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ABSTRAKT

Protein c-Myb je klfovy transkrigni faktor pro fyziologickou regulaci kmenovych a
progenitorovych buk v kostni deni, stevnich kryptach a v neurogennich oblastech mozku.
Jeho deregulace a aberantni funkce je spojei@nymi typy nadorovych onemoémi, véetns
prsnich karcinorn. Funkce proteinu c-Myb v nadorech prsu je vSakpooaplna - byl
klasifikovan jako onkoprotein nezbytny pro maméurhorigenezi i jako nadorovy supresor.
Tato prace se zabyva proteinem c-Myb v kontextmiphskarcinond se zamtenim na jeho
vyznam pro invazivitu a metastdzovatdhto nadai.

Pro studium funkce proteinu c-Myb v prsnich karomezh jsme jako modelovy
systém vytvdili varianty dvou bugcnych linii odvozenych z mamarnich naglddDA-MB-
231 a 4T1, které exprimuji exogenni c-Myb (MYBugkoumali jsme proliferaci, migeai a
invazivni aktivitu €chto burk in vitro, jejich tumorigenni a metastaticky potendgiavivo a
vyhledavali jsme efektory proteinu c-Myb v pozoroyah procesech. Zjistili jsme, z€igek
ektopické exprese c-Myb na migraci a invazivitu &uprsnich naddr in vitro je zavisly na
podminkéach, konkréthna (ne)pitomnosti chemoatraktantu a sloZzeni extracelulérairix.
Protein c-Myb stimuluje chemotaktickou migraci avaamivitu burgk prsnich néddr
v Matrigelu, ale neovliiuje chemokinetickou motilitu a penetraci kolagenuOFtotopicky
implantované biky 4T1IMYBup tvai v mySich BALB/c pomaleji rostouci nadory, které
spontand metastazuji do kosti a jater, nikoli do plic, wadil od nadat kontrolnich, které
zakladaji metastazy v kostech, jatrech i plicichiz8na frekvence plicnich metastaz nédor
MYBup maze byt disledkem omezené schopnosti cirkulujicich nadorovyamimek
exprimujicich exogenYB vstupovat pes cévni snu s kontinuélni bazalni membranou do
plicniho parenchymu. Zjistili jsme, Ze itky MDA-MB-231MYBup maji ve srovnani
s kontrolnimi békami sniZzenou schopnost transendotelialni migmcétro. Identifikovali
jsme rekolik geni, jejichz exprese je deregulovana wkaéch MYBup. Katepsin D,
matrixova metaloproteindza 1 aMNIP1/9) jsou spolu se signalni drahou JNK (c-Jun NH2-
terminalni kindza) prawgbodobré urcujicimi faktory zprostedkujicimi &inek proteinu c-
Myb na migraci a invazivitu bk MDA-MB-231 in vitro. Myb-fizena represkimplaaMsn
v bunkach 4T1 by mohla byt alesp@aste&ne pricinou selektivni inhibice plicnich metastaz
nadofi MYBup v mySim modelun vivo. Analyza expresnich dat klinickych vzdrkrsnich
karcinomi uloZenych v databazich Oncomine a GEO nélaneelevanci pozorované inhibice
MMP1/MSN proteinem c-Myb pro progndézu a metastdzovani kami prsu onkologickych
pacientek.

Vysledky této prace ifspivaji k poznani funkce proteinu c-Myb v biologirsnich
karcinomi, nabizeji novy pohled na jeho rozporuplné usgbeni jako
onkoproteinu/nddorového supresoruéehto nadorech aipdstavuji c-Myb jako protein,
jehoz funkce podléha regulaci kontextem mikropesit s disledky pro matrix-dependentni
invazivitu, extravazaci a organotropismus &uprsnich karcinorin



ABSTRACT

The c-Myb transcription factor is essential for thaintenance of stem-progenitor cells in
bone marrow, colon epithelia, and neurogenic nicleeBlyb malfunction contributes to
several types of malignancies including breast eartdowever, the function of c-Myb in the
mammary tumorigenesis and progression of breastincanas is controversial, as both
oncogenic and tumor suppressive effects of c-MyleHzeen reported. The aim of this study
is to clarify the role of c-Myb in invasion and rastatic spread of breast tumor cells.

To gain insight into this process, we generatetaugs of mammary carcinoma cell
lines MDA-MB-231 and 4T1 overexpressiddYB (MYBup cells). We investigated their
proliferation rates, migratory/invasive activityn vitro and tumorigenic and metastatic
capabilitiesin vivo. In addition, we intended to identify moleculargets of the c-Myb
protein mediating its effects. We observed thB overexpression affected cell migration
and invasionin vitro in a context-dependent manner, depending on tlesepce of
chemoatractant or composition of matrix. c-Myb poded chemotactic migration and
invasion through Matrigel-coated membrane, but cafié neither the motility in the
chemokinetic setting neither kolagen | gel pen&tnatSurprisingly, the growth of tumors
resulting from injection ofMyb-overexpressing 4T1 cells into the mammary fat pafls
BALB/c mice was delayed and formation of spontasepulmonary metastases did not
occur, though formation of the bone and liver nigisess was not affected. The selective
disadvantage of these cells in lung colonizatioghtiresult from their inability to penetrate a
vessel wall and underlying basement membrane ig parenchyma. We demonstrated that
capacity of transendothelial migration of MDA-MB-PAYBup cells was impaired. We
identified several genes with deregulated expressio MYBup cells, includingCTSD
MMP1 andMMP9. The proteins coded by these genes (cathepsinaDixmetalloproteinase
1 and 9) together with components of JNK (c-Jun Métthinal kinase) signaling pathway
may represent the key determinants of the Myb-iadwaffects on cell migration and invasion
in vitro. On the other hand, the Myb-driven suppressioiMofplaand Msn expression in
4T1 cells may explain the failure of tiyb-overexpressing tumors in lung colonization. The
expression profiles of human breast carcinoma spats deposited in Oncomine and GEO
databases indicate that the Myb-mediated repressiddMP1/MSN might be of clinical
relevance for breast carcinoma patients.

Results of this study provided new insight into tbéMyb function in breast
cancerogenesis and brought new clues to understanccontroversial status as an
oncogene/tumor suppressor in breast cancer. Iiaaldine conclusions offer a new concept
of the microenvironment-dependent function of c-Mwbpresented by matrix-specific
iInvasion, extravasation and site-selective metastatbreast carcinomas.
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1 UVvOoD

1.1 Invazivita a metastazovani nadoé
1.1.1 Metastaticka kaskada

Termin ,metastaza“ pochéaziteckych slovuetd (meta), které znamena ,dalsi“, a
otdolg (stasis), coz znamena ,undist’, spolu tedy ,pemistni“ nebo ,znména mista“.
V nadorové biologii se timto rozumi zaloZeni selkAmého loZiska naddoru vzdaleného od
puvodniho mista nadorové transformace. Metastazgedeidy rozsev nadorovych hikndo
jinych mist v &le, nez je to, kde vznikl primérni nador. Tentos®z niZze zprostdkovat
cirkulace €lnich tekutin, tehdy howtme o tzv. metastazach hematogenniclieri§ich
krevnim systémem) a lymfogennichiésiych lymfatickymi cévami), nebo se naddt piimo
télnimi dutinami. Rizné nadory ptom vyuZivaji €chto cest s odliSnou preferenci., hap
karcinomy vyuzivaji jak hematogenni, tak lymfogesiéni, sarkomy se §iténmei vyhradré
krevni cestou. Mezi organy regtji zasazené sekundarnim nadorovym bujenini jpice,
jatra, kosti, mozek a lymfatické uzlinyfipm prav@&podobnost vyskytu metastaz éctito
organech je utiznych nadak rizna. Schopnosti zakladat metastazy disponuji nadatigni,
piicemz se jednotlivé maligni nadory od sebe vygaatiSuji mirou, jiz jsou &ni schopny.

Metastazovani je slozity mnohastiopy proces svelmi nizkou efektivitou,
hodnotime-Ili pravépodobnost, se kterou fika uvolréna z nadoru da vznik zivot ohrozujici
makrometastaze. Tatocinost byla vgislena experimentain pouhych 0,02% buk
melanomu injikovanych do cévniho systému mysSiho ehodvai makrometastazy, 2%
burgk zalozi mikrometastaticka loziska a 36% z ni¢btgwava v cilové tkani jako samostatné
dormantni biiky (Luzzi et al., 1998). ifesto Zistavaji metastazy ngsejSi pricinou umrti
onkologickych pacierit a tim i stalym pedmétem intenzivniho #&deckého zkoumani.
Odpowdi na dnestasto kladené otazky paipodu/identi® burgk zakladajicich sekundarni
nadory, by mohly vést k nalezeni nasirpjo cilenou eliminaci metastatickych lna tedy
vyznamnému zlepSeni perspektivy padieihadorovym onemognim.

Metastatickd kaskadda jeada na sebe navazujicich kiipkkteré pedchazeji a
podmiiuji vznik sekundarniho nadoru. Schematickyériraito na modelu karcinomu
s hematogennimi&nim sestava tato kaskada z epitetidrezenchymalni tranzice (EMT), tj.
procesu, Bhem kterého ziskava epitelidini i@ mezenchymalni charakteristiky, coz
doprovazi uvoldni jednotlivé nadorové hiky z vazeb na jiné hiky nadorové tkah
migrace, resp. lokalni invaze a prostup mimadnou hmotou a cévni&tou do krevniho
systému (intravazace), zachyceni angk s€&nou kapilary v cilové tkani (extravazacejepiti
a zahajeni proliferace, néasledované indukci angene a progresivnimistem céva
zasobenych metastaz (Obr. 1). DalSi kapitoly budinovany blizSimu popisu vybranych
kroki této kaskady.
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Obr. 1. Metastaticka kaskada. Epitelialni nadorbugka se uvaiuje z primarniho nadoru, ziskava
schopnost migrovat a invadovat okolni itk§procesy spojené s epiteli&imezenchymalnim
piechodem - EMT) a vstupuje do cévy (intravazace)dadava buika v krevnimiecisti adheruje

k endotelu, prochaziies stnu cévy do cilové tkan (extravazace) a zaklada sekundarni nador.
Prevzato z Wirtz et al., 2011, upraveno.

1.1.1.1Epiteliadln é-mezenchymalni plasticita nadorovych buik

EMT je jeden zklbovych vyvojovych proces ktery je rekapitulovan
v kancerogenezi. EMT, tedy 2ma epitelialniho charakteru tky karcinomu na fenotyp
mezenchymalni, j€astofazen na prvni mista v souboru praceaficich do metastatické
kaskady, nicmé&h vyznam epitelidlda mezenchymalni plasticity nadorovych kknse
projevuje khem f#znych fazi metastdzovani.rd3toze pemena epitelidlnich busk
karcinomu na mezenchymalni byla doloZzemavitro, dlouho chyblo dostaténé potvrzeni
tohoto fenoménin vivo. Dnes jsou znamy studie dokazujici EMTuanych nadar v mySich
modelechin vivo (Trimboli et al., 2008; Rhim et al., 2012), nicngémata o vyskytu EMT
v klinickych vzorcich jsou stale nedostaté (Prall, 2007; Thiery et al., 2009). Taibe byt
dano tim, Ze pouze minoritni populace &um nadoru podstupuje EMT a prajmbdobrE jen
Cast&né se posunuje strem k mezenchymalnimu fenotypu, neboijggmnost échto burk
obtizre detekovatelna v sousedstvi mezenchymalnichélowtromalnich, nap fibroblast
asociovanych s nadory (Foroni et al., 2012).

Mezi urujici znaky EMT pdaf ztrata mezibutné adheze, coz hoe umoiuje
vymanit se z vazby na sousedniiky epitelidlni tkag, dale reorganizace cytoskeletu, ktera
vede ke ztra@t apikalre-bazalni polarizace epitelialni fky a nabyti lokoméni (piredo-zadni)
polarity, zvySena produkce extracelularnich proté#gd. MMP), které umoituji prinik
bazalni membranou,fipadré intersticialni matrix, a také deregulovana expreseteini
extracelularni matrix a adhezivnich molekul, coZodje zn€nu orientace a sénovani
buiky vzhledem k extracelularni matrix. Kr@émmotility a invazivity je disledkem EMT
rezistence hitky k apoptéze a senescenci a schopnost zahajindéku fist nadoru, coz
pati mezi charakteristiky nadorovych kmenovych (netsmdr-iniciujicich) busk (Ansieau
et al., 2008; Morel et al., 2008; Kurrey et al.020Thiery et al., 2009).

Jako markery EMT se pouzivaji adhezivni molekulyfoskeletalni proteiny a
proteiny extracelularni matrix (ECM). Midledku EMT dochazi k pottani epitelidlnich
markefi, jako je E-kadherin, cytokeratiny 8, 18 a 19, deglakin, okludin a klaudin, naopak
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se navysSuje mnoZstvi protéinypickych pro mezenchymalni tky, nag. N-kadherin, OB-
kadherin, vimentin, fibronektin (Foroni et al., Z)1 Mezi hlavni signély spouici EMT
pati rastové faktory TGB, HGF, FGF, EGF, PDGF, Wnt, Shh (viz seznam zkpatek
hypoxie, sloZzky extracelularni matrix a dalSi stébmi faktory (Thiery et al., 2009). Dalsi
signalizaci Bhem EMT zajiuji zejména signalni drahy T@FWnt, Notch a Hedgehog,
piicemZz vSechny signalni drdhy se vz4jeémovliviwuji a vytv&i spolu s dalSimi
molekularnimi regulatory slozitoutsbbsahujicitadu pozitivnich a negativnich regéméch
smycek (Foroni et la., 2012). Transkéip faktory, ke kterym sgfuji uvedené signalni drahy
a které jsou zapojené do indukgereprese markéra efektodh EMT, zahrnuji Snail, Slug,
ZEB1/2, Smad, Goosecoid, FOX2, KLF8, E47 a Twistaf\y et al., 2007; Peinado et al.,
2007). Zda se, ze transkkig faktor Snail se uplatje pedevsim Bhem iniciace EMT,
zatimco proteiny Slug, ZEB1/2, E47 a Twist se rdsle podileji na udrZeni
mezenchymalniho fenotypu (Thiery et al., 2009).

Mezi dalSi vyznamné molekularni regulatory EMT ipahiRNA, malé nekddujici
RNA, interferujici s translaci specifickych mRNA.o@na miR-200 se dastni negativni
regulace EMT postranskiipi represi ZEB1/2 (Korpal et al., 2008), zatimcd&r2i7 zasahuje
do exprese APC, aktivuje signalizaci Wrkatenin a EMT tedy reguluje poziti¥rfZhang et
al., 2011). V pithbéhu roku 2012 se objevila cetdda publikaci identifikujicich dalSi miRNA
a jejich cilové geny podilejicich se na regulaci EMhiR-124 inhibujeSNAI2(Liang et al.,
2012), miR-153 zasahuje do expreéSHAIla ZEB2 (Xu et al., 2012), miR-197 reguluje
expresi p120 kateninu (Hamada et al., 2012), ekp@tEB1 inhibuje miR-150 (Yokobori et
al., 2012), miR-23aisobi jako represor E-kadherinu (Cao et al., 2012nhaho dalSich (viz
souhrnnylanek D'Amato et al., 2012).

EMT je reverzibilni proces, ktery iwie byt nasledovan #Zmou gemenou
mezenchymalniho fenotypu na epitelialni (MET nebderM ,Mesenchymal-Epithelial
Reverting Transition“), fitom mezi jednotlivymi extrémnimi stavy existujel&€espektrum
stavi prechodnych, &kdy nazyvanych hybridni nebo metastabilni. Subpagiinadorovych
burék v metastabilnim stavu se vyzige pitomnosti epitelidlnich i mezenchymalnich
znakli, & uz to je exprese cytoskeletalnich prote(mimentin, cytokeratin) nebo lokalizace
proteini regulujicich adhezi/migraci (Rag;katenin). Tento hybridni fenotyp poukazujici na
epitelialre-mezenchymalni plasticitu jeékdy ozn&ovan jako metastabilni fenotyp nebo
aktivovany epitel (Klymkowsky, Savagner, 2009) & &k v populacich nadorovych kkn
podstupujicich EMT f@vazovat nadist¢ mezenchymalnimi bikami. UvaZuje se o tom, Ze
by metastabilni hiky mohly byt diky mozZnosti pohotovéhdegpinani mezi epitelialnim a
mezenchymalnim stavem zvi&$&tolre pizptisobené k metastazovani, protoze tato plasticita
umoziuje buikdm jak disociaci z primarniho nadoru (nutnost EMTak zalozZeni
sekundérnich nadowe vzdalené tkani, kde probiha obrdceny procdy, MET (Wells et al.,
2008; Dykxhoorn et al., 2009; Armstrong et al., POIN¢kdy se hovéi o prechodném
vyskytu mezenchymalniho fenotypu v nadorech, pet&MT markery nejsou obvykle
detekovatelné v metastatickych nadorech a tyto madse v histopatologickych
charakteristikach podobaji primarnim (Yao et ad1P). Napiklad metastazy kolorektalnich
karcinomi v jatrech se morfogenezi podobajieshimu epitelu (Brabletz et al., 2005),
metastaticky aktivni linie nadbmatového néchyfe maji vice epitelidlnich znaknez jejich
meért metastatické préjSky (Chaffer et al., 2006) a jaterni metastazysgatickych nadar
reexprimuji E-kadherin (Yates et al., 2007), podoprimarni naddory pankreatu s vypnutou
expresi E-kadherinu zakladaji v miznich uzlinackaBherin-pozitivni metastazy (Kurahara
et al., 2012). Mnozstvi experimentalni dat doklédel dilezitost epitelialniho fenotypu pro
formovani metastatickych nadostale naista. Gao et al. prokazali, Ze injekce prsnich¢kun
s mezenchymalnim fenotypem do krevniho systému my&i za nésledek tvorbu
metastatickych loZisek v plicich vykazujicich exgare-kadherinu (Gao et al., 2012). Pokusy
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s nddorovymi bilkami kecka geneticky modifikovanymi tak, Ze ziskaly fenotyp
mezenchymalnich bgh (EMT fenotyp), ukézaly, Ze zatimco EMT i kontrblbuiky
zakladaji po subkutanni injekci primarni nador, 7@&EMT buky jsou schopny intravazace
do krevniho systému. Nicmé&npokud se biky injikuji pfimo do cévy modelového
organismu, pouze kontrolni tky zakladaji nadorova lozZiska v plicich, nikolittky s EMT
fenotypem (Tsuji et al., 2008). Ztoho plyne, Ze mSechny néadorovée kly

s mezenchymalnim fenotypem jsou schopny aktivov@tovém mist program MET. Pokud
se v8ak subkutagninjikovala snés burtk EMT a burk kontrolnich, nadorové liky
vstupovaly do cirkulace a tiiy také metastaticka loziska (Tsuji et al., 2008& proto
mozné, Ze dochazi k futki kooperaci mezi epitelialnimi a mezenchymalniroiikami
béhem procesu metastazovani (Obr. 2).

EMT i MET jsou tedy kritické pro tzné faze nadorové progrese a epitefidin
mezenchymalni plasticita jergrdpokladem usi$ného metastatického rozsevu karciGom
Regulace EMT/MET mikroprogtdim, v #mZ se nadorova lika aktuald nachazi, zajidije
adaptaci biikky z hlediska jeji epiteliabtmezenchymalni identity. Kroénhypoxie kontroluji
EMT/MET programy také interakce nadorovych a strioich burgk. Myeloidni buiky
z kostni derg infiltrujici primarni nador byly ozngny za zdroj TGPEL (indukujiciho EMT)

v primarnim nadoru (Toh et al., 2011), podélgko makrofagy asociované s tumory (TAM,
»tumor-Associated Macrophage”; Bonde et al.,, 2018ktivace MET v metastatickych
bunkdch byla povazovana zaigledek nedostatku fakiorindukujicich EMT, nicméa
objevuji se studie dokumentujici, Ze nikoli abseffatoni piitomnych v mikroprosedi
primarniho nadoru, ale interakce s mikropifedim sekundarniho mista indukuje program
vedouci k MET (Chao et al., 2010; Aokage et al.1120Yao et al., 2011). Nedavno byla
objevena dosud nepopsana funkce CD11b+ Grl+ myetdidbuk v premetastatickych
.niche* spaivajici ve spugni MET v infiltrovanych nadorovych Hilkach produkci
proteoglykanu versican (Gao et al., 2012; premati@ke ,niche” viz dale).

primarni nador cirkulace metastaza
r?;cljtgrhc?\.lfglbuﬁka funkéni kooperace
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fibroblast O buriky
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Obr. 2. Epiteliald-mezechymalni (EMT) a reverzni tranzice (MET) v ¢awogenezi. kkteré
epitelidini buiky v primarnim karcinomu prochézeji EMT a ziskdwdpastnosti mezenchymalnich
burtk usnadujici diseminaci. Makrometastazy v cilovém organajiniasto fenotyp epitelidlnich
burgk, coz se vysstluje indukci obraceného procesu (MET) po vstupuondavych busk do
sekundarniho mista, nebo funk kooperaci mezi mezenchymalnimi a epitelidlnimikami nadoru.
Prevzato z Polyak, Weinberg, 2009, upraveno.
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1.1.1.2Migrace nadorovych bungk

Jak bylo zmisdno, EMT produkuje migrané aktivni buiky schopné prochéazet
mimoburéénou hmotou do tkani sousedicich s nadorem. Niénaedwstuji i jiné, na EMT
nezavislé zfpsoby, kterymi nadorové kikhy nabyvaji migrani potencial. Nagpklad
podoplanin, transmembranovy glykoprotein podobnycimu aktivuje nadorovée lky
k migraci, aniz by byly rozruSeny mezikgné kontakty zprogedkované E-kadherinem
(Wicki et al., 2006). Podoplanin &ni uspdadani cytoskeletu Mky interakci s
adaptorovymi proteiny ERM (ezrin, radixin, moesikderé spojuji transmebranové proteiny
s vlakny aktinu, a ovliiuje aktivitu kinazy RhoA (Wicki, Christofori, 200.7Rodina Rho
GTP&z ma v bustné motili€ klicovou ulohu, zejména RhoA, Racl a Cdc42 jsou v tomto
ohledu nejvice studovany. V aktivni fo¢ninteraguji se svymi cilovymi efektory, kterymi
jsou napiklad kindza lehkéheetézce myosinu a p21-aktivované kindzy 1-3 fippct Racl),
p2l-aktivované kinazy 1-6, WASP, N-WASP (substréigc42) a kinazy ROCK | a I,
Citron, Dial (cile RhoA) a #mi organizaci aktinovych vlaken. Indukuji tvorbu
membranovych struktur, jako jsou lamelopodia, fld@, mikrovily, invadopodia a také
reguluji endo - a exocytézu (Ridley, 2006). Filopogsou steja jako mikrovily tvaena
uspdadanym souborem vladken F-aktinu aftfvoycinkovité struktury vybihajici later&dn
(filopodia) nebo dorsat(mikrovily) z buiky. Lamelopodia jsou SirSi obloukovité struktury
tvorené F-aktinem, které se rozprostiraji po dvourmém substratu (Olson, Sahai, 2009).
Na 3D substratech twvenych proteiny ECM tvd nadorové biiky struktury odvozené
z aktinového cytoskeletu tzv. invadopodia. Tyto amwvni vykEzky se podileji na
proteolytické remodelaci ECM, viz dale (Olson, Sal2909). Invadopodia se struktérm
funkéné podobaji podozoidm, které tvéi nag. makrofagy a osteoklasty (Saltel et al., 2008).

Takovy zpisob migrace, kdy se bkly pohybuji v blocich stmelenych mezitdnymi
adhezivnimi molekulami, se nazyva kolektivni migraBuiky urcitych typi nadoi jsou
schopny kolektivni migrace ve shlucich néb&zow, ale obecé se nadoroveé hiky mohou
se pohybovat jednotlé/(Wicki, Christofori, 2007). ResrEji bychom neli v pripadt pohybu v
ECM hovdit o burg¢né invazi (viz nize). Nadorové tky se uvolhuji z mezibugénych
vazeb a pohybuji se dynamicky a neugpart. Byly popsany dva Zisoby migrace, které
jsou vyuzivany disociovanymi nadorovymi itkami a které jsou definovany rozdily ve
vyuziti extracelularnich proteaz, v adhezi k menédné hmot, v organizaci cytoskeletu a
v polari€ buiky (Yilmaz, Christofori, 2010). Jednim je mezenclymi migrace, kdy se
buika protahuje naipdnim konci tvorbou vy¥ki bohatych na F-aktin a silnych fokalnich
adhezi a uvdluje vazbu k podkladu na ofrégm konci biiky. Mezenchymalni migrace je
zavisla na aktivit GTPazy Racl a pohyb v ECM je zptestkovan aktivitou proteaz, jako
jsou MMP (Sanz-Moreno et al., 2008). Druhym typemwhybu jednotlivych buk je
améboidni migrace, kdy bhky vyuZivaji kontrakci kortikalniho aktinu a myosin
regulovanou GTPazami RhoA/ROCK, vytefi transientni fokalni komplexy a proupik
mimoburéénou hmotou nepétbuji proteolytickou aktivitu, nelfoprochazeji pory mezi
vlakny matrix (Sahai, Marshall, 2003). Na rozdil pbtahlych mezenchymalnich hikp
améboidni bikky jsou vice kulaté a vyziaji se ,pwenim“ membrany. Tyto Zsoby
migrace se mohouiétlat v zavislosti na podminkach a genové expreskyauKrome vyse
uvedenych buftnych determinant Zgobu migrace (Rac vs Rho/ROCK aktivita, proteolyza,
sila adheze) duje migraci také architektura ECM, konkrétmustota, orientace a pevnostsit
ECM molekul (Friedl, Wolf, 2010). Populace nadororyburék in vitro je heterogenni,
obsahuje biky améboidniho i mezenchymalniho typu migrace. Miamintravitalni
zobrazovaci metody ukézaly, Ze v mamérnich nadarectivo je wtSina motilnich bugk
ameéboidniho typu (Condeelis, Segall, 2003).

Z jiného hlediska rozliSujeme pohyb chemotaktickgh@&mokineticky. Chemokineze
je motilita v @itomnosti rovnorarné distribuovanych rozpustnych faktgrchemotaxe je
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motilita, jejiz snér je dan koncenttaim gradientem rozpustnych faktiorBehem progrese
nadoru se uplatje jak chemokineze, nahodny pohyb, tak chemotéxee snérovana
migrace busk (Tchou-Wong et al., 2006). ZvySena bazalni matiimo#uje nadorovym
bunkam &inngji unikat z mista primarniho tumoru, chemotaktickyohyb sngrem

k chemoatraktatm uvohovanych z krevniho sytému navadi nadorovotkibbumimo jiné

k mistu intravazace (Yamaguchi et al., 2005).

1.1.1.3Invazivita nadora

Lokalni invaze, tedy finik nadoru do tkani s nim sousediciciedpoklada uvokni
buiky z mezibugcnych vazeb, motilitu a schopnost degradovat kompiynextracelularni
matrix. Invazivni nadory jsou Kk penetraci epitelialbazalni membrany (karcinomy),
vaskularni bazalni membrany a intersticialni matniybaveny spektrem enzym
s proteolytickou aktivitou. f@stoZze proteazy obetrplni komplexni funkce a v &itych
kontextech mohougsobit jako nadorové supresory, jejictiagt na remodelaci ECM z nich
¢ini vyznamnou funéni skupinu proteita prispivajicich na vice Urovnich k invaz#ita
metastazovani nadiarJednou z nejvyznamySich a nejpodetrgjSich rodin proteaz furdke
asociovanych s metastdzovanim jsou matrixové ntateinazy (MMP). Do této rodiny
endopeptidaz, jejichz katalyticka aktivita je zd&ima iontech Zn, p#tvice nez 2Clena.
Podle substratové specifity a lokalizace s#i da kolagenazy, Zelatindzy, stromelyziny,
membranové MMP a netazené MMP. Degradujiizné slozky ECM i dalSi bioaktivni
molekuly. Jsou syntetizovany jako neaktivni proengy které se aktivuji proteolytickou
degradaci propeptidu. DalSi vyznamnou skupinouepmspojovanych s invazivitou nador
jsou katepsiny, lysozomalni enzymy, které mohu sskretovany mimo hiku. Vice nez
deset gem v lidském genomu kéduje katepsiny. Mezi jejich stufity pati raizné bugcné i
extracelularni proteiny, jako je fibronektin, teci@sC nebo laminin (Gocheva, Joyce, 2007;
Benes et al., 2008). &tenim jinych protedz spouft proteolytické kaskadygimz také
mohou pispivat k invazivi¢ nddofi (Gocheva, Joyce, 2007). Také serinové proteazyt.(na
urokinaza; uPA), spolu se svymi regtriémi proteiny (receptor urokinazy, inhibitor
aktivatoru plazminogenu PAI1) s¢astni invaze, angiogeneze a metastazovamiych typ
solidnich nadar (Dass et al., 2008).

Dnes se vice nez jednotlivé proteazy a jejich mhvinvazivitu nadar studuji kaskady
komplexnich proteolytickych interakci umagicich regulaci a/nebo amplifikaci proteolyzy
v nadorech, houd se o ,degradomu”, to je o souboru vSech protegejiah substrat
produkovanych hbtkou nebo tkani za definovanych podminek (Overalllet2004). Aby se
zajistila dikladna kontrola nad proteolytickou aktivitou iy, jsou proteazy obvykle
regulovany na &kolika Urovnich: na urovni transkripce, proteoligcaktivace prekurzéra
interakce s endogennimi inhibitory, jako jsou ciigta (pro cysteinové proteazy), serpiny
(pro serinové proteazy) a tkave inhibitory metaloproteinaz (Mason, Joyce, 2011)

Podobr jako v gipadt burg¢né migrace i invazi fizeme dlit na kolektivni nebo
individualni. Jak bylo uvedeno vySe, pohyb v ECMedyt invaze, je vifpact
.mezenchymalni“ strategie zavisly na proteolyzeptipad® améboidnich buk je na
proteolyze nezavisly. Kolektivni invaze ma také dypy (Yilmaz et al., 2007). Jednim je
koordinovana invaze skupiny bilg které si udrzuji mezib@tné kontakty s primarnim
nadorem, ficemz buiky v prvni invazivni linii produkuji proteazy a #&juji remodelaci
ECM (podob® invaduji buiky béhem embryonalni morfogeneze). Druhym typem je
kolektivni invaze shluku buwk oddileného od primarniho nadoru (Yilmaz et al., 2007).
Zajimavé zji&ni publikovali Giampieri et al., kiezjistili, Ze nadory omezené na kolektivni
formu invaze zakladaji metastazy v lymfatickych inath, nikoli vSak hematogenni
metastazy v distalnich organech (Giampieri et28i09).
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Jak bylo zmiano vyse, pericelularni remodelaci ECM z&ji v nadorovych biikach
také specializované struktury ozpsané jako invadopodia. Jsou to ventéabrientované
vybéZzky membrany, Gzkeé struktury ogonéru 0,8 um az 1um a délce 2um a vice. Jejich
jadro tvai molekuly F-aktinu, které obklopuji proteiny asméné s aktinem (kortaktin-
aktinin, tensin, Arp2/3, WASP, N-WASP, kofilin, i vinkulin, ankyrin), adaptorové a
regulani proteiny (Tks-5), protedzy a dalSi molekuly (et al., 2008). Mezi proteolytické
enzymy asociované s @riunkénimi invadopodii pat MMP (MT1-MMP, MMP2, MMP9,
ADAM rodina proteaz), katepsiny, ,Seprase” (f&ace Expessed Protea§e urokindza
(Buccione et al., 2009) a dalSi. Kortaktin spole-aktinem, MT1-MMP, N-WASP, Arp2/3,
Tks-5 a fokalni degradaci ECM se pouZivaji jako kegr pro identifikaci invadopodii
(Yamaguchi, 2012). Invadopodia jsou dynamické stnyk jejichz iniciace, sestaveni a zrani
je regulovano siti signélnich molekul (mimo jinén&zy Src, PKD, PAK, Rho GTPazy,
integriny, kyslikové radikaly a miRNA) (Murphy, Cadoeidge, 2011). Vice studii poukazalo
na souvislost mezi schopnosti nadorovych ¢kurformovat invadopodia a jejich
invazivni/metastatickou aktivitouRada proteifi G¢astnicich se tvorbysthto struktur je
v invazivnich nadorechiznych typi deregulovana (shrnuto v publikaci Yamaguchi, 2012)
nicméré piimych dikazi funkéni souvislosti invadopodii a metastazovani je nemono
Schoumacher et al. dokumentovali perforaci nativoézalni membranyex vivo
zprostedkovanou invadopodii kolorektalnich nadorovych du(Schoumacher et al., 2010).
Existence podobnych struktur byla odhalena dikyaintalnim zobrazovacim technikam
béhem intravazace nadorovych Rlnmamarnich xenogrdit (Yamaguchi et al., 2005).
Aktudlni studie skupiny J. Condeelise¢lsge, Ze blokovani tvorby invadopodii inhibici
proteinu N-WASP vede k sniZzené schopnosti nadofoyrek mysich xenografit vstupovat
do cévniho sytému a zakladat metastazy (Gligogjetial., 2012). Bkdy se pouZziva termin
invadosom pro ozriani vSech adhezivnich strukturiby s proteolytickou funkci (Saltel et
al., 2011).

1.1.1.4Premetastatické "niche"

Usidleni nadorovych bék v cilové tkani pedchazi fiprava tzv. premetastatického
"niche”, tj. lokalrt pozménéného mikroprosedi v mist vzniku budouci metastazy. Lokalni
buréény a nebuitny kontext v mist metastatickych 1ézi se starepgnmétem intenzivniho
védeckého badani az nedavno. Bylo Zjist, Ze primarni nador mobilizuje stromalninky
hostitelského organismu k formovani podminek pox¥adgch pro metastaticky rozsev (Obr.
3). Buiky odvozené z kostni rédné (,bone marrow-derived cells*; BMDCs) byly
identifikovany jako klkové komponenty a reguléatory premetastatického gfidiKaplan et
al., 2005), ppravujici premetastatické organy pro usazeni rmadmh burk. Nezralé
myeloidni prekurzory exprimujici VEGFR1 receptor H®FR1+) a dalSi markery
hematopoetickych progenitorovych n(CD11b, CD34, c-Kit) seip reakci na fistové a
jiné faktory (VEGF, PIGF, FGF, TNE TGH3, LOX) sekretované nadorem aktivuji k migraci
do perifernich tkani, k osidleni mist bohatych ibaohektin, kde se akumuluji a interakci se
stromalnimi biikami vytv&eji permisivni podminky pro usazeni istr nadorovych busk
(Kaplan et al., 2005; Erler et al., 2009; Kim et 2009b; Peinado et al., 2011). Receptivitu
prostedi buiky BMDCs upravuji mimo jiné remodelaci mimol&iné matrix (MMP9,
MMP2) (Hiratsuka et al, 2002; Rucci et al., 20Jdrpzartlivou signalizaci (CXCL1, 1L12)
(Yamamoto et al., 2008) a také produkci adhezivmiahekul, slozek ECM a chemokin
(VLA-4, versican, SDF-1, S100A8, S100A9), které ammiji prilnuti, preziti a fast
nadorovych bugk po vstupu do cilového mista (Hiratsuka et alQ@Miratsuka et al., 2008;
Kaplan et al., 2005; Gao et al., 2012). Cirkulujiatorové biikky tedy nezakladaji sekundarni
loZiska nahod# jsou sngrovany do jiz definovaného mista premetastatickglche”, které
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je indukovano a spoluéeno primarnim nadorem, resp. faktory jim sekretgwannebo
piimym pisobenim diseminovanych nadorovych &um kostni deni (Psaila et al., 2006).
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Obr. 3. Premetastatické a metastatické ,niche".vKredestéky, endotelidlni a hematopoetické
progenitorové biiky v kostni deni jsou fistovymi a dalSimi faktory sekretovanymi primarnim
nadorem (VEGFA, PIGF, S100A8, S100A9 a dalsi) nmmoditany k usazeni v cilovych mistech
premetastickych orgén kde produkuji chemokiny a enzymy (TWFTGH), SDF1, MMP9)
modifikujici lokélni mikroprogedi. Spolu s aktivovanami fibroblasty, endoteli@nibuikami a
slozkami ECM (fibronektin, P-selektin, E-selektiwytvareji permisivni podminky pro vstup
metastatické nadorové iky, ktera je interakci se stromalnimiikami lokalniho mikroprogedi
aktivovana k formovani mikro- a makrometastazgvRato z Psaila, Lyden, 2009, upraveno.

Na tvorle pIn¢ aktivovaného metastatického mikropiesli se podileji také
endotelialni VEGFR2+ progenitory (BM-EPCs) uviié z kostni teng, jejichZz gitomnost
v metastatickém ,niche" usnadje vaskulogenezi po implantaci nadorovych dkntedy
progresi cévé zasobenych metastatickych lozisek (Gao et al., 800Vyznam
hematopoetickych a endotelialnich progenitorovyahék z kostni derg pro metastazovani
nadofi prokazaly experimenty s inhibici recegtoWEGFR1, resp. VEGFR2: Protilatky
neutralizujici VEGFR1 znema@iji vznik premetastatickych ,niche”, to je zabw@i usidleni
BMDCs a tim i vstupu n&dorovych biky zatimco inhibice VEGFR2 umbidje vznik
mikrometastaz, ale zalingje neoangiogenezi a tim rozvoji makrometastatibkgzi (Kaplan
et al., 2005; Kaplan et al., 2006)¢kpli piima &ast BM-EPCs na tvoibcév metastatickych
nadof je stale pednttem debat (Spring et al. 2005; Nolan et al., 200¥kersheim et al.,
2009), korelace mezi mnozstvim cirkulujicich VEGFRBM-EPC a metastatickym
potencialem byla potvrzena tznych nadal (Naik et al., 2008; Taylor et al., 2009).
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Metastatické ,niche”, tedy chrdné mikroprostedi ndpomocnéustu sekundarnich
tumor, je formovano také pragtdnictvim stromalnich fibroblasta proteii ECM, které
tyto fibroblasty produkuji v reakci na signalyighazejici z primarniho nadoru (Obr. 3).
Periostin, tenascin C a fibronektin jsou komponeByM, jejichZz produkce je v mistech
budoucich sekundarnich tunfomdukovana cytokiny produkovanymi nadorem (PpR
jejichz pitomnost je kikova pro vstup a zahdjeni proliferace &nniciujicich metastazy
(Malanchi et al.,, 2011). Najklad deplece periostinu nebo tenascinu C ve stimicia
fibroblastech braniiistu sekundérnich tumibrv mySich modelech (O'Connell et al., 2011,
Oskarsson, Massagué, 2011). HlubSi pochopeni malekch mechanisinzodpo¥dnych za
vytvareni (pre)metastatickych ,niche* by mohlo nabidnsuategie, kterymi by bylo mozno
cilerg zabranit kolonizaci orgd@nnadorovymi bikami, gipadré prinést nové prognosticke
moznosti (Psaila et al., 2006).

1.1.1.5Mikrovezikuly/exozomy

Donedavna se jako mediatory komunikace mezi nagomobuikami a bukami
hostitele v ramci mikroproidi primarniho nadoru ifpzakladani pozadovanych ,niche* ve
vzdalenych orgadnech uvazovaly pouze rozpustrsfové faktory a cytokiny/chemokiny.
Objev vezikularniho f@nosu informaci podstatrozstil paletu mezibu&nych signalizaci
béhem progrese nadinrMembranové vezikuly bylygvodre pomijeny jako inertni bugny
odpad, nicméh bylo prokadzano, Ze tyto sférické fragmenty &imych membran specificky
interaguji s cilovymi biikami vazbou ligandu na receptor &nmhtyto buiky nejen gimou
stimulaci, ale i pedanim vezikularniho nakladu temého jak funé&nimi proteiny, tak mRNA
a miRNA (Ratajczak et al., 2006). Podlévpdu rozliSujeme vezikuly velké az gdm
uvolované z bu&nych membran v reakci naizné podgty (,shedding vesicles®) a
exozomy, coZz jsou mengfastice (30-100 nm) konstitutignuvoliované fazi bu&né
membrany a multivezikularnichlisek (pozdnich endozaip(Cocucci et al., 2009).

Molekularni podstata a regulace tvorby mikrovezikexozomi vSak neni dosud zcela
objasrna. Je znamo, Ze jsou to vyznamné extracelulargnakii entity zajitujici
horizontalni penos bioaktivnich molekul. Nadory sekretuji velk@abstvi mikrovezikul a
exozomii nejen do lokalniho mikroprasdi, ale i do krve. Lokalni i systémovéspbeni
téchto membranovych struktur prajgbdobré prispiva ke kancerogenezi a metastazovani na
vice urovnich (Dolo et al., 1999; Kim et al., 200zlenti et al., 2007; Muralidharan-Chari et
al., 2010). Specialni mikrovezikuly, nazvané onkayp uvohované wgkterymi nadory
umoziuji sdilet onkoproteiny mezi fikami heterogenni nadorové populace (Al-Nedawi et
al., 2008). UvaZuje se, Ze mikrovezikuly se spoky& uvedenymi rozpustnymi faktory
(rastovymi faktory a chemokiny) podileji na nagadspecifické populace btk kostni dens
do mist budoucich metastatickych loZisek &rsijiy pripadré potencuji diseminaci nadoru
(Peinado et al., 2011). Hood et al. ukazali, Zgklgumelanomu jsou sénovany do witych
mist sentinelové mizni uzliny, kde kopiruji distrid exozoni. Obsazuji specificky mista
bohata na exozomy, které prapddobré upravuji lokalni mikroprosedi lymfatickych uzlin
a umoauji mistré-specifickou infiltraci nddorovych bék (Hood et al., 2011). Aktualni
publikace skupiny D. Lydena dokazuje, Ze exozomgébumelanomu ovliviuji populaci
progenitorovych bufk v kostni deni, modifikuji jejich chovani fgnosem receptorove
tyrozin kinazy Met, posiluji tak metastaticky poté primarniho nadoru (Peinado et al.,
2012). Zvysuji permeabilitu cév v premetastatickynlthe* a navadi tim BMDCs do mist
formovanych pro sekundarni nadory (Peinado et28112). Mikrovezikuly/exozomy byly
tedy rozpoznany jako dalSi nastroj nddoru pro mda@ vzdalenych mist hostitelského
organismu a jejichiigmené na prostedi vitané nadorovymi infiltraty.
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1.1.1.6Intravazace/extravazace

Vstup nadorové hiky pies cévni s$hu do krevni nebo lymfatické cirkulace se
ozna&uje jako intravazace, extravazace je pakcogaprechod z dutiny cévyips vrstvu
endotelu a vaskularni bazalni membranu do sekunti&me. ProtoZe neovaskulatura nador
je ¢asto neorganizovana a &ta a umaiuje snazsi ginik nadorovych bugk do krve nebo
lymfy neZz neporuSend cévniést v cilovéem mist je pro nadorove hiky kritickd
extravazace v cilovém més(Pink et al., 2012). N&sna cévni gha vaskulatury primarniho
nadoru umo#uje nejen snazsSi intravazaci, ale i extravaza&utificich nadorovych buik
zpst do mista primarnihaistu. Prefereini osidlovani primarniho nadorucuje nejen snadno
propustna vaskulatura, alefiznivé mikroprostedi nadoru, jemuz se nadorovéiky nemusi
adaptovat, jako je tomu Wipadt kolonizace vzdalenych orgarfKim et al., 2009a). Objev
procesu z§tného osazovani nadoru itkami uvolrenymi do cirkulace znamenal zmu
paradigmatu o metastazovani jako o jednivagm d;ji.

Prestoze mechanismus migrace nadorovychébuptes vrstvu endotelu neni dosud
piesré znamy, ma se za to, Ze vyzaduje dynamickou intena&dorovych a endotelialnich
burgk, které v tomto procesu nefiguruji jen jako pasibariéra pohybu nadorovych hikn
(Stoletov et al., 2010). Extravazace nadorovékpupodobr jako extravazace leukodyt
v misg zarétu sestava z adheze k endotelialniniikéum v cilovém misgt diapedéze neboli
transendotelialni migrace a nasledné remodelacensiotelialni ECM (Miles et al., 2008).
V zavislosti na typu nadoru a charakteru kapil&ekundarnim migtmohou byt nddorové
buinky mechanicky zachyceny v uzkych kapilarach nebohano specificky adherovat
k endotelu cév SirSich nez jeapwr nadorové biky zakladanim interakci s molekulami
exprimovanymi na povrchu endotelialnich Bkr{(Miles et al., 2008; Schltter et al., 2006).
Tuto adhezi zprogtdkovavaji mimo jiné interakce integrinudpl (nebo a6B4) na
nadorovych biikach s adhezivnimi molekulami VCAM1 (nebo vapnikektivovaného
chloridového kanalu CLCA1) na endotelu (Klemke let 2007; Abdel-Ghany et al., 2003).
Také transmembranovy glykoprotein mucin 1 produkgvaikterymi nadorovymi bikami
slouzi jako interaéni partner adhezivni molekule ICAMZiftpmné na endotelialnich bkach
(Rahn et al., 2005). K zajimavému zist dosgli Stoletov et al. fi intravitalnim pozorovani
extravazace: nadorové itky zachycené v kapilarach mohou migrovat podél t#vistn i
proti smeru toku krve a uvaZzuje se, Ze takto vyhledavajidvidomisto extravazace (Stoletov
et al., 2010). Bylo popsano, Ze nadorovékyuadherujici k endotelu parakrigqrstimuluji
zmeény v organizaci cytoskeletu endotelialnich Bkimagiklad pomoci VEGF, CCL2 nebo
12(S)-HETE (kyselina hydroxyeicosatetraenova, nwitabkyseliny arachidonové) a
napomahaji jejich rozestoupeni (Honn et al., 1992 et al.,, 2003; Wolf et al., 2012).
Destabilizaci vaskulatury a tedy jeji zvySenou peatilitu pro nadoroveé hiky indukuji take
nagiklad angiopoetin 2, MMP3, MMP10, proteiny produko¢ v premetastatickych
organech v tisledku stimulace cytokiny (TG TNFa) sekretovanymi primarnim nadorem
(Huang et al., 2009a). TQ@F stimuluje také autokrinni produkci proteinu Andptl
(wAngiopoetin-like 4“) nadorovymi bikami, coz také vede k zvySené propustnosti cévni
stény a jeji &inné penetraci nadorovouikou (Padua et al., 2008). Reorganizace cytoskeletu
regulovana GTPazami Rho spolu s expanzi cytoplazkyah protruzi nadorové liky
pravéEpodobré usnaduje penetraci meziendotelialnich spdBylo zjis€no, Ze GTPazy Rho,
Rac, Cdc42 jsou v nadorovych ikaéch aktivovany najklad v disledku interakce
chemokinového receptoru CXCR4 sligandem CXCL12 riexpvanym rkterymi
endotelialnimi biikami (Gassmann et al.,, 2009). Nasleduje adheze rovglobuiky
k subendotelidlni bazalni membéanjejiz obsah rmwze byt organo¥ specificky, a jeji
proteolyticka remodelace umiafje prinik nadorové biiky do tkaového parenchymu (Miles
et al., 2008). Akoli dilezitost MMP pro transendotelidlni migraci nadordvyburék obecr
je kontroverzni (Deryugina, Quigley, 2006), byloiS&no, Ze pro extravazaci prsnich
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nadorovych bugk v plicich je vyZzadovana koordinovana funkig proteimi podilejicich se
na remodelaci vaskulatury: receptoru epidermalmitsbového faktoru epiregulinu, MMP1,
MMP2 a cyklooxygenazy 2 (Gupta et al., 2007).

1.1.1.70rganové-specifické metastazovani

Termin diseminace neb@esky vyraz ,rozsev‘ implicith obsahuje jednu ze
zakladnich teorii vzniku metastaz. Je znama jatingeseed and soil“, formuloval ji Stephen
Paget uz v roce 1889 (znovu publikovano v roce 1%&fet, 1989) jako vysiteni svého
pozorovani, Ze nadory se lis¢idnosti, s niZz kolonizujitizné organy. Podstatu této teorie
tvoii stale aktualni myslenka, Ze k zaloZzeni sekundarnédoru je nutna jak nadorovaika
s ukitou kapacitou (,seed"), tak vhodné permisivni padky v cilovém organu (,soil“), a Zze
kompetence diseminovanéiiy i faktory ukujici péiznivost cilového prosedi jsou dany
typem nadoru a jeho interakci s hostitelskym orgraeim.

K objasréni mechanism, které udavaji organovou-specifitu metastaz¢igja Usili
mnoha ¥deckych pracovid Jak vyplyva z pedchozich kapitol, preferéni kolonizace
urcitych sekundarnich mistime byt dana jejichifistupnosti danou cirkulactlhich tekutin
(hemodynamicka teorie mistrspecifickych metastdz navrzena J. Ewingem), fodmam
premetastatickych ,niche“, charakterem vaskulataipvych mist, chemoatrakci, expresi
specifickych receptdr pritomnosti krevd mozkové bariéry, fvétivosti nového
mikroprostedi a na druhé strawvybavenim nadorové kly, které (ne)umaiuje reagovat na
chemoatraktanty, adherovat k endotelu, prochazehicé&nou, Fezit, adaptovat se a
iniciovat metastatickyist v novém mikroprostdi. Obec# jsou to faktory ovliviujici vstup,
preziti a fist metastatické hiky v cilovém organu. &koli konkrétni biologicky selektivni
mechanismy wujici nendhodnou distribuci sekundarnich tuimoekdy ozn&ovanou jako
organotropismus metastaz, jsou staledpetem zkoumani, s pouzitim celogenomovych
expresnich fistupi a vhodnych buwtnych model se pod#lo odkryt expresni profily
prsnich naddr preferegné metastazujicich do plic, kosti a mozku (Kang gt24103; Minn et
al., 2005; Bos et al., 2009). Toto usili spojen@r&enimi studiemi vedlo k identifikaci
nékterych gei fidicich misti-specifické metastazovani. VysledRghto studii nazrauji, Zze
nadorové biikky jsou na Urovni genové exprese modelovany uzimgnim nadoru
k ndslednému preferémimu usidleni sekundarnich mist, a nabizeji takenmdlini
prognostické nastroje (Minn et al., 2007).

Casto studovanym typem mistapecifickych metastaz jsou metastazy v kosteam, ka
smetuji se svymi sekundarnimi depozity tzv. osteotropddory, mezi které patnagiklad
nadory prsu, prostaty a myelomy. Pro kostni metgsfé charakteristickd manipulace
burgcnych slozek kostniho mikroprasetli (FfedevSim osteoklasta osteoblas) nadorovou
bunkou k aberantni remodelaci kostni hmoty zajji€i priznivé podminky pro expanzi
sekundarniho nadoru. Z klinického pohleduj¢editym fenoménem souvisejicim s rozvojem
metastatického onemo#m dormance diseminovanych nkdy nadorové hiky po vstupu
do sekundarniho mistargirvavaji, aniz by se é&ly (bunétna dormance), nebo tkio
konstantg potetné shluky bukk, u nichz je proliferace balancovana Btmou smrti
(dormance nadorové masy; Aguirre-Ghiso, 2007). Remte dormantnich bwk vede
k znovuobjeveni nddorového oneméaipo fizné dlouhé dob latence. Adhezivni molekula
VCAM1 byla nedavno identifikovana jako kriticky fetk reaktivace dormancich
mikrometastaz v kosti (Lu et al., 2011). Interalecintegrinemadfil piivadi cirkulujici
prekurzory osteoklastdo kostniho mikroprogtdi a zabezpeje tak rozvoj osteolytickych
lézi.

Pro plicni a mozkové metastazy je prgwodobré vice nez schopnost pidit si
stromalni biiky lokalniho mikroprogedi dilezité zabezp#t vstup do cilového mista (Obr.
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4). Bylo zjis€no, Ze soubory gén jimiZ jsou charakterizovany prsni nadory metagiéz do
plic a do mozku, se&ast&né prekryvaji, a funkni studie prokazaly jejich vyznam pro
vaskularni remodelaci, extravazaci, resfekpnani krev&mozkové bariéry (Gupta et al.,
2007; Bos et al., 2009).
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Obr. 4. Organotropismus metastaz ¢gst&ne ovlivnény organo¥-specifickymi bariérami vstupu
nadorovych bu¥k. Diskontinudlni charakter sinusoidnich kapilékostni deni greznamenava snazsi
prinik nadorovych bukk. Pro vstup do plicnich kapilar a mozku musi b§tiorova bitka vybavena
schopnosti &inné extravazace, aby penetrovala souvislou vretotelialnich bukk a vaskularni
bazalni membranui®vzato z Nguyen et al., 2009, upraveno.

1.2 Traskrip ¢ni faktor c-Myb

Protein c-Myb pai do rodiny transkripnich faktofi se specifickou DNA-vazebnou
doménou, do niz patproteiny B-Myb, A-Myb a virovy derivat v-Myb. Liky protoonkogen
c-myb (MYB, ,v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog“) lakevany na
chromozomu 6 (6g22-923) kédujekolik sestihovych variant proteinu c-Myb. Protein c-
Myb sestava zetit strukturnich domén. N-terminalni DNA vazebna domée tvdena temi
tandemo¥ uspdadanymi Useky R1, R2 a R3, zodpovidd se rozpozi@kiverné
specifického motivu t/cAACt/gG v promotorové oblastlovych geri a nese jaderny
lokalizatni signal. Centrélni transaktié@ doména zajidije interakci s transkrimimi
koaktivatory CBP a p300. Doména na C-konci s negatregul&ni funkci obsahuje
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strukturni motivy leucinového zipu, PEST/EVES aSdakteré se spolupodileji na regulaci
proteinu c-Myb vazbou dalSich protéjna je také mistem posttranskiipch modifikaci
(acetylaci, fosforylaci, ubikvitinaci, sumoylacijmiz je kontrolovana aktivita/hladina
proteinu c-Myb (Dash et al., 1996; Bies et al., Z0Bamsay, Gonda, 2008). Exprese genu
MYB je negativid regulovana také zastavou transkripce v prvninomitr(Thompson et al.,
1997; Mitra et al., 2012). Transkripce geMiYB je v rékterych bugénych systémech
regulovana TGE a Wnt signalni drahou, transk&mi faktory PU.1, ER, HoxA9, Meisl,
Pbx i proteinem c-Myb v pozitivni Zmovazebné snige (Nicolaides et al., 1991; Bellon et
al., 1997; Kanei-Ishii et al., 2004; Gonda et2008; Cesi et al., 2011, Dasse et al., 2012).

Fyziologicky c-Myb funguje jako regulator progeniwych burk v kostni deni, ve
sttevnim epitelu a v mozku (Ramsay, Gonda, 2008). Jédyglece v mySich modelech
zpisobuje embryondlni letalitu, nebofunkéni protein c-Myb je nepostradatelny pro
krvetvorbu (Mucenski et al., 1991; Malaterre ef aD08; Lieu et al., 2009; Cheasley et al.,
2011). Transaktivaci cilovych gerse podili nafizeni proce$ proliferace, diferenciace a
burgcné smrti. Vysokou expresi geiiYB se vyznauji nezralé proliferujici hematopoetické
progenitorové biky, proliferainé aktivni buiky v bazi stevnich krypt a prawgpodobrt i
progenitory neurain v neurogennich ,niche” v dosigm mozku (Malaterre et al., 2008;
Lorenzo et al., 2011). Mezi geny regulované praeinc-Myb byly v fiznych bug¢nych
systémech zazeny napp MYC, CCNAl CCNBJ1 CCNE] KIT, KRT16 (regulatory
bunééného fistu/proliferace) BCL2, HSPA5(vyznamné pro iZiti buiky), GATA3 LMOZ2,
MYADM (U¢ast na bu&né diferenciaci) a dalSi geny potencéhapojené do kancerogeneze
(DHRS2 TGFBI, PTGS2 JUN, KLF4, CXCR4 COL1A2 (Ramsay et al., 2000; Luchetti et
al., 2003; Rushton et al., 2003; Ramsay, Gonda8;2Q@intana et al., 2011; Lorenzo et al.,
2011). c-Myb fisobi tSinou jako aktivator transkripce svych cilovychnigeale byla
zjiSténa i represe transkripce indukovana proteinem c-fMizuguchi et al., 1995; Zhao et
al., 2011).

Patologické dsledky aberantni exprese gaviy B byly nejdive rozpoznany v ptéch
modelech, kde onkogenni formatspbuje hematologické malignity (mipbastézu, odtud
nazev genu), pozf byla amplifikace genuMYB spojena s leukemogenezi doveka
(Pattabiraman, Gonda, 2012), gaw B-bure¢né leukémii (Waldron et al., 2012). Dysfunkce
proteinu c-Myb se prokazala i v epitelidlnich ndaabbr, nejdive v kolorektalnich
karcinomech, pak v nddorech prsu, pankreatu, hdaksku, v melanomech a dalSich (Walker
et al., 1998; Biroccio et al., 2001; Persson et28109; Miao et al., 2011). Néwbylo zjiS€no,

Ze MYB pasobi jako onkogen v nadorech prostaty (Srivastaval.e 2012). EHtom jako
piicina onkogenni aktivace byla popsana jeho deregnfbeaprese, amplifikace, translokace
a fuze gef (Kauraniemi et al., 2000; Stenman et al.,, 2010ponedavna byla jako
mechanismus tumorigenni funkce proteinu c-Myb uvaha pouze deregulace proliferace,
zastava diferenciace a prevencediné smrti (Ramsay, Gonda, 2008).

1.2.1 c-Myb a migrace/invazivita nddorovych burék

Béhem poslednich let se objevily indikace, Ze proteMyb se podili také na migraci,
resp. invazivié nadorovych buk. Diive bylo publikovano, Zze c-Myb podporuje migraci
mySich embryonalnich fibroblasa burgk neuralni listy (Karafiat et al., 2005; Kopeckiagt,
2007), ale v souvislosti s invazivitou natidoyl MYB poprvé zaznamenan, pokud je nam
znéamo, na konferenci tykajici gastrointestinalméldof v roce 2009 (Weston et al., 2009).
K. Weston a jeji kolegové zjistili, Ze vypnuti egpe protoonkogenMY B redukuje migraci a
invazivitu burgk adenokarcinomu jicnin vitro a Ze Myb-pozitivni bikky se v nadorech jicnu
in vivo nachazeji fedevSim v okrajovych oblastech, kde dochazi k tdkéivazi okolni
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tkarg. Prvni publikace fedstavujici protein c-Myb jako invazivni faktor g%/ roce 2010
(Tanno et al., 2010). Vypnuti endogenni exprisbéB v buikach kolorektalnich nadora
neuroblastor vedlo Kk jejich snizené invazi¥itn vitro a omezilo schopnost leukemickych
burék usazovat se v kostnitehi in vivo. Jako mechanismus indukce invazivity byla
identifikovana Mybtizena aktivace transkipiho faktoru Slug a jim iniciovana EMT (Tanno
et al., 2010). Rok poté byl c-Myb identifikovan gakegulator EMT i v ER+ hikach prsnich
karcinomi a byly nazn&ny mozné tisledky pro jeho funkci v invazivitprsnich naddr
(Cesi et al., 2011). Jakdipina zvySeni hladiny c-Mybdhem EMT bylo ozn&no mimo jiné
vypnuti miR-200b/c (negativnich regulaioexprese genMYB) a jako efektor proteinu c-
Myb byl potvrzen transkrigni faktor Slug (Cesi et al., 2011). Zatim posleg@nblikace
zminujici MYB a invazivitu nadorovych bék uvadi, Zze c-Myb podporuje EMT take
v buikach prostatickych nadir(Srivastava et al., 2012). Ubytek epitelialnichrikesa: a
posileni mezenchymalnich zriak/cetrg motility, reorganizace cytoskletu a formovani
filopodii v disledku nadrérné produkce proteinu c-Myb je v prostatickych nasdgch
bunkadch doprovazeno také rezistenci k depleci andfggenz naznéuje dvoji funkci
proteinu c-Myb v malignim rozvoji nadbprostaty (Srivastava et al., 2012).

Chen et al. zjistili, Ze c-Myb f@ize stimulovat invazivitu buik hepatocelularnich
karcinomi nezavisle na EMT (Chen et al., 2010a). Jako M{dwéimolekula zodpasdna za
tento efekt byl identifikovan matricelularni prateosteopontin, ktery j&€asto nadrérné
exprimovan metastatickymi hepatocelularnimi nadory.

1.3 Karcinomy prsu

Karcinomy prsu pedstavuji velmi heterogenni skupinu nadojak z hlediska
patogeneze, tak klinické prognozy a terapeutickyobznosti. Kromy histopatologickée
analyzy je dlezitym kritériem klinické klasifikace prsnich nadaaké status estrogenovych
(ER) a progesteronovych recefiidPR) a exprese receptoru pro lidsky epidermaisiony
faktor 2 (HER2). Exprese ER je spojena s dobrogmdaou, naopak trofitnegativni status
(ER-, PR-, HER2-) fedznamenava vysSi riziko navratu onendaénKrome prognostického
vyznamu je statusithto receptar je dilezity také pro predikci odp@di na cilenou terapii
(tamoxifen, trastuzumab).

PrestoZze sporadické prsni nadory jseasto diagnostikovany v relativn¢astych
stadiich lokalniho onemoeéni bez znamek metastatickéheesi, u 25-50% pacientek dojde
nékdy i desitky let po prvotni diagn6ze k rozvoji @tehych metastaz (Lorusso, Riegg,
2012). Zatimco pravwghodobnost doby feziti 5 let je pro pacientky s lokalizovanym
primarnim nadorem prsu 98%, profigady metastazujicich prsnich nédottato
pravdpodobnost dramaticky klesa na pouhych 27%. Protblesdaji moznosti identifikace
pacientek s vysokym rizikem rekurence pro optinaaizterapeutické intervence jiZhem
¢asnych fazi po diagnoze.

Alternativu k imunohistochemické/histologické kliisaci nabizi expresni profilovani
soubofi germi, vybranych na zaklad celogenomovych expresnich studii jako vhodné
klasifikatory s prognostickou, fipadré prediktivni relevanci. Zakladni molekularni
klasifikace prsnich naddmpodle exprese padesati gepena&ovanych jako PAMS50 rozliSuje
prsni karcinomy luminalni A, luminalni B, bazalHER2 pozitivni a normalni prsni tkani
podobné (Perou et al., 2000; Sarlie et al., 20Gkkd? et al., 2009). Nadory spadajici po
luminalnich subtyp jsou ER pozitivni, nadory bazalni ER neexprimNjcmére se uvadi, Zze
asi u 25% naddr se neshoduje Kklasifikace zaloZzena na expresnimfilgwani
s imunochemickym/histologickymitiénim, kdy jednotlivé subtypy determinuje status ER,
PR i HER2 a stupe diferenciace (,grade“), a proto jsou nutné dalfide owtujici

23



spolehlivost klasifikanich metod pro klinickou predikci. Byly navrZzenyiné soubory gein
pro molekularni #idéni prsnich karcinofy 2z nichz nejznagsSi je pravépodobré
sedmdesati-genovy klasifikator identifikujici patiey s vysokym rizikem rozvoje distalnich
metastaz (&kdy ozna&ovany jako ,Amsterdam signature* nebo ,poor progaasgnature”)
(van 't Veer et al., 2002). Mezi konda& dostupné soubory sond (testovanychuygoro
identifikaci rizikovych skupin pacientek s prsninédory pat nag. Oncotype DX (,21-gene
signature®) nebo MammaPrint zaloZeny za 70-ti ghndentifikovanych van 't Veer et al.
(van 't Veer et al., 2002; Kao et al., 2011).

Prsni karcinomy zakladaji metastazy casgji v kostech, plicich, mozku a
lymfatickych uzlinach, vyuZzivaji tedy lymfogenni hematogenni &ni. Existuji rozdily
v mistech preferemi lokalizace metastaz nadomiznych molekularnich subtyip Kosti jsou
neiastjSim mistem vzdalené rekurence ER-pozitivhich nagesu (Park et al., 2012). Také
Sihto et al. zjistili, Ze luminalni nadory zakladajetastazy preferéné¢ v kostech, HER2-
pozitivni nddory metastazuji néjde do jater a plic a bazalni nddory do mozku erjébihto
zcela objaseny.

Na rozdil od rychle rostoucich a metastazujicictionéjako jsou nadory pankreatu
nebo plic, k progresi prsnich karcindrasto dochazi az pakolikaleté latentni dobi pies
aspsné odstraini primarniho nadoru. Mechanismus dormance a nesdei diseminovanych
nadorovych bugk je proto v souvislosti s nadory prsu intenZivzkouman. Pozornost je
vtomto kontextu ¥novana charakterizaci dormantnich &knschopnych iniciovat tst
sekundéarniho nadoru, tzv. nadorovym kmenovynkBah nebo tumor-iniciujicim kikach.
Tato minoritni populace nadorovych nschopna rekapitulovatist primarniho nadoru je
v pripad® karcinomu prsu charakterizovana vysokou expresighového markeru CD44 a
nizkou expresi CD24. Bylo zji8to, Ze EMT v mamarnich karcinomech podporuje vznik
burgék s vlastnostmi tumor-iniciujicich bgk (Foroni et al., 2012).

1.3.1 c-Myb a prsni karcinomy

ProtoonkogerMYB je jednim z cilovych genestrogenového receptoru, jeho exprese
je proto vyraza vysSi v nadorech ER+ neZz ER-. Nicménmezi ER- nadory existuje
variabilita v expresi geniMYB (Thorner et al., 2010). Jedna z prvnich ftmikh studii
proteinu c-Myb v prsnich karcinomech konstatovad&iglost buscné proliferace prsnich
nadorovych bugk na expresi protoonkogerYB (Drabsch et al., 2007). Ztrata jeho funkce
piiméla ER+ buiky zastavit busny cyklus, ER- biikky vSak k supresiMYB nebyly
senzitivni. Stejnd skupina publikovala id toky pozdji data dokazujici, ZeYB funguje
v prsnich nadorech nejen jako promotor &uného fistu, ale Ze jsou jim zasazeny i procesy
burééné diferenciace a smrti (Drabsch et al.,, 201@hdBn indukované diferenciace ER+
prsnich nadorovych bik MCF7 dochazi k vypnuti endogenni expréd¥B. Geneticka
inhibice MYB spousti diferenciaci a naopak jeho ektopickd esgmdiferenciaci i apoptdézu
burg¢né linie MCF7 blokuje (Drabsch et al., 2010)YB byl takto definovan v prsnich
nadorech jako onkogen s podobnygindem, jaky byl popsan u leukémii a kolorektalnich
nadofi. Navic depleceMYB znemo#uje vznik nadak in vivo, pokud se pouziva MMTV-
NEU mysi model maméarnich nadorPokud se testuje tumorigenni funkce proteinu &My
vyuzitim mySiho modelu MMTWRYMT, ktery zaji$uje vznik agresivnich nadibrmlé&né
Zlazy, absence proteinu c-Mybst nadoru vyznaminzpomaluje (Miao et al., 2011). Pokud
jde o invazivitu a metastazovani prsnich nagdbyla potencialni participace proteinu c-Myb
nazngena ve studii Chen et al. zroku 2010, kde se uwabliyb-dependentni exprese
chemokinu CXCL12/SDF-1, coz je vyznamny chemoatnakka spolu se svych receptorem
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CXCR4 tvai dalezitou pro-invazivni signalizai dvojici (Chen et al., 2010b). c-Myb byl
poté @Fimo zahrnut do reguiai si€ spojené s EMT a jeho exprese se ukazala byt
nepostradatelnou pro T@EHndukované zreny v buikach prsniho karcinomu MCF7 (Cesi et
al., 2011). Supres®lYB blokuje vznik mezenchymalnich markea invazi &chto burk po
pridani TGH.

Kratce po sob v roce 2010 se vSak objevilfanky popisujici nadoravsupresivni
funkci proteinu c-Myb v prsnich karcinomech. Deisgh a spolupracovnici fpkvapiv
identifikovali novou funkci jednoho zitve popsanych cilovych geérproteinu c-Myb Hep27
(kddovany genenDHRS3J (Deisenroth et al., 2010). Zjistili, Ze mitochaoi@hi enzym
Hep27 se nize v disledku aberantni expreddYB translokovat do jadra, kde interakci
s Mdm2 stabilizuje protein p53. HladiltHRS2mRNA je zvySena zejména v ER+ nadorech
(s vysokou expresYB mRNA) a v nddorech s wt proteinem p53 (Deisenstthl., 2010).
Takto by protein c-Myb mohl ovlitovat charakter nadorprsu s wt proteinem p53rifhy
funkeni pritkaz tumor-supresivni funkce proteinu c-Myb byl podéatce poté (Thorner et al.,
2010). Vypnuti expres@1YB pomoci shRNA v btkach MCF7 potencuje tumorigeneni
vitro (rast kolonii nezavisly na podkladu, ,anchorage-inagej@mt growth) ain vivo
urychluje fist ortotopicky implatovanych mamarnich nadoKlinickou relevanci kdmto
experimentalnim vysledin piidala dalSi studie, kter4 poukazala na to, Ze slkeupacientek s
karcinomy prsu vyzraljicimi se vysokou expredVYB genu ma vybornou progndézu a
minimalni pravépodobnost vyskytu distalnich metastaz (Nicolau.e811).
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2 CILE DISERTA CNi PRACE

Cilem pedkladané disertai prace bylo stanoveni funkce transknfho faktoru c-Myb
v regulaci tumorigennich vlastnosti Bln prsnich karcinoriy, s konkrétnim zagtenim
na invazivitu a metastazovani nailor

1. Stanovit funkci proteinu c-Myb v regulaci migraaenbk prsnich karcinoriin vitro
2. Stanovit funkci proteinu c-Myb kizeni invazivity butk prsnich karcinoriin vitro

3. Ur¢it vyznam proteinu c-Myb pro tumorigenezi a metasténi prsnich karcinotmnn
Vivo

4. ldentifikovat molekularni efektory Mybizenych procas v buikach prsnich
karcinomi
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Bunky

3.1.1.1Nadorove linie

MDA-MB-231 — nadorova linie odvozena z pleuralnizf lidského adenokarcinomu prsu
4T1 — nadorova linie odvozena z tumoru &k Zlazy mySi kmene BALB/cfC3H (kmen
s vysokou ¢etnosti spontédnnich prsnich nadarpisobenou fitomnosti exogenniho viru
MMTYV (,mouse mammary tumor virus*)

Kultivacni média

MDA-MB-231: RPMI 1640 (Sigma) s 10% fetalnim bovinnim sérdrCg), 2 mM L-

glutaminem, penicilinem (100 U/ml) a streptomycingr@0 pg/ml)

4T1: RPMI 1640 (Sigma) s 10% fetalnim bovinnim séréf€g), 2 mM L-glutaminem,
penicilinem (100 U/ml), streptomycinem (100 pg/mdjukézou (4500 mg/ml) a 1 mM
pyruvatem sodnym

3.1.1.2Linie lidskych endotelialnich bunék
HUVEC - lidské endotelialni biky ziskané z pugaikové Zily (,Human Umbilical Vein
Endothelial Cells®)

Kultivachi médium

HUVEC: ,Endothelial Basal Medium* (EBM; Lonza) dogimo ,EGM SingleQuots* (Lonza;
CC-4133): lidsky epidermalnfistovy faktor, FCS, hydrokortison, gentamicin, arafatin-B,
bovinni mozkovy extrakt, vitamin C.

3.1.1.3Bakterie
Bakterie kmenée. coli DH5a, kultivovany v LB médiu (1% trypton, 0,5% kvasny extrakt,
1% NaCl)

3.1.2 Mysi
MySi kmene BALB/c, samice, dfa7 tydni, 18 mysi, projekt pokusu byl schvalen odbornou
komisi na ochranu pokusnych gati

3.1.3 DalSi material

3.1.3.1Plazmidy

- pcDNA3-hMYB-HA — expresni vektor pcDNA3 nesouci cBMNdského geniMYB
(dar J. Biese; Bies et al., 1999)

-  pcDNA3-mMYB - expresni vektor pcDNA3 nesouci cDNA$ho geniMyb (dar J.
Biese; Bies et al., 1999)

- pcDNA3-Slug - expresni vektor pcDNA3 nesouci cDNského genSNAI2(dar
Muh-Hwa Yang; Huang et al., 2009b)

- p6MBSluc - luciferdzovy reportérovy konstrukt salym promotorem obsahujicim
Sest vazebnych mist pro c-Myb (dar T. Nakano; Taghhet al., 2000)
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- pGL3-2.85kbCD - luciferazovy reportérovy konstrek?,85 kb dlouhou sekvenci
promotoru lidského gen@TSD(dar J. Chirgwina; Wang et al., 2000)

- pGL3-0.82kbCD - luciferazovy reportérovy konstrekd,82 kb dlouhou sekvenci
promotoru lidského gen@TSD(dar J. Chirgwina; Wang et al., 2000)

- pGL3-4.3kbMMP1-1G - luciferdzovy reportérovy konstrs 4,3 kb dlouhou
sekvenci promotoru lidského geNIMP1, 1G polymorfismus (-1607 bp) (dar C.
Brinckerhoff; Rutter et al., 1998)

- pGL3-1.606kbMMP1 — luciferdzovy reportérovy kongtra 1,606 kb dlouhou
sekvenci promotoru lidského geNIMP1 (dar A. Galloway; Benanti et al., 2002)

- pGL3-0.624kbMMP1 — luciferazovy reportérovy kongtra 0,624 kb dlouhou
sekvenci promotoru lidského geNIMP1 (darA. Galloway; Benanti et al., 2002)

- pGL2-MMP9 — luciferazovy reportérovy konstrukt 88 kb dlouhou sekvenci
promotoru lidského genMMP9 (piiprava popsana nize)

- CMV-Bgal — vektor kddujicB-galaktozidazu (Smarda et al., 1999)

3.1.3.2Protilatky

Anti-c-Myb: 05-175, Millipore fecéni 1:1000

Anti-katepsin D: 610801, BD Biosciencésgni 1:1000

Anti-MMP9: G657, Cell Signaling Technologked:ni: 1:500

Anti-MMP1: 1976-S, EpiSelect MMP sampler kit, Epitws,fedéni: 1:1000
Anti-Slug: 9585, Cell Signaling Technologgdni 1:1000

Anti-vimentin: 13.2, Sigmaiedéni 1:3000

Anti-HA: 11 666 606 001, Roch&gdéni 1:5000

Anti-OB-kadherin: 4442, Cell Signaling Technologgcni 1:1000
Anti-CD61 (integrinB3): 611140, Integrins sampler kit, BD Biosciendestni 1:2500
Anti-moesin: 3150, Cell Signaling Technologgdni 1:1000

Anti-Hep27 ODHRS2: SAB4500058, Sigmagedéni 1:1000
Anti-osteopontin $PPJ: ab8448, Abcantedéni 1:1000

Anti-Cox-2 (PTGS2: 100-401-226, Rocklandedini 1:4000

Anti-c-Jun: 9165, Cell Signaling Technologgdini 1:1000
Anti-fosfo-c-Jun (Ser73): 9164, Cell Signaling Teology,fedni 1:1000
Anti-aktin: A5060, Sigmatedni 1:5000

Anti-mouse IgG HRP-linked: 7076, Cell Signaling haology

Anti-rabbit IgG HRP-linked: A4914, Sigma

3.1.3.3siRNA

SiRNA CTSD 5-GGAUCCCGCUGCACAAGUUTT-3(Ambion)

SiRNAMYB: 5-UAUAGUGUCUCUGAAUGGCUGCGGC-3(Invitrogen)

SiRNA CDH11 ON-TARGETplus SMARTpool, mix 4 siRNA (Dharmacoin;013493-00-
0005)

SiRNA SNAI2(SLUGQ: mix 3 siRNA (Santa Cruz Biotechnology, sc-38393)

SiRNA ctrl: ON-TARGETplus non-targeting pool (Dhaaoon, D-001810-1-05)

3.1.3.4Fluorescertni sondy
MYB: Hs00920554_m1
MMP9: Hs00234579_m1
MMP1: Hs00899658_m1
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CTSD Hs00157201_m1
JUN: Hs99999141 s1
COL1A2 Hs01028970_m1
DHRS2 Hs00195090_m1
PTGS2 Hs00153133_m1
PCNA Hs00696862_m1
GAPDH 4326317e

Myb: Mm00501741 m1l
Cxcr4& Mm99999055 m1l
[d1: Mm00775963_g1
Msn Mm00447889_m1
Gapdh 4352339¢

3.1.3.5Proteiny extracelularni matrix

Fibronektin (Sigma, F2006), zdsobni koncentracegmi

Matrigel (BD Matrigel Basement Membrane Matrix, Bbsciences, 356234)
Kolagen | (Sigma, C4243), zasobni koncentrace 3nig/

3.1.3.6Dalsi chemikalie

SP600125: inhibitor kinazy JNK (,c-Jun NH2-termikéthase*) (Merck Millipore, 420119)

GM6001: Sirokospektry inhibitor MMP, (R)-N4-Hydroxy1-[(S)-2-(1H-indol-3-yl)-1-
metylcarbamoyl-etyl]-2-isobutyl-succinamid ¢§8ia, M5939)

Pepstatin A metylester: inhibitor katepsinu D (MeMillipore, 516485)

Mitomycin C (Sigma, M4287)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava plazmidu pGL2-MMP9

Sekvence promotoru genu MMP9 (-1362/+19) byla ziakdmplifikaci genomové
DNA izolované ze vzonk krve zdravych dafc (smes ¢ty vzorki DNA) PCR reakci
s pouzitim AccuTag LA DNA polymerazy (Sigma) a dfiekych primeri (primer 1: 5°-
TATAGACCCTGCCCGATGCCGG-3', primer 2 5-TGGTGAGGGCAGGTGTCTGAC-
3") a naslednou PCR reakci s primery obsahujiaéstrikini mistapro endonukleazy Bglll a
Hindlll (primer 1. 5-GCGCGCAGATCTATAGACCCTGCCCGATGCCGG-3"; primer 2:
5-GCGCGCAAGCTTTGGTGAGGGCAGAGGTGTCTGAC-3"). Ziskanad sekvence byla
Stpena Bglll a Hindlll a klonovana do vektoru pGL2RagPromega, luciferazovy
reportérovy konstrukt). Usgnost klonovani potvrdila kontrolni sekvenace inzerpouzitim
sekvenanich primeti 5-TGTATCTTATGGTACTGTAACTG-3', 5-
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3" a nasledn 5-CTCCCTGACAGCCTTCTTTG-3".
Eluce DNA z agar6zového gelu byla provedena kiteQlIAEX 1l Gel Extraction Kit"
(Qiagen) podle navodu vyrobce. Plazmidova DNA bigalovana kitem ,QlAprep Spin
Miniprep Kit* (Qiagen) podle navodu vyrobce.
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3.2.2 Stabilni transfekce

Pro gipravu stabilnich linii butk MDA-MB-231/4T1 se zvySenou expresi gavily B
byly buiky lidského karcinomu prsu MDA-MB-231 transfekovaeypresnim plazmidem
pcDNA3-hMYB-HA nesoucim sekvenci cDNA lidského gemdYB a buiky mysiho
karcinomu mléné Zlazy plazminem pcDNA3-mMYB kodujicim mysi prate-Myb a take
plazmidem pcDNA3-hMYB-HA (varianty MYBup). Sdéasreé byly buiky transfekovany
kontrolnim vektorem bez inzertu (varianty vektdf)transfekci bugk MDA-MB-231 i 4T1
jsme pouZzili Lipofectamine 2000 (Invitrogen) podiévodu vyrobce. Biky MDA-MB-231
byly selektovany dva tydny v médiu s 800 pg/ml G4diky 4T1 dva tydny v médiu s 300
png/ml G418. Populace G418-rezistentnichdiuimyla klonovana metodou meznihiedni a
hladina ektopicky exprimovaného proteinu c-Myb skainych klonech byla &tena
imunoblotingem.

3.2.3 Transaktivaéni testy

Transaktivéni funkce proteinu c-Myb byla testovana s vyuZitlotiferdzovych
reportérovych konstrukt Sekvenci kodujici luciferazu &Wwsky Photinus pyralis jsou
piedtazeny zkoumané regula Useky: unmily promotor s Sesti vazebnymi misty pro c-Myb
(vektor p6MBSluc), sekvence promotoru lidského geno CTSD o nizné délce (vektory
pGL3-2.85kbCD, pGL3-0.82kbCD, pGL3-0.35kbCD), 1,BB dlouhda regukni sekvence
lezici proti smiru transkripce od startovaciho nukleotidu lidské&enu MMP9 (pGL2-
MMP9) a tizre dlouhé Useky promotoru lidského geivP1 (pGL3-0.624kbMMP1, pGL3-
1.606kbMMP1, pGL3-4,3kbMMP1-1G). Stabilni klony B4nMDA-MB-231 a 4T1 byly
transfekovany uvedenymi luciferazovymi reportéryucssré s plazminem kodujicing-
galaktozidazu (CM\Bgal) Lipofectaminem 2000 (Invitrogen) podle navoguobce. Buiky
byly sklizeny 24 hod po transfekci. V jinénkipad byly sowasreé s plazminem kddujicim
luciferdzu ap-galaktozidazu kotransfekovany itky MDA-MB-231 expresnimi plazmidy s
kodujicimi sekvenci ggnMYB a SNAI2 tyto buiky byly sklizeny 48 hod po transfekci.
Lyzaty byly gipraveny z bu&iné suspenze (fiky v pufru 0,25 M Tris.Cl, pH 7,5)t¢mi
cykly prudkého zmrazeni. Po centrifugaci byl supé&nt pouZit k testovani aktivit-
galaktozidazy a luciferazy.

3.2.3.1p-galaktozidazova assay

K optimalizovanému mnozstvi lyzatu @eatn pufrem 0,25 M Tris.Cl, pH 7,5;
celkovy objem 40 ul) jsmefplali 360 ul B-gal assay* pufru (1 mM Mggl 45 mM B-
merkaptoetanol, 1,3 mg/ml 2-nitrofen§db-galaktopyranosid, 122 mM MNdPO,.2H,0, 27
mM NaHPO,.2H,0, pH 7,5). Po inkubaci ip 37 °C jsme reakci zastavili fipganim
1,85ndsobného objemu 1 M XO; a znefili jsme absorbanci ip 420 nm analyzatorem
Synergy HT (Bio-tek).

3.2.3.2Luciferdzova assay

K buné¢nému lyzatu (10 ul, rfadén pufrem 0,25 M Tris.Cl do objemu 100 pl) jsme
pridali 360 pl ,luc assay“ pufru (2,5 mM glycyl-glygi 15 mM KHPO,.3H,0, 15 mM
MgSQy, 4 mM EGTA, 2 mM ATP, 1 mM DTT). Poflani luciferinu (1 mM luciferin s 10
mM DTT, naedit ve vod 1:4) jsme zniili aktivitu luciferazy luminometrem Turner TD-
20E. Namgienou aktivitu luciferdzy jsme normalizovali kidnosti transfekce zji8hou
aktivitou p galaktozidazy.
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3.2.4 Detekce mRNA

3.2.4.11zolace celkové RNA (QRT-PCR)

Celkova RNA byla zbutnych linii MDA-MB-231/4T1 a jejich variant
MYBup/vektor izolovana kitem ,Gene-Elute Total Maralian RNA Kit“ (Sigma) podle
navodu vyrobce. Stejnym kitem byla izolovana RNAyzati nadorove tka®y vzniklych
homogenizaci 50 mg odebrané tk&iRNAlater) v 800 pl lyzéniho pufru (sotidst kitu
.Gene-Elute Total Mammalian RNA Kit*) vifstroji MagNA Lyser (Roche). Koncentrace a
Cistota ziskané RNA byla stanovena spektrofotometritlanoPhotometer, Implen).

3.2.4.21zolace celkové RNA (PCR array)

RNA urtend kexpresni analyze pomoci PCR array byla zékbuviDA-MB-
231MYBup a MDA-MB-231wt/vektor izolovana kitem ,RMsy Mini Kit* (Qiagen) podle
navodu vyrobce. Koncentrace ¢astota ziskané RNA byla stanovena spektrofotometric
(NanoPhotometer, Implen) a integrita vybranych k#dRNA byla stanovena kitem ,RNA
6000 Pico" na bioanalyzeru Agilent 2100 (Agilentthirologies) podle ndvodu vyrobce.

3.2.4.3Reverzni transkripce

Reverzni transkripci jsme provdldkitem ,QuantiTect Reverse Transcription Kit"
(Qiagen) podle navodu vyrobce. Do réaksntsi jsme pidali 0,5 az 1 pg RNA, vysledny
objem reakce po fgani ,Wipeout“ pufru, ,Quantiscript® RT pufru, RPrimer mix a
~Quantiscript® reverzni transkriptazy byl 20 ul. Mgdna cDNA byla pouzita pro
kvantitativni PCR v realnértiase (QRT-PCR) nebo pro PCR arrafipadré byla uchovana
pii -20 °C.

3.2.4.4Kvantitativni PCR v realném ¢ase (QRT-PCR)

Pro detekci transkriptgeri MYB, MMP9, MMP1, CTSDO JUN, COLA1A2 DHRS2
PTGS2 PCNA Myb, Id1, Cxcr4, Msn byly pouzivany kome&né dostupné sady primiera
TaqMan sond ozranych fluoroforem FAM (Applied Biosystems). Jakalegenni kontrola
byla pouzita mRNA genWsAPDH (ptipadre mysi Gapdl), detekovana TagMan sondou
oznaenou fluoroforem VIC. Pro vlastni gRT-PCR byl vyué systém 7500 Real-Time PCR
(software SDS verze 1.3.1, Applied Biosystems).d€aeakce byla provedena v triplikatech.
Reakce byly dopkny o kontrolni vzorky RNA bez reverzni transkriptéa bez templatu.
Praibéh PCR: 95 °C 10 min, 40 cykl95 °C 15 s, 60 °C 1 min.

Priprava reakce:

12,5 ul 2x ,FastStart Universal Probe Master Mix*
1,25 pl 20x TagMan primery/sondy (FAM)

1,25 pl 20x TagMan primery/sond@APDH-VIC)
25-100 ng cDNA, doplnit vodou do objemu 25 pl

Relativni genova exprese byla stanovena metod®tf' 2normalizaci k hodneét GAPDH

daného vzorku a k hodriostejnym zgisobem normalizovaného kalibratoru (kontrolni wt
netransfekované likky nebo biiky transfekované prazdnym vektorem).
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3.2.4.5PCR array

K expresnimu profilovani bak MDA-MB-231MYBup jsme pouzili ,RT Profiler
PCR Array Human Tumor Metastasis" (PAHS-028A, SAdgiences). PCR array v 96-well
formatu obsahuje panel 96 sad pritheamo#ujicich detekci 84 genrelevantnich pro
metastazovani nadora 5 provoznich geén 0,5 pg RNA ziskané z békn MDA-MB-
231MYBup a kontrolnich butk jsme pgepsali do cDNA, jak je popsano vySe, a reverzni
reakci jsme nigedili vodou bez nukleaz na vysledny objem 111 pte&kci jsme fidali pufr
RT? SYBR Green/ROX qPCR Master Mix, ktery obsahuje ®YBreen, ROX referemi
barvu, HotStart DNA Taqg polymerazu a nukleotidyaalw bez nukleaz. 25 pl real snesi
jsme pipetovali do 96 jamek PCR array désti Pro qRT-PCR reakci jsme vyuzili 7500
Real-Time PCR a software SDS verze 1.3.1 (Appliedsystems). Ziskana data jsme
vyhodnotili softwarem PCR Array Data Analysis Teatpl Excel (SABiosciences).

3.2.5 Detekce proteini

3.2.5.1P¥iprava bunéénych lyzati

Pro ziskani buitnych Ilyzat krozctleni pomoci SDS-PAGE a fipadné
imunodetekci proteiinjsme buiky sklidili, promyli 1x PBS, spditali na istroji CASY Cell
Counter (Roche) a stejny ¢&t burgk jsme lyzovali adekvatnim mnozstvim pufru 2x CSB
(126 mM Tris.Cl pH 6,8, 20% glycerol, 4% SDS, 0,29%romfenolova mag 10% f-
merkaptoetanol) agiminutovym varem.

3.2.5.2PFiprava kondiciovanych médii

Pro detekci sekretovanych proteibyla gipravena média kondiciovanaiznymi
buréénymi variantami MDA-MB-231 a 4T1. Biky pii 80% konfluenci jsme promyli 1x
PBS, gidali jsme médium bezifdlavku FCS. Kondiciované médium jsme sklidili po 8
hodinach inkubaceip37 °C, 5% CQ, centrifugaci jsme odlli zbytky burnék a média
koncentrovali na centrifugaich kolonkach Amicon (,Amicon Ultra-4 Centrifugd#lilters
with Ultracel-10 membrane®, Millipore) ip 4 000g/15 min. Koncentraci protéinjsme
stanovili kolorimetricky kitem Bio-Rad DC proteirssay (Bio-Rad; modifikovana Lowryho
metoda) podle navodu vyrobce.

3.2.5.3Elektroforeticka separace proteini polyakrylamidovou gelovou elektroforézou
(SDS-PAGE)

Kondiciovand média a proteinové lyzaty byly koncewény v 4% zaosbvacim
polyakrylamidovém gelu a rozkkny v 10% sepataim polyakryamidovém gelu v aparggu
Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad). Gely byly obarveny Coomsas Brilliant Blue R-250 Staining
Solution (Bio-Rad) nebo byly pouzity kigneseni protein na membranu westernovym
prenosem (viz imunobloting).

3.2.5.4imunobloting

Proteiny z polyakrylamidového gelu bylygmeseny na PVDF membranu (Millipore)
elektroblotingem (100 V, 2 hod). Membranu jsme bldi 5% odténénym mlékem v 25
mM Tris.Cl, pH 8, 144 mM NacCl a 0,075% Tween. Primidrotilatky jsme&edili ve stejném
roztoku (5% odténéné mléko v 25 mM Tris.Cl, pH 8, 144 mM NaCl a 0,09 ween),
fedni je uvedeno v kapitole Material. Inkubace s primigrotilatkou probihalaip4 °C pes
noc, nasledovalo promyti membrany a hodinova inkaebae sekundarni protilatkou
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narednou 1:15000 ve stejném roztoku jako primarni patktéd. Navazana protilatka byla
detekovana metodou ECL (,enhanced chemiluminis¢gnmemoci ,Immobilon Western
Chemiluminiscent HRP Substrate® (Millipore), jakyeedeno v navodu vyrobce.

3.2.5.55tanoveni enzymatické aktivity katepsinu D

Bunééné lyzaty uéené k méeni enzymatické aktivity katepsinu D bylyigraveny
lyzi stejného p&u burk (9x10) v 80 ul destilované vodyemi cykly prudkého zmrazeni.
Lyzaty byly centrifugovany (max. atly/4 °C/5 min) a koncentrace protéin
v supernatantech byla ziena vySe popsanym postupem (viz kapitola 3.2.&E@3ymaticka
aktivita katepsinu D v butnych lyzatech byla stanovena kitem ,Cathepsin Dayss
(Sigma). 20 ug celkovych protéifmax. objem 30 pl) bylo naneseno v duplikatecharoek
mikrotitracni desttky, sowasré byly piipraveny kontrolni jamky s inhibitorem katepsinu D
pepstatinem A (vyslednd koncentrace 0,2 mg/ml)yz@thm byl pfidan pufr a voda a
nasledovala inkubace 10 mirfi 87 °C. Ke vzorkm byl pridan substrat (,Cathepsin D
substrate solution®, s@ésti kitu Cathepsin D assay”) a emitovana fluoneseebyla nirena
kineticky pristrojem Synergy HT ifptomto nastaveni: excitace 360/40 nm, emise 460M0
senzitivita 70, teplota 37 °C, doba&ifmni 30 min, interval 2 min.

3.2.6 Analyza bunééné proliferace

Rastova kivka byla utena pro bitky MDA-MB-231 (varianty MYBup, vektor, wt a
MIG4) a pro buiky 4T1 (varianty MYBup, vektor a wt). Biky linie MDA-MB-231 byly
nasazeny do kultigmich misek v koncentraci 5x¥fnl a buiky 4T1 v koncentraci
7,5x1d/ml. Po dobu 4 dni jsme ¢ovali paset Zivych bugk jednotlivych vzork piistrojem
CASY Cell Counter (Roche).

3.2.7 Analyza bunééné migracel/invazivityin vitro

3.2.7.1,Transwell* migra éni/invazivni test

Chemotaktickd migrace bek byla testovana kitem ,Cultrex Cell Invasion Assay
(Trevigen). Kit vyuziva kultivani systém ,transwell* v 96-jamkovém formatu, ¥nmz je
horni a dolniéast jamky oddlena porézni membranou {pnér pori je 8 um). Bilky MDA-
MB-231 (70% konfluence) jsme kultivovali za podnirgérové deprivace 8 hod, naslédn
byly spaitany a ngedsny v mediu bez fidavku FCS na koncentraci 15¥1l. 50 pl bugené
suspenze (5xfOburtk/jamku) bylo gidano do hornicasti jamek, do kontrolnich jamek
nebyly buiky pridany. Je&t pred gidanim bugk byly membrany v &kterych pokusech
piekryty tenkou vrstvou fibronektinu (Sigma)ieeéného v 1xPBS na koncentraci 20 pg/ml.
50 pl n&edtného roztoku fibronektinu bylo naneseno do inzgrtuficetiminutové inkubaci
pii pokojové teplat byl odstragn prebytek roztoku. Do dolnéasti jamek bylo pdano
médium s pidavkem 10% FCS, pouzitého jako chemoatraktanty meédium bez &. Po 16
hod inkubace 37 °C, 5% CQ byly jamky promyty a biiky, které pronikly skrz membranu,
byly uvolrény z filtru, obarveny Calceinem AM (s&aést kitu ,Cultrex Cell Invasion Assay*)
a emitovana fluorescence byla &ena pistrojem Synergy HT (Bio-tek)iptomto nastaveni:
excitace 485 nm, emise 520 nm, senzitivita 70.

Pro testovani buné invazivity byl tento postup modifikovantiganim extraktu
bazalni membrany (BME nebo Matrigel, sast kitu ,Cultrex Cell Invasion Assay"), ktery
pokryvd membranu a tvotak bariéru bugétnému pohybu. BME (dodavan vyrobcem 5x

33



koncentrovany) byl nredn na vyslednou koncentraci 0,5x a 50 piletBného roztoku BME
bylo navrstveno na membranied gidanim burk. Poctyihodinové inkubaci i 37 °C, 5%
CO, byla na membranu aplikovana suspenzec¢kunak je popsano vySe, a dale se
postupovalo jakoifd migracnich experimentech.

3.2.7.2Selekce migr&né aktivnich bunék linie MDA-MB-231 in vitro

Bunky s vysokou chemotaktickou migra aktivitou jsme selektovali z bék MDA-
MB-231 ¢tyimi cykly transwell* migrace a expanze ziskané sayjapace buék. Postupovali
jsme jako pi transwell* migranim testu, biky (70% konfluence) byly kultivovany
pii sérové deprivaci 8 hod a nasazeny stpbx10 bursk/jamku 96-jamkové destky. Do
dolni ¢asti jamky bylo pidano médium s chemoatraktantem (10% FCS)¢tiyfhodinové
inkubaci @i 37 °C, 5% CQ se buiky uvolnily z filtru disoci&nim pufrem (so¢ast kitu
,Cultrex Cell Invasion Assay“) a suspenzi kknkteré prostoupily filtrem za 4 hod, jsme
pienesli do kultivani misky s kompletnim médiem. Bky jsme kultivovali po dobu nutnou
pro ziskani dostateého pdétu burék pro dalSi cyklus migrace. Cyklus migrace a expanz
jsme opakovalictyrikrat, migrani aktivitu ziskané buné populace jsme srovnavali
s parentdlni linit MDA-MB-231 stejné paséaze.

3.2.7.3Analyza bunééné migracel/invazivity v realnéméase pomoci xCELLigence ,Real-
Time Cell Analyzer (Roche)

Pro kinetickou analyzu bétné migrace/invazivity jsme vyuzili systém ,transivel
desttek v 16-jamkovéem forméatu (desty CIM 16) upravenych pro #&ieni impedance
piistrojem XCELLigence ,Real-Time Cell Analyzer’ (RAL Bunky MDA-MB-231 a 4T1
(70% konfluence) byly kultivovany v podminkach sérodeprivace 8 hod. Pro invazivni
experimenty jsme membranu hogd@sti destiky CIM 16 prekryli vrstvou extraktu bazalni
membrany (Matrigel, BD Biosciences) nebo kolageii8igma). Matrigel jsme radili 1:40
v médiu RPMI bez fidavku FCS, antibiotik a glutaminu a 50 pke@ného roztoku jsme
pridali do hornic¢asti jamek ,,CIM-plate 16“, odebrali 30 pul a hotidist destiky se zbylymi
20 pl roztoku Matrigelu inkubovali 4 hodi87 °C a 5% CQ Kolagen | ngedny 1:8 v 1x
PBS, (pH 7) jsmeijdali po 50 pl do horndasti jamek ,,CIM-plate 16“, odebrali 30 ul a horni
cast destiky se zbylymi 20 pl roztoku kolagenu | inkubovalh&d @i 37 °C a 5% C@ Pro
migraéni experimenty jsme membrany ponechali bez vrstarim

Po gipraw filtra jsme kompletovali horni a doldast destiky ,CIM-plate 16“. Do
jamek dolni ¢asti jsme nakapali médium s chemoatraktantem/bemohtraktantu (10%
FCS). V indikovanych fspadech jsme do média v doliéisti jamky gidali inhibitor GM6001
(cilova koncentrace 20 uM), SP600125 (10 uM) nelaylester pepstatinu A (15 pM).
Kompletni ,CIM-plate 16" jsme inkubovaliip 37 °C a 5% C® 1 hod ped neienim
.background” signalu (médium bez hilk) v xCELLigence RTCA.

Buiiky jsme naedili v médiu bez fidavku séra, koncentrace knbyla 7,5x18/ml.
100 pl burené suspenze (7,5x4Munsk/jamku) jsme aplikovali do hornéasti jamek.
V indikovanych pipadech bylo médium doglno inhibitory (GM6001, SP600125,
metylester pepstatinu A) o pozadované koncentiRelativni zn&¢na impedance (butiny
index) byla n¢fena po dobu dkolika hodin v intervalech 10 az 15 min. Po u&emi neieni
byla desitka CIM rozloZzena a spodriaist membrany obarvena sadou Diff-Quik kratkym
pondenim horniasti destiky do fixatniho roztoku a barviv.
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3.2.7.4Analyza chemokinetické motility burék (,wound healing assay") v realném¢ase

Chemokinetickou motilitu butk MDA-MB-231 MYBup jsme monitorovali v redlném
case i zacelovani mechanického ,poeggmi* souvislé vrstvy bugk. Buiky jsme kultivovali
na misce upravené pro videomikroskopické pozoroy@hiss bottom*), po dosazeni 100%
konfluence jsme Spkou (10-100 pul) mechanicky odstraniist bugk za vzniku bezbusgné
ryny o Sfce 240 nm ($ku ryhy zn#it v mikroskopu pomoci software LAS (,Leica
Application Suite®). Biiky jsme promyli 1x PBS a na miskudigali médium RPMI s 0,5%
FCS s/bez mitomycinu C. Misku jsme vloZili do inkaibi komory mikroskopu Leica TCS
SP5 X (37 °C, 5% Cg), zaostili obraz a snimali v intervalech 10 minut po d&fuhodin i
tomto nastaveni: rozliSeni 128x128 pixeha automatické o&ni, zoom 8, rozliSeni
1024x1024 pixel na snimani.

3.2.7.5Transendotelialni migrace

Bunky HUVEC (,Human Umbilical Vein Endothelial Cells‘)maximalr¢ 9. pasaz)
jsme kultivovali do dosaZzeni 80% konfluen&dtr v jamkach ,CIM-plate 16" jsme pokryli
tenkou vrstvou fibronektinu (Sigma, F2006) o koricaei 50 pg/ml (neecéno v 1xPBS). 50
ul naedného roztoku bylo naneseno do inzertu. Po 30 mihutdkubace P pokojové
teplo€ byl odstragn pirebytek roztoku. Biky HUVEC byly sklizeny a n@dny v EBM
kultivagnim médiu (koncentrace 6x%fl) a 100 pl buiné suspenze byloigneseno do
jamek ,CIM-plate 16“. Sotasr¢ bylo pro kontrolu konfluence nasazeno odpovidajici
mnozstvi buik do jamky 96-jamkové desgky (piepaitano na plochu vnihi ¢asti jamky).
Doplnit jamky kultiva&nim médiem EBM. Po 24-48 hod jsmeétii konfluenci burgk
HUVEC v jamkach 96-jamkové desity (fixace a barveni bwk Diff-Quik sadou).
K bunkam HUVEC v ,CIM-plate 16* pidat 50 pul EBM média

Bunky MDA-MB-231 byly pro transendotelidlni migracéigraveny jako i analyze
kinetiky bure¢né migrace/invazivity. Bitky byly po dosazeni 70% konfluence kultivovany 8
hodin v podminkach sérové deprivace. Postup kowrxet,CIM-plate 16" se shoduje
S migr&nimi a invazivnimi experimenty provedenymi pomo&EtLigence RTCA. Do
dolni ¢asti jamek destky jsme gidali médium s chemoatraktantem (10% FCS), splgitini
a dolnic¢ast ,,CIM-plate 16 a po hodinové inkubadii 87 °C jsme zn¥ili bazalni signal
impedance. Nadorové bky jsme n#edili v médiu bez FCS (koncentrace bkirY,5x16/ml).
Tésre pred @gidanim 100 pl suspenze nadorovych dudo hornicasti jamek destky CIM
16 jsme opatrh odstranili EBM médium, aby nebyla naruSena so@évigistva buik
HUVEC. Do kontrolnich jamek jsme nadorové nky negidavali. Relativni zrmna
impedance byla stena po dobudkolika hodin v intervalu 15 minut.

3.2.8 Analyza bunééné adheze pomoci xCELLigence ,Real-Time Cell Analyar*
(Roche)

Pro kontrolu miry buéné adherence jsme vyuzili E-désk (,E-plate 16", Roche)
umoziujicich meéfeni zngén impedance vzniklychifsednutim bu&k na dno kultivani jamky
pokryté elektrodami. Nefive jsme znitili signal média bez jifdavku bugk (100 pl/jamku)
v XCELLigence RTCA. Biikky MDA-MB-231 a 4T1 a jejich derivaty MYBup a vektgsme
nasadili v kompletnim kultivmim médiu do jamek E-desky v koncentraci 1x1D
burék/100 pl/jamku. Biky MIG4 a kontrolni biiky MDA-MB-231 (ctrl) byly nasazena
v husto# 5x107/100 upljamku, 1x184100 plfjamku a 2x1%100 pl/jamku. Celkovy objem
média v jedné jamce byl 200 pldednotlivé vzorky byly nasazeny nejmiéwnduplikatech.
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Zmeéna impedance byla odi¢dna alespd 8 hod v intervalech 15 minut, Zma burgcného
indexu véase byla analyzovana pomoci softwaru RTCA (ACEAsBiences).

3.2.9 Analyza metastatické aktivity nadorovych burék 4T1 in vivo

Sledovali jsme spontdnni metastazovani nédonlé&né 2Zlazy indukovanych
ortotopickou implantaci bwk 4T1 (varianty MYBup M-M5 a vektor). Biky 4T1 byly
naedtny v PBS (vysledna koncentrace 5%hdl), 10 pl buiéné suspenzeipneseno do
zkumavky, pidan 1 objem MatrigeluSamice mySi kmene BALB/c ($ta7 tydni) byly
podrobeny intraperitonedlni anestezii (ketamin/xiylp a po chirurgické expozicttvrié
(inguinélni) mléné Zlazy bylo injikovano 20 ul baené suspenze (1xi®ursk ve sngsi
Matrigel : PBS, 1 : 1). MySi byly sledovany po dojedno nésice, fist nAdoru monitorovan
pravidelrt nejmér dvakrat tyde, odeitana délka a 8{a tumoru pomoci posuvnéhgiitka.
Jakmile ptimérny diametr nadoru dosahl 1,2 cm, byly mysi usmyceervikalni dislokaci.
Nadory byly odebrany, zvazeny a uloZzeny v RNAIlgter izolaci RNA. Plice byly odebrany
a uloZzeny ve fixativu Bouin, jatra a stehenni kdsgly fixovany 10% formalinem. Pod
preparégnim mikroskopem byl stanoven ¢ povrchovych metastaz v plicich (na zaklad
diferencialniho obarveni nadorového loZiska fixamivBouin). Neoplastickytwod plicnich
noduli byl potvrzen histologickou analyzou: fixované tkabyly zality do parafinu,
pripraveny fezy, nabarveny hematoxylin/eosinem a hodnocenylgiou prof. MUDr.
Markétou Hermanovou, PhD. Analyz&tpmnosti/rozsahu kostnich a jaternich metastaa byl
provedena analogickou histologickou analyzou: fewo& tkag zality do parafinu, fipraveny
fezy, nabarveny hematoxylin/eosinem a hodnoceny.

3.2.10Prechodna transfekce siRNA

Prechodného vypnuti genové exprese bylo docilenosfiekoi bugk MDA-MB-
231MYBup specifickymi siRNA (v§et v kapitole Material). Biky (60% konfluence) byly
pied transfekci kultivovany 3 hodiny v médiu OptiMEM.transfekci siRNA jsme pouZili
transfekni ¢inidlo xtremeGENE siRNA (Roche) podle navodu vyreb€ilova koncentrace
siRNA byla 30 nM. Transfaii snes byla odstratna po 3 hodinachgsobeni, biiky byly
dale kultivovany v kompletnim médiu 72 hod a naséedpracovany jako ip kinetické
analyze bu&né migrace, jak je popsano vyse. Vypnuti exprasguysnych ged v téchto
buinkach bylo testovano imunoblotingem v Banych lyzatech roztlenych SDS-PAGE.

3.2.11Analyza expresnich profili vybranych geni v prsnich karcinomech z
databazi Oncomine a GEO (Gene Expression Omnibus)

Databaze Oncomine (https://www.oncomine.org) a GEO
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) jsou kejr¢ pristupné depozité publikovanych dat
cDNA microaarays. S vyuzitim analyzdach nastraj databazi jsme zjistili normalizovanou
expresi MRNA vybranych génv souborech klinickych vzotkprsnich karcinorin ze studii
Glick et al. (152 klinickych vzork Gliick et al., 2012), Kao et al. (327 vzoykKao et al.,
2011), Minn et al. (82 vzotk Minn et al., 2005) a Landemaine et al. (23 vaptlandemaine
et al., 2008).

Klasifikace prsnich karcinotnpodle souboru génPAM50, steji jako molekularni
typizace podle Kao et al. (Kao et al., 2011) bylovedena analyZzaim nastrojem
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v databazich Oncomine a GEO. Pro kafeiaanalyzu jsme vyuZili expresni data pro
jednotlivé klinické vzorky extrahovana z databdzZe(Ga statistickou analyzu vyznamnosti
korelace jsme provedli pomoci http://www.quantitasikills.com/sisa/dataprocs/rdata.htm.

3.2.12Statisticka analyza

Pokud neni uvedeno jinak, jsou data vygm jako pimérné hodnoty a simodatné
odchylky a statisticky vyhodnocena jsou Studetdstem. Expresni data ziskana z databazi
Oncomine a GEO jsou zobrazena jako median, maxinmimimum, percentil 75 a percentil
25 a statisticky zpracovana Studetgstem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Ektopicka exprese geniMYB v buiikach MDA-MB-231 a 4T1

4.1.1 Vytvoreni stabilnich linii MDA-MB-231MYBup a 4T1IMYBup

Jako modelovy systém pro stanoveni funkce proteuMiyb viizeni invazivity a
metastazovani prsnich karcinbnibyla v této praci pouzita batna linie MDA-MB-231
odvozena z pleuralni efuze lidského adenokarcingmau a linie 4T1 ziskana z nadoru
mlé&né Zlazy mysi kmene BALB/cfC3H. @buvedené linie, lidskd i mysi, jsou rozsahle
vyuzivany ke studiu invazivity nadorovych lina metastazovani prsnich naloradna z
téchto linii neexprimuje estrogenovy receptQmprogesteronovy receptor a HER2 a zastupuji
tak tzv. troji€-negativni prsni nadory vyzéajici se vysokou agresivitou a Spatnou prognézou
(Kaur et al.,, 2012). Sa@asre¢ vykazuji nizkou hladinu endogenniho proteinu c-Myb
pouzijeme-li ke srovnani jiné ha@rstudované linie prsnich karcinénzastoupené jak ER-
pozitivnimi liniemi MCF7 a T47D, tak ER-negativnirbuinkami MDA-MB-468. Burééné
linie MDA-MB-231 a 4T1 reprezentuji jak lidskou,ktanySi biologii mamarnich nadora
umo#iuji sledovat dsledky ektopické exprese proteinu c-Myb ve dvimngch bugénych
kontextech. Do buik MDA-MB-231 byl lipofekci vpraven konstrukt pcDNASMYB-HA,
nesouci sekvenci cDNA koédujici lidsky protein c-Mghaeny na N-konciiemi kopiemi
hemaglutininoveho afinitniho epitopu (HA-tag). Kaingivni expresi genMYB a selekniho
markeru, umotujiciho st stabilnich transfektaintMDA-MB-231MYBup v pritomnosti
selekniho antibiotika G418, zaji§je cytomegalovirovy (CMV) promotor (préYB) a
promotor SV40 (pro seleki marker). Biiky 4T1 byly analogicky transfekovany plazmidem
pcDNA3-mMYB, ktery nese cDNA mysiho gerMyb (4T1M), a také vySe popsanym
pcDNA3-hMYB-HA (4T1H). Pro oba buwné systémy byly sa@asré s variantami MYBup
vytvoieny kontrolni G418-rezistentni btimé linie stabilg transfekované ,prazdnym*
vektorem pcDNA3.1(+) (dale ozéavané MDA-MB-231vektor a 4T1vektor). Populaci
G418-rezistentnich béhk jsme klonovali a ziskali takékolik nezavislych klod MYBup. Pro
dalSi experimenty byly na zékkadletekce exprese gemdYB na arovni mRNA a protein
vybrany dva klony MDA-MB-231 (MYBup 2 a 5) & klony 4T1 (M-M5 a M-M8B s mySim
exogennim proteinem c-Myb a H-MS3, ktery exprimupsky c-Myb) (Obr. 5). Fundnost
exogenniho proteinu c-Myb byla testovana transastivni testy zaloZzenymi nai@chodné
transfekci ziskanych kldgn MYBup a odpovidajicich kontrol reportérovym kongtem
p6MBSluc, obsahujicim getuc pod kontrolou Myb-specifického promotoru. V klohec
MYBup jsme zaznamenali zvySenou luciferdzovou dtktivZ toho Ize vyvodit, Ze exogenni
c-Myb je schopen vykonavat svou transknip aktivatni funkci v transfekovanych likach
MDA-MB-231 a 4T1 (Obr. 5).

4.1.2 Protein c-Myb neovliviiuje proliferaci bunék MDA-MB-231 a 4T1 in vitro

Pro prvni charakterizaci névvytvorenych variant butk MDA-MB-231 a 4T1
produkujicich funkni exogenni transkrgmi faktor c-Myb z hlediska tumorigenniho
potencialu jsme testovalistové vlastnosti butk MYBup in vitro. VSechny varianty buk
MDA-MB-231 byly nasazeny ve vychozi koncentraci 8%l do kultivainich misek, biiky
4T1 (varianty MYBup, vektor a wt) v koncentraci ¥1®%ml a nasledujicich 96 hod
vintervalu 24 hod byly zivé hiky poitany pomoci CASY Cell Counter, jak je uvedeno
v kapitole Metody. Zistovych kivek (Obr. 6) je ¥ejmy mirny pokles prolifekai aktivity
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burntk MDA-MB-231MYBup po 72 a 96 hodistu, nikoli ithem prvnich dvou dnkultivace.
Statisticky vyznamny je vSak pouze rozdil v koncagitburgk klonu MDA-MB-231MYBup
5 po 96 hodinach kultivace ve srovnani s kontroi®@A18-rezistentnimi kikami (vektor).
MYBup varianty bugk 4T1 se v rychlosti ustu in vitro neliSi od budk kontrolnich.
Exogenni protein c-Myb tedy vyznagneneni proliferani aktivitu bugk MDA-MB-231 a
4T1 @i kultivaci in vitro.
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Obr. 5. Varianty bugk MDA-MB-231 a 4T1 ektopicky exprimujidlYBMyb. V G418-rezistentnich
klonech busk MDA-MB-231 a 4T1 transfekovanych vektorem kédigiclidsky (MYBup, H-M3)
nebo mysi protein c-Myb (M-M5, M-M8B), v G418-retdatnich bitkach kontrolnich
transfekovanych prdzdnym vektorem (vektor) a vp@laich bukach netransfekovanych (wt) byla
pomoci gRT-PCR detekovana hladihdYB/Myb mRNA (A) a westernovym fgnosem hladina
proteinu c-Myb, resp. fftomnost HA-tag epitopu v hkikach MDA-MB-231MYBup (B). (C)
Transaktivéni testy byly provedeny s reportérovym plazmide@MBSluc. Relativni aktivita
luciferazy kazdého vzorku je normalizovana podi¢ivitlk B-galaktozidazy, ktera koresponduje s
acinnosti  transfekce.  Statisticky vyznamny rozdilkexpresi MYB/Myb mRNA a v relativni
luciferazové aktivit¢ mezi klony stabilty transfekovanymMYB/Myb cDNA a buikami kontrolnimi
(vektor) je ozn&en * (p<0,05) a ** (p<0,01).
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Obr. 6. Proliferace btk MDA-MB-231MYBup a 4T1MYBupin vitro. Prolifer&ni aktivita burk
MDA-MB-231 (varianty wt, vektor a MYBup) a 4T1 (vanty wt, vektor a M-M5, M-M8B, H-M3)
vyjadiena jako peet Zivych bugk/ml v zavislosti natase (délce kultivace). Bly byly pasitany

pomoci CASY Cell Counter. Statisticky vyznamny (3&) pokles p&u burgk/ml mezi variantou
MDA-MB-231MYBup 5 a kontrolou (vektor) je oztian *.

4.1.3 Protein c-Myb reguluje migraci/invazivitu bunék MDA-MB-231 a 4T1in
vitro

4.1.3.1Exogenni protein c-Myb zvySuje chemotaktickou migréni aktivitu bun ék MDA-
MB-231 a 4T1in vitro

Bunéénou migraci jsme nejive sledovali in vitro testem, ktery spdva
ve snérovaném piichodu busk zjedné casti jamky pes porézni membranu
z polyethylentereftalatu (PET) do drubdésti jamky s chemoatraktantem. iy MDA-MB-
231 vSech variant po osmihodinové kultivaciistovém médiu bezifulavku séra (FCS) byly
nasazeny v koncentraci 5%180 pl do inzertu 96-jamkové desty typu ,transwell* také
v médiu bez FCS, do spodni jamky byk@dano fistové médium s 10% FCS, slouzicim jako
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chemoatraktant. Membrana inzertu byla ponechana®eteni, nebo pokryta tenkou vrstvou
fibronektinu (20 pg/ml) pro zvySeni betmé adheze. Po 16 hodinach inkubace byly migrujici
buiky (tj. takove, které prostoupilyfes membranu) obarveny kalceinem AM, jak je popsano
v kapitole Metody. Relativni kvantifikace b&imé migrace fluorimetrickym #tenim ukézala
navysenicetnosti migran¢ aktivnich bugk v derivatech linie MDA-MB-231 exprimujicich
exogenni c-Myb (MYBup) ve srovnani s kontrolnimmiéimi (Obr. 7). OSéeni membrany
adhezivnim glykoproteinem fibronektinem neotilijye vyznamg buné¢nou migraci, coz
nazn&uje dostaténou schopnost btk MDA-MB-231 adherovat k povrchu PET membrany
bez nutnosti modifikace jejiho povrchu.
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Obr. 7. Exogenni c-Myb stimuluje gnevanou migraci butk MDA-MB-231. Migrace bugk linie
MDA-MB-231 (wt) a jejich variant (MYBup a vektor)yta testovana pomoci kitu ,Cultrex Cell
Invasion Assay” (Trevigen). Membrana byla pokryakiou vrstvou fibronektinu (20 pg/ml) (+FN)
nebo nijak neupravena (-FN). Bky chemotakticky migrujici membranou do jamky ohsgadi
médium s 10% FCS byly obarveny kalceinem AM. &wm& migrace byla kvantifikovana na zakiad
me&teni emitované fluorescence pomoci analyzatoru §yneiT. Graf zobrazuje gmérné hodnoty
fluorescence (RFU) naffené ve ftech nezavislych experimentech. Statisticky vyznamosdil
(p<0,05) v mife fluorescence emitovanéikami MYBup a vektor je ozrign *.

Pro ziskani dat, ktera by vypovidala o kineticeraxg bugk MDA-MB-231MYBup
a 4TIMYBup, jsme pouzili systém xCELLigence RTCA&RéEal-Time Cell Analyser*) DP v
kombinaci s CIM (&Il Invasion and_Ngration*) desttkami. Tento systém umbije
negetrZit monitorovat postup migrujicich bék z horni ¢asti jamky pes porézni PET
membranu srem do spodniasti obsahujici chemoatraktant v realnéase. Fitomnost
migrujicich burk je zaznamenéana mikroelektrodami na spodni &tre@mbrany jako z#ma
impedance aigvedena na bezrozmmou veltinu zvanou bu&ny index. Naiist burgcného
indexu véase odrdzi zvySeni @t burgk, které jsou v kontaktu s elektrodamit az
postupnou migraci z horgésti jamky nebo naslednyngldnim burek, které péry membrany
prostoupily. Pro omezeniidledlka burg¢né proliferace na zému burg¢ného indexu jsme pro
interpretaci dat a srovnani miry migrace nadorovianek pouZzivali hodnoty buftného
indexu zéasnych fazi m&eni, konkrétd jsme pro statistickou analyzu pouZzivali hodnoty
nantiené 6 hod od zatku méfeni, tedy od okamziku nasazeni Bkimlo hornicasti jamek.
Zjistili jsme, Ze oba klony MDA-MB-231MYBup dosahlupo Sesti hodindch opakovan
vysSich hodnot buigného indexu (1,5 a 1,7krat) nezilky kontrolni (Obr. 8), coz ukazuje na
zvySenou migréni schopnost échto bukk a koresponduje s vySe popsanymi vysledky
nekinetickych migrénich tesi. Podobnych vysledkjsme dosahli f srovnani bui&nych
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Obr. 8. Kinetika c-Myb-indukované migrace BUnMDA-MB-231 a 4T1. Bui¢na migrace byla
monitorovana v realnéntase pomoci ffistroje XCELLigence RTCA. Biky MDA-MB-231 (wt,
vektor a MYBup varianty M2 a M5) a hky 4T1 (wt, vektor a MYBup varianty M-M5, M-M8B aH
M3) byly nasazeny v médiu bezigavku séra v hustdt7,5x1¢ do jamky destky CIM 16. Do
spodnic¢asti jamek bylo idano médium s 10% FCS (+FCS), do kontrolnich japek médium bez
chemoatraktantu (-FCS). Grafy v hortésti panedl predstavuji reprezentativni vystup jednoho
meteni, grafy v doIntasti paneal pak pamérné hodnoty buktného indexu ¥ase 6 hodin z nejmén
¢tyi nezavislych experimeint Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) v hodnotdmmséného indexu

v ¢ase 6 hodin mezi lilkami MYBup a bitkami kontrolnimi (vektor) je vyzrign *.
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indexi nanetenych wcase 4 hod a 8 hod (data nejsou prezentovana). fi gkazujicich
zmeénu burgéného indexu ¥ase reprezentujicich vystup jednoh&remi (maximals Sestnacti
vzorkn) je patrné, Ze rozdil v migtai aktivite burek MYBup a burtk kontrolnich se projevil
uz kthem prvnich 120 minut &eni (Obr. 8). Z dvodu rychlého nastupu c-Myb-indukované
migrace a také pro srovnatelnou rychlogsta bukk MYBup a burk kontrolnich je
piispvek proliferace k ndiistu bugéného indexu butk MYBup mélo pravdpodobny.

Abychom zjistili, zda se nejedna o kin¢ specificky @&inek proteinu c-Myb,
piipadré 0 &inek vylwné lidského protoonkogenMYB, provedli jsme analogické pokusy
s MYBup variantami butné linie 4T1. Obr. 8 znaztmje vysledek sady experimént
dokladajici, Ze exogenni protein c-Myb lidskéhoyiSiho givodu podporuje migraci bék
4T1. Kineticka analyza ukazala, Ze rozdil v hodnbuni¢ného indexu mezi hikami
MYBup a buikami kontrolnimi je moZzno zaznamenat whém druhé hodiny giieni, dale se
ZwétSuje a trva az do 12 aZz 14 hod odéathu ntieni, kdy buiény index dosahuje svého
maxima, a biikky na spodni stranmembrany pokryvaji veSkerou plochu deétdkh elektrod.
To bylo owieno spolu sésnosti horni a spodnéasti destiky (resp. nefitomnosti
vzduchovych bublin v mi&t kontaktu oboucasti) obarvenim bk na spodni stran
membrany po ukafeni neéreni sadou Diff-Quik.

K néristu bugéného indexu mize krong burg¢né migrace a proliferaceippivat takée
zvySena filnavost bugk k povrchu detektdr. Abychom zjistili, zda za rozdil v hodnotach
bungéného indexu mezi bikami kontrolnimi a MYBup nezodpovida peysi adheze buik
s ektopickou expresMYB/Myb k mikroelektrodam tohoto analy&#@ho systému, testovali
jsme nafst burgcného indexu ghem prvnich hodin po nasazeni Bkrdo tzv. ,E-plate”,
kterou tvdi 16 kultivatnich jamek se stejnymi detekimi mikroelektrodami jako vijjpack
desttek CIM, tentokrat vSak umigtymi na dg jamky. VSechny varianty bék MDA-MB-
231 a 4T1 byly nasazeny v hustdix10¥/jamku/200 pl a butény index byl odaitan po dobu
nejmérk 10 hod v intervalu 15 min. Vystupy &eni ukazujici zenu burg¢ného indexu
v ¢ase, jak byla vyhodnocena softwarem RTCA (ACEA Biesces), dokladaji, ze bky
MYBup (MDA-MB-231 a 4T1) se mirou adherence (vyi@aou fistem buié¢ného indexu
béhem prvnich hodin gteni) vyraz® neliSi od odpovidajicich bgk kontrolnich (Obr. 9).
ZvySeni buméného indexu, ktery jsme pozorovalii kinetické analyze chovani béin
MYBup v jamkach destky CIM 16, je tedy velmi pravibodobré disledkem vySSi migeai
aktivity téchto burgk.

4.1.3.2c-Myb aktivuje buniky MDA-MB-231 a 4T1 k penetraci Matrigelu in vitro

Ackoli zvySend migrace nadorovych [lnin vitro miZze naznéovat agresivgsi
chovani nadorin vivo, pro dikladnou charakterizaci invazivniho chovani nadoobviurék
se migr&ni testyin vitro modifikuji a dophuji o fazi penetrace substratu simulujiciho
prostedi extracelularni matrix. Jako vitro nadhrazka bazalni membrany sgié pouziva
Matrigel (uvaen také pod ozrnnim extrakt bazalni membrany), coz je rozpustoéeprova
smes izolovana z Engelbreth-Holm-Swarmova (EHS) myshdkomu, jejiz hlavni slozky
tvori laminin, kolagen 1V, entaktin a proteoglykan hepaulfat. V testech invazivitin vitro
se vyuziva stejného kultivaiho systému jako v testech &wvané migrace, tedy inzertu
odEleného porézni membranou od zasobarny média s @imktantem, v tomtoffpac
doplnriném o bariéru butného pohybu tv@nou vrstvou proteinové hmoty gelové
konzistence (Matrigel) fiekryvajici membranu. Podobijako @i zkoumani migrani aktivity
burtk MDA-MB-231MYBup jsme nejéive pouzili 96-jamkovy ,transwell* format a
fluorescerini detekci invazivnich buk po Sestnactihodinové inkubaci a obarveni kalarine
AM. Kvantifikace relativni bu&iné invazivity ukazala, Ze zatimco fluorescence ¢kun
kontrolnich vystavenych chemotaktickémuspbeni 10% FCS nijak vyragmegesahuje
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bazalni miru fluorescence bikn nestimulovanych k invazi zadnym chemoatraktaniem
FCS), gitomnost chemoatraktantu az dvojnasolavysi fluorescenci, ted§etnost Zivych
burek MYBup, péitomnych na spodni straqmembrany inzertu (Obr. 10). Z toho plyne, Ze
buinky MDA-MB-231MYBup pronikaji bariérou mimobwiné hmoty bazalni membrany
acinngji nez buky kontrolni.
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Obr. 9. Analyza kinetiky adheze htkntMDA-MB-231MYBup a 4T1MYBup. Varianty butk MDA-
MB-231 (wt, vektor, MYBup klon M2 a M5) a 4T1 (weektor, MYBup klony M-M5, M-M8B, H-
M3) byly v hustot 1x107200 pul nasazeny do jamek ,E-plate* a analyzovamZZLLigence RTCA
DP vintervalu 15 min po dobu 8 hod.é&Mni probihalo nejménv duplikatech, barevné linie
reprezentuji pmmérné hodnoty, chybové (&g znazotuji smerodatné odchylky, jak byly
vyhodnoceny pomoci softwaru RTCA (ACEA Biosciences)

Kineticka analyza invazivity butk MDA-MB-231 je ot kombinaci vySe popsaného
piistupu k testovani bétné migrace v realnéase pomoci XCELLigence RTCA a pouZziti
piekadZzky pro pimy chemotakticky pohyb bwhk v podol vrstvy Matrigelu. Buiky byly
piipraveny a nasazeny stejnymagpbem jako v testech migrace, jen membrany inZgty
pied gidanim burk prevrstveny roztokem Matrigelu, ktery po 4 hodinadkuibace g 37° C
vytvoii gelovou strukturu simulujici bazalni membranu. &fevnani s migraci je fchod
burek membranou pokrytou vrstvou Matrigelu zpomalen.nKiistu bur¢ného indexu
v jamkach obsahujicich chemoatraktant ve srovn&ngrolnimi jamkami dochazi pogjd
nez v gipac migrace, kdy biiky nejsou vystaveny nutnosti penetrovat vrstvu Matu
(Obr. 11). Matrigel tedy plni funkci bariéry btimého pohybu vyZadujici proteolytickou
degradaci. Pro statistickou analyzu &mé invazivity variant MYBup a kontrolnich béin
byly pouzity hodnoty buwtného indexu odgené 12 hod pofjani burk a za&atku neieni.
Vysledky potvrzuji vice neZz dvojnasabrzvySenou invazivitu (resp.ciinnost penetrace
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vrstvy Matrigelu) busk MDA-MB-231MYBup ve srovnani s kontrolnimi liniengObr. 11).
Podobnych vysledk bylo dosazeno ip statistické analyze hodnot hiimych indexi burgk
MYBup a kontrolnich linii nafenych v¢ase 10 a 16 hod (data nejsou prezentovana).

1200 7
900 *
D owt
& 600 - m vektor
oMYBup 2
“1[8 Wlﬂl
0 v

+FCS -FCS

Obr. 10. Ektopicka exprese geklY B zvySuje invazivni potencial bsk MDA-MB-231 modelovany
penetraci extraktu bazalni membrany. Invazivitaékulinie MDA-MB-231 (wt) a jejich variant
(MYBup a vektor) byla testovana kitem ,Cultrex Céilvasion Assay” (Trevigen). Membrana byla
prevrstvena extraktem bazalni membranynlBuprochazejici membranou byly obarveny kalceinem
AM. Kontrolni jamky neobsahuji chemoatraktant (-FCBurg¢nd invazivita byla kvantifikovana na
zakladt méreni emitované fluorescence analyzatorem SynergyGiaf zobrazuje mmérné hodnoty
fluorescence (RFU) natfené ve itech nezavislych experimentech. Statisticky vyznamozdil
(p<0,05) v mife fluorescence emitovanéikami MYBup a vektor je ozrign *.

Invazivita burk 4T1IMYBup Vv substratu sloZzenim podobném bazalnhbrare byla
hodnocena analogicky, tedy monitorovaninighiodu bugk membranou pokrytou vrstvou
Matrigelu. VSechnyit klony linie 4T1 produkujici exogenni c-Myb dosg@hstatisticky
vyznamm vysSich hodnot budného indexu nagiteného Wase 12 hod nez hky kontrolni
(Obr. 11), coz nazraje schopnost proteinu c-Myb aktivovat takénky 4T1 k
invazi/penetraci Matrigelin vitro.

4.1.3.3c-Myb nepodporuje penetraci matrix tvoiené kolagenem | bitkami MDA-MB-
231 a 4T1in vitro

Pro in vitro simulaci invazivniho chovani nadorovych Bkinuvnitt intersticialni
matrix se jako proteinova bariéra misto Matrigebwiva kolagen 1, jako nejvice abundantni
protein stromalni mimobwiné hmoty. Abychom charakterizovali iiky MYBup i
z hlediska schopnosti invadovat stromalni substvateny kolagenem |, provedli jsme
kinetickou analyzu buftné invazivity analogicky jako vifpac penetrace Matrigelu,
modifikovan byl pouze postup pokryvani membranytg@rovou matrix: kolagen | fadkny
v 1xPBS byl po GpravpH nanesen na membranu a nasieidkubovan 1 hod ip 37 °C.
Vlastni giprava a nasazeni btlg stejré jako pfibeh a analyza ®&feni se neliSi od vySe
uvedeného postupu. Vysledkychto pokuf ukazuji, ze biky MDA-MB-231MYBuUp i
4T1IMYBup se v dinnosti/rychlosti penetrace kolagenu | nelisi op@ddajicich kontrolnich
burgk (Obr. 12). c-Myb tedy nestimuluje fiky MDA-MB-231 ani 4T1 ke zvySené penetraci
extracelularni hmoty twené kolagenem I, coz spolu s vySe popsanymi vygledkikazuje
k mozné substratévspecifické regulaci c-Myb-dependentni invazivitigsmich nadorovych
bursk.
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11. Kinetika invaze/penetrace Matrigelunkami MDA-MB-231MYBup a 4T1MYBup.
Invazivita v matrix tvéené Matrigelem byla monitorovana v realnéase pistrojem XCELLigence
RTCA. Membrany v jamkéach horni desty byly pokryty vrstvou Matrigelu, jak je popsandapitole
Metody. Buiky byly nasazeny v médiu be¥igavku séra v hustd,5x10 na jamku do destiek CIM
16. Do spodni¢asti jamek bylo idano médium s 10% FCS (+FCS), do kontrolnich jameak
médium bez chemoatraktantu (-FCS). Grafy v h@ésti paneal predstavuji reprezentativni vystup
jednoho ndteni, grafy v dolntésti panal pak piimérné hodnoty butného indexu ¥ase 12 hodin z
nejmeért ¢tyt nezavislych experimeint Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) v hodnotdtinténého
indexu v¢ase 12 hodin mezi iikami MYBup a bakami kontrolnimi (vektor) je vyzrign *.
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Obr. 12. Bitky MDA-MB-231MYBup a 4T1MYBup nepenetruji kolagen inngji nez buiky
kontrolni. Invazivita v progedi mimobuié¢né matrix tvéené kolagenem | byla monitorovana
v redlnémcase pomoci ifistroje xCELLigence RTCA. Membrany v jamkach hodestitky byly
pokryty vrstvou kolagenu |, jak je popsano v kalgitetody. Butky MDA-MB-231 (wt, vektor a
MYBup varianty M2 a M5) a hitky 4T1 (wt, vektor a MYBup varianty M-M5, M-M8B a-M3) byly
nasazeny v médiu beziigavku séra v hustdt7,5x10 na jamku do destek CIM 16. Jako
chemoatraktant bylo pouZzito 10% FCS. Hodnotydsného indexu byly snimany po dobu nejraés
hodin v intervalu 15 minut. Grafy ukazujitpnérné hodnoty bu&ného indexu wase 12 hodin z
nejmér tii nezavislych experimeint Chyboveé Us&ky znazoiiuji smerodatné odchylky.

4.1.3.4c-Myb nezvySuje chemokinetickou motilitu aktivitu bunék MDA-MB-231 in vitro
Krom¢ transmigrénich experimerit se bugc¢na motilita hodnoti tzv. ,scratch” nebo
~-wound-healing“ testem. Tento test &iné motility je zaloZen na detekci nAhodného pohybu
burgk po povrchu kultivaniho plastiku/skla do mist ,porami* (,scratch®), kterym se rozumi
naruSeni vrstvy adherentnich Bkna vytvaeni bezbu&nych zon (definované velikosti)
v jinak konfluentni populaci fsedlych bugk. Smeér pohybu neni tedy na rozdil od
transmigrénich experimerit urcovan koncentrénim gradientem chemoatraktantu, nejedné se
o chemotakticky pohyb, ale o chemokinetickou mintilikterou je mozno kvantifikovat
pomocic¢asu nezbytného pro obnoveni konfluence. Téato Ize stanovit kil pravidelnou
kontrolou fistu burk v uritych ¢asovych intervalech, ffpadre meéienim Stky/plochy
poraréni po utité konstantni délce inkubace, nebo kontinualnimimanim jednoho
.bezburééného” mista kultivani misky ulozené v inkulgai komirce spojené s mikroskopem
a zobrazovacim ¥&enim. My jsme pouziléasoskrnou videomikroskopii k weni ¢asu
nezbytného pro zaceleni poéan i pro vizualni kontrolu lokomoce jednotlivych raik.
Bunky byly po dosazeni té# 100% konfluence vékolika mistech mechanicky odstegny
pomoci 100 pl Spky za vzniku bezbuttnych ryh, nasledhpromyty a inkubovany v meédiu
s piidavkem 0,5% FCS. Pomoci mikroskopu a softwaroadyag vzdalenosti byla vybrana
ryha o Sfce 240 um. Zvolené misto bylo snimano po dobu 2finh&azdych 10 minut.
Nasledna analyza ziskanych snimikazala, Ze doba nutnd pro zaceleni ryhy je stejoa
buinky MDA-MB-231MYBup a pro buiky kontrolni, giblizn¢ 16 hod. PestoZe bylo pouzito
médium se sniZzenym obsahem séra, ze zarxjaraejmé, ze dochazi k b&nému dleni.
Pro eliminaci vlivu bui¢né proliferace na rychlost zaceleni ,pafmaii jsme stejnym
postupem zaznamendavali motilitu Bknv pritomnosti mitomycinu C. Z posloupnosti snifmk
bylo patrné, Ze kd&eni burgk nedochazi, nicménje poteba delSih@asu (vice nez 20 hod)
k Uplnému zaceleni porami. Buiky MYBup se ani zaéchto podminek v rychlosti obnoveni
konfluence od butk kontrolnich nelisi, jak je ukdzano na obr. Tase 10 hod od Zatku
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snimani (Obr. 13). Kzeme uzakit, Ze protein c-Myb nestimuluje konfluentniiky MDA-
MB-231 k chemokinetickéhu pohybu v négtorargni.

0 hod

10 hod

- mitmycin C o+ mitomycin C 7

Obr. 13. Chemokineticka motilita békh MDA-MB-231MYBup stanovena videomikroskopickou
detekci zacelovani bezhtétmého mista vytv@ného v konfluentni populaci b&ka Vrstva
konfluentnich bu#k byla naruSena pomoci 100 ul &pi za vzniku ryhy o $€e 240 nm, jak bylo
uréeno softwarem LAS (,Leica Application Suite*). Bky kultivované v pitomnosti mitomycinu C
nebo bez & vkomae spojené s mikroskopem mikroskopu Leica TCS SP9HyK snimany
vintervalu 10 minut. Vybrané snimky ukazuji beziim@ misto ve vrstv burgk kontrolnich (wt)
nebo MYBup kratce po jeho vytieni (0 hod) a po 10 hodinéch.

4.2 Expresni profil bunék MDA-MB-231MYBup: geny regulujici
invazivitu/metastazovani nadof

4.2.1 Exprese panelu gefi zapojenych do metastazovani nadaérv buinkach
MDA-MB-231MYBup

Abychom objasnili molekularni mechanismus, kterymot@in c-Myb ovliviuje
migraci/invazivitu/metastazovani btlnprsnich karcinorin, zvolili jsme nejdive technologii
PCR array pro sa@asnou analyzu exprese panelu 84ugeglevantnich pro metastazovani
(,RT? Profiler PCR Array Human Tumor Metastasis“, SARiesces). Vysledky popsané
v Tabulce 1 ukazuji vyznamnou 2nu (vice nez 1,5krat; p<0,5) v hladimRNA Sesti gei
v buitkdch MYBup ve srovnani s kontrolnimi variantamiidinMDA-MB-231. VSechny
uvedené geny jsou v hkadch MYBup exprimovany ve vysSi fei neZz v kontrolach,
nejvyraziji se zda byt deregulovana expreéSBH11 (kadherin 11, OB-kadherin) mRNA,
jejiz hladina je v biikdch MYBup gtindsobna v porovnani s kontrolami. DalSimi geny
s @iblizné dvojnasobnym néstem hladiny mRNA v htkach MYBup jsSodMCAM alTGB3
geny kodujici povrchové proteiny CD146 (,melanonma @dhesion molecule) a CD61
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(integrin B3). Tén#f dvakrat vice nez hiky kontrolni obsahuji hiky MYBup mRNA genu
MMP9, ktery kdduje matrix metaloproteinazu 9 (92kDaakminaza typu V). DalSimi geny
s mirré zvySenou expresi v blkach produkujicich exogenni c-Myb jselTATIP2 (kédujici
oxidoreduktazu TIP30) B.18 (kodujici interleukin 18) (Tabulka 1).

Tabulka 1. Geny zahrnuté v PCR array ,Human Tumetdsgtasis“ s deregulovanou expresi
v bunkach MDA-MB-231MYBup.

exprese
gen GenBank popis genu (nasobek) p
MYBup/kontrola

CDH11 | NM_001797 Kadherin 11, OB-kadherin (osteoblast) 5,03 0,02409
"Melanoma cell adhesion molecule" (adhezivniprotein
MCAM | NM_006500 maligniho melanomu) 2,19 0,018043
ITGB3 NM_000212 Integrin, beta 3 (antigen CD61) 1,94 0,027575
Matrixmetalopeptidaza 9 (gelatinaza B, 92kDa typ IV

MMP9 | NM_004994 kolagenaza) 1,89 0,000608
HTATIP2 | NM_006410 HIV-1 Tat interaktivni protein 2, 30kDa 1,69 0,020023
IL18 NM_001562 Interleukin 18 1,56 0,024207

Deregulaci kadherinu 11, nikoli vSak integrif8, jsme v biikdch MYBup potvrdili
imunoblotingem (Obr. 14). Kroéngeni zahrnutych v panelu PCR array ,Human Tumor
Metastasis“ nas zajimala exprese skupinyiageybranych na zéakladjejich potenciélni
indukce/suprese proteinem c-Myb a mozném zapojé&ohtrole bugcné migrace/invazivity.
GenyCOL1A2 PTGS2 SPP1 SNAI2 DHRS2 JUN pati na zéklad publikovanych dat mezi
geny, jejichz exprese je kterych bugénych systémech pod kontrolou transknfho
faktoru c-Myb (Quintana et al., 2011; Lei et alQ02; Piccinini et al., 1999; Chen et al.,
2010a; Tanno et al., 2010; Ramsay et al., 2000g ledral., 2005). Vysledky gRT-PCR a/nebo
imunoblotingu ukazali, Zze exprese §eBOL1A2,PTGS2, SPPl DHRS2se s exogenni
expresiMYB vV buikach MDA-MB-231 nenini. Protein Slug (kédovany genediNAI je ale
bunkami MDA-MB-231MYBup produkovan ve zvySené i (Obr. 14), proto jsme
detekovali také vimentin pouZivany jako marker EMJeho exprese se nicnémezi
bunkami MYBup a kontrolami nelisi (Obr. 14). Dale né&gimalo, zda je v hikach MDA-
MB-231MYBup aktivovana exprese protoonkogeiuN. Pomoci gRT-PCR jsme nezjistili
vyznamnou zrénu hladinyJUN mRNA v buikdch MYBup. Také mnoZstvi proteinu c-Jun
v bunkach MYBup vyznamé zvySeno neni, nicméneho fosforylované formy (Ser73¥ip
nadprodukci proteinu c-Mybifoyva (Obr. 14).

4.2.2 c-Myb dereguluje v buikach MDA-MB-231 protedzy degradujici sloZzky
extracelularni matrix

4.2.2.1DeregulaceMMP1, MMP9 a CTSD mRNA v buiikach MDA-MB-231MYBup
Vzhledem k tomu, Ze invazivita bék MYBup se ukazala byt zavisla na sloZeni
ECM, zangfili jsme se v dalSim studiu mechanismu Myb-induka¥anigrace/invazivity na
expresi a sekreci enzyms proteolytickou aktivitou. PCR array analyza piméda na
vyznamné navysenMMP9 mRNA v buikach MDA-MB-231MYBup, nicmé#é z dalSich
sedmi MMP zahrnutych v panelu 84 @ertadna nevykazovala deregulaci dskkdku
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exogenni expresklYB (Obr. 15). Naiist relativniho mnozstu/IMP9 mRNA jsme potvrdili
v obou klonech MYBup pomoci qPCR s pouzitim TaqgMandy specifické prMMP9 (Obr.
15). Navic jsme wili relativni mnozstvi mRNA koédujici dalSi dvroteazy relevantni pro
invazivitu a metastdzovani prsnich karciigpmmatrixové metaloproteinazy 1IMMPL;
intersticialni kolagenaza) a katepsinu DTSD, CD). Buiky MYBup obsahuji vice nez
dvojnasobné mnozst\@TSD mRNA ve srovnani s bikami kontrolnimi. Naopak exprese
MMP1 mRNA poklesla v bilkach s exogenni expradiY Bténei o 60% (Obr. 15).

A B

M2
M5

ES
s~ “ kadherin 11
— —9!: ¥ integrin b3

— — v C-JUN

47 JUN COL1A2 DHRS2 PTGS2

- = s s p-c-Jun

—_— -'-.4“?{3

relativni normalizovana exprese
N

T . S (oSsFt;%opontm .

== b

“wmentln 8 s S e
aktin $88L8 $9S8 $9S8 oS

Obr. 14. Detekce exprese vybranych Myb-cilovychigerbuikach MDA-MB-321MYBup. (A)
Imunodetekce vybranych protéitkadherin 11, integrifi3, c-Jun, Hep27, osteopontin, Cox-2, Slug)
a markeru EMT (vimentin) v batinych lyzatech MDA-MB-231 variant wt, vektor a MYBYpM2 a
M5). (B) qRT-PCR analyza expred&JN, COL1A2 DHRS2a PTGS2mRNA v buikdch MDA-MB-
231 wt, vektor, MYBup (M2, M5). Relativhi mnoZstviRNA tchto geli je normalizovano k expresi
GAPDHa vztazeno k hladéhmRNA v buikach kontrolnich (wt).

4.2.2.2c-Myb zvySuje intra- a extracelularni mnozstvi proeint MMP9 a katepsinu D a
sniZuje hladinu proteinu MMP1

Dale nas zajimalo, zda pozorované&mgv relativnim mnoZzstvi mMRNA gérMMP9,
MMP1 a CTSDv disledku exogenni expre$&YB odrazi stav proteinovée exprese vikéch
MYBup. Intracelularni mnoZzstvi proteinMMP9, MMP1 i CTSD uené imunoblotingem
odpovida relativnimu mnozstvi transkfig€chto geri v buikach MYBup: zatimco hladina
MMP9 a katepsinu D vlivem zvySené produkce proteiaMyb stoupd, hladina proteinu
MMP1 naopak klesa (Obr. 15). Tyto proteazy jsouanddymi buikami vyluwovany do
extracelularnino prostdi, kde se podileji na degradaci slozek mimeétngé matrix
(Koblinski et al., 2000; Duffy et al., 2000). &lf jsme proto také miru sekrece protein
MMP1, MMP9 a CTSD stanovenim jejichtifpmnosti v médiu kondiciovaném itkami
MYBup, resp. kontrolnimi liniemi. Vysledky (Obr. Lhukazuji, Ze extracelularni mnozstvi
téchto proteii koresponduje s mnozstvim intracelularnim. ZvySpr@édukce katepsinu D
bunkami MYBup je doprovazena jeho zvySenou enzymatickaktivitou v bugcnych
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lyzatech (Obr. 15). Tyto vysledky naziugi, Ze protein c-Myb zasahuje do regulace exprese
aktivity nékterych proteaziezitych pro invazivitu a metastazovani nador

4.2.2.3c-Myb aktivuje reportérovy gen z promotoru CTSD, nikoli MMP9 a MMP1
Abychom objasnili mechanismus, kterym c-Myioli produkci proteii MMP1/9 a
CTSD, zkoumali jsme, zda c-Myb transaktivuje expiasiferazového reportérového genu
z promotorovych sekvenci lidskych geMMP1, MMP9 a CTSD Fripravili jsme konstrukt
s nukleotidovou sekvenci kodujici modifikovanouifieidzu s¥tlusky Photinuspyralis pod
kontrolou regulénich sekvenci o délce 1,38 kb lezicich protiémmtranskripce od genu
MMP9. Dale jsme rdli diky laskavemu daru prof. C. Brinckerhoff a D.. A&alloway
k dispozici reportéry se¢dgmi mizné dlouhymi (4,3; 1,606 a 0,624 kb) sekvencemi pramot
genu MMP1. Reportéry, do kterych byly vioZzenyiar¢ dlouhé (2,85 a 0,82 kb) Useky
promotoru CTSD jsme ziskali od J. Chirgwina. Transaktiné testy byly provedeny po
piechodné transfekci bk MYBup, resp. kontrolnich buk, vySe popsanymi reportérovymi
vektory sodasré s plazmidem nesoucimp-galaktoziddzovy gen pod kontrolou
konstitutivnino promotoru. Luciferdzova aktivitaasbvena luminometricky v extraktech
transfekovanych buk byla normalizovana podl€iimnosti transfekce odpovidajici aktiit
B-galaktozidazy. Popsanym igmbem jsme zjistili, Ze na rozdil od promdtgeni MMP1 a
MMP9, jejichZ transaktivace neni viikach MYBup nijak ovlivina, je exprese luciferazy
z obou regulénich Useklt katepsinu D v bikach se zvySenou hladinou c-Myb vyznamn
stimulovana (Obr. 15). Z toho vyplyva, Ze transkmipfaktor c-Myb niize v reportérovém
systému aktivovat transkripci z promotoru g&iLSD nikoli vSak gefit MMP1 aMMP9.

4.2.2.4c-Myb reguluje expresi katepsinu D nezavisle na tnaskrip énim faktoru Slug
ProtoZze exogenni protein c-Myb indukuje \ikach MDA-MB-231 expresi transkipiho
faktoru Slug, chili jsme zjistit, zda neni zvySena transaktiva@ISD promotoru

VvV reportérovém systému viikach MYBup disledkem nadprodukce protein Slug. Pro tento
Ucel jsme bitky MDA-MB-231 prechodr transfekovali plazmidy kodujicimi kduprotein c-
Myb nebo Slug, a s@asré plazmidy reportérovymi s reguaimi sekvencemi gen@TSD
(2,8 kb a 0,82 kb) a plazmidem CMgal pro u&eni Einnosti transfekce. Obr. 16. ukazuje
narist mnozstvi proteinu c-Myb, resp. Slug geghodné transfekci vektory pcDNA3hcMYB
(MYBup) nebo pcDNA3SIug (SLUGup) a relativni lugiézovou aktivitu vdchto buikach
pii kotransfekci s reportérovymi konstrukty. Z vydtédvyplyva, Ze c-Myb aktivuje
transkripci z obou testovanych sekvenci, zatimamg Sladny dinek na aktivitu luciferazy
exprimované LTSD promotoru nema. Abychom pré&vli hypotézu, Ze protein c-Myb
aktivuje transkripci gen€TSD analyzovali jsme uvedenou reginasekvenci gen€TSDo
délce 2,5 kb lezici proti stru transkripce od startovaciho nukleotidu pomoéiwsoru TESS

(- Transcription Element Search Software'http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/te$s/a
identifikovali jsme rkolik potencialnich vazebnych mist pro transénip faktor c-Myb

v sekvenci promotoru lidského ge@TSD(2,5 kb; Obr. 16).
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Obr. 15. c-Myb reguluje expresi geMMP1, MMP9 a CTSD (A) Relativni mnozstvi mRNA gén
MMP2, 3,7, 9, 10, 11 a13v buikach MYBup a v kontrolnich hitkach (vektor) bylo zji®#no pomoci
,RT? Profiler PCR Array Human Tumor Metastasis* (SARiesces). Relativni mnoZstvi transkeipt
geni MMP1, 9 aCTSD(CD) bylo detekovano pomoci qRT-PCR s pouZzitimMan sond v biikach
MYBup (M2, M5). Relativnhi mnozstvithto mRNA je normalizovano vzhledem k expr@é#iPDH

a vztazeno k hladthmRNA v buikach kontrolnich (vektor). Statisticky vyznamny ddzv expresi
genu mezi bikami MYBup a bitkami kontrolnimi (vektor) je ozian * (p<0,05). (B) Proteinové
lyzaty, resp. kondiciovand média ziskana z&kuMYBup a kontrolnich bugk (wt, vektor) byly
rozckleny SDS-PAGE a proteiny MMP1, MMP9, katepsin D ybylletekovany specifickymi
protilatkami. Pro kontrolu nanaseni stejného mnézstoteini byl v bure¢nych lyzatech detekovan
aktin a proteiny kondiciovanych médii byly nespie&ly obarveny amidovoderni. (C) Enzymaticka
aktivita katepsinu D v buinych lyzatech byla stanovena pomoci kitu ,Cathepsiaissay” (Sigma).
Uginnost hydrolyzy fluorimetrického substratu bylatena v redlnéniase analyzatorem Synergy HT.
Pro kontrolu specifické hydrolyzy byla aktivita kpsinu D inhibovana pepstatinem A (prezentovano
pro burény klon M5). (D) Transaktivéni testy byly provedeny s Sesti variantami lucifesgych
reportéfi: dva pro katepsin D (se sekvenci promotGitSDdlouhou 2,85 kb nebo 0,82 kb), jeden pro
MMP9 (1,38 kb sekvence promotoru)ragro MMP1 (0,624 kb, 1,606 kb a 4,3 kb). Relativni aktivita
luciferdzy (RLU) kaZzdého vzorku je normalizovana digo aktivity p-galaktozidazy, ktera
koresponduje s dinnosti transfekce. Statisticky vyznamny rozdil odhotach relativni aktivity
luciferazy mezi bitkami MYBup a bukami kontrolnimi (vektor) je vyzrizn * (p<0,05) nebo **
(p<0,01).
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gggaccttecctgeggaggtegetgttgagcacatceecectggeteccatttectgtgtgacttggacctgecttaaa
tgatttgtcccaatatcectttectacttacagegaccgecacctececgectggetgtgtgeteccagagecatetgg
ggaatgaccgggccctececteccaacaggectaattcagtccecccatgecaggcaggaccagggecacacgagaat
ggtgaagtcctggggcaactgtcaccatggectetgcaagetcagtgtegggagacccagtttctgacctggata
cactgctcacctttgaggtcggggectagagggacggtgccacgttggagacaggectccagggacagtgecacyg
ttgaagacggggttccagggacggtgccacgttagagatggggt teccagggacagtgecacgt tgaagacggggt
tccagggacggtgecacgttggagatggggttccagggatggtgecacattggagatgggcaagtectgggetaag
ggaggaggcccagggtggecagggeagggeccagtgaggtgetgetctgaggaggtggagagtgggegettggge
aggggacacttggagagtaaggatgaggtccatctgggtaccctgggtatagggagtgttgttgaaaaaaageca
aacactataaaatatttgaagatatttattctgagcaaatgtgaggactatgacctgtgaaaccacctcagcagg
tcctgagaatatgtgagcaaggtggctgggtaacagettggetttatacttttttttaaaattttcaggtetttt
ctgtagagacagggtctcaccatgttgcccaggetgatctcaagetcttcagetcaagcaatgeteccacecttgg
ccteccgagtatgctgggattataggcaacagtcaccatgeccggectggttttacggattttacagagacagatyg
ttacaggccaaaaccataaatcaacatatgtaagatatacattggttcagectagaaacagggttggcaggggea
gcttccaggtcataggggattcaaagatttcctgattggcaagtggttgaaagagttatgttttgectaaagagt
taaagtgggattactcacgcctgtaatcccagcactttggaaggctgaggcaggcagatcacctgaggtcaggag
ttcgagaccagectggecaacatggtgaaacaccatctetactaaaaatacaaaacatatatacacatatacatg
tatatatatatacacatatacatgtatatatatacacatatacatgtatatatatacacatatacatgtatatat
atacatatatacatgtatatatatacacatatacatgtatatatatacacatatatacacatatacatgtatata
tacacatatatacacatatacatatatgtatatacatatatagtgtatatatatatacgtatatatatgtgtata
tatacactatatatgtgtgtgtgtgtatatatatatatacatacgtgtgtgtatatatacatattagccaggegt
ggtagcacgcgectgtaatcccagetacttaggaggctgaggcaggagaatcgettgaacccaggaggtagaggt
tgcagtgagccgagatcatgeccactgecacteccagectgggecacagagegagattectgtctcaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaagagttgacgtgagtggacaaaaggtgcccgacctectaagggaaggagecttectctagaaaacgegaa
tttcgcccectcaagagacagetgtgcagtgecatatcaaaacatgtgaaaggaatgtattttagggtggaatac
tttgcctgecttegggectgetgtetgecacgtgaggetgtgecagtgtgaggectggaatttgggatetggagget
agagccatcggtgaggcctgagtctctaagcacagegeccagaggagagggeggacgggtccgaceeectttgeg
gcagggcctgagetggttttccaggtttetetggaageecctgtagaggageggagggtccatteggtgggetggg
gactttgaatttaaccttggtttgcaagaggcttccagagaggatgtctgggagegtcteggagggggacgaggy
ggcgecgggaggagcaggtgcaggageccacggegecacgeccegegeaggectggacgeggggacggecgeggeg
gcecgggacaggggtcaccecgeggggecctecagggtgggecgecccacgaccecgggecaggecgaaacgggaa
tcctccagaccccagaagetgggecgggetgacccegegggegegageggegggaactgtaggegeggecaggege
accaccaccccccecececcgececgggegetgtgegegtgegeecgaggt tgecccegeccaggecaggeceegteegee
ccgeecccgegeacgecggecgegeccacgtgaceggtcecgggtgcaaacacgegggtcagetgatceggeccaac
tgcggegtcatcceggetataagegeacggecteggegacectetecgacceggecgecgecgecatg

Obr. 16. c-Myb aktivuje transkripci reportérovéteng z promotorTSDnezavisle na proteinu Slug.
Bunky MDA-MB-231 byly prechodg transfekovanyMYB cDNA (MYBup), SLUG cDNA nebo
kontrolnim plazmidem bez inzertu (vektor). Sasré byly do burk vpraveny reportérové plazmidy
s 2,5 kb nebo 0,82 kb dlouhou sekvenci promotonu@&TSD proti sneru transkripce od cDNA
kédujici luciferdzu. Mnozstvi proteinu c-Myb a Slugprechodr transfekovanych hikach bylo
uréeno imunoblotingem (A) a relativni aktivita luciéay (RLU) kazdého vzorku je normalizovana
k aktivit¢ B-galaktozidazy, ktera korespondujedniosti transfekce (B). Statisticky vyznamny rozdil
v hodnotach relativni aktivity luciferazy mezi itkami prechod transfekovanymiMYB cDNA a
buiikami kontrolnimi (vektor) je vyzrien * (p<0,05). (C) TESS analyza sekve@@ESDpromotoru o
délce 2,5 kb, potencialni vazebna mista proteiMyb-vyznaena_podtrZzenim
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4.3 Efektory migrace a invazivity indukované proteinemc-Myb

4.3.1 Selekce subpopulace linie MDA-MB-231 s vysokou migéni aktivitou in
vitro

Abychom prozkoumali vyznam proteinu c-Myb a jehdgmzialnich proteazovych a
dalSich efektar pro snérovanou migraci butk MDA-MB-231, selektovali jsme budnou
subpopulaci s vysokou mighai aktivitou ¢tyfmi postupnymi cykly migrace a proliferace.
Bunky ziskané ze spodnéésti transwell* filtru po ¢tyrech hodindch migrace byly
kultivovany do dostatsé hustoty a nasledmasazeny do ,transwell* jamky na dalSi cyklus
migrace. Patyrndsobném opakovani tohoto postupu jsme ziskaii(MiiG4) s ¢tyinasobg
vySSi migr&ni aktivitou nez jakou ma linie parentalni MDA-MBBR stejné pasaze (ctrl),
pouze 1,4nasokrevySenou schopnosti invadovat Matrigel, rdiznySenou rychlostitstu a
nezménénou adhezivitou (Obr. 17). Nasledné expresni mradihi bugk MIG4 ve vybranych
genech ukazalo mignzvySenou expresCTSD mRNA, vyznamny pokles hladinyIMP1,
MMP9 a CDH11 mRNA @i neznmeénéné expresMYB mRNA ve srovnani s parentalni linii
(Obr. 17). DalSi sledované genjJN, DHRS2 PTGS2 vykazovaly jen nevyznamny Ubytek
transkripti v bunkach MIG4 ve srovnani s kontrolnimi iikami parentélni linie. Exprese
PCNAMRNA se nelisi v linii MIG4 a linii kontrolni.

4.3.2 Inhibice MYB, CTSD a JNK zastavuje migraci burek MDA-MB-
231MYBup

Abychom zjistili, zda je vysoka expreddYB v buikdch MDA-MB-231MYBup
skute&n¢ pricinou jejich zvySené migtai a invazivni aktivity a zda k nifigpiva deregulace
genmi MMP1, MMP9, CTSD CDH11, SNAI2a JUN, zan#fili jsme se na inhibicigchto geri
pomoci specifickych siRNA a/nebo dostupnych farnhadickych inhibitofi. Nejdiive jsme
se zandfili na pozorovani zrn migrace buék MYBup pii inhibici MYB a Myb-
indukovanych gein Obr 18. ukazuje, Zecinna supreséMYB a CTSD dosazena transfekci
specifickych siRNA ma za nésledek snizeni migrageso MDA-MB-231MYBup, proti
tomu siRNA specifické pr&sNAI2a CDH11 migraci bugk MYBup neovliviiuji. Zatimco
inaktivace vSech MMP za pouziti inhibitoru GM6001lyibdaktivovanou bu&nou migraci
mirn¢ zvySuje (Obr. 19), JNK inhibitor SP600125, poddhako inhibitor katepsinu D
metylester pepstatinu A, migmai aktivitu bugk MYBup sniZuje (Obr. 19). #sobeni
inhibitora v uvedenych koncentracich neoviiyje po dobu nejmé&n12 hod viabilitu a
proliferaci bukk MDA-MB-231MYBup. Popsané vysledky dokazuji vyznanoteinu c-Myb
pro migraci busk MDA-MB-231MYBup a poukazuji na moznou funkci kpgtnu D a JNK
signalni drahy jako efektdmproteinu c-Myb v regulaci b#tiné migrace.
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Obr. 17. Subpopulace MDA-MB-231 s vysokou schophasgrace ziskandn vitro selekci. (A)
.rranswell* migrace/invazivita butk MDA-MB-231 MIG4 byla testovana kitem ,Cultrex Cel
Invasion Assay“ (Trevigen). Biky chemotakticky migrujici membranou s vrstvou Mghu nebo
bez ni do jamky obsahujici médium s chemoatraktai(i®% FCS) nebo bezjn(SF) byly obarveny
kalceinem AM. Bugéna migracel/invazivita byla kvantifikovana na zakladgieni emitované
fluorescence (excitace 485 nm, emise 520 nm, $dtejtanalyzatorem Synergy HT. Graf zobrazuje
primérné hodnoty fluorescence (RFU) n&ené ve dvou nezavislych experimentech. (B) Preaiifar
aktivita burgk MIG4 a burk kontrolnich vyjagena jako koncentrace Zivych kilinv zavislosti na
¢ase. Poet burgk byl stanoven pomoci CASY Cell Counter. (C) Admee bugk MIG4. Buiky
MIG4 a kontrolni varianta linie MDA-MB-231 (ctrl)yly v hustot 5x1G/200 pl (ctrl 5 a MIG4 5),
1x10/200 pl (ctrl 10 a MIG4 10) a 2x3@00 pl (ctrl 20 a MIG4 20) nasazeny do jamek Eidkg a
analyzovany v XCELLigence RTCA DP v intervalu 15rpio dobu 8 hod. Bfeni probihalo nejmén
v duplikatech, barevné linie reprezentujiipirné hodnoty, chybové U8ey znézotiuji smerodatné
odchylky, jak byly vyhodnoceny pomoci softwaru RTCQACEA Biosciences) (D) Exprese
vybranych gefi v buikach MIG4 analyzovand pomoci gRT-PCR. Relativniresp normalizovana
pomoci GAPDH v buikach MIG4 vztazena k expresi uvedenych tgenbuikach kontrolnich.
Statisticky vyznamny rozdil v expresi genu mezikami MIG4 a bikami kontrolnimi je ozngen *
(p<0,05).
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Obr. 18. Vliv specifické supreselYB, CTSD SNAI2a CDH11 pomoci siRNA na migraci bghk
MDA-MB-231MYBup. Buiky byly transfekovanyMYB, CTSD (CD), SNAI2(SLUG), CDH11 nebo
kontrolni (ctrl) siRNA (viz Metody), &innost inhibice expresefigludnych gein byla owirena
imunoblotingem (A, D, G, J) a mighai aktivita €chto burk byla stanovena pomoci xCELLigence
RTCA. Grafy B, E, H, K ukazuji vysledky reprezentat kinetické analyzy buftné migrace, grafy

C, F,

I, L pak pimérné hodnoty bu&ného indexu ¥ase 6 hodin z nejméndvou nezavislych

experiment. Chybové Us&ky znazotuji smerodatné odchylky. Statisticky vyznamny rozdil (p3%),
v hodnotach bufgného indexu wase 6 hodin mezi lkami transfekovanymiCTSD nebo MYB
SiRNA a butkami transfekovanymi kontrolni siRNA je vyzfen *.
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Obr. 19. Winek inhibitoru matrixovych metaloproteinaz GM60@1hibitoru JNK kinazy SP600125 a
metylesteru pepstatinu A na migraci BknVIDA-MB-231MYBup. Sirokospektry MMP inhibitor
GM6001 byl gidan do dolnicasti jamek obsahujicich chemoatraktant i do héésti jamek destky
CIM 16 v cilové koncentraci 20 uM. Inhibitor SP6@B1v cilové koncentraci 10 uM a metylester
pepstatinu A (cilovd koncentrace 15 uM) byly powpZinalogicky. Migrace butk MDA-MB-
231MYBup (M2 a M5) za podminek inhibice MMP/JNK/CDSbyla monitorovana pomoci
XCELLigence RTCA. Grafy A, C, E ukazuji reprezemai kinetickou analyzu bustné migrace,
grafy B, D, F pak pimérné hodnoty bu&ného indexu ¥ase 6 hodin z nejmérdvou nezavislych
experiment.

4.3.3 Schopnost burk MDA-MB-231MYBup pronikat Matrigelem je senzitivni
k inhibici MYB, CTSD a MMP, genetické vypnutiCTSD a inhibice JNK
blokuje jejich invazivitu v kolagenu |

Analogicky jsme testovalidinek vybranych siRNA a inhibitérna invazivitu busk
MYBup. Jak specifické vypnuti gdrMYB aCTSD tak farmakologicky zablokovana aktivita
vSech MMP pomoci GM6001 #pobi ztratu schopnosti beknMYBup €inné prochazet fes
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bariéru extracelularni matrix tsnou Matrigelem (Obr. 20). Invazivita v Matrigeks mirre
znesnadéna i za pitomnosti inhibitofi SP600125 a metylesteru pepstatinu A (Obr. 20).
Pokud pouzijeme kolagen | jako bariéru pro &unou migraci, SiRNA specificka prMYB
snizi invazivitu jen nevyznaminna rozdil odCTSDsIRNA, kter4 dinn¢ brani invazi buék
MYBup i pres kolagen |. Penetrace matrix #®oé in vitro kolagenem | neni v kikach
MYBup pasobenim GM6001 ani metylesteru pepstatinu A ol ale je senzitivni
k inhibici JNK kinazy (Obr. 20). Uvedena data poukja na gicinnou souvislost mezi
ektopickou expresiMYB a invazivni aktivitou butk MYBup modelovanouin vitro

S pouzitim Matrigelu a potvrzuji pozorovani, Ze rege genuMYB neni relevantni pro
penetraci matrix tvi@né kolagenem | ilkami MDA-MB-231. Déle naznaiji, Ze katepsin D
je nezbytny pro invazivni aktivitu bk MDA-MB-231MYBup v Matrigelu i v kolagenu |,
ale tento dinek je pravdpodobr alespa cast&né nezavisly na jeho enzymatické aktévit
Ackoli inaktivace Sirokého spektra MMP enzynznemozuje piinik vrstvou Matrigelu,
nema vliv na penetraci kolagenuriami MDA-MB-231MYBup. Naopak Jun/JNK signélni
draha je pravtpodobré vyznamna pro invazivni aktivitu btk MDA-MB-231 v matrix z
kolagenu 1.

4.4 Protein c-Myb reguluje metastazovani prsnich nadai

4.4.1 c-Myb zpomaluje riast nddonia mlééné Zlazy a brani vzniku plicnich
metastaz v syngennim 4T1-BALB/c modelu

Vzhledem k tomu, Ze invazivni chovani BkrMYBup in vitro jsme vyhodnotili jako
zavislé na sloZzeni matrix, kterouty pronikaji, zajimalo nas, zdai(padré jak) se tento
fenotyp odrazi v invaziuittéchto burk in vivo, tedy @Bhem metastazovani. Pro tyto studie
jsme pouzili bitky 4T1 (a jejich varianty MYBup) v syngennim mySmodelu nadoru prsni
Zlazy. Buiky 4TIMYBup (MM5) a butky kontrolni (vektor) byly inokulovany do prsnich
714z samic mySi kmene BALB/cfipemz kazdou skupinu tvio 9 mySi. Riblizn¢ deset di
po ortotopické aplikaci nadorovych hiknjsme pozorovali prvni znamkyastu tumot u
vSech mysi, kterym byly nadoroveé iy injikovany. Rist nddo@i byl nadale pravidekh
monitorovan, z odaené delky (I) a $ky (w) novotvaru byla odvozena velikost tumoru (I x
w?%/2) a vysledna imérna velikost tumatr v zavislosti natase je zobrazena na Obr. 21.
Uvedena data dokumentuji, Ze nadory ektopicky exgjici Myb (MYBup) rostou pomaleji
nez nadory kontrolni (vektor). N&glad 27 dri po aplikaci busk byla ptimérna velikost
nadoru ve skupih mysi, jimZ byly injikovany biiky kontrolni 954+310 mrh zatimco ve
skupirg mysi, jimz byly inokulovany hitky MYBup, dosahly tumory velikosti pmérné
360+212 mm (p<0.05; Obr. 21). Jakmile jomér nadofi ve skupig dosahl piblizne 1,2 cm,
byly mySi usmrceny, narody vyjmuty a zvazenyiarRérnd hmotnost nadarpo excizi byla
priblizné stejna v obou skupinach mysi (Obr. 21). Z primdrmadoi byla ziskana RNA a
pomoci gRT-PCR adfena zvySena relativni expreglyb mRNA v tumorech MYBup.

Déale jsme odebrali plice, jatra a stehenni kost8img po fixaci vyhodnocovali
piitomnost neoplastickych loZisek. V plicich jsme hotli piitomnostéetnost loZisek
nadoroveho fwodu po diferencialnim obarveni ve fixativu BouiZjistili jsme, ze
metastatickd lozZiska jsoufippmna v plicich v8ech mySi kontrolni skupiny, @atd ve
skupire mysi s nadory exprimujicimi exogen¥iyb se metastazy na povrchu plic vyskytuji
pouze u 22% mysi (Obr. 21). Stim koresponduje fazs¢ nizSi paimérna cetnost
metastatickych nad v plicich ve skupid mySi s MYBup néadory (Obr. 21). Zatimco
v kontrolni skupig mysSi dosahoval gmérny paiet metastdz na plice hodnoty 26i¢pmz
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jejich minimalni péet byl 14 a maximalni 41, mySi s MYBup nadorglnpramérné mére
nez jedno metastatické loZisko na plice a nejvgdsaspovrchu plic vyskytovaly 3 metastazy.
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Obr. 20. Invazivita butk MDA-MB-231MYBup za podminek supresd¢YB, CTSDpomoci siRNA a
farmakologické inhibice MMP, JNK a katepsinu D. dawita bugk MDA-MB-231MYBup (M2 a
M5) byla monitorovana pomoci XCELLigence RTCA. (Bynky byly transfekovanyMYB CTSD
(CD) nebo kontrolni (ctrl) siRNA (viz Metody). Sksticky vyznamny rozdil (p<0,05) v hodnotach
buné¢ného indexu mezi hbikami transfekovanymi CTSD nebo MYB siRNA a bukami
transfekovanymi kontrolni siRNA je vyz&en *. (B) Do horni i doIntéasti jamek ,CIM-plate 16“ byl
piidan inhibitor GM6001 (20 uM), SP600125 (10 uM) atytester pepstatinu A (15 uM). V grafech
jsou uvedeny gmeérné hodnoty bu&ného indexu po 12 hodinach z nejrdéivou experimerit
Chybové Usé&ky znézotuji smérodatné odchylky.
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Obr. 21. c-Myb zpomalujeist nadoit mlécné Zlazy BALB/c mysi a brani metastadzovani do [iicst

in vivo a spontdnni metastaticka aktivita BkndTIMYBup (MM5) byla stanovena s pouZitim
techniky ortotopické injekce nadorovych BUn(MYBup a vektor) do miéné Zlazy syngenniho
mySiho modelu. (A) &t nddoru byl monitorovan dvakrat tygrvelikost novotvaru byla vygétana

z nangtenych hodnot délky ai&y. (B) MySi byly usmrceny, jakmile nadory ve skopmysi dosahly
v praiméru 1,2 cm. Nédory byly po excizi zvadzeny. Graf ukazmedian (maximum, 75. percentil,
median, 25. percentil, minimum) hmotnosti n&dee skupig mysi kontrolnich (vektor, n=9) a mysi
s MYBup nadory (n=9). (C) Po fixaci odebranych arigdyla hodnocenatfiomnost nadorovych
infiltrdta v plicich (povrchové metastazy), jatrech a kostéaistologickd analyza). Graf ukazuje
¢etnost mysi s metastazami v uvedenych organechP@ijchové metastatické nody byly gftany
po fixaci a barveni ve fixativu Bouin s pouzitimepar&niho mikroskopu. Statisticky vyznamny
rozdil vcetnosti metastaz v plicich mezi skupinou kontr@ngkupinou mysi s MYBup tumory je
vyznaen * (p<0,05). Chybové Usky ozna&uji smerodatnou odchylku. Pod grafem jsatyti
reprezentativni vzorky kazdé skupiny. Sipky ukanajinadorové infiltraty.

Abychom vylowili mozZnost, Ze ¢etnost povrchovych metastatickych loZisek
neodpovida aktualnimu vyskytu neoplastickych Iézéém organu, pozadali jsme patolozku
prof. MUDr. Markétu Hermanovou, PhD. o podrobnostdliogickou analyzugthto vzork.
Fixované organy byly zality do parafinu,ieaany, obarveny hematoxylin/eosinem a kazdy
desatyiez byl testovdn naiffomnost nadorovych loZisek. Histologickou analyzoy
potvrzen rozdil wetnosti plicnich metastaz mezi skupinou kontrolrskapinou MYBup,
tedy nadory produkujici c-Myb ve zvySenéreninetastazuji do plic s vyraznizsi frekvenci
nez nadory kontrolni (Obr. 22).
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Histologicky byly také zkoumany jatra a kosti &tpmnost/rozsah nadorovych
infiltrata byl hodnocen na analogicky zpracovanych vzordigkazalo se, Ze vSechny mysi
obou skupin rly nadoroveé infiltraty v jatrech i v kostech, tedpdory kontrolni i nadory
MYBup metastazovaly do jater i kosti s 100%indosti. Semikvantitativni odet miry
infiltrace neodhalil vyrazny rozdil mezi skupinantedy cetnost i velikost metastatickych
loZisek v jatrech a kostech je stejna u mysi, ktebyly injikovany buiky 4TIMYBup, a u
mySi kontrolnich (Obr. 22). Dohromady tato datana&aji, Ze protein c-Myb se podili na
regulaci fistu prsnich nadér v syngennim mysSim modelu i na jejich spontannim
metastazovani. &oli c-Myb zpomaluje st primarniho nadoru miéé zlazy a znesnadje
jeho metastaticky rozsev do plic, jeho expreseim@mim nadoru neovliwje vyskyt a
rozsah metastatickych infiltiay jatrech a kostech.
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Obr. 22. Histologickd analyza plic, jater, kosti [BBc mySi po ortotopické aplikaci bek

4ATIMYBup a 4T1vektor. Fixované tk&nbyly =zality do parafinu, rf@zany a obarveny
hematoxylin/eosinem. (A) Bmérny paiet metastatickych 1ézi v plicich mySi kontrolni ghkuy

(vektor) skupiny a skupiny mysi, kterym byly aphémy buiky 4TAIMYBup (MYBup). Kazdy desaty
fez byl zhodnocen z hlediskafifpmnosti metastaz. (B) Semikvantitativni hodnocgatiernich
metastaz: + malaetné mikroskopické léze, +¢etné mikroskopické léze, ++¢etné rozsahlé
neoplastické léze. (C) Semikvantitativni hodnodearstnich metastaz: + infiltrace nadorovych &ua

destrukce kosti, ++ infiltrace nadorovych kln destrukce kosti a invaze ¢kkych tkéni. (D)
Reprezentativni histologickéezy plic, jater, kosti obou skupin mySi, Sipky aana nadorové
infiltraty.
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4.4.2 c-Myb zpisobuje deregulaciMmpla (intersticialni kolagenaza) aMsn
(moesin) v buikach a nadorech 4T1IMYBup

Z nadofi 4T1 jsme izolovali RNA a analyzovali expresi vytoyah geri pomoci gRT-
PCR. V nadorech MYBup jsme potvrdili stabilni exgirmyb (Obr. 23). Dale nas zajimalo
relativni mnozstvi mRNA geén Cxcr4, Mmpla Msn a Id1l jako potencialnich Myb-
indukovanych efektdrbuns¢né invazivity. Akoli nddory skupiny mysi, jimz byly injikovany
bunky 4T1MYBup, nevykazovaly abnormalni expresi @ie@xcr4 a Id1l v porovnani
s kontrolnimi n&dory, odliSovaly se v exprédmplaa Msn (Obr. 23). Pimérné relativni
mnozstviMmplai Msn mRNA je v tumorech MYBup niZSi nez v tumorech koftich,
shizeni exprese¢hto geri na arovni proteifi ve srovnani s kontrolnimi Bkami (vektor)
jsme zjistili i v bugénych klonech 4TAIMYBup (Obr. 23). Testovali jsmeeajdtda sktery
Z gemny, jejichZz deregulovanou expresi jsme zaznamenlitkach MDA-MB-231MYBup, je
proteinem c-Myb indukovan i v b&éné linii 4T1. Mimo jiZ potvrzenou aberantni expresi
Mmplajsme Zzadnou konzistentni Zmu v expresidchto geri (Cdhll Snai2 Ctsd Mmp9
mezi bukami MYBup a kontrolnimi variantami linie 4T1 nepopvali (data nejsou
prezentovana).

4.4.3 Ektopicka exprese c-Myb poskozuje transendotelialniigraci bunék
MDA-MB-231

Specifick& inhibice nadorové infiltrace do plic ihdvana proteinem c-Myb, kterou
jsme pozorovali p experimenteclin vivo, vzbuzuje otdzku mechanismu organové selektivity
metastdz MYBup nador Uvazime-li rozdilny charakter endotelu kapilaplieni tkani a
Vv jatrech, resp. v kostnitehi, nabizi se hypotéza poSkozeni funkce transeli@oi migrace
v bunkach MYBup, ktera by mohla vystlit jejich znevyhodgni pri prachodu pes
kontinualni endotel do plicni tkarbez zasazeni schopnosti infiltrovat organy s digkaalni
vrstvou endotelu. Testovali jsme proto schopnosicbuMYBup prochazet f&s spojitou
vrstvu endoteliadlnich bwk in vitro. Pro tento &el se pouziva linie HUVEC (,Human
Umbilical Vein Endothelial Cells*), ktera se nasadi fitry destiek ,transwell* (destika
CIM 16) pekryté vrstvou fibronektinu a necha setrdo 100% konfluence. Nasledee
nad tuto vrstvu fida suspenze nadorovych Bunkteré prochazeji skrze ni do spodasti
s chemoatraktantem. Jak ukazuji vysledky zobramar@br. 24, schopnost prochazet vrstvou
endotelialnich buwk je v buikdch MDA-MB-231MYBup mirg zhorSena ve srovnani
s kontrolnimi liniemi. Pro potvrzeni vysledllexperiment in vivo by bylo nezbytné testovat
transendotelidlni migraci bgk 4T1IMYBup s pouzitim mySich endotelidlnich Bkn
nicméré nasSe vysledky nazwtiaji moznou souvislost mezi nadprodukci proteinu ybVa
poruchou transendotelidlni migrace.
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Obr. 23. Expres&lyb, Mmpla Msnv nadorech a hikdch 4T1IMYBup. (A) Detekcélyb, Mmplaa
Msn mRNA v nadorech produkujicich exogenni c-Myb (MYBw v nadorech kontrolnich (vektor)
pomoci gRT-PCR. Relativni exprese byla normalizevidexpresiGapdha vztazena vzdy k jednomu
kontrolnimu vzorku. (B) Imunodetekce proteitMmpla a moesin v lyzatech a kondiciovanych
médiich bugk 4TIMYBup (M-M5, M-M8B a H-M3) a bugk kontrolnich (wt, vektor). Pro kontrolu
nanadeni stejného mnozstvi proteinbyl v buré¢nych lyzatech detekovan aktin a
proteiny kondiciovanych médii byly nespecificky olany amidovowerni.
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Obr. 24. Transendotelialni migrace BknMDA-MB-231 je blokovana exogenni expreslYB.
Bunééna linie lidskych endotelidlnich béikk HUVEC byla nasazena do jamek déstiCIM 16, jak je
popsano v kapitole Metody. Bkly MDA-MB-231 (varianty wt, vektor, MYBup M2 a M2)yly pied
analyzou transmigraceigs vrstvu endotelialnich bk pripraveny a nasazeny stéjpako i
kinetické analyze buwiné migrace pomoci xCELLigence RTCA (viz Obr. 8). Kmntrolnich jamek
(ctrl) nebyly k butkdm HUVEC gidany Zadné nadorové tiky. Hodnoty bus¢ného indexu byly
snimany po dobu nejmé&rpsmi hodin vintervalu 15 minut. (A) Grafigustavuje reprezentativni
vystup jednoho wteni. (B) Graf ukazuje gmérné hodnoty bu&ného indexu ¥ase 4 hodin zerit
nezavislych experimett Chybové Usgky znézoiuji smerodatné odchylky. Statisticky vyznamny
rozdil (p<0,05) v hodnotach b&mého indexu ¥ase 4 hodiny mezi lkami MYBup a buikami
kontrolnimi je vyznaen *.

4.4.4 Expresni profily genuMYB a vybranych Myb-cilovych geni v klinickych
vzorcich prsnich karcinomi z dat cDNA microarrays uloZzenych
v databazich Oncomine a GEO

4.4.4.1IMYB aMMP1/MSN mRNA v prsnich karcinomech luminalnich a bazalnich
subtypua vykazuje opany expresni profil
Abychom prozkoumali relevanci c-Myizené deregulac€TSD MMP9, MMP1,

CDH11, MSN a SNAI2 zjis&né in vitro pro onkologické pacienty s prsnimi karcinomy,
provedli jsme analyzu genové exprese Vv klinickyctoreich prsnich nédorin silico
svyuzitim dat a nastmj obsazenych ve wvejn¢ dostupnych databazich Oncomine
(www.oncomine.org) a Gene Expression Omnibus (GE@yw.ncbi.nlm.nih.gov/gds).
Nejdtive nas zajimalo, zda se expreseugktYB, CTSD MMP9, MMP1, CDH11, SNAI2a
MSNIiSi mezi jednotlivymi molekularnimi subtypy prshinddoi, definovanymi na zéklad
expresnich profi, a vyzn&ujicimi se rozdilnymi klinickymi a prognostickymi
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charakteristikami (Perou et al., 2000; Sarlie et2001). Konkrété jsme pouzili klasifikaci
na zaklad exprese souboru 50 dgemznaovanych PAM50, roz#ujicich prsni nadory do
péti subtypi: luminalni A, luminélni B, bazalni, HER2 pozitivid normalni prsni tkani
podobné (Parker et al., 2009). Shédndiive publikovanymi daty (Deisenroth et al., 2010)
ukazala analyza souboru expresnich dat 152 vizkekcinomu prsu publikovanych ve studii
Gluck et al. (Gluck et al.,, 2012) vysokou hladiM¥YB mRNA v luminalnich subtypech
prsnich nadar, zatimco jeji hladina v nddorech bazalniho typlahyizka (Obr. 25). Na
rozdil od expreseCTSD MMP9 a SNAI2 jejiz mira se v jednotlivych subtypech prsnich
nadofi vyznamet neliSi (data neukazana), hladimdP1 aMSNmMRNA mezi subtypy kolisa
a vykazuje opé&y profil nez hladinaMYB mRNA: vysokou expresMMP1 a MSN se
vyznauji bazalni prsni nadory, nejnizSi nadory lumingl@br. 25). Relativhi mnozstvi
CDH11mRNA je nejvysSi v nadorech HER2 pozitivnich aild@inich typu A (Obr. 25).
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Obr. 25. ExpreséMYB, MMP1, CDH11 a MSN v souboru prsnich karcindneze studie Glick et al.
(Gluck et al., 2012) roztenych do skupin podle molekularnich sulity@ nadory podobné normalni
prsni tkani (normal; n=15), bazalni (basal, n=43ER2 pozitivni (HER2+; n=21), lumindlni A
(luminal A; n=46) a luminalni B (luminal B; n=25%oubor expresnich dat této studie jéeym
piistupny v databazi Oncomine a v databazi GEO (GS&E2R Pdet analyzovanych vzoikv ramci
skupiny je vyzné&en pod kazdym sloupcem.

DalSi molekularni klasifikaci prsnich nadorzaloZzenou na expresnich profilech
navrhli Kao et al. (Kao et al., 2011). Analyza o expresnich dat z 327 prsnich nador
publikovanych v této studii s pouzitim molekularsfratifikace v této praci navrzené
poskytuje podobny expresni profil nami sledovangsm jako typizace podle PAMS50:
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Zatimco rkteré subtypy se odliSuji od jinych v exprésYB, MSNaMMP1, hladinaCTSDa
MMP9 mRNA neni mezi jednotlivymi subtypy vyznasmvariabilni (Obr. 26).Relativni
exprese SNAI2 ani CDH11 nekoresponduje s expreMYB mRNA kladré ani zapora.
Podobr jako v gredchozim fipadt skupina naddr vyznaiujicich se vysokou expreMYB
protoonkogenu (subtyp V) ma nizkou hladMiviP1 a MSNmMRNA (Obr. 26).
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Obr. 26. Expres&1YB, MMP1, SNAI2a MSNvV souboru prsnich karcindnze studie Kao et al. (Kao
et al., 2011) roz#lenych do Sesti skupin podle molekularnich subtypoubor expresnich dat této
studie je veéejr¢ pristupny v databazi Oncomine. db analyzovanych vzotk v ramci skupiny
(ozna&ena nad sloupcem) je vyzfea pod kazdym sloupcem.

4.4.4.2Negativni korelace mezMYB a MMPL/MSN mRNA v prsnich karcinomech

Tato data mohou nazémvat mozny funkni antagonismus proteinc-Myb a
MMP1/MSN v prsnich nadorech, nicn&mejich regul&ni spjatost by |épe indikovala
piitomnost negativni korelace mezi expresB a MMP1/MSNv jednotlivych nadorech. Pro
tento el jsme analyzovali data souboru prsnich karciimgmblikovana skupinou Glick et
al. (Gluck et al., 2012), nyni s ohledem na utogepreseMYB a MMP1/MSNv jednotlivych
vzorcich. Zjistili jsme statisticky vyznamnou negaft korelaci (r = -0,31; p = 0; n = 152)
mezi hladinotMYB aMMP1 mRNA a mezi hladinoMYBaMSNmMRNA (r=-0,53; p=0, n
= 152) v nadorech prsu bez ohledu na molekularbiypu kterému fislusi (Obr. 27). Dale
nas zajimalo, zda je tato zavislost patrna i v id&kapiny nadok jednotliveho subtypu. Z
Obr. 27 je patrné, Ze hladindyY B mRNA mirre negativié koreluje s hladinoMMP1 mRNA
ve skupir luminalnich nadar (r = -0,2 pro luminalni typ A, n =46 a r = -0,pdo luminalni
typ B, n = 25) i v nadorech bazélnich (r = -0,1% A5) a HER2 pozitivnich (r = -0,34; n =
21), nicmég v nadorech podobnych normalni prsni tkani je lkarelpozitivni (r = 0,41; n =
15). Statisticky vyznamné vSak zavislosti v ramengich skupin ti@nych nadory jednoho
subtypu nejsou. Pokud jde o korelaci relativni espMYB a MSN mRNA, je vyznam#
negativni v luminalnich nddorech obouty = -0,54; p= 0 pro luminalni typ A ar = -0,53,
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= 0,0033 pro luminalni typ B) i v nadorech bazdiic = -0,39; p = 0,0047), ne tak
v normalnich (r = -0,14; p = 0,6) a HER2 pozitivm{c = -0,2; p = 0,38).

Z popsanych dat vyplyva, Ze vysoka expreseiddiMP1/MSN predpoklada nizkou
hladinu MYB mRNA. V gipac dalSich geh jsme zjistili negativni korelaci také mezi
hladinouMMP9 a MYB mRNA v nadorech prsu (r = -0,34; p = 0; n = 153NAI2aMYB
MRNA (-0,37; p = 0, n = 152), zatimco expreseug&TSDa MYB, resp.CHD11 a MYB
nevykazovala korelaci Zadnou (data neprezentovana).

4.4.4.3Nadory prsu s niznym organotropismem metastaz se lisi v relativnixpresi MYB,
MMP1, MSN a MMP9 mRNA

Pro ziskani dalSich informaci, které by pomohlyashjt naSe pozorovani, Ze protein
c-Myb ovliviiuje snérovani metastaz prsnich natlodo riznych organ, jsme zji¥ovali
expresi ge MYB, MMP1, MMP9, CTSOQ CDH11, SNAI2 a MSN v dalSim souboru
expresnich dat Klinickych vzoikprsnich tumar (Minn et al., 2005) uloZzeného v databazi
Oncomine a GEO {fstupovy kod GSE2603). Tento soubor 82 vaopkimarnich naddr
prsu (jejich expresnich prafij obsahuje informace ofipomnosti/nepitomnosti distalnich
metastdz u kazdého vzorku a dale jsou specifikovargany, které byly metastazami
zasazeny. Ve skupinmetastazujicich nadose vyskytuje vyrazna variabilita v expresi genu
MYB v zavislosti na cilovém orgadnu postizeném sekuridémadorem. Exprese gemiYB
v nadorech metastazujicich do plic je vyramnivSi nez jeji urove v nadorech zakladajicich
metastazy v jinych organech (p = 0,0001) (Obr. 28xdinaMMP1 a MSN mRNA je také
rozdilnd mezi nadory siznym tropismem metastaz, a to inverznexpresi genuMYB
zvySenou hladinoMMP1/MSNmMRNA ve srovnani s ostatnimi metastazujicimi nadar
vyznauji nadory tveici plicni metastazy (p = 0,022 pMMPL, p = 0,00006 praVISN.
ZatimcoMMP9 ma podobny, i kdyZz mérnvyrazny expresni profil jakMMP1, exprese genu
CTSD, SNAI2a CDH11 nijak neodrazi mistiaspecificky vyskyt metastaz prsnich nator
v tomto souboru (Obr. 28).

TentyZz soubor dat ziskanych analyzou expresnicHilfprd82 vzorki prsnich
karcinomi (Minn et al., 2005) obsahuje udaje o délesového obdobi ohraminého resekci
primarniho nadoru a ffpadnym zji&nim pitomnosti metastaz. Pro zhodnoceni rizika
¢asného vzniku metastaz v souvislosti s mirou egpgeic MYB, MSN MMP9, CTSD
SNAI2 CDH11 a MMP1 v primarnim tumoru jsme vyuzili¢thto udaji a metastazujici
nadory jsme rozdili do skupin podle toho, zda bylafippmnost metastaz v plicich nebo
mimo plice zjis¢na v obdobi do dvou let od operace nebo pz®acientky, u nichz se
objevily metastazy v plicich do dvou let od resek&eloru, maji mirh zvySenou hladinu
MMP1 mRNA v primarnim karcinomu ve srovnani s pacientkam nichz byly plicni
metastazy zjigny pozdji (Obr. 29). Exprese genMYB a MSNse v karcinomech pacientek
s plicnimi metastazami vyznaghmeliSi, & vznikaji kEhem prvnich dvou let nebo pagd
(Obr. 29). Vyrazujsi rozdily mezi nadory metastazujicinéihiem prvnich dvou let a pogd
v expresi &chto getd jsou Zejmé ve skupié nadoni zakladajicich sekundarni nadory mimo
plice. Vysok& exprese geMMMP1, MMP9, MSN a naopak nizk& expre$&YB v nadorech
metastazujicich mimo plicefgiznamenavaiiv¢jSi objeveni metastaz (Obr. 2WIMP1 a
MSNvykazuji tedy opény trend expresniho profilu nez gbtyYB. Tato zjiStni naznauji, Ze
geny MYBMMP1/MSN/MMP9exprimované v primarnim tumoru mohou ovilbwat nejen
organovou selektivitu metastaz, alést&né i pravdpodobnost jejich¢asného vyskytu,
zejména pokud maji nadory predilekci metastazovatarplice. Naproti tomu exprese gen
SNAI2 CDH11 a CTSD v metastatickych nédorech prapodobre rychlost vzniku
makrometastaz neoviivje, protoze mezicasrt a pozd®& metastazujicimi nadory neni
vyznamny rozdil v exprestthto geri na urovni mMRNA (data neprezentovana).
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Obr. 27. Korelace expreddYB a MMP1/MSNv jednotlivych vzorcich souboru prsnich karcirione
studie Glick et al. (Gluck et al., 2012) neréledych (vSechny subtypy) nebo reé#hych podle
molekularnich subtylpdo gti skupin (normalni, luminalni A, luminélni B, bdaéa HER2 pozitivni).
Hodnoty edstavuji jednotky normalizované genové expid¥®B a MMP1 (A), resp.MYB a MSN
(B) podle GEO.
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Obr. 28. ExpresdYB, MMP1, MSN MMP9, SNAI2 CTSDa CDH11 v souboru prsnich karcindm
ze studie Minn et al. (Minn et al., 2005). Metasjé&d primarni nadory obsazené v tomto souboru
(n=27) byly rozdleny na d¥ skupiny podle toho, zda vii€hu studie metastazovaly do plic (plicni
metastazy) nebo mimo plice (jiné metastazy). Soeblpresnich dat této studie jef@ge pristupny

v databazi Oncomine a v databazi GEO (GSE2603etPanalyzovanych vzoikv rdmci skupiny je
vyznaen pod kazdym sloupcem. Statisticky vyznamny rozdibdnotach normalizované genové
exprese vyzngenych gefi mezi naddory metastizujicimi do plic a mimo pliseuj oznaeny **
(p<0,01) a * (p<0,05).
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Obr. 29. ExpresMYB, MMP1, MSN a MMP9 v souboru prsnich karcindgnee studie Minn et al.
(Minn et al., 2005). Metastazujici primarni nadohsazené v tomto souboru (n=27) byly rdedy
na d¥ skupiny podle toho, zda vil€hu studie metastdzovaly do plic (plicni metastdmb)o mimo
plice (jiné metastazy) a dale podle doligaiti pacieni bez vyskytu makrometastaz. Konkrétoyly
odliSeny nadory metastazujicéHem prvnich dvou let od nadometastazujicich po#i. Soubor
expresnich dat této studie jeigpgk pristupny v databdzi Oncomine a v databazi GEO (GBER6
Patet analyzovanych vzoik v rdmci skupiny je vyzrgn pod kazdym sloupcem. Statisticky
vyznamny rozdil (p<0,05) v relativnim mnozstMYB a MSN mRNA mezi nadory zakladajicimi
makrometastazy do dvou let a nadory metastazujjodaitji je vyznaten *.

4.4.4.AMetastazy prsnich nado# v plicich a mimo plice se liSi v relativni expresViYB a
MMP1 mRNA
Z podobného @vodu jako soubor igdchozi, to je pro data tykajici se lokalizace

metastaz v&m obsazena, byl pro nas zajimavy soubor exprest@thvzorki metastaz
prsnich karcinorin publikovanych Landemaine et al. (Landemaine et24108). 23 vzork
metastaz bylo ziskano z plic (n = 5), jater (n =m6dpzku (n = 4), &kZe (n = 2) a kosti (n = 6)
pacienti s karcinomem prsu. Srovnanim expresnich grafietastaz vzniklych v plicich a
metastaz lokalizovanych mimo plice jsme ziskali ggoth data jako ip srovnavani
expresnich dat z primarnich nétidtolonizujicich plice nebo jiné distalni organyicRi
metastazy vykazuji statisticky vyznaésniZzenou expresi gendYB a naopak zvySenou
expresiMMP1 a MSN ve srovnani s mimoplicnimi metastadzami (Obr. 3presi gef
MMP9, CDH11, SNAI2a CTSDse metastazy v plicich nelisi od distalnich matastjinych
organech. Zji%na data potvrzuji, Ze genWlYB, MMP1 a MSN exprimované prsnimi
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nadorovymi biikami prav@podobré ovliviwuji preferekni kolonizaci
orgari a naopak selektivrznevyhodiuji metastaticky rozsev do plic.
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Obr. 30. ExpreseMYB, MMP1, MMP9 a MSN v souboru metastadz prsnich karciriore studie
Landemaine et al. (Landemaine et al., 2008). Vza&kundarnich nadorbyly rozctleny na d¢
skupiny podle toho, zda se jednalo o metastazycicpl nebo mimo plice. Soubor expresnich dat této
studie je veéejré pristupny v databazi Oncomine a v databazi GEO (GSHEI)L Pget analyzovanych
vzorki v ramci skupiny je vyzrgen pod kazdym sloupcem. Statisticky vyznamny rozdiibdnotach
normalizované genové exprese vy@Era/ch gefi mezi plicnimi a mimoplicnimi metastazami jsou
ozn&eny ** (p<0,01) a * (p<0,05).
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5 DISKUSE

5.1 c-Myb aktivuje chemotaktickou migraci bunék prsniho karcinomu,
nikoli jejich chemokinetickou motilitu

Testovanim buttné migrace déma odliSnymi pistupy jsme zjistili, Ze ektopicka
expreseMYB navysuje chemotaktickou pohyblivost lrprsnich karcinorin, ale neovliviuje
chemokineticky pohyb ip zacelovani porami v souvislé vrst¥ burek (Obr. 7, 8 a 13).
Ackoli chemotaxe i chemokineze jsou pro nadorovékiuurcujicimi faktory, které se
uplatiuji pii metastatickém #ni nadoru, nejsou futké ekvivalentni. Tchou-Wong a
kolegové selektovali z bétné linie plicniho karcinomu hiky vysoce chemokineticky
aktivni (buiky KINE) postupnym opakovanim cykimigrace v usp@dani ,transwell“ bez
chemoatraktantu a expanze migrujicich du(rchou-Wong et al., 2006). Zjistili, Ze fiky
KINE maji ve srovnani s parentalni linii vyhodu emejv izotropnich podminkach, ale i
v prfitomnosti gradientu chemoatraktantu vice migrujagic &innéji penetruji bariéru ECM.
Autori poukazuji na odliSnou morfologii, adhezivni viass$ti a bus¢nou architekturu bugk
KINE, které gipominaji buiky s améboidni motilitou. Jsou spiSe kulaté, &nédheru;ji
k podkladu a maji nefokalizované ug@dani kortikalniho aktinu, zatimco chemokineticky
aktivni buiky se vyznauji protahlou morfologii, fledo-zadni polarizaci a pevnymi fokalnimi
adhezemi v fednicasti buiky. Zatimco chemokineticka pohyblivostiiiy piedznamenava i
jeji vysokou chemotaktickou aktivitu, molekularneamanismus poskytujici ikdm vyhodu
v chemotaktické pohyblivosti (n&glad efektivni polarizace hiky) se nemusi projevit
zvySenou chemokinetickou motilitou (Thou-Wong ef 2006).

S timto koresponduji vysledky naSich experiniesfpopulaci btk MDA-MB-231
obohacenou o chemotakticky aktivninky (MIG4). Buiky MIG4 selektované v ,transwell*
systému za ifitomnosti chemoatraktantu, tedy za chemotaktickgokminek, maji spise
mezenchymalni morfologii, jsou protahlé a polareo® (vysledky neuvedeny), nemaji
snizenou plnavost k podkladu, jsou schopny invadovat Matriggn o malo dinnéji nez
buinky kontrolni a za neftomnosti chemoatraktantu (SF) nejsou schopny charatické
migrace (Obr. 17). Vyhoda bgik snadno polarizovatelnych pro &mvany pohyb mize byt
v podminkach chemokinetickych ztracena, je prot@méo Ze bikky MYBup, podobg jako
MIG4, akoli nadany k dinné snérované migraci, nejsou vybaveny pro chemokinetickou
motilitu. Je ovSemitba zminit, Ze f@stoze nad#rna produkce proteinu c-Myb podporuje
smerovanou migraci butk MDA-MB-231 (Obr. 7 a 8), vysoka chemotaktickaiaka burgk
MDA-MB-231 neni podmi#ina vysokou expresi gerMYB Buiky MIG4 totiz neprodukuji
vice MYB mRNA nez biiky parentalni, nicménkopiruji expresni profil bufk MYBup
v nékterych jinych genechQTSD MMP1, Obr. 17), které proto mohou byt ddvymi faktory
uréujicimi chemotaktickou pohyblivostdhto burk (viz dale).

5.1.1 Cilové efektory chemotaktické migrace aktivované poteinem c-Myb

Expresni profilovani buik MYBup v genech relevantnich pro metastazovaniqaom
.Human Tumor Metastasis PCR array“ (SABiosciencasbestovani dalSich kandidatnich
geni poukazalo na &kolik potencialnich efektdr Myb-indukované chemotaktické migrace
burek MDA-MB-231. Jako potencialni cile Myb-indukovanderegulace buftnych
programi byly identifikovany genyCTSD MMP9, MMP1, CDH11, SNAI2 a JNKOUN
signalni draha.
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5.1.1.1Katepsin D

Deregulace genCTSD byla v buikach MDA-MB-231MYBup zjiS¢éna na Urovni
produkce mRNA, proteinu i jeho sekrece ziky (Obr. 15). Transaktivai testy ukazaly
Myb-dependentni aktivaci promotoru lidského g&iliSDa in silico bylo nalezeno &kolik
potencialnich Myb-vazebnych mist v promotoru tohgenu (Obr. 15 a 16). i€stoze
regul&ni sekvence gen@TSDnebyly dosud funéné charakterizovany s ohledem na Myb-
fizenou transaktivaci, mMRN&TSDbyla identifikovana mezi transkripty, jejichZ hiad roste
s exogenni expresMYB v buikach prsnich karcinoin v celogenomové expresni studii
Rushton et al. (Rushton et al., 2003). Katepsie Iysozomalni aspartatova protéza, ktera je
syntetizovand jako neaktivni pre-pro-katepsin apjeteolyticky aktivovana v kyselém
prostedi lysozomu. Deregulace katepsinu D je spojeraxr@iomy prsu, prostaty, kolorekta
a s dalSimi nadory (Leto et al.,, 2004; Benes et 2008; Pruitt et al., 2012). Prsnimi
nadorovymi bitikami je katepsin D sekretovan do extracelularnilioaoprostedi, kde fisobi
autokrinrg i parakring na stromalni btky asociované s nadorem (Masson et al., 2010). Je
povazovan za negativni prognosticky marker prograky s karcinomem prsu (Foekens et
al., 1999).

Funkeni testovani katepsinu D jako efektoru Myb-aktiva@achemotaktické migrace
farmakologickou inhibici nebo genetickym vypnutinonpoci SiRNA ukazalo zavislost
migracni aktivity burgk MYBup na expresi a/nebo enzymatické ak&watepsinu D (Obr. 18
a 19). Pro farmakologickou inaktivaci katepsinudme pouzili metylester pepstatinu A, coz
je derivat pepstatinu A propustny pro Bamou membranu, ktery inhibuje aspartatove
proteazy. Nemodifikovany pepstatin A migraci BknMDA-MB-231MYBup neovliviuje
(vysledky neuvedeny), ale pepstatin A metylesteiRNA specificka proCTSD migrani
aktivitu burek MYBup vyznami omezuji (Obr. 18 a 19). Z vysleilkyplyva, Ze katepsin D
podporuje migraci butk MDA-MB-231. Tomu napovida také mirné zvySeni eger mMRNA
CTSDvV buitkach MDA-MB-231 MIG4. Bylo popséno, Ze indukce kstimu D v buikach
4T1 a HUVEC zvySuje chemotaktickou migraci (Hu ket 2008) a toto zvySeni je senzitivni
k inhibici enzymatické aktivity katepsinu D. Jake@chanismus indukované chemotaxe byla
navrzena enzymaticka aktivace MMP9 katepsinem D €Hal., 2008). festozZe i v biikach
MDA-MB-231MYBup jsme pozorovali zvySenou produkci MP9, neni jeji aktivita
pravdépodobré nezbytna pro chemotaktickou migraéchto burtk, jak ukazaly pokusy s
inhibici MMP pomoci Sirokospektrého inhibitoru GMBD (llomastat). Proteolytické
zpracovani chemokin byla také navrzeno jako mozny mechanismus, ktekatepsin D
moduluje migraci buwk (Wolf et al., 2003). Katepsin D ide byt pravdpodobr
enzymaticky aktivni i mimo kyselé préstni lysozom, nagiklad extracelularé v lokalnim
mikroprostedi nadoru, které je kyselejSi nez normalnhtkdebo za uitych okolnosti nize
Stepit cilové proteiny i v cytozolu (Zaidi et al., 280Benes et al., 2008; Masson et al., 2010;
Laurent-Matha et al., 2012). NaSe vysledky s irdiibextracelularniho katepsinu D
pepstatinem A nepronikajicim do iky ukazuji, Ze $peni extracelularnich protein
pravdEpodobré nezprostedovava tinek katepsinu D na migraci. Kranmdegradace protein
v lysozomech se katepsin D podili na proteolytiekévaci biologicky aktivnich molekul,
jako je osteokalcin, osteopontin, prolaktin, FGRtepsin B a dalSi (Benes et al., 2008,
Masson et al., 2010). Mnoho subsir&atepsinu D bylo identifikovanan vitro, v¢etns
cytoskeletalnich proteinjako je aktin ax-aktinin, ale endogenni substraty katepsinu D dosud
nebyly gesré definovany (Masson et al., 2010). Je mozné, Zepsat D stimuluje migraci
buntk MDA-MB-231 intracelularnim $penim dosud neznamého substratu.

Muzeme také uvazovat, ze katepsin D stimuluje chektioky pohyb bugk MYBup
nezavisle na své enzymatické akthat efekt metylesteru pepstatinu A jgstbdkem inhibice
jinych aspartatovych protedz nebo nespecifickélolpeni (Okada et al., 2003; Yoshida et
al., 2006). Laurent-Matha a kolegové zjistili, Z&atalyticky inaktivni forma katepsinu D
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stimuluje chemotaktickou motilitu lidskych fibrolst (Laurent-Matha et al., 2005). Protoze
zjistili aktivaci Ras/IMAPK signalni dradhy ¥¢hto buik&ch, nastinili moznost, Ze katepsin D
nezavisle na své enzymatické aktwavliviuje intracelularni signalizace vazbou na receptor
na povrchu buk. Nezavisle na své enzymatické aktvikatepsin D, resp. propeptid
katepsinu D/aktivéni peptid (AP), indukuje zemy v genové expresi prsnich nadorovych
burgk (Benes et al., 2006). Indukce GTPazy Cdc4Zokkho regulatoru buiné motility a
reorganizace cytoskeletu, je jednimislédki signalizace, kterou spousti AP katepsinu D
(Benes et al., 2006). Dramatické &mg cytoskeletu, fokalnich adhezi a ¢yka cytoplazmy
byly popsany u mysich fibrobldsheexprimu)l'cich katepsin D ziskanych z plitds”™ mysi
(Koch et al., 2013). Proteomick& analy@esd™ burék odhalila skupinu proteintcastnicich
se usptadani cytoskeletu a membranovych &3hn, které se odligh exprimuji v disledku
absence funiniho katepsinu D, ndjklad Mtap2, Myh9, Tubb4, Rdx a Actrl0 (Koch et al.
2013). Nedavno bylo popsano, Ze transmembranowptec LRP1 na povrchu fibroblast
vaze katepsin D (Beaujouin et al., 2010). Recep®P1 exprimuji i prsni nadory a bylo
popsano, ze signalizace jim aktivovana&Zmveést k podpe burgéné motility (Li et al., 1998;
Song et al., 2009). Dedieu et al. zjistili, Ze sfigdee vypnuti signalizace zprastdkované
receptorem LRP1 znemiZje buré¢nou migraci v dsledku dramatické reorganizace
cytoskeletu: biiky netvai cytoplazmatické vyrky, pevigji prisedaji k podkladu a vykazuji
odliSnou distribuci proteiin asociovanych s aktinem (Dedieu et al., 2008)z&Mme shrnout,
ze katepsin D stimuluje chemotaktickou migraci &un MDA-MB-231MYBup
proteolytickym &penim neznamého substratu, nebo interakci se svgrrchpvym
receptorem nebo jinymi proteiny, nebo kombinacakaické aktivity a vazebnych vlastnosti.

Katepsin D je ve zvySené fei produkovan nadorovymi Bbkiami, v nichZz byla
indukovand pedtasna senescence (Byun et al., 2009)iaku MDA-MB-231MYBup
nevykazuji fenotyp senescence, maji jen #irpomalené buitné cleni a gestoze ve
zvySené nie produkuji katepsin D, ktery je pouZzivan jako nearkburééné senescence,
nevykazuji aktivitu SA3-gal (,senescence-associatedjalactosidase”), kterou se vyzo@
specificky senescentni tky (vysledky neuvedeny).

5.1.1.2MMP1/9

V bunkdch MYBup jsme dale pozorovali deregulovanou esippgoteaz MMP1 a
MMP9: zatimco expresi gedMP9 protein c-Myb aktivuje, hladina mRNKMMP1 a inter- i
extracelularni mnozstvi proteinu MMP1 jsou dskbdku ektopické expresglYB snizeny
(Obr. 15). NaSe data souhlasi s nedavno publikonasglenim, Ze genetickA manipulace
expreseMYB zpisobuje odpovidajici zény v expresiMMP9: exogenni c-Myb aktivuje
expresiMMP9 a jeho suprese #pobuje pokles hladiny proteinu MMP9 za progéwe
signalizace (Bhattarai et al., 2011). Pokud je rz@mo, negativni regulace exprég®P1
fizena proteinem c-Myb jeStpopsana nebyla.i®stoze deregulacklMP1/9 se v biikach
MYBup projevuje také na urovni mRNA, neprokazalmps Ze protein c-Myb aktivuje
transkripci z promotoru éthto geri v reportérovych plazmidech (Obr. 15).reBtoZze
transkripci ¥tSiny svych cilovych gahovliviiuje c-Myb gimou vazbou na DNA reguiaich
oblasti, bylo popsano, Zete regulovat genovou expresi i tigpo (Bein et al., 1998; Tanno
et al., 2002). ProtoZe jsme nezjistili &mu stability MMP1/9 mRNA v buikach MYBup
(vysledky neuvedeny), domnivame se, ze strukturrfur&eéni rozdily mezi pechodrd
transfekovanou plazmidovou DNA a genomovymi templdhagiklad nedostatma
chromatinizace plazmidového templatu; Smith, Hag®97) mohou vysitlit, pro¢ c-Myb
neaktivuje transkripci reportérového genu z promotdMP1/9 v plazmidovém konstruktu.
Podminkou transaktivacec¢kterych cilovych gein proteinem c-Myb je vazba c-Myb na
chromatinovy templat a indukce remodelace chromatko et al., 2008; Wilczek et al.,
2009).
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Podobr jako v pgipad katepsinu D, neexistuje mnoho informaci o funkci
proteolytickych enzyrn MMP1/9 viizeni bugcné migrace, &oli s invazivitou bugk jsou
spojovanycasto. Wang et al. ukazali, Ze chemokineticka natiljwound-healing”) bugk
melanomu je citlivA ke genetickému vypnuiiMP1 (Wang et al., 2012), nicmén
mechanismus tohotaiinku blize nezkoumali. NaSe experimenty s GM600dpa& dokazuiji,
Ze za podminek inhibice vSech MMP ngirmzroste migrani aktivita bugkk MDA-MB-
231MYBup (Obr. 19). Zda se tedy, Ze protedazy MMRk{era z nich) chemotaktickou
motilitu téchto burkk brzdi. Tento je poznatek zajimadophiuji expresni data linie MIG4
(subpopulace linie MDA-MB-231 obohacena o chematigt aktivni buiky), ktera ukazuji
vyznamné snizeni hladinyiMP1 i MMP9 mRNA ve srovnani s parentélni linii (Obr. 17).
Prestoze jsme netestovali fuftik relevanci tohoto sniZzeni pro migraci MIG4 Bkintato data
by mohla indikovat, Ze exprese MMP1/9 braéindému smirovanému pohybu b@k MDA-
MB-231. To by mohlo znamenat, Ze vypnMMP1 v bunkach MYBup funkné souvisi s
acinnou migraci&chto burgk. Molekularni mechanismus tohotégmbeni neni znam.

5.1.1.3Slug a kadherin 11

Jako dalSi z potencialnich efekior Myb-aktivované bu&né migrace byl
identifikovan transkripni faktor Slug (k6dovany genei®NAI) a kadherin 11 GDH11).
Exprese obouéthto geri je v buikdch MDA-MB-231 produkujicich exogenni c-Myb
navysena ve srovnani s kontrolni linii (Obr. 14kufulaceSNAI2ZmRNA a proteinu Slug
vlivem zvySené hladiny proteinu c-Myb byla zaznaéarem uz dive (Karafiat et al., 2005;
Tanno et al., 2010, Cesi et al.,, 201CDPH11, pokud vime, dosud mezi Myb-cilové geny
zarazen nebyl.

Slug je transkripni represor ktového epitelialniho membranového proteinu E-
kadherinu a tedy vyznamny regulator EMT (Peinadal.e2007); kadherin 11 (OB-kadherin)
je adhezivni molekula zaji§jici homotypické interakce osteobkasd dalSich butk a
pouziva se jako jeden z mnoha mezenchymalnich miadegmeéna v bikach nadal prsu a
prostaty (Hazan et al., 2004; Sarrié et a., 2008)dprodukce &hto proteii naswdéuje
indukci EMT v buikach MYBup. Jak bylo zmémo v kapitole Uvod, na funkci proteinu c-
Myb v indukci EMT jiZ bylo v posledni d@bupozorgno mimo jiné v souvislosti s prsnimi
karcinomy (Tanno et al., 2010; Cesi et al., 20Rbychom podpéili zavér o indukci EMT v
buinkach MDA-MB-231MYBup, detekovali jsme dalSi markeBMT, jako je E-kadherin,
vimentin a fibronektin. Nezjistili jsme vSak vyznaou odliSnost v expreséthto proteiri
mezi buikami MYBup a kontrolnimi liniemi (Obr. 14, geRN1 kodujici fibronektin je
souwasti ,Human Tumor Metastasis PCR array®). nBy MDA-MB-231 exprimuji
mezenchymalni marker vimentin ve vysoké&ema naopak epitelialni E-kadherin jsme nebyli
schopni imunodetekovatitiec, coZ s¥dci o vysoce mezenchymalnim charakteru parentélni
linie. Je proto mozné, Ze dalSi posurésam k mezenchymalnimu fenotypu neni uz navzdory
nadprodukci Slug v hikdch MDA-MB-231MYBup mozny.

Mohli bychom i gres nedostat@ost pfikazu EMT na drovni proteinovych marker
v bunkach MYBup uvazovat o zapojeni efeKtoEMT proteimi Slug a kadherinu 11 do
naristu migr&ni aktivity v buikach MYBup. Pokusy, éhem nichZ jsme testovali mighai
aktivitu burek MYBup, ve kterych byla diasré vypnuta expres&NAI2a CDH11 pomoci
SiRNA, vSak prokazaly postradatelnost proie#lug a kadherinu 11 pro Myb-indukovanou
chemotaktickou migraci (Obr. 18). Tyto vysledky naaiji, Ze c-Myb v bitkach MDA-MB-
231 aktivuje bu&tnou migraci nezavisle na EMT.id3toze wtSina studii o Myktzené
burg¢né migraci ji spojuje se ziskem mezenchymalnichstalasti, Chen et al. popisuji
buné¢nou migraci vyvolanou exogennim proteinem c-Myb betukce EMT (Chen et al.,
2010a). Jako cilovou molekulu proteinu c-Myb zodfumou za tento efekt identifikovali
osteopontin, tj. matricelularni protein kédovanynegmSPP1 My jsme v biitkach MDA-MB-
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231MYBup deregulaci osteopontinu nezjistili (Ob4)1Muzeme shrnout, Ze c-Myb aktivuje
burg¢nou migraci dosud nepopsanymigpbem nezavisle na EMT.

Bylo demonstrovano, Ze exogenni kadherin 11 pogeonotilitu nadorovych busk
prostaty interakci své cytoplazmatické domény pttavymi proteiny (Huang et al., 2010)
a podobr pisobi v butkach prsnich karcinotn (Nieman et al., 1999). Kadherin 11¢ a
povaZzovan za marker invazivnich naterspojovan se Spatnou prognézou (Pishvaian et al.,
1999; Chu et al., 2008), byl nedavno identifikovgko nadorovy supresor indukujici
apopt6zu a blokujici migraci nadorovych Blamemodelaci buftné architektury (Marchong
et al., 2010; Li et al., 2012b). S ohledem na @nabivalentni funkci kadherinu 11fzeni
burg¢né migrace je zajimavy nami pozorovany pok{&BH11l mRNA v chemotakticky
aktivnich butkdach MDA-MB-231 MIG4 (Obr. 17). Akoli jsme netestovali jeho vyznam pro
migraci bugk MIG4, vyrazny UbytekCDH11 mRNA koresponduje s néstem migrani
aktivity burek MDA-MB-231.

5.1.1.4Signalni draha JNK/Jun

Ackoli protonkogenJUN pati mezi charakterizované cilové geny transkmipo
faktoru c-Myb (Quintana et al., 2011), viikhch MDA-MB-231MYBup jsme nezjistili
vyraznou deregulaci hladinf@dUN mRNA/proteinu, nicméh aktivita proteinu c-Jun
reprezentovana mnozstvim jeho fosforované (SerBjnyf je v buikach s exogennim
proteinem c-Myb zvySena (Obr. 14). c-Jun spolu ISin proteiny (rodiny Jun, Fos, Atf,
Maf) tvori transkrigni faktor AP1. Fosforylaci proteinu c-Jun v ndi§er73 zajifuje c-Jun
N-terminalni kindza/protein kindza aktivovanad stras JINK/SAPK (Vogt, 2001), jejiz
zvySenou fosforylaci jsme detekovali za podminelow® deprivace v hikach MYBup ve
srovnani s kontrolnimi kikami (vysledky neuvedeny). Neni nam znamo, jakyiisapem c-
Myb aktivuje JNK/Jun signalni drahu. dde ovliviovat molekuly nebo faktory aktivujici
JNK kindzu (nap kindzy MKK4, MKK7, ASK1, MLK1, TAK1), nebo protely zajiujici
jeji inaktivaci (Davis, 2000). Zthto je vtomto kontextuiéba zminit fosfatazy dvoji
specificity (DUSP, ,dual-specificity phosphataseskteré zajiguji defosforylaci MAPK
kindz, konkréta pro JNK kinazu jsou to DUSP1, 4, 8, 10, 16 (Beremet al., 2010).
DUSP16byl identifikovany mezi geny podléhajici transknp represitizené proteinem c-
Myb (Zhao et al., 2011). Akumulace MRNBUSP16 spolu s mMRNADUSP1 v dasledku
vypnuti expreséMYB byla potvrzena takérpcelogenomoveé expresni analyze leukemickych
burgk (Zuber et al., 2011, SI). Hypotézou vytujici Myb-aktivaci JNK signalni drahy by
mohla byt deregulace exprese/aktivity fosfataz DUUBRG v buikach MYBup.

Zkoumali jsme tinek inhibice signalni drahy JNK na migraci BknMDA-MB-
231MYBup a zjistili jsme, Ze fitomnost inhibitoru SP600125 sniZuje schopnoshne
smérované migrace¢thto burtk (Obr. 19). Z toho vyplyva, Ze aktivace signélmitdy JNK
by mohla byt jednim z mechanigmjimiz c-Myb podporuje chemotaktickou motilitu htkn
MDA-MB-231. Signalni draha JNK/c-Jun/AP1 se&: (azavislosti na buftném kontextu)
podili na regulaci proliferace rgziti/burééné smrti, angiogeneze a migrace &uriEferl,
Wagner, 2003; Xia, Karin, 2004).

Schopnost remodelovat aktinovy cytoskelet je¢dulyy faktor, kterym signalizace
JNK/Jun udluje bunkdm migr&ni potencial. Delece endogedun v mysich fibroblastech
vede ke zréiné buré¢né morfologie, ztrdt polarizace a migeai aktivity (Jiao et al., 2008).
Tento fenotyp je ztracentipobnoveni exprese genlun Uginek proteinu c-Jun na migraci
mysSich fibroblast je piisouzen c-Jun-dependentni aktivaci kinazy Srcaktajig’uje inhibici
kinAzy ROCK a zfisobuje remodelaci fokalnich adhezi a destabilisaeisovych vidaken F-
aktinu, ¢cimz podporuje butnou migraci (Jiao et al., 2008). Redukci &mé adherence a
transaktivaci genu kodujiciho chemokin CCL2 stinmilo-Jun migraci epitelidlnich bk
mlé&né zlazy (Jiao et al., 2010).¢koli autdi zjistili i nadprodukci chemokinu SCF (,stem
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cell factor®) v disledku transkrigni aktivace proteinem c-Jun, nepotvrdiiinek SCF na
migraci epitelialnich butk mléné Zlazy. c-Juttizend exprese chemokinu SCF v3ak byla
identifikovana jako mechanismus zodpovidajici zgcldenou migraci mysich fibroblast
(Katiyar et al., 2007). c-Jun navic zvySuje scharibbroblast udrZzovat staly sir migrace
(Katiyar et al., 2007). Endogenni c-Jun je nezbytaké pro chemotaktickou migraci
fibroblasti vyvolanou fisobenim TGE (Janowski et al., 2011). Konstitutivni aktivita KN
ucluje buikam prsnich nadérmezenchymalni morfologii a migfiai schopnosti akumulaci
IRS-2 (,insulin receptor substrate 2“), adaptorsighalni molekuly, ktera podléh& c-Jun/AP1
transkrigni regulaci (Cui et al.,, 2006; Wang et al., 2018)prese signalizace JNK vede
k poklesu exprese gePRIP, ktery kdduje protein interagujici s myosin foafaiu a Rho
kindzou a je tllezity pro remodelaci aktinového cytoskeletu (Onoak, 2008). Podokin
protein asociovany s aktinem filamin A (resp. jehtwlog cherrio) byl nedavno identifikovan
jako JNK responzivni gen modulujici kignou motilitu (Kilshammer, Uhlirova, 2012).

Nezavisle na proteinu c-Jun a transénipregulaci umoiuje JNK bur¢nou migraci
také rozvolgnim kontaké buiky s podkladem fosforylaci paxilinu, coz je adaptgr protein
fokélnich adhezi (Huang et al., 2003), n@bkateninu (Lee et al., 2009)timé spojeni mezi
kindzou JNK a reorganizaci cytoskeletu, ktera ustuns¢nou migraci, pedstavuje protein
p150-Spir, coZ je&len rodiny WASP proteiin asociovanych s aktinem, ktery je fosforylaci
kindzou JNK aktivovan kizeni nukleace aktinu (Otto et al., 2000). NaSeupgkzandrené na
uréeni miry adherence bék MYBup v kultivatnim systému E-desgk pro xCELLigence
RTCA neukazaly rozdilnouinavost gchto burk k podkladu (Obr. 9), pra¥godobr tedy
JNK/Jun nepsobi na migraci butk MYBup redukci bu&né adheze. ProtoZze c-Jun neni
jedinym substratem kinazy JNKEa@stnicim se regulace bitmé migrace, bylo by nutné
ovérit efekt specifické deplece c-Jun na pohyblivostauMYBup pro potvrzeni funéniho
piispivku tohoto proteinu. Také individualni inhibid&K prostednictvim siRNA by byla
nutnd pro vylodeni nespecifickych dinki inhibitoru SP600125 (Bain et al., 2003) a
potvrzeni funkce JNK. Nicmén miazeme shrnout, Ze inhibice signalni drahy JNK
prostednictvim SP600125 blokuje chemotaktickou motildunck MDA-MB-231MYBup
bud’ v zavislosti na aktivit proteinu c-Jun nebo nezavisle na ni.

5.1.1.5DalSi potencialni efektory

Mezi 84 geny obsaZzenymi v ,Human Tumor MetastasiRkR Rarray“ byly v bukach
MYBup identifikovany dalSi deregulované geny (keomySe uvedenych), a tMCAM,
ITGB3 HTATIP2 alL18 (Tabulka 1). ExpresiTGB3 jsme v buikdch MYBup testovali na
arovni proteinu, ale nepozorovali jsme vyznamnowraumv mnozstvi integrin@3 v disledku
ektopické expres#YB (Obr. 14). Relativni mnozstvi protégirMCAM, TIP30 (HIV-1 Tat
interaktivni protein 2, 30 kDa kddovany genBffATIP2 a IL18 jsme v bitkach MDA-MB-
231MYBup vramci této studie nezjgvali. Zistavaji tedy kandidatnimi molekularnimi
efektory Myb-indukovanych z#ém v buikach MDA-MB-231 a jejich expresi a fudiki
vyznam v biikach MYBup je teba dale otit. MCAM (CD146) je povrchova adhezivni
molekula zajiSuji homo- a heterotypické mezibtimé interakce. Je spojena
S metastazovanim a Spanou prognozouzmych nadal, mimo jiné melanori V buikach
prsnich karcinorn stimuluje bugénou migraci, invazivitu a tumorigenezi (Zabouo et a
2009; Zeng et al., 2011; Zeng et al., 2012). Ietédin 18 je cytokin dlezity v imunitni
odpowdi, jehoZ sekrece je zvySena &kterych nadorech (Park et al., 2007; Metwally et al
2011). Risobi jako angiogenni faktor a podporuje migraciedastazovani melanamnadof
Zaludku a plic (Jiang et al., 2003; Jung et alQ&0Naopak protein TIP30 byl klasifikovan
jako supresor metastaz u karcinomrsu i dalSich nadar(Zhao et al.,, 2007; Tong et al.,
2009). Natst jeho exprese v likdch MYBup tedy #ejmé negispiva k migraci bugk MDA-
MB-231MYBup, ale jeho vliv na chovani bék exprimujicich exogenni Mym vivo nelze
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vylowcit. Proto dalSi vyzkum zagheny na tyto proteiny by mohlfigpét k objasgni
ambivalentni funkce proteinu c-Myb v prsnich nadbre

5.2 c¢c-Myb reguluje invazivitu bunék prsniho karcinomu in vitro
v zavislosti na sloZzeni ECM

P¥i testovani invazivity butk s modifikovanou expresi gerMYB jsme pouzili dva
typy ndhrad ECM, Matrigel a kolagen typu |. Slozeé¢dhto matrixovych bariér odrazi
biologickou odliSnost intersticialni ECM a bazaimémbrany. Matrigel, neboli extrakt bazalni
membrany, séasto pouziva pro stanoveni invazivnich schopn@storovych buék in vitro.

Na zaklad invaze bariéry tviené Matrigelemn vitro se odhaduje schopnost nadorovych
burék penetrovat bazalni membranu, jejiz hlavni slofqu kolagen typu IV, laminin,
perlekan, nidogen (Li et al., 2012a; Montgomeryakt 2012). Na druhou stranu bariéra
tvofena kolagenem |, proteinemrepaZzujicim v intersticialni matrix, jén vitro G¢inné
penetrovana hikami vybavenymi pro ginik stromalni ECM (Sodek et al., 2008; Li et al.,
2012a; Montgomery et al.,, 2012). NaSe vysledky ukaze &koli buiky MYBup snaze
prochazeji bariérou t¥enou Matrigelem nez liy kontrolni, nevykazuji zvySenou
schopnost invadovat matrix tkemou kolagenem | (Obr. 10, 11 a 12). Schopnostadiegat
slozky ECM je nezbytnou podminkou lokalni invazelor@ i metastazovani.ré€stoze fi
testovani invazivity nadorovych békin vitro prevaZzuje pouZzivani Matrigelu, penetrace
intersticialni matrix nmize byt kritickym faktorem limitujicim metastatick&reni nadoru
(Brinckerhoff et al., 2000; Sodek et al., 2008).

5.2.1 Cilové efektory Myb-regulované penetrace ECM bariéiin vitro

Odlisné zpsoby invaze byly zjighy v ECM liSicich se slozenim (Strohmaier et al.,
1996) a mohou odrazet odliSnou proteolytickou vybbauiky (Tatti et al., 2011). Proto jsme
se zandtili na detekci proteaz daastnicich se degradace slozek ECM #kdich MYBup a
zjistili jsme, jak bylo zmi#no vySe, Ze c-Myb dereguluje vitkich MDA-MB-231 katepsin
D a MMP1/9. Hlavnim substratem MMP9 je kolagen Bbgazeny v Matrigelu), zatimco
MMP1 degraduje zejména kolagen I. Mezi substratgpgsinu D pai kolagen I, fibronektin i
n¢které proteoglykany. iestoZze prsni nadory ve velké imisekretuji katepsin D do
extracelularniho prostdi, kde se fize podilet na remodelaci ECMfipadré uvokovani
rastovych faktofi, naSe vysledky ukazuji, Zze katepsin D pegatiobr neovliviiuje
invazivitu burgk MDA-MB-231 Sgpenim slozek ECM. &koli penetrace Matrigelu i
kolagenu | bikami MYBup je zhorSena umgnim expreseCTSD specifickou siRNA,
inaktivace katepsinu D metylesterem pepstatinu Madak vyrazny &inek (Obr. 20).
Katepsin D niZe nezavisle na své enzymatické akiiavliviiovat signalni drahy a genovou
expresi vedouci k reorganizaci kiného cytoskeletu (viz vyse), cozuhe podporovat
buné¢nou invazivitu. Funkce katepsinu D vregulaci invdy a metastazovani prsnich
naddofi nebyla dosud zcela objasma. Johnson et al. zjistili, Ze mnoZstvi katepsbu
sekretovanéhouznymi subpopulacemi bgtné linie MCF7 neodpovida invazivni aktiit
téchto populaci (Johnson et al.,, 1993). Manipulacprese katepsinu D prdstinictvim
protismysinych sekvenci neéto vliv na invazivitu prsnich nadorovych biknin vitro, atkoli
zastavuje metastazovénivivo (Glondu et al., 2002). NicmérdalSi publikace poukazuji na
pokles invazivni aktivity buwk prsnich naddr stanovené v transwell* systémech
s Matrigelem jako nahradou ECM vusledku vypnutiCTSD prostednictvim podobnych
metod genetické inhibice (Tedone et al., 1997; @hail, 2007). Pokud jde o metastazovani
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vivo, VétSina studii dokumentuje asociaci mezi nadmu expresi katepsinu D a agresivitou
nadofi (Garcia et al., 1990; Sivaparvathi et al., 199@&nartin et al., 2011; Dian et al.,
2012). Jako mechanismusiniku katepsinu D na invazivni chovani nadorovychmdiuse
uvazuje degradace slozek ECM, proteolytické umimistovych faktoi obsazenych v ECM
nebo schopnost katepsinu owowat burcéné signalizace interakci s jinymi proteiny. Nase
data vyzdvihuji spiSe neenzymatickou funkci katepsD jako efektoru proteinu c-Myb
v fizeni invazivity busk MDA-MB-231.

Uké&zali jsme, Ze invaze béknMDA-MB-231MYBup pres vrstvu Matrigelu je zavisla
na aktivie MMP, zatimco pinik burtk MYBup vrstvou kolagenu | Sirokospektry MMP
inhibitor GM6001 neovliviuje (Obr. 20). Z osmi testovany8hMP pouzeMMP9 vykazavala
zvySenou expresi v ikach MYBup (Obr. 15). MMP9 se podili na degradaaagenu IV
obsaZzeném v Matrigelu (Xu et al.,, 2010; Wang et 2011), proto mize byt efektorem
prispivajicim k néistu invazivity bugk MYBup testované na ,transwell” filtrech pokrytych
vrstvou Matrigelu. Zatimco expre€ISDa MMP9 byla v buikach MYBup zvySendyIMP1
MRNA i proteinu MMP1 v dsledku ektopické expres®BlYB vyznamr ubylo. Buiky
MYBup tedy invaduji Matrigel &inngji nez kontrolni linie navzdory nedostatku kolagena
MMP1. Ten se ale pra¥gdodobr projevuje na substratu tkeném kolagenem I, kde tky
MYBup vyhodu v invazivni aktivit nad kontrolnimi biikami ztraceji (Obr. 12). Vypnuti
exprese MMP1 prostednictvim siRNA snizuje invazivitu bgk chondrosarkomu
v kolagenovém gelun vitro (Jiang et al., 2005). Mysi intersticialni kolagemavimpla,
funkéni homolog lidského genNIMP1, je nezbytny pro invazi matrix tvené kolagenem |
bunkami mySich melanotna plicnich karcinorin (Foley et al., 2012). Degradace matrix
tvorené kolagenem | vyZaduje aktivitu MMP1 také u jimytadoét (Benbow et al., 1999;
Ziober et al., 2000; Varani et al., 2000)ast&nou invazi substratu t¥eného kolagenem |
zaji¥uji v bunkdch MYBup jiné invazivitu podporujici mechanismgk je nadprodukce
katepsinu D nebo aktivace JNK signalni drahy. lideitkinazy JNK totiz oslabuje schopnost
burgk MYBup prochéazet vrstvou kolagenu | (Obr. 20¥itgk inhibitoru SP600125 na invazi
Matrigelu neni tak vyrazny (Obr. 20). Aktivace sagm drahy JNK tedy ifispiva nejen
k migraci, ale i k invazi kolagenu | hkami MYBup. ProtoZzeMMP1, MMP3a MMP9 pati
mezi geny transaktivované transkimpm faktorem AP1 (Ozanne et al., 2007)iZz@me
spekulovat, Ze inhibice JNK brani aktévé fosforylaci proteinu c-Jun a sniZzuje expresi
MMP1 (piipadré dalSich proteaz) pod uravedanou nadprodukci proteinu c-Myb, a takto
znemo#uje buikdm MYBup degradovat kolagen |. Podébimura et al. zjistili, Ze inhibice
JNK v buikach osteosarkomu vede k inhibici invazivity vitro z divodu poklesu hladiny
MMP1, jejiz konstitutivni expresi zajigje AP1 (Kimura et al., 2011). dZeme uzatkit, Ze c-
Myb reguluje invazivitu bugk MDA-MB-231MYBup v zavislosti na typu proteinoveéatmix
zejména deregulaci proteaz MMP1/9 a katepsinu D.

5.3 c¢c-Myb neovliviiuje proliferaci bunék prsnich karcinomi in vitro, ale
zpomaluje rist mamarnich nadoni in vivo

Mira proliferace bugk 4T1MYBup in vitro je srovnatelnd s rychlosti proliferace
burgk kontrolnich, nicmé#in vivo je nist burgk 4T1 exprimujicich exogenni Myb vyznaimn
zpomalen ve srovnani gstem kontrolni linie (Obr. 6 a 21). Pro extrapoldat ziskanych
proliferatnimi testyin vitro a jejich aplikaci na chovani nadorovych Bkinn vivo je
vhodrgjSi pouzit pro kultivaci nddorovych b&kin vitro 3D podminky (Chitcholtan et al.,
2013). Rist nadorovych buik obklopenych gelovou hmotou napodobujici ECM Iépe
simuluje podminkyin vivo nez st nadorovych butk na 2D povrchu. Nicmén bylo
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popsano, Zedkteré nadorové supresory blokujist tumofi in vivo, aniz by ®jak ovlivnily
rast nadorovych busk in vitro, & uz se hodnoti v podminkach 3D nebo 2D kultivaaktd
pusobi napiklad genyHYAL1a HYAL2 kodujici hyaluronidazu 1 a 2 v renélnich a plibnic
karcinomech (Wang et al., 2008). Rozdilriésqbeni na proliferaci nddorovych krplic in
vitro a na formovani nadorin vivo v mySich modelech bylo popsano také pro einch3
(Osanyingbemi-Obidi et al., 2011). Podébgenetické navySeni exprese N-kadherinu a
kadherinu 11 inhibuje ust osteosarkoi in vivo, aniz by sein vitro projevil pokles
proliferatni aktivity (Kashima et al., 2003). Rozdil &stu nadorovych buk in vitro ain vivo
muze byt alespi ¢asté&né zpisoben interakci nadorovych a stromalnichdaumunicné a
neburéné mikroprostedi nadoru fisobi na naddorové klky implantované do hostitelského
organismu. Schopnost nadoru reagovat na stimuBdomového stromatu determinujgepiti

a rychlost #@stu nadorové populacén vivo, nicmér nemiZze byt odhalena dinymi
kultivacnimi postupyin vitro. Je mozné, Zze c-Myb oviluje v buikach 4T1 molekuly
dulezité pro tuto interakci s mikroprdgstlim hostitelského organismu a pro odfabwa ni, a
proto omezujetst nadorovych buik in vivo, nikoli in vitro. DeregulaceéMMP1 proteinem c-
Myb je dale uvaZzovana jako faktor k tomutispivajici (viz kapitola 5.4.1.2).

5.4 c-Myb ovliviiuje metastdzovani prsnich nadai organow-specificky

Pro testovani invazivniho potencialu BkriMYBup in vivo jsme vyuZili mysi bu&iné
linie 4T1 odvozené z karcinomu nit&é Zlazy mysi kmene BALB/cfC3H jako syngenniho
mySiho modelu. Ortotopickd implantace BkiT1l do mléné zlazy mySi kmene BALB/c
umoziuje modelovat spontadrmetastazujici mamarni karcinoim vivo. 4T1 tumory jsou
¢asto pouzivanym modelem pro metastazovani, protadadaji sekundarni tumory
s vysokou dinnosti a jejich distribuce je podobna jako u ligsk karcinont prsu (Pulaski,
Ostrand-Rosenberg, 2001; Tao et al., 2008). Vyhestavani spontannich metastaz dasto
pouzivanym systémem experimentalnich metastaz skdyadorové hiky injikuji pfimo do
cévniho systému mysi, je rekapitulace celé metakéakaskady, kdy fizeme zohlednitust
primarniho nadoru acinnost, se kterou se nadorovénky uvoliuji z nddoru (Bos et al.,
2010). Navic neni poloha sekundarnich nadpifedugena mistem injikace nadorovych
burék. Pokud se hiky inokuluji do ocasni Zily mysi, tviose metastazyipdnosts v plicich,
pokud se pro injekci pouzije portalni Zila, vznikapetastazy v jatrech, a pro usazeni
nadorovych bugk v kosti se pouziva intrakardialni injikace (Bdsak, 2010; Francia et al.,
2011). Ri spontannim metastazovanim 4T1 mamarniho tumone jgji¥ovali piitomnost
metastdz v kostech, plicich a jatrechiitdétnnost kostnich a jaternich metastdz jsme
zaznamenali u vSech mysi obou skupin, to znamekavgaskupig mysi s 4T1IMYBup
nadory, tak v kontrolni skupénmysi s nadory 4T1vektor (Obr. 21 a 22). Pouze % 22ysi
s nddory MYBup se vytudy metastazy v plicich, zatimco vSechny mysSi kot skupiny
mély v plicich nadorové infiltraty (Obr. 21)Cetnost nadorovych lozisek v plicich mysi
s nadory 4T1IMYBup je vyrazmizsi nez v skupihkontrolni a pohybuje se v rozmezi 0 az 3
loZiska, u mysi s kontrolnimi nadory dosaht@nost pulmonarnich metastaz minimalnich
hodnot 14 a nejvice bylo v plicickchto mySi zaznamenano 41 povrchovych metastatickych
nodi. Ektopicka expresdlyb v ortotopickych nadorech ndgé Zlazy mysi tedy omezuje
schopnost nadérzakladat sekundarni nadory v plicich, metastaziodarkosti a jater vSak
neovliviiuje. c-Myb tedy ovliviuje organotropismus metastdz prsnich nadertomto
modelovém systému.

Abychom zjistili, zda maji uvedend data odvozemaysiho modeltn vivo n¢jakou
relevaci pro metastazovani prsnich karcifotidskych pacientek, vyuzili jsme ign¢
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piistupnych databazi shromigicich data ziznych studii ¥novanych celogenomové
expresni analyze klinickych vzarkZ databazi Oncomine a GEO jsme vybiaii soubory
vzorka primarnich prsnich karcinaim nebo jejich metastaz a jejich expresnich dat
publikovanych &mito studiemi: Minn et al., 2005; Landemaine et 2008; Kao et al., 2011 a
Glick et al., 2012. Analyzou expresnich piofilenuMYB v klinickych vzorcich primarnich
prsnich naddr s tiznym tropismem metastaz (Minn et al., 2005) jsmistiltj Ze nadory
metastazujici do plic maji vyznakmizsi relativni mnozstvMYB mRNA nez nadory
metastazujici mimo plice (Obr. 28). Podéhiaké sekundarni nadory prsnich karciiom
v plicich vykazuji nizSi expresi gemlY B nez sekundarni nadory z jinych orgdjater, kosti,
mozku, Kize; Obr. 30). Tato data nazugi, Ze c-Myb ovliviuje sngrovani metastaz
karcinomi prsu také u onkologickych pacientek. Zda se, Zeok& hladina mMRNAVIYB

v primarnim nadoru determinuje r@inou metastatickou kolonizaci plic, ale umaje
infiltraci a sekundarnitst v jinych organech, coz koresponduje s vysled&giah pokus

s buikami 4T1 nadprodukujicimMyb mRNA v mySim modelu mamérnich tunioPokud
vime, funkce proteinu c-Myb jako faktoru determioiljo organotropismus prsnich natlor
dosud nebyla popséna.

Prestoze o vyznam proteinu c-Myb v prsnich karcindmse stale vedou spory, o
organo¥-specifické inhibici metastazovani usledku exprese genMYB v primarnim
nadoru se zatim neuvazovalo. Rozsahlé celogenonexpeesni studie zaifené na
identifikaci expresnich profil prsnich naddr preurujicich vznik metastdz iznych
organech poukéazaly na to, Ze nadoroviéklgysou na urovni genoveé exprese modelovany uz
v primarnim nadoru k naslednému preférému usidleni sekundarnich mist, a identifikovaly
n¢které genyidici organo¥ specifické metastazovani (Kang et al., 2003; Méhal., 2005;
Minn et al., 2007; Bos et al., 2009). NicrndégrenMYB mezi & zaazen nebyl, festoZe data
z klinickych vzorki, na nichz byly identifikované geny validovany, akg vyznamny pokles
expreseMYB v souvislosti s plicnim metastdzovanim (Minn et 2005; Obr. 28). Bvodem
je modelovy bu&iny systém, zaloZzeny na postupném obohacovanipnsigich karcinorin o
buiky s vysokou kapacitou metastdzovani do plic sélékcvivo, ktery byl pouZzit pro
identifikaci gerii vyznamnych pro metastazovani do plic a ktery nazyle vyznamné zény
v expresiMYB mRNA (Minn et al., 2005). &koli existuji publikace dokladajici, Ze c-Myb je
dulezity pro proliferaci buék prsnich karcinoriin vitro a rist nado#t mlééné zlazy v mysich
in vivo (Drabsch et al., 2007; Miao et al., 2011), bylareanenana také nadogosupresivni
funkce proteinu c-Myb v prsnich nadorech (Deisdnret a., 2010; Thorner et al., 2010).
Nadorow supresivni tinek genuMYB byl zjiS&n u ER+ nadar a jako mechanismus tohoto
acinku byla navrzena stabilizace proteinu p53 gembtictvim cilového proteinu Hep27
(Deisenroth et a., 2010; Thorner et al., 2010). ukdeuji naSe vysledky, i v ER- nadorech s
mutantni formou proteinu p53 tthe c-Myb nezavisle na Hep27 (Obr. 14) plnit funkci
nadoroveho supresorujfipadré organo¥ specifického supresoru metastdz. | mezi ER-
nadory prsu existuje variabilita v expresi gevit¥B a vysoka hladindYB mRNA koreluje
s dobrou progno6zou pro pacienty s ER- karcinomy,pkterécasto vykazuji mutantni formu
p53 (Thorner et al., 2010).

Vyznam genuMYB pro metastazovani prsnich natlarazngila az matematicka
analyza expresnich dat klinickych vzorlktera definovala skupinu nados vysokou expresi
MY B a minimalni pravé&podobnosti vyskytu vzdalenych metastaz (Nicolaai.ef011). NasSe
vysledky ukazuji na c-Myb-dependentni supresi jtlisrmetastaz nddiomléné zlazy. Tato
organo¥ specificka inhibice metastazovanibe byt zgisobenaiznou schopnosti adherovat
k endotelidlnim bikam, které maji stefnjako subendotelidlni matrix odliSné proteinové
slozeni v#éznych organech (Gassmann et al.,, 2010), nelm¢r dcinnou schopnosti
vstupovat do cilového organu, nebo pékng permisivnimi podminkami proéteni a fist
nadoroveho infiltratu viznych organech. Z&kolika divodi povaZzujeme za
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pravdépodobnou fi¢inu Myb-indukované suprese plicnich metastaz swizeschopnost
vstupu do plicniho parenchymu. (Lji Bxpresnim profilovani bwk U¢inné metastazujicich
do plic se ukazalo, Ze kbvou skupinu gein tvoii geny EREG MMP1, MMP2 a PTGS2
jejichz funkci je koordinovana remodelace vaskulatw primarnim tumoru a v mist
sekundarniho nadoru (v plicich) zdji§ extravazaci (Gupta et al., 20072) (Vzhledem

k tomu, Ze naprodukci proteinu c-Myb jsou zasazeryastazy v plicich a nikoli v kostech a
jatrech, domnivdme se, Ze odlisny charakter vaskyla plicich ve srovnéni s vaskulaturou
v jatrech a kostniigni prispiva alespi ¢ast&€né k pozorovanému efektu. Kapilary v plicich
se vyznauji souvislou vrstvou endotelidlnich bikn obklopenych kontinuath bazalni
membranou, na rozdil od ®ehych kapilar v jatrech a kostnfethi s diskontinualni bazalni
membranou (Pugsley, Tabrizchi, 2000; Padua et2@0D8). Bariéry pro gimik nadorovych
burgk cévni stnou jsou tedy odlisné viznych organech (Paku et al., 2000). Experimentalni
extravazace v jatrech a kostech je rychlejSi n&nptkani (Paku et al., 2000). Zatimco do
jater se Bhem 24 hod od injikace prsnich nadorovychdbudo cévniho systému extravazuje
56% burtk, do plic se dostane jen 22% nadorovychdkugMartin et al., 2010). Nadorove
buiky v plicich adheruji imo k endotelidlnim hikam, na rozdil od nadorovych hikn

v jatrech, kde je primérni adheze v cilovém migirostedkovana mezi nadorovouiikou a
ECM integriny (Enns et al., 2004; Gassmann et28l1,0). (3) Biiky MDA-MB-231MYBup
prochazeji pes vrstvu endotelialnich békin vitro pomaleji nez kontrolni biky. Z mirns
zhorSené schopnosti transendoteliani migracktd burk nicmér nemizeme usuzovat na
poruchu extravazace btkn4T1in vivo. Proto by byloiteba testovat schopnost migrace &un
ATIMYBup pres mysi endotel (n&pburééna linie MS1; Kim et al.,, 2011 vitro. Pro
inhibi¢ni &inek proteinu c-Myb na transendotelialni migracak$wdci i dalSi pozorovani.
Napiklad @i srovnani expresnich praiil nadorovych bwtnych linii schopnych
transendotelialni migrace (TEM+) a linii neschognyarochazet f&s endotel (TEM-) byl
zZjistén asi Sestinasobny pokles hladiviyy B mRNA v buikach TEM+ ve srovnani s bikami
TEM- (Bauer et al., 2007). K sniZeni exprese gehB dochazi také dhem selekce buik
prostatickych naddr schopnych &inné transmigraceips endotel, subpopulace klninie
PC3 aktivni v transendotelialni migraci ma adémYB mRNA neZ linie parentélni (Drake et
al., 2009, GEO fsstupovy kéd GSE14405). Williams et al. zkoumalipesni profily
monocyti po usgsSné transmigraci a profily monodyt které transmigracei@s endotel
nebyly schopny (Williams et al., 2009). Data ulcd@ewdatabazi GEO {fstupovy koéd
GSE14027) ukazuji, Ze monocyty neschopné transel@ai migrace exprimujiMYB
MRNA ve vySSi nie nez monocyty transmigrace schopné. Tato datagoogdighypotézu o
funkci proteinu c-Myb v negativni regulaci transetedialni migrace, a tedy extravazace
v cilovych mistech ssnymi vazbami mezi endotelidlnimi ikami a s kontinualni
subendotelialni bazalni membranou, jako jsou plice.

5.4.1 Ciloveé efektory Myb-Fizené inhibice plicnich metastaz

5.4.1.1Moesin
V buitkdch a nadorech 4T1IMYBup jsme zjistili snizenouregpgenuMsn a steji
jako v bukach MDA-MB-231MYBup sniZzenou expresi genimpla kodujiciho
intersticialni kolagenazu (Obr. 23). Gé&fsn kddujici moesin, protein rodiny ERM (ezrin,
radixin, moesin) zprogtdkovavajici interakce aktinového cytoskeletu a fr@movych
proteini, byl popsan jako cilovy gen proteinu c-Myb v heopatetickych biikach (Lang et
al., 2005), nicméhjako gen, jehoZz exprese je proteinem c-Nigena pozitivé. Na druhou
stranu MSN byl zaazen mezi geny, jejichz exprese d&té @ vypnuti genu MYB
v leukemickych biikach (Zuber et al., 2011, Sl). Protein c-Myb regrlexpresi svych
cilovych gei v zavislosti na buitném typu a jeho funkce podléha Bam-specifickym
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regul&nim mechanisiim (Ness, 2003), coz iwe vyswtlit rozdily v regulaci genuMsn
proteinem c-Myb viiznych bugénych kontextech. Jak ukazuji expresni profily géh8N
v databazich Oncomine a GEO, v Klinickych vzorckelncinomu prsu je fejma negativni
korelace mezi hladinoMYB a MSNmMRNA jak gimo v jednotlivych vzorcich (Obr. 27), tak
mezi jednotlivymi skupinami nadbr(Obr. 25, 26, 28 a 30), coZ podporuje nasSe poZwriov
Myb-indukované repres®isn v buitkach 4T1. Navic tyto Udaje indikuji potenciélni kan
moesinu jako efektoru Mykizeného organavspecifického metastazovani. Expréd8N je
vyznammé zvySena v primarnich nadorech prsu diseminujiciatplic (Obr. 28), stefhtak
v plicnich metastazach prsnich nadoe hladina MSN mRNA zvySena ve srovnani
s mimoplicnimi metastazami (Obr. 30). Moesin nguwiavdépodobré regulujecasny vyskyt
metastaz v plicich, neBgeho exprese v prsnich nadorech je vys&ich pacientek, u nichz
byly plicni metastazy diagnostikovany do dvou leétaperace primarniho nadoru (Obr. 29).
Moesin se &astni pipojeni kortikalnich aktinovych vlaken k cytoplaziché
membras, ovliviuje lokalni pevnost hiky a umozuje rychlou reorganizaci cytoskeletu
v reakci na vijSi signaly (Niggli, Rossy, 2008).®né signaly indukuji fosforylaci ERM
proteini a jejich konfrom&ni zmenu Ustici v modifikaci cytoskeletu, mimo jiné vedou
k formovani adhezivnich sppp membranovych protruzi nezbytnych pro dmou migraci
(Gautreau et al., 2002; Arpin et al., 2011). Mogsine zvySené ng exprimovan bazalnimi
karcinomy prsu se Spatnou prognézou (Charafe-dugtral., 2007) a dalSimi metastatickymi
nadory (Belbin et al., 2005; Cui et al., 2009).€ebi et al. dokazali, Ze moesin je nezbytny
pro kolonizaci plic biitkami melanomu (Estecha et al., 2009). KdyzZ injikbda ocasni Zily
mySi buiky bez exprese moesinu anliy kontrolni, 20 hod po injekcitstali v plicnim
parenchymu pouze hky exprimujici moesin. Zjistili, Ze moesin a kodlki aktin se
piesunuji z mista, kde se nadorovakaidotykd endotelu, na ofjeu stranu bitky. Moesin
takto zajifuje polarizaci bitky melanomu indukovanou interakci s endotelem, jeodutna
podminka dinné extravazace (Estecha et al., 2009). Vypnugirese MSN ale naopak
podporuje ,transwell* migraciéthto burk, aniz by ovlivnilo jejich adhezi k podkladu
(Estecha et al., 2009). Také v leukocytech se mde&siem bugéné polarizace fgdchézejici
transendotelialni migracifesunuje do distalriasti buiky a definuje tak poél hiky vzdaleny
od endotelu (del Pozo et al., 1998). Pokud je xdae leukocyt znemozgna, nejsou
schopny transmigracefgs endotelialni vrstvu (del Pozo et al., 1997)mi&né, Ze Myb-
indukovana represe moesinuiia blokovat procesy nutné pro polarizaciky po kontaktu
s endotelelem, a tedy ¢ianou transendotelialni migraci, a $asré stimulovat
chemotaktickou migraciéthto burk in vitro. Tomu nas¥dcuji expresni data ziskana
studiemi zamrfenymi na transendotelialni migraci (Drake et @002 Williams et al., 2009;
expresni data jsou uloZzena v databazi GEO pisiupovymi kody GSE14405 a GSE14027).
Drake et al. vytvili linii odvozenou z butk PC3, ktera je aktivni v transendotelialni
migraci. Zatimco tyto hiky na rozdil od bukk parentalnich maji ménMYB mRNA, jak
bylo zmirtno vySe, vykazuji naopak vysSi exprédSN (Drake et al.,, 2009). Podobn
populace monocyt schopnych transmigraceags endotel ma ménMYB mRNA, ale vice
MSN mRNA nez monocyty s poruSenou transmigfaschopnosti (Williams et al., 2009).
Muzeme shrnout, Ze moesinmiae byt jednim z efektérMyb-dependentniho organotropismu
metastaz prsnich nadoz divodu porusené endotelialni transmigrace/extravazace

5.4.1.2Intersticialni kolagenaza Mmp1la

V bunkach a nadorech 4T1MYBup jsme dale zaznamenali eBniz expresi
intersticialni kolagenazy Mmp1la, coz je funk homolog lidského genIMP1 (Obr. 23).
Ucast proteinu c-Myb v regulaci gefiMP1 jsme tedy prokazali v lidskych tkach MDA-
MB-231 i v mysi linii 4T1.Mmplakolagenaza podporuje invazivitu a metastazovadoma
plic a melanom (Foley et al., 2012). ZvySena exprddMP1 je spojena s poksdymi stadii
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lidskych nadait prsu a predikuje rychly rozvoj aréhi nadoru (van 't Veer et al., 2002; Poola
et al.,, 2005). Htomnost proteinu MMP1 v premalignich lézich (atkai duktalni
hyperplazie) prsu figdukuje rozvoj léze do invazivniho karcinomu (Poolaaét 2005). Z
expresniho profilovaniéthto hyperplazii vyplyva népmé angérnost mezi mRNAMMP1 a
MYB. V premalignich tkanich s vysokym rizikem progrekekarcinomu je expreselYB
MRNA nizké& (0,3krat niZzSi nez v nerizikovych preigiaich 1ézich), zatimco exprese mRNA
MMP1 je v rizikovych vzorcich 35krat vysSi (Poola et, 005, Sl). Pokud se specificky
inhibuje expres®MP1 v bunkdch MDA-MB-231, zhorSi seist €chto nddorovych buik in
vivo po implantaci do mignych Zlaz imunodeficientnich mysi (Wyatt et al.020 MMP1 je
klicovy protein v nadorech osteosarkomu zajji€i metastazovani do plic (Husmann et al.,
2013). Specificka geneticka inhibiédMP1 zt¢Zuje formovani metastaz v plicich a naopak
ektopicka expres®IMP1 v linii osteosarkomu HOS, ktera neni tumorigenmiraetastazujici

in vivo, umoziuje rast primarniho tumoru v kostech i jeho diseminacpto (Husmann et al.,
2013). Plice jsou iftom organ, ktery osteosarkomy (podébiako chondrosarkomy)
kolonizuji prednostl. Pres odliSnou biologii karcinotna sarkomi se zda, Zze MMPL1 se
funkéné zapojuje do metastatické infiltrace plic i v osakomech a chondrosarkomech
(Jawad et al., 2010).

U¢inek proteinu MMP1 natist primarniho nadoru sefipuzuje jednak degradaci
fibr6zniho stroma obklopujiciho nador, jednak u¥aln rastovych faktoi obsazenych
v ECM (Wyatt et al., 2005) a také spirit signalizace interakci s receptorem aktivovanym
proteazou 1 (PAR-1; ,protease-activated receptgr RAR-1 je exprimovany invazivnimi
prsnimi nadory, nikoli normalni prsni tkani a jetiatvan proteolytickym &penim
kolagendzou MMP1 (Uziely et al., 2011). Signalnatdr MMP1/PAR-1 vede k zvysSeni
migraéni schopnosti prsnich nadorovych Bkira gispiva nejen kirstu primarniho nadoru,
ale ovliviiuje i jeho metastazovani (Boire et al., 2005). bide MMP1 nebo PAR-1
zpisobuje apoptézu begk prsnich xenograit a brani vzniku experimentalnich metastaz
v plicich (Yang et al., 2009; Liu et al., 2012IMP1 je jednim z gein, které se vyrazn
exprimuji v prsnich nadorech prefete kolonizujicich plice (Minn et al., 2005).
Kombinované vypnuti expresdMP1 spolu s dalSimifemi geny MMP2, EREG PTGS2,
které byly @i expresnim profilovani buk metastazujicich do plic identifikovany, méa za
nasledek zpomalentstu prsnich xenogrdita inhibici vstupu prsnich nadorovych klrdo
plic (Gupta et al., 2007). MMP1 se podili jak nalpae ristu primarnich nadérprsu, tak na
jejich metastazovani do plic (Minn et al., 2007¢ingk MMP1 na plicni metastazovani se
prisuzuje schopnosti remodelovat cévninst a zajistit dinnou extravazaci (Gupta et al.,
2007). Domnivame se, Ze paai expresédimplavyvolané ektopickou expresi geMyb
v bunkach 4T1 nize byt @icinou zpomalenéhaistu tumofi 4TIMYBupin vivo a také jejich
neschopnosti zaklddat metastazy selektivmplicich kvili ztizené extravazaci, ifgemz
v metastazovani do kosti a jater nejsou omezeny.
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6 ZAVER

Vysledky této prace fispivaji k poznani funkce proteinu c-Myb v biologirsnich
karcinomi a nabizeji novy pohled na jeho rozporuplnétusgbeni jako
onkoproteinu/nadorového supresoru ¢ehto nadorech. NaSe vysledky poukazuji na
skute&nost, Ze funkce proteinu c-Myb je vitkach prsnich karcinoinurcovana podminkami
a kontextem mikropro&di, v #mz je sledovana.

Zjistili jsme, ze protein c-Myb stimuluje chemotekiou, ale ne chemokinetickou
motilitu burék prsniho karcinomu MDA-MB-231. Vysokad chemotakéaclktivita tchto
burgk ale neni podmima jen vysokou expresi geiYB NasSe vysledky ukazuji, Zze c-Myb
reguluje invazivitu buek prsnich naddr v zavislosti na sloZzeni matrix, kter&egstavuje
bariéru bus¢né migraci. Pokud je likam jako pekdzka pohybu ve sfru koncentréniho
gradientu chemoatraktanturepllozena vrstva Matrigelu, zajije protein c-Myb Ginnou
penetraci této bariéry. Pokud je vSak interstigiaimatrix modelovandn vitro vrstvou
kolagenu |, je invazivita buk na expresi genWYB nezavisla. Ginek proteinu c-Myb na
chemotaktickou migraci a invazivitu btk linie MDA-MB-231 in vitro je rekapitulovan
v linii 4T1, neni tedy bu&né ani druho¥ specificky.

Identifikovali jsme ®kolik geni (CDH11, MCAM, HTATIP2 1L18, MMP9, MMP1,
CTSD SNAI2, jejichz exprese je deregulovana wikéach MDA-MB-231 v disledku
piitomnosti exogenniho proteinu c-Myb. Mezi potenti&fektory proteinu c-Myb Yizeni
buré¢né migrace a invazivity jsme na zakdaflinkéniho testovani zZadili katepsin D
(kbdovany gener@TSD), matrixové metaloproteinazy 1/9 a signalni draNi.

Dokumentovali jsme novou funkci proteinu c-Mykigeni organotropismu metastaz
mamarnich karcinothin vivo. c-Myb zpomalujeist ortotopicky implantovanych nado4T1
v syngennim mySim modelu a zalwge jejich spontannimu metastazovani do plic, &yiz
ovlivioval formovani metastaz v kostech a jatrech. Jajkmotézu vyswtlujici selektivni
inhibici vzniku plicnich metastaizenou proteinem c-Myb jsme navrhli omezenou schepn
extravazace buk s exogenni expresfYB v plicnich kapilarach. Toto vystlieni podporuje
nami zjiséna skuténost, Ze biky MDA-MB-231MYBup maji poskozenou funkci
transendotelidlni migrada vitro.

V bunkach 4T1IMYBup jsme zaznamenali snizenou produkersticialni kolagenazy
Mmpla a ERM proteinu moesinu. Negativni korelacizimexpresiMYB a MMP1/MSN
MRNA jsme zjistili také v klinickych vzorcich prahi karcinond s vyuzitim databazi
Oncomine a GEO. Klinicka a expresni datachto databazi ukazala, Ze vysoka exprese genu
MYB v primarnim nadoru prsui@dznamenava nizkou praymbdobnost vzniku metastaz
v plicich. Naopak primarni nddory metastazujici plie, stejré jako sekundarni nadorova
loZiska v plicich, exprimuji ve vysoké i mMRNA MMP1YMSN Myb-tizena represe gén
Mmplaa Msn by mohla alespo ¢ast&né vyswtlit nddorow supresivni funkci proteinu c-
Myb a snérovani metastaz prsnich karcinbmmimo plice v mySich modeledn vivo. Je
mozné, Ze kontrola nad expresi ge&iMP1 a MSN zajiS€na proteinem c-Myb je relevantni
také pro prognézu a metastazovani prsnich karairmmkologickych pacientek.
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bur¢na linie z tumoru mkéné zlazy mysi kmene BALB/cfC3H
kyselina hydroxyeicosatetraenova, batekyseliny arachidonove
»,ARP10 actin-related protein 10*

»=angiopoetin-like 4*

propeptid katepsinu D/aktiai peptid

»activator protein 1%, transkripi faktor

»=adenomatosis polyposis coli“, nadorovy sgpre
»actin-related protein 2/3 homolog (yeast)
.mitogen-activated protein kinase kinaseadse 5“MAP3K5
gen kédujici ,,B-cell CLL/lymphoma 2, regulatapoptdzy
.bone marrow-derived cell

extrakt bazalni membrany, ,basement membeaxtect”

»bone marrow-derived endothelial progendels”

,CREB binding protein“, transkidpi koaktivator kédovany genem

CREBBP

~,chemokine (C-C motif) ligand 2*

gen kédujici cyklin Al

gen kodujici cyklin B1

gen kédujici cyklin E1

»cell surface glycoprotein MAC-1 subuniplad”, gen TGAM
povrchovy glykoprotein CD44, ,CD44 molec(liedian blood group)“
GTP-vazajici protein ,cell division cyclg*4

gen kédujici kadherin 11, OB-kadherin (,,ostesblzadherin®)
»cell invasion and migration®, 16-jikoveé destiky pro RTCA
serin-treonin kindza interagujici s Rho

,calcium-dependent chloride channel-1*

cytomegalovirus

gen kédujicia2 polypeptid kolagenu |

cyklooxygenaza 2

gen kédujici katepsin D (CD)

~,chemokine (C-X-C moaotif) ligand 1*

viz SDF-1

~,chemokine (C-X-C motif) receptor 4“, recepCXCL12/SDF-1
mysSi gen kédujici chemokinovy receptor 4 (C-XnGtif)

protein kédovany genelYB/Myb

¢len 2 SDR rodiny dehydrogenaz/reduktaz, koduje Hep2
,2diaphanous homolog 1 (Drosophila)®

fosfatazy dvoji specificity (,dual-specificiphosphatases”)
Lranscription factor 3 (E2A immunoglobulin emtter binding factors
E12/E47)"

.Endothelial Basal Medium*

extracelularni matrix

Engelbreth-Holm-Swara mySi sarkom

epidermalnitistovy faktor

~epithelial-to-mesenchymal transition*

estrogenovy receptor

epiregulin
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FGF
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GAPDH
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GATA3
GEO
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HER2
HGF
H-M3
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ICAM1
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MET
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MKK4
MKK7
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MMP1
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fibroblastovyirstovy faktor

fibronektin 1

»,RNA binding protein, fox-1 homolog (C. ekats) 2"
lidsky gen kddujici glyceraldehyd-3-fosfat dehygenazu
mySi gen kodujici glyceraldehyd-3-fosfat dehymazu
gen kodujici transkrimi faktor ,GATA binding protein 3*
».Gene Expression Omnibus”

hemaglutinin

ViZDHRS2

receptoru pro lidsky epidermalastovy faktor 2
hepatocytovytistovy faktor

varianta bu&né linie 4T1 stabil&é exprimujici exogennYB
transkrigni faktor homeobox A9

gen kodujici 70 kDa protein teplotniho Soku 5, athehock 70kDa

protein 5*

gen kédujici oxidoreduktazu TIP30
~.Human Umbilical Vein Endothelial Cells*
geny kodujici hyaluronidazu 1 a 2
mezibur¢na adhezivni molekula 1; CD54

mySi gen kédujici inhibitor diferenciace 1 (,inhdr of DNA binding

1)

interleukin 12

gen kédujici interleukin 18

gen kodujici CD61 (integrip3)

,C-Jun NH2-terminal kinase/stress-adgbprotein kinase*
protoonkogen g¢un, kdduje transkripni faktor c-Jun

,V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral ogeme homolog®,

kéduje tyrozin protein kinazu c-Kit

transkrigni faktory ,Kruppel-like factor 4/8*

gen kéduijici cytokeratin 16

,Leica Application Suite”

Luria Broth (médium)

gen kédujici ,,LIM domain only 2 (rhombotin-like*

.lysyl oxidase*”

,LOW density lipoprotein receptor-relatedi@in 1, CD91
sekvence kédujici luciferazu

gen kodujici CD146 (,melanoma cell adhesion mmalie)
buri¢na linie lidského karcinomu prsu

burg¢nd linie z pleuralni eflze lidského adenokarcingrau
.Meis homeobox 1“ transkrtipi faktor
»-mesenchymal-epithelial reverting transition*®

,P53 E3 ubiquitin protein ligase homolog (use)”
~,mitogen-activated protein kinase kinase MAP2K4
~,mitogen-activated protein kinase kinase MMAP2K7
~-mitogen-activated protein kinase kinasedse 9“;MAP3K9
varianty bur¢neé linie 4T1 stabilé exprimujici exogennilyb
matrixova metaloproteinaza

gen kédujici matrix metaloproteinazu 1 (interstici&olagenaza)
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MMTV
MMTV-NEU

MMTV-PyMT

MPRIP
MSN

Msn
MT1-MMP

Mtap2
MYADM
MYB
Myb

MYBup (M2, M5)

MYC

Myh9
N-WASP
p53
p300

PAI1

PAK

PAR-1

Pbx

PCNA
PDGF
PEST/EVES

PET

PKD
PIGF
PTGS2
PR

PU.1
Racl

Rdx
RhoA
ROCK1/2
RLU
RTCA
gRT-PCR
S100A8/9
SAA3
SA-B-gal

mysi gen kddujici matrix metalopeptidazu la (stieialni kolagenaza)
gen kodujici matrix metaloproteindzu 9 (92kDa kela@ga typu 1V)
»,mouse mammary tumor virus*

transgenni mysi, v nichZz je exprese onkogétilU pod kontrolou
promotoru viru MMTV (,mouse mammary tumor virus®)
transgenni mysi, v nichZ je exprese onkogEgMT (,polyoma middle
T antigen®) pod kontrolou promotoru viru MMTV (,mea mammary
tumor virus®)

»,myosin phosphatase Rho interacting protein”

lidsky gen kédujici moesin

mysSi gen kodujici moesin

~-membrane-type matrix metalloproteinase dfatrix metaloproteindza
14

Map2, ,microtubule-associated protein 2*

~-myeloid-associated differentiation marker*

lidsky gen, ,vmybavian myeloblastosis viral oncogene homolog*
mysSi gen, ,myeloblastosis oncogene*

varianty buiéné linie MDA-MB-231 stabild exprimujici exogenni
MYB
,vV-myc myelocytomatosis viral oncogene homologigay‘, kdduje
transkrigni faktor c-Myc

»,myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle®

adaptorovy protein ,Wiskott-Aldrich syndrorike*”

nadorovy supresor p53, kddovany gefiéth3

,E1A binding protein p300“, transkiipi koaktivator kddovany genem
EP300

~plasminogen activator inhibitor 1"

.P21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1*

protedzou aktivovany receptor 1; ,proteaskvated receptor 1*
transkripni faktor ,pre-B-cell leukemia homeobox 1*
gen kodujici ,proliferating cell nuclear antigen®

.platelet-derived growth factor*

proteinovy motiv obklopujici L1378 v C-koncové doménproteinu c-
Myb

polyethylentereftalat

protein kinaza D

~placental growth factor”, kddovany genB@F

gen kédujici prostaglandin endoperoxid syntagecyRlooxygenazu 2)
progesteronovy receptor

transkripni faktor kdbdovany gene@PI1

GTP-véazajici protein rodiny Rho

radixin

.ras homolog family member A“, GFP vazajicotein

kindzy Rho ,Rho-associated, coiled-coittaining protein kinase 1/2*
relativni aktivita luciferazy

.,Real-Time Cell Analyzer*

kvantitativni PCR v reélnéfase

,5100 calcium binding protein A8/A9", gehnulin A/B

sérovy amyloid A3

.Senescence-associafedalactosidase”
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SCF
SDF-1

SDS-PAGE
SF

Shh
SNAIY2
SPP1

Src

SVv40
TAK1
TAM
TEM
TESS
TGH3
TGFBI
Tks-5
Tubb4
uPA
uPAR
VCAM1
VEGF
VEGFR1/2
VLA-4
WASP
Wnt
ZEB1/2

~Stem cell factor”

.stromal cell-derived factor-1; chemokine X& motif) ligand 12
kédovany genentXCL12

»sodium dodecyl sulfate polyacrylamideadectrophoresis”

bez fidavku fetalniho bovinniho séra

»sonic hedgehog™

geny kodujici transkrimi faktory snail homolog 1 (Snail) a 2 (Slug)
gen kbdujici osteopontin (sekretovany fosfoprofgin

tyrozin kinaza c-Src, ,v-src sarcoma (Schmidpfn A-2) viral
oncogene homolog (avian)“

Simian virus 40

~-mitogen-activated protein kinase kinasedse 7*MAP3K7
»rumor-Associated Macrophage*

transendotelialni migrace

»rranscription Element Search Software*”

transformujiciistovy faktorp

gen kédujici transforming growth factor, betahiced, 68kDa*”
adaptorovy protein invadopodii/podoZopsH3 and PX domains 2A*
tubulip 4A

urokinaza, aktivator plazminogenu, kédovaagegmPLAU

receptor urokinazy, kddovany generAUR
»vascular cell adhesion molecule 1%, vaskuaiéadhezivni molekula 1
vaskularni endotelialnistovy faktor

receptory vaskularniho endotelialnitstavého faktoru 1 a 2
,very Late Antigen-4“; integrim4pl

adaptorovy protein ,Wiskott-Aldrich syndrome

signalni protein ,wingless-type MMTYV integi@t site family”
transkripni faktory ,,zinc finger E-box binding homeobox 1/2“
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