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Abstrakt

Pti hledani novych gend, jez jsou regulovany thyroidnim hormonem, byl identifikovan
DISP3, novy ¢len SSD (sterol-sensing domain) proteinové rodiny. Analyza exprese uka-
zala, Ze DISP3 je exprimovan v burikdch neurdlniho pavodu a nase predchozi vysledky
potvrdily, Ze nadprodukce tohoto genu ovliviiuje bunécnou proliferaci a diferenciaci.
Analyza databaze Oncomine také ukazala, Ze exprese DISP3 je zvySena v meduloblasto-
mech, nejcastéjSich malignich nddorech centrdiniho nervového systému v détském

véku.

Predmétem diplomové prace je studium vlivu zvySené hladiny DISP3 na apoptdzu bunék
a jejich schopnost formovat kolonie. Pfi praci byly uzity bunécéné linie odvozené z medu-
loblastomu. Expresi genu DISP3 v rliznych meduloblastomovych liniich jsme porovnali
pomoci kvantitativni PCR a k dalSim experimentlim vybrali vhodnou linii s nizkou expresi
tohoto genu. Nékteré meduloblastomové linie mohou formovat neurosféry, a to, pokud
jsou kultivovany v bezsérovém médiu. Pomoci kvantitativni PCR jsme porovnali expresi
neuralnich marker( u bunék kultivovanych jednak jako neurosféry a jednak jako pfisedlé
buriky. Transfekci bunék plazmidem nadexprimujicim DISP3 jsme pfipravili burniky se zvy-
Senou hladinou tohoto genu. Apoptdzu jsme indukovali pomoci poSkozeni bunék zare-
nim v rozdilnych davkach. Apoptdza byla stanovena po 24 a 48 hodinach od ozareni na
zakladé aktivace kaspdz 3 a 7 pomoci pratokové cytometrie. Nasledné jsme jednotlivé

ozarené linie testovali na formaci bunécnych kolonii.

Zjistili jsme, Ze v rGznych meduloblastomovych liniich je DISP3 exprimovan v rliznych
hladindach, nizkou expresi jsme nasli u bunék DAQY, které jsme pouzili na nasledujici ex-
perimenty. DAQOY buriky kultivované v neurosférach jsou vice heterogenni oproti adhe-
rentnim burnikdm. DAOY bunky s vyssi expresi DISP3 vytvorily vice kolonii oproti kontrol-

nim bunkam.

Klicova slova: DISP3, meduloblastom, apoptéza, metastaticky potencidl



Abstract

In the search for new genes that are regulated by thyroid hormone, DISP3, a new mem-
ber of the SSD (sterol-sensing domain) protein family, has been identified. Expression
analysis showed that DISP3 is expressed in cells of neural origin, and our previous results
indicate that overexpression of this gene affects cell proliferation and differentiation.
Oncomine database analysis also showed that DISP3 expression is increased in me-
dulloblastomas, the most common malignancies of the central nervous system in chil-

dren.

The subject of this diploma thesis is studying the effect of increased DISP3 levels on cell
apoptosis and cell ability to form a colony. Cell lines derived from medulloblastomas

were used in the work.

We compared the expression levels of the DISP3 gene in different medulloblastoma
lines by quantitative PCR and selected a line with low expression of this gene for further
experiments. Some medulloblastoma cell lines can form neurospheres when cultured in
serum-free medium. Using quantitative PCR, we compared the expression levels of neu-
ral markers in cells cultured both as neurospheres and as adherent cells. By transfecting
cells with a plasmid overexpressing DISP3, we prepared cells with increased levels of
this gene. We induced apoptosis by radiation at different doses. Apoptosis was deter-
mined 24 and 48 hours after irradiation by activation of caspases 3 and 7 measured by
flow cytometry. Subsequently, we tested the individual irradiated lines for the for-

mation of cell colonies.

We found that DISP3 is expressed at different levels in different medulloblastoma lines,
and we found low expression level in DAQY cells, which we used for the following ex-
periments. DAQY cells cultured in neurospheres are more heterogeneous. DAQY cells

with higher DISP3 expression formed more colonies than control cells.

Key words: DISP3, medulloblastoma, apoptosis, metastatic potential



1. Obsah

PrONIASENT ..t s 2
POOBKOVANI. ..ttt ettt et b e s e e aeeen e s sn e e neennneeas 3
ADSEIAKE. .t s e et ne e e nanee s 4
ADSTIACT ...t 5
B O o 1Y o P PO PP P PR UUPRROPPRTI 6
3. S€ZNAM ZKIAteK ...eeieeieiiiie e 8
N U 1o Yo PSR 10
5. LIterdrni Prehled ..o e e 11
DL DS P 3 e 11
5.1.1  Proteiny obsahujici sterol-sensing domeénu ..........cccoeeecvrvreereeeeenccccnnnnen. 12
5.1.2  Soucasné znalosti 0 proteinu DISP3..........cooociiiiiiiiiee e 13

5.2 MeduloblastOmy ... ..o e e e e e e 17
oI N o 11 o] [ = S 18
5.2.2  VYVO] MOZECKU ..cceeeitrtieeeeee ettt e e e eeeectrae et e e e e e eessnanrreeeeeeeeeennnsareeees 18
5.2.3  PUvod meduloblastomu..........cooiiiieiiiiiieniceeeeeee e 19
5.2.4  Molekularni podskUpiny .......cooccoiiiiriiiiiiieicreeeee e 20
5.2.5  Metastaticky POtENCIAl .......cooiveiiiiiiieeee e 24
5.2.6  Invitro modely meduloblastomu ...........cccoeeciiieieiiiiie e, 26
5.2.7 Metody [éCby meduloblastomuU.........ccccueieeeirieeeeciiiie e 27

ST T 2 F- To [T X €T =] o1 [T UUUR 28
5.3.1  RaAdIOr@zZiStANCe.....ceiveeieeiieeieesiee e 28
5.3.2  NAasledky radioterapi€.....cccccceeeccciiiiiee e 29

6.  MOTIVACE @ CIlE PrACE ....co ittt ee e e e e e e e e e abrraeeeeeeeeas 30
7. Materidl @ MELOY ..oooei i e a e 31
2% R\ 1= AT | PP P ST RPTOPRPRPPR 31
7.1.1  Vektory @ Markery ..ottt 31
0 A 1 VA 1V 32
7.1.3  Bakterie a rlstovd MEdIa.......cevuerierieiienierieeeeseee e 32



7.1.4  Eukaryotické bUNECNE lINI€.......ccccuiieiieiiiie e 32

7.1.5 Média a reagenci pro eukaryotické bunécné linie .......ccccceevvvrveeeencnnennn. 32
7.0.6  ChemiKaliE. . .cooieeeeeeee e e 33
7.1.7  PUFrY @ rOZEOKY c.eeeeiee et 33
0 R T T 4 1= V75 34
7.1.9  KOMEICNT KitY coeeeeieiee ettt 36
2% 0 K o 1) 4 o ) [PPSR 36
7.1.11  SOFEWAIE..ciiiiiiiie e e 36
A |V, =3 e T Y PSRRI 37
7.2.1  Préce s nukleovymi kyselinami .........cccccouveeeiiiiiie e 37
7.2.2  Bakteridlni Prace ... e 39
7.2.3  Prdce s bunécnymi KUlturami ........ccccooeiiiiiiciiieie e 41
B R o - Tol I o T o =Y [ 1V PRSPPI 42
7.2.5  JradI@Ce...cciiiiieiiiec e 43
7.2.6  Statickd analyza dat .....ccceeeeeeiiiiiie e 45

T VAV 1= Yo | QY PR 45
8.1 Exprese DISP3 v riznych meduloblastomovych liniich...........cccooieiiiiieennnn. 45
8.2 Kultivace DAQY bunécné linie v rozdilnych podminkach .........cccoveeeeeiiieicnnnnneen. 47
8.2.1  BUNECNA liNi@ DAODY ..ottt 47
I8 A N | o = o 2SS 48

8.2.3  Exprese markerd u bunék péstovanych adherentné a jako neurosféry...50

8.3 Reakce bunék DAQY s nadexpresi DISP3 Na 0ZAFeNi .....eeveeeeeeeecnrveeeeeeee i, 53
8.3.1  Ovéreni transfekce DISP3 v DAOY bunKkach.......cccccueeiiiiiiiiiiniiiciiiecen 53
8.3.2  Vliv zvySené exprese DISP3 Na apOPtOZU......cccveeeeeeeeeiicinrrereeeeeeeeenvveeen. 54
8.3.3  Vliv zvySené exprese DISP3 na formovani bunécnych kolonii.................. 57

9. DISKUZE .. 58
O 1Y T USRS UROPR 65
11. Seznam PoUZIte lILEratUury.....ccccuiieeee i e 66



3.Seznam zkratek

7DHCR
APOE
BBB
BME
CAS 3/7
CNS
CSF
DDR
DISP3/PTCHD2
DSB
EGFR
EGL
FBS
FGFR
G418
GAPDH
GCP
GTR

HH
HMGCR
IGL
INSIG

LMD

7-Dehydrocholesterol reduktaza
Apolipoprotein E

Krevni mozkova bariéra
B-merkaptoethanol

Kaspaza3a7

Centralni nervova soustava
Mozkomisni tekutiny

DNA damage response
Dispatched 3

Dvojity zlom vldkna

Epidermal growth factor receptor
Extragranuldrni vrstva

Fetal bovine serum

Fibroblast growth factor receptor
Geneticin
Glyceraldehyde-3-fosfat dehydrogendaza
Granule Cell Progenitor

Gross total resection

Hedgehog
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktdza
Vnitini granularni vrstva
Insulin-induced gene

Leptomeningealni diseminace



NFB
NFGM
NPC1
P/S

PBS
PCR
PTC
PTCHD4
PTR
qPCR
ROS
SCAP
SHH
SREB
SSD
STR

T3

TAE

TH
UBE2D2
WHO

WNT

Normal Fetal Brain

Normal Fetal Germinal Matrix

NPC Intracellular Cholesterol Transporter 1
Penicilin/Streptomycin

Fosfatovy pufr

Polymerazova retézova reakce

Patched

Patched Domain Containing 4

Patched related

Kvantitativni polymerdzova retézova reakce
Kyslikaté radikaly

SREBP cleavage-activating protein

Sonic Hedgehog

Sterol regulatory element binding protein
Sterol sensing doména

Subtotalni resekce

Trijodthyronin

Tris acetat

Thyroidni hormon

Ubiquitin conjugating enzyme E2 D2
Svétova zdravotnicka organizace

Wingless/Int-1



4. Uvod

DISP3 byl identifikovan v nasi laboratofi pti hledani novych gen( regulovanych thyroid-
nim hormonen. Je to protein, ktery nema esencialni roli v lidském organismu, nicméné
pokud je exprimovan ve vétsim mnozstvi, tak ovliviiuje bunéénou proliferaci a diferen-
ciaci. Ve své strukture obsahuje sterol-sensing doménu, ktera je zndma svou roli v me-

tabolismu cholesterolu.

V lidském téle je tento protein exprimovan predevsim v neurdlnich tkanich jako jsou
mozek a sitnice, méné pak ve varlatech. Analyza mozkovych nador( potvrdila zvySenou

expresi tohoto proteinu u pacientd s meduloblastomy.

Meduloblastomy (podle WHO stupen 4 v klasifikaci CNS nadort) jsou détskymi malig-
nimi nadory mozecku a tvori témér 10 % détskych mozkovych nador(. | pres nedavné
zlepSeni l1écby, 40 % déti zaZije opétovny vyskyt nadoru a pro 20-30 % pacientU je tato
nemoc smrtelnd. Predpoklada se, Ze meduloblastomy vznikaji z neuralni kmenové nebo
neurdlni progenitorové bunécéné populace béhem ranného Zivota. V roce 2012 byly
ustanoveny 4 odlisné molekularni skupiny meduloblastomd (WNT, SHH, skupina 3 a sku-

pina 4), které se lisi progndzou, typem pacientl a histologii.

V této praci jsem se zaméfila na roli proteinu DISP3 v malignanci meduloblastomovych
linii. Nejdrive byla stanovena endogenni exprese DISP3 v rliznych meduloblastomovych
liniich a z nich byla nasledné vybrana linie s nizkou expresi. V druhé ¢asti prace byla tato
linie kultivovana v rliznych podminkach (adherentné a v neurosférach) a byl porovnan
expresni profil pomoci specifickych markert. V posledni ¢asti prace bylo studovano, jak
zvyseni exprese DISP3 v burikach vybrané meduloblastomové linie ovliviiuje schopnost

téchto bunék prezivat ozarovani a formovat bunééné kolonie.
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5. Literarni prehled

5.1 DISP3

Gen Dispatched 3 (DISP3, PTCHD2 nebo KIAA1337) byl poprvé identifikovan in silico
v roce 2005 pomoci bioinformatiky spojenim dvou necharakterizovanych cDNA (Katoh
and Katoh 2005). U ¢lovéka se nachazi na chromozomu 1, v oblasti 1p36.22, ma 22
exonl a ma konzervované homology u Simpanz(, psu, krav, mysi, kurat i danii. Je to
1392 aminokyselin dlouhy protein, ktery ma hmotnost pfiblizné 153 kDa. Predikce to-
pologie ukazuje 13 transmembranovych domén, z toho 5 z nich tvofi tzv. sterol-sensing
doménu (SSD) (Obrdazek 1). SSD je konzervovana transmembranova struktura, ktera se
vyskytuje u protein hrajicich roli v transportu nebo metabolismu cholesterolu

(Nohturfft, Brown, and Goldstein 1998).

NH2

COOH

Obrdzek 1 - Schéma topologie proteinu DISP3, transmembrdnové domény jsou vizualizovdny jako obdélniky, SSD jsou
vybarveny cerné (Zikova et al. 2009)

DISP3 je u ¢lovéka exprimovan predevsim v neurdlnich tkanich, nejvice v mozku a sitnici,

méné pak ve varlatech (https.//www.proteinatlas.orq/ENSG00000204624-DISP3). Patti

do PTCHD rodiny spole¢né s nékolika dalSimi proteiny (PTCHD1, PTCHD3 a PTCHD4 ne-
boli PTCH53), které nejsou zatim detailné prozkoumany, ale nékteré z nich jsou spojeny

s neurodegenerativnimi poruchami (Noor et al. 2010).

DISP3 je regulovan thyroidnim hormonem a ma roli v metabolismu cholesterolu a lipidd

(Zikova et al. 2009), zvySuje proliferaci a ovliviiuje bunécny osud neurdlnich kmenovych
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i neuralnich progenitorovych bunék smérem k diferenciaci (Konifova et al. 2017; Zikova
et al. 2014). Jeho zvysena exprese byla nalezena u metastazujici osteosarkomové bu-
nécné linie (Morrow et al. 2016) a zaroven jeho zvySena exprese ménila expresi urcitych

genu (Zikova et al. 2014).

5.1.1 Proteiny obsahujici sterol-sensing doménu

Sedm ttid protein ma klicovou roli pfi homeostazi cholesterolu nebo pfi signalizaci spo-
jené s cholesterolem (a to v rlznych aspektech) a vSechny tyto proteiny sdili fylogene-

ticky konzervovanou sterol-sensing doménu (Kuwabara and Labouesse 2002).

SSD se sklada priblizné ze 180 aminokyselin organizovanych do 5 po sobé jdoucich,
membranou prochazejicich domén. Konzervovana rezidua se nachazeji predevsim
pfimo ve dvojmembrdné nebo blizko ni. | kdyZz neni struktura SSD presné determino-
vana, pocetné studie ukazuji, Ze zprostfedkovava komunikaci mezi steroly a proteiny

kontrolujicimi sterolovou biologii. Shrnuto v (Theesfeld et al. 2011).

Proteiny obsahujici SSD maji odlisné funkce, nalezneme zde proteiny, které maji cen-
traini roli v udrZzovani homeostaze cholesterolu jako je SCAP (SREB (sterol regulatory
element binding protein) cleavage activating protein), ktery tak cini pomoci regulace
sterol-dependentni transkripce genl syntetizujicich cholesterol. Dalsim enzymem obsa-
hujici SSD je 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktdza (HMGCR), coz je kli¢ovy
enzym syntézy cholesterolu. U téchto dvou proteinl byla SSD plvodné identifikovana
(Kuwabara and Labouesse 2002). Tato doména byla také nalezena v 7-dehydrocholes-
terol reduktaze (7DHCR), coz je protein, ktery konvertuje 7-dehydrocholesterol na cho-
lesterol. Do této skupiny patfi také proteiny zahrnuté v bunééné signalizaci, a to PTC,
ktery je reguldtorem hedgehog (HH) drahy (Ingham 2001). Déle ji obsahuji proteiny Dis-
patched (DISP), coZ jsou membranové proteiny, které umoznuji uvolnéni HH ligand(
z bunék, které je produkuji (Burke et al. 1999) a PTC-related protein (PTR), ktery ma po-
dobnou sekvenci jako PTC. Proteiny zahrnuté v intracelularnim transportu cholesterolu
jako je Niemann-Pick C1 (NPC1) a Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1) také sdili tuto struk-
turu. Defekty v NPC1 zpUsobuji vzacnou neurodegenerativni Niemann-Pickovu chorobu,
u které se akumuluje cholesterol a glykosfingolipidy v endzomalnich a lysozomalnich

vaccich (Vanier 2010).
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Cholesterol je sloucenina, ktera zdsadné ovliviiuje bunéény metabolismus, strukturu i
dynamiku buriky. Je duleZitou soucdsti membrdan a prekurzorem steroidnich hormond,
nékterych vitamin( a Zlu¢ovych kyselin. Hlavnim organem zodpovédnym za produkci
v lidském téle jsou jatra, ktera pomoci HMGCR a dalSich enzymu katalyzuji acetyl koen-
zym A. Homeostdza cholesterolu v burice je regulovana zpétnovazebnou smyckou zahr-
nujici tyto proteiny (Goldstein, DeBose-Boyd, and Brown 2006). Cholesterol je transpor-

tovan cirkulaci lipoproteind (Huang et al. 2016).

V mozku se nachdzi 25 % celkového mnozZstvi cholesterolu téla a téméf vsechen je pro-
duktem tamni syntézy kvali hematoencefalické bariére, ktera efektivné zabranuje vy-
méné lipoproteinového cholesterolu v obéhu. Toto oddéleni cholesterolu v mozku prav-
dépodobné reflektuje vysokou potiebu stability obsahu cholesterolu v membrdnach a
myelinu. Apoliprotein E (apoE) je za normalnich podminek povazovan za nejdllezitéjsi

transportni protein pro cholesterol v mozku (Bjorkhem and Meaney 2004).

Cholesterol hraje dllezitou roli pfi vzniku rakoviny, je klinicky i experimentalné doka-
zano, ze hypercholesterolemie a vysoké mnozstvi cholesterolu z potravy mlzZe ovlivnit
vznik rakoviny. Cholesterol je klicovou komponentou lipidovych raftl, které maji velkou
roli pfi regulaci signalizace u rakoviny. Metabolismus cholesterolu je ¢asto u rakovinnych
bunék reprogramovan. Shrnuto v (Ding et al. 2019). Bylo ukdzano, Ze cholesterol v roli
druhého posla miiZe aktivovat sonic hedgehogovou (SHH) drahu vazbou na Smoothened
receptor. Tato draha je aktivovana pfi vyvoji a u nékterych typl rakoviny, vede k abe-

rantni bunécéné proliferaci, diferenciaci a formaci nadord (Huang et al. 2016).

5.1.2 Soucasné znalosti o proteinu DISP3

5.1.2.1 Regulace thyroidnim hormonem

Ve vyssich organismech jsou thyroidni hormony (hlavni hormony produkované thyroidni
zlazou jsou 3,5,3* trijodothyronin T3 a jeho prekurzor tyroxin T4 a reverzni rT3) dllezité
reguldtory metabolismu a jsou nezbytné pro spravny prenatalni i postnatalni vyvoj Si-
roké skaly organt v téle. Pfi nadbytku i nedostatku thyroidniho hormonu dochazi k za-

sadnim zménam metabolismu, napf. zména klidového energetického vydaje, télesné
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hmotnosti, zména hladiny cholesterolu, lipolyzy a glukogeneze. Shrnuto v (Mullur, Liu,

and Brent 2014).

In vivo analyza nasi laboratore ukazala, Ze je DISP3 regulovan pomoci T3. Vysledky pro-
vedené na kuratech ukazaly, Ze béhem vyvoje je exprese DISP3 v sitnici ovlivnéna T3.
Dalsi pokusy byly provedeny in vitro na bunkach z tkdni se zvySenou expresi DISP3 a vy-
sledky ukazaly, Ze exprese zavisi na bunééném typu. Zatimco buriky z retinoblastomu pfi
zvySené hladiné T3 zvysily svou expresi DISP3 vice nez pétkrat, u Sertoliho-like bunék

zpUsobila zvysena hladina T3 témér trikrat nizsi expresi DISP3 (Zikova et al. 2009).

5.1.2.2 Role DISP3 v cholesterolovém metabolismu

Diky vyskytu SSD byla stanovena hypotéza role DISP3 v cholesterolovém metabolismu.
V urcitych bunécénych typech se pfi zvySené expresi DISP3 zvedla hladina cholesterolu

0 30 % a téz se zvysil obsah lipidickych vacku v bunice (Zikova et al. 2009).

5.1.2.3 Role DISP3 v proliferaci a diferenciaci

V nékolika studiich bylo ukdzano, Ze DISP3 mUzZe mit rizné efekty na bunéény osud. Po-
kud je DISP3 exprimovan ve vy$Sim mnozstvim, coz se diky zménam v genovém uspora-
dani, které je u rakovin bézné, muize stat, ovliviiuje bunécnou proliferaci. U mysi neu-
ralni progenitorové linie bunék C17.2, derivované z mozeckovych neurdlnich bunék
z vnéjsi zarodecné vrstvy (EGL) neonatalni mysi, bylo ukdzano pomoci thymidinové
eseje, ze bunky se zvySenou expresi DISP3 se mnozi 1,7x rychleji. U téchto bunék byly
také pozorovany zmény v diferenciaci, buriky se zvySenou expresi DISP3 nebyly schopny
tvofit funkéni neurity a pocet diferenciovanych bunék v neurony a v astrocyty byl sni-
Zeny oproti kontrolnim burikam (Zikova et al. 2014). Podobnych vysledku bylo dosazeno
i u neuralnich kmenovych bunék. Snizeni hladiny DISP3 vedlo ke zvySené diferenciaci do
astrocytll a oligodendrocytld a zvyseni hladiny DISP3 naopak ke sniZzené diferenciaci

oproti kontrole (Konifova et al. 2017).

5.1.2.4 Role DISP3 ve zména exprese genu

V bunkach C17.2 nadexprimujicich DISP3 byla nalezena také zménéna exprese genu
Epb4.13 and Prelp (Zikova et al. 2014). U téchto bunék a u bunék z NS-5 (mysi neuralni

kmenové burky) s mutovanym Disp3 (pomoci Crisper/Cas9) byla také nalezena zména
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exprese urcitych genQ, a to insulin-like growth factor binding protein 7 (Igfbp7), lipoyl-
transferase 1 (Lipt1), diacylglycerol kinase alpha (Dgka), brain serine/threonine kinase 1
(Brsk1) a endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 8 (Edg8)
(Tabulka 1). VSechny tyto geny maji funkci ve vyvoji mozku a/nebo byly zminény v rliz-

nych nadorech. (Konifova et al. 2017)

Nazev genu Zména exprese Buriky

lgfb7 Snizena NS-5 s mutaci v DISP3

Lipt1 Snizena NS-5 s mutaci v DISP3

Dgka Snizena NS-5 s mutaci v DISP3

Brsk1 Snizend NS-5 s mutaci v DISP3

Edg8 Zvysena NS-5 s mutaci v DISP3

Epb4.13 Snizena C17.2 se zvySenou expresi DISP3
Prelp Snizend C17.2 se zvySenou expresi DISP3

Tabulka 1 — Prehled zmény exprese gent u modifikovanych bunék

IGFBP7 je protein, ktery vaze inzulinové rlistové faktory (IGF), které jsou zahrnuty v bu-
nécéném rustu a déleni a zabranuji burikam vstup do apoptdzy. Snizend exprese tohoto
genu, popripadé jeho delece byla nalezena u rakoviny prsu, plic, moCového méchyre
a tlustého streva a nizké hladiny tohoto proteinu korelovaly se Spatnou progndzou

(Zhang et al. 2019).

Lipt1 kéduje lipoyl transferazu, ktera vyuziva volnou AMP-aktivovanou kyselinu lipoo-
vou jako substrat. Nemoci asociované s timto genem jsou deficience lypoyltransferazy

1 a Leighliv syndrom s leukodystrofii (Soreze et al. 2013).

Dgka je exprimovan v oligodendrocytech, kde se podili na vytvafeni myelinové pochvy

a také je spojovan s onkogenezi (Goto and Kondo 1996).

BRSK1 je AMP-aktivovana serin/threonin kinaza, kterd je nezbytna pro spravnou polari-

zaci neuront (Rodriguez-Asiain et al. 2011).
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EDG8 receptor je exprimovan predevsim v oligodendrocytech a astrocytech, ovliviiuje
diferenciaci radialnich glii do astrocytq, a ovliviiuje prezivani oligodendrocyta (Jaillard

2005).

EPB4.L3 je tumor supresor, jehoZz mutace byly nalezeny u vice typU rakovin. Proteiny
ze stejné rodiny pfipojuji transmembranové glykoproteiny k aktinovym vlaknim a ovliv-
Auji fadu procest — jako je bunécnd polarizace, migrace a proliferace (Bretscher,
Edwards, and Fehon 2002). Bylo ukazano, Ze u nadoru prostaty tento protein potlacuje
vznik metastdz, buriky bez tohoto proteinu mély snizenou schopnost apoptézy, coz
mohlo zvysit jejich invazivni fenotyp. EPB4.L3 protein potladuje vznik metastaz rakoviny
prostaty a sniZeni jeho exprese je dostate¢né pro zvySeni metastatického potencidlu bu-

nék (Wong et al. 2007).

5.1.2.5 Role DISP3 v metastatickém potencidlu bunék

Pro prezivani nehostinného prostfedi nové osidlenych oblasti musi metastazy radikalné
zefektivnit translaci (Leprivier et al. 2015). V bunécné linii vysoce metastazujicich oste-
osarkomu nasli zménénou expresi nékolika genl oproti nemestazujici bunécéné linii os-
terosarkoma. Mezi nimi byl i DISP3, ten byl vysoce exprimovany u metastazujicich bunék
v plicich, ale byl sotva detekovatelny u nemetastazujici linie (Morrow et al. 2016). Vy-
soce metastatické bunky vykazuji lepsi schopnost prezZiti a odolnost vici apoptdze
ve srovnani se Spatné metastazujicimi bunkami, cozZ jim poskytuje selekéni vyhodu bé-

hem nadorové progrese (Glinsky and Glinsky 1996).

Spoleéné tato data napovidaji, Ze DISP3 by mohl hrat roli pfi apoptdze a v metastatickém

potencialu bunky. Proto byla udélana in silico analyza mozkovych nador( z dataset(

16



microarray databdze Oncomine a nejvétsi exprese DISP3 byla nalezena v meduloblasto-

mech (Obrazek 2).
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adult control frontal lobe —
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choroid plexus papilloma —
pilocytic astrocytoma — }ﬂ{

atypical teratoid/rhabdoid tumour —|

Obradzek 2 - Exprese DISP3 v riznych typech nddord, In silico analyza z genového expresniho profilu détskych a dospé-
lych nddort mozku se srovndni na zdravy mozek, databdze Oncomine, dataset: E-GEOD-66354 (Griesinger et al. 2015),
analyza: (M. Koldr)

5.2 Meduloblastomy

v

Meduloblastomy jsou nejbéznéjsim malignim mozkovym nadorem u déti a také nejcas-
téjSim primarnim nadorem zadni jamy lebecni. Maji pavod ve vermis mozecku a po-
stupné rostou do 4. mozkové komory. Casto metastazuji do mozkomiiniho moku
a do tenkych mozkomisnich plen (leptomeninges), fidce se metastazy vyskytuji v kostni
dfeni, miznich uzlinach, jatrech a plicich. Vice nez 80 % meduloblastom je diagnostiko-
vano do 15 let Zivota, vrchol incidence je mezi 4. — 6. rokem Zivota. U dospélych medu-
loblastomy nejsou tak casté a s vékem pravdépodobnost vyskytu klesa. Meduloblas-
tomy jsou embryonalni nadory mozecku a predpoklada se, Ze vznikaji z rGznych populaci

neurdlnich kmenovych nebo progenitorovych bunék béhem raného stadia Zivota.
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V Ceské republice onemocni 10 — 12 déti ro¢né, celosvétové je pak roéni incidence
1,5 — 2 pacientina 100 000 obyvatel. Meduloblastomy je mozZno délit do rliznych skupin
dle histologie a také do molekularnich skupin na zakladé rGznych molekularnich drah,
které jsou v daném nadoru alterované. Tyto skupiny se lisi v histologii, progndze a véku
i pohlavi pacientd. Shrnuto v (Northcott et al. 2019a; Zitterbart, Pavelka, and

Zitterbartova 2010).

5.2.1 Histologie

Podle WHO rozhodnuti z roku 2007 mGzeme meduloblastomy rozdélit do nékolika his-
tologickych skupin, a to na klasicky meduloblastom, desmoplasticky/nodularni medu-
loblastom (DN), meduloblastom s extenzivni nodularitou (MBEN), anaplasticky medu-
loblastom (A) a velkobunéény meduloblastom (LC). Anaplasmaticky a velkobunécny se
¢asto objevuji spolecné, nékdy byvaji zminiovani jako LC/A, dale kvali podobnému histo-
logickému vzoru se DN a MBEN klasifikuji jako desmoplasticky DMB (Borowska and
Joozwiak 2016). Tyto jednotlivé skupiny se liSi prognézou i zastoupenim v molekularnich
podskupinach. Tradi¢né se toto histologické rozdéleni pouzivd pro diagndzu. Prestoze
tyto histologické varianty ¢astecné reflektuji molekularni heterogenitu, nejnovéjsi klasi-
fikace podle WHO vyZaduje kombinaci histologickych a genetickych variant pfi diagndze,

pokud je to technicky mozné. Shrnuto v (Northcott et al. 2019a).

5.2.2 Vyvoj mozecku

Mozecek je jedna z neobvyklych struktur mozku, co se tyce vyvoje, protoze populace
neuron( se tvori nejméné ze dvou odliSnych zarodecnych oblasti, a to z oblasti rhombic
lip a ventrikularni zony. Mozecek, jehozZ vznik je regulovan organizérem zvanym isthmic,
vznikd mezi strednim a zadnim mozkem. Neuralni prekurzory, které se nachazeji v rhom-
bic lip fetdlniho mozku migruji a vytvari extragranularni bunéénou vrstvu (EGL) vyvijeji-
ciho se mozecku. Purkynovy neurony a Bergmanovy glie se tvofi z prekurzort v subven-
trikuldrni zoné a migruji smérem k EGL. V EGL granularni bunééné prekurzory pokracuji
v proliferaci ve vnéjsi zoné. Postmitotické neurony se presouvaji do vnitini zény této

vrstvy a poté migruji spole¢né s Bergmanovymi gliemi do vnitfni granularni vrstvy (IGL),
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kde zlstavaji. EGL nakonec zmizi a vSechny postmitotické neurony se presunou do IGL.

Shrnuto v (Raffel 2004; Goldowitz and Hamre 1998).

Klicovou roli ve vyvoji mozecku hraje SHH signalizacni dradha, ktera ovliviiuje proliferaci
GCP (granule cell progenitor) nékolika mechanismy (reguluje expresi reguldtor bunéc-
ného cyklu jako je cyklin D1, cyklin D2 a cyklin E, zvySuje expresi protoonkogenu Mycn)

(Roussel and Hatten 2011).

5.2.3 PUvod meduloblastomu

Meduloblastomy jsou nadory embryondlniho pdvodu vznikajici v mozecku. In situ bylo
pozorovano, Zze meduloblastomy diferencuji spolecné s gliovymi a neurondlnimi dra-
hami a z toho vyplyva, Ze tyto nadory se tvofi z primitivnich, pluripotentnich neuroepi-
telarnich kmenovych bunék. Bylo ukazano, Ze nékteré meduloblastomy exprimuji ZIC,
gen, ktery je v normalnim stavu exprimovan pouze v EGL vyvijejiciho se mozecku a jeho
derivat(l, coz znamen3, Ze nékteré meduloblastomy vznikaji z EGL prekurzorovych bu-
nék (Raffel 2004). Nicméné ukazuje se, Ze jednotlivé skupiny meduloblastom( pochdzeji
z jinych bunék a nadory maji i odliSné misto vzniku. SHH meduloblastomy se vyviji

z vnéjsi granuldrni vrstvy a WNT nddory z lower rhombic lip (Zapotocky et al. 2018).

Analyza porovnani genovych expresi a srovnani podobnych meduloblastom( ukazala, ze
WNT a SHH skupiny se podobaly vice NSCs (neural stem cells) a NPCs (neural progenitor
cells), coz indukuje podobnost mezi témito meduloblastomovymi skupinami a embryo-
nalnimi bunéénymi typy. Skupina 4 byla podobna vice k NFB (normal fetal brain) nebo
NFGM (normal fetal germinal matrix) ukazujici na blizsi vztah k brzkému fetalnimu bu-
nécnému typu. Skupina 3 se nepfiblizovala Zadné kontrole brzkého vyvoje. Meduloblas-
tomové skupiny mohou reprezentovat stadia neuronadlini diferenciace — skupina 4 je vice
diferenciovand nez skupina 3, ta vic nez SHH skupina a nejméné diferenciovana z nich je

WNT (Obrdazek 3) (Hooper et al. 2014a).
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Obrdzek 3 - Puvod meduloblastomu podle molekuldrni skupiny (Hooper et al. 2014b)

5.2.4 Molekularni podskupiny

Meduloblastomy byly identifikovany pomoci genové exprese jako samostatna skupina,
odliSujici se od ostatnich embryonalnich nddor(, jako jsou atypicky teratoidni rhab-
doidni tumor (AT/RT) a primitivni neuroektodermalni tumor (PNET) (Pomeroy et al.
2002). DalSimi analyzami a profilovanim bylo mozné rozlisit skupiny meduloblastom(
a v roce 2012 bylo prijato az do nynéjska platici rozdéleni meduloblastom( na 4 mole-
kularni skupiny: WNT, SHH, skupina 3 a skupina 4. Tento konsenzus byl pfijat zakladnim
i klinickym vyzkumem a zménil zp(sob studia meduloblastomu jak v laboratofi, tak i to,
jak jsou meduloblastomy diagnostikovany a zvladany na klinikach. Jednotlivé moleku-
l[arni skupiny se lisi skupinou pacientd, u ktery se vyskytuji (podle véku i pohlavi), gene-

tickym pozadim, histologii i progndzou (Obrazek 4). DNA metylacéni profilovani nahradilo
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pouziti analyzy genové exprese k identifikaci meduloblastomovych podskupin a je pova-
Zovano za zlaty standart pro uréeni statusu meduloblastomu. Shrnuto v (Northcott et al.

2019a; Taylor et al. 2012).

Age group
211 T PR T Y I

|

Outcome Very good Infants good Poor Intermediate
others intermediate

. CTNNBI, PTCH1, SMO, GLi1, KDM6A mutation,
Genetic DDXD3X, SUFU, TP53 mutation, GFL1B activation, SNCAIP duplication,
. SMARCAA4, GLI2, MYCN MYC, OTX2 amplification, CDK6, MYCN
alteratlon TP53 mutation amplification SMARCA4 mutation amplification

Obrdzek 4 — Molekuldrni skupiny meduloblastomi. M — muZ, F—Zena (M. Zikovd podle Kuzan-Fischer et al., 2018)

5.2.4.1 WNT skupina

WNT skupina je pojmenovana po WNT dréze, ktera je v téchto typech nddoru neustéle
aktivni diky stabilizaci B-kateninu. Pfiblizné 80—90 % WNT meduloblastom( ma totiz mu-
taciv exonu 3 v genu CTNNBI, ktery kéduje B-katenin. Nadory z této skupiny predstavuji
nejvzacné;jsi skupinu meduloblastomu (tvofi 10 %), distribuce mezi pohlavimi je pfiblizné
stejna. Vétsina téchto nadorl ma klasickou histologii a pacienti maji nejlepsi prognézu

ze viech skupin, 95% z nich dosahne desetiletého preziti (Kool et al. 2012).

Stabilizovany B-katenin se akumuluje v jadfe, kde se chova jako koaktivator transkripc-
nich faktor( TCF-LEF rodiny, coZ vede ke zvySeni exprese WNT responsivnich genQ, které
vedou bunky k bunéénému rlstu a proliferaci (Thompson et al. 2006). Pacienti z této
skupiny, ktefi nemaji mutaci v CTNNB1 maji ¢asto patogenni varianty tumor supresoro-

vého genu APC (Waszak et al. 2018).

Velmi dobrd progndza u této skupiny je dana pravé jeji molekuldrni charakteristikou.

Mutovany CTNNB1, ktery Fidi konstantni onkogenni WNT signalizaci, soucasné umlci
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WNT signalizaci v okolnich endotelidlnich bunkach. V dlsledku toho se méni charakte-
ristika hematoencefalické bariéry, diky ¢emuz jsou nddory vnimavéjsi k systémové che-

moterapii (Phoenix et al, 2016).

5.2.4.2 SHH skupina

U skupiny pojmenované podle sonic hedgehog drahy nalézdme ¢asto somatické mutace,
mutace v zarodecné linii nebo jiné pocty kopii kritickych genu této drahy, jako je delece
nebo ztrata funkce u PTCH1, SUFU nebo aktivaéni mutace u SMO, amplifikace GL/1, GLI2
nebo MYCN (Northcott et al. 2017). Tyto meduloblastomy se vyskytuji u muzl a Zen
stejné a vyskytuji se nejvice v batolecim véku a u dospélych (Kool et al. 2012). VétSina
nodularnich/desmoplasmatickych meduloblastomi patfi do této skupiny, ale pouze
50% SHH meduloblastomi ma tuto histologii, tyto nddory mohou mit i klasickou nebo

LCA histologii (Taylor et al. 2012).

Alterace genl této drahy a genl s nimi spojenych vede k neustdlé, na ligandech neza-
vislé aktivaci SHH signalizace, coz vede buriku k bunéénému rlstu a proliferaci. SHH me-
duloblastomy vykazuiji biologicky i klinicky relevantni heterogenitu v jednotlivych subty-
pech (SHHa, SHHB, SHHy a SHH&), navic se meduloblastomy lisi i u déti a batolat. Shr-
nuto v (Cavalli et al. 2017; Schwalbe et al. 2017). Mutace v TP53 jsou pozorovany u urcité
skupiny téchto SHH meduloblastomU a ta vyrazné zhorsuje progndzu (Zhukova et al.

2013).

5.2.4.3 Skupina 3

Tato skupina neni pojmenovana po zadné hlavni signalni draze, ale vyskytuji se u ni vy-
soké amplifikace MYC (pfiblizné v 17 % pacient( této skupiny), které se nevyskytuji u
jinych skupin. Ma nejhorsi stupen preziti ze vSech skupin, je to méné nez 50 % a vysky-
tuje se Castéji u muzll a batolat. DalSi somatické mutace na Urovni gend jsou u této sku-
piny méné bézné, nicméné Casto (25 % pripadl) dochazi k izochromii 17q (g raménko je
duplikovano a p raménko je ztraceno). Shrnuto v (Cavalli et al. 2017; Northcott et al.

2011).
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Pacienti s meduloblastomem s MYC amplifikaci maji vyrazné horsi progndzu a proteo-
mickd analyza ukazuje vyrazné rozdily u téchto meduloblastom( v ribozomalnich pro-
teinech (nebo proteinech spojenych se sestavenim ribozom(), mitochondrialnich ri-

bozomovych proteinech a v proteinech zahrnutych v transkripci (Staal et al. 2015).

U této skupiny a také u skupiny 4 byly pozorovany strukturdlni varianty asociované
s tzv. enhancer hijacking, kde strukturni varianty chromozom( vedou k blizkosti nor-
malné vzddlenych kdédujicich genomovych oblasti a enhancer(i nebo superenhancerq,
coz vede k overexpresi urcitych gen(l. Toto vede k upregulaci onkogent jako jsou u sku-
piny 3 napt. GFI1 nebo GFI1B (vzadjemné se vylucujicich), ty v bézné situaci reguluji bu-

nécny osud v hematopoetickém systému (Northcott et al. 2014).

5.2.4.4 Skupina 4

Tato skupina také nema jasné definovanou signalizacni drahu, ktera by u ni byla muto-
vana a mutace somatickych genl jsou vzacné, nejcastéjSi zménou je overexprese
PRDMG6 (zprostiedkovana hijack enhancery), kterou mizZeme nalézt u 17 % pacientd.
u muzQ. Priblizné 1/3 pacientl je diagnostikovana s metastazemi, celkové preziti patfi

mezi stiedni (Taylor et al. 2012).

PRDMS6 je chromatin modulujici protein, ktery slouzi jako transkripéni represor vasku-
l[arnich progenitord a progenitor( hladkych sval(i, jeho presna funkce u meduloblastoma
jesté musi byt objasnéna. Dal$i mutované geny jsou ¢asto proteiny modifikujici histony
jako je KDMG6A, ZMYM3, KMT2C a KBTVD4, a dale pak amplifikace MYCN, OTX2, CDK6
a také GFI1 nebo GFI1B (Northcott et al. 2017; Northcott et al. 2019b).

5.2.4.5 Déleni na podskupiny

Rozdéleni na tyto 4 skupiny se utvarelo pomérné dlouho, a ne kazdy meduloblastom se
da jednoduse do néjaké pridélit. Obzvlasté mezi skupinami 3 a 4 je hranice nékdy sply-
vajici. Skupina WNT se da délit dale na 2 subtypy, SHH skupina na 4 subtypy (Cavalli et
al. 2017).
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Nedavno bylo definovano 8 subtypl skupin 3 a 4 na zakladné DNA metylace, zahrnujici
i kategorii MYC fizenych meduloblastomt (Northcott et al. 2017), v jiné studii byly tyto

dvé skupiny rozdéleny na 6 subtyp( (Obrazek 5) (Cavalli et al. 2017).

Subtype Key clinical/cytogenic finding
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Obrdzek 5 — Jeden z modelt rozdéleni skupin meduloblastom( na subtypy, zde rozfazeny na zdkladé expresnich a
metylacnich profilti z 763 primdrnich vzorki meduloblastom( (prevzato z (Cavalli et al. 2017))

5.2.5 Metastaticky potencial

Metastdzy se vyskytuji u pacientd v dobé diagndzy zhruba ve 20-30 % (lisi se u jednotli-
vych skupin: jsou relativné vzacné u WNT a SHH, ale castéjsi u skupiny 3 a 4) a jejich
diagnodza je spojena s horsi progndzou. Zbyla procenta (70—80 %) metastdz jsou diagnos-

tikovana az v pozdéjsi fazi onemocnéni. Navrat nadoru nebo vznik metastaz je vysoce
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specificky podle skupin, u SHH se ¢asto objevi nador v origindInim misté vyjmutého na-
doru, a u skupiny 3 a 4 se relaps objevuje predevsim diseminaci metastaz (Zapotocky et

al. 2018).

U pripaddl, kdy pacienti nepreziji, umrtnost témér vidy prameni z metastatické disemi-
nace nadoru z jeho primarni oblasti pdvodu v zadni jamé lebecni (posterior fossa) do
leptomengidlniho prostoru pripojeného k omozecnici (pia mater), pod pavucnici (arach-
noid mater) v mozkomisSnich tekutinach. Vzacnéji, vétsinou u pacientd s velmi pokroci-
lym a hodné lé¢enym stavem, se meduloblastomy Sifi do ¢asti mimo mozek jako jsou

kosti, plice, jatra nebo lymfatické uzliny (Garzia et al. 2018).

Pacienti ze skupiny SHH a 4 maji stfedni prognézu a mohou mit metastatickou disemi-
naci, konkrétné skupina 4, ktera zahrnuje vétsinu metastatickych pfipadt meduloblas-

tomU (Van Ommeren et al. 2020).

Srovndvaci analyza nddorl s metastatickou diseminaci a bez ni odhalila nékteré geny
a signalni drahy, které se vyskytuji u metastatickych populaci. Jedna z prvnich takovych
analyz odhalila zvySenou expresi komponentl RAS/MAPK drahy u metastazujicich na-
dor(. Dalsimi drahami, které maji aberantni aktivitu jsou PI3K/AKT draha, ta ma roli
v bunééné migraci, HGF/cMET draha, ktera je regulatorem mozeckového vyvoje a me-
duloblastomové patogeneze a NOTCH draha, kterd je specificky aktivovana u skupiny 3.
Shrnuto v (Van Ommeren et al. 2020). Dale se objevuji zminky ohledné nekddujicich

RNA, které na tyto procesy maji taky vliv (Kim et al. 2018).

Leptomeningealni diseminace (LMD) je charakteristickym rysem metastaz u medulob-
lastomQ. LMD je zodpovédna za 100 % meduloblastomovych umrti, zlstava vsak nej-
méné prozkoumanou casti meduloblastomové patogeneze. Fakt, Ze meduloblastomy
vzacné metastazuji mimo CNS, ale vétsSinou se Siti témér predevsim do misnich a lepto-
meningealnich prostor(, podpofil dlouhodoby nazor, Ze se meduloblastomové buriky
Siti pouze pres mozkomisni tekutiny (CSF). Nicméné Sifi se i pres krevni recisté (Fults,
Taylor, and Garzia 2019), cirkulujici nadorové bunky se mohou Sitit krvi do leptomenin-

gedlniho prostoru, kde formuji metastazy (Garzia et al. 2018).
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5.2.6 In vitro modely meduloblastomu

Za poslednich 40 let bylo ustanoveno okolo 44 stabilnich meduloblastomovych linii. Diky
znacné diverzité v metoddch charakterizace béhem této doby je sloZitéjsi ustanovit cel-
kovy, kompletni obraz. V soucasné dobé je nezbytné pfiradit jednotlivé bunééné linie do
molekuldrnich skupin, aby bylo moZzné propojit data ziskana in vitro z téchto linii s po-
znatky o samotnych nadorech. Geneticka diverzita mezi jednotlivymi liniemi neni velka,
napfiklad vSechny linie ze skupiny 3 maji MYC amplifikaci a 50 % linii ze skupiny SHH ma
mutaci v TP53 (obé tyto mutace jsou charakteristické pro vysoce agresivni meduloblas-
tomy, to mlzZe znamenat, Ze jsou tyto meduloblastomy snadnéji prevedeny do in vitro
podminek a snaze se z nich ustanovi linie a/nebo Ze vice agresivni buriky z nadoru (pres-
toze predstavuji minority v pdvodnim nadoru) jsou diky kultivaci zvyhodnény a linie je
ustanovena pouze z nich). Pouze jedna bunéc¢na linie (CHLA-01-Med a CHLA-01R-MED,
obé derivované z jednoho pacienta) byla klasifikovana, Ze patfi do skupiny 4, pfestoze
meduloblastomy ze skupiny 4 tvofi pies 40 % nddoru. Vice nez polovina dostupnych linii

nebyla prozatim charakterizovdna (Obrdazek 6) (lvanov et al. 2016).
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Obradzek 6 - Meduloblastomové linie rozdélené do jednotlivych molekuldrnich skupin (Ilvanov et al. 2016)
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5.2.7 Metody lé¢by meduloblastomu

NejbéznéjSim zplisobem Iécby meduloblastomi je maximalni chirurgicka resekce, nésle-
dovdna iradiaci kraniospinalni osy (CSI) a cytotoxickou chemoterapii. Timto zplUsobem
|é¢by se dosahuje pétirocniho preziti u 70-80 % déti s radikalni resekci, pokud u nich
meduloblastomy nemetastazuji a u 60 % déti s mestatickymi meduloblastomy a/nebo
subtotdlni resekci. | presto, Ze je preziti pacientd s meduloblastomy celkové pomérné
(vyjma déti do 3 let, ty radioterapii nedostavaji). Rlzni pacienti, patfici do rdznych sku-
pin meduloblastom(, ktefi obdrzeli stejné terapie, méli rlzné vysledky. Shrnuto

v (Northcott et al. 2019a).

Soucasné je progndza rozdélena do skupin standartniho a vysokého rizika na zakladé
véku, pritomnosti metastadz, rozsahu pooperacniho rezidua nemoci a histologie. Vseo-
becné plati, Ze mezi pacienty standartniho rizika, tj. 70 % meduloblastomovych pfipadu
v dobé diagndzy, patfi déti starsi 3 let s Zadnym dlikazem diseminace, postoperacni re-
sidudlni nddor je pod 1,5 cm? a histologickd skupina je jind, neZ velkobuné&énd a anaplas-
ticka (Lannering et al. 2012). Metastaticky status je uréen na zakladé Changova kritéria,
ktery rozliSuje 4 metastatické urovné (Chang, Housepian, and Herbert 1969). Nicméné
uz v roce 2012 bylo ukazano, Ze tato stupnice nedokaze predpovidat presny vysledek

u pacientll s metastazami (Dufour et al. 2012).

Aby byla limitovana umrtnost je tfeba se vyhnout nadmérné Iécbé u pacientl s dobrou
progndzou anebo naopak zlepsit Ié¢bu u pacientl, u nichz standardni Ié¢ebny postup
nezabral (Thomas and Noél 2019). Byla udélana strategie na zakladé molekularnich sku-
pin (Obrazek 7), nicméné klinicka aplikace celi technickym obtizim pfi hledani relativné
jednoduché metody, jak molekuldrné urcit vyjmuté nadory, to specialné plati pro sku-

pinu 3 a 4 (Ramaswamy et al. 2016).
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5-year overall survival Molecular profile
Very high risk <50% ® Metastatic group 3
® SHH group with TP53 mutation
High risk 50%-75% * Metastatic or MYCN amplified SHH group
* Metastatic group 4
Standard risk 76%-90% » Localized SHH group without TP53 mutation or MYCN amplification
* Group 3 without MYC amplification
* Group 4 without loss of chromosome ||
Low risk >90% * Localized WNT group
* Localized group 4 with loss of chromosome | |

Note: Data from Ramaswamy et al.**

Obrdzek 7 - Ndvrh rozdéleni pacientd do riznych urovni progndzy s ohledem na molekuldrni skupiny (Ramaswamy et
al. 2016)

Témér u 25 % pacientd, ktefi absolvovali resekci meduloblastomu, se vyvine mozeckovy
mutismus (CMS). Je to unikdtni postoperacni syndrom, ktery typicky vyvstavd 1 az 2 dny
po resekci a skladd se ze snizené reci postupujici az k mutismu, emocni labilité, hypotonii
a ataxii. Témér vsechny déti se uzdravi do néjaké miry, avsak trvani syndromu se lisi

(Robertson et al. 2006).

5.3 Radioterapie

Od objeveni ioniza¢niho zareni v roce 1895 radioterapie ziskala centralni terapeutickou
roli a stala se zasadni IéCbou u mnoha lidskych malignich nemoci. Ozareni zpUsobuje
bunécnou smrt predevsim poskozenim DNA a plazmatické membrany. Poskozeni je zp(-
sobeno ionizaci vody uvnitf bunék, ta produkuje volné radikaly, které poSkozuji DNA
mnoha mechanizmy, zahrnujicimi posSkozeni bazi, depolymeraci, crosslinking a zlomy
vldken. Shrnuto v (Ward 1988; Bucher and Britten 2008). Je stanoveno, Ze kazdy 1 gray
zpUsobi 10° ionizaci v kazdé burice, coZ zpUsobi okolo 2000 jednovldknovych a 40 dvou-
vldknovych zlom( v DNA (Lewanski and Gullick 2001). Jelikoz nadorové bunky ukazuji
citlivost k ionizacnimu zareni, tak se radioterapie stala jednim z hlavnich typa |éceni ra-
koviny. Pokud je sprdvné kombinovana s chemoterapii nebo imunoterapii, mlze zvratit
nadorové hypoxické prostiedi diky redukci spotieby kysliku ndadorem a také zménit na-
dorovou imunitni odpovéd, coz mlze vést ke znacnému klinickému zlepSeni u mnoha

typl nadorl (Tang et al. 2018).

5.3.1 Radiorezistence

Radioterapie ma vyhodu lokalizované aplikace, nicméné u ioniza¢niho zareni bylo uka-

zano, Ze aktivuje nékolik epitelo-mezenchymalnich tranzi¢nich transkripcnich faktord,
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které podporuji metastazy rakovinnych bunék. Radiorezistence vede ke Spatné pro-
gndze pacientl a je hlavnim diivodem pro selhani radioterapie, coZ mlze nakonec vést

k ndvratu nadoru a vzniku metastdz. Shrnuto v (Tang et al. 2018).

Na mechanismy, stojici za rozvojem radiorezistence, se soustfedilo mnoho studii a mezi
hlavni faktory k ni vedouci patti nasledujici: oprava DNA poskozeni, zastaveni bunéc-
ného cyklu, alterace onkogent a nadorovych supresord, zmény v nddorovém mikropro-
stfedi, autofagie, tvorba nddorovych kmenovych bunék a zména nadorového metabo-

lismu (Tang et al. 2018).

Radiorezistence se lisi v rGznych fazich bunééného cyklu. Buriky jsou nejvice rezistentni
v Go, v brzké G1 a v pozdni S fazi bunécného cyklu, nejvice jsou citlivé na ozareni v pozdni
Gi, G2 a M fazi bunécného cyklu. Radiorezistence v S fazi je pravdépodobné kvuli zvyse-
nému mnozstvi DNA syntézy a reparacnich enzymu a zvySené vnitrobunécné hladiny
glutationu, jez deaktivuje volné radikaly. Zastaveni cyklu v G1 bodé po ionizacnim zareni
poskytuje burice ¢as na rozpoznani a opravu DNA poskozeni pred zacatkem DNA syn-
tézy. Buriky jsou nejvice citlivé béhem G,/M faze, pravdépodobné protoZe neni tolik
prostoru pro adekvatni opravu predtim, neZ zapocne segregace chromozomU (Sharda

et al. 2002).

5.3.2 Nasledky radioterapie

Déti, které preziji IéCbu meduloblastom, ktera zahrnuje CSI s nebo bez chemoterapie,
mohou zazit poruchy v zakladnich neurokognitivnich funkci, které vedou ke zhorseni in-
teligence a maji vyssi riziko selhani pri vzdélavani. Pacienti, ktefi dostali vyssi davky CSI
a mladsi pacienti méli vSeobecné vétsi problémy v neurokognitivnich ulohach (Mulhern

et al. 2005).
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6. Motivace a cile prace

Meduloblastomy jsou jednim ze zakernych détskych rakovinnych onemocnéni, a i pres
neustalé zlepSovani IéCby neni progndza idedlni. Détsti pacienti mohou mit zhorseny
stav po 1éCbé, proto je dllezité porozumét molekuldrnim situacim a draham pro zefek-
tivnéni [é¢ebného procesu. Bylo ukdzano, Ze protein DISP3, ktery ma vliv na proliferaci
a diferenciaci neuralnich bunék, je vysoce exprimovdan pravé u meduloblastom{ a mize

mit vliv na vznik metastaz a na apoptdzu.
A proto jsme se rozhodli zaméfit na:

1. Porovnani exprese DISP3 v rliznych meduloblastomovych liniich
Pomoci gPCR bude zjisténo, v jakych dostupnych meduloblastomovych liniich je
DISP3 exprimovan

2. Kultivaci vybrané meduloblastomové linie v riznych podminkdach
Nékteré meduloblastomové linie mohou byt kultivovany v riznych podminkach,
a to adherentné nebo v neurosférach. Chceme popsat, jakym zplisobem se pak
tyto bunécné populace lisi.

3. Reakci bunék meduloblastomové linie se zvysenou expresi DISP3 na ozareni.
Uméle zvySime expresi DISP3 v jedné meduloblastomové linii (v obou kultivac-
nich podminkach), indukujeme bunécny stres iradiaci a budeme sledovat, jak
jsou schopné tyto bunky indukovat apoptdzu a jestli maji jiné vlastnosti pfi

tvorbé kolonii.
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7. Material a metody
7.1 Material
7.1.1 Vektory a markery

pcDNA3 — do tohoto expresniho vektoru byla zaklonovana cDNA DISP3 v plné délce

(5444) SgrDI

/i Created with SnapGene®
BglII (12)
(5327) Sspl |

- Mfel (161)
\ ' BpulOI (180)
AN Vo - Nrul (208)
(5003) Scal __— MluI (228)
(4893) Pvul
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~SnaBI (590)
(4523) AhdI

HindIII (833)
Acc65I (895)

| KpnI (893)
_BamHI (3507)
EcoRI

(938)
- - EcoRV (950)
e ;7 — NotI (%85)
PaeR7I - PspXI - XhoI (971)
J%\}\ » _ Xbal (333)
L - PspOMI (933)
%%}» Apal (3393)
29 __— BbsI (1231)
3=
2=
pcDNA3 3£.| |
|o| 5446 bp 2 |

"~ Dralll (1545)
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T SexAl * (1836)
- BseRI (2065)
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~ TspMI - Xmal (2050)
Smal (2092)
— KasI (2278)
" NarI (2279)
Sfol (2280)
PluTI (2282)
Mscl (2351)

PfIFI - Tth111I (2397)
BssHII (2576)

(3251) BstZ171

(3199) Bsml

(3054) Pfol ’

|
(2551) BstBI

{2795) RsrIl

DNA Ladder Mix — Gene Ruler (Thermo Scientific)
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7.1.2 Enzymy
DNA polymerdza Taq (Biolabs)
M-MLV Reverse transcriptase (200U/ul), M-MLV RT Buffer 5x (Promega)

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) (Promega)

7.1.3 Bakterie a rustova média

Bakterie: Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen)

LB médium: 1% trypton, 1% kvasinkovy extrakt, 1% NaCl
LB agar: 1,5% agar v LB médiu

Selekéni antibiotikum: Ampicilin (Sigma-Aldrich) ve finalni koncentraci 100 pg/ml

7.1.4 Eukaryotické bunécné linie

DAQY - lidska meduloblastomova linie (ATCC® HTB-186™)
Nasledujicich linie byly obdrZzeny pouze jako vzorek v lyzaénim pufru:
CHLA-01-Med — lidskd meduloblastomova linie (ATCC® CRL-3021™)
D 283 — lidska meduloblastomova linie (ATCC® HTB-185™)

D 341 - lidska meduloblastomova linie (ATCC® HTB-187™)

D 425 — lidska meduloblastomova linie (Sigma-Aldrich, SCC290)
ONS-76 — lidska meduloblastomova linie (JCRB Cell Bank, IFO50355)
HEK — lidska embryonalni ledvinova linie (ATCC® CRL-1573™)

Y79 - lidska retinoblastomova linie (ATCC® HTB-18™)

H1 — lidské embryonalni kmenové bunky (WiCell)

7.1.5 Média a reagenci pro eukaryotické bunécné linie

7.1.5.1 Reagencie

Improved minimum essential medium (iMEM) (Gibco)
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Neurobasal medium (Gibco)

Fetal bovine serum (FBS) (Gibco)
L-glutamin (Gibco)
Penicilin/stremtomycin (P/S) (Gibco)
Opti-MEM medium (Gibco)
Lipofectamine 2000 reagent, (Invitrogen)

Geneticin (G418) (Thermo Fisher Scientific)

7.1.5.2 Média

DAOY adherentni
- iMEM, 10% FBS, 1% P/S
DAQY neurosféry

- Neurobasal medium, 1% B27, 1% L-glutamin, 1% P/S, Cerstvé pfidano: FGF-2 (20
ng/ml) a EGF (20 ng/ml)

7.1.6 Chemikalie

Agardza Standard (ROTH)

Ethidium bromid 10 mg/ml (Roche)

Ethanol absolutni (PENTA)

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)

Nuclease-Free Water (Ambion)

7.1.7 Pufry a roztoky

1x PBS: 150 mM NacCl, 1,5 mM KH;POs, 2,7 mM NaH;PO4, pH 7,4

1x TAE: 40 mM Tris, 40 mM kyselina octova, 1 mM EDTA, pH 8,0

1 x Barvici roztok: 5 g Gencianova violet, 250 ml methanol, 750 ml dH,0

1x Trypsin: 0.05 % trypsin, 0.02 % EDTA
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Lyzacni pufr: 0.2 M NaOH, 2% SDS

Neutralizaéni pufr: 3 M K+, 5 M Ac-

7.1.8 Primery

Primery byly navrieny pomoci software Macvector, nasledné ovéreny na specificitu

na strance https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, objednany ve firmé

Sigma-Aldrich.
Nazev Sekvence (5" = 3)
KI67 — F CGTCCCAGTGGAAGAGTTGT
Ki67 —R CGACCCCGCTCCTTTTGATA
Sb100-F CGGAGGGAACCCTGACTACA
Sb100-R TCTGCATGGATGAGGAACGC
FGFR3 - F TGGAGTTCCACTGCAAGGTG
FGFR3 -R GTAACGTAGGGTGTGCCGTC
CDK6 —F TCCTGAGTGGCAAGCAGATG
CDK6 —R GAATGAGGCGGGGGATTTCT
MCM2 - F TGGTACTGCTATGGCGGAAT
MCM2 —-R AAATGGTGGAAGGTCACGGC
EGFR-F CCTTGCCGCAAAGTGTGTAA
EGFR-R CCACTGATGGAGGTGCAGTT
PROM1 -F ACCCGGATCAAAAGGAGTCG
PROM1-R CGCCTTGTCCTTGGTAGTGT
ASCL1-F GAACTGATGCGCTGCAAACG
ASCL1-R GTTGACCAACTTGACGCGG
DLX2 -F CCTACCAGTACCAAGCCAGC
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DLX2 —R AGGGAGCGTAGGAGGTGTAG
CSPG4 - F CATCCCACTAGAGGCGCAAA
CSPG4 - R CCCAGGAGAGTGGGGAAGTA
MAP2 — F GGTGCTTTTTGGTGACCCAG
MAP2 — R TGAGTGGTGTGGGTTTGCTC
NANOG —F TCTTACCGTTTTTGGCTCTGTT
NANOG - R ACGATGCAGCAAATACGAGAC
NES—F GACCCTGAAGGGCAATCACA
NES-R GGCCACATCATCTTCCACCA
SOX2 —F ATGGGTTCGGTGGTCAAGTC
SOX2 —R CTGATCATGTCCCGGAGGTC
ACTB - F AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
ACTB - R AGCACTGTGTTGGCGTACAG
GAPDH - F AGCCACATCGCTCAGACAC
GAPDH - R GCCCAATACGACCAAATCC
TUBB3 —F GCTCAGGGGCCTTTGGACATCTCTT
TUBB3 - R TTTTCACACTCCTTCCGCACCACATC
GFAP —F AGATCCGCACGCAGTATGA
GFAP -R AGTCGTTGGCTTCGTGCTT
DISP3-PAN — F CAGCAGCTTTGACCTCTTCA
DISP3-PAN - R GCAACATCTGCAGGAAGGA
DISP3-H1337 - F CAAAAGCCCACAGCCAATCG
DISP3-H1337 - R TACCGCCCATTCTTGCTCAG
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UBE2D2 - F AATGGCAGCATTTGTCTTGA

UBE2D2-R CACACAACAGAGAACAGATGGAC

dNTP Mix, 10 mM (Thermo Fisher Scientific)

Random primery — hexamery v koncentraci 300 ng/ul (Thermo Fisher Scientific)

7.1.9 Komercni kity
PureLink RNA mini kit (Thermo Fisher Scientific)
6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)

SYBR Green | Master (Roche)

7.1.10 Pristroje

Muse® Caspase-3/7 Assay (Sigma Aldrich)

LightCycler 480Il (Roche)

Centrifuge 5415R (Eppendorf)

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
Thermal cycler TRIO 48 (Biometra)

Linedrni urychlovac Clinac 600C/D DBX (Varian)

Inkubator TS606 CZ/2 — Var (WTW)

CASY cell counter (OMNI Life Science)

7.1.11 Software

LightCycler® 480 Software, verze 1.5 (Roche)
GraphPad Prism (GraphPad Software)

Fiji ImagelJ (NIH, USA)

MacVector (MacVector)

Muse™ Cell Analyzer (Sigma Aldrich)
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7.2 Metody

7.2.1 Prace s nukleovymi kyselinami

7.2.1.1 Kvantifikace nukleovych kyselin

Koncentrace i kvalita RNA i DNA byly méfeny na Nanodrop ND 1000.

7.2.1.2 RNA izolace

RNA byla z bunék izolovana pomoci PureLink RNA Mini Kitu (Thermo Fisher Scientific)
podle ptilozeného protokolu, béhem procedury byl pouZit Dnase treatment na odstra-
néni DNaz ze vzorku. Izolace probéhla v podminkach bez RNaz a vzorky byly skladovany

na ledu.

7.2.1.3 Reverzni transkripce
1. K1 ug RNA byla pfidana voda tak, aby celkové mnozstvi bylo 14,5 pl
(pokud reakce slouzila ke gPCR, bylo ptridano pouze 200 ng RNA, pokud k ovéreni
ucinnosti primerq, tak bylo pfidano 600 ng smési RNA)
2. Ktéto smési bylo pridano nasledné 0,5 ul hexamer primerd v koncentraci 300
ng/ul
Smés byla inkubovana 5 minut pfi 70 °C a nasledné schlazena na ledu

3
4. Ke smési bylo pfidano 10 pl premixu a toto bylo inkubovanu pfi 37 °C 1 hodinu
5. Reakce zastavena inkubaci 2 minuty pfi 95°C.

6

cDNA byla skladovana v -20 °C.

Premix:
Pufr 5ul
dNTP (10 uMm) 1 pl
RNasin 0,3 ul
H20 3,4 ul
RTaza 0,3 ul
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7.2.1.4 PCR

Reakéni zkumavky byly udrzovany na ledu, byla pouzita Taq polymeraza.

1. K1 ul cDNA byl pfidan nasledujici premix:

Pufr 2 ul
dNTP 1l
H.0 14,7 pl
polymeraza 0,3 ul
Primery (F+R) 1l

PCR byla provedena v dle nasledujiciho programu

Pocatecni denaturace trvala 5 minut pfi 95 °C
Denaturace byla provedena za 30 vtefin pfi 95 °C

Nasedani primerU bylo provedeno za 30 vtefin pfi 60 °C

1.

2

3

4. Prodluzovani bylo provedeno za 30 vtefin pfi 72 °C

5. Konecné prodluzovani bylo provedeno za 5 minut pfi 72 °C
6

Konecné ochlazeni bylo na 16 °C

Kroky 2—4 se opakovaly 30-34x.

7.2.1.5 Elektroforéza na agarézovém gelu

Elektroforéza probéhla v gelu vytvoreného z 1% - 2% (v zavislosti na velikosti fragmentu)
roztoku agardzy v TAE, ke kterému byl pridan etidium bromid (fedén 1:10000). Napéti
bylo nastaveno v rozmezi 7—9 mV/cm. Ke kazdému vzorku byla pfidana 6x DNA loading
barva. Pro stanoveni velikosti fragment( byl pouzit Gene ruler mix (Thermo Fisher Scien-

tific).

7.2.1.6 gRT-PCR

Pro gPCR byla ptipravena cDNA pomoci reverzni transkripce z pocatecni koncentrace
200 ng RNA. Dale byla cDNA nafedéna 2x vodou. Kazda reakce obsahovala 1 ul cDNA

a 4 ul mastermixu a byla provedena v technickych triplikatech.
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Pro ovéreni ucinnosti primer( byla smés cDNA fedéna 2x (S1) a dale 5x (=52), 25x (S3)

a 125x (S4) a na kazdém z téchto vzork( probéhla reakce v hexaplikatech.

Mastermix
SYBR green 2,5 ul
F+R primery (5 uM) 1l
H20 0,5 ul

Reakce probéhla nasledovné:

Pocdatecni denaturace trvala 3 minuty pfi 95 °C
Denaturace byla provedena za 15 vtefin pfi 95 °C

Nasedani primerU bylo provedeno za 20 vtefin pfi 61 °C

1.

2.

3

4. Prodluzovani bylo provedeno za 15 vtefin pfi 72 °C

5. Konecné prodluzovani bylo provedeno za 3 minuty pfi 72 °C
6

Konecné ochlazeni bylo na 4 °C

Kroky 2—4 se opakovaly 44x.

7.2.2 Bakterialni prace

7.2.2.1 Priprava X-Gal misek

Na misky s LB médiem a antibiotikem (ampicilin) byl rozetfen rovnhomérné nasledujici

mix:
X-Gal 40 pl
IPTG (10mM) 100 pl
LB 100 pl

Vybrany byly bilé kolonie.
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7.2.2.2 Transformace

1.
2.

7.2.23

1.

O N o W

10.
11.
12.

13

100 pl kompetentnich bakterii bylo rozmrazeno na ledu

Plazmid DNA (1 ul) byl pfidan k burikdm, jemné promichan a inkubovan na ledu
10 minut

Tato smés byla inkubovana 1 minutu ve 42 °C

Smés byla rychle schlazena na ledu a chlazena 10 minut

Ke smési bylo pfidano 800 ml LB média a tato smés byla inkubovana 30 minut
pii 37 °C

100 pl ze smési bylo rozetfeno na plotnu, ty byly inkubovany ve 37 °C po dobu
12-18 hodin

Izolace DNA plazmidu

Z plotny byly vybrany pozadované kolonie a kazda byla kultivovédna se 2 ml LB
média s antibiotikem pfi 37 °Ca 270 rpm po dobu 16-20 hodin

Kultura byla centrifugovana 5 minut pfi 13 000 rpm

Pelet byl resuspendovan v 50 ul TEG pufru

50 ul lyzaéniho pufru bylo pfidano do smési a ta byla inkubovana 5 minut v po-
kojové teploté

Do smési byl pfidan neutralizacni pufr (50 ul) a smés byla vortexovana

Do smési byl pridan fenol/chloroform (150 pl) a smés byla vortexovana

Smés byla centrifugovana 5 minut pfi 13 000 rpm

Horni faze (125 pl) byla prenesena do nové zkumavky a bylo pfidano 125 pl izo-
propanolu

Smés byla vortexovana a centrifugovdna 10 minut pfi 13 000 rpm

Supernatant bylo odstranén a bylo pfidano 500 ul 75% etanolu

Vzorek byl centifugovan 5 minut pfi 13 000 rpm

Supernatant byl odstranén a pelet vysusen

. Pelet byl resuspendovan ve vodé
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7.2.3 Prace s bunécnymi kulturami

7.2.3.1 Kultivace DAOY bunécné linie v adherentni stavu

Buriky byly kultivovany v 5% CO; atmosfére pfi 37 °C. Buriky byly udrzovany v 60-90 %

konfluenci a byly pasdZzovany jednou za 2 aZ 3 dny dle nasledujiciho postupu.

1.
2.
3.
4.

Kultivaéni médium bylo odstranéno z misky

Bunky byly opatrné promyty PBS

Byl pfidan trypsin a bunky byly inkubovany po dobu 5 minut

Trypsinova reakce byla zastavena pridanim média a cely objem byl pfenesen do
zkumavky

Nasledovala centrifugace 4 minuty pfi 120 g

Supernatant byl odebrdn a buriky byly resuspenzovany v ¢erstvém médiu
Suspenze byla pfenesena na misku v pozadované koncentraci (koncentrace byla

mérena v CASY cell counteru)

7.2.3.2 Kultivace DAOY bunécné linie v neurosférach

Bunky byly kultivovany v 5% CO; atmosfére pfi 37 °C. Byly pasazovany jednou za 2 az 3

dny dle nasledujiciho postupu.

1.
2.
3.
4
5

Médium s burikami bylo pfemisténo do zkumavky

Buriky s médiem byly stoceny 4 minuty pfi 120 g

Médium bylo odstranéno a buriky byly opatrné promyty PBS

Buriky v PBS byly stoceny 4 minuty pfi 120 g

PBS bylo odstranéno a byl pridan trypsin, buriky byly inkubovany 5 minut pfi
37°C

Trypsin byl nafedén médiem

Buriky byly sto¢eny 4 minuty pfi 120 g

Buriky byly resuspendovany v médiu a v pozadované koncentraci preneseny do

kultivacni lahvicky (koncentrace byla mérena v CASY cell counteru)

Pokud byly buriky péstovany za Ucelem pozorovani jejich zmény pfi kultivaci v neurosfé-

rach, postup se lisil.

1.

Médium s burikami bylo premisténo do zkumavky
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2. Bunky s médiem byly sto¢eny 4 minuty pfi 120 g

3. Médium bylo odstranéno a bunky byly opatrné resuspendovany v nékolika mili-
litrech nového média

4. Tretina objemu byla pfenesena do nové kultivacni lahvicky a doplnéna cerstvym

médiem.

Timto postupem bylo dosazeno rlstu vétsSich neurosfér, v nichz buriky mély delsi ¢as

zménit svoje vlastnosti a pripadné diferenciovat.

7.2.3.3 Lipofectaminova transfekce

Buriky byly vysety den pred transfekci do 60 mm misky tak, aby v den transfekce mély
90-95 % konfluenci.

1. V dentransfekce bylo rozpusténo 8 ug DNA v 0,5 ml Opti-MEM a nasledné jemné
promixovano dohromady a inkubovano pfi pokojové teploté 5 minut

2. 20 ul lipofectaminu bylo rozpusténo v 0,5 ml Opti-MEM a inkubovano pfi poko-
jové teploté 5 minut

3. Poté byla zkombinovana rozpusténd DNA s rozpusténym lipofectaminem, smés
jemné promixovana a inkubovdna 20 minut pti pokojové teploté.

4. Cely objem byl poté pfidan na misku s bunkami

5. Misky byly inkubovany v 37 °C

6. Po 4-6 hodinach bylo vyménéno médium
Po 48 hodindach bylo pfidano selekéni antibiotikum geneticin.

Transfekovany byly adherentni buriky, do neurosfér byly pfevedeny azZ po transfekci.

7.2.4 Prace s proteiny

7.2.4.1 lzolace proteint a Western blot

1. Bunky na 60 mm miskach (se stfedni konfluenci) byly lyzovany ve 400 pl lyzac-
niho roztoku (60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol a 5% 2-merkaptoethanol)

2. Dale byly inkubovany 5 minut pfi teploté 95 °C a sonikovany
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Proteiny byly rozdéleny metodou SDS-PAGE s pouZitim 4-15% predpfipravenych
gradientovych polyakrylamidovych gel(i (Biorad) a prfeneseny na nitrocelul6zové
membrany (Whatman)

Membrany byly nasledné po dobu 1 hodiny blokovany v roztoku TBST (20 mM
Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20), ktery obsahoval 5% odtu¢néné
mléko

Poté byly membrany inkubovany pres noc pfi teploté 4 °C v primarni protilatce
(anti-DISP3 1:500 (Zikova et al. 2014); anti-aktin 1:500, Sigma) nafedéné v roz-
toku 1% mléka v TBST

Po promyti byly membrany inkubovany s HRP-konjugovanou sekundarni proti-
l[atkou (Anti-Rabbit IgG, GE Life Sciences; Anti-Mouse IgG, Cell Signaling)
Pozitivni signal byl detekovan pomoci ECL kitu (GE Life Sciences) a zobrazen po-

moci rentgenovych film{ (Agfa)

7.2.5 Iradiace

Iradiace byla provedena fotonovym paprskem produkovanym v 4 MV Varian Clinac

600C/D DBX linearnim urychlovac¢em. Hodnota davky byla 200 MU/minutu, kde 100 MU

odpovida dadvce 1 Gy v hloubce 10 cm ve vodé.

Buniky byly ozafovany v davkach 0, 2, 4 a 8 Gy pfi pokojové teploté.

7.2.5.1.1 Adherentni bunky

Buniky byly vysety 24 hodin pred ozarenim a nasledné ozareny pfimo v kultivaénich mis-

kach.
Doba sbéru po vyseti Koncentrace
24 h 1x10* bunék/cm?
48 h 0,7x10* bunék/cm?
72 h 0,3x10* bunék/cm?

Po ozafeni bylo médium vyménéno za Cerstvé.
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7.2.5.1.2 Neurosféry

Pro iradiacni pokusy byly buriky pfevedeny z adherentnich do neurosfér tak, zZe byly kul-
tivovany 5 dnl v neurosférovém médiu v lahvickach a pred samotnym ozarenim byly

trypsinizovany. Ozareny byly ve zkumavkach a nasledné vysety v urcité koncentraci.

Koncentrace bunék pfi ozafovani:

0 Gy 0,5x10° bunék/ml

2 Gy 0,5x10° bunék/ml

4 Gy 0,75x10° bunék/ml

8 Gy 1,25x10° bunék/ml
7.2.5.2 MUSE

Test apoptdzy probéhl pomoci MUSE pfistroje méficitho pozdni apoptdézu pomoci
Caspase-3/7 kitu. Vzorky byly zpracovany podle pfilozeného protokolu a vyhodnoceny

softwarem samotného pfistroje.

7.2.5.3 Test bunééného preziti (Colony forming assay)

Po ozareni byly buriky poprvé vysety odhadem z predeslych experiment(i (Tabulka 2) a
nasledné pfti dalSich pokusech byly z prvnich vysledkl stanoveny nové pocty vysévanych

bunék:

Tabulka 2 — Pocet vysévanych bunék stanoveny odhadem

0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy

DAOY 100 138 283 3965

Tabulka 3 — Pocet vysévanych bunék po prepoctu

0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy

DAOY 100 140 251 1644
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1. Bunky byly kultivovany po dobu 8—11 dni (dle viditelnosti kolonif)
2. Nasledné byly kolonie obarveny podle nasledujiciho postupu

1. Z misek bylo opatrné odpipetovdano médium

2. Na bunky byl pfidan barvici roztok tak, aby pokryl dno s burikami a barveni

trvalo 20 minut

3. Barvici roztok byl odsan a misky s burikami oplachnuty kohoutkovou vodou
a ususeny
3. Misky byly nafoceny a bunky byly spocitany dvéma zpusoby, v softwaru Image)

pomoci nastroje Cell counter a manudlné.

7.2.6 Staticka analyza dat

Data byla zpracovana pomoci pocitacového programu Microsoft Excel a pomoci pro-
gramu GraphPad Prism. Ve sloupcovych grafech je znazornéna hodnota aritmetického
priméru analyzovanych vzork(. Chybové Usecky ukazuji velikost smérodatné odchylky.
Statistickd signifikance vysledkud byla uréena v programu GraphPad Prism pomoci 2-way

ANOVY a hodnota p je uvedena v popisu grafu.

8. Vysledky

8.1 Exprese DISP3 v rliznych meduloblastomovych liniich

V prvni ¢asti nasich experimentl jsme chtéli zjistit, jak se liSi relativni exprese DISP3
u rdznych meduloblastomovych linii. Jednotlivé meduloblastomové bunécné linie je
mozné roztfidit do molekuldrnich skupin (Ilvanov et al. 2016). V nasi laboratofi jsou do-
stupné tyto linie: DAQY (skupina SHH), ONS-76 (skupina SHH), D283 (skupina 3 nebo 4),
D341 (skupina 3), D425 (skupina 3) a CHLA-01-MED (skupina 4). V téchto bunécénych li-

niich byla porovnana exprese DISP3 pomoci gPCR.

Vysledky shrnuje Tabulka 4 a Obrazek 8, kde je vyjadrena hladina exprese mRNA DISP3
vzhledem k referenénimu genu glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaze (GAPDH). Jako
kontroly byly pouzity lidské bunécné linie HEK a Y79 a vysledky jsou normalizovany na

hladinu exprese DISP3 mRNA u HEK bunék.
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Q SD
HEK 1,00 0,14
DAOY 0,14 0,05
ONS-76 0,12 0,03
D283 6,11 0,31
D341 8,10 1,69
D425 0,97 0,50
CHLA-01-MED 8,13 1,37
Y79 54,02 19,90

Tabulka 4 - Relativni exprese DISP3/GAPDH normalizovdna na bunécnou linii HEK v riznych meduloblastomovych
liniich

80

704

60 -

10

D341 -NNNN\H

HEK
DAOY -
ONS-76-
D283
D425
CHLA-01

Obrdzek 8 - DISP3/GAPDH relativni exprese normalizovand na expresi v linii HEK v riznych meduloblastomovych liniich
a v retinoblastomové linii Y79

Jako druhy referencni gen byl pouzit UBE2D2 (ubiquitin conjugating enzyme E2 D2)
a vysledky byly podobné (graf neuveden). Vysledky ukazuji, Ze se exprese DISP3 mRNA

liSi v jednotlivych meduloblastomovych liniich.

Exprese DISP3 je v porovnani s HEK burikami nizka u bunécné linie DAQY a ONS-76, srov-

natelna v bunécné linii D425 a 6—8x vyssi u bunécnych linii D283, D341 a CHLA-01-MED.
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Exprese DISP3 je tak nejvyssi u bunécnych linii CHLA-01-MED, kterd patfi do skupiny 4
a také u linie D341 ze skupiny 3 a u linie D283, u které neni jasné, jestli patfi do skupiny
3 nebo 4. Vysledky zaroven ukazuji vysokou expresi DISP3 mRNA u retinoblastomové
bunécné linie Y79. Tyto vysledky nds vedly k rozhodnuti dale pracovat na bunééné linii
DAOQY, v niZ je hladina DISP3 mRNA nizka a tudiz je tato linie vhodna pro zvyseni hladiny

tohoto genu.

8.2 Kultivace DAQOY bunécné linie v rozdilnych podminkach

8.2.1 Bunécna linie DAQY

Meduloblastomovou linii DAOY je mozno péstovat ve dvou rGznych kultivaénich pod-

minkach. Buniky mohou byt péstovany v médiu a na kultivacnich miskach, kde tvofi ad-

herentni populaci (Obrazek 9).

2. den

Obrdzek 9 — DAQY buriky péstované adherentné

Pokud ale péstujeme burky v neurobasal médiu a v lahvi¢kach s nepfilnavym povrchem
tvofi tzv. neurosféry. Neurosféry, nebo téz medulosféry (meduloblastomové neuro-
sféry) tvofi kulaté skupiny bunék, jejichz expresni profil se mGze lisit oproti adherentnim
burikdm. Odlisnosti exprese nékterych genl mezi burikami kultivovanymi v adherent-

nich podminkdach a neurosférach jiz byly ukazany (Zanini et al. 2013).

Pozorovali jsme rust neurosfér. Po vyseti bunék do pfislusného média trva pfiblizné
3 dny, nez se zacnou formovat malé skupiny bunék, po 5 dnech uz mliZzeme pozorovat

stfedni neurosféry, 7. den jsou neurosféry velké (Obrazek 10).
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3. den 7. den

Obradzek 10 — Velikost a tvar neurosfér v pribéehu 3., 5. a 7. dne

8.2.2 Primery

Pro porovnani vlivu rozdilnych kultiva¢nich podminek na buriky meduloblastomové linie
DAOQY byla navrZena sada primer( specifickych pro proliferaci nebo diferenciaci neural-
nich bunék v rlznych stadiich vyvoje. Byly vybrany markery quiescentnich neuralnich
bunék FGFR3, GFAP, PROM1, S100b a SOX2, markery aktivovanych neuralnich bunék
ASCL1, CDK6, EGFR, MCM2, KI67, NES a SOX2, markery progenitorovych bunék ASCL1,
CDK®6, DLX2, NES a markery neuralnich bunék diferenciovanych do astrocytli (GFAP) a do
neuronl (MAP2, TUBB3), shrnuto v Tabulka 5 (Michaelidesova et al. 2019).

Primery byly navrhnuty pomoci software MacVector, jejich specifita ovéfena pomoci
NCBI databaze a ndsledné byla jejich funkénost testovana pomoci PCR. Primery byly tes-
tovany na rdznych bunkach, vétSina z nich na bunééné linii DOAY kultivované adhe-
rentné (Obrdazek 11). U téchto bunék byly ovéreny markery K167, FGFR3, CDK6, MCM2,
EGFR, DLX2, CSPG4, MAP2, ACTB a TUBB3. Nékteré markery nebyly vSak u téchto bunék
detekovatelné, proto jsme dalsi primery testovali na lidskych embryonalnich kmenovych
bunkach H1. U téchto bunék byly dobfe detekovatelné markery S100b, NANOG, SOX2
a NES. U bunék DAQY péstovanych jako neurosféry byl detekovatelny marker ASCL1
(Obrazek 11).
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DAQY adherentni buriky
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Obrdzek 11 - PCR testovdni funkénosti primerd na riznych burikdch s kontrolou GAPDH

U kazdého nové navrieného primeru byla ovérena také efektivita jeho Uéinnosti pomoci
gPCR. Smés RNA (z DAQY neurosfér i DAOY adherentnich, 600 ng) byla reverzné tran-
skribovana do cDNA. Tato cDNA byla narfedéna 2x (S1), S1 byla nafedéna 5x (S2), 25x
(S3) a 125x (S4) a pro kazdé fedéni byla provedena gPCR v hexaplikatech. Vypocet efek-
tivity primer( vychazi z idealniho stavu, kdy by kazdy cyklus mélo dojit ke zmnoZzeni DNA
2x. Konkrétni hodnota efektivity primer( byla stanovena na zakladé zavislosti Cp

na mnozstvi templatu (Tabulka 5).

Primer efektivita | Jméno genu Marker
CDK6 1,94 Cyklin dependentni kinaza 6 Proliferace a neurogeneze
MCM2 1,91 Minichromosome maintenance | Proliferace a neurogeneze

Complex Component 2

DLX2 1,95 Distal-less homeobox 2 Proliferace a neurogeneze
Kl67 2,02 Antigen KI-67 Proliferace
S$100b 1,89 S100 protein Astrocyty
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FGFR3 1,93 Fibroblast growth factor receptor 3 | Astrocyte a quiescence

EGFR 1,98 Epidermal growth factor receptor Proliferace
PROM1 Prominin (CD133) Nadorové kmenové buriky
ASCL1 1,73 Achaete-scute family bHLH Proliferace a neurogeneze

transcription factor 1

CSPG4/NG2 1,96 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 | Ranné oligodendrocyty
MAP2 2,09 Microtubule-associated protein 2 Neurony

TUBB3 1,98 B-tubulin, tfida 3 Neurony

SOX2 2,01 SRY-box 2 Kmenovost

NANOG 1,88 Nanog Kmenovost

NES 1,91 Nestin Kmenovost

Tabulka 5 — Prehled primerd, jejich oznaceni, efektivita, nazev a ceho jsou markery

Vsechny tyto primery ukazaly efektivitu bliZici se 2 (vyjma ASCL1, kde byla hodnota 1,73
a OLIG, ktery pravdépodobné tvofil dimery) a tudiz byly vhodné pro poziti na gPCR.

Po validaci téchto primer( jsme mohli pfistoupit k samotnému porovndvani exprese jed-

notlivych neuralnich marker( u neurosfér a adherentné péstovanych bunék DAOY.

8.2.3 Exprese markerd u bunék péstovanych adherentné a jako neurosféry

Buniky neurosfér byly sbirany 5. — 7. den a ve stejny den byly sebrany i buriky adherentni.
Z bunék byla izolovdana mRNA, z ni syntetizovdna cDNA, ze které pak byla v triplikatech
provedena qPCR. Exprese jednotlivych gen( byla vztaZzena na expresi referen¢niho genu
GAPDH a UBE2D2 (data pro UBE2D2 nejsou uvedena, nicméné vysledky jsou podobné).
Z marker( vyssi kmenovosti, tedy ranéjsiho stadia bunécné diferenciace, jsme pozoro-
vali zménu v expresi u SOX2 (Obrazek 12). NANOG a NES nebyly v bunkach exprimovany
ani u jednoho kultivaéniho zplsobu. Zajimavou zménu exprese jsme vidéli u PROM1
(marker nddorovych kmenovych bunék), ktery byl u neurosfér oproti adherentnim buri-

kam exprimovan vice nez 2x (Obrazek 12).
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Obrdzek 12 — Relativni exprese SOX2/GAPDH a PROM1/GAPDH v DAOY burikdch péstovanych v odliSnych kultivacnich
podminkdch

U proliferacnich marker( KI67 a CDK6, jsme vidéli, Ze jejich exprese je u neurosfér také

vyS$Si nez u bunék adherentnich. (Obrazek 13)

KI67 CDK6
2.0+ 3+

1.5+ |
gl

0.5+

neurosféry —

0.0

neurosféry

adherentni
adherentni—

Obrdzek 13 - Exprese KI67/GAPDH a CDK6/GAPDH v DAOY burikdch péstovanych v odlisnych kultivacnich podminkdch

Dale jsme pozorovali vyraznou zménu exprese u MAP2, coz je marker diferencovanych

neurond. Ten byl u neurosfér exprimovana vice nez 30x proti burikam adherentnim (Ob-
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razek 14). Prekvapivé exprese TUBB3, ktery se vyskytuje také u diferenciovanéjsich bu-
nék (smérem k neuroniim), se mezi adherentnimi burikami a neurosférami pfilis nelisila
(Obrazek 14). Exprese DLX a ASCL1, které zvysuji svoji expresi u neurdlnich prekurzoro-
vych bunék, tedy u bunék vice diferencovanych, je u neurosfér vyssi v porovnani s bun-
kami adherentnimi. Také marker ranych oligodendrocytl CSPG4/NG2 mél vyssi expresi
vice nez 3x u neurosfér. GFAP nebyl detekovatelny ani u jednoho zplsobu péstovani

bunécné linie DAQY (graf neuveden).
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Obrdzek 14 - Exprese MAP2/GAPDH, DLX/GAPDH, ASCL1/GAPDH, CSPG4/GAPDH a TUBB3/GAPDH v DAOY burikdch
péstovanych v odlisnych kultivacnich podminkdch

52



Z téchto vysledkd vidime, Ze se u neurosfér nezvysily pouze markery vyssi kmenovosti
SOX2 a PROM1, nebo markery proliferace KI67 a CDK6, ale i markery diferenciace do
neuront MAP2, ASCL1 a DLX. Z tohoto by mohlo vyplyvat, Ze buriky rostouci v neurosfé-
rach jsou vice heterogenni (v neurosférach se nachazeji buriky vice kmenové i bunky vice

diferencované do neuron(l a rannych oligodendrocyt(i) nez buriky péstované adhe-

rentné.

8.3 Reakce bunék DAOY s nadexpresi DISP3 na ozareni

V tfeti ¢asti jsme se zabyvali burikami DAQY, u kterych jsme zvysili expresi DISP3 pomoci

lipofectaminové transfekce.

8.3.1 Ovéreni transfekce DISP3 v DAOY bunkach

Adherentni DAOY bunky byly tranfekovany vektorem pcDNA3 (kontrola) a pcDNA3-
DISP3 a nasledné tyden selektovany geneticinem. U¢innost transfekce byla ovéfena na
urovni mRNA pomoci PCR a gPCR a na proteinové Urovni pomoci westernblotu (Obrazek

15).

Exprese DISP3 mRNA DISP3
150+

146 bp =— = DISP3
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Obrdzek 15 — Ovéreni uspésné transfekce DAOY bunék vektory pcDNA3 a pcDNA3-DISP3, na urovni mRNA pomoci
PCR, gPCR a na proteinové urovni pomoci westernblotu
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8.3.2 Vliv zvySené exprese DISP3 na apoptdzu

Po vytvoreni kontrolnich bunék a bunék se zvySenou stabilni expresi DISP3 v 5 biologic-
kych replikatech byly buriky ozareny ve 4 rozdilnych davkach (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy a 8 Gy)
a byly sbirany po 24, 48 a 72 hodinach. Apoptdza byla testovana stanovenim hladiny
kaspaz 3 a7.Po 24 a 48 hodinach od ozafeni jsme pozorovali maly rozdil v poétu apopto-
tickych bunék (Obrazek 16 a Obrazek 17), buriky sbirané 72 hodin po ozareni byly ne-
hodnotilné — vétsina bunék byla rozpadlad a/nebo mrtva. Software na vyhodnoceni ex-
perimentll Muse vyhodnocuje a rozdéluje buriky do jednotlivych populaci podle obar-
veni na kaspazy 3 a 7, velikosti a viability na bunky zZivé, apoptotické zZivé, apoptotické
mrtvé a mrtvé. Uvadéné grafy zndzornuji procenta apoptotickych bunék (soucet apopto-
tickych Zivych i apoptotickych mrtvych). V grafech (Obrazek 16 a Obrazek 17) mGzeme
vidét slaby rozdil mezi burikami kontrolnimi a burikami se zvySenou expresi DISP3. V kul-
ture se zvySenou expresi DISP3 je méné apoptotickych bunék, nicméné tento rozdil neni

signifikantni.

Apoptéza DAOY adherentni, 24 h

EE pcDNA3
&= DISP3

Obrdzek 16 — Procenta apoptotickych bunék (Zivé i mrtvé) u bunék linie DAOY péstované adherentné, ozarené v roz-
dilnych davkdch ukazuji maly rozdil mezi burikami pcDNA3-DISP3 a pcDNA3 (kontrola)

54



Apoptdéza DAQY adherentni, 48 h

40-

B8 pcDNA3
20 == DISP3
20-

Obrdzek 17 — Procenta apoptotickych bunék (Zivé i mrtvé) u bunék linie DAOY péstované adherentné, ozarené v roz-
dilnych ddvkdch ukazuji maly rozdil mezi burikami pcDNA3-DISP3 a pcDNA3 (kontrola)

Stejny pokus byl proveden u DAOY bunék péstovanych jako neurosféry. DISP3 byl nade-
xprimovan stejnym zpUlsobem jako v adherentnich burikach a ty byly nasledné preve-
deny do neurosfér. Po péti dnech rlstu v neurosférach byly bunky trypsinizovany a oza-
feny v lahvi¢ce. Apoptdza byla mérena po 24 h a 48 h. Data z méreni po 24 h (Obrazek
18) i 48 h (Obrazek 19) neukazuji rozdil v poctu apoptotickych bunék mezi burikami kon-

trolnimi a burfikami se zvySenou expresi DISP3.
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Apoptdéza DAOY neurosféry, 24 h

20+
B8 pcDNA3

. £ DISP3

10+

Obrdzek 18 — Procenta apoptotickych bunék (Zivé i mrtvé) u bunék DAQOY péstovanych jako neurosféry ozarené riznymi
radiacnimi ddvkami neukazuji Zddny rozdil mezi burikami kontrolnimi a burikami se zvysenou expresi DISP3, u DAOY
pcDNA3 0 Gy nejsou uvedena data z technickych divodd

Apoptdéza DAQY neurosféry, 48 h

301
EE pcDNA3

== DISP3 8Gy

Obrdzek 19— Procenta apoptotickych bunéek (Zivé i mrtvé) u bunek DAOY péstovanych jako neurosféry ozdrené riiznymi
radiacnimi ddvkami neukazuji Zadny rozdil mezi burikami kontrolnimi a burikami se zvysenou expresi DISP3
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8.3.3 Viliv zvysené exprese DISP3 na formovani bunécnych kolonii

Dalsi metodou, pomoci které jsme studovali reakci bunék se zvysenou expresi DISP3 na
ozareni, byl test bunécného preZiti. Adherentni DAQOY burky byly po ozareni vysety
v nizké koncentraci na misky, pribézné jim bylo ménéno médium a po 9 dnech se zafi-
xovaly a spocitaly (Obrazek 20). U téchto bunék jsme vidéli rozdil mezi kulturami, vice
bunék s nadexprimovanym DISP3 je schopnych dat vznik samostatné kolonii. Tento roz-
dil jsme pozorovali ve vSech testovanych davkach ozareni, a také u neozarenych bunék
(0 Gy). Znamena to, Ze burky s nadexprimovanym DISP3 maiji lepSi Sanci na preziti

a vytvoreni samostatné kolonie.

Test burééného preziti DAQOY adherentni

40-
B pcDNA3
= DISP3
301
20- 7
101 o
0Lk e B

Obrdzek 20— Test bunécného preZiti: V procentech uvedeno mnoZstvi bunek, které byly schopné vytvorit kolonii. Buriky
DAOY s pcDNAS3 (kontrola) a pcDNA3-DISP3 ozdrené riznymi ddvkami, 2-way ANOVA p= 0,0103
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9. Diskuze

V této préci jsme se zaméfili na gen DISP3 a jeho expresi v riiznych meduloblastomovych
bunécénych liniich, ddle pak na porovnani dvou odlisnych kultiva¢nich podminek (ve
formé adherentnich bunék a neurosfér) u meduloblastomové bunécéné linie DAOY a na
efekty proteinu DISP3 na bunécné prezivani a na schopnost burnky dat vznik kolonii
u této bunécné linie.

Funkce proteinu DISP3 neni pfesné zndma. Z predikce topologie vime, Ze obsahuje ste-
rol-sensing doménu, ktera se vyskytuje u protein(, které maji zasadni roli v metabolismu
cholesterolu. U celé rodiny téchto proteind (PTCHD1, DISP3, PTCHD3 a PTCHD4), kam
DISP3 patti (Zikova et al. 2009), nejsou v soucasné dobé dostatecné poznatky o jejich
molekuldrni funkci a zapojeni do rliznych bunéénych procesu. Drive se predpokladala
role v SHH drdze na zakladé podobnosti téchto proteint s PTCH1, tento predpoklad vSak
nemusi byt spravny, protoze naptiklad u PTCHD1 se ukazalo, Ze neni schopen ovlivnit
HH signalizaci v burikdch (Ung et al. 2018). U protein(i PTCHD1 a PTCHD3 z této rodiny
se ukdzalo spojeni s rakovinou nebo neurodegenerativnimi poruchami. Mutace
v PTCHD1 nebo v jeho promotoru jsou spojeny s poruchami autistického spektra (Noor
et al. 2010; Chaudhry et al. 2015), mutace v PTCHD3 je spojovana s kolorektalnim karci-
nomem (Smith et al. 2013).

Bylo ukazano, ze DISP3 ovliviiuje bunéénou proliferaci a diferenciaci tak, Ze bunky s vyssi
expresi DISP3 se vice mnoZi a nejsou schopné tvofrit diferencované funkéni neurony
(Zikova et al. 2014; Konifova et al. 2017). U bunék se zvySenou expresi DISP3 byly nale-
zeny zmény v expresi nékterych genu, jednim z nich byl gen Epb4.13, jehoz exprese byla
snizena (Zikova et al. 2014). Tento protein miva sniZzenou expresi u vysoce metastazuiji-
cich nadordq, je ¢asto mutovan v nadorech mozku, plic a prsou a mutace v tomto pro-
teinu umozZnuje metastazovat rakoviné prostaty. Jeho zvySena exprese zabranuje rlstu
nadorovych bunécénych linii in vitro a v nékterych pripadech je potlaceni ristu asocio-
vano se zvySenou apoptozou (Wong et al. 2007). Dalsi studie (Morrow et al. 2016) uka-
zala expresi DISP3 u osteosarkomové linie bunék, které metastazovaly do plic, ale mimo
metastatické prostredi jeho hladina nebyla zvednuta. Diky témto poznatkim jsme se

rozhodli studovat, jak DISP3 ovliviiuje v bunkach apoptdézu a metastaticky potencial.
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Z analyzy mozkovych nddorl vysel DISP3 vysoce exprimovany u meduloblastom

(Obrazek 2).

Meduloblastomy patti mezi nejbéznéjsi maligni nddory mozku u déti. Kvali tomu, Ze se
vyskytuji béhem brzkého stadia Zivota vedou k obrovskému snizeni kvality Zivota i u pre-
zivSich pacient(, a to i kvlli nasledkiim Ié¢by. V roce 2012 byl vydano ustanoveni rozdé-
lujici meduloblastomy do 4 molekularnich podskupin, které se mezi sebou lisi histologii,
progndzou, typem pacientd, ale predevsim mutacemi, amplifikacemi a dalSimi zménami
v genovych expresnich profilech (Taylor et al. 2012). Velky diraz je nyni kladen na mo-
lekuldrni porozuméni jednotlivym skupinam s cilem zefektivnit |é¢ebny postup. Terape-
uticky pristup na zakladé rozdéleni pacient(l do rlznych rizik mQZe zajistit lepsi kvalitu
Zivota déti, které jsou léCeny a vyhnout se tim negativnim nasledkim nadmérné lécby.
To mlzeme vidét u WNT skupiny meduloblastomd, kde nejsou potfeba vysoké davky
|éCebné iradiace, cozZ je dano pravé molekularni charakteristikou této skupiny (Phoenix

et al. 2016).

Porozuméni meduloblastom(im, a to predevsim tém ze skupiny 3 a 4 je dlleZité pro op-
timalizaci lIéCby. PfestoZze meduloblastomy ze skupiny 3 maji nejhorsi prognézu a medu-
loblastomy ze skupiny 4 jsou nej¢astéjsi, neni u téchto skupin objasnéna jejich moleku-
larni podstata a nejsou nalezené markery, diky kterym by mohly byt snadno diagnosti-
kovany u pacientl na klinikach. Z analyzy riznych mozkovych nador( (Obrazek 2) vi-
dime, Ze exprese DISP3 u meduloblastom( dosahuje nejvyssi hladiny, ale ma i nejvyssi
rozptyl, coz mizZe ukazovat na to, Ze v rlznych meduloblastomech, mozna i v jednotli-
vych skupinach mlze byt exprese DISP3 rlizna. Platnost této hypotézy podporuje i nase
pozorovani exprese DISP3 v rliznych meduloblastomovych liniich, ktera se u jednotlivych
linii vyrazné |isi (Obrazek 8). DISP3 byl exprimovan vice u meduloblastomovych linii ze
skupiny 3 a 4, proto je do budoucna duleZitym cilem prozkoumat efekt exprese tohoto

genu u meduloblastomovych bunécnych linii z téchto skupin.

Pro nase experimenty jsme chtéli vybrat linii, ve které je DISP3 exprimovan v malém
mnozstvi, abychom tuto expresi mohli zvysit. Nizkou expresi jsme vidéli u linie DAOY
a ONS-76 (tuto linii ale nase laborator ziskala az pozdéji). Z tohoto dlivodu jsme vybrali
linii DAQY. Tato linie je nejpouzivanéjsi pro vyzkum meduloblastomu. Analyza citaci me-

duloblastomovych linii ukazala, Zze ¢lanky zabyvajici se DAQY linii tvori 45 % publikaci
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zabyvajicich se meduloblastomovymi liniemi (lvanov et al. 2016). Tuto linii je mozné kul-
tivovat ve dvou formdach, a to jako buriky adherentni a jako neurosféry. Neurosféry by
mély presnéji reflektovat pfirozené prostredi. V nasich pokusech jsme potvrdili, Ze kul-
tivacni podminky ovliviuji expresni profil bunék DAQY, a proto jsme nékteré nase po-

kusy udélali v obou kultivaénich podminkach.

Pro vyhodnoceni rozdild u meduloblastomové linie DAOY kultivované v rlznych pod-
minkach byl navrzen set PCR primer(, které odpovidaly uréitym markerim kmenovosti
a diferencovanosti bunék v mozku. Funkénost téchto primer( jsme ovérovali v rliznych
bunécénych liniich pomoci PCR. Vétsinu primer( jsme ovérovali na bunécné linii DAQY,
ale pro ovéreni nékterych primer( jsme museli najit jiné vhodné bunécné linie, napfiklad
primer S100b byl ovéren na lidskych embryonalnich bunkach H1. U jednoho markeru
(OLIG2) jsme pomoci gPCR zjistili, Ze tvofi tzv. dimery (vaZe se sam na sebe nebo na
druhy primer) a proto jsme ho dale nepouzivali. Pocitali jsme efektivitu kazdého primeru
a analyzovali kfivku Tm (melting temperature). DuleZitou soucasti testovani exprese jed-
notlivych marker pomoci PCR primert byly kontroly, vidy jedna reakce probihala s vo-
dou misto cDNA a jedna s kontrolni ,,cDNA“, kdy do reakce syntézy cDNA nebyla pfidana
reverzni transkriptaza. Tyto kontrolni vzorky pak slouzily k ovéreni, Ze u nich neni dete-

kovana zadna exprese daného primeru.

Neurosféry byly kultivovany v neurobasal médiu v lahvi¢kach s nepfilnavym povrchem
a dulezZitou soucasti jejich spravné tvorby a ristu bylo pfidani rlstovych faktorl FGF
a EGF do média. Tyto faktory mohou mit rizné efekty na bunky. EGF a FGF fidi proliferaci
aktivaci drah SHH, WNT a NOTCH (Basak and Taylor 2009). Jejich efekt na bunécnou
populaci je prozkoumany zejména u NSC, kde jsou tyto mitogeny v nizkych koncentra-
cich pouzivany bézné, jelikoz prispivaji k bunécéné proliferaci a udrzuji vysokou bunécnou

hustotu, aniz by kompromitovaly vlastnosti kmenovych bunék (Hu et al. 2013).

Abychom ovéfili, Ze pfidani téchto faktorl neovliviiuje pozorované zmény exprese
ostatnich neurdlnich marker(, kultivovali jsme DAQOY adherentni bunky po dobu 7 dn(
se stejnym mnozstvim téchto faktorud jako jsme pridavali k buikdm neurosfér. U téchto
adherentnich bunék s pridanymi faktory jsme pozorovali zvySenou expresi receptor(

téchto faktor(i EGFR a FGFR, nicméné tato exprese byla stale nizsi, nez exprese téchto
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receptorl u neurosfér. Exprese prolifera¢niho markeru CDK6 se u DAQY bunék s pfida-
nymi faktory zvedla asi 1,5x ve srovnani s neurosférami, tam se exprese tohoto markeru

zvedla vice neZ 2x. Vyrazné zmény u jinych marker( jsme nepozorovali.

Heterogenitu populace u neurosfér jsme chtéli ovéfit také na Urovni jednotlivych bunék
pomoci imunocytochemie. Testovali jsme neurosféry pomoci protilatek proti proteinim
KI67, DCX a TUBB3. U KI67 jsme pozorovali heterogenitu populace, ale vysledky vsak
nebyly technicky dobré, a proto jsme je do prace neradili. Planujeme vSak otestovat
neurosféry na markery kmenovych a diferencovanych bunék, jejichz zménu jsme pozo-
rovali pomoci gPCR, protilatky proti témto proteiniim ovsem v soucasné dobé nejsou

v nasi laboratofi dostupné.

Ve studii (Zanini et al. 2013), zabyvajici se tvorbou neurosfér ze 3 rliznych bunéénych
linii, pozorovali rlst neurosfér u téchto linii a jednou z analyzovanych linii byla i linie
DAOY. Neurosféry ukazaly pocet sfér zvysujici se béhem prvnich 4 dn(, ale pak béhem
dalSich pasazi jejich pocet klesal. Z rGstové krivky, kterou jsme na neurosférach provedli
jsme tento efekt nepozorovali, pocet bunék se zvySoval az do 7. dne (vysledky neuve-
deny). Nicméné v rlstové kfivce jsme sledovali pocet bunék, ne pocet neurosfér. Je tedy
mozné, Ze se neurosféry v pribéhu ¢asu méni. Jedou z teorii je, Ze pokud se v neurosfére
tvofi vice diferenciované buriky, po trypsinizaci tyto diferenciované burnky nemusi utvo-

fit znovu neurosféru, protoze uz nemaji pluripotentni vlastnosti.

Porovnani neurosfér a adherentnich bunék u bunécné linie DAQY jiz bylo provedeno
v nékolika studiich, ale vidy byly zaméreny pfedevsim na prominin, pfipadné na dalsi
kmenové markery (Zanini et al. 2013; Garg et al. 2017). Vysledky téchto autor( se ¢as-
tecné lisi od nasich vysledk(. Skupina Zanini et al. sledovala expresi urcitych markeru
kmenovosti a nasla rozdily mezi adherentnimi a neurosférami. U neurosfér detekovali
zvysSeny prominin 15x%, zadny rozdil v expresi proteinu nanog, ktery ale nasli exprimovan
(my jsme ho nedetekovali ani v minimalnim mnozstvi). Dale pozorovali zvySenou hladinu
nestinu vice neZ 9x u neurosfér (ten jsme také nedetekovali). Nékteré z téchto marker(
ovérovali i pomoci pritokové cytometrie. Odlisné vysledky mohou byt dany pouzitim

odliSného metodického pfistupu k analyze bunécnych populaci.
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Pti porovnani DAQY bunék, kultivovanych jako neurosféry a jako adherentni buriky, jsme
vidéli zménu hladiny exprese promininu. Prominin je povazovan za marker nadorovych
kmenovych bunék (CSCs). Nékteré studie polemizuji s roli promininu v iniciaci nadoru,
nicméné je jisté, ze CD133 pozitivni buriky maji vysokou sebeobnovujici kapacitu a plu-
ripotenci (Garg et al. 2017). Pokud jsou CSCs izolovany pfimo z nddoru, tvofi neurosféry
pfi in vitro kultivaci a mohou se obnovovat. Kultivace bunécnych linii v neurosférach se
tedy pfribliZzuje vice pfirozenému stavu. Na zdkladé exprese CD133 byla vyslovena hypo-
téza, Ze tyto CSCs nesou vlastnosti jako je rezistence k apoptdze, rezistence k lékiim

a iradiaci (Blazek, Foutch, and Maki 2007).

U neurosfér byla pomoci promininu ukazanda heterogenita téchto populaci. Burniky pozi-
tivni na expresi toho povrchového markeru byly vyselektovany a nasledné zkoumany
vlastnosti bunék pouze CD133 pozitivnich a bunék pouze CD133 negativnich. Zjistilo se,
ze po néjaké dobé se u bunék pozitivita na prominin vrati k plvodnim procent(im
(Blazek, Foutch, and Maki 2007). Dalsi studie ukazala, Ze nadorova heterogenita je rele-
vantnim mechanismem pro metastatické Sifeni meduloblastom( agresivnimi klony,

které ztratily markery prvotnich nador( (Wu et al. 2012).

V nasich pokusech bylo ozafovani provedeno na linearnim urychlovadi Clinac 600C/D
DBX, na kterém probiha standardni ozarovani pacient(i. Davky nebyly frakciovany, coz
je standartni postup u pacientu. Pokud jsou bunky ozareny pomoci frakcionace, dochazi
k vySSimu stupni preziti, protoze burniky maji ¢as na opravu mezi jednotlivymi frakcemi
(Gregg, Yau, and Kim 1979). V prvnim pokusu jsme buriky ozafovaly pred vysetim, pozo-
rovali jsme ale u nich vysoké procento mrtvych bunék, asi zplsobené timto hned po
sobé jdoucim stresem (ozareni a pak vysévani). Proto jsme zménili tento postup a dalsi
buriky byly vysety o urcité koncentraci na misky a ozareny po 24 hodindch, coz zmirnilo

stres, kterému byly buriky vystaveny.

Metastaticky potencial bunék jsme se rozhodli zkoumat pomoci testu bunécéného pre-
Ziti. Tento test v zakladé testuje schopnost kazdé bunky v populaci dat vzniknout kolo-
nii, tudiz se ,,neomezené délit” (Franken et al. 2006). Tento pokus jsme udélali na adhe-
rentnich burikach linie DAQY a vidéli jsme signifikantni rozdil mezi burikami kontrolnimi

a burikami s vyssi expresi DISP3. Tyto buriky vytvofily vétsi pocet kolonii. Rozdil priméru
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mezi kontrolnimi burikami a bufikami se zvySenou expresi DISP3 v jednotlivych ozafova-
cich davkach byl pfiblizné 8 — 15 %. Tento pokus jsme udélali i s DAQOY burikami kultivo-
vanymi ve sférdch, kdy kolonie jednotlivych sfér rostou v soft agaru. Nicméné kvuli tech-
nickym obtizim jsme tento pokus nedokondili a vysledky nebyly vyhodnocené. Tento po-
kus bychom chtéli zopakovat, abychom i tyto vysledky mohli porovnat s vysledky dosa-

Zzenymi u adherentnich bunék.

V metastatickém potencidlu buriky nehraje roli pouze jeji schopnost dat vzniknout kolo-
nii, rakovinné burniky musi také opustit primarni misto nadoru, cirkulovat v krevnim
obéhu, vydrzet tlak v cévach a aklimatizovat se do sekundarniho prostfedi a zaroven
uniknout kontaktu s imunitnimi burikami. Metastaticky potencial bunék bychom chtéli
dale jesté ovérit pomoci jinych metod, a to pomoci migra¢niho testu a xenotransplan-
tace, kdy bychom chtéli injektovat buriky se zménénou hladinou DISP3 do imunodefici-

entnich mysich a pozorovat jejich schopnost vytvofit nador.

Apoptdzu jsme méfili pomoci MUSE pfistroje, ktery rozdéluje populace bunék podle je-
jich viability, velikosti a barveni kaspaz 3 a 7. Kaspdzy 3 a 7 jsou efektorové kaspazy,
které se aktivuji az pozdnich fazich apoptdzy. Bunky byly analyzovany po 24, 48 a 72
hodinach, kdy nejlepsi vysledky jsme vidéli po 48 h. U adherentnich bunék jsme po 24 a
48 hodinach vidéli malou tendenci ukazujici nizsi procentualni zastoupeni apoptotickych
bunék u linie s nadexprimovanym DISP3, nicméné vysledky nebyly signifikantni. U DAOY
neurosfér jsme rozdily mezi kontrolnimi bufikami DAQY a burikami nadexprimujici DISP3
nezjistili. DGvodU, pro¢ nevysly signifikatni rozdily u méfeni apoptdzy pomoci kaspaz
3 a 7 mlze byt hned nékolik. Tato linie jednak nemusi reagovat na nadexpresi DISP3,
pfipadné podminky in vitro nemusi byt vhodné nebo stanoveni kaspdz 3 a 7 nemusi byt
vhodnd metoda. Také bychom mohli ovéfit apoptdzu na urovni gPCR na stanoveni hla-

diny exprese apoptotickych genu.

V budoucich navazujicich experimentech bychom se chtéli zabyvat i jinymi meduloblas-
tomovymi liniemi. Stejné pokusy bychom chtéli udélat na meduloblastomové linii ONS-
76, ta patfi také do skupiny SHH a ma nizkou expresi DISP3. Zaméfime se také na nékte-
rou z linii s vysokou expresi DISP3, u té bychom mohli expresi jesté zvysit, a také naopak

snizit pomoci CRISPER/Cas9 a u téchto bunék sledovat schopnost apoptdzy a tvorby bu-

63



nécnych kolonii. Vhodna je linie CHLA-01-MED (skupina 4), u které jsme jiZ zacali praco-
vat na zvySeni exprese. Tyto buriky zatim nebyly Uspésné transfekovany. Test bunéc-
ného preziti se u suspenznich bunék déla v soft agaru, tuto metodu jsme nedavno opti-
malizovali na DAOY neurosférach. Také by bylo zajimavé snizeni exprese DISP3 u DAQY
bunék, nebot efekt na prezivani bunék mlze mit i nizka exprese DISP3. Pfipadné porov-
navat expresi u linii D425 a D458, coz jsou linie derivované ze stejného pacienta, z nichz
jedna je odvozena z primarniho nadoru a druha z metastaz. Dale bychom chtéli ovérit
metastaticky potencial bunék i jinak neZ jen v testu bunécného preziti, a to pomoci mi-
gracniho testu nebo xenotransplantace. Také bychom chtéli pouZit protilatky na ovéreni
heterogenity u bunék DAQY péstovanych jako neurosféry, a tim se podivat na exprese

jednotlivych markert v bunécné kolonii.

DISP3 zUstava genem, ktery mizZe ovliviiovat metastaticky potencidl bunék. Jeho ex-
prese byla nalezena u metastatickych osteosarkomu a ted jsme potvrdili, Ze pokud je
jeho exprese zvysena u bunécné linie DAQY, tak jsou tyto buriky schopny vytvofit vice
kolonii. Zistava vsak dilezité ovéfit tento gen i v jinych liniich jinymi metodami pro zjis-
téni jeho presné role v bunééném fungovani a pfripadném efektu jeho nadexprese

na meduloblastomy.
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10. Zaveér

Cily této diplomové prace bylo:

1. Porovnat expresi DISP3 v rliznych meduloblastomovych liniich

2. Kultivovat vybranou meduloblastomovou linii v riznych podminkach (adhe-
rentni buriky a neurosféry) a porovnat expresni profil vybranych markera

3. Sledovat reakci bunék vybrané meduloblastomové linie se zvySenou expresi

DISP3 na ozareni
Tyto cile byly spInény nasledovné:

1. Exprese DISP3 se lisi v riznych meduloblastomovych liniich, exprese je relativné
nizka u linie DAQOY a ONS-76, stejnd u linie D425 a vysoka u linie D283, D341 a
CHLA-01-MED v porovnani s kontrolnimi burikami HEK

2. Meduloblastomova bunécéna linie DAQY byla kultivovana v podminkach, kdy tvo-
fila adherentni buriky a v podminkach, kdy tvofila neurosféry. Byl porovnan ex-
presni profil vybranych marker( v téchto dvou rozdilnych kultivacnich podmin-
kach a ukazalo se, Ze neurosféry jsou vice heterogenni. Tvofi je populace vice i
méné diferencovanych bunék (buriky exprimovaly vyssi hladinu markerd jak
kmenovosti SOX2, PROM1, tak i marker( vice diferencovanych bunék MAP2,
CSPG4, DLX2).

3. Byla zvySena exprese DISP3 genu v bunécné linii DAQY, ktera byla nasledné oza-
fena v rozdilnych davkach a byla pozorovédna apoptéza téchto bunék a schopnost
tvofit kolonie. MnoiZstvi apoptotickych bunék se mezi kontrolnimi burikami
a bunkami nadexprimujici DISP3 pfilis neliSilo, nicméné bunky s vyssi expresi

DISP3 vytvofily jak po ozareni, tak i bez néj vice kolonii nez burky kontrolni.
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