi geny prvni skupiny petp21"A /¢! (dale jenp21) a
14-3-3F. Protein p21 je inhibitor cyklin dependentnichdanCDK) a jeho aktivace
vede k zastavve fazi G1 buiného cyklu (Shu et al., 2007). Protein 14e3{82
ozna&ovany jako stratifin) po aktivaci zastaviiiy ve fazi G2 (Hermeking et al.,
1997).

Vlivem aktivace p53 dochazi k expresi miRNA z rgdmiR-34. Efekt miR-
34 se rovaz projevi v zastavburecného cyklu. Vedle potteeni exprese vigledku
inaktivace funkce p53, byla wkterych nadalr detekovanaidmo snizena exprese
miR-34. To miZze byt zmsobeno bd mutaci gef kdédujicich miR-34, nebo
epigenetickou inaktivaci (Hermeking, 2007). Bylovm& ukéazano, Ze globalni
inhibice syntézy mRNA vede k aktivaci faktoru p53transkripci specifickych
stresovych geh (Gomes et al., 2006). Jde svymigpbem o unikatni situaci, ktera

ma sveé vysitleni v mechanismu regulace genové exprese zasgfies podminek.

4.4.3 Transkripce gen U pfi genotoxickém stresu

Genotoxicky stres ozkaje takové fyzikalnic¢i chemické vlivy, které
v buice vedou k poSkozeni DNA. To wsledku niize vést k zastaveni b&iimého
cyklu, nebo k apoptdéze. Mezi tyto viivy panagiklad UV oz&eni, které vede
k vytvoreni kovalentni vazby u dvou sousednich pyrimidinmolekule DNA.
Hydroxyurea inhibuje enzym ribonukleotid reduktaiu,vede k nedostatku dNTP
v buice a zastaveni replikace. Actinomycin D se vazelvarettzcovou DNA a
brani transkripci a replikaci. Doxorubicin je lathaerda se vmezaje mezi sousedni
nukleotidy v DNA (interkalace), brani funkci enzyntopoizomeraza Il a tim
zastavuje transkripci ((Espinosa et al., 2003;tiedi et al., 2001; Ljungman et
al., 1999; Mattia et al., 2007).
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Urcité geny jsou fepisovany i za situace, kdy jeitka vystavena stresovym
podminkdm, které vedou ke globalni zastaranskripce (Espinosa et al., 2003;
Gottifredi et al., 2001; Mattia et al., 2007). VyHeni tohoto jevu spiva
v mechanismu, jakym jsou stresové geny regulov@yo ukazano, Ze inictai
komplex je na promotoru génjako jep21 (Espinosa et al., 20033;myc(Krumm
et al., 1992), nebdsp70 (Rougvie and Lis, 1988), sestaven a ,pauzovan‘
v okamziku, kdy je vytvien kratky transkript. RNA pol Il je na genp2l
regulovana v post-inicéaim kroku. ,Pauzovana“ RNA pol Il se na promotoru
sestavi jest pred stresovym stavem. Stres vede k aktivaci p53 aeipr p53
nasleds indukuje konverzi ,pauzovaného” komplexu na elamjdormu. Regulace
téchto geri se tak dje predevSim na urovni elongace, nikoliv iniciace (Espin et
al., 2003). Je zajimavé, Ze proapoptotické genylosgné proteinem p53 obsahuji
ve svém promotoru mensSi mnozstviggpripravené” RNA pol Il nez geny, které
vedou k zastaveni b&ného cyklu. To ukazuje na odliSny regtiamechanismus
téchto geri (Gomes and Espinosa, 2010).

Po aktivaci elongmi faze se na oblast gemRl vaze kindza Cdk9.
Za bk¢Zznych podminek mé tato vazba za nésledek fosfaryd®IF a NELF a
naslednou disociaci transképiho faktoru NELF. Nicméhbylo ukazano, Ze toto
neni kltovy krok pro gechod z ,pauzovaného” na eloga komplex. B inhibici
Cdk9 pomoci DRB nedoslo k zabgam transkripce genp21 (Gomes et al., 2006).
RovreZz pri pouziti flavopiridolu (podob# jako DRB inhibuje kindzovou aktivitu
Cdk9) na biky D. melanogasternedoslo k potkeni transkripce z génhsp70a
hsp26(Ni et al., 2004). Kvantitativni ChIP analyza ultez Ze Cdk9 se v lokusu
genup2lvaze az okolo 200 bazi od mista startu transkripoenaznduje, Ze tato
kindza se k transkrémimu komplexu fidruZuje az po uvokni z ,pauzovaného*
stavu (Gomes et al., 2006). Experimenty vyuZivajtiibitor DRB ukéazaly, Ze
aktivita Cdk9 je postradatelna preékeré geny, které jsou indukovany proteinem
p53 (Gomes et al., 2006). Vysledky v této praciauia Ze existujiif skupiny gef,
délené podle toho, zda je elorgé faktor P-TEFb nezbytny pro jejich transkripci:
1) geny na P-TEFb nezavislé; paspbeni DRB i doxorubicinu jsou aktivovany
transkrignim faktorem p53 (nd&fklad genyp21aPUMA).
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2) geny na P-TEFb zavislé; pouagmbeni doxorubicinu jsou aktivovany
transkrignim faktorem p53; inkubace s DRB vede k pald jejich exprese
(14-3-3 aDR5/Killer).

3) ,housekeeping” geny; jejich exprese neni ind@@ genotoxickym stresem.

PodrobujSi informace na toto témafipesla recentni publikace, ktera
upiesiuje mechanismus ,pauzovani“ RNA pol Il u proapojstatho genuPUMA
(je aktivovan proteinem p53) (Gomes and Espino€40p Velka frakce lokusu
genu PUMA (prvnich 6 kb) je kontinuath prepisovana, nezavisle na p53. Jsou
generovany dlouhé nesigené RNA, u kterych neni znamo, Ze by kddovalynzpna
produkt (napiklad mikro RNA). RNA pol Il je fosforylovana na 6@ i Ser 5 a
souasti polymerazového komplexu jsou obecné tran&krifaktory (TBP, TFIIH,
TFIIF), komponenty mediatorového komplexu i P-TEFBto oblast je ohraténa
intergenovym rozhranim (cohesinovy komplex a prot€rCF). Po aktivaci p53
RNA pol Il prekond toto rozhrani aigpisuje cely gen. Vyznam vznikajicich
PUMA-TUF neni znam, ale je praspodobné, *e jde o dali Grdveegulace
genoveé exprese, vzhledem k mnozstvi jaké tento RNA v jade zaujima (Gomes
and Espinosa, 2010; Lindberg and Lundeberg, 2010).

4.4.4 Protein SNW1

SNW1 je jaderny protein acastni se &u pii regulaci genové exprese a
sestihu (shrnuto ve Folk et al., 2004). Byla prokazageho interakce
s transkrignimi faktory, jako je receptor vitaminu D (Baudiabal., 1998), CBF1
(Zhou et al., 2000), Smad 2/3 (Leong et al., 200yoD (Kim et al., 2001), LEF1
(Wang et al., 2010) a podili se na vazktivatnich i transkripci potlkéujicich
komplexi (Zhou et al., 2000). Z dosud znamych dat se daavs, Ze tento protein

" Termin TUF (transcript of unknown function) bylvealen konsorciem ENCODE pro transkripty
nazyvané non-coding RNA (ncRNA) (Kapranov 2007)u®o 1-2% lidského genomu odpovida
exonovym oblastem, nicmé&rse ukazuje, Ze&tSina genomu je potenci@rranskribovana. V jde

je pt krat vic repisované RNA neZ v cytoplazna zhruba 80% odpovida neanotovangdistem
genomu. TUF se zavedlo jak ozZeai pro ty trankripty, které by potencidlmohly kédovat djaké
proteiny, nebo peptidy a mohly by mit regiatlohu (vice v Kapranov et al., 2007; Lindbergl an
Lundeberg, 2010).
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pusobi pravédpodobr jako tzv. ,scaffold”, nebo jako adaptorovy proteimiznych
jadernych komplexech.

Protein SNW1 pati do rodiny proteifi ozna@ované SNW, které obsahuiji
unikatni aminokyselinovou sekvenci S-N-W-K-N v gg@irtii domés. Jde o vysoce
konzervované proteiny a jejich fifpmnost je pro organismus esencialni
(Ambrozkova 2001). U organisirse znamym genomem byla nalezena pouze jedna
funkeni kopie na genom, v lidském genomu byly nalezéngetkkvence pro SNW1,
v mySim f&t, nicmért pouze jedna z nich dava fuimi mRNA produkt (Hou et al.,
2009). V rekolika fosfoproteomickych studiich byla nalezenaféoylovana forma
proteinu SNW1 a to na mistech Ser 224, Ser 232ra23£ (Kim et al., 2005;
Molina et al., 2007). Fosforylace na Ser 224 bylzkpzana i experimentalr{Tang
et al.,, 2005). Nicménu zadné fosforylace nebyla prokazana fimiksouvislost,
nebo vliv na lokalizaci. U organisnsichistosoma mansohyla ukazana acetylace
SMNCo0A-62/SNW1 (Fantappie et al., 2008) é&accharomyces cerevisidwgla
prokadzana sumoylace proteinu Prp45p/SNW1 (Reirtché ,2006).

SNW1 byl nalezen jako soast sesthovych komplex, prvré v tzv.
interchromatinovych granulich (IGC; interchromagiranule clusters) (Mintz et al.,
1999). IGC jsou denzni granule v nukleopl&zpivodre popsané na snimcich
z elektronového mikroskopu a odpovidaji ,splicipgskles”, kompleim bohatym
na segdthové faktory. Pozgi byl SNW1 prokazan jako s@ést spliceosomu
(Makarov et al., 2002). Nejintenzigj byla role proteinu SNW1 v sdgiu
studovéana v kvasinc8accharomyces cerevisiad@omoci hmotnostni spektrometrie
byl nalezen v se8hovych komplexech Cdc5p/Ceflp (Ohi et al., 2002pemta-
SnRNP (Stevens et al., 2002). Byla prokadzana jekerakce s Prp46p a Prp22p
(Albers et al., 2003). Prp22p je tzv. DEAH-box kalia, ktera je nezbytna pro
druhy krok sesthu a pro uvolgni sestizené mRNA ze spliceosomu. Prp45p/SNW
ziejm¢ napomaha vazb Prp22p a ovlisiuje sesth substrai s odliSnostmi
v konsenzus sa#tovych mistech (vice v Gahura et al., 2009).

Bylo ukazano, Zze SNW1 interaguje s proteinem pHRRb pidrZzuje biiky
ve fazi GO a G1 buiného cyklu a blokuje buiné dleni. Spoléna ektopicka
exprese SNW1 s proteinem Ski dokdze inhibovat funi®b a obejit tak

" Protein SNW1 mé viceiznych jmen, u savc SKIP, SKIIP (Ski-interacting protein), NCoA-62
(Nuclear receptor coactivator), u dalSich orgafiislBX42 (D. melonogastgr SnwA (.
discoideunp, Prp45p §. cerevisiae V textu se drzim jména SNW1 (SNW domain-contagrprotein
1), pod kterym je vedeny v databazi Uniprot.
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zablokovani v G1 fazi (Prathapam et al., 2002)z&mim exprese SNW1 pomoci
SiRNA doslo u dlicich se budk k defektnimu jadernémugkkni (Kittler et al.,
2004; Neumann et al., 2010).

Bylo ukazano, Ze protein SKIP/SNW1 asociuje s PAEFs komplexy
Tat:P-TEFb, Tat:P-TEFb:TAR RNA a tri-snRNP110K (Bret al., 2005). Tat
vyvazuje P-TEFb pro transkripci virovych gea SNW1 v tomto kontextutgobi
pozitivné na elongaci, ale nema vliv na iniciaci transkripéeaéto praci bylo rovéz
ukazano, Ze nadprodukce proteinu SNW1 ma vliv nterrativni sesih
z transkriptu HIV-1. Pozgi bylo ukazano, Ze se SNW1 vaze na komplex
Tat:P-TEFb:TAR RNA po asociaci s ,pauzovanou“ RNAIl pll a pomaha
vyvazovat dalSi faktory (c-Myc, TRRAP; TRRAPugmbi jako ,scaffold”
pro histonové acetyltransferazy) nezbytné pro apsi HIV-1. Prekvapivé bylo
zjisténi, Zze P-TEFb i SNW1 jsou postradatelné pro trapskHIV-1 po oz&eni UV
swtlem (Bres et al., 2009). To ukazuje, Ze vedle dkaipce zprosedkované
faktorem P-TEFb igjm¢ existuje i jiny mechanismus pro transkripci HIVKtery
se uplatuje @i stresovych podminkach. Podobna situace byla p@apga expresi
genup21pii genotoxickém stresu (Gomes et al., 2006).

Protein SNW1 byl nalezen jako intetak partner produkt nekterych
protoonkogef, nicmérk piimé znéna v hladig exprese genu nebo proteinu SNW1
v nadorové linii byla dokumentovana jen &kolika malo pracech. iP porovnani
zmén genové exprese po vystaveni 8url7p-estradiolu (E2) u netumorogenni
lidské linie epitelidlnich butk vajeiniku a i nddorovych linii bugk vajeiniku byl
mezi nalezenymi genySNW1 jehoz exprese bylatsi u nadorové linie. Vystaveni
pusobeni E2 u kontrolni linie vedlo ke zvySené exipg$W1, zatimco u nadorove
linie ke snizeni. DalSi experimenty nghto burcnych liniich ukazaly, Ze SNW1
ma pozitivni vliv pro fist nezavisly na podkladu (Syed et al., 2005). Ri¢dylo
ukadzano, Ze potteni produkce proteinu SNW1 vede k inhibici epitea
mezenchymalniho ipchodu indukovaného faktorem T@F{Villar et al., 2010).
Rovrez bylo ukazano, ze protein SNW1 je nezbytny proratigburgk a invazi do
Matrigelu. V bukach s potlé&enou expresi SNW1 bylo detekovano snizené
mnozstvi protedzy uPA a zvySend produkce inhibitptasminogenu PAI-1
(protedzovy systém uPA je vyznamny v nadorové iiwtaz viz. kap. 4.2.6). Tyto
vysledky ukazuji na vyznamnou roli proteinu SNWZi pzniku i migraci

nadorovych bugk.
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5 Hlavni cile prace

Hlavni cile prace byly nasleduijici:

1) analyza zfssohi a mechanisininvazivity metastatickych sarkomovych [kn
2) porovnani invazivnich vlastnosti kmprsniho nadoru;

3) detailni popis invazivnich struktur nadorovyainék;

4) analyza vlivu proteinu SNW1 na expresi @§@mdukovanych v odpadi na stres.

Tato disertace se opir&tyii prace, které jiz byly publikované a o jednu pr&eera

byla zaslana k publikaci (k datu podani disarigrace).

1. Rosel D, Brabek Jolde O, Mierke CT, Zitterbart DP, Raupach C, Bicanova K,
Kollmannsberger P, Pankova D, Vesely P, Folk P,rfFab. (2008). Up-
regulation of Rho/ROCK signaling in sarcoma cellsves invasion and
increased generation of protrusive forces. Mol @ariRes. 6(9):1410-20. (IF
4.162)

2. Vesely P, Rosel D, Pankova Dplde O, Blase C, Matouskova E, Folk P,
Brabek J, Bereiter-Hahn J. (2009). Confocal mianpgcreveals Myzitiras and
Vthela morphotypes as new signatures of maligngmmogression. Scanning
31(3):102-6. (IF 1.256)

3. Tolde O, Rosel D, Mierke CT, Ri&kova D, Folk P, Vesely P, Brabek J. (2010)
Neoplastic progression of the human breast caraletime G3S1 is associated
with elevation of cytoskeletal dynamics and upragah of MT1-MMP. Int J
Oncol. 36(4):833-9. (IF 2.447)

4. Tolde O, Rosel D, Vesely P, Folk P, Brabek J. (2010) Thwicture of
invadopodia in a complex 3D environment. Eur J @Gadll. 89(9):674-80. (IF
3.314)

5. Tolde O., Folk P. Stress induced expression of p53-taggees is resistant to
SNW1/SKIP depletion.
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6 Diskuse vysledk

Up-Regulation of Rho/ROCK Signaling in Sarcoma Cefl Drives Invasion and
Increased Generation of Protrusive Forces
(1. publikace)

Vztah mezi améboidnim a mezenchymalninmisgivem migrace nadorovych
burek se stal pedntem vyzkumu gkolika poslednich let. Mezenchymalni migrace
byla dlouho povaZzovana za hlavniagpb, kterym se nadorové itky dostévaji
z mista svého vzniku, skrz mezil&inou hmotu a do cévniho systémuti ®mto
zpisobu migrace se vyuzivainnosti enzymi S&picich mezibu&nou hmotu.
Enzymy mohou byt sekretované nebo membréne&zané a jejich isobenim
dochazi k vytvéeni mezer v mezib@iné hmot, kterymi se biiky protahnou.
Mezenchymal& migrujici buiky maji charakteristicka aktinova stresova vlakna,
ktera jsou dlezitd pro burc¢nou kontrakci. Améboidni migrace je nezavisla na
cinnosti protedz, ale je zavisla tianosti kinazy ROCK, jejimZ gsobenim dochazi
ke generovani sily nasgunicasti buiky. To vede k deformaci mezibé&tmé hmoty
a buiky se okolni matrici protta (Wyckoff et al., 2006). U améboidnich kiinje
myosin lokalizovan na fedni ¢asti buiky, kde je m@sobenim kinazy ROCK
fosforylovan (Wyckoff et al., 2006). Mezenchymaimaméboidni zjsoby migrace
se vzajemé nevylwiuji a wtSina dosud zkoumanych améboidnich linii k invazivi
vyuZivalacinnosti sekretované proteazy, avsakgisobeni proteazovych inhibitior
doSlo k mezenchymairaméboidnimu fechodu. Bylo ukazano, Ze vystaveni
sarkomovych buk HT-1080 a karcinomovych btk MDA-MB-231 pisobeni
inhibitori protedz nevede k potleni invazivity a dochéazi k mezenchyméin
ameéboidnimu fechodu (Wolf et al., 2003).

Pro studium zfisohi a mechanisiininvazivity byly v naSi laboratopouzity
sarkomové buttné linie LW13K2 (K2) a A337/311RP (A3). Bly linie K2 jsou
spontang transformované krysi embryonalni fibroblastyakw linie A3 jsou od
linie K2 odvozené neoplastickou progresi (Cavanhale 2007). Linie K2 je

nemetastaticka a tvarem podobna fibrolilast buiky jsou protahlé s vyraznymi
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aktinovymi stresovymi vlakny. Jde oiiky mezenchymalnihotwodu, byla u nich
detekovana sekrece metaloproteazy MMP-2 a slab&peost 3Sipit gelatin
(naneseny na krycim sk&kiu). Linie A3 je vysoce metastaticka, ale bylo u ni
detekovano jen velmi malé mnozstvi neaktivni pnofprenzymu MMP-2, aktivni
forma nebyla detekovana.

Pro ziskéni fesrgjSich informaci o rozdilech v signalizaci mezmito
dvéma liniemi byla provedena proteinova microarraylyas (Kinex). Tato metoda
sleduje expresi a fosforyai status vybranych protdinsignalnich drah, v naSem
piipadt Slo o vyuziti 600 tznych protilatek, 350 pan-specifickych a 250 fosfo-
specifickych. Bylo nalezeno 83 vyznamnych rozdByla patrna zvysSena aktivita
signélni drahy Rho/ROCK u linie A3. Bylo zji#to zvySeni exprese kinazy
ROCK-1 a LIMK1 a sniZeni exprese negativniho reigula PAK1 a roveiz byla
nalezena vyraznnizsi fosforylace integrin}l. Tato data byla posléze potvrzena
pomoci imunoblal. Analyza Kinex ukézala i zvySenou produkci proteoofilin.
Cofilin se podili na festavié aktinového cytoskeletu a je regulovan kindzami
ROCK-1 a LIMK1.

Ve spolupraci s laboraito profesora Fabryho (Erlangen,émecko) byla
sledovana dynamika cytoskeletu a bylérema pevnost fokélnich adhezi u Bkin
linii K2 a A3. Rychlé pestavby cytoskeletu a fokalnich adhezi uigiz
vySSi invazivitu nadorovych bk, zatimco stabilni adhezivni struktury fungujigak
brzda v pohybu (Totsukawa et al., 2004). Byla pdav&a analyza ,nanoscale
particle tracking®, kterd ukazala na zvySenou dyikankortikalniho cytoskeletu u
linie A3. Dala byla pouZzita metoda ,magnetic tweézea neteni pevnosti
fokalnich adhezi. Vtéto metddse pouzivaji magnetické keitiy potazeneé
fibronectinem. Buky pii kontaktu s takto upravenymi ktkami vytv&i spoje
prostednictvim integrifi a dalSich proteinfokalnich adhezi s bédnym skeletem
(Mierke et al., 2008). Linie A3 vykazovala sign#iktre slabSi vazby nez linie K2,
coz je v souladu s vySSi pohyblivosti Bkrinie A3 a s vysSi dynamikou b&mého
skeletu. ZvySena aktivita signalni drahy Rho/ROGKouiuje koncentrovani MLC
v kortikalni ¢asti burk a nasledné generovani sily pro pohyb mezitnou
hmotou (Wyckoff et al., 2006). Prodteni kontraktilnich sil byla pouzita metoda
vyuzivajici akrylamidové gely, které maji povrchkpgy kolagenem a uvriitgeli

jsou inkorporovany fluoresceni kulicky. Na gely se umisti by a meti se zndna
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pozice kultek (@i znamé tuhosti gé). Trakeni sily na vedoucim okraji bek linie
A3 byly sedmkrat vy3Si nez u linie K2.

Signalizace Rho/ROCK vede k fosforylaci lehkéletézce myosinu, a jak
bylo ukazano, u linie A3 je oproti K2 vyssi Urdveignalizace Rho/ROCK. Na sérii
mikroskopickych obrazk jsme ukazali nabohaceni fosforylované formy MLC2
na vedoucim okraji busk A3, kde byla i patrna spalepa lokalizace s aktinovymi
strukturami, tzv. ,ruffles”. U linie K2 byla spotea lokalizace aktinu a myosinu
nejvyrazijSi na konci buek, ktery je Ehem pohybu zatahovan. Pro éteni
hypotézy, Ze pohyb bgk linie A3 je zavisly na signalizaci Rho/ROCK, jsme
provedli test invazivity v kolagenu a Matrigelu. iy linie A3 v tchto matricich
vykazovaly vysSi invazivni potencial nezily linie K2. Nicméré pokud byl test
proveden v fitomnosti inhibitoru Y-27632 (inhibitor kinazy ROQKdoSlo u linie
A3 k 60% poklesu invazivity. Viftomnosti inhibitoru GM6001 (Sirokospektry

inhibitor metaloprote&z) nebyla migrace vyraovlivnéna ani u jedné linie.

Nase vysledky ukazuji, Ze tky mezenchymalnihogyodu mohou pouzivat
ameéboidni (povaZzovany za ne-mezenchymalniyap migrace jako jejich primarni
invazivni mechanismus. Tato migrace je zavisla ktavie¢ kindzy ROCK a neni
zavisla na enzymechégicich mezibu&nou hmotu. V nasi préaci jsme ukazali, Ze
na vedoucim okraji migrujicich améboidnich &kirdochazi ke generovani sily,
ktera je nezbytna pro deformaci mezibtme hmoty. U mezenchymalnich kin
nejsou trakni sily tak vyrazné a jsou lokalizované do mist Kdchazi ke kontrakci
stresovych vlaken, néixlad zatahujici se konec bikn

Confocal Microscopy RevealsMyztiras and Vthela Morphotypes as New
Signatures of Malignancy Progression

Neoplastic progression of the human breast canceelt line G3S1 is associated
with elevation of cytoskeletal dynamics and upregattion of MT1-MMP
(2. a 3. publikace)

Neoplasticka progrese btk karcinomu je ¢asto spojena se zvySenou

schopnosti busk invadovat skrz bariéru mezibtimé hmoty (Terranova et al.,
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1986). Améboidni a mezenchymalni migra¢edstavuji dva krajni Zsoby, které
bunky mohou vyuzit. B mezenchymalnim mddu migrace dochazi k sekreci
enzymi, které Spi slozky mezibu&né hmoty. BedevSim jde o protedzy
Z proteinovych rodin metaloproteaz, serinovych gdata cysteinovych proteaz (van
Hinsbergh et al., 2006). Vedle aktivace proteazhdati ke zminam ve struktie a
dynamice cytoskeletu. K degradaci meziatmé hmoty dochazi n&jstji

v blizkosti podosorin a invadopodii. Podosomy sesZé vyskytuji napiklad

v monocytech, dendritickych hkach, osteoklastech ackierych endotelialnich

buinkach; invadopodia byla popsaniagevsim u nadorovych bék(Linder, 2007).

Pro studium zmn, které se odehravaji v nadorovychikdch, je vyhodné
vyuzit burg¢nych linii, které jsou k sab navzajem fbuzné, ale liSi se svym
metastatickym potencidlem. Tentdigiup umo#uje odhalit morfologické nebo
genetické zrny, které se odehrdvaji ¢asnych stadiich vzniku nador
V uvedenych dvou pracech jsme se &#lima charakterizaci busgné linie EM-G3
a G3S1. EM-G3 je klondlni linie odvozena z primatéte duktalni oblasti
karcinomu prsu (Brozova et al., 2007). By linie EM-G3 byly vystaveny
chronickému nuttinimu stresu agsobeni TPA, aktivatoru protein kinazy C. Tato
procedura vedla ke vzniku linie G3S1. Obnie byly nasleda porovnavany
z hlediska jejich invazivniho potencialu.

Studium invazivity se néastji provadi v koniirkach, kde jsou dva odikné
prostory, mezi nimiz je bariéra tkena slozkami mezib@tiné hmoty (nafklad
Matrigel). Do jednoho prostoru se umistinky, ve druhém je chemoatraktant
(v naSem fpact médium se sérem). G3S1 vykazovala 2,86ivinvazivitu nez
linie EM-G3. Pro analyzu morfologickych 2m byl pouzit HBSS test (Vesely et al.,
2006). HBSS test je zaloZzen na sledovanickuhem gisedani na skiko (Cisté,
nebo potazené kolagenem). Sleduje se, jaké styulsrvytvdi v prvni hodig
piisedani a po fixazi se bky barvi na aktin a fosfotyrosin. U G3S1 byla
pozorovana lamela po celém okraji kontaktunkyu se sklékem. Rozdil
ve schopnosti degradovat mezibamou hmotu jsme analyzovali pomoci
zymografie, kdy byla skika potaZzena gelatinem obarvenym FITC.nBu linie
G3S1 vykazovaly &Si potencial degradovat gelatin a tuto degradsgtd mozné
potl&it ptisobenim metaloproteazovych a uPA inhikitoNa @i¢cnych fezech,

potizenych rekonstrukci z optickydiezi na konfokalnim mikroskopu, jsou patrna
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invadopodia v mistech degradovaného gelatinu. Sical experimentech bylo
ukadzano, Ze v hikach G3S1 je iitomno tSi mnozZstvi proteazy MT1-MMP.
Nicmére tato linie v porovnani s EM-G3 produkuje mensi ustei aktivni formy
proteaz MMP2 a uPA.

Pomoci metody ,nanoscale particle tracking” byl@azdna vysSi dynamika
kortikalniho cytoskeletu u linie G3S1. ZvySenou ayrku aktinového cytoskeletu
potvrzuje i vySSi fosforylace cofilinu a riét v produkci kinazy LIMK1. Porovnani
invazivity tchto dvou linii v 3D prosedi @i pasobeni iznych inhibitofi ukazalo
jednak na citlivost k metaloproteazovému inhibit@W6001, ale i k latrunculinu.
Latrunculin, inhibitor polymerace aktinu, byl potiZe velmi nizké koncentraci (100
nM), pri které nema vliv na butnou morfologii.

Byla dokumentovana zvySena invazivita u nadorowée liG3S1, ktera je
odvozena od linie ziskané z karcinomu prsii [Borovnani této linie s linii
mateskou bylo ukdzano, Ze tato vysSi invazivita jésgibena membrandwazanou
metaloproteazou MT1-MMP, nikoliv sekretovanymi emgy (MMP2, nebo uPA).
Rovrez byla prokdzana vysSi dynamika aktinového skelgiodobr jako
u predchozi prace, kde se srovnavaly sarkomovédménlinie K2 a A3. Podstatna
je také informace, Ze uz u progenitorové linie El48la pozorovana invadopodia,
struktury popisované hla¥nv metastatickych nadorovych liniich (Linder, 2007)
Tato studie tak dokumentuje tvorbu invazivnich Idinu jiz béhem ranné faze

maligni transformace.

The structure of invadopodia in a complex 3D enviroment
(4. publikace)

Invadopodia a podosomy byly v poslednich leteclenmivre studovany,
protoZze bylo ukazano, Ze se tyto struktury podildegradaci mezibgtné hmoty a
tim prispivaji k metastatickému potencialu nadorovychékufBlock et al., 2008;
Gimona et al., 2008). NicmérvétSina studii, kterd se zabyvala detailnim popisem
invazivnich struktur, byla provéda ve 2D usp@dani, tzn. fevazr
na mikroskopickych skikach. Akoliv tyto studie pinesly mnoho podstatnych

informaci o sloZzeni a fungovani invadopodii a podas struktura &chto Utvafl
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ve 3D prostedi neni zcela objasna. Dolie popsané jsou multi-podozomoveé utvary
u osteoklast, nazyvané ,sealing zone", které fungujfi pesorpci kostni tk&h
(Luxenburg et al., 2007). AvSak kontakt Bkns kostni tkani je zcela specificka
situace, ktera jako jedina #&¢ cast&né pripomina kontakt biky

s mikroskopickym sktikem. V ostatnich tkanich, mezibwné hmo&, nebo cévnich
sttnach jsou biikky vystaveny zcela odliSnému prostorovému i&gani svého
okoli. Pro popis butk ve 3D prostedi se bBzn¢ pouzivaji fizné gely (kolagen,
Matrigel, hydrogel), ale <mito gely je obtiznd manipulace, pokud chceme
provadt nékteré metody, jako je néilad imunolokalizace. Zavedli jsme pouZziti
bezburéné prasé& dermis jako vhodného materidlu, ktery je dostatepevny

pro manipulaci, ale s@asrg se vice fiblizuje situaciin vivo.

Jako modelovou buwnou linii jsme pouzili Src-transformované Kkrysi
sarkomové biky linie RsK4. U sarkomovych bgk byla invaze do dermis
dokumentovana jiz ifve (Berdeaux et al., 2004) a linie RskK4 vyiv&elké
mnozstvi invazivnich struktur (Vesely et al., 2Q00Bpntrolni pozorovani buk
RsK4 rostlych na skikach potvrdilo charakteristickou strukturu PTA
(podosome-type adhesions).i€ini cast PTA je tvéena aktinem a cortactinem,
okolo je kruh zn&eny paxillinem a cela PTA pak ma vyrazny signafdogosinu.

V blizkosti PTA dochazi k degradaci gelatinu @@vay FITC). Ukazali jsme, Ze
buiky RsK4 vyseté na bezb&mou dermis jsou schopny invaze doymitatrix a ze
tato invaze je citliva &i inhibitoru metaloprotedz GM6001. Invaze byla
dokumentovana jak pomoci fluoreséeh mikroskopie, tak pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). SEM navic ukazapimky narusuji kolagenova
vlakna ,pod sebou* a vytvatak diry v dermis. $peni kolagenovych viaken bylo
potvrzeno i specifickou protilatkou (C1,2C). Detdizobrazeni invazivnich struktur
pomoci konfokélni mikroskopie ukazalo, Zze PTA u &um dermis maji odliSnou
strukturu nez u butk rostlych na skiiku. Cortactinovy a paxillinovy signal byl
piitomen v zakladech PTA, ze kterych frstalo ¥tSi mnoZzstvi aktin obsahujicich
filopodii. Ke Stpeni dochazelo &Sinou v blizkosti zaklad PTA struktur, avSak
buiky linie RsK4 produkuji velmi malé mnozstvi memboa® vazané
metaloproteazy MT1-MMP. i ektopické expresi GFP-MT1-MMP bylo ukézano,
Ze ke &tpeni dochazi i podél tenkych aktinem &aych filament. 3D struktura
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PTA, tj. baze a z ni vystajici tenka filamenta byla potvrzena i pomochnsraisni

elektronové mikroskopie.

Zavedli jsme pouziti bezb&#éné dermis jako modelovou situaci pro studium
invazivnich atvali ve f®irozmérném prostedi. Dosavadni poznani vychazelo
piedevSim z pozorovani provadich na mikroskopickych skkach, tj.
dvojrozmeérného, do jisté miry arteficielniho ugsgdani. S vyuzitim bezbatné
dermis se nam po# detailre popsat invazivni strukturyipuspdaadani, ktera
mnohem vice fipomina situaciin vivo. Studium nadorovych bghk za tchto
podminek mé& vyznam pro pochopeni mechatisrddorové invazivity a id¥e

piinést podstatné informace pro dalSi vyzkum vznilieni metastazi pele.

Stress induced expression of p53-target genes issigant to SNW1/SKIP
depletion
(5. publikace)

Adekvatni reakce hiky na stres zavisi na schopnosti indukovétps
skupiny specifickych gan Je nezbytné das a v dostat®ém mnozstvi aktivovat
regulani i efektorové komponenty stresové odfdiv Transkrigni faktor p53
aktivuje geny, které vedou k zastaveni &umého cyklu nebo k apoptéze v odpdv
na poSkozeni DNA, hypoxii, nebo jiné stresove situ@Pluquet and Hainaut, 2001).
Prepis rekterych geid indukovanych p53 (néfklad p21 neboPUMA) je regulovan
na drovni post-iniciéni faze transkripce (Espinosa et al., 2003; Gorhes,e2006).
U genu p21 byla vyslovena hypotéza, Ze transkrip komplex RNA pol Il je
zastaven (,paused”, nebo téz ,poised”) v post-aditim kroku a exprese genu je
regulovana uvoknim komplexu (Espinosa et al., 2003).

Kontrola exprese v post-inigiaim kroku vyZaduje regulaci préstinictvim
pozitivnich i negativnich elongaich faktofi. Pozitivni elongéni faktor P-TEFbD je
vyvazovan do oblasti genp1 po aktivaci signalizace p53 (Gomes et al., 2006).
P-TEFb je dimerni komplex kindzy Cdk9 a cyklinudy@. Aktivita kinazy Cdk9

vede k fosforylaci C-terminalni domény RNA pol & pozici Ser2 heptapeptidove
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repetice a k fosforylaci negativniho elotgéno faktoru DSIF. Nasledndojde

k odblokovani elongmi faze transkripce (Lenasi and Barboric, 2010)ivarh
pusobeni specifického inhibitoru kinazy Cdk9 (DRBjdioke globalnimu potteni
syntézy mRNA. Bylo vSak ukazano, Ze aktivaceugeukovanych transkrimim
faktorem p53 #stava témr neznénéna (Gomes et al., 2006). Vysledky zwiniga
prace ukazuji, Ze v reakci na DRB dojdef&gisu gefi p2laPUMA a Ze pro pepis
téchto geri neni nezbytna fosforylace na pozici Ser2 v dom@mD RNA pol Il
Naproti tomu, stresovy protein 14-3-3pro jehoz produkci je nezbytna aktivita
P-TEFb, nebyl vfitomnosti DRB produkovan. Pomoci tohoto specifickéh
inhibitoru tak Ize rozliSit geny, jejichzigpis je zavisly na aktivit elong&niho
faktoru P-TEFb od geén jejichz pepis probihd i  inhibici aktivity kindzy
P-TEFbD.

Proteiny rodiny SNW sedastni regulace iniciace i elongace transkripce a
sestihu. Bylo ukazéno, Ze protein SNW1 je ré¥mezbytny pro fepis gei viru
HIV-1 (Bres et al., 2005). Auto publikace ukézali, Ze protein SNW1 se vaze
na komplex Tat:P-TEFb:TAR RNA. Dle této studie malV8l pozitivni vliv
na elongaci transkripce virovych dena hladina exprese SNW1 ovije
alternativni sesih geni HIV-1. Cilem naSi prace bylo z&it se na roli proteinu
SNW1 za situace, kdy kky nejsou infikovany virem, ale jsou vystaveny streym
podminkdm. Vzhledem ke znamé interakci proteinu SN&Velonganiho faktoru
P-TEFb jsme se zajimali, jaky vliv bude mit pédai produkce proteinu SNW1

na gepis gef zavislych nebo naopak nezavislych na akti?tTEFb i stresu.

Jaderna lokalizace proteinu SNWIfigpmina distribuci seshovych
proteimi (Kim et al., 2001; Oswald et al., 2002). S$isivé proteiny se v jad
akumuluji v kompartmentech ozfwvanych jako ,speckles” a tyto jaderné domény
se typicky vyskytuji vdsné blizkosti mist transkripce (Sutherland and Bicte,
2009). V naSi praci jsme se zabyvali popisem lakak proteinu SNW1 pomoci
konfokalni mikroskopie na modelu lidskych ®kninie HeLa. Analyza lokalizace
proteinu SNW1 ve vztahu k mish aktivni transkripce (zeanych BrU) odpovida
vySe uvedenému vztahu. Protein SNW1 madastény prekryv s RNA pol Il a
s misty transkripce. V publikacich Kittler et #2004 a Neumann et al., 2010 bylo
ukazano, Ze potteni produkce proteinu SNW1 vede k aberantnimu resheu

déleni. To by nazn&valo, Ze tento protein madiou roli v regulaci mitézy. Dle
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nasich vysledk protein SNW1 Bhem mitdzy #stava lokalizovan v nukleoplazna
neni patrno, Ze by interagoval s chromozémy nebkranibularnim systémem.
Uk&zali jsme nicméf) Ze kkhem cytokineze a rané G1 faze je protein SNW1
nabohacen v chromozomalni oblasti. Podobyla ukazana asociace s chromozomy
i pro podjednotky elongamiho faktoru P-TEFb. P-TEFb vSak s chromozomy
interaguje dive, uZz khem pozdni anafaze (Yang et al., 2008). Protein $N&/
jaderného &eni Zejm¢ primo newastni, ale ovlitiuje expresi ufitych mitotickych
geni. Ukazali jsme, Ze ip potlateni produkce SNW1 pomoci siRNA dochazi
k tvorke vétSiho p@tu mikrotubularnich organizaich center (MTOC; microtubule-
organising centre). Naslegéirdojde k defektnimu jadernémwleni a z jednoho
jadra, pokud se dkeni dokori, vzniknou ti nebo ¢étyti dcefinné jadra. Vysledky
naS. cerevisiaalkazuji, Ze bikky produkujici C-konco¥ zkracenou verzi proteinu
Prp45p (ortholog SNW1) vykazuiji citlivost k inhibrim polymerizace mikrotubdl
(Gahura et al., 2009). Moznotignou by mohlo byt, Ze je-li v hikach nedostatek
endogenni formy, nebo je produkovana zkracené vermaé5p, dochazi k defekn

sestihu pre-mRNA gef (castnicich se regulace mitdzy.

Pro testovani vlivu proteinu SNW1 na expresiig@mukovanych inhibici
transkripce jsme zvolili postup publikovany v praGomes et al.,, 2006.
Pro potl&eni transkripce jsme pouzili inhibitory DRB a dowbicin. DRB je
specificky inhibitor kinazové podjednotky elokgého faktoru P-TEFbD.
Doxorubicin se vmezaje do DNA a jeho fisobenim dojde k inhibici enzymu
topoizomeraza a nasletirk zastaveni transkripce i replikace. Sledovali gsm
¢asovou zavislost v nabohaceni mnozstvi préatgb3, p21, 14-38 a PUMA
po @idani DRB a doxorubicinu. Potvrdili jsme, Zeigobenim DRB dochazi
k nabohaceni proteinp53, p21 a v mensi bei proteinu PUMA. Protein 14-3s3yl
nabohacen pouze ¥ifpmnosti doxorubicinu. RowZ jsme potvrdili pomoci dvou
specifickych protilatek, Ze gsobenim DRB dochazi k poklesu fosforylace
RNA pol Il. Zajimavé bylo zjigni, Ze msobenim DRB dochazi i k redukci
mnoZstvi proteinu SNW1. To naznge, Ze pro fepis genu SNW1 je nezbytny
elonga&ni faktor P-TEFb, nebo Zaipobeni DRB vede k degradaci proteinu SNW1.

Pro potlgeni exprese SNW1 jsme pouzili systém Accell od ¥irm
Dharmacon, ktery vyuzivétyt riznych oligonukleotid komplementarnich k oblasti

cileného genu. Hladina endogenniho proteinu byldesia asi na 30 %. Ukazali
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jsme, Ze snizeni mnozstvi proteinu SNW1 pomoci siRiMovlivni akumulaci
proteinu p53 poiidani DRB nebo doxorubicinu.ddolik nezavislych biologickych
opakovani dale ukazalo, Ze snizeni hladiny SNW1lanelm na produkci proteiin

p21, PUMA a 14-3-3 béhem genotoxického stresu. Tento vysledek jsme dibitvr
na uarovni mMRNA pomoci kvantitativniho RT-PCR.

NaSe vysledky ukézaly, Ze protein SNW1 je posteddst @i stresové
indukci produkce protein p53 a p21. Analogické pozorovani bylo iejeéno
v praci Bres et al., 2009. Auigprace ukazali, ze protein SNW1 je postradatelny
béhem indukce exprese viru HIV-ligobenim UV zgni (ale nikoli pi ,bézné*
transkripci z virového genomu). NaSe vysledky takeSkuji toto pozorovani
o endogenni reguwai proteiny p53 a p2l1. Ndameme vyvratit, Zze rezidudlni
mnozstvi proteinu SNW1 je dosténe pro zajidini sestihu vétSiny gerii a defekty
se tak projevi pouze vekterych gipadech, nafklad u geri tidicich bugcny
cyklus. Riklanime se vSak k alternativni hypotéze, a sicepigein SNW1 neni
nezbytny pro fepis/sesth stresem indukovanych ginJde o zajimavou situaci,
kterd ukazuje na variabilitu b&nych reakci v odpasd na fzné podsty.
Zminovaneé geny, které jsou indukovany strese&ind pro svou expresi vyuzivaji
fosforylaini aktivitu elonganiho faktoru P-TEFb asociovaného <kterymi
obecnymi transkrignimi faktory. Nicmés, inhibice aktivity P-TEFb nevede
k potlateni expreseéthto gerii. Prepis utité skupiny gef pii inhibici aktivity
P-TEFb je zprogedkovan zejm¢ jinymi faktory a fosforylace na pozici Ser2
v domér CTD RNA polymerazy Il neni pro aktivni elongacizagovana. Biky
tak na tizné formy stresu mohou reagovat nejen aktivaci kignich cilovych gein

ale i modulaci mechanigntranskripce.

Autor v podil v jednotlivych publikacich:
Ondrej Tolde je v publikacich 1 a 3 autorenmitsiny vysledk z fluorescetni a
konfokalni mikroskopie. V publikaci 2 se podilel harbé ¢asti mikroskopickych

vysledki. V publikacich 4 a 5 je autorem vSech experirent

RNDr. Jan Brabek, Ph.D.
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7 Seznam zkratek, protein 0 a proteinovych domén

7.1. Seznam zkratek

AMT amoeboid-mesenchymal transition (amébgidrezenchymalni
piechod)

CTD C-terminal domain

dNTP deoxyribonucleotide

DSIF DRB sensitivity-inducing factor

DRB 5,6-Dichloro-1B-D-ribofuranosylbenzimidazole

ECM extracellular matrix (mezib&tni hmota)

EMT (epithelial-mesenchymal transition) epitalamezenchymalni
prechod

FA focal adhesion (fokalni adheze)

FITC fluorescein isothiocyanate

GAP GTPase-activating protein

GEF guanine nucleotide exchange factor

HIV-1 human immunodeficiency virus 1

ChiP chromatin imunoprecipitation

IGC interchromatin granule clusters

ILP invadosome-like protrusions

MAT mesenchymal-amoeboid transition (mezenchyameéboidni
prechod)

MET mesenchymal-epithelial transition (mezenchiyr&pitelialni
prechod)

MRNA messenger RNA

MIiRNA microRNA

MTOC microtubule-organising centre

NELF negative elongation factor

PTA podosome-type adhesion

P-TEFDb positive transcription elongation factoramplex

RNA pol I RNA Polymerase Il (RNA polymeréaza Il)

SnRNP small nuclear ribonucleoprotein

TEM transendothelial migration (transendotelid@mgrace)

TPA 12 O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

TUF transcript of unknown function

7.2. Proteinové domény

Identifikacni ¢islo domény se vztahuje k databazi Prasitp://expasy.org/prosite

SH2 Src-homology (SH)2 domain PDOC50001
SH3 Src-homology (SH)3 domain PDOC50002
FERM four point one (4.1), ezrin radixin, moesinD@®C00566
CTD C-terminal domain, heptapeptide repeat PDOG601
PTB phosphotyrosine-binding PDOC51064
FH forkhead domain PDOC50006
WH?2 WASP-Homology 2 PDOC51082
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7.3.

Seznam protein d

V nésledujici tabulce jsou v prvnim sloupci uvedeidygvy proteid, nebo zkratky
naz\va, jak byly pouzity v textu. Mnoho proteirma v sodasnosti jiny nazev, nez
byl pouzit v mgivodni literatie, nicmég pro &el citace se &Sinou drzim
pavodniho nazvoslovi. Ve druhém sloupci jsou uvedeglg ndzvy proteiin drzim
se doporteného jména dle databaze Uniprot. V zavorce uvadikteré casto
pouzivané nebo alternativni nazvy. Pro srgdnnalezeni dalSich informaci
o daném proteinu uvadim veéetim sloupci pislusny kéd pro databazi Uniprot
( www.uniprot.org). VétSina nazu a kodi se vztahuje k lidskym proteim.

protein
14-3-3
a-actinin-1
a-catenin
Actin
ADAM10
Akt

ARHGAP22

ATM
B-catenin
B1l-integrin
BRD4
CAS
CBF1
CCNH
CCNT1
CD44
Cdc5
Cdc42
CDKY
CDK9
CLDN1
Cortactin
Crk
CTCF
DAPK1
DRAK1
DR5
E-cadherin
E12/E47
EGFR
Exo 70
FAK
Fascin
FCP1
FGF2
Filamin
FOXC2
Hakai

nazev (dle Uniprot) accession no.

14-3-3 protein sigma (stratifin) P31947
alpha-actinin-1 (ACTN) P12814
Catenin alpha-1 (CTNNA1) P35221
beta-actin (ACTB) P60709

Disintegrin and metalloproteinase domain4zoming 10 014672
Aktl (PKB, RAC) P31749
Rho GTPase-activating protein 22 (RHOGAP2) Q7Z5H3
Ataxia telangiectasia mutated (Serine-protagimase ATM)Q13315

Catenin beta-1 (CTNNB1) P35222
Integrin beta-1 (ITGB1) P05556
Bromodomain-containing protein 4 060885
Crk-associated substrate (BCAR1, p130Cas) 6984%
Recombining binding protein suppressor ofléss Q06330
Cyclin-H P51946
Cyclin-T1 060563
CD44 antigen, Hyaluronate receptor P16070
Cell division control protein 5 (Cefl) P849
Cell division control protein 42 P60953
Cell division protein kinase 7 P50613

Cell division protein kinase 9 (Cyclin-depemd kinase 9) P50750

Claudin-1 095832
Cortactin (CTTN, EMS1) Q14247
Crk (c-Crk, p38) P46108
CCCTC-binding factor P49711
Death-associated protein kinase 1 P53355

DAP kinase-related apoptosis-inducing protéimase 1 Q9UEES

Death receptor 5 (Killer) 014763
Epithelial cadherin, Cadherin-1 (CDHBH1) P12830
Transcription factor E2-alpha (TCF3, EZF:1) P15923
Epidermal growth factor receptor P00533
Exocyst complex component 7 (EXOC7) Q9PT
Focal adhesion kinase 1 (FAK1, PTK2) Q05397
Fascin (FSCN1, p55) Q16658

RNA polymerase Il subunit A CTD phosphat&SEXP1) Q9Y5B0
Heparin-binding growth factor 2, Fibroblastwth factor PO9038

Filamin-B (FLNB, FLN3) 075369
Forkhead box protein C2 (MFH1) Q99958
E3 ubiquitin-protein ligase Hakai (CBLL1, RAB3) Q75N03
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Her2
Hexim 1
HGF/SF
ILK
IQGAP1
JAM1
Kindlin-1
LEF1
MAGI1
MAPK1
MDM2
MLC2
MLCK
MMP2
MMP9
MT1-MMP
MYC
MYOD1
MYPT1
MRCK
N-cadherin
N-WASP
p120 catenin
Occludin
p21

p53
p300
Paxillin
PAK1
PAR3
PARG
PCF11
PDK1
pRb
Prp22
Prp46
PUMA
Rab8
RAC1
RhoA
RhoB
RhoC
ROCK1
ROCK?2
RPB1
Sec3
Sec8
SF2

Ski
Smad?2

Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 (ERBB P04626
hexamethylene bisacetamide (HMBA)-induciietein 094992
Hepatocyte growth factor receptor (MET, etM P08581
Integrin-linked protein kinase Q13418
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 46940
Junctional adhesion molecule A (F11R) Q¥ 62
Fermitin family homolog 1 (FERMT1, KIND1) Q9BQL6
lymphoid enhancer factor 1 (TGH1 Q9ouUJU2
Membrane-associated guanylate kinase Q96QZ7
Mitogen-activated protein kinase 1 (ERK2) 28482
E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 Q00987
Myosin regulatory light chain 2 (MYL9) P248
Myosin light chain kinase Q15746
Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) P08253
Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) P14780
Membrane-type matrix metalloproteinase IMRI14) P50281
Myc proto-oncogene protein (c-Myc) P01106
Myoblast determination protein 1 P15172
Myosin phosphatase-targeting subunit 1 (PPRZR 014974

myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-bmykinase Q5VT25

Neural cadherin, Cadherin-2 (CDHN, CDH2) P19022
Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein @01
Catenin delta-1 (CTNND1, p120ctn) 060716
Occludin (OCLN) Q16625
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (CIP1, WIAF P38936
Cellular tumor antigen p53 P04637
Histone acetyltransferase p300 Q09472
Paxillin (PXN) P49023
p2l-activated kinase 1 Q13153
Partitioning defective 3 homolog (ASIP) @3vo
Partitioning defective 6 homolog alpha (PARD6 QINPB6
Pre-mRNA cleavage complex 2 protein Pcfll 94903

3-phosphoinositide-dependent protein kinagedPK1) 015530
Retinoblastoma-associated protein (RB1) P064
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNAidase P24384

Pre-mRNA-splicing factor PRP46 Q12417
p53 up-regulated modulator of apoptosis (BBC3 Q9BXH1
Ras-related protein Rab-8A (MEL) P61006
Ras-related C3 botulinum toxin substrate2ll-pacl P63000
Transforming protein RhoA (ARHA) P61586
Rho-related GTP-binding protein RhoB (ARHB) P62745
Rho-related GTP-binding protein RhoC (ARHC) P08134
Rho-associated protein kinase 1 Q13464
Rho-associated protein kinase 2 075116
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1 P24928
Exocyst complex component 1 (EXOC1) Q9NV70
Exocyst complex component 4 (EXOCA4) Q96A65
Splicing factor, arginine/serine-rich 1 (ASF) Q07955

Ski (Ski oncogene, c-Ski) P12755
Mothers against decapentaplegic homolog 2 Q15796
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Smad3
Snail
Snai2
SNW1
SPT6
Src

Talin
TGF
TRRAP
Twistl
uPA
VASP
Vinculin
VE-cadherin
WASP
WAVE-1
WAVE-2
ZEB1
ZEB2
ZIPK
Z0

ZPK

Mothers against decapentaplegic homolog 3 P84022
Zinc finger protein SNAI1 095863
Zinc finger protein SNAI2 (Slug) 043623
SNW domain-containing protein 1 (SKIP, NCo2}6 Q13573
Transcription elongation factor SPT6 (SUPT6H) Q7KZ85

Src (c-Src, p60-Src, SRC1) P12931
Talin-1 (TLN1) Q9Y490
Transforming growth factor beta-1 P01137
transformation/transcription domain-assodatmtein  Q9Y4A5
Twist-related protein 1 Q15672
Urokinase-type plasminogen activator P00749
Vasodilator-stimulated phosphoprotein P3055
Vinculin (VIC) P18206
Vascular endothelial cadherin, CadhBri DH5) P33151
Wiskott-Aldrich syndrome protein P42768
WASP family protein member 1 (WASF1) Q9355
WASP family protein member 2 (WASF2) QoYBW

Zinc finger E-box-binding homeobox 1 (AREBB;F8) P37275
Zinc finger E-box-binding homeobox 2 (SIZEX1B) 060315

Zipper-interacting protein kinase (DAPK3) 48293
Zonula occludens protein 1 (TJP1) Q07157
Leucine-zipper protein kinase (MAP3K12) Q128
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