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Úvod
Rozhodující ãást mortality v souvislosti s nádorov˘mi one-
mocnûními pfiipadá na vrub metastatické kapacitû nádorov˘ch
bunûk v pokroãil˘ch fázích nádorové transformace. Samotná
metastatická kaskáda zahrnuje pfiesnû sladûn˘ sled nûkolika
událostí. Na samotném poãátku musí b˘t buÀka schopna opus-
tit primární nádor a souãasnou destrukcí tkáÀov˘ch bariér
(bazální membrána, extracelulární matrix) a aktivní lokomo-
cí dosáhnout krevní nebo lymfatické kapiláry. Tato poãáteãní
invaze a lokomoce plynule pfiechází v intravazaci do krevní-
ho nebo lymfatického fieãi‰tû, která je opût provázena destruk-

cí bazální membrány endotelu. Nádorová buÀka pak musí b˘t
schopna na urãitém místû z krevního nebo lymfatického obû-
hu vystoupit a znovu zahájit proliferaci na sekundárním mís-
tû. Toto je klasick˘ prÛbûh metastatické kaskády (1,2).
V na‰í práci se soustfiedíme na samotn˘ poãátek celého metas-
tatického procesu, tj. nádorovou motilitu a invazivitu. Ukazu-
je se, Ïe vztah mezi obûma tûmito procesy b˘vá nezfiídka obtíÏ-
né definovat. V fiadû prací jsou pojmy „migration“, „motility“,
„movement“ a „invasion“ uÏívány v zásadû synonymnû. Je jas-
né, Ïe invazivní buÀka musí b˘t zároveÀ motilitní, zároveÀ
ov‰em také platí, Ïe samotná schopnost motility je‰tû nevysti-
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Souhrn: V˘chodiska: Invazivita nádorÛ pfiedstavuje jeden z klíãov˘ch momentÛ metastatického procesu. Vlastní schopnost
ãi neschopnost invaze je v˘slednicí nûkolika dílãích fenotypÛ, zejména motility nádorov˘ch bunûk a jejich schopnosti prote-
olytické degradace tkáÀov˘ch bariér (bazální membrána, extracelulární matrix). Jednou z moÏností jak objasnit vztah kom-
plexního invazivního fenotypu a jednotliv˘ch dílãích fenotypÛ je vyjít z definované série nádorov˘ch bunûãn˘ch linií vyka-
zujících polymorfismus v uveden˘ch fenotypov˘ch charakteristikách. Typ studie: Vy‰li jsme z fibrosarkomu H2-K/v-jun
transgenní my‰i a rozsáhlou manipulací v tkáÀové kultufie jsme vytvofiili sérii nádorov˘ch bunûãn˘ch linií li‰ících se ve stup-
ni vyjádfiení invazivního a motilitního fenotypu. Metody a v˘sledky: K odvození jednotliv˘ch bunûãn˘ch linií jsme vyuÏili
kombinaci tfií experimentálních strategií. 1. Bunûãná heterogenita vstupního nádorového vzorku umoÏnila odvození základ-
ních bunûãn˘ch linií JUN-1, -2 a –3. 2. Spontánní transformace v kontinuální kultufie umoÏnila rozli‰it sublinie odvozené
z bunûãn˘ch linií JUN-1 a JUN-2. 3. Stabilní transfekce expresního vektoru pro onkogen c-fos dala vznik klonÛm u rÛzn˘ch
sublinií JUN-1 a JUN-2. V‰echny bunûãné linie, sublinie a klony byly fenotypicky charakterizovány jednak na úrovni invazi-
vity testem invaze do Matrigelu, jednak na úrovni motility testem hojení rány in vitro. Závûry: H2-K/v-jun série fibrosarko-
mov˘ch bunûãn˘ch linií pfiedstavuje experimentální nástroj pro studium nádorové motility a invazivity, a to jak ve vzájemné
závislosti v rámci komplexního invazivního fenotypu, tak i navzájem nezávisle, a jako taková pfiedstavuje vhodn˘ vstup do
dal‰ích projektÛ zamûfien˘ch na molekulární anal˘zu nádorové invazivity.
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Summary: Backgrounds: Tumour invasiveness represents one of the key points in the metastatic process. The ability of
invasion or a lack thereof result from interplay of several intermediate phenotypes, like cellular motility or an ability of
proteolytic degradation of tissue barriers (basement membrane, extracellular matrix). One of the possibilities how to define
a relationship between the invasiveness as a complex phenotype and the respective intermediate phenotypes is to analyze
a defined tumour cell line series, with a relevant phenotypic polymorphism among individual cell lines. Design: We used
a fibrosarcoma developed in the H2-K/v-jun transgenic mouse and by means of an extensive manipulation in tissue culture we
generated a series of cell lines polymorphic in the expression of the invasive and motile phenotype. Methods and Results: In
establishing the series, three chief principles were exploited. 1. Cellular heterogeneity within the original tumour sample was
used to derive the founder cell lines JUN-1, -2, and –3. 2. Spontaneous transformation upon continuous culture made it possible
to distinguish sublines derived from the cell lines JUN-1 and JUN-2. 3. Stable transfection of an expression vector for the c-
fos oncogene gave rise to an array of clones from individual JUN-1- and JUN-2- derived sublines. All the cell lines, sublines,
and stably transfected clones were characterized in terms of invasiveness, by means of the Matrigel invasion assay, and as to
the motility, by means of the in vitro wound healing assay. Conclusions: The complete series of H2-K/v-jun fibrosarcoma-
derived cell lines enables to regard invasiveness and motility either as integral parts of a common phenotype, or independently
of each other. As such, the series provides a convenient input into studies aimed at molecular characterization of invasive
phenotype.

Key words: tumour cell culture, invasiveness, motility



224 KLINICKÁ ONKOLOGIE 16 5/2003

huje cel˘ rozsah vlastností charakterizujících invazivní feno-
typ. Nedílnou souãástí invazivního fenotypu je schopnost pro-
teolytické destrukce biologick˘ch bariér (2,3).V na‰í práci pro-
to nazíráme na nádorovou invazivitu jako na jak˘si zastfie‰ující
a komplexní fenotyp, kter˘ je moÏné rozloÏit do pfiinejmen-
‰ím dvou dílãích intermediárních fenotypÛ . schopnosti aktiv-
ního pohybu (motility) a schopnosti proteolytického ataku vÛãi
bazální membránû a extracelulární matrix.
Jednou z moÏností, jak studovat a na molekulární úrovni cha-
rakterizovat rÛzné aspekty transformovaného fenotypu vãet-
nû motility a invazivity je odvodit urãitou definovanou sesta-
vu nádorov˘ch bunûãn˘ch linií, pokr˘vající co nej‰ir‰í ãást
v˘voje a progrese nádoru. Existuje nûkolik strategií odvození
takové uspofiádané série bunûãn˘ch linií. Je napfiíklad moÏné
odvodit bunûãné linie z rÛzn˘ch stádií v˘voje nádoru (napfi.
primárního nádoru a metastázy) u téhoÏ pacienta (4). Je samo-
zfiejmû také moÏné vyuÏít principu nádorové heterogenity
a odvodit nûkolik bunûãn˘ch linií reprezentujících rÛzné eta-
py nádorové progrese z jediného nádoru (5). Jinou strategií je
odvodit v první fázi z daného nádoru jedinou bunûãnou linii
a sérii bunûãn˘ch linií kryjících urãitou ãást nádorové progre-
se odvodit rÛzn˘mi postupy in vitro transformace této v˘cho-
zí bunûãné linie. Tato transformace mÛÏe probíhat spontánnû
pfii dlouhodobé nepfietrÏité kultivaci, nebo mÛÏe b˘t specific-
ky smûrována napfi. mutagenezí, genovou manipulací ãi opa-
kovan˘m pfievedením do stavu nádoru in vivo ve vhodném zví-
fiecím hostiteli. Pfiíkladem takto vytvofien˘ch komplexních sérií
nádorov˘ch bunûãn˘ch linií jsou lidské série MCF-10a HMT-
3522 nádoru prsu (6,7), série krysích bunûãn˘ch linií odvoze-
n˘ch ze spontánního karcinomu prostaty (Dunning rat prosta-
tic carcinoma series) (8) nebo QRsP-série my‰ích
fibrosarkomov˘ch linií (9).

Cíl práce
Cílem na‰í práce bylo odvození nové pÛvodní série bunûãn˘ch
linií, a to pÛvodu fibrosarkomu vytváfiejícího se v reakci na
hluboké poranûní u H2-K/v-jun transgenní my‰i (10). Jedno-
tlivé bunûãné linie byly odvozeny kombinací shora naznaãe-
n˘ch experimentálních strategií. Základní linie (JUN-1, -2 a –3)
odráÏejí vstupní nádorovou heterogenitu. Dal‰í sublinie byly
odvozeny kontinuální kultivací a stabilní transfekcí kooperu-
jícího onkogenu. Jednotlivé bunûãné linie a sublinie byly cha-
rakterizovány z hlediska motility a invazivity, coÏ nám umoÏ-
nilo pfiesnûji vymezit podíl intermediárních fenotypÛ na
komplexním invazivním fenotypu.

Metody
Vstupní nádorov˘ vzorek
H2-K/v-jun transgenní my‰i byly laskavû poskytnuty Dr. Mar-
tinem Breitmanem (Samuel Lunenfeld Research Institute, Uni-
versity of Ontarion, Kanada). U této transgenní my‰i se v reak-
ci na hluboké poranûní, jako je biopsie ocasu, vytváfií lokálnû
invazivní nemetastazující fibrosarkom(10). Bunûãné linie
JUN-1 a JUN-2 byly odvozeny z téhoÏ fibrosarkomu vyvíje-
jícího se po dobu 7 mûsícÛ od biopsie ocasu, bunûãná linie
JUN-3 byla odvozena z následujícího fibrosarkomu téÏe trans-
genní my‰i, jenÏ se vyvíjel po dobu 11 mûsícÛ.

Plasmidy
CMV-c-fos expresní vektor byl laskavû poskytnut Dr. Char-
lese Vinsonem (National Cancer Institute, National Institute
of Health, Bethesda U.S.A.) (11), pSTneoB vektor byl laska-
vû poskytnut Dr. Petrem Dráberem (Ústav molekulární gene-
tiky AV âR v Praze) (12). Plasmidy byly purifikovány systé-
mem Nucleobond Plasmid Purification Kit fy Clontech, podle
pokynÛ udan˘ch v˘robcem.

Základní bunûãná kultura
Nádor byl mechanicky rozmûlnûn na kousky o pfiibliÏné veli-
kosti 1 mm3, které byly pfiímo naneseny na dno kultivaãní mis-

ky. Kultivace byla provádûna v médiu DMEM (Sigma) dopl-
nûném fetálním telecím sérem (Sigma) na v˘slednou kon-
centraci 10 % a antibiotiky penicilinem (v˘slednû 100 U/ml)
a strepromycinem (v˘slednû 100 µg /ml) (BioWhittaker).
V‰echny bunûãné linie byly odvozeny z primární nádorové
kultury odpíchnutím izolovanû rostoucí kolonie Ïlutou mik-
ropipetovou ‰piãkou pod inverzním mikroskopem po pfied-
chozí krátkodobé trypsinizaci pfiíslu‰né kolonie.

Odvození stabilnû transfektovan˘ch klonÛ
Stabilnû transfektované klony nesoucí CMV-c-fos expresní
vektor byly odvozenyz linie JUN-1 po 40 bunûãn˘ch genera-
cí v kultufie (population doubling –PD) a 200 PD a z bunûãné
linie JUN-2 po 200 PD kontinuální kultury. Transfekce byla
provedena kalcium-fosfátovou precipitaãní metodou pro-
stfiednictvím systému CalPhos Transfection Kit fy Clontech,
podle pokynÛ v˘robce. Subkonfluentní bunûãná kultura na
100 mm- kultivaãní misce byla pfiitom transfektována smûsí
10 µg CMV-c-fos a 1 µg pSTneoB. Selekce byla provedena
kultivaãním médiem doplnûném antibiotikem G418 (Sigma)
ve v˘sledné koncentraci 500 µg /ml. Odvození individuálních
stabilnû transfektovan˘ch klonÛ bylo provedeno totoÏnû jako
izolace pÛvodních linií z primární nádorové kultury.

Test motility
Bunûãná motilita byla analyzována jako tzv. test hojení rány
in vitro (in vitro wound healing assay). Podstatou je mecha-
nické naru‰ení konfluentní bunûãné kultury, ãímÏ dochází
k uvolnûní kontaktní inhibice pohybu a buÀky na okrajích rány
mohou migrovat do uvolnûného prostoru. PrÛbûh této migra-
ce je pozorován v pravideln˘ch ãasov˘ch intervalech a foto-
graficky zaznamenáván. Vyhodnocení bunûãné motility bylo
provedeno po 11 hodinách hojení rány, a to pfiifiazením dané
bunûãné linie, sublinie ãí klonu do jedné z následujících kate-
gorií : –: Ïádná aktivita +: sporadická aktivita undulujících
membrán (ruffling) na okrajích rány ++: uniformní aktivita
undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány +++: spora-
dick˘ pohyb bunûk do prostoru rány ++++: uniformní pohyb
bunûk do prostoru rány spojen˘ se zmûnou jejich uspofiádání
do polohy kolmé k ose rány (viz Tabulka 1.).

Test invazivity
Invazivita byla analyzována prostfiednictvím testu invaze do
Matrigelu (BD BioCoat Matrigel Invasion chamber – Becton
Dickinson), podle pokynÛ udan˘ch v˘robcem. Test vychází
z modifikované Boydenovy komÛrky, jejíÏ horní a dolní kom-
partment je oddûlen membránou s mikropóry o prÛmûru 8 µm.
Tato membrána je pokryta vrstvou Matrigelu, kter˘ slouÏí jako
model extracelulární matrix ãi bazální membrány (13). BuÀky
se naná‰ejí v jednobunûãné suspenzi do horního kompartmen-
tu a mají-li invazivní schopnost, jsou schopny pfiekonat vrstvu
Matrigelu, projít mikropóry membrány a adherovat na její opaã-
né stranû. Zde jsou pak fixovány, obarveny a kvantifikovány.
V na‰em pfiípadû byla kvantifikace provedena pfiím˘m poãítá-
ním invadujících bunûk pod inverzním mikroskopem, pfiiãemÏ
jako vyjádfiení invazivity jsme pouÏili souãet invadujících
bunûk z pûti náhodnû vybran˘ch optick˘ch polí inverzního mik-
roskopu, s pouÏitím 15-krát zvût‰ujícího objektivu. KaÏdá linie,
sublinie ãi klon byly analyzovány v triplikátu.

V˘sledky
Ze dvou fibrosarkomÛ indukovan˘ch u jedné a téÏe transgen-
ní my‰i se podafiilo celkem odvodit tfii bunûãné linie JUN-1,
JUN-2 a JUN-3. Anal˘za motility a invazivity byla provede-
na po 100 PD v kontinuální kultufie a odhalila znaãné rozdíly
v obou tûchto charakteristikách. Bunûãná linie JUN-2 byla
málo motilitní a neinvazivní, bunûãná linie JUN-3 byla nao-
pak velmi motilitní a invazivní a u linie JUN-1 byla motilita
a invazivita intermediární mezi obûma zbyl˘mi vyhranûn˘mi
bunûãn˘mi liniemi.
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Bunûãná linie JUN-1 byla ov‰em pfiedmûtem intenzivní trans-
formace v prÛbûhu kontinuální kultury. Byla-li analyzována
po 40 PD v kultufie, vykazovala nízkou motilitu a byla nein-
vazivní, srovnatelná s linií JUN-2(PD100). Naopak po 200 PD
se linie JUN-1 ukázala jako intenzivnû motilitní a invazivní,
srovnatelná s buÀkami JUN-3(PD100). Principiálnû podobn˘
fenotypov˘ posun byl u bunûk linie JUN-2 s ohledem na bunûã-
nou motilitu, která se po 200 PD v nepfietrÏité kultufie zfietel-
nû zv˘‰ila, buÀky ov‰em stále zÛstaly neschopny invaze do
Matrigelu.
Ze sublinií JUN-1(PD40), JUN-1(PD200) a JUN-2(PD200)
jsme odvodili sadu stabilnû transformovan˘ch klonÛ nesou-
cích expresní vektor kódující onkoprotein c-fos; pÛvodní
bunûãné linie byly odvozeny z transgenní my‰i exprimující
onkogen v-jun pod kontrolou promotoru genu hlavního histo-
kompatibilitního komplexu I.tfiídy H2-Kk (10), pfiiãemÏ rodi-
ny onkoproteinÛ jun a fos heterodimerizují – vzniklé komple-
xy se oznaãují jako AP-1 a pÛsobí jako transkripãní faktory
(14). Zajímalo nás proto, do jaké míry se zmûní stupeÀ trans-
formace fibrosarkomov˘ch bunûãn˘ch linií fiízenou nadmûr-
nou expresí kooperujícího onkogenu.
V˘sledek získan˘ u stabilnû transfektovan˘ch klonÛ JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200) v podstatû odpovídal oãekávání, tj.
alespoÀ u nûkter˘ch z klonÛ do‰lo ke zv˘‰ení úrovnû motility
a invazivity, pfiiãemÏ ve v‰ech pfiípadech byla zachována doko-
nalá korelace mezi motilitou a invazivitou.
V˘sledky získané u stabilnû transfektovan˘ch klonÛ JUN-
1(PD200) byly pfiesnû opaãné. Pfiekvapivû zde do‰lo k v˘raz-
nému sníÏení celkové úrovnû motility a invazivity, mezi jed-

Bunûãná linie Motilita Invazivita

JUN1(40) + 52±10

JUN1(100) +++ 599±125

JUN1(200) ++++ 4659±403

JUN2(40) - 130±27

JUN2(200) +++ 244±36

JUN3(100) ++++ 300±210

JUN1(40)fos1 +++ 166±23

JUN1(40)fos2 - 109±64

JUN1(40)fos4 ++++ 308±102

JUN1(200)fos4 - 1747±133

JUN1(200)fos6 + 1946±109

JUN1(200)fos8 ++ 2175±279

JUN2(200)fos3 ++++ 772±152

JUN2(200)fos4 +++ 231±25

JUN2(200)fos7 ++ 93±13

JUN2(200)fos10 - 91±27

Tabulka 1: Korelace motility a invazivity v sérii fibrosarkomov˘ch
bunûãn˘ch linií odvozen˘ch z H2-K/v-jun transgenní my‰i*.

*JUN-1, -2 a –3 pfiedstavují základní klonální fibrosarkomové bunûãné
linie, ãíslo v závorce udává poãet bunûãn˘ch generací v tkáÀové kultufie
a fos1 aÏ fos10 oznaãuje konkrétní stabilnû transfektované klony nesoucí
CMC-c-fos expresní vektor. ÚroveÀ motility byla analyzována prostfied-
nictvím testu hojení rány in vitro 11 hodin po zavedení rány do konfluent-
ního bunûãné kultury, pfiiãemÏ jsme rozli‰ili pût úrovní: -: Ïádná aktivita
+: sporadická aktivita undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány
++: uniformní aktivita undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány
+++: sporadick˘ pohyb bunûk do prostoru rány ++++: uniformní pohyb
bunûk do prostoru rány spojen˘ se zmûnou jejich uspofiádání do polohy
kolmé k ose rány. Invazivita byla analyzována jako test invaze do Matri-
gelu. Kvantifikace pfiedstavuje souãet invadujících bunûk z pûti náhodnû
vybran˘ch optick˘ch polí inverzního mikroskopu, s pouÏitím 15-krát zvût-
‰ujícího objektivu. KaÏdá bunûãná linie ãi klon byly analyzovány v tripli-
kátu a invazivita je vyjádfiena jako prÛmûr ± smûrodatná odchylka.

notliv˘mi stabilnû transfektovan˘mi klony ov‰em i nadále exi-
stovala dokonalá korelace mezi motilitou a invazivitou.
Kvantifikaci úrovnû motility a invazivity v‰ech analyzovan˘ch
bunûãn˘ch linií a klonÛ udává Tabulka 1.

Diskuse
V tomto ãlánku referujeme o odvození série my‰ích fibrosar-
komov˘ch bunûãn˘ch linií a jejich fenotypové charakterizaci
z hlediska motility a invazivity. BliÏ‰í srovnání jednotliv˘ch
linií a klonÛ odhaluje nûkolik zajímav˘ch skuteãností.
Na prvním místû je z na‰ich v˘sledkÛ patrné, Ïe efekt fiízené
exprese kooperujícího onkogenu kriticky závisí na pfiíjem-
covské bunûãné linii. Zatímco u nízce motilitních a neinva-
zivních sublinií dochází alespoÀ u urãit˘ch klonÛ k vyjádfiení
motilitního a invazivního fenotypu, u silnû motilitní a inva-
zivní bunûãné sublinie JUN-1(PD200) je v˘sledek pfiesnû
opaãn˘ – v‰echny stabilnû transfektované klony mají charak-
ter revertantÛ, s velmi v˘raznû sníÏenou motilitou a s invazi-
vitou sníÏenou na zhruba polovinu.
Srovnání úrovnû motility a invazivity jednotliv˘ch sublinií
a klonÛ nám dále umoÏÀuje blíÏe pochopit vztah mezi tûmito
dvûma fenotypy. Pfiedev‰ím je patrné, Ïe v rámci kaÏdé logic-
ké série sublinií a klonÛ (tj. bunûãná linie JUN-1 v prÛbûhu
kontinuální kultury a jednotlivé sady c-fos-stabilních trans-
fektantÛ) zde existuje dokonalá korelace mezi úrovní motility
a invazivity – nejinvazivnûj‰í klony jsou také nejvíce motilit-
ní a obrácenû. Toto pozorování je v souladu s limitním posta-
vením motility v determinaci komplexního invazivního feno-
typu (15). Zcela jin˘ obraz nám vyvstává pfii srovnání úrovní
motility a invazivity mezi jednotliv˘mi logick˘mi skupinami
sublinií a klonÛ. Za pov‰imnutí v tomto ohledu pfiedev‰ím sto-
jí skupina c-fos – stabilnû transfektovan˘ch klonÛ sublinie
JUN-1(PD200). Fenotypická reverze pozorovaná u tûchto klo-
nÛ má charakter dramatického sníÏení úrovnû motility, pfiece
v‰ak zÛstává reziduální invazivita vysoko nad úrovní nejin-
tenzivnûji motilitních klonÛ odvozen˘ch ze sublinií JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200). Zdá se tedy, Ïe kaÏdá pfiíjemcov-
ská bunûãná sublinie pouÏitá pro transfekci má urãité dané
„genetické pozadí“, které spoludeterminuje celkovou úroveÀ
invazivity spoleãnû s motilitou. Logick˘m kandidátem toho-
to“genetického pozadí“ je proteolytická aktivita bunûk destru-
ující Matrigelovou bariéru v prÛbûhu testu invazivity (3,15,16).
Kvantifikace této proteolytické aktivity pfiedstavuje tedy bez-
esporu prioritní krok v dal‰í charakterizaci H2-K/v-jun fibro-
sarkomov˘ch bunûãn˘ch linií.

Závûr
V práci prezentovaná série my‰ích fibrosarkomov˘ch bunûã-
n˘ch linií umoÏÀuje analyzovat bunûãnou motilitu a invazivi-
tu jak spoleãnû jako ãásti jednotného invazivního fenotypu
(srovnání v rámci jednotliv˘ch skupin sublinií a stabilnû trans-
fektovan˘ch klonÛ), tak i oddûlenû jako nezávislé fenotypy
(srovnání mezi jednotliv˘mi skupinami stabilnû transfektova-
n˘ch klonÛ). V této podobû pfiedstavuje zde prezentovaná série
nádorov˘ch bunûãn˘ch linií v˘hodn˘ v˘chozí model pro zahá-
jení do projektÛ zamûfien˘ch na molekulární anal˘zu motility
a invazivity.
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