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Souhrn: Vychodiska: Invazivita nadort pfedstavuje jeden z klicovych momentti metastatického procesu. Vlastni schopnost
¢i neschopnost invaze je vyslednici nékolika dil¢ich fenotypi, zejména motility nddorovych bunék a jejich schopnosti prote-
olytické degradace tkanovych bariér (bazalni membrana, extracelularni matrix). Jednou z moZnosti jak objasnit vztah kom-
plexniho invazivniho fenotypu a jednotlivych dil¢ich fenotypi je vyjit z definované série nadorovych buné¢nych linii vyka-
zujicich polymorfismus v uvedenych fenotypovych charakteristikich. Typ studie: Vysli jsme z fibrosarkomu H2-K/v-jun
transgenni mysi a rozsahlou manipulaci v tkanové kultufe jsme vytvofili sérii nadorovych buné¢nych linii liSicich se ve stup-
ni vyjadreni invazivniho a motilitniho fenotypu. Metody a vysledky: K odvozeni jednotlivych bunécnych linii jsme vyuZili
kombinaci tfi experimentalnich strategii. 1. Bunéc¢na heterogenita vstupniho nadorového vzorku umoznila odvozeni zaklad-
nich buné¢nych linii JUN-1, -2 a —3. 2. Sponténni transformace v kontinudlni kultufe umozZnila rozliSit sublinie odvozené
z bunécnych linii JUN-1 a JUN-2. 3. Stabilni transfekce expresniho vektoru pro onkogen c-fos dala vznik kloniim u riiznych
sublinii JUN-1 a JUN-2. V8echny buné¢né linie, sublinie a klony byly fenotypicky charakterizovany jednak na arovni invazi-
vity testem invaze do Matrigelu, jednak na trovni motility testem hojeni rany in vitro. Zdvéry: H2-K/v-jun série fibrosarko-
movych bunécnych linii pfedstavuje experimentalni ndstroj pro studium nddorové motility a invazivity, a to jak ve vzdjemné
zavislosti v rdmci komplexniho invazivniho fenotypu, tak i navzajem nezévisle, a jako takova pfedstavuje vhodny vstup do
dal$ich projektt zaméfenych na molekularni analyzu nadorové 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.
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Uvod

Rozhodujici ¢ast mortality v souvislosti s nddorovymi one-
mocnénimi pfipadd na vrub metastatické kapacité nddorovych
bunék v pokrocilych fazich nddorové transformace. Samotnd
metastatickd kaskdda zahrnuje pfesné sladény sled nékolika
udélosti. Na samotném pocatku musi byt butika schopna opus-
tit primdrni nador a soucasnou destrukci tkafiovych bariér
(bazalni membrana, extraceluldrni matrix) a aktivni lokomo-
ci dosdhnout krevni nebo lymfatické kapilary. Tato poCatecni
invaze a lokomoce plynule pfechdzi v intravazaci do krevni-
ho nebo lymfatického fecCisté, kterd je opét provazena destruk-

ci bazélni membrény endotelu. Nadorova buiika pak musi byt
schopna na urcitém misté z krevniho nebo lymfatického obé-
hu vystoupit a znovu zahdjit proliferaci na sekunddrnim mis-
té. Toto je klasicky pribé&h metastatické kaskady (1,2).

V naSi préci se soustfedime na samotny pocatek celého metas-
tatického procesu, tj. nidorovou motilitu a invazivitu. Ukazu-
je se, Ze vztah mezi obéma témito procesy byvé neziidka obtiz-
né definovat. V fad¢ praci jsou pojmy ,,migration®, ,,motility*,
~movement®a,,invasion“uZivany v zdsadé synonymné. Je jas-
né, Ze invazivni buika musi byt zarovenl motilitni, zadroven
ovSem také plati, Ze samotna schopnost motility je$té nevysti-
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huje cely rozsah vlastnosti charakterizujicich invazivni feno-
typ. Nedilnou soucdsti invazivniho fenotypu je schopnost pro-
teolytické destrukce biologickych bariér (2,3).V nasi praci pro-
to nazirdme na nddorovou invazivitu jako na jakysi zastfeSujici
a komplexni fenotyp, ktery je moZné rozloZit do pfinejmen-
$im dvou dil¢ich intermedidrnich fenotypt . schopnosti aktiv-
niho pohybu (motility) a schopnosti proteolytického ataku vici
bazéalni membrané a extracelularni matrix.

Jednou z moZnosti, jak studovat a na molekuldrni drovni cha-
rakterizovat rizné aspekty transformovaného fenotypu vcet-
né motility a invazivity je odvodit ur¢itou definovanou sesta-
vu nadorovych buné¢nych linii, pokryvajici co nejSirsi ¢ast
vyvoje a progrese nddoru. Existuje nékolik strategii odvozeni
takové usporadané série bunécnych linii. Je naptiklad moZné
odvodit bun&né linie z rtznych stadii vyvoje nadoru (napf.
primarniho nddoru a metastazy) u téhoz pacienta (4). Je samo-
zfejmé také mozné vyuZit principu naddorové heterogenity
a odvodit n€kolik bunécnych linii reprezentujicich rizné eta-
py nadorové progrese z jediného nadoru (5). Jinou strategii je
odvodit v prvni fazi z daného nadoru jedinou bunéénou linii
a sérii bunécnych linii kryjicich urcitou ¢ast naddorové progre-
se odvodit riznymi postupy in vitro transformace této vycho-
zi buné¢né linie. Tato transformace miiZe probihat spontanné
pfi dlouhodobé nepfetrzité kultivaci, nebo miiZe byt specific-
ky smérovana napf. mutagenezi, genovou manipulaci ¢i opa-
kovanym prevedenim do stavu nddoru in vivo ve vhodném zvi-
fecim hostiteli. Pfikladem takto vytvofenych komplexnich sérii
nadorovych bunécnych linii jsou lidské série MCF-10a HMT-
3522 nédoru prsu (6,7), série krysich bunécnych linii odvoze-
nych ze spontanniho karcinomu prostaty (Dunning rat prosta-
tic carcinoma series) (8) nebo QRsP-série mySich
fibrosarkomovych linii (9).

Cil prace

Cilem nasi prace bylo odvozeni nové ptivodni série bunécnych
linii, a to pivodu fibrosarkomu vytvéafejiciho se v reakci na
hluboké poranéni u H2-K/v-jun transgenni mysi (10). Jedno-
tlivé buné¢né linie byly odvozeny kombinaci shora naznace-
nych experimentalnich strategii. Zakladni linie (JUN-1,-2 a-3)
odréazeji vstupni nddorovou heterogenitu. Dalsi sublinie byly
odvozeny kontinudlni kultivaci a stabilni transfekci kooperu-
jiciho onkogenu. Jednotlivé bun&¢né linie a sublinie byly cha-
rakterizovany z hlediska motility a invazivity, coZ nim umoz-
nilo pfesnéji vymezit podil intermedidrnich fenotypl na
komplexnim invazivnim fenotypu.

Metody

Vstupni nddorovy vzorek

H2-K/v-jun transgenni mysi byly laskavé poskytnuty Dr. Mar-
tinem Breitmanem (Samuel Lunenfeld Research Institute, Uni-
versity of Ontarion, Kanada). U této transgenni mysi se v reak-
ci na hluboké poranéni, jako je biopsie ocasu, vytvaii lokalné
invazivni nemetastazujici fibrosarkom(10). Bunécné linie
JUN-1 a JUN-2 byly odvozeny z téhoZ fibrosarkomu vyvije-
jictho se po dobu 7 mésicti od biopsie ocasu, bunécna linie
JUN-3 byla odvozena z nasledujiciho fibrosarkomu téZe trans-
genni mysi, jenZ se vyvijel po dobu 11 mésica.

Plasmidy

CMV-c-fos expresni vektor byl laskavé poskytnut Dr. Char-
lese Vinsonem (National Cancer Institute, National Institute
of Health, Bethesda U.S.A.) (11), pSTneoB vektor byl laska-
vé& poskytnut Dr. Petrem Draberem (Ustav molekularni gene-
tiky AV CR v Praze) (12). Plasmidy byly purifikovany systé-
mem Nucleobond Plasmid Purification Kit fy Clontech, podle
pokynt udanych vyrobcem.

Zdkladni bunécnd kultura

Néador byl mechanicky rozmélnén na kousky o priblizné veli-
kosti 1 mm3, které byly pfimo naneseny na dno kultiva&ni mis-
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ky. Kultivace byla proviadéna v médiu DMEM (Sigma) dopl-
néném fetdlnim telecim sérem (Sigma) na vyslednou kon-
centraci 10 % a antibiotiky penicilinem (vysledné 100 U/ml)
a strepromycinem (vysledné 100 pg /ml) (BioWhittaker).
VSechny bunécné linie byly odvozeny z primarni nddorové
kultury odpichnutim izolované rostouci kolonie Zlutou mik-
ropipetovou $pi¢kou pod inverznim mikroskopem po pted-
chozi kratkodobé trypsinizaci prislu§né kolonie.

Odvozeni stabilné transfektovanych klonii

Stabilné transfektované klony nesouci CMV-c-fos expresni
vektor byly odvozenyz linie JUN-1 po 40 bunécnych genera-
ci v kultufe (population doubling —PD) a 200 PD a z buné¢né
linie JUN-2 po 200 PD kontinudlni kultury. Transfekce byla
provedena kalcium-fosfatovou precipitacni metodou pro-
stfednictvim systému CalPhos Transfection Kit fy Clontech,
podle pokyni vyrobce. Subkonfluentni buné¢éna kultura na
100 mm- kultiva¢ni misce byla pfitom transfektovdna smési
10 pg CMV-c-fos a 1 ug pSTneoB. Selekce byla provedena
kultivaénim médiem doplnéném antibiotikem G418 (Sigma)
ve vysledné koncentraci 500 pg /ml. Odvozeni individudlnich
stabilné transfektovanych klonii bylo provedeno totoZné jako
izolace ptivodnich linif z primérni nddorové kultury.

Test motility

Buné¢na motilita byla analyzovana jako tzv. test hojeni rany
in vitro (in vitro wound healing assay). Podstatou je mecha-
nické naruSeni konfluentni bunécné kultury, ¢imZ dochdzi
kuvolnéni kontaktni inhibice pohybu a buriky na okrajich rany
mohou migrovat do uvolnéného prostoru. Prabéh této migra-
ce je pozorovan v pravidelnych ¢asovych intervalech a foto-
graficky zaznamendvan. Vyhodnoceni bunécné motility bylo
provedeno po 11 hodinach hojeni rdny, a to pfifazenim dané
bunécné linie, sublinie ¢i klonu do jedné z nasledujicich kate-
gorii : — Zadnd aktivita +: sporadickd aktivita undulujicich
membrén (ruffling) na okrajich rdny ++: uniformni aktivita
undulujicich membran (ruffling) na okrajich rany +++: spora-
dicky pohyb bunék do prostoru rany ++++: uniformni pohyb
bunék do prostoru rany spojeny se zménou jejich usporadani
do polohy kolmé k ose rany (viz Tabulka 1.).

Test invazivity

Invazivita byla analyzovana prostfednictvim testu invaze do
Matrigelu (BD BioCoat Matrigel Invasion chamber — Becton
Dickinson), podle pokynt udanych vyrobcem. Test vychazi
z modifikované Boydenovy komurky, jejiZ horni a dolni kom-
partment je oddélen membranou s mikropéry o priiméru 8 pm.
Tato membrana je pokryta vrstvou Matrigelu, ktery slouZi jako
model extracelularni matrix ¢i bazalni membrany (13). Buiiky
se nanaseji v jednobunécné suspenzi do horniho kompartmen-
tu a maji-li invazivni schopnost, jsou schopny pfekonat vrstvu
Matrigelu, projit mikropéry membrany a adherovat na jeji opac-
né stran€. Zde jsou pak fixovéany, obarveny a kvantifikovéany.
V naSem pripadé byla kvantifikace provedena pfimym pocitd-
nim invadujicich bunék pod inverznim mikroskopem, pficemz
jako vyjadfeni invazivity jsme pouZili soucet invadujicich
bunék z péti ndhodné vybranych optickych poli inverzniho mik-
roskopu, s pouZitim 15-krat zvétSujictho objektivu. Kazda linie,
sublinie ¢i klon byly analyzovény v triplikatu.

Vysledky

Ze dvou fibrosarkomt indukovanych u jedné a téZe transgen-
ni mysi se podafilo celkem odvodit tfi bunécné linie JUN-1,
JUN-2 a JUN-3. Analyza motility a invazivity byla provede-
na po 100 PD v kontinudlni kultufe a odhalila zna¢né rozdily
v obou té€chto charakteristikdch. Buné¢nd linie JUN-2 byla
malo motilitni a neinvazivni, buné¢na linie JUN-3 byla nao-
pak velmi motilitni a invazivni a u linie JUN-1 byla motilita
a invazivita intermediarni mezi obéma zbylymi vyhranénymi
bunécnymi liniemi.



Tabulka 1: Korelace motility a invazivity v sérii fibrosarkomovych
bunéénych linii odvozenych z H2-K/v-jun transgenni mysi*.

IBunééna linie Motilita Invazivita
JUN1(40) + 52+10
JUN1(100) +++ 599+125
JUN1(200) ++++ 46591403
JUN2(40) - 130+27
JUN2(200) +++ 244+36
JUN3(100) ++++ 300£210
JUN1(40)fos1 +++ 166123
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 +++ 231425
JUN2(200)fos7 ++ 93£13
JUN2(200)fos10 - 91427

*JUN-1, -2 a -3 predstavuji zdkladni klonélni fibrosarkomové bunécéné
linie, ¢islo v zavorce udava pocet bunéénych generaci v tkatiové kultufe
a fos1 aZ fos10 oznaCuje konkrétni stabiln€ transfektované klony nesouci
CMC-c-fos expresni vektor. Uroveti motility byla analyzovéna prostied-
nictvim testu hojeni rany in vitro 11 hodin po zavedeni rdny do konfluent-
niho buné¢né kultury, pfic¢emzZ jsme rozliSili pét trovni: -: Zadn4 aktivita
+: sporadickd aktivita undulujicich membran (ruffling) na okrajich rany
++: uniformni aktivita undulujicich membréan (ruffling) na okrajich rany
+++: sporadicky pohyb bunék do prostoru rany ++++: uniformni pohyb
bunék do prostoru rany spojeny se zménou jejich usporadani do polohy
kolmé k ose rany. Invazivita byla analyzovana jako test invaze do Matri-
gelu. Kvantifikace pfedstavuje soucet invadujicich buné€k z péti nahodné
vybranych optickych poli inverzniho mikroskopu, s pouZitim 15-krat zvét-
Sujiciho objektivu. Kazda bunécnd linie ¢i klon byly analyzovany v tripli-
kétu a invazivita je vyjadfena jako primér + smérodatna odchylka.

Bunécné linie JUN-1 byla ov§em pfedmétem intenzivni trans-
formace v pribéhu kontinudlni kultury. Byla-1i analyzovana
po 40 PD v kultufe, vykazovala nizkou motilitu a byla nein-
vazivni, srovnatelnd s linif JUN-2(PD100). Naopak po 200 PD
se linie JUN-1 ukézala jako intenzivné€ motilitni a invazivni,
srovnatelnd s butikami JUN-3(PD100). Principidlné podobny
fenotypovy posun byl u bunék linie JUN-2 s ohledem na bunéc-
nou motilitu, kterd se po 200 PD v neptetrzité kultuie zietel-
né zvysila, buiikky ovSem stale zastaly neschopny invaze do
Matrigelu.

Ze sublinii JUN-1(PD40), JUN-1(PD200) a JUN-2(PD200)
jsme odvodili sadu stabilné transformovanych klonii nesou-
cich expresni vektor kédujici onkoprotein c-fos; ptvodni
bunécné linie byly odvozeny z transgenni mySi exprimujici
onkogen v-jun pod kontrolou promotoru genu hlavniho histo-
kompatibilitniho komplexu Ltiidy H2-K* (10), pficemZ rodi-
ny onkoproteint jun a fos heterodimerizuji — vzniklé komple-
xy se oznacuji jako AP-1 a puasobi jako transkrip&ni faktory
(14). Zajimalo nas proto, do jaké miry se zméni stupeii trans-
formace fibrosarkomovych bunéénych linii fizenou nadmér-
nou expresi kooperujictho onkogenu.

Vysledek ziskany u stabilné transfektovanych klonti JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200) v podstaté¢ odpovidal ocekavani, tj.
alespoii u nékterych z klonti doslo ke zvySeni arovné motility
ainvazivity, pfi¢emzZ ve vSech ptipadech byla zachovana doko-
nalé korelace mezi motilitou a invazivitou.

Vysledky ziskané u stabilné transfektovanych klonti JUN-
1(PD200) byly presné opacné. Prekvapivé zde doslo k vyraz-
nému sniZeni celkové drovné motility a invazivity, mezi jed-

notlivymi stabilné transfektovanymi klony ov§em i nadéle exi-
stovala dokonal4 korelace mezi motilitou a invazivitou.
Kvantifikaci irovné motility a invazivity v§ech analyzovanych
bunécnych linii a klont ud4dva Tabulka 1.

Diskuse

V tomto ¢lanku referujeme o odvozeni série mySich fibrosar-
komovych bunécnych linif a jejich fenotypové charakterizaci
z hlediska motility a invazivity. B1iZ§i srovnéni jednotlivych
linii a klond odhaluje nékolik zajimavych skute¢nosti.

Na prvnim misté je z naSich vysledki patrné, Ze efekt fizené
exprese kooperujiciho onkogenu kriticky zdvisi na piijem-
covské bunécné linii. Zatimco u nizce motilitnich a neinva-
zivnich sublinii dochézi alespoti u urcitych klont k vyjadfeni
motilitniho a invazivniho fenotypu, u silné motilitni a inva-
zivni bunécné sublinie JUN-1(PD200) je vysledek ptfesné
opacny — vSechny stabilné transfektované klony maji charak-
ter revertantd, s velmi vyrazné sniZzenou motilitou a s invazi-
vitou sniZenou na zhruba polovinu.

Srovnani trovné motility a invazivity jednotlivych sublinii
a klond nam dale umoZiiuje bliZe pochopit vztah mezi témito
dvéma fenotypy. Pfedevsim je patrné, Ze v rdmci kazdé logic-
ké série sublinii a klon (tj. buné¢na linie JUN-1 v prib¢hu
kontinudlni kultury a jednotlivé sady c-fos-stabilnich trans-
fektant(l) zde existuje dokonald korelace mezi urovni motility
a invazivity — nejinvazivnéjsi klony jsou také nejvice motilit-
ni a obracené. Toto pozorovani je v souladu s limitnim posta-
venim motility v determinaci komplexniho invazivniho feno-
typu (15). Zcela jiny obraz ndm vyvstava pfi srovnani Grovni
motility a invazivity mezi jednotlivymi logickymi skupinami
sublinii a klondl. Za povSimnuti v tomto ohledu pfedevsim sto-
ji skupina c-fos — stabilné transfektovanych klonil sublinie
JUN-1(PD200). Fenotypicka reverze pozorovana u téchto klo-
nt mé charakter dramatického sniZeni drovné motility, pfece
vSak ziistava rezidudlni invazivita vysoko nad drovni nejin-
tenzivnéji motilitnich klon odvozenych ze sublinii JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200). Zda se tedy, Ze kazda ptijemcov-
ské bunécna sublinie pouZitd pro transfekci m4 urcité dané
,.genetické pozadi, které spoludeterminuje celkovou trovei
invazivity spole¢né s motilitou. Logickym kandidatem toho-
to“genetického pozadi® je proteolytickd aktivita bunék destru-
ujici Matrigelovou bariéru v priibéhu testu invazivity (3,15,16).
Kvantifikace této proteolytické aktivity predstavuje tedy bez-
esporu prioritni krok v dali charakterizaci H2-K/v-jun fibro-
sarkomovych buné¢nych linii.

Zavér

V praci prezentovand série mySich fibrosarkomovych bunéc-
nych linii umoZiuje analyzovat buné¢nou motilitu a invazivi-
tu jak spole¢né jako Casti jednotného invazivniho fenotypu
(srovnani v ramci jednotlivych skupin sublinii a stabilné trans-
fektovanych klont), tak i oddélené jako nezavislé fenotypy
(srovnani mezi jednotlivymi skupinami stabilné transfektova-
nychklont). V této podobé piedstavuje zde prezentovand série
nadorovych bunéénych linii vyhodny vychozi model pro zah4-
jeni do projekti zaméfenych na molekularni analyzu motility
a invazivity.
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