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Abstrakt

Kufeci chorioalantoidalni membrana (CAM) je jednim z nejéastéji vyuzivanych
in vivo modelovych systému pro studium angiogeneze a bunécné invazivity. V ramci této
prace byly na CAM testovany vybrané kufeci sarkomové linie zkoumané v nasi
laboratofi, u nichz doslo ke zmén¢ angiogennich vlastnosti a schopnosti tvofit metastazy.
Kromé CAM testu byl fenotyp téchto bunck charakterizovan pomoci n¢kolika dalSich
metod. Vytipovali jsme nékolik proteini, které by u zkoumanych bunék mohly ovlivnit
zménu jejich angiogennich a invazivnich vlastnosti, a vytvofili jsme stabilné
transfekované buné&éné linie, které jsme porovnavali s ptivodnimi buiikami. Prokazali
jsme, Ze geny kddujici proteiny ISL1, ARNT2, PROM1, HOXAL1 se v nasem
experimentalnim modelu podileji na aktivaci programti angiogeneze a bunécné

invazivity.

Klicova slova: kufeci chorioalantiodalni membrana, CAM test, angiogeneze, invazivita,
metastaza, ISL1, ARNT2, PROM1, HOXA11



Abstract

The chorioallantoic membrane (CAM) of chicken embryos belongs to the in vivo
model systems frequently used for the study of angiogenesis and cell invasiveness. Using
CAM assay we have tested selected chicken sarcoma cell lines characterized by different
angiogenic properties and different ability to form metastasis. In addition to CAM assay,
several other methods have been used to characterize the phenotype of these cell lines.
We have selected a few proteins which could significantly influence the angiogenic and
metastatic properties of investigated cell lines. We have established cell lines stably
overexpressing these genes and compared their phenotypes with parental cell lines.

We have shown that genes encoding ISL1, ARNT2, PROM1, HOXA11 proteins
participate, in our experimental model, in activation of programes controlling

angiogenesis and cell invasion.

Key words: chick chorioallantoic membrane, CAM assay, angiogenesis, invasiveness,
metastasis, ISL1, ARNT2, PROM1, HOXA11
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AHR Aryl hydrocarbon receptor

ANG-1 Angiopoietin-1

ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
ARNT2 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator2
bHLH basic helix-loop-helix

pb pary bazi (base pairs)

CA9 Carbonic anhydrase 9

CAM chorioalantoidalni membréna

DEPC diethylpyrokarbonat

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
env retrovirovy gen pro obalové glykoproteiny

EPO Erythropoietin

FGF Hibroblast growth factor

FIk-1 Fetal liver kinase 1

Flt-1 Fms-like tyrosine kinase 1

FN1 Fibronektin-1

gag gen kddujici strukturni bilkoviny retroviru

GFP zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)
HGF Hepatocyte growth factor

HIF-1 Hypoxia-inducible factor-1

HOXA11 HomeoboxA1l

HRE hypoxic-response element

IL-1B Interleukin-1p

ISL1 Isletl

kDa kilodalton

LacZ gen pro [3-galaktosidasu

LOXL1 Lysyl oxidase-like-1

LTR dlouhd terminalni repetice (long terminal repeat)
MMP-2 Matrix metaloproteinase-2

NRP1 Neuropilin-1

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)



PCR
PDGF

pol
PROM1
RSPO3
sqRT PCR

TGF-p2
VEGF
VEGFR-1
VEGFR-2
VSV

polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Platelet-derived growth factor

gen kodujici retrovirové enzymy (reverzni transkriptazu, integrazu)
Promininl

R-spondin 3

semikvantitativni RT PCR (semiquantitative reverse transcription
polymerase chain reaction)

Transforming growth factor-p2

Vascular endothelial growth factor

VEGF receptor-1

VEGF receptor-2

vesicular stomatitis virus



2. UVOD

Vznik nadorovych metastéz je velice komplexni proces, ktery zahrnuje mnoho
krokt a klade vysoké naroky na ptizpusobivost a invazivni schopnosti rakovinnych
bunék. Nejcastéjsi zptisob Siteni metastazujicich nadorovych bunék po téle je cestou pres
krevni fecisté. Pouze buniky schopné migrace mohou opustit primarni nadorové lozisko a
prostupovat skrze extracelularni matrix az ke sténé cévy, skrze niz se dostanou do
cévniho fecisté (intravasace). Cévni feCisté umozni nadorovym bunikdm doputovat do
mist vzalenych od primarniho nadoru. Dfive, nez budou moci dat vzniknout dal§imu
nadorovému lozisku, musi se buiiky pfichytit ke stén¢ cévy pobliz mista budouci
metastazy a prostoupit skrze ni (extravasace). Odtud dale migruji opét pies extracelularni
matrix az do mista, kde mohou zalozit dalSi nadorové loZisko. Samotné invazivni
vlastnosti nejsou pro tvorbu metastaz dostacujici, buiikky musi dokézat prezit a
pfizplsobit se Casto ne pfili§ pfiznivému hostitelskému prostfedi. Na druhou stranu
nadorové bunky Casto pfizptsobuji okoli svym aktualnim potiebam. Jednim z hlavnich
limitujicich faktorti pro nadory je vaskularizace, nebot’ diky cévam jsou bunky zasobeny
kyslikem a zivinami a bylo prokézéano, ze bez dostatecného cévniho zdsobeni mohou
nadory dosahovat velikosti maximalné n¢kolika milimetrti (Folkman, 1971). Navic, jsou-
li v tésné blizkosti primarniho loziska cévy, je velmi usnadnén jeden z prvnich krokt
metastatického procesu - vstup invazivnich bunék do cévniho fecisté. Pro nadorové
bunky je tedy velmi vyhodné zvySeni hustoty cévniho zasobeni v jejich nejbliz§im okoli.
V pribéhu nadorového rlistu Casto vznikaji hypoxické oblasti, do nichz je potieba piivést
noveé cévy. Prave hypoxie je jednim z hlavnich iniciatori angiogeneze, tedy vytvareni
novych cév odvétvovanim z cév jiz piitomnych (Folkman, 1992). Neni vyjimkou, Ze u
pokrocilej¢ich agresivnich stadii rakoviny je v buiikach zvySena exprese mnoha gent
souvisejicich prave s hypoxii a angiogenezi. Tyto buiiky potom vyvolavaji angiogenni
reakci za jakychkoliv podminek nezavisle na okolnim prostredi, coz zpétné podporuje
jejich proliferaci. Patologicky vytvofené cévy navic mivaji ¢asto abnormalni stavbu a
jsou déravé(Algire and Chalkley, 1945), coz jesté vice usnadiiuje proces intravasace.

Jednim z cilu této prace bylo zavedeni a optimalizace in vivo testu pro studium
angiogeneze a invazivnich vlastnosti bunék, ktery by mohl byt bézné pouzivan
vV podminkéch nasi laboratote. Jako model pro testovani téchto procest jsem vyuzila
kuteci chorioalantoidalni membranu (CAM), ktera je jiz dlouho Gspé$né vyuzivana pro

studium invazivnich a angiogennich vlastnosti nejriiznéjSich typii buné€k ¢i jejich
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produkti. CAM obsahuje bohatou cévni pleten, jeji tlouStka dosahuje maximalné 100
um a manipulace s ni neni pfili§ naro¢na, coz z ni ¢ini velmi vhodny modelovy systém
pro studium angiogeneze a bunécné invazivity. Diky tomu, Ze imunitni systém kufeciho
embrya zustava dlouhou dobu jen minimélné vyvinuty, je mozné na CAM testovat buiiky
jinych zivocisnych druhti. CAM je jiz uspésSné vyuzivana i pro testovani angiogennich a
invazivnich vlastnosti lidskych nddorovych bunék.

V ramci této prace jsem se zabyvala studiem vybranych kufecich sarkomovych
bunéénych linii, u nichz doslo ke zméné pravé angiogennich a invazivnich vlastnosti.
Aby byla charakterizace bun¢k zvolenych ke zkoumani co nejpresnéjsi a
nejkomplexnéjsi, kromé testovani na CAM jsem sledovala jejich adhezivitu k riznym
povrchiim a zjiStovala rozdily v hladiné mRNA pro nékteré klicové proteiny, jejichz

zména by mohla ovlivnit celkovy fenotyp a schopnost vytvaret metastazy.
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3. STUCNE SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

3.1 Vyznam angiogeneze a hypoxie pro rist nadori a proces metastazovani

3.1.1 Hypoxie

Hypoxie je zplsobena nedotate¢nym zasobenim tkani kyslikem. Koncentrace
kysliku se v zivych organismech pohybuje od 21% po 1% (v reting) (Taylor, 2008). Ve
vetsing tkédni je hypoxicka odpovéd’ spusténa, pokud koncentrace kysliku klesne pod 6%,
coz odpovida koncentraci kysliku v Zilach (Simon and Keith, 2008). Odpovéd’ na
chronickou hypoxii zahrnuje zmény v genové expresi. Adaptace na chronickou hypoxii
muze probihat dvéma zplsoby: snizenim spotieby kysliku pfepnutim na anaerobni
metabolismus, coZ vede k poklesu vyuZivani energie (omezeni proliferace apod.), nebo
zvySenim dodavky kysliku k bunikam diky zvyseni erythropoeze a tvorbé novych cév
(Mole and Ratcliffe, 2008).

Transkrip¢ni faktor HIF-1, ktery spousti hypoxickou odpovéd’, byl objeven
v souvislosti s aktivaci transkripce erytropoetinu (EPO) (Semenza et al., 1991). Pozdé&ji
bylo zjisténo, ze vétsina bun€k je schopna reagovat na snizenou koncentraci kysliku
transkripci gent souvisejicich s hypoxickou odpovédi (Maxwell et al., 1993).

Bunééna odpoveéd’ na hypoxii je komplexni proces, pii némz proteinové
komplexy HIF reguluji transkripci fady gent. Transkripéni faktory HIF jsou
heterodimery tvotrené HIF-1a a HIF-1B podjednotkou, které obé patii do rodiny DNA
vazebnych proteint s konzervovanymi motivy bHLH (basic helix-loop-helix) a PAS
(PER-ARNT-SIM) (Wang et al., 1995). HIF-1p je také zndm pod ndzvem ARNT (aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator).

Heterodimer HIF se vaze na DNA sekvence ozna¢ované jako HREs (hypoxic-
response elements), coZ jsou vazebné motivy v oblastech promotort ¢i enhancert
cilovych gent (Semenza and Wang, 1992). HIF-1a podjednotka je regulovana na urovni
transkripce, translace, ale primarné€ zejména na rovni stabilizce proteinu, nebot’ HIF-1a
je za normoxickych podminek proteazomalné degradovan (Wang et al., 1995).
Stabilizace HIF-1a pii hypoxii mtze byt regulovana také proteiny elektron transportniho
fetézce mitochondrii (Chandel et al., 1998). Stabilizovany HIF-1a rychle translokuje do
jadra, kde interaguje se svym vazebnym partnerem ARNT, ktery je konstitutivné

syntetizovan a sam o sob¢ neni citlivy na koncentraci kysliku. Po navazani heterodimeru
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HIF-1 na HRE sekvenci DNA interaguje koaktivator CBP/p300 s C-TAD doménou
podjednotky HIF-1a a dochézi k aktivaci transkripce cilovych gend (Semenza, 2003).

3.1.2 Angiogeneze

Angiogeneze (vyrastani novych cév z jiz existujicich cév) zajist'uje zvyseni
cévniho zasobeni a tim i1 dostate¢né zdsobeni kylikem a Zivinami do tkani, kde je potieba.
Na procesu angiogeneze se vyznamné podili hypoxie, nebot’ HIF komplex piimo
reguluje transkripci fady faktorii nezbytnych pro stimulaci migrace cévnich bunék,
zejména VEGF (vascular endothelial growth factor) (Forsythe et al., 1996). DalSi faktory,
jako naprtiklad FGF (fibroblast growth factor) ¢i ANG-1 (angiopoietin-1) jsou pii hypoxii
ziejme také ptimo regulovany HIF, pfestoze u nich nebyly zjistény HRE sekvence (Kelly
et al., 2003).

Angiogeneze je nezbytna pro normalni pribéh vyvoje a v dospélych organismech
je aktivovana naptiklad pfi hojeni ran ¢i zanétlivych reakcich (Fong, 2008; Frantz et al.,
2005). Za hypoxickych podminek je angiogneze v prvni fadé aktivovana skrze VEGF,
jehoz transkripci spousti HIF. VEGF je regulovan take na urovni stabilizace mRNA
(Levy et al., 1998). Hypoxicka ¢ast tkan¢ vytvari gradient signalizace VEGF, jenz
pomoci interakce ligand-receptor atrahuje okolni endotelialni buiiky. VEGF ma nékolik
izoforem, které interaguji s riznymi receptory. Naptiklad pro-angiogenni VEGFA
interaguje se dvéma receptorovymi tyrosinovymi kindzami VEGFR-1 (téZ Flt-1) a
VEGFR-2 (téz Flk-1) (Gerber et al., 1997). VEGF puisobi také jako chemoatraktant, kdyz
indukuje proliferaci endotelidlnich bunék a jejich formovani do trubicovitych ttvari, coz
vede k rastu novych cév smérem k hypoxické tkani (Ferrara et al., 2003).

Kromé VEGF aktivuje HIF transkripci dalSich pro- angiogennich genti jako je
napiiklad angiopoietin-1, angiopoietin-2, matrixové metaloproteindzy 2 a 9 nebo
PDGF-p (Rankin and Giaccia, 2008).

3.1.2 Piasobeni hypoxie na nadorové buiiky

Maligni nadory velmi ¢asto obsahuji hypoxické nebo anoxické oblasti, nebot’
zéasobeni kyslikem neni dostate¢né pro pokryti nadmérné spotieby kysliku vysoce
metabolicky aktivnich nadorovych bunék (Folkman, 1971). Za takovychto obtiZznych
podminek pieziji pouze bunky, které projdou mnoha adptacemi na hypoxii, ¢imz dochazi
K pozitivni selekci zvySené agresivnich malignich bunék, které jsou schopné rychlé

adaptace na ménici se prostiedi (Folkman, 1992; Liao et al., 2007). Zmény v bunécné
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expresi u téchto bunék zabezpecu;ji proliferaci a vedou ke zvySeni vaskularizace v jejich
okoli, coz vede ke zvétsovani nadoru (Semenza). V dusledku mnoha mutaci probiha
hypoxicka regulace Casto i za normalni koncentrace kysliku (Baldewijns et al.). Za
hypoxickych podminek mohou nadorové buiikky neomezen¢ proliferovat nezavisle na
klasicke regulaci, nebot’ hypoxie vede k transkripci fady rastovych faktora jako je
naptiklad TGF-B nebo PDGF (Harris, 2002).

Zvysena hladina proteinu HIF-10. v nddorové tkani koreluje s horsi prognozou a
agresivitou malignich nadort. HIF-1a miize byt u nadorovych bunék stabilizovan jak
klasickou regulaci pii hypoxii tak diky mutacim v regula¢nich proteinech (Liao et al.,

2007).

3.1.3 Vyznam angiogeneze a hypoxie v procesu metastazovani

Tvorba metastaz je slozity postupny proces, pii némz ma nezastupitelnou roli i
hypoxicka regulace. Transkripcni faktor HIF je klicovym regulatorem v procesech
angiogeneze a invazivity, které jsou potieba pro Gspé$né vytvoieni metastdzy. Nové cévy
pronikaji do hypoxické tkané a faktory, jako je napfiklad matrixova metaloproteindza-2
(MMP-2), sekretované hypoxickymi butikami pomahaji remodelovat extracelularni
matrix v mistech, kam migruji endotelialni nebo nadorové bunky. Hypoxie zvySuje
motilitu bun¢k také tim, Ze vede K parakrinni sekreci faktord, jako je naptiklad TGF-a
(Finger and Giaccia).

Siteni nadorovych bunék do vzdalenych mist vyrazné napomaha angiogeneze,
nebot’ nové rychle vznikajici cévy uvniti naddort, které maji zajistit jeho rist a zasobeni
kyslikem a Zivinami, maji abnormalni stavbu: jsou klikaté, neorganizované, déravé a ne
uplné vyvinuté. Endotelialni bunky takovychto cév nejsou tak tésné uspoiadané, jak byva
obvyklé, a vzniklé mezery poskytuji agresivnim nddorovym bunikdm vhodnou pfilezitost
pro intravazaci do cévniho fecisté. Takovéto uspotradani cév je zplisobeno tim, Ze
hypoxické nadorové bunky kontinualné sekretuji faktory vyvolavajici angiogenezi
(VEGF apod.), na coz cévy reaguji neustalym rastem a nemaji Sanci se poradné
zformovat (Chung et al.). Naptiklad pericyty, které obklopuji nové cévy a maji jim byt
oporou, disociuji pokud cévy piijimaji rastové signaly (Morikawa et al., 2002). Navic
déravé, nedovyvinuté cévy nedokazou zabezpecit dostatecny piijem kysliku ¢imz
hypoxicky stav a s nim souvisejici signalizace tak dale pretrvava (Bristow and Hill,

2008).
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3.2 Kureci chorioalantoidalni membrana jako modelovy systém pro studium

angiogeneze a invazivniho chovani bunék

3.2.1 Vznik a funkce chorioalantoidalni membrany

Kufeci embryonalni vyvoj trva 21 dni. V oplozeném ptaim vejci se postupné
b&hem vyvoje objevuji Ctyfi extraembryonalni membrany: zloutkovy vak, amnion,
chorion a alantois.

Po pfiblizné€ 3 dnech inkubace vzniké alantois vychlipenim z ventralni stény
stfeva a jiz v této dob¢ se v ni zac¢inaji objevovat prvni cévy. Béhem ¢tvrtého dne
vystupuje alantois z t¢la embrya do extraembryonalniho coelomu. Proximalni ¢ast
alantois lezi paralelné a kaudalné vzhledem ke Zloutkovému vaku, zatimco distalni ¢ast
vyriista pfimo u embrya. Uzké proximalni ¢ast je oznadovana jako alantoidalni stopka,
zatimco distalni ¢ast je tzv. alantoidalni vak. Akumulace tekutiny postupné roztahuje
alantois. Od ¢tvrtého do desatého dne vyvoje se alantoidalni vak velmi rychle zvétsuje.
Béhem tohoto procesu splyva mesodermalni vrstva alantois s pfiléhajici mesodermalni
vrstvou chorionu a dava vzniknout chorioalantoidalni membrané (CAM) (obr. 1). Vznika
tak vlastné dvojvrstva mesodermu, jejiz choriovou ¢asti je somaticky mesoderm a

alantoidalni ¢asti je splanchnicky mesoderm (Romanoff, 1960).

Alantois

Chorion

Bilek Zloutkovy vak

Obr.1: Oplozené slepici vejce 5. den embryonalniho vyvoje. Casteénym splyvanim

chorionu a alantois za¢ina vznikat chorioalantoidalni membrana.

CAM je velmi tenkd struktura a jen zfidka ptesdhne tloustku 100 pm.
Z histologického hlediska je CAM tvofena tfemi hlavnimi vrstvami, ektodermem, ktery
je na strané priléhajici ke skofapce, bohaté cévné zasobenym mesodermem a

endodermem lezicim smérem k alantoidalni dutiné (Obr.2).
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Obr.2: Rez kufeci chorioalantoiddlni membranou. Na snimku jsou patrné tfi hlavni vrstvy
CAM, na svrchni strané je ektoderm, prostfedni je mesoderm s bohatym cévnim

systémem a na spodni stran¢ se nachazi endoderm. Zvétseno 12,5x.

V dvojvrstvé CAM se postupné vyviji velmi bohaté cévni sit’, ktera je spojena
s embryonalnim ob&hovym systémem pftes alantoidalni tepny a zily. Krevni cévy jsou
zpocatku tvoreny jedinou vrstvou endotelidlnich bun€k a postradaji bazéalni laminu.
Od 5. dne zacinaji byt endotelialni burniky tlustsi, maji n€kolik plasmalematickych vacka
a obsahuji velké vakuoly (Rizzo et al., 1995). Osmy den jsou pod choriovym epiteliem
CAM patrné malé tenkosténné kapilary o priméru 10 az 15 pum a cévni sit’ ma jiz
stanoveno své zakladni usporadani. Stény cév si zachovavaji jednoduchou strukturu,
obsahuji endotelialni bunky, nékolik plochych mesenchymalnich bun¢k, které¢ jsou
ptilozené blizko k endotelidlnim bunikdm, a bazalni laminu. Do 10. dne embryonalniho
vyvoje vznika nejvice novych cév, pticemz endotelialni buitky v CAM vykazuji vysoky
mitoticky index okolo 23%. B&hem 11. dne vyvoje proliferace endotelidlnich bunék
prudce zpomaluje a mitoticky index klesa na 2% a zlistava takto nizky az do okamziku
vylihnuti kufete. Mezodermalni cévy jsou jiz zietelné rozliSitelné na arterioly a venuly.
Kromé¢ endotelia obsahuji stény arteriol (pramér 10 az 85 pm) také jednu ¢i dve vrstvy
mesenchymalnich buné¢k a jsou obklopeny vét§im mnozstvim pojivové tkan€. Venuly
(pramér 10 az 115 pum) jsou obklopeny nekompletni vrstvou mesenchymalnich bunék a
uvnitf jejich stén je také nahromadéna pojivova tkan. V mesenchymalnich buiikéach se
objevuji a rychle pfibyvaji mikrofilamenta. Z téchto bun¢k se pozdé&ji vyvinou bunky
hladké svaloviny, ve sténach arteriol v CAM se také vyvine zictelna adventicie

obsahujici bunky podobné fibroblastim (Ausprunk et al., 1974).
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Osmnactého dne cévni systém dosahuje svého definitivniho uspotfadani, které si
zachovava az do vylihnuti kufete. V bunkach hladké svaloviny pfibyvaji mikrofilamenta
a ¢asto se u nich objevuje schopnost kontrakce. Basalni lamina endotelidlnich bun¢k,
pericytd a bunék hladké svaloviny se stava souvislou (Ausprunk et al., 1974).

Cévni systétmy CAM a kuteciho embrya jsou propojeny alantoidalni (umbilikalni)
arterii a Zilou. Alantoidalni arterie vystupuje z embryonalni abdominalni stény a prochazi
podél alantoidalniho stvolu az k vnitini sténé alantoidalniho vaku, kde se rozd€luje ve
dvé silné primarni chorioalantoidalni arterie, z nichz jedna bézi cefalicky a druha
kaudaln¢ k okrajim vaku. Krev je z CAM zpétné€ odvadéna jedinou chorioalantoidalni
Zilou, jez probiha vnitini sténou a prochazi ptes CAM pobliz sero-amniového spojeni
(Fuchs and Lindenbaum, 1988).

Kromé cévniho systému se také v pribéhu vyvoje méni sloZeni extracelularni
matrix v CAM, a to zejména exprese fibronektinu, lamininu, kolagenu typu IV a
distribuce specifickych glykosaminoglykani, coz vyznamné ovliviiuje procesy
angiogeneze, které se odehravaji v prostoru mezi choriovym epiteliem a mesodermalnimi
krevnimi cevami (Ausprunk, 1986).

Hlavnimi funkcemi CAM jsou zprostiedkovani vymény plyni mezi embryem a
vné&jSim prostiedim, transport Zivin, iontll, transport vapniku ze skotapky pro
mineralizaci kosti a exkrece (Johnston and Comar, 1955; Maksimov et al., 2006;
Moriarty and Terepka, 1969; Tuan, 1984; Wagner-Amos and Seymour, 2002).

3.2.2 CAM test

Kufteci chorioalantoidalni membrana je jednim z nejcastéji vyuzivanych in vivo
modelovych systému pro studium angiogennich a anti-angiogennich vlastnosti raznych
typt bunek ¢i jejich produktt a také pro zkoumani matastatickych procesii a invasivity
nadorovych bungk.

CAM byla poprvé vyuzita jako modelovy systém pro implantaci nddorovych
vzorku iz téméf pied 100 lety (Murphy, 1913). Od té doby nasla dalsi uplatnéni pii
studiu mnoha angiogennich a anti-angiogennich faktori, jako se napiiklad VEGF ¢i
PDGF (Wilting et al., 1992). Hypoxie, ktera je jednim z nejvyznamnéjsich regulatort
angiogeneze a je zdrojem mnoha angiogennich faktort, byla také jiz testovana na CAM
(Dusseau and Hutchins, 1988).

Lymfoidni systém kufecich embryi ziistava az do pozdnich stadii vyvoje velmi

malo vyvinuty, diky ¢emuz je embryo piirozen¢ imunodeficientni (Leene et al., 1973) a
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na CAM lze implantovat obrovskou skalu inzertti bez druhové specifickych omezeni.
CAM je velmi pfiznivym prostiedim pro rtust xenogennich nadorovych bun¢k (Murphy,
1913) a je proto Casto vyuzivana i pro pozorovani nadorovych bunék od lidskych
pacientli. Na CAM byly testovany buiiky riznych typli nddorti véetné melanomu
(Auerbach et al., 1976), glioblastomu (Klagsbrun et al., 1976), lymfomu (Ribatti et al.,
1990) a mnoho dalSich.

Angiogeneze je klicovou podminkou pro rist nddort i pro tvorbu metastaz
(Gasparini, 1994). Knighton a kol. jako prvni testovali na CAM angiogenezi vyvolanou
implantaci nadorového vzorku (Knighton et al., 1977). Bohaté prokrveni CAM umoziuje
vznik nadort po implantaci bunék jiz béhem nékolika dni. Bohata cévni sit’ usnadiiuje
agresivnim nadorovym buiikédm, které opustily primarni nador, vstup do cévniho feciste,
jimz bunky migruji do riiznych vzdalenéjSich mist na CAM i do orgdnti embrya, kde
mohou vytvorit mikro-metastaticka loziska. CAM test tedy umoziuje studovat
komplexni proces metastazovani béhem velmi kratké doby (Deryugina and Quigley,
2008).

Pro umisténi zkoumaného vzorku na CAM byly testovany riizné materialy jako
inertni syntetické polymery Elvax 40 (etylen-vinyl acetatovy kopolymer) ¢i hydron
(poly-2-hydroxyetyl-metylakrylatovy polymer, Hydrmed Sciences) (Langer and
Folkman, 1976), dale naptiklad kolagenovy gel (Nguyen et al., 1994). Jako nosice pro
umisténi vzorku se osvédcCily Zelatinové houbicky, které jsou imunitnim systémem velmi
dobfe tolerovany a jsou snadno zpracovatelné pii histologické analyze a zkoumani
novych cév vrastajicich dovnitf. Dalsi vyhodou uZiti Zelatinové houbicky je jeji vysoka
ptilnavost k povrchu CAM. Také dobte absorbuje vzorek, ktery uz z houbicky dale
neunikd, ale zaroven umoznuje nadorovym i jinym bunkam snadné vycestovani z
implantatu (Ribatti et al., 1997).

Velmi Casto je vyuzivana moznost znac¢eni studovanych bunék (transfekce GFP,
B-galaktosidazou apod.), diky ¢emuz jsou buiiky snadno rozpoznatelné. Znacené bunky
mohou byt dale detekovany na CAM i v organech embrya pomoci

imunohistochemickych barveni ezt (Deryugina and Quigley, 2008; Ribatti et al., 1997).
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3.2.2.1 Makroskopicke vyhodnocovani angiogeneze pomoci semikvantitativnich metod

Pro kvantitativni ¢i semikvantitativni vyhodnoceni vasoproliferativni reakce po
vloZeni inzertu bylo vytvoieno nékolik metod.

Jedna z nich je zaloZena na hodnoceni zmén distribuce a hustoty cév za uréitou
dobu po umisténi vzorku. Bodove hodnoceni 0 znamena, Ze nedoslo k Zadné viditelné
zméng, skore +1 odpovida situaci, kdy se smérem k implantétu objevilo nékolik novych
cév a skore +2 znamena vyrazné zvyseni ¢etnosti a hustoty novych cév smétujicich
k inzertu (Knighton et al., 1977).

Dalsi metoda vyuziva fotografickych rekonstrukci CAM, pti¢emz jsou spocitany
vSechny nové cévy sméfujici k inzertu v okoli vzdaleném do 1 mm. Cévy, které se
dichotomicky vétvi vné tohoto okoli jsou pocitany jako 2, cévy vétvici se uvniti 1 mm
okoli inzertu jsou pocitany jako 1 (Dusseau et al., 1986).

Jind metoda je zaloZena na pozorovani CAM pod lupou a hodnoceni uspofadani a
hustoty novych cév v okoli implantatu bodovou Skalou od 0 do 5. Skére 0 znamena
z4ddnou zménu cévni sit€ v okoli vzorku, +1 znaci malé zvySeni poctu cév vedoucich
k implantatu, +2, +3, +4 a +5 potom znamenaji postupné zvySovani poétu cév a zménu

sméru jejich rastu k implantatu (Folkman and Cotran, 1976).

3.2.2.2 Mikroskopické vyhodnocovani angiogeneze pomoci kvantitativnich metod
izolaci a fixaci vlastni CAM s implantatem. Pocet cév je potom uréovan pti
mikroskopovani ze 6 ndhodné€ zvolenych poli

z plochy rozdé€lené na 12 x 12 ¢tvercii a vysledné pokryti cévami je vyjadieno

v procentech plochy zabrané cévami vzhledem k celkoveé ploSe (Elias and Hyde, 1983).

3.2.2.3 Vyhody a limitace CAM testu

CAM je jednim z nejvyuzivangjSich systému pro studium angiogeneze zejména
diky snadnému provedeni, nizkym finan¢nim nakladim, reproducibilité a Sirokym
moznostem vybéru vzorkl ke zkoumani. Dalsi klasické testy pro studium angiogeneze in
vivo zahrnuji modelové systémy jako jsou kiec¢i licni torby, krali¢i usi, dorsalni ¢ast
kaze nebo rohovka hlodavcu (Ribatti and Vacca, 1999) ¢i embrya ryb druhu Danio rerio

(Serbedzia et al., 2000). Vétsina téchto modell je omezena na studium pouze druhové
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specifickych vzorki a ¢asto vyzaduje slozitou manipulaci, coz muze dale vést k vySSim
finan¢nim nakladiim na provedeni testu (Ribatti and Vacca, 1999).

Hlavni limitaci CAM testu je pfipadné nespecificka zanétliva reakce, kterd by se
mohla objevit po vloZeni implantatu a zpisobit sekundarni angiogenni odpoveéd, pii¢emz
zdrojem angiogennich faktori mohou byt makrofagy ¢i jiné leukocyty. Lymfoidni buiiky
pochazejici ze Zloutkového vaku a sleziny se obvykle objevuji v brzliku az 8. den
embryonélniho vyvoje a ve Fabriciové burze teprve 11. den embryondlniho vyvoje
(Leene et al., 1973). Moznost vzniku nespecifické zanétlivé reakce lze tedy vyznamné
eliminovat vloZzenim implantatu v ¢asném stadiu embryogeneze, kdy je jesté velmi malo
vyvinuty imunitni systém, obvykle je vkladan 8. dne embryonélniho vyvoje (Leene et al.,
1973).

Byla provedena fada testovani riznych materiala pouzivanych pro aplikaci
vzorku veetné Zelatinovych a viskdzovych houbicek, filtracniho papiru, agardzy a dale
také casti vejce jako naptiklad skofapkovou mebranu, koagulovany Zloutek ¢i
koagulovany bilek (Jakob et al., 1978).

JelikoZ je CAM rostouci a vyvijejici se Ziva struktura, jako takova se stava
predmétem vlivu riznych faktora z okoli, véetné zmén pH nebo koncentrace kysliku,
které mohou samy o sob¢ zpusobit angiogenni reakci (Spanel-Burowski et al., 1998).
Aby se takovymto zménam co nejvice zamezilo a vysledky pokusi byly vzajemné
porovnatelné, jsou vejce inkubovana za optimalnich a konstantnich podminek (37°C,
60% vlhkost) (Ribatti et al., 2006).

3.3 Proteiny vybrané ke zkoumani
Pfi studiu angiogennich a invazivnich vlastnosti zkoumanych bun¢k jsme se
z divodt uvedenych v kapitole 5.1.4 zaméfili na nasledujici Ctyfi proteiny: ARNT?2,

ISL1, PROM1 a HOXA11.

3.3.1 ARNT?2

Dimericky transkrip¢ni faktor HIF1 aktivuje pti hypoxickém stresu transkripci fady
gend. Aktivni HIF1 komplex je dimer tvofeny proteiny HIF-1a a HIF-1p. HIF-1p byva ¢asto
oznacovan jako ARNT (aryl hydroccarbon nuclear translocator) (Hoffman et al., 1991).
ARNT je rovnéz znam jako dimeriza¢ni partner proteinu AHR (aryl hydrocarbon receptor)
(Sogawa et al., 1995).
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ARNT?2 je priblizn¢ 80 kDa velky protein, stejné jako HIF-1 oo a ARNT 1 patii
do rodiny proteinti obsahujici dva konzervované motivy: basicky helix-loop-helix (bHLH) a
PAS motiv (Per-ARNT-Sim) v N-terminalni oblasti. Oba motivy se uplatituji pti tvorbé
dimeru HIF1 i pfi jinych protein-proteinovych interakcich (Gradin et al., 1996).

Stejné jako ARNT muze ARNT?2 tvotit funkéni dimery s HIF-1a a aktivovat
transkripci genli navazanim na HREs (hypoxia response elements) uvniti promotort ¢i
enhanceru ptislusnych gent (Maltepe et al., 2000). Také se mize vazat k AHR (Hirose et al.,
1996), avSak zatimco ARNT je exprimovan ve vsech tkanich, ARNT2 byl u mysiho i
kufeciho modelu objeven zatim pouze v ledvinach, mozku a ocich (Hirose et al., 1996; Lee et
al.). ARNT?2 se pravdépodobné ucastni hypoxickych reakcich v centralni nervové soustave
(Maltepe et al., 2000). Béhem embryogeneze je u mysi exprimovan v prvnim branchialnim
oblouku a v dorsalni ¢asti neuralni trubice, Coz naznacuje, Ze by se mohl uplatiiovat pii
neurogenezi (Hirose et al., 1996).

U teratokarcinomd, které vznikly z ARNT-deficientnich buné¢k, zptsobil ARNT2/HIF-
la komplex zvySenou expresi VEGF, coz nasledné vyvolalo angiogenni reakci (Maltepe et
al., 2000). Obecné je ARNT2 exprimovan ¢astéji v nadorove nez v normalni tkani a mohl by

byt vyuzivan jako biomarker nékterych typu nadora (Martinez et al., 2008).

3.3.2 ISL1/lslet-1

ISLI je ptiblizn€ 39 kDa velky protein patiici do rodiny transkripcnich faktorti s LIM-
homeodoménou. Tento protein se kromé¢ jiného podili na aktivaci transkripce genu kodujiciho
inzulin (Zhang et al., 2009). ISL1 zfejmé také podporuje postnatalni angiogenezi (Barzelay et
al.), je znamy i jako jeden z markert progenitorovych bunék, jez davaji vzniknout buitkam
myokardu, pacemakerovym buiikdm, endotelidlnim bunkam a bunikdm hladké svaloviny cév
(Moretti et al., 2006; Sun et al., 2007). Béhem embryogeneze je ISL1 nepostradatelny pro
vznik tzv. sekundarni srde¢ni oblasti (Cai et al., 2003). Sekundarni srde¢ni obast zahrnuje
znac¢nou ¢ast srdce vznikajici pozdéji z populace kardiovaskuldrnich progenitorovych bunék,
které piimigruji k ptvodné linearni primarni srde¢ni oblasti (Kelly and Buckingham, 2002;
Mijaatvedt et al., 2001) a jednim z markeru téchto progenitorovych buné¢k je praveé ISL1 (Cai
et al., 2003).

U mezenchymalnich kmenovych bun¢k transdukce genu kodujiciho ISL1 zvysSila
angiogenni vlasnosti in vitro. U endotelialnich bun€k transdukovanych ISL1 byla zjisténa
zvySena sekrece dulezitych pro-angiogennich cytokint IL-1p a VEGF, coZ vyvolalo

bunéénou migraci a uspotadavani endotelialnich bun¢k do trubicovitych utvart in vitro.
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Také doslo ke zvyseni proliferace, migrace, adhezivity (zejména k fibronektinu) a
parakrinnich schopnosti (Barzelay et al.).

Nadexprese ISL1 zpisobuje narust exprese adhezivnich proteinit ICAM-1 a VCAM-1
(Barzelay et al.). Oba dva proteiny jsou klicové v procesu angiogeneze, ICAM-reguluje
motilitu endotelialnich bunék (Kevil et al., 2004), zatimco VCAM-1 umoziuje adhezi

endotelialnich bunék k okolnim bunkam (Garmy-Susini et al., 2005).

3.3.3 PROM1/ Prominin-1/CD131

Prominin-1 je asi 115 kDa velky transmembranovy glykoprotein. Ma pét
transmembranovych domén, N-terminalni extracelularni doménu, C-terminalni intracelularni
doménu , dvé malé cytoplasmatické smycky a dvé€ velké glykosylované extracelularni smycky
(Miraglia et al., 1997). Poprvé byl identifikovan v cytoplazmatické membrané buné¢nych
vybézkl u mysich neuroepitelialnich kmenovych bunék. Odtud také pochazi jeho nazev (lat.
prominere = vy¢nivajici) (Weigmann et al., 1997).

Je dilezitym povrchovym markerem pouzivanym pii identifikaci a izolaci riznych typt
kmenovych bun¢k véetné hematopoetickych kmenovych bun¢k (Yin et al., 1997) a
kmenovych bun¢k centralni nervové soustavy (Uchida et al., 2000).

Ackoliv jeho biologicka funkce stéle neni zndma, byva povazovan za jeden z markeri
tzv. nadorovych kmenovych bun¢k (Shmelkov et al., 2005). Obecné pievlada nazor, ze
nadorové kmenové bunky jsou malou subpopulaci nadorovych bunék, ktera je analogicky
jako klasické organové kmenové buiniky schopna sebeobnovy i diferenciace v rizné typy
bungk piislusného nadoru. Oboji je klicové pro expanzi a zivotaschopnost nadoru (Clarke et
al., 2006). Pravé nadorové kmenové bunky jsou povazovany za zdroj malignich bunék
V primarnim nadoru a za pti¢inu relapsu po chemoterapeutické 1é¢bé (Jordan et al., 2006).

Exprimovany Prominin-1 byl popsan u nadorovych kmenovych bun¢k mnoha typu
nadort jako jsou meduloblastomy (Singh et al., 2003), glioblastomy (Yuan et al., 2004),
leukémie (Bhatia, 2001), kolorektalniho karcinomu (Ricci-Vitiani et al., 2007), nadora
pankreatu (Hermann et al., 2007), plic (Eramo et al., 2008), jater (Yin et al., 2007) nebo
vajeéniku (Suzuki et al.). V klinické praxi je jiz vyuzivan jako marker nadorovych
kmenovych bun¢k lidského kolorektalniho karcinomu (Saigusa et al.).

Dalsi vyzkumy naznacuji, Ze Prominin-1 se podili na tvorbé metastadz. Né&které
nadorové bunky sice mohou migrovat do mist vzdalenych od priméarniho nadoru, avSak pouze
bunky, které exprimuji Prominin-1 jsou schopny vytvofit nové metastazy (Hermann et al.,

2007).
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3.34 HOXA11

HOXA11 je jednim z mnoha transkrip¢nich faktorti rodiny HOX. Proteiny této rodiny
jsou zndmymi regultory embryondlniho vyvoje. Hox geny jsou kolinearné uspotadany
Vv komplexech a podle poradi, v jakém po sobé nasleduji, jsou exprimovany v rtiznou dobu
Vv raznych ¢astech téla embrya. Disledkem této tzv. strukturdlni kolinearity je specificky
vyvoj riznych télesnych segmentl v ramci anteriorné-posteriorniho uspotadani téla dany
unikatnimi kombinacemi Hox gentu (Duboule and Dolle, 1989; Gehring, 1987).

Sekvence kufeciho HOXA11 je z 80% homologni se svym lidskym a mysim
ortologem, pficemz evolu¢né konzervované jsou prave klicové regulacni sekvence
(Bodenmiller et al., 2002). HOXA11 se Gcastni vyvoje patete, obratlii a urogenitalniho
systému (Zakany et al., 1996). Béhem vyvoje koncetin kufeciho embrya reguluje HOXAT11
VYVOj V oblasti zeugopodu (¢ast koncetiny, kde se bude nachazet ulna a radius) (Rogina,
1997). Také se podili na vyvoji svalti budouci koncetiny. Je exprimovan v migrujicich a
proliferujicich premyoblastech konéetinového pupenu. Béhem vyvoje koncetiny inhibuje
expresi MyoD a brani diferenciaci premyoblastii, dokud je potieba (Yamamoto and Kuroiwa,
2003).

Transkripcni faktory HOX se podileji na vyvoji kiize u kutfecich embryi, ptfi¢emz
HOXA-11 je exprimovan v kuzi celého téla narozdil od nékterych jinych proteini HOX, které
jsou exprimovany pouze na urcitych mistech (Reid and Gaunt, 2002).

Pro nés dilezitym poznatkem je, Ze transkripéni faktory HOX reguluji mistné
specifickou expresi adhezivnich molekul, jako je naptiklad N-CAM (neural cell adhesion

molecule) (Edelman and Jones, 1995).
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4. CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Sestavit protokol pro provedeni CAM testu v podminkach nasi laboratofe.

2) Popsat fenotyp vybranych kufecich sarkomovych bunéénych linii a otestovat jejich

angiogenni a invazivni vlastnosti pomoci CAM testu.

3) Zaklonovat kddujici oblast vytipovanych genu, které by mohly podporovat angiogenni
nebo invazivni vlastnosti zkoumanych bun¢k. Ptipravit expresni vektory nesouci kodujici
oblast takovych genli a pomoci transfekce ptipravit buiiky, které by exprimovaly zvySenou

hladinu vytipovanych gend.

4) Charakterizovat fenotyp transfekovanych bunék, otestovat jejich chovani na CAM a

porovnat je z ptivodnimi liniemi.
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5. MATERIAL A METODIKA

U specialnich chemikalii, enzymi atd. je v z&vorce uveden vyrobce, v3e ostatni

pochazelo od riznych vyrobct. Chemikalie byly pouzity vZdy v nejvysi dostupné Cistoteé.

5.1 Material a metody souvisejici s praci s bunéénymi kulturami

5.1.1 Kureci bunééné sarkomové linie PR9692 a PR9692-E9

PR9692

PR9692 je transformovana linie kufeciho fibrosarkomu odvozené z nadoru
vyvolaného injekci DNA konstruktu obsahujiciho v-src cDNA mezi RSV LTR
sekvenceni (,,LTR, v-src, LTR*) do prsniho svalu kufete ¢. 9692 pochazejiciho z prazské
kongenni linie slepic PR-CC.R1 (Plachy and Vilhelmova, 1984; Svoboda et al., 1992).
Buiiky izolované z nadoru byly pievedeny do bunééné kultury a pasazovany, dokud
nedoslo k spontanni imortalizaci. Po inokulaci do prsniho svalu kufat vytvaii bunky
PR9692 rychle rostouci nadory, které metastazuji do plic. Nyni jsou neptetrzité
kultivovany jiz ptes 10 let (vive nez 500 populacnich zdvojeni, ptes 200 pasazi) (Cermak
etal.).

PR9692-E9

Linie PR9692-E9 vznikla spontanné in vitro jako bunécny klon PR9692
(175. pasaz). Po inokulaci do prsniho svalu kutat PR-CC.R1 také tvoti rychle rostouci
nadory, avsak ztratila schopnost metastdzovat. Ob¢ linie se lisi i svym fenotypem,;
PR9692 jsou za jsou podminek in vitro mnohem adhezivnéjsi nez PR9692-E9. Bylo
zjisténo, ze u PR9692-E9 je vyrazn¢ snizena exprese genu kodujiciho transkripéni faktor
EGRI1, ktery pravdépodobné ovliviiuje geny dulezité pro tvorbu filopodii, kontraktilitu
cytoskeletu, produkci specifickych komponent ECM a dal$i geny klicové pro tvorbu

metastaz (Cermak et al.).

PR9692-GFP a PR9692-E9-GFP
Do bun&k PR9692 i PR9692-E9 byl V. Cermakem vnesen gen kodujici GFP,
jehoz exprese umoziuje lokalizaci téchto bunck. Ob¢ linie byly infikovany replikacné

nekompetentnimi retrovirovymi partikulemi, které produkovaly pakazovaci bunky
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KUNDRA po transfekci plazmidem pSFCV-GFP, jak je popsano v Cermék a kol. 2010
(Cermak et al., ; Cosset et al., 1990; Fuerstenberg and Vennstrom, 1993). Transfekce
bun¢k KUNDRA byla provedena s vyuzitim Lipofectamine 2000 (Invitrogen) podle
instrukci od vyrobce. Klony, které po infekci exprimovaly GFP, byly vyselektovany
G418 (500 pg/ml) (Cermak et al.).

5.1.2 Kureci bunééné sarkomové linie 1259 a 5967

1259

Buiiky 1259 vznikly v kufeci linii CB (Plachy et al., 1989) s vyuZitim
transformace v-src provirem stejnym zptisobem, jako tomu bylo u linie 9692. Béhem
kultivovace in vitro u nich doslo imortalizaci. Po implantaci do prsniho svalu kutat CB

tvofi nadory, které nejsou schopny tvofit metastazy (Plachy, ustni sdéleni).

5967

Bunécna linie 5967 vznikla in vivo u CB kuftat jako spontanni sub-klon linie 1259.
Tyto bunky byly izolovany ze sekundarniho nadoru v plicich a pomoci sekvenace okoli
integrac¢nich mist v-src proviru bylo zjisténo, ze se skute¢n¢ jedna o sub-klon linie 1259.
Buiiky 5967 tvoti po implantaci do prsniho svalu kufat nadory, které metastazuji do plic
(Plachy, ustni sd€leni).

Zpusob vzniku bun¢k 5967 z bun¢k 1259 je zajimavy zejména tim, ze zde doslo
k pozitivni selekci bunék s takovymi mutacemi, jeZ vedly k agresivnéj$imu a
invazivnéj$imu chovani bunc¢k, zatimco u predchozich dvou bunéénych linii (PR9692 a
PR9692-E9) naopak doslo k oslabeni invazivnich vlastnosti bunék a ke ztraté schopnosti

tvotit sekundarni nadory.

1259-GFP a 5967-GFP

Do bunéénych linii 1259 a 5967 byl J. Koslou vnesen gen kodujici GFP, aby bylo
mozné tyto buriky lokalizovat. Vneseni bylo provedeno stejnym zptisobem jako
u PR9692 a PR9692-E9.
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5.1.3 Kultivace bunék in vitro

Vsechny kufeci sarkomové linie byly kultivovany v médiu Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) s 1 g/l glukosy (Sigma) + 4% fetalniho teleciho séra, 2%
kuteciho séra, 2mM glutaminu, 100 jednotek/ml penicilinu a 0,1 mg/ml streptomycinu.

Na jednu Petriho misku o priiméru 10 cm bylo vyseto piiblizné 2x106 bun¢k do
10 ml média. Buniky byly kultivovany v inkubatoru pii 42°C s atmosférou obsahujici 5%
COs.

Pasazovani probihalo pfiblizné 1x za dva az Ctyfi dny, vzdy kdyz byl bunéény
povlak konfluentni.

Buiiky GP2-293 byly kultivovany v médiu s niZzSim obsahem séra se sloZenim:
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) s 1 g/l glukosy (Sigma) + 2% fetalniho
teleciho séra, 1% kufeciho séra, 2mM glutaminu, 100 jednotek/ml penicilinu a 0,1 mg/ml

streptomycinu.

5.1.4 Analyza transkripcniho profilu bunék na expresnim mikrocipu a vybér genii pro
dalsi zkoumani

Analyza transkrip¢niho profilu bun¢k 1259 a 5967 z izolované celkové RNA byla
provedena J. Koslou a V. Cermakem s vyuzitim expresniho mikro&ipu Affymetrix
Chicken Gene Chips stejnym zptisobem, jako je popsan v ¢lanku Cermak a kol. 2010.

Z daju, které poskytla analyza na expresnim mikrocipu je patrné, ze nejzasadnéjsi
rozdily mezi buiikami 1259 a 5967 se tykaji exprese geni souvisejicich s angiogenezi,
hypoxii ¢i adhesivnim chovanim bunék, pti¢emz exprese vétSiny téchto gent se zda byt
vy3$i u linie 5967 oproti 1259 (Cermak a Kosla, ustni sdélen).

Pti vybéru genli vhodnych pro transfekci bunék 1259 jsme se zamétili zejména
na geny kodujici proteiny, které jsou transkripnimi faktory nebo maji néjakou regulacni
funkci. Soucasn¢ by se mélo jednat o geny, u kterych lze podle literatury o¢ekavat ucast
pfi metastatickych procesech, angiogenezi ¢i hypoxické reakci. Cilem bylo zvolit kli¢ové
regulacni proteiny, které by mohly ovliviiovat spusténi celych bunéénych programa a
nesoustiedit se na takové proteiny, které lezi ve spodni Casti regulacnich kaskad.

Zvolili jsme Ctyfi proteiny, které vykazovaly vyrazné vyssi expresi u
metastazujici linie 5967 nez u linie 1259. Prvnim je ARNT2, transkrip¢ni faktor, ktery se
ptimo ucastni odpovédi na hypoxicky stres a byla popsana jeho funce i pii angiogenezi
(Maltepe et al., 2000). Dalsim vybranym transkripénim faktorem je ISL1, ktery

pravdépodobné muze regulovat angiogenezi, invazivitu, proliferaci, i adhezivni chovani
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bunék (Barzelay et al.). Prominin-1 jsme zvolili proto, Ze je znamym markerem
nadorovych kmenovych bungk, i kdyz jeho funkce zatim neni znama (Shmelkov et al.,
2005). HOXAL11 je dalSim z transkripénich faktorti se zvySenou expresi u bunék 5967,
mohl by regulovat naptiklad expresi adhezivnich molekul jako je N-CAM (Edelman and
Jones, 1995).

Exprese dalSich gent kddujicich proteiny dilezité pii procesech angiogeneze a
invazivity, ktera byla podle expresniho mikroc¢ipu rozdilna, byla dale testovana pomoci
semikvantitativni RT PCR (sqRT PCR). Také jsme s vyuzitim sqRT PCR zjistovali, zda u

nekterych transfekovanych bunék neodslo ke zméné exprese vybranych genti.

5.2 Metody souvisejici s pFipravou expresnich plazmidi

5.2.1 Stépeni restrikénimi endonukleazami

Pro analytické ucely bylo $tépeni provadéno v 10 pl celkového objemu restrikéni
smési. Na naStépeni 1 ug DNA byly pouzity 2 jednotky restrikéniho enzymu. Do reakce byl
piidan 1 ul 10x koncentrovaného pufru a v pfipad¢, Ze jsem napouzila pufr od firmy
fermentas jesté BSA ve vysledné koncentraci 0,1 mg/ml. Pro preparativni ucely byl objem
reakéni smési zvétSovan podle mnozstvi St€pené DNA. Teplota pouzita pifi inkubaci a typ
pufru odpovidaly doporuc¢enim vyrobcl pouzitych enzymi. Analytické Stépeni probihalo

minimalné¢ 1 hodinu, preparativni minimaln¢ 3 hodiny.

Enzym Vyrobce Pufr (Vyrobce)
BamH | Fermentas 2 (NEB), R" (Fermentas)
EcoR | Fermentas 0", R (Fermentas)
EcoR V Fermentas 2 (NEB)

Hind 11 Fermentas 2 (NEB), R" (Fermentas)
Not | Fermentas O" (Fermentas)
Sma | Fermentas Y™ (Fermentas)

Spe | New England Biolabs 2 (NEB)
Xba Fermentas 2 (NEB), Y* (Fermentas)

Tab.1 Ptehled pouzitych restrikénich endonukledz a ptislusnych pufra
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5.2.2 Odstranéni jednovlaiknového piesahu nukleazou Mung Bean

V nékolika ptipadech klonovani bylo nutno pouziy ligaci tzv. tupych konci DNA. Pii
odbouravani jednovlaknového presahu byla pouZita Mung-bean nukleaza. Pro 1-5 ug DNA
byl pouzit 1x koncentrovany Mung Bean pufru (New England Biolabs) a 20 jednotek Mung
Bean nukle4dzy (New England Biolabs), doplnéno vodou tak, aby celkovy objem reakéni

smesi byl 100 pl. Reakce probihala 1 hodinu pii 30°C.

5.2.3 Extrakce DNA (fenol-chloroformova extrakce)

K roztoku DNA piidan pufr 0,5xTE (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 8,0), aby celkovy
objem byl 360 pl.

Ptidano 40 pl 5 M octanu sodného.

Pfidano 200 ul fenolu (ekvilibrovaného 0,1 M Tris pH 8,0) a 200 ul choloroformu, intenzivné
promichano.

Centrifugace 5 minut pti 17 000 g, 4°C.

Odebrana horni faze. Pokud bylo DNA méné nez 10 pg pfidan 1ul glykogenu (5 pg/pl).
Doplnéno 96% ethanolem, aby celkovy objem byl 1,5 ml, promichano.

Inkubovano 10 minut pii laboratorni teplot¢.

Centrifugace 15 minut pii 17 000 g, 4°C.

Sediment oplachnut 600 pul 80% ethanolu a ususen pii 50°C.

Ususeny sediment rozpustén v odpovidajicim objemu H,0, 0,5xTE nebo liga¢ni smési dle

potieby.

5.2.4 Elektroforéza nukleovych kyselin v agarozovém gelu

Elektroforéza byla provadéna v horizontalnim agar6zovém gelu, ktery byl piipraven
kratkym povafenim agarozy v 60 ml elektrodovém pufru TBE (89 mM Tris, 89 mM H3BO3,
2 mM EDTA, pH 8,3), pfidano vysledné 0,5 pg/ml ethidium bromid. MnozZstvi agarozy
odpovidalo pozadované hustoté gelu (1-2%) v zavislosti na velikosti fragmentu. Vzorky
nukleovych kyselin byly smichany s 1/10 objemu vzorkoveho roztoku (50 mM Tris, 100 mM
EDTA, 50% glycerol, 1 mg/m bromfenolova modt, pH 8,0). Elektroforéza probihala v TBE
pufru 30 az 60 minut pii laboratorni teploté s vlozenym napétim 5-10 V/cm.

Nukleové kyseliny byly vizualizovany pomoci ethidium bromide v UV svétle.
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5.2.5 Extrakce DNA z agarozového gelu

Vyftiznuty fragment gelu obsahujici pozadovanou DNA ptenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a
roziezan skalpelem.

Ptidano 400 pl fenolu, kratce centrifugovano pii 17 000 g.

Inkubovano ve vodni lazni o teploté 70-75°C, dokud se gel upln¢ nerozpustil, intenzivné
promichano.

Ptidano 300 pl pufru 0,5xTE (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 8,0).

Ptidano 30 pul 10 M LiCL.

Promichano, centrifugace 5 minut pti 17 000 g, 4°C.

K odebrané horni fazi ptidano 80 pl LiCl.

Promichéano, inkubovano na ledu 5-10 min, kratce centrifugace minut pti 17 000 g.

Pfidano 300 pul fenolu (ekvilibrovaného 0,1 M Tris pH 8,0) a 300 ul choloroformu, intenzivné
promichano.

Centrifugace 5 minut pti 17 000 g, 4°C.

Odebrana horni faze. Pokud bylo DNA méné nez 10 pg pfidan 1ul glykogenu (5 pg/pl).
Ptidano 600 pl isopropanolu, inkubovano 10 minut pii laboratorni teploté.

Centrifugace 15 minut pi1 17 000 g, 4°C.

Sediment oplachnut 600 pl 80% ethanolu a ususen pii 50°C.

5.2.6 Ligace DNA

DNA izolovana z agar6zoveho gelu (produkt $té€peni restrikénimi endonukleazami)
rozpu$ténd v 8,2 ul H,O

0,5 ul vektorové DNA

1 ul 10x koncentrovaného T4 liga¢niho pufru (Fermentas)

0,3 ul T4 DNA ligazy (5 jednotek/ul, Fermentas)

Ligace probihala 2 hodiny 30 minut pii laboratorni teplot¢.

5.2.7 Pouzité bakterialni kmeny

One Shot® TOP10 Escherichia coli -{ F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74
recAl aral39 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG>}. Kmen je velmi vhodny
pro klonovani a zmnozovani plasmidt. Vyhodami jsou vysoka u¢innost transformace, stabilni
replikace mnoha kopii, snizena moznost pfipadné nespecifické rekombinace a snadné izolace

DNA. Zakoupeno u firmy Promega.
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5.2.8 Kompletni bohata piida pro bakterialni buiiky
Z&klad: 10 g trypton
10 g yeast extrakt
5 g casamino acids
Doplnéno vodou na celkovy objem 1 1, sterilizovéno.
Na 450 ml zakladu ptidano: 25 ml 10% glukdzy
25 ml 2 M NaHPO,
2,5ml 2 M KCI
2,5ml 1 M MgCl,

5.2.9 Transformace kompetentnich bakterii
P#i molekularnim klonovani byly pouzity bakterie One Shot® TOP10 Escherichia coli.

3 pl ligacni smési obsahujici ligovanou DNA

60 - 90 pl suspenze transformacné kompetentnich bakterii

promichano a inkubovano 15 minut na ledu

1 minutu pii 42°C

2 minuty na ledu

sterilni sklenénou ,,hokejkou* rozetfeno na agarovou plotnu s Ampicilinem o praméru 10 cm

inkubovano pti 37°C 12-16 hodin

Pii klonovavani do prazdného vektoru byla pouZita B-galaktosidazova selekce: k liga¢ni smési
pfidano jesté 15ul 1 M IPTG a 35 pl XGAL.

5.2.10 Inokulace bakterialnich kultur
Po inkubaci bylo z agarové plotny inokulovano nékolik kolonii a pfemisténo do zkumavek
s 1,25 ml kompletni bohaté pudy.

Bakterie byly inkubovany pies noc na tiepacce pi1 37°C a 250 otackach za minutu.

5.2.11 lzolace plazmidové DNA alkalickou metodou

1 ml bakterialni suspenze narostlé ptes noc centrifugovan 20 s pti 17 000 g.

Dekantovano, k sedimentu ptidano 100 pl pufru TEG (25 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM
glukosa, pH 8,3), intenzivn¢ promichano.

Pfidano 200 pul roztoku o sloZeni 1% SDS, 0,4 M NaOH, promichano.
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Inkubovano 1 minutu pii laboratorni teplot¢.

Pfidano 300 ul 10 M octanu amonného, intenzivné promichano.

Inkubovéano 5 minut pfi laboratorni teploté.

Pfidano 300 pul fenolu (ekvilibrovaného 0,1 M Tris pH 8,0) a 300 ul chloroformu., intenzivné
promichano.

Centrifugace 5 minut pti 17 000 g.

K odebrané horni fazi ptidano 420 pl isopropanolu, promichano.

Inkubovano 10 minut pfi laboratorni teploté.

Centrifugace 15 minut pii 17 000 g.

Sediment oplachnut 500 pl 80% ethanolu a ususen pii 50°C.

Ususeny sediment rozpustén ve 20 ul pufru 0,5xTE (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 8,0)
+ RNasa A (50 pg/ml), inkubovano 30 minut pii 37°C.

5.2.12 Plazmidy pouZité pri molekuldrnim klonovani

pGEM-4z: zakoupen u firmy Promega, kdduje lacZ a-peptid, ampicilinovou resistenci,
obsahuje klonovaci region odvozeny od pUC18, jenz umoziuje 3-galaktosiddzovou modro-
bilou selekci.

pLitmus29: zakoupen u firmy New England Biolabs, kdduje lacZ a-peptid, obsahuje gen
kodujici ampicilinovou resistenci.

pBS-5"UTR-BAMBI-FLAG: ziskany od J. Kosly, odvozen od pBS, koduje fazni protein
BAMBI-FLAG, obsahuje gen pro ampicilinovou resistenci.

pSFCV: ptipraven a popsan v ¢lanku Fuerstenberg and Vennstrom (1993). Obsahuje geny

kodujici neomycinovou i ampicilinovou resistenci a retrovirové LTR sekvence (Obr. 3).
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gag-neo’

HindITI (2964)
Xbal (3002)

Obr.3: Restrikéni mapa retrovirového vektoru pSFCV (Fuerstenberg and Vennstrom, 1993)

5.2.13 Sekvenace DNA
Protoze plazmidova DNA ziskana pii molekularnim klonovani méla byt dale vyuzita k
transfekci kufecich bunék, byly spravnost sekvence a ¢teci rdmec ovéfeny sekvenaci

Sangerovou metodou.

1) Sekvenacni reakce (10 pl)

1 ug plazmidové DNA

2 ul sekvenacniho premixu (Big Dye Terminator v. 3.0, Applera)
0,75 uM primeru

Primery pouzité pro sekvenac¢ni reakci:
Uni (tzv. M13 univerzalni sekvenac¢ni primer): CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
Rev (tzv. M13 reverzni sekvenacni primer): GCGGATAACAATTTCACACAGGA

PCR reakce provedeny v celkovém objemu 10 pl
1x 98°C 90 s

25cykli (98°C 10s, 58°C 5s, 60°C 4min)

1x 72°C 10 min
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2) Srazeni ethanolem (do 100 pl)

10 pl octanu sodného 5 M (0,1x objem)
80 ul 0,5xTE (doplnéni objemu na 100 pl)
1 ul glykogenu

400 pl 96% ethanolu

srazet 10 min

centrifigovano 15 min, 17 000 g, 4°C
oplachnuto 500 pul 80% ethanolu
rozpus$téno ve 25 pl HiDi (formamid)

pted sekvenaci denaturovano pti 92°C po 10 min

3) Sekvenace

Sekvenovano a analyzovéno na piistroji ABI PRISM 310.

5.2.14 Konstrukce expresnich plazmidu

Z vychoziho plazmidu byl restrikénimi endonukleazami vystépen pozadovany
fragment, ktery byl elektroforeticky separovan od zbylé DNA. Vektor, do né¢hoz mél byt
fragment vloZen, byl nastépen stejnymi restrikénimi enzymy jako vkladany fragment,
aby vznikly stejné konce DNA. Nastépeny vektor byl purifikovan fenol-chloroformovou
extrakci.

Purifikované DNA byly smiseny ve vhodném poméru a ligovany T4 DNA
ligazou. Vyslednou plazmidovou DNA byly transformovany kompetentni bakterie.
Nekolik kolonii transformovanych bakterii bylo oddélené rozmnozeno v tekutém médiu a
byla izolovana plazmidova DNA. Analytickym $tépenim restrikénimi endonukleazami
bylo zjisténo, které klony obsahovaly pozadovany plazmid. Ten byl potom u vybranych
klont izolovan alkalickou metodou.

Nazvy plazmida byly tvofeny z ndzvu vektoru a nazvu proteinu, ktery je kddovan

vloZzenou cDNA, oddé€lenych pomlkou.
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Zaklonovani kuieciho HOXA11 do pGEM4z:

1 pl cDNA z bunék 5967-GFP

1x koncentrovany Pfu pufr (Promega)

3% DMSO

200 uM smés deoxynukleotidtrifostata (0,6 ul 10 mM)
0,6 U Pfu polymerazy (Promega)

0,5 uM primery HOXA11latg a HOXAl1stop

HOXAllatg: GAAGCCGAGGTAGCCCTAATGA
HOXA11stop: TCTAGAGTAGTGGATTAGCTGAGTAATA

PCR reakce provedeny v celkovém objemu 30 pl
1x 98°C 90 s

40cykla (98°C 10s, 50°C 20s, 72°C 2min 40s)
1x 72°C 10 min

PoZadovany DNA fragment kodujici protein HOXAL11 byl po extrakci z agarozoveho gelu
vystépen restrikéni endonukledzou Hind III a vlozen do plazmidu pGEM4z.

Vysledkem je plazmid nazvany pGEM4z-HOXA11.

pSFCV-HOXA1l

Fragment plazmidu pGEM4z-HOXA 11 vystépeny enzymy Xba I a Hind III byl vloZzen mezi
mista Hind 111 a Xba | plazmidu pSFCV.

Vysledny plasmid pSFCV-HOXAL1 byl pouZit pro transfekci bunék 1259.

pBS-HOXA11-FLAG

Fragment Xba I a Hind 111 plazmidu pGEM4Z-HOXA11, jehoz jednofetézcovy piesah
vznikly §tépenim Xba I byl zatupen exonukledzou Mung Bean, byl zaménén za fragment
plazmidu pBS-5"UTR-BAMBI-FLAG vznikly §tépenim enzymy Sma | a Hind I11. Novy
plasmid pBS-HOXA11-FLAG koduje fuzni protein HOXA11-FLAG.

pSFCV-HOXA11l-FLAG

Fragment plazmidu pBS-HOXA11-FLAG vystépeny Xba I a Hind Il byl vioZzen mezi mista
Hind I11 a Xba I plazmidu pSFCV.
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Vysledny plasmid pSFCV-HOXAL11-FLAG koduje cely kufeci HOXA11 s ptipojenym
epitopem, jehoz piesna aminokyselinova sekvence je GGDYKDDDDKG. Plazmid pSFCV-
HOXA11-FLAG byl pouzit pro transfekci bunék 1259.

Zaklonovani kureciho ISL1 do pGEM4z

1 pl cDNA z bun¢k 5967-GFP

1x koncentrovany Pfu pufr (Promega)

3% DMSO

200 uM smés deoxynukleotidtrifostata (0,6 ul 10 mM)
0,6 U Pfu polymerazy (Promega)

0,5 uM primery ISL1atg a ISL1stop

ISL1latg: AGATATGGGAGACATGGGAGAC
ISL1stop: CCTCATGCCTCAATAGGACTGG

PCR reakce provedeny v celkovém objemu 30 pl
1x 98°C 90 s

43cyklt (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 2min)

1x 72°C 10 min

PoZadovany DNA fragment kodujici protein ISL1 byl vytiznut z agar6zoveho gelu, po
extrakci $tépen restrikéni endonukleazou Hind III a vloZen do plazmidu pGEM4z.

Ziskali jsme plazmid pGEM4z-ISL1.

pLit29-1SL1
Fragment plazmidu pGEM4Z-ISL1 vystépeny enzymy BamH I a Hind 111 byl vloZen mezi
mista BamH | a Hind 11l plazmidu pL.it29.

pSFCV-ISL1
Fragment plazmidu pLit29-ISL1 vystépeny Xba I byl vlozen mezi dvé mista Xba | plazmidu

pSFCV. Vysledny plasmid pSFCV-ISL1 byl pouzit pro transfekci bunék 1259.

Dalsi plazmidy pSFCV-ARNT2, pSFCV-ARNT2-FLAG, pSFCV-PROML, které jsme pouzili
pro transfekci bun¢k byly piipraveny J. Koslou.
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5.3 Tranzientni transfekce s vyuzitim pakazovaciho systéemu AviPack

Pro transfekci bunécnych linii 1259 jsme pouzili pakazovaci systém AviPack,
jehoz vytvoieni je popsano v ¢lanku Plachého a kol. 2010 (Plachy et al.).

V buiikach GP2-293 jsou stabilné integrované geny koédujici virové proteiny gag
a pol, nikoliv vSak env. Kotransfekci retroviralnim expresnim vektorem pVSV-G
(Obr. 4) vnasime do bunék GP2-293 gen kodujici glykoprotein G vesikularniho viru
stomatitidy (VSV-G), coz u jim nasledn¢ umozni produkci infekénich replikaéné
nekompetentnich retrovirovych ¢astic (Plachy et al.). VSV-G nevyZaduje na rozdil od
env zadny receptor na povrchu cilové buiiky, ale interaguje s membranovymi fosfolipidy
a zpusobuje fizi virové a bunécné membrany (Burns et al., 1993). Odd¢lena integrace
virovych geni do pakazovaci bunééné linie s pouZzitim minimalnich virovych sekvenci
vyrazn¢ omezuje moznost produkce replikacné kompetentnich virt pii rekombinaci.

Spolu s vektorem pVSV-G jsme buiiky transfekovali vektrorem pSFCV nesoucim
retrovirové pakézovaci sekvence, gen pro resistenci vii¢i neomycinu a vneseny gen

kodujici nami vybrany protein.

Xbal
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(768)
Scal

(5406] Scal

(1072)

BamH |
[1426)

BamH |
3118)

Obr.4: Restrikéni mapa retrovirového vektoru pVSV-G (Clontech, Mountain View,
CA)
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Tranzientni transfekce bunék 1259 byla provedena pomoci kalciumfosfatové metody
nasledujicim zptisobem:

4 ng expresniho vektoru pSFCV s vlozenym pfislusnym genem

1 ug vektoru pVSV-G

Pfidano 221 pl vody, 25 pl 2,5 M CaCl; a 250 pl 2x HBS (50 mM HEPES, 280 mM NacCl,
1,48 mM Na;HPQOy, pH 7,05).

Promichano, zcentrifugovano na dno mikrozkumavky a inkubovano 30 minut pti laboratorni
teploté. Poté rovnomérné nakapano na Petriho misky o priméru 60 mm s buitkami GP2-293
v médiu DMEM s niZ8im obsahem séra (kapitola).

Po 18 hodinach inkubace pii 37°C, v atmosféte obsahujici 5% CO; bylo medium odséto,
bunky oplachnuty tfikrat sterilnim PBS a v Sml ¢erstvého media pak inkubovany za stejnych
podminek dalSich 24 hod.

Z 60 mm Petriho misek s buitkami 1259 a 5967 bylo odstranéno médium a ptidano
kondiciované médium od bun¢k GP2-293. Bunky GP2-293 byly kultivovany v ¢erstvéem
médiu. Médium bylo takto vyménéno jesté dvakrat vzdy po 24 hodinéch.

K transfekovanym buiitkdm bylo potom piidano 100x fedéné antibiotikum G418.

Transfekci se ndm podatilo vytvorit bunécné linie 1259-ISL1, 1259-ARNT2, 1259-PROM1,
1259-ARNT2-FLAG.

Buiky 1259-HOXAL11 a 1259-HOXA11-FLAG prtezily jen nékolik dni po transfekci.

5.4 Metody spojené s analyzou transkripéniho profilu bunék

5.4.1 l1zolace RNA

Buriky vSech zkoumanych linii byly pro ucely izolace RNA sklizeny z Petriho
misky o priméru 100 mm a lyzovany ptidanim 1000 pl Trizolu (GIBCO BRL) a
protahovanim $pi¢kou automatickou pipetou pfi laboratorni teploté. Vznikly lyzat byl
pfenesen do zkumavek o objemu 1,5 ml a do vlastni izolace RNA byl uchovavén v -
80°C.

Po rozmrazeni vzorkl bylo ke kazdému z nich piidano 200 pl chloroformu,
intenzivné promichano a inkubovano 10 minut pii laboratorni teploté. Poté byly vzorky
centrifugovany 15 minut pii 17000 g a 4°C odebrana vodna faze. K vodné fazi bylo
ptidano 600 pl isopropanolu, vzorky byly promichany a inkubovany 10 minut pfi
laboratorni teploté. Centrifugovany 15 minut pii 17000g a 4°C.
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Sediment byl oplachnut 800 pul 75% ethanolu a ponechan uschnout pfi laboratorni
teploté.

Sediment byl rozpustén v 50 pl vody osetfené diethylpyrokarbonatem.

Kvalita RNA byla ovétena elektroforézou na nedenaturujicim 1% agarosovém
gelu (0,6 g agarosy v 60 ml pufru TBE + 0,3 ng/ml ethidiumbromid). Byl pozorovan
typicky vzorec pruhti rRNA bez zjevné degradace a spektrum moleku mRNA sahalo az
do oblasti mnohakilobazovych molekul.

RNA byla kvantifikovana spektrofotometricky pti absorbanci A260 (A260

odpovida koncentraci 40 pg/ml.) a nafedéna na vyslednou koncentraci 0,5 pug/ul.

5.4.2 Reverzni transkripce

Ptiprava cDNA reverzni transkripci byla provedena nasledujicim zptsobem:
1,5 ug izolovaneé celkové RNA (0,5 pg/ul)

2 uM primeru 3°-CDS

Doplnéno vodou tak, aby celkovy objem byl 7,5 pl

Inkubovano 2 minuty pii 72°C

Inkubovano 2 minuty na ledu

1x koncentrovany pufr pro M-MLV (Promega)

2 mM smési deoxynukleotidtrifosfatt

2,25 ul vody

150 U reverzni transkriptazy M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Promega)
Inkubovéno 1 hodinu 20 minut pii 42°C.

cDNA byla doplnéna vodou, aby celkovy objem byl 70 ul.

Skladovano pfi -82°C.

3"-CDS (25uM) = 3"-RACE cDNA Synthesis Primer:
5 -AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T)30N.1N-3’
N=ACGT
N.=AG,C

Byla pfipravnea cDNA z bun¢k 1259, 5967, 1259-GFP, 5967-GFP, 1259-I1SL1, 1259-ARNT?2

a 1259-PROMI. Pro PCR byly vybrany vzdy dva vzorky cDNA od kazdé bunécné linie

z raznych a nezavislych kultivaci.
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5.4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR):

Pro vSechny PCR reakce byla namichana reakéni smés podle nésledujiciho vzoru:
PCR reakce provedeny v celkovém objemu 10 pl

0,6 ul cDNA

0,5 uM kazdého primeru

100 pM smési deoxynukleotidtrifosfati

1x koncentrovany Taq pufr (New England Biolabs)

0,08 U Taq DNA polymerasy (New England Biolabs)

3% DMSO (dimethylsulfoxid)

Seznam primeri:

Pro GAPDH: GAPDHs: CCATGA CAACTT TGG CAT TG
GAPDHa: TCC CCA CAG CCT TAG CAG

Pro PROM1: PROMLlia: CGGCAACCCACTGAAATTGGCA
PROM1is: CACCTGAGCAACACCCTCAATGA

Pro ARNT2: ARNT2is: GCATCAGCGTCATTGGCTACCA
ARNTZ2ia: CTGCTGCTGGAGCTGCTTTACA

Pro ISL1: ISL1s: GTGGAGGTGCAAAGTTACCAGC
ISL1stop: CCTCATGCCTCAATAGGACTGG

Pro HOXA11l:HOXAlls: GAAATCCGGCAGCTCCAGTGG
HOXAlla: GGCGGTCGGTCAGATTGAGCA

Pro RSPO3: RSPO3a: GGAAGGCTGTTAATGTGCAGTG
RSPO3s: CAGCTACAAGCGAGAGCAGAAA

Pro CA9: CA9s: CACAGGAGATGGGTTCTGGCAA
CA9a: CCGCTGTGTAGATGACCTTGGA

Pro FLT1: FLT1s2: CGCTTCACGTGGACAGGCAGC
FLTla: CTTAGCCCAGAAACACTCAAATGG

Pro FN1: FNla: TGACCACTGCCAAAGCCTAAGC
FN1s: GCCAACCAGTCAGCCAGGATG

Pro NRP1:  NRP1s: ACCATGGATTGGGGACTTTTCCTGC
NRPla: TTAGGAAACAGTAGGGACAGCCG

Pro TGF-B2: TGFB2s: CAGAGCTGCCACTTGCGAGA
TGFB2a: GCTGTCAATGTAACGCTGTCCTG
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Pro LOXL1: LOXL1ls: GGAATTACGTCCTAAAGGTCCAAG
LOXL1la: CTCTGGATAATGTGAAGCAGTCAG

Pro IL-1p: IL1Bs: GCCATGGCGTTCGTTCCCGACC
IL1Ba: GTTGGAGCGGGCAGTCAGCG

Pro VEGFA: VEGFs: ACCATGAACTTTCTGCTCACTTGG
VEGFa2: CACCGTCTCGGTTTTTCACATC

PCR reakce provedeny vzdy v celkovém objemu 10 pl.

Pro reakce byly na ptistroji PTC-200 firmy MJ Research pouzity tyto programy:

Pro GAPDH: 1x 98°C 90 s
19 cykla (98°C 10s, 63°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

Pro PROM1: 1x98°C 90 s
32 cyklu (98°C 10s, 63°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

Pro ARNT2: 1x98°C 90 s
35 cyklu (98°C 10s, 63°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

Pro ISL1: 1x 98°C 90 s
40 cykli (98°C 10s, 63°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

Pro HOXA11: 1x 98°C 90 s
35 cyklu (98°C 10s, 50°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

Pro RSPO3: 1x98°C90s

29 cykla (98°C 10s, 60°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

41



Pro CA9:

Pro FLT1:

Pro FN1:

Pro NRP1:

Pro TGF- B2:

Pro LOXL1:

Pro IL-1:

Pro VEGFA:

1x 98°C 90's

29 cyklu (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90's

31 cykli (98°C 10s, 58°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s
28 cykli (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s
29 cykla (98°C 10s, 63°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s
29 cyklua (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s
32 cyklu (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s
35 cykla (98°C 10s, 62°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min

1x 98°C 90 s

30 cykli (98°C 10s, 60°C 20s, 72°C 40s)
1x 72°C 10 min
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5.5 Metody pouzivané pri charakterizaci fenotypu bunécnych linii

5.5.1 Test adhezivnich vlastnosti bunék

Adhezivni vlastnosti jednotlivych bunéénych linii byly studovany na Petriho
miskéach
o priméru 60 mm potazenych kolagenem, fibronektinem a na Cistych nepotazenych
miskach. Na kaZzdou misku bylo vyseto po 2x105 bunék. Po 24 hodinéch bylo digitalni
kamerou (Leica DFC420) vyfotografovano n¢koli reprezentativnich mist na kazdé misce.
Nasledn¢ byly na fotografiich z pfiblizné 1500 bun¢k spoc¢itany adherentni bunky
(ploché, prisedlé), suspenzni bunky (kulovité, plovouci) a buniky ¢astecné ptichycené
k podkladu (kulovités vybézky piichycenymi k podkladu) (obr. 5). Jejich vzajemny

pomér byl vyjadien v procentech.

adherentni bunka

¢astecné prichycend burika

suspenzni burika

Obr. 5: Bunky typické pro ruzné kategorie podle jejich adhezivity.

Ptiprava misek potazenych kolagenem a fibronektinem:
Kolagen:
1) Smés pro 3 Petriho misky o priméru 6 cm podle nasledujiciho schématu
480 pg kolagenu (Sigma C3867-1VL)
4800 pl H,O
2) Smés byla rozplnéna po 1600 ul do kazdé misky. Misky byly uchovavany v chladu.
3) Nasledujici den byla smés s kolagenem z misek odebrana, povrch misek se nechal
uschnout, nasledné bylo ptidano 5 ml PBS a misky byly opét uskladnény v chladu.
4) Odebrana smés s kolagenem byla napipetovana na dalsi 3 misky, které byly opét

minimalné 24 hodin skladovany v chladu a opakoval se postup uvedeny v bod¢ 3).
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Fibronektin:
1) Smés pro 3 misky byla namichana podle tohoto schématu:
120 pg fibronektinu (Sigma, F1141-IMG)
4000 ul PBS
2) Smés byla rozplnéna po 1320 ul do kazdé misky. Misky byly uchovavany v chladu.
3) Dalsi den byla smés s fibronektinem z misek odebrana a ihned pfidano 5 ml PBS. Misky
byly opét uskladnény v chladu.
4) Odebrana smés s fibronektinem byla napipetovana na dalsi 3 misky, které byly opét

minimaln¢ 24 hodin skladovany v chladu a opakoval se postup uvedeny v bodé¢ 3).

Pifed vysetim buné¢k byl z pfipravenych misek s povrchem potazenym kolagenem
nebo fibronektinem odebran PBS. Do téchto misek a misek s nepotazenym povrchem

bylo nasledn¢ napipetovano 5 ml nového média a vyseto 2x105 bunck.

5.5.2 Po¢itani bunék a sestaveni riustové krivky

Bunky byly pocitany na ptistroji CASY cell counter. Program pocita s fedénim
200x. Bunky byly sto¢eny na centrifuze pii 200g a resuspendovany v 1 ml media.
25 ul suspenze bunék bylo pridano do zkumavky s 5 ml roztoku Hemasol, lehce
promichano a zméteno.

Na plastovou Petriho misku o priiméru 10 cm bylo vyseto 2x106 bunék. Bunky
byly kultivovany 72 hodin za standardnich podminek uvedenych v kapitole 5.1.3 a poté
spocitany. Na novou Petriho misku bylo vyseto opét po 2x106 bunék. Pro kazdé

testované bunky byla provedena Ctyfi méfeni, podle nichz byly sestaveny rtistové kiivky.

5.5.3 CAM test

Vsechny pokusy probihaly na kufecich embryich hejna Brown Leghorn outbred.

1) Oplozena vejce byla vlozena do lihné s automatickym naklépénim a inkubovana za
standardnich podminek pti 37°C a 50% vlhkosti.

2) 3. den inkubace vytvarime ,,okénka®. Vejce musi alespon 3 - 4 hodiny pted tim lezet

v takove poloze, aby bylo misto budouciho okénka navrchu (embryo s membranou se piesune
pfimo pod toto misto). Tuzkou si pfedkreslime obrysy budouciho okénka (asi 1,5 x 2 cm).
Vejce otfeme 80% ethanolem, abychom snizili riziko pfipadné infekce.

3) Na tupém konci vejce bruskou zten¢ime skotapku. Injekéni stiikackou prorazime v tomto

misté otvor, jehlu vedeme opatrné tak, abychom nezasahli zloutek (viz obr. 6), a odsajeme
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asi 3 —4 ml bilku. Tim docilime toho, Ze CAM s embryem poklesne a vznikne tak prostor pro
budouci manipulaci a také zabranime ptipadnému poSkozeni embrya ¢i CAM pfi vyfezavani

okénka.
(/

9

Obr. 6: Jehlu vedeme tupym koncem velce pres vzduchovou bublinu opatrné, abychom

nezasahli zZloutek.

4) Bruskou s kotou¢kem opatrné ztené¢ime skorapku v obrysech budouciho okénka, které jsme
si predkreslili tuzkou. Spi¢kou skalpelu potom profizneme bléanu a odstranime skofapku.

5) Pokud je embryo v poradku, mizeme okénko zakryt. Pouzivame bud’ lepici pasku nebo
sklicko piipevnéné rozehtatym prafinem. Vyhodou pouziti lepici pasky je rychlé provedeni,
coz je uzitecné, kdyz potiebujeme zpracovat vice vzorkii. Pouziti sklicka je trochu asove
naro¢né&jsi, ale umoziuje kdykoliv zkontrolovat vyvijejici se embryo (obr.7). Otvor po odséti
bilku zakryjeme bud’ kouskem lepici pasky nebo zalijeme rozehfdtym parafinem. Pracujeme,

jak nejsterilnéji je to mozné.

Obr. 7: Vejce se sklenénym okénkem - 3. den inkubace

6) Vejce vlozime do lihné okénkem nahoru a nechame inkubovat.
7) 8. den inkubace vkladame implantaty. Pro umisténi vzorku pouzivame Gelaspon

(zelatinova porézni houbicka, k dostani v 1€karnach) nastfihany na kousky o velikosti
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piiblizné 1 mm®. Kousky Gelasponu si piipravime do zkumavek a napipetujeme na né
piiblizng 10° bungk v 15 pl média, které pouzivame ke kultivaci, aviak bez piidani séra
(nebot’ sérum je samo o sob¢ angiogenni). Jako negativni kontroly jsme pfi pokusech pouzili
Gelaspon s médiem bez séra a Gelaspon s embryonalnimi fibroblasty (protoZe testované
buniky byly vS§echny mezenchymalniho ptivodu).

8) Vejce preneseme do tkadnového boxu nebo alespoii do mistnosti pfedem vyzaiené UV
svétlem a odkryjeme okénko. Sterilni pinzetou opatrné vlozime implantdt na CAM na misto,
kde nevede zadna céva, aby byly dobie rozeznatelné nové cevy vedouci k implantatu (nejlépe
uprostifed mezi dvé vétsi cévy). Vyhodné je umistit inzert dale od skotapky, nebot” kvili rastu
a pohyblim embrya mtize byt inzert snadno odsunut ke skofapce, kde se snadno pfichyti.
Okénko opét zakryjeme a vejce vratime do inkubétoru.

9) 11. den inkubace je pozorovatelna pfipadna angiogenni reakce. Cela vejce s odkrytym
okénkem pozorujeme pod lupou a fotografujeme CAM s implantatem pomoci digitalni
kamery (Leica DFC420).

10) Pokud chceme sledovat dalsi rist nadora a piipadné invazivni chovani bunék, vejce opét
vratime do inkubatoru. Dalsi dny se jiz uspotadani cév v CAM témér nemeni.

11) 17. den inkubace mizeme zkoumat, jestli se primarni loziska zvétsila a jestli se na CAM
vytvofila dal§i nadorova loziska. Jsou-li buniky zna¢ené GFP, mizeme je sledovat s vyuzitim

fluorescence. Opét potizujeme fotografie pro dal§i vyhodnocovani.

okénko nad CAM

i | bunkami
vajecnd blana e s ge aSp?ns .

otvorpo _, ¢ - j’ P
odsati bilku R Ehl

fif b
,E a—:@—j& embrya

LY

o
\ F ]
R ! ,_J e

skofapka ”k . &
Obr. 8: Schéma provedeni CAM testu, pfevzato a upraveno podle (Laurin et al., 2004)

5.5.4 1zolace a fixace vzorki
CAM s inzertem byla vystfizena a oplachnuta v PBS. Z usmrcenych kutecich

embryi byla odebréana jatra, plice a slezina. Odebrané organy spolu s CAM byly vloZeny
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do zkumavky se 4% paraformaldehydem, takto byly odeslany k imunohistochemickému
zpracovani do Fingerlandova Ustavu patologie v Hradci Kralové.

Rezy byly barveny eosinem a hematoxylinem a také protilatkou GFP (B-2):
sc-9996 konjugovanou s kienovou peroxidazou, abychom mohli detekovat buriky, které

invadovaly do tkani.

5.5.5 Vizualni analyza angiogeneze z fotografii

Angiogenni reakci u jednotlivych vzorkl jsem hodnotila z fotografii potfizenych
11. den embryonalniho vyvoje (tedy 3. den po vlozZeni implantatu) podle uspofadani a
hustoty novych cév v okoli implantatu bodovym skére od 0 do 5 popsaném v ¢lanku
Folkman a Cotran, 1976. Skore 0 znamena Zadnou zménu cévni sité v okoli vzorku, +1
zna¢i malé zvyseni poctu cév vedoucich k implantatu, +2, +3, +4 a +5 potom znamenaji
postupné zvySovani po¢tu cév a zménu sméru jejich ristu k implantatu (obr. 9) (Folkman
and Cotran, 1976).

céva

3 4 5

Obr. 9: Makroskopické hodnoceni angiogenni reakce semikvantitativnim bodovym

hodnocenim (pfevzato a upraveno podle Ribatti et al., 2006).

5.5.6 Analyza nadorovych loZisek na CAM z fotografii

Fotografie byly potizeny ve formatu tif pfi zvétSeni 7,1 1x (nejmensi mozné
zvétSeni na piistroji). Rozméry primarnich lozisek a vzdalenost jednotlivych
sekundarnich lozisek jsem zméfila pomoci programu ImagelJ a ptepocitala na hodnoty
vyjadfené v mm piipadné mm? (rozméry sekundarnich lozisek byly zanedbatelné a

nemély zadnou vypovédni hodnotu).

47



6. VYSLEDKY

6.1 CAM test

Jednim z cilu této diplomové prace bylo vypracovani postupu provedeni CAM
testu v podminkach nasi laboratoie, coz se podafilo a vysledkem je pracovni protokol
uvedeny v kapitole 5.5.3. Jako material nosi¢e pro vlozeni vzorku jsme zvolili Zelatinu.
Vyuzili jsme velmi snadno dostupny a levny Gelaspon (k zakoupeni v 1éké&rnach), coz je
porézni houbovity material ze 100% Zelatiny. Jak jiz bylo uvedeno, Zelatina je imunitnim
systémem kufeciho embrya velmi dobfe snasena (Ribatti et al., 1997).

V rdmci optimalizace a zavedeni CAM testu jsme jej nejprve vyzkouseli u jiz
dobte popsanych a pres 10 let kontinudlné kultivovanych kutecich bunécnych
sarkomovych linii PR9692 a PR9692-E9 (Svoboda et al., 1992). Do obou linii byl
V. Cermakem pomoci pakazovaci bunééné linie KUNDRA (Cosset et al., 1990) vnesen
gen kodujici GFP (stejnym zpisobem jako gen egrl viz. Cermak et al), ¢ehoZz jsme
vyuzili pro detekci bunék na CAM a v organech embrya.

U obou bunéénych linii byly 9. den po vloZeni implantatu na membrané dobie
pozorovatelnd primarni a vétSinou i nékolik sekundarnich lozisek. Pomoci lupy a
digitalni kamery jsme pofidili fotografie membran s implantéty (obr. 10 a 11). 1zolované
a fixované membrany spolu s dalSimi organy embryi (jatra, plice, slezina) byly odeslany
do Fingerlandova patologického Ustavu k nafezani a histochemickému a
imunohistochemickému barveni. Nadorové buiiky jsme na fezech detekovali pomoci
protilatky proti GFP. Oba typy bunék vyvolavaly na CAM ptiblizné stejné silnou
angiogenni reakci (obr. 11).

Nadory vytvotfené buiikami PR9692-GFP byly obecné vétsi (plocha 20 az
100 mm?) neZ u bungk PR9692-E9-GFP (plocha 10 az 30 mm?), coZ bylo v souladu
s nasim o¢ekavanim, nebot’ buitky PR9692 proliferuji v kultufe rychleji.

PR9692-GFP i PR9692-E9-GFP tvoiily na CAM piiblizné stejné mnozstvi
sekundarnich lozisek (obvykle 5 az 10). Ackoliv PR9692-E9 netvoti u kufat metastazy,
na n¢kterych CAM se objevila sekundarni nddorova loziska vzdalena od primarniho
nadoru. To miZe byt zpisobeno tim, ze imunitni systém kufeciho embrya je v dobé
vkladani implantatu jen minimaln¢ vyvinuty, a take protoZe bohaté cévni zasobeni CAM

vytvaii velmi ptiznivé prostfedi pro nadorové bunky.
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Svétlé pole Fluorescence

PR9692-GFP

PR9692-E9-GFP

Obr. 10: Izolované chorioalantoidalni membrany 9 dni po vlozZeni implantatu (17. den
embryonalniho vyvoje). Zvétseno 7,11x. Primarni nadory tvofené buitkami PR9692-GFP byly
typicky vétsi nez u bunék PR9692-E9-GFP.

PR9692 PR9692-E9

Obr. 11: CAM 3. den po vlozZeni implantatu. U bunék PR9692 a PR9692-E9 nebyl patrny

zadny rozdil v angiogenezi. Zvétseno 7,11x.
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Na histologickych fezech barvenych protilatkou proti GFP jsme byly schopni
sledovat vSechny kroky metastatického procesu. Detekovali jsme bunky, které unikaly
z mist primarniho loziska, buiiky vstupujici do cévniho fe¢isté, migrujici v cévach,
vystupujici z cévniho fecisté i buriky které se dostaly z cévy daleko do tkani organt
embrya (obr. 12).

Zda jsou buiiky, které se dostaly do organti embrya schopné zde vytvofit dalsi
sekundarni nadory, jsme nemohli zjistit, nebot’ cely proces od vloZeni inzertu po izolaci

tkani je kvali délce embryonalniho vyvoje kufete omezen na pouhych 9 dni.

PR9692-GFP

sakundarni loziske na CAM
= 2

Obr. 12: Ruzna stadia metastatického procesu zachycena na histlogickych fezech. Nadorové
bunky jsou znaceny protilatkou proti GFP (hnéd¢). Snimek v levém hornim rohu je zvétSen

12,5x, ostatni snimky 25x.
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6.2 Expresni plazmidy

Pro ucely transfekce bunék jsem vytvofila tyto expresni plazmidy:

pSFCV-HOXAL1 kodujici kufeci protein HOXAT11.

pSFCV-HOXA11-FLAG, ktery koduje cely kuteci protein HOXA11 s pfipojenym epitopem
FLAG, jehoz pfesna aminokyselinova sekvence je GGDYKDDDDKG.

pSFCV-ISLI, ktery koduje kuteci protein ISL1.

Dalsi plazmidy pSFCV-ARNT2, pSFCV-ARNT2-FLAG a pSFCV-PROM1,

které jsme pouzili pro transfekci bunék byly pfipraveny J. Koslou.

6.3 Stabilné transfekované bunééné linie

Metodou kalciumfosfatové transfekce s vyuzZitim pakazovaciho systemu AviPack
(Plachy et al.) a plazmidti uvedenych v kapitole 5.1 se nam podafilo Gspé$né vytvorit
stabiln¢ transfekované bunécné linie 1259-1SL1, 1259-ARNTZ2, 1259-ARNT2-FLAG a
1259-PROM1.

Bunky 1259-HOXA11 a 1259-HOXA11-FLAG velmi $patné proliferovaly a

piezivaly jen n€kolik dni po transfekci, proto nebyly pouzity pro dalSi planované pokusy.

6.4 Charakterizace studovanych bunéénych linii

6.4.1 Srovnani bunécnych linii 1259 a 5967 vs. 1259-GFP a 5967-GFP

Pokud by DNA sekvence kédujici GFP byla zaintegrovana do néjaké klicové
oblasti DNA, mohlo by dojit ke zmén¢ bunécného fenotypu. Abych zjistila, jestli k tomu
nedoslo, porovnavala jsme buiiky 1259 a 5967 s jejich protéjsky znacenymi GFP.

Sledovala jsem, jestli neznacené a znaCené bunky vyvolavaji ptiblizné stejnou
angiogenni reakci (kapitola 6.4.5), jaké jejich invazivni chovani na CAM (kapitola 6.4.6),
sestavila jsem rastové kiivky (kapitola 6.4.2), porovnavala jejich adhezivni vlastnosti na
ruznych povrsich (kolagen, fibronectin a nepotazeny povrch Petriho misky; kapitola
6.4.4) a také jsem zjistovala, zda nedoslo ke zmén¢ exprese genu, které jsme si zvolili ke

studiu (kapitola 6.4.3).

51



6.4.2 Ristové krivky

6.4.2.1 1259 a 5967 vs. 1259-GFP a 5967-GFP

Pti kultivaci buné€k pro tcely riznych pokusii bylo na prvni pohled ziejmé, ze
bunky 5967 i 5967-GFP proliferovaly mnohem rychleji nez 1259 a 1259-GFP. U bunék
1259 a 1259-GFP maji rastové kiivky pfiblizn€ stejny prubéh. V pribéhu poslednich
pokusti v8ak doslo u bunék 5967 k vyraznému zpomaleni riistu na Grovén srovnatelnou
s 1259 a 1259-GFP (obr. 13), coz bylo pravdépodobné zpuisobeno spontanni selekci

pomaleji rostoucich klont.

Rustove krivky - 1259, 5967, 1259-GFF, 5967-GFP

500

450 i

400 / *1259
e 350 + 1259-GFP
: 300 / + 5967
% 250 / + 5067-GFP
2 /
% 200
o /
2 150 4

100 / ?

P —

0 : .
0 5 10 15
pocet dni

Obr. 13: Rustové kiivky - ptuvodni buiiky zna¢ené a neznacené GFP
6.4.2.2 1259-1SL1, 1259-ARNT2 a 1259-PROM1

U vSech testovanych transfekovanych bunék jsme pozorovali vyrazné zvySeni proliferace,
zejména u 1259-1SL1 a 1259-ARNT2.
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Rustové kfivky - 1259-ISL1, 1259-ARNT2, 1259-PROM1

500
450 /
400

350

+1259-SL1

250 /
200 //
150 //

100 //

0 —————

/ +1259-ARNT2

+1259-PROM1

pocet bunék x 108

pocet dni

Obr. 14: Rustové kiivky — transfekované bunky

Pro bunky 1259-ARNT2-FLAG se nepodafilo sestavit ristovou kiivku, nebot’
prezivaly jen velmi kratkou dobu a nestacila jsem provést pottebny pocet mefeni. Behem

kultivace téchto bunck bylo zfejmé, Ze proliferuji pomaleji nez 1259-ARNT2-FLAG.

6.4.3 Porovnani exprese vybranych genii pomoci metody sqRT PCR (semikvantitativni
RT PCR)

6.4.3.1 1259 a 5967 vs. 1259-GFP a 5967-GFP

Pomoci sqRT PCR jsme potvrdili, Ze geny kodujici ISL1, PROM1, ARNT2 a
HOXAI1 jsou u bunék 5967 silnéji exprimované nez u bunck 1259. Také jsme ovéftili, ze
vneseni GFP do bun¢k nemélo na trovei exprese téchto vybranych gent zadny vliv a

rozdily mezi obéma liniemi zustaly zachovany (Obr. 15).
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1259 2967 1259-GFF  5367-GFP

I5L1

PROM1

ARMNT2

HOXATT

GAPDH

Obr. 15: Exprese vybranych gent u bun¢k 1259 a 5967 vs. 1259-GFP a 5967-GFP

6.4.3.2 Trankrip¢ni profil bunék 1259, 5967 a transfektanti

Kromé jiz zminénych genti pro ISL1, PROM1, ARNT2 a HOXA11 jsou u
agresivnéjSich metastazujicich nadorovych bunék 5967 zvysené exprimovany dalSi rizné
geny, které souviseji s angiogenezi, hypoxii, proliferaci ¢i bunéénou invazivitou. Zatim
jsme pomoci metody sqRT PCR otestovali nékolik gend, jejichz zvySenou expresi u 5967
naznacCovala analyza na expresnim mikrocipu (obr. 16).

Strucnd charakteristika testovanych genti a jejich potencidlni vyznam pro
nadorové buriky je popsan na nasledujicich fadcich.

CA9 (carbonic anhydrase 9) je jedinym izoenymen z rodiny CA, ktery byl
identifikovan pouze u naddorovych bunék. Stejné jako ostatni proteiny této rodiny
katalyzuje reverzibilni hydrataci CO,. CA9 je vyrazné indukovana hypoxii u fady
nadorovych bunéénych linii (Wykoff et al., 2000) a bylo zjisténo, ze stimuluje bunécnou
migraci a invazivitu pii metastazovani u mnoha typt nadort (Shin et al.).

RSPO3 (R-spondin 3) je sekretovany protein, ktery podporuje proliferaci
endotelialnich bun¢k a reguluje angiogenezi béhem embryonalniho vyvoje (Kazanskaya
et al., 2008).

VEGFA je klicovym medidtorem angiogeneze, jeho cilem jsou zejména
endotelialni buiiky, podporuje jejich riist a migraci, stimuluje aktivitu matrixovych
metaloproteinaz a inhibuje apoptézu. VEGFA zprostiedkovava angiogenezi skrze
interakci s transmembranovymi receptory VEGFR1 a VEGFR2. VEGFA také miize
interagovat s NRP1 (Mamluk et al., 2002; Soker et al., 1998).
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Fltl (fms-related tyrosine kinase 1, téZ VEGFR1) patii mezi transmembranové
receptorové tyrosin kinazy a je receptorem pro VEGF (de Vries et al., 1992).

FN1 (fibronektin 1), velky transmembranovy dimerni protein, ktery se vaze k
integrinim a komponentam extracelularni matrix, ma klicovy vyznam pro bunécnou
adhezivitu, rust, migraci a diferenciaci (Pankov and Yamada, 2002). ZvySena exprese
fibronektinu 1 byla zjisténa u mnoha typt nador (Abeysinghe et al., 2005; Engbring et
al., 2008; Huang and Chakrabarty, 1994; Mitra et al., ; Nanki et al., 2001; Ruiz-Garcia et
al., ; Thomas et al., ; Waalkes et al.).

NRP1 je jednim z transmembranovych receptori pro VEGF (Soker et al., 1998) a
nékteré dalsi pro-angiogenni cytokiny vcetné proteind rodiny FGF a HGF (Sulpice et al.,
2008). Takeé interaguje s PDGF-B a TGF- 1 (Banerjee et al., 2006; Glinka and
Prud’homme, 2008). NRP1 muze ptispivat k nadorové angiogenezi a je zvySené
exprimovan u fady rakovin, zejména v pokrocilejsich stadiich (Bagri et al., 2009).

TGF-B2 (Transforming growth factor-p2) je sekretovany cytokin, ktery je klicovy
pro preziti bun€k a ucastni se mnoha procesu jako je rust a zanétliva reakce (Clark and
Coker, 1998). Pii testovani na CAM Roberts a Sporn popsali angiogenni reakci
vyvolanou TGF- B2 (Roberts and Sporn, 1989).

LOXL1 (lysyl oxidase-like 1) interaguje s extracelularni matrix a katalyzuje
propojovani kolagenovych a elastinovych vlaken (Thomassin et al., 2005).

IL-1B je prozanétlivy cytokin, ktery se ucastni bunécnych procesi, jako je
proliferace, diferenciace a apopt0za, ale take byla prokazana jeho souvislost s fadou

nadorovych onemocnéni (He et al.).
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Stabilni transfektanty

ob 1259 L5967 1258-15L1 1258-PROM1 1259-ARNT2

208 I5L1
e PROM
27 ARNTZ
198 HOXAT1
265 chag
264 RSFO3
ne FLT1
253 FM1
157 MRPT
o7 TGF-p2
189 VEGFA
232 LOLT
a21 IL-1B
174 GAPDH

Obr. 16: Transkrip¢ni profil bunék 1259, 5967 a transfekovanych bunék. Geny dileZité pro
angiogenezi a dalsi procesy souvisejici s nadorovou progresi jsou silngji transkribované u
bunék 5967 nez u 1259.

U vétsiny gentl sqRT PCR potvrdila vysledky z expresniho mikroCipu. Exprese
VEGFA vsak piekvapiveé vysla stejna u 1259 1 5967.

Zajimalo nas, zda u n¢kterych dalsich testovanych genti nedoslo ke zméné
transkripce u transfekovanych bunék oproti vychozim 1259. Vétsina gent zistala na
ptiblizné stejné trovni, ale ve vSech piipadech doslo k naristu VEGFA, coZ je v souladu

se zvySenou angiogenezi pii CAM testech u vsech transfektantd.
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U bungk 1259-ISL1 je krom¢ VEGFA patrna vyssi transkripce NRP1, TGF-p 2 a
ndznak zvyseni transkripce u HOXA11. NRP1 byl take vyssi u 1259-PROM1, zatimco
TGF-B2 vzrostl u 1259-ARNT2.

6.4.4 Adhezivni vlastnosti

Bunky 5967 byly adhezivnéjsi ke vS§em testovanym povrchiim (kolagen,
fibronektin, dno Petriho misky bez potahu) nez buiky 1259, které byly v kultufe spise
suspenzni a Casto tvoftily plovouci shluky nékolika bun¢k. Adhezivni vlastnosti ziistaly
Vv pfiblizné stejné mife zachovany i u 1259-GFP a 5967-GFP, z ¢ehoz jsme usoudili, Ze
vneseni GFP do bunék tyto vlastnosti nijak neovlivnilo. Obecné vSechny buiiky nejvice
adherovaly k povrchu potazenému fibronektinem.

U bungk 1259-1SL1 doslo k vyraznému nartstu adhezivity ke vS§em povrchtim,
pricemz vétSina bunék v kultufe byla adherentni. O proteinu ISL1 je jiz zndmo, ze jeho
zvysena exprese vede k nartistu bunééné adhezivity, zejména k fibronektinu (Barzelay et
al.).

O néco mensi nez u 1259-ISL1, ale pfeci jen vyrazné bylo zvySeni adhezivnich
schopnosti u bun¢k 1259-ARNT2, které bylo srovnatelné s urovni u bun¢k 5967.

1259-PROML1 byly na Petriho miskach s nepotazenym dnem a na miskach
s kolagenovym potahem spiSe suspenzni a tvofily plovouci shluky nékolika bunék stejné
jako ptivodni 1259. Piekvapivé velky byl vSak u téchto bunék nariist adhezivity
k fibronektinu, kdy 80% bun¢k v kultufe bylo adherentnich, zatimco u bunék 1259 to
bylo pouze 23%.

Adhezivni vlastnosti vSech testovanych bunék k vybranym typiim povrchi jsou

shrnuty do nasledujicich grafi.

57



1259

=
A
s kol |
o alagen
= N adherentni bunky
E fibronektin | M caslecné prichyceng bunky
% bez potahu | O suspenzni bunky
=
o
]
E 0% 20% 40% 60% B80% 100%
o

1259-GFP
=
o
s kol |
o olagen L
= B adherentni bufky
E fibronektin | M caslecné prichycensg bunky
% bez potahu | O suspenzni bunky
i
T
i
g 0% 20% 40% 60% B80% 100%
(=8

5967
=
o
£ kal
o olagen L
= B adherentni bufky
E fibronektin M caslecné prichyceng bunky
% bez potahu O suspenzni bunky
=
T
i
g 0% 20% 40% 60% B80% 100%
(=8

5967-GFP
=
il
5 kol |
o olagen L
= B adherentni bufiky
3 fibronektin B édslecné pfichycené buriky
% bez potahu O suspenzni bunky
=
T
|
g 0% 20% 40% 60% B80% 100%
[+

58



1259-I5L1

=
a
£ kal
o olagen .
= B adherentni bufky
E fibronektin M caslecné prichycene bunky
% bez potahu O suspenzni bukky
oy
a
B |
g 0% 20% 40% 60% B80% 100%
[=

1259-ARNT2
=
A
5 kol |
o olagen L
= B adherentni bufky
E fibronektin @ caslecné prichyceng bunky
% bez potahu O suspenzni bunky
=
o
£
E 0% 20% 40% 60% 20% 100%
(=8

1259-PROM1
=
o
s kol |
o olagen L
= N adherentni bunky
E fibronektin M caslecné prichyceng bunky
% bez potahu | O suspenzni bunky
f
]
S |
g 0% 20% 40% 60% B80% 100%
o

Grafy 1: Adhezivita bun€k kultivovanych na Petriho miskach s riznymé potazenymi povrchy.
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1259-PROM1

Obr. 17: Buné¢né kultury kultivované za standardnich podminek na plastovych Petriho

miskach (dno bez potahu). Usecka na obrazcich odpovida 50 pum.
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6.4.5 Angiogenni vlastnosti

Angiogenni reakce byla sledovéna 3. den po vloZeni implantatu na CAM, tedy 11.
den embryonalniho vyvoje. Jako negativni kontrolu jsem pouzila Gelaspon s ¢istym
médiem bez séra, protoze sérum samo o sob¢ vyvolava na CAM angiogenezi (Ribatti et
al., 1996).

Déle jsem pro testovani angiogeneze na CAM ziskala od J. Kosly buiiky 5967-0,
jez byly transfekovany prazdnym vektorem pSFCV stejnym zpisobem jako je popsan
v kapitole 5.3.

Pro vyhodnocovani angiogeneze v okoli implantatu jsem vyuzila
semikvantitativni hodnoceni bodovou $ké&lou od 0 do 5 popsané v kapitole 5.5.5. U vSech
testovanych bunéénych linii bylo vyhodnoceno 6 az 8 vzorki, u bun¢k 5967-0 a
negativni kontroly po 4 vzorcich. U vSech vzorkti daného typu bunék bylo hodnoceni
piiblizné stejné, proto jsem z nich spocitala primérné hodnoty, aniz by to zkreslilo

vysledek. Z vyslednych hodnot jsem potom sestavila graf.

Semikvantitativni hodnoceni angiogeneze
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Graf 2: Primérné bodové hodnoceni angiogenni reakce, bodova Skala 0 az 5 bodu

Vsechny testované buiiky zpisobily angiogenni reakci. U bunék 5967 byla
v souladu s nasim o¢ekavanim angiogeneze silnéjsi nez u bun¢k 1259.

Jak je ziejmé z grafu 2 i obr. 18, jsou rozdily mezi buiitkami 1259 a 1259-GFP
minimalni, stejné jako u bun¢k 5967 a 5967-GFP, takze vneseni GFP do bun¢k ziejmé
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nijak neovlivnilo jejich schopnost vyvolat angiogenezi. Taktéz u bunék 5967-0 nedoslo
k témé&f zadné zmené oproti buitkam 5967.

K nejvyraznéj$im angiogennim reakcim dochazelo u bunék 1259-1SL1 a 1259-
ARNT2. U bun¢k 1259-PROM1 byla angiogenni reakce také silnéjsi nez u ptivodnich
bunék 1259 a dosahla na Groven srovnatelnou s 5967.

Vneseni epitopu FLAG nemélo v pfipad€ bunék 1259-ARNT?2 a 1259-ARNT?2-
FLAG zadny vliv na angiogenni ptisobeni téchto bunck, nebot’ vysledky byly u obou

témér stejné.
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1259 1259-GFP Kontrola

5967 5967-GFP 5967-0

1259-PROM1

1259-ARNT2 1259-ARNT2-FLAG

Obr. 18: Angiogenni reakce na CAM po vloZeni ruznych vzorkt. ZvétSeno 7,11x.
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6.4.6 Tvorba nadorovych lozisek na CAM

Primarni nadory u bunék 1259, 5967, 1259-GFP i 5967-GFP dosahovaly v rdmci
kazdého testovaného bun&éného typu riiznych velikosti od 10 do 50 mm? a nebyl mezi
nimi zjistén zadny prokazatelny rozdil. VSechny zminéné buiiky tvotily rizny pocet
sekundérnich lozisek na CAM (0 az 20), pficemz ani v tomto piipad¢ nebylo mozné
jednotlivé testované typy bunék mezi sebou porovnavat. Sekundarni lozZiska vznikala ve
vetsing piipada podél jedné nebo dvou vétsich cév.

Stejné tak primarni loziska na CAM u vSech transfekovanych bunék dosahovala
v ramci kazdého testovaného bunécného typu riznych velikosti v rozptylu od 10 do 40
mm? a nebyl u nich pozorovatelny Zadny trend.

Mnozstvi sekundarnich lozisek u bun¢k 1259-1SL1 a 1259-ARNT2 bylo u
ruznych vzorki v rozptylu od 0 do 20 podobné¢ jako u ptivodnich bungk, ale jejich
distribuce byla odli$na. Sekundarni loziska téchto bun¢k nebyla omezena na okoli vetsi
cevy, ale vétsinou byla rozptylena do vice sméru od primarniho nadoru.

U jednotlivych vzorka 1259-PROM1 bylo mnoZstvi sekundarnich loZisek na
CAM také ve velkém rozptylu hodnot, véetné 0, ale v nékterych piipadech piesahoval
pocet 80. Kromé dobte rozeznatelnych viceméné ohrani¢enych sekundarnich lozisek byla
u vSech vzorkt 1259-PROM1 na CAM rozprostiena ,,mlhovina‘“ bun¢k, ktera difundovala
vSemi sméry od primarniho nadoru. Tato ,,mlhovina“ bunék byla v mensi mite

pozorovatelna i u nékterych vzorkt bun¢k 1259-1SL1 a 1259-ARNT2.
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1259-GFP

5967-ISL1 1259-PROM1

1259-ARNT2 1259-ARNT2-FLAG

neg. kontrola

Obr. 19: Izolované chorioalantiodalni membrany 9. den po vlozZeni implantatu. Jako negativni

kontrola byl pouzit Gelaspon s ¢istym médiem bez séra. Zvétseno 7,11x.
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6.4.7 Invazivni vlastnosti

Bunky 1259-GFP a 5967-GFP jsme na histologickych fezech detekovali pomoci
protilatky proti GFP konjugované s kienovou peroxidazou (GFP B-2: sc-9996). Sledovali
jsme pritomnost buné€k v jatrech, plicich a sleziné¢ embrya. Nejvétsi mnozstvi bunék jsme
predpokladali v jatrech, nebot’ sem ptichéazi krev z celé CAM a jsou hodné€ prokrvena.
Plice jsme zvolili, protoZe jsou mistem, kde burniky 5967 tvoii metastazy u kuftat, a
slezinu, protoze je rovnéz bohat¢ prokrvena.

U obou bun¢k jsem vyhodnocovala vzdy po 11 vzorcich od kazdého orgéanu.
Podle mnozstvi bunék v jednotlivych fezech jsem vzorky rozdélila do Ctyt kategorii: 0, <
20 bungk, 20 az 100 bunék a >100 bunék (plocha nafezané tkan¢ byla pfiblizné stejné

velka, takze jednotlivé vzorky byly vzdjemné srovnatelné).

Z grafti €. 3 i obr. 20 je ztejmé, Ze bunky 1259-GFP i 5967-GFP se dostaly do
jater i sleziny, avsak bunék 5967-GFP bylo v téchto organech mnohem vice.

Ve vsech plicnich vzorcich jsem naSla 5967-GFP, i kdyZ jen v poétu nékolika
bunék. Oproti tomu 1259-GFP jsem u Zadného plicniho vzorku neobjevila.

To, Ze byly oba typy bun¢k pfitomné v jatrech a slezin¢ si vysvétlujeme zejména
tim, Ze jsou oba tyto organy bohaté prokrvené, navic do jater je pfivadéna krev
z chorioalantoidalni zily, ktera shira krev z celé CAM, takZe jatra jsou prvnim organem
embrya, kam se mohou nadorové buiky z implantatu dostat. Agresivnéjsi 5967-GFP
vSak byly v obou téchto organech zastoupeny ve vyrazné vét§sim mnozstvi. Do plic se
potom dostaly jiz jen 5967-GFP, coz je dtlezity poznatek, nebot’ na rozdil od 1259 pouze
buriky 5967 tvoti u kutat metastazy v plicich.
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Grafy 3: Pocet znacenych bunék 1259-GFP a 5967-GFP ve vzorcich z rlznych tkani.

67




Jatra

Plice

Slezina

Obr. 20: Bunky 1259-GFP a 5967-GFP byly znaceny protilatkou proti GFP. Buniky 5967-GFP
byly invazivnéjsi nez 1259-GFP a do tkani embrya se jich dostalo vice. Do plicni tkan¢ se
dostaly jen 5967-GFP. N¢které izolované buriky jsou pro lepsi viditelnost na obrazcich

oznaceny Sipkou. ZvétSeno 25x.

6.4.8 1259-ARNT2-FLAG
Bunky 1259-ARNT2-FLAG pftezily jen nekolik dni po transfekci. Béhem jejich
kultivace bylo ziejmé, ze proliferuji htite nez 1259-ARNT. Jediny pokus, ktery jsem

S nimi stacila provést, byl test angiogennich a invazivnich vlastnosti na CAM, pticemz
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vysledky byly témér stejné jako u 1259-ARNT2. Pod mikroskopem mély v kultuie na
Petriho miskéach pfiblizné stejny fenotyp jako 1259-ARNT2.
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7. DISKUZE

Kufeci chorioalantoidalni membrana (CAM) je jednim z nejvyuzivangjsich
systému pro studium angiogeneze a bunééné invazivity in vivo (Ribatti and Vacca, 1999).
Proces angiogeneze je nepostradatelny pro rtst nadort i pro tvorbu metastaz (Gasparini,
1994). CAM je velmi ptiznivym prostifedim pro rist nadorovych bun¢k bez druhoveé
specifického omezeni (Murphy, 1913). Jeji bohaté cévni zasobeni podporuje rtst
nadorovych bun¢k a umoziuje studovat komplexni proces metastazovani béhem velmi
kratké doby (Deryugina and Quigley, 2008).

Jednim z cilu této prace bylo vypracovani pracovniho protokolu pro CAM test
v podminkach nasi laboratofe, coz se podatilo. Vysledny postup prace je nenaro¢ny na
provedeni a vybaveni a je reproducibilni. Jako material nosice pro vloZeni vzorku
jsme zvolili snadno dostupny Gelaspon, cozZ je porézni houbovity material ze 100%
zelatiny. Jak jiz bylo uvedeno, Zelatina je imunitnim systémem kufeciho embrya velmi
dobie snasena (Ribatti et al., 1997).

CAM test jsme nejprve vyzkouseli u jiz dobte popsanych kufecich bunéénych
sarkomovych linii PR9692 a PR9692-E9 (Svoboda et al., 1992). Od obou linii byla k
dispozici varianta s vnesenym genem kodujicim GFP, ¢ehoz jsme vyuzili pfi
imunohistochemické detekci sledovanych bunék. Nadory na CAM vytvoiené buitkami
PR9692 byly typicky vétsi nez nadory vytvorené PR9692-E9, cozZ bylo v souladu s naSim
o¢ekavanim, nebot’ PR9692 proliferuji in vitro rychleji nez PR9692-E9. Ackoliv
PR9692-E9 tvoii u kufat nemetastazujici nadory, na CAM byl pocet sekundarnich
lozisek piiblizné stejny jako u PR9692. PR9692. To muze byt zplsobeno tim, Ze
metastdza PR9692-E9 je v kufatech omezena imunitnim systémem nebo dal§imi
regulacnimi mechanismy, které nejsou u embrya v dob€ vkladani implantatu vyvinuté
(Leene et al., 1973). Je rovnéz mozné, Ze bohaté cévni zasobeni CAM vytvaii pfiznivejsi
podminky pro $ifeni nadorovych bunék, nez je tomu ve svalové tkani dospélého
experimentalniho zvifete. Proces metastdzovani ma radu krokti, béhem nichz musi
nadorové buiky piekonat fadu prekazek. V téle organizmu je zjevné vice pfirozenych
piekazek nez na CAM.

U PR9692 i PR9692-E9 jsme mohli 3. den po vloZeni implantatu pozorovat
angiogenni reakci, kterd byla u obou bunék pfiblizné stejna.

U téchto dvou bunécnych linii jsme také prokazali, Ze jsme schopni po

imunohistochemickém barveni CAM a embryonalnich tkani sledovat vSechny kroky
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metastatického procesu az po invazi bun¢k do organt embrya. Nemohli jsme jen zjistit,
zda by z téchto bunék mohl vzniknout sekundarni nador, nebot’ cely proces od vlozeni
inzertu po izolaci tkani je limitovan délkou embryonalniho vyvoje na 9 dni.

Poté co se podafilo Gispé$né provést testovani angiogennich vlastnosti a bunééné
invazivity na CAM u bunék PR9692 a PR9692-E9, jsme mohli piejit k charakterizaci
bunck 1259 a 5967, coz je néplni velké ¢asti této prace.

Kuieci sarkomové linie 1259 a 5967 byly pro ndS vyzkum zajimavé zejména tim,
7e bunky 5967, které tvoii u kutrat metastazujici nadory, vznikly in vivo jako sub-klon
puvodné nemetastazujicich 1259. Analyza na expresnim mikroc¢ipu ukdzala, ze u bun¢k
5967 jsou zvySené hladiny mRNA pro nékteré proteiny podporujici angiogenezi a
buné¢nou invazivitu. Podrobné&jsi studium vlivu zmén v genove expresi, ke kterym doslo
Vv piipadé téchto bunéénych linii, by pro mohlo byt piinosné pro pochopeni procesi
vedoucich k metastazovani. Fenotyp obou typt bunék dosud nebyl dobie popsan.

V ramci této prace jsem provedla nékolik pokust véetné CAM testu, s jejichz
pomoci jsem se snazila buniky 1259 a 5967 1épe charakterizovat. Do 1259 i 5967 byl
kvuli jejich detekci na CAM a v organech embrya vnesen gen kodujici GFP. Testy
S ptivodnimi buiikami 1259 a 5967 jsme provadéli soubézné i s buitkami 1259-GFP a
5967-GFP. Vneseni GFP do bunék, které by mohlo zkreslit n¢které vysledky, jejich
vlastnosti nijak neovlivnilo.

Podobné1259-HOXA11 prezily jen nékolik dni po transformaci. Je to ziejmée
proto, Ze vysoka hladina tohoto transkripéniho faktoru je pro buiky tézko snesitelna.

V budoucich experimentech proto chceme gen HOXA11 exprimovat z upraveného
expresniho vektoru pSFCV, v némz bude pied oblasti kodujici HOXA11 vyménéno
»Splice-acceptor” misto za vyrazné slabsi, pochazejici ze sekvence regulujici sestfih genu
c-myb.

U bungk 5967 jsou mimo jiné ve zvySené mife exprimovany proteiny ISL1,
HOXA11, ARNT2 a PROM1. Abychom zjistili, jaky maji tyto proteiny vliv na chovani
zkoumanych bunék, zvysili jsme pomoci stabilni transfekce jejich hladinu u pavodnich
bunék 1259. Fenotyp transfekovanych bun¢k jsme potom charakterizovali stejné jako u
puvodnich bunéénych linii a sledovali jsme, zda u nich doslo k néjaké zméné. Pro
usnadnéni detekce pii CAM testu jsme se pokusili pfipravit buiiky exprimujici zkoumané
proteiny fuzované s epitopem FLAG. Vneseni proteint fuzovanych s FLAG bylo
pravdépodobné nepiiznivé pro bunécnou proliferaci, nebot’ tyto buiiky rostly vyrazné

pomaleji a prezivaly jen velmi kratkou dobu po transfekei.
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Také bunky 1259-HOXA11 prezily jen nékolik dni po transformaci a nepodatilo
se s nimi provést zadny pokus. Podafilo se nam tedy pfipravit tfi stabiln¢ transfekované
bunééné linie: 1259-1SL1, 1259-ARNT2 a 1259-PROML1.

U bun¢k 1259-HOXA11 se transfekce nemusela poveést z technickych davoda
nebo je vysokd hladina tohoto transkripniho faktoru pro bunky tézko snesitelna. Pokus o
stabilni transfekci bude opakovan a pokud se opét nepodaii,bude HOXA11 exprimovan
z upraveného expresniho vektoru pSFCV. V takovém vektoru bude pted oblasti kodujici
HOXA11 vyménéno ,,splice/acceptor” misto za vyrazné slabsi, pochazejici ze sekvence
regulujici sestiih genu c-myb.

1259 i 5967 zpisobily na CAM angiogenni reakci, ktera vSak byla u buné¢k 5967
vyrazné silngj$i. Buiiky 5967 maji oproti 1259 také zvySené adhezivni schopnosti.

Pfi zkoumani invazivnich vlastnosti bun¢k jsme zjistili, Ze bunky 1259-GFP i
5967-GFP migrovaly do jater a sleziny, avSak buniky 5967-GFP byly invazivné&jsi, nebot’
jsme jich v téchto organech detekovali mnohem vice. Pouze buiky 5967-GFP byly
schopné se dostat do plicni tkdné, coz je dilezity poznatek, nebot’ na rozdil od 1259
pouze buriky 5967 tvofi u kufat metastazy v plicich. To, Ze byly oba typy bunék ptitomné
V jatrech a slezing, 1 kdyz u kufrat metastazuji pouze 5967, si vysvétlujeme zejména tim,
Ze jsou oba tyto organy bohaté prokrvené, navic do jater je privadéna krev
z chorioalantoidalni Zily, ktera shira krev z celé CAM, takZe jatra jsou prvnim organem
embrya, kam se mohou nadorové buitky z CAM dostat. Navic, jak jiz bylo zminéno
embryonalni imunitni systém je v dob¢ vkladani implantatu velmi méalo vyvinuty a
nebude pfili§ branit postupu nddorovych bunék.

S vyuzitim sqRT PCR jsme potvrdili, ze u bunék 5967 je zvysena transkripce
mRNA pro ruzné proteiny, které souviseji s angiogenezi, hypoxii, proliferaci ¢i bunéénou
invazivitou.

Podle naseho o¢ekavani vyvolaly nejvyraznéjsi angiogenezi bunky 1259-1SL1 a
1259-ARNT2, nebot’ o ISL1 a ARNT?2, je znamé ze podporuji angiogenezi (Barzelay et
al., ; Maltepe et al., 2000). Zvysena exprese ISL1 podpoftila buné¢nou proliferaci a
adhezivitu, coZ je v souladu s poznatky Barzelay a kol. O proteinu ISL1 je znamo, Ze
indukuje expresi adhezivnich proteinti jako jsou ICAM-1 a VCAM-1(Barzelay et al.). U
bun¢k 1259-ISL1 vzrostla oproti buitkdm 1259 transkripce mRNA pro VEGFA, NRP1,
TGF-B 2 a byl patrny i ndznak zvySeni exprese u HOXA11. VEGFA je pro-angiogenni
izoformou VEGF. NRP1 je jednim z transmembranovych receptori pro VEGF a bylo

zjisténo, ze muze podporovat nddorovou angiogenezi (Bagri et al., 2009). Sekretovany
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cytokin TGF- 2 muze kromé bunééné proliferace také podporovat angiogenezi (Roberts
and Sporn, 1989).

O ARNTZ2 je zndmo, ze miize podporovat angiogenezi a je Casteji exprimovan
v nadorové nez v normalni tkani (Martinez et al., 2008). Take naSe vysledky potvrdily, Ze
nadexprese ARNT2 velmi zvysila schopnost bun¢k zptisobovat angiogenezi.

Kromé toho nadexprese ARNT2 zpiisobila zvy3eni proliferace bunék a adhezivity
ve srovnani s pavodnimi bunkami 1259. U bunék 1259-ARNT2 doslo k nartistu
transkripce mRNA pro VEGFA a TGF-f2, coz je stejné jako v piipadé ISL1 v souladu
s jejich zvysenou schopnosti zptisobovat angiogenezi.

Vneseni FLAG nemélo v pfipadé bun¢k 1259-ARNT2 a 1259-ARNT2-FLAG na
angiogenezi zadny vliv, nebot’ vysledky byly u obou srovnatelné.

U bunék 1259-PROMI1 byl pti makroskopickém pozorovani patrny nartist bunééné
invazivity na CAM, u nékterych vzorka byl pocet sekundarnich lozisek nékolikanasobné
vy$8i nez u pivodnich bunék 1259 i 5967. Navic krom¢ dobfe rozeznatelnych sekundarnich
loZisek byla u 1259-PROM1 na CAM vzdy pozorovatelna ,,mlhovina‘“ bunék, ktera se
rozprostirala do v§ech smérti od primarniho nadoru. Tato ,,mlhovina‘“ bun€k v mensi miie
vznikla také u nékterych vzorka bunék 1259-1SL1 a 1259-ARNT2. U bun¢k 1259 a 5967
vznikala sekundarni loZiska obvykle jen v okoli jedné ¢i dvou vétsich cév. Oproti tomu u
vSechny transfekované buiiky se vétSinou $ifily do n€kolika rznych smérti od implantétu.
Zda se, ze bunky na CAM migrovaly nejen pies cévni fecisté, ale 1 vné cév po celé CAM.
Migrace nadorovych bunék v CAM vné cév byla popsana také v ¢lanku Lugassy a kol.
(Lugassy et al., 2004).

Piekvapivy byl velky nartst adhezivity k fibronektinu u bunék 1259-PROM1,
kdy 80% bunék v kultufe bylo adherentnich, zatimco u piivodnich bunék 1259 to bylo
pouze 23%. Tuto zménu si zatim neumime vysvétlit a ani v odborné literature se mi
nepodafilo najit zminku o souvislosti mezi PROMI1 a adhezivitou k fibronektinu. Mozné
vysvétleni by mohlo pfinést testovani transkripce mMRNA kodujici nékteré znamé
adhezivni molekuly u bunék 1259-PROML1 ve srovnami s ptivodnimi 1259.

Nov¢jsi vyzkumy naznacuji, ze PROMI, ktery je nejvice zndmy jako marker
nadorovych kmenovych bunék, mize byt klicovy také pro GspéSnou tvorbu metastaz
(Hermann et al., 2007), coz podporuji i nase vysledky.

Takeé nadexprese PROM1 vedla ke zvySeni angiogeneze a to na troven

srovnatelnou s 5967. To je v souladu se zjisténim zvySené transkripce NRP1u 1259-
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PROMI, nebot’ jak jiz bylo zminéno, NRP1 podporuje proces angiogeneze(Bagri et al.,
2009).

Bunky se zvysenou expresi ISL1, ARNT2 a PROMI1 proliferovaly mnohem
rychleji nez ptivodni 1259. VSechny testované transfekované buiiky mély zvySené
angiogenni vlastnosti. Schopnost adherovat k riznym komponentam extracelularni
matrix podporuje bunéénou migraci a invazivitu. Ukézali jsme, Ze nadexprese ISL1,
PROMI i ARNT2 1259 vedla ke zvyseni bunécné adhezivity, zejména k fibronektinu.
Vyssi hladina téchto proteinii u bunék 5967 tedy zifejme podporuje jejich invazivnéjsi a
agresivngjsi nadorovy fenotyp ve srovnani s 1259.

Vneseni GFP do bun€k 1259 a 5967 nijak nezménilo jejich adhezivni a
angiogenni vlastnosti. Také transkripce MRNA pro ISL1, PROM1, ARNT2 a HOXA11
zustala u bunc¢k 1259-GFP a 5967-GFP stejna jako u ptivodnich 1259 a 5967.
Piedpokladame tedy, Ze GFP nijak neovlivnilo ani schopnost bun¢k invadovat do organt
embrya, a vysledky zjisténé u 1259-GFP a 5967-GFP budou odpovidajici i pro 1259 a
5967.

Jako kontrola byly v nékterych pokusech pouzity buiiky 5967-0 s prazdnym
plazmidem pSFCV a zjistili jsme, Ze vneseni pSFCV do bungk jejich fenotyp nijak
neovlivnilo. Stejnym zptsobem pfipravené buiiky 1259-0 jsme bohuzel nestacili
ptipravit. U bun¢k PR9692 a PR9692-E9 bylo jiZ potvrzeno, Ze transfekce prazdnym
vektorem pSFCV jejich vlastnosti nijak nezménila. Navic vneseni genu pro GFP do
bunék PR9692, PR9692-E9, 1259 a 5967 bylo provedeno také s vyuzitim pSFCV a
nebyla pozorovana z4dna zména fenotypu.

Ze ziskanych vysledkii CAM testu a z dalSich pukust jsme schopni urcit spoustu
vlastnosti zkoumanych bunék. V nejblizsi dobé bude u nove vytvorenych stabilné
transfekovanych bunék testovana jejich schopnost vytvaret metastazy po inokulaci do
prsniho svalu kufat. Vysledky budou porovnany s tim, co se nam doposud podatilo
zjistit.

Jelikoz v ramci projektu zkoumani bunéénych linii 1259 a 5967 ziistiva mnoho
nezodpovézenych otazek a mame v planu v ném pokracovat. Rozhodujici pro dalsi
sméfovani vyzkumu budou vysledky inokulace nové vzniklych linii 1259- ISL1, 1259-
ARNT2 a 1259-PROM1 do kufat.

Z ¢asovych duvodu se jiz v ramci této prace nepodafilo ovéfit, zda jsou rozdily
mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi i na trovni proteind. Pfipravila jsem proteinové

lyzaty od vSech zkoumanych bunéénych linii, véetné nove vytvorenych stabilnich
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transfektanti. Az se nam podatii ziskat vhodné protilatky, budeme zkoumat hladinu
vybranych proteinti v buikdch pomoci metody western blot. Do dalSich experimentii
zahrneme 1 buniky 1259-0 a 5967-0.

Pokusime pfipravit dalSi stabilné transfekované bunééné linie 1259-HOXA11,
1259-HOXA-FLAG, 1259-ARNT2-FLAG, 1259-PROM1-FLAG al1259-ISL1-FLAG.
Budou-li Zivotaschopné, chtéli bychom tyto buiiky testovat na CAM, pomoci protilatky
proti FLAG detekovat bunky v organech kufecich embryi a zjistit, jak se zménily jejich
invazivni schopnosti. V ramci studia rozdiltt mezi buiikami 1259 a 5967 chceme
podrobnéji prozkoumat jejich expresni profil.

Také bychom chtéli vytvorit stabilné transfekované bunééné linie, které by
soucasné zvysené exprimovaly rizné kombinace proteind, které nas zajimaji, a sledovat

zmény Vv jejich fenotypu a metastatickém chovani.
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8. SHRNUTI

Vsechny cile stanovené pro tuto praci byly splnény. Podafilo se vypracovat
protokol provedeni CAM testu pro pouZiti v nasi laboratoti. CAM test byl nejprve
vyzkouSen a optimalizovan pii testovani jiz dobte popsanych kufecich sarkomovych
bunéénych linii PR9692 a PR9692-E9. Poté byly charakterizovany dosud malo popsané
kuteci sarkomové linie 1259 a 5967. Jiz diive bylo popsano, ze pouze buiiky linie 5967
vyvolavaji metastazy v experimentalnich zvifatech a bylo rovnéz provedeno expresni
profilovani bun¢k 1259 a 5967 s vyuzitim mikroCipi Affymetrix. Na zdklad¢ téchto
vysledkil jsme pro tuto praci vytipovali 4 proteiny (ISL1, ARNT2, PROMI1, HOXAT11),
jejichz zvySend exprese by mohla buitkkdm 5967 usnadiiovat metastazu. Byly pfipraveny
odvozené bunééné linie se zvySenou hladinou exprese gent kodujicich ISL1, ARNT2 a
PROMI. Bunky s nadexprimovanym HOX11 nebyly Zivotaschopné.

Prokézali jsme, Ze zvySeni transkripcni hladiny ISL1, ARNT2 a PROM1 skute¢né
potencuje angiogenni vlastnosti bunék. V souhlase s tim jsme pozorovali, Ze nami
nadexprimované geny (pfedevsim transkripcni faktory) ovliviiuji transkripci dalSich gent
(napt. VEGFA, NRP1, TGF-B2), které¢ hraji dalezitou roli v angiogenezi a nddorové
progresi. V blizké budoucnosti chceme zjistit, zda-li bunky s nadexprimovanymi geny
ovliviiujicimi angiogenezi podporuji vznik metastaz v komplexnim prostiedi in vivo.
Pokus bude proveden zptisobem popsanym v Cermak a kol. 2010. Z takového pokusu
vyplyne, které geny (pfipadné jejich kombinace) zasluhuji vice pozornosti. Pochopeni
molekularnich zéklad podminujicich angiogenni vlastnosti nadorovych bunék je klicové
pro pochopeni procesu nadorové progrese a metastazovani. Poznani téchto procesti mize

v budoucnosti umoznit efektivnéjsi 1é¢bu nadorovych onemocnéni.
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