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Abstrakt 

Při hledání nových genů, jež jsou regulovány thyroidním hormonem, byl identifikován 

DISP3, nový člen SSD (sterol-sensing domain) proteinové rodiny. Analýza exprese uká-

zala, že DISP3 je exprimován v buňkách neurálního původu a naše předchozí výsledky 

potvrdily, že nadprodukce tohoto genu ovlivňuje buněčnou proliferaci a diferenciaci. 

Analýza databáze Oncomine také ukázala, že exprese DISP3 je zvýšena v meduloblasto-

mech, nejčastějších maligních nádorech centrálního nervového systému v dětském 

věku. 

Předmětem diplomové práce je studium vlivu zvýšené hladiny DISP3 na apoptózu buněk 

a jejich schopnost formovat kolonie. Při práci byly užity buněčné linie odvozené z medu-

loblastomů. Expresi genu DISP3 v různých meduloblastomových liniích jsme porovnali 

pomocí kvantitativní PCR a k dalším experimentům vybrali vhodnou linii s nízkou expresí 

tohoto genu. Některé meduloblastomové linie mohou formovat neurosféry, a to, pokud 

jsou kultivovány v bezsérovém médiu. Pomocí kvantitativní PCR jsme porovnali expresi 

neurálních markerů u buněk kultivovaných jednak jako neurosféry a jednak jako přisedlé 

buňky. Transfekcí buněk plazmidem nadexprimujícím DISP3 jsme připravili buňky se zvý-

šenou hladinou tohoto genu. Apoptózu jsme indukovali pomocí poškození buněk záře-

ním v rozdílných dávkách. Apoptóza byla stanovena po 24 a 48 hodinách od ozáření na 

základě aktivace kaspáz 3 a 7 pomocí průtokové cytometrie. Následně jsme jednotlivé 

ozářené linie testovali na formaci buněčných kolonií.  

Zjistili jsme, že v různých meduloblastomových liniích je DISP3 exprimován v různých 

hladinách, nízkou expresi jsme našli u buněk DAOY, které jsme použili na následující ex-

perimenty. DAOY buňky kultivované v neurosférách jsou více heterogenní oproti adhe-

rentním buňkám. DAOY buňky s vyšší expresí DISP3 vytvořily více kolonií oproti kontrol-

ním buňkám. 

Klíčová slova: DISP3, meduloblastom, apoptóza, metastatický potenciál 
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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 DAOY cells, which we used for the following ex-

periments. DAOY cells cultured in neurospheres are more heterogeneous. DAOY cells 

with higher DISP3 expression formed more colonies than control cells. 

Key words: DISP3, medulloblastoma, apoptosis, metastatic potential  
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3. Seznam zkratek 

7DHCR 7-Dehydrocholesterol reduktáza 

APOE Apolipoprotein E 

BBB Krevní mozková bariéra 

BME β-merkaptoethanol 

CAS 3/7 Kaspáza 3 a 7 

CNS Centrální nervová soustava 

CSF Mozkomíšní tekutiny 

DDR DNA damage response 

DISP3/PTCHD2 Dispatched 3  

DSB Dvojitý zlom vlákna  

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EGL Extragranulární vrstva 

FBS Fetal bovine serum 

FGFR Fibroblast growth factor receptor 

G418 Geneticin 

GAPDH Glyceraldehyde-3-fosfát dehydrogenáza 

GCP Granule Cell Progenitor 

GTR Gross total resection 

HH Hedgehog 

HMGCR 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktáza 

IGL Vnitřní granulární vrstva 

INSIG Insulin-induced gene 

LMD  Leptomeningeální diseminace 
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NFB  Normal Fetal Brain  

NFGM  Normal Fetal Germinal Matrix 

NPC1 NPC Intracellular Cholesterol Transporter 1 

P/S Penicilin/Streptomycin 

PBS Fosfátový pufr 

PCR Polymerázová řetězová reakce 

PTC Patched 

PTCHD4 Patched Domain Containing 4 

PTR Patched related 

qPCR Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

ROS Kyslíkaté radikály  

SCAP SREBP cleavage-activating protein 

SHH Sonic Hedgehog 

SREB Sterol regulatory element binding protein 

SSD Sterol sensing doména  

STR Subtotalní resekce

T3 Trijodthyronin 

TAE Tris acetát 

TH Thyroidní hormon   

UBE2D2  Ubiquitin conjugating enzyme E2 D2 

WHO Světová zdravotnická organizace 

WNT Wingless/Int-1 
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4. Úvod 

DISP3 byl identifikován v naší laboratoři při hledání nových genů regulovaných thyroid-

ním hormonen. Je to protein, který nemá esenciální roli v lidském organismu, nicméně 

pokud je exprimován ve větším množství, tak ovlivňuje buněčnou proliferaci a diferen-

ciaci. Ve své struktuře obsahuje sterol-sensing doménu, která je známá svou rolí v me-

tabolismu cholesterolu.  

V lidském těle je tento protein exprimován především v neurálních tkáních jako jsou 

mozek a sítnice, méně pak ve varlatech. Analýza mozkových nádorů potvrdila zvýšenou 

expresi tohoto proteinu u pacientů s meduloblastomy.  

Meduloblastomy (podle WHO stupeň 4 v klasifikaci CNS nádorů) jsou dětskými malig-

ními nádory mozečku a tvoří téměř 10 % dětských mozkových nádorů. I přes nedávné 

zlepšení léčby, 40 % dětí zažije opětovný výskyt nádoru a pro 20–30 % pacientů je tato 

nemoc smrtelná. Předpokládá se, že meduloblastomy vznikají z neurální kmenové nebo 

neurální progenitorové buněčné populace během ranného života. V roce 2012 byly 

ustanoveny 4 odlišné molekulární skupiny meduloblastomů (WNT, SHH, skupina 3 a sku-

pina 4), které se liší prognózou, typem pacientů a histologií.  

V této práci jsem se zaměřila na roli proteinu DISP3 v malignanci meduloblastomových 

linií. Nejdříve byla stanovena endogenní exprese DISP3 v různých meduloblastomových 

liniích a z nich byla následně vybrána linie s nízkou expresí. V druhé části práce byla tato 

linie kultivována v různých podmínkách (adherentně a v neurosférách) a byl porovnán 

expresní profil pomocí specifických markerů. V poslední části práce bylo studováno, jak 

zvýšení exprese DISP3 v buňkách vybrané meduloblastomové linie ovlivňuje schopnost 

těchto buněk přežívat ozařování a formovat buněčné kolonie. 
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5. Literární přehled 

5.1 DISP3 

Gen Dispatched 3 (DISP3, PTCHD2 nebo KIAA1337) byl poprvé identifikován in silico 

v roce 2005 pomocí bioinformatiky spojením dvou necharakterizovaných cDNA (Katoh 

and Katoh 2005). U člověka se nachází na chromozomu 1, v oblasti 1p36.22, má 22 

exonů a má konzervované homology u šimpanzů, psů, krav, myší, kuřat i dánií. Je to 

1392 aminokyselin dlouhý protein, který má hmotnost přibližně 153 kDa. Predikce to-

pologie ukazuje 13 transmembránových domén, z toho 5 z nich tvoří tzv. sterol-sensing 

doménu (SSD) (Obrázek 1). SSD je konzervovaná transmembránová struktura, která se 

vyskytuje u proteinů hrajících roli v transportu nebo metabolismu cholesterolu 

(Nohturfft, Brown, and Goldstein 1998).  

 

Obrázek 1 - Schéma topologie proteinu DISP3, transmembránové domény jsou vizualizovány jako obdélníky, SSD jsou 
vybarveny černě (Zikova et al. 2009) 

DISP3 je u člověka exprimován především v neurálních tkáních, nejvíce v mozku a sítnici, 

méně pak ve varlatech (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204624-DISP3). Patří 

do PTCHD rodiny společně s několika dalšími proteiny (PTCHD1, PTCHD3 a PTCHD4 ne-

boli PTCH53), které nejsou zatím detailně prozkoumány, ale některé z nich jsou spojeny 

s neurodegenerativními poruchami (Noor et al. 2010).  

DISP3 je regulován thyroidním hormonem a má roli v metabolismu cholesterolu a lipidů 

(Zikova et al. 2009), zvyšuje proliferaci a ovlivňuje buněčný osud neurálních kmenových 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204624-DISP3
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i neurálních progenitorových buněk směrem k diferenciaci (Konířová et al. 2017; Zíková 

et al. 2014). Jeho zvýšená exprese byla nalezena u metastazující osteosarkomové bu-

něčné linie (Morrow et al. 2016) a zároveň jeho zvýšená exprese měnila expresi určitých 

genů (Zíková et al. 2014).  

5.1.1 Proteiny obsahující sterol-sensing doménu 

Sedm tříd proteinů má klíčovou roli při homeostázi cholesterolu nebo při signalizaci spo-

jené s cholesterolem (a to v různých aspektech) a všechny tyto proteiny sdílí fylogene-

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

SSD se skládá přibližně ze 180 aminokyselin organizovaných do 5 po sobě jdoucích, 

membránou procházejících domén. Konzervovaná rezidua se nacházejí především 

přímo ve dvojmembráně nebo blízko ní. I když není struktura SSD přesně determino-

vána, početné studie ukazují, že zprostředkovává komunikaci mezi steroly a proteiny 

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

Proteiny obsahující SSD mají odlišné funkce, nalezneme zde proteiny, které mají cen-

trální roli v udržování homeostáze cholesterolu jako je SCAP (SREB (sterol regulatory 

element binding protein) cleavage activating protein), který tak činí pomocí regulace 

sterol-dependentní transkripce genů syntetizujících cholesterol. Dalším enzymem obsa-

hující SSD je 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktáza (HMGCR), což je klíčový 

enzym syntézy cholesterolu. U těchto dvou proteinů byla SSD původně identifikována 

(Kuwabara and Labouesse 2002). Tato doména byla také nalezena v 7-dehydrocholes-

terol reduktáze (7DHCR), což je protein, který konvertuje 7-dehydrocholesterol na cho-

lesterol. Do této skupiny patří také proteiny zahrnuté v buněčné signalizaci, a to PTC, 

který je regulátorem hedgehog (HH) dráhy (Ingham 2001). Dále ji obsahují proteiny Dis-

patched (DISP), což jsou membránové proteiny, které umožňují uvolnění HH ligandů 

z buněk, které je produkují (Burke et al. 1999) a PTC-related protein (PTR), který má po-

dobnou sekvenci jako PTC. Proteiny zahrnuté v intracelulárním transportu cholesterolu 

jako je Niemann-Pick C1 (NPC1) a Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1) také sdílí tuto struk-

turu. Defekty v NPC1 způsobují vzácnou neurodegenerativní Niemann-Pickovu chorobu, 

u které se akumuluje cholesterol a glykosfingolipidy v endzomálních a lysozomálních 

váčcích (Vanier 2010).  
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Cholesterol je sloučenina, která zásadně ovlivňuje buněčný metabolismus, strukturu i 

dynamiku buňky. Je důležitou součástí membrán a prekurzorem steroidních hormonů, 

některých vitaminů a žlučových kyselin. Hlavním orgánem zodpovědným za produkci 

v lidském těle jsou játra, která pomocí HMGCR a dalších enzymů katalyzují acetyl koen-

zym A. Homeostáza cholesterolu v buňce je regulována zpětnovazebnou smyčkou zahr-

nující tyto proteiny (Goldstein, DeBose-Boyd, and Brown 2006). Cholesterol je transpor-

tován cirkulací lipoproteinů (Huang et al. 2016). 

V mozku se nachází 25 % celkového množství cholesterolu těla a téměř všechen je pro-

duktem tamní syntézy kvůli hematoencefalické bariéře, která efektivně zabraňuje vý-

měně lipoproteinového cholesterolu v oběhu. Toto oddělení cholesterolu v mozku prav-

děpodobně reflektuje vysokou potřebu stability obsahu cholesterolu v membránách a 

myelinu. Apoliprotein E (apoE) je za normálních podmínek považován za nejdůležitější 

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

Cholesterol hraje důležitou roli při vzniku rakoviny, je klinicky i experimentálně doká-

záno, že hypercholesterolemie a vysoké množství cholesterolu z potravy může ovlivnit 

vznik rakoviny. Cholesterol je klíčovou komponentou lipidových raftů, které mají velkou 

roli při regulaci signalizace u rakoviny. Metabolismus cholesterolu je často u rakovinných 

buněk reprogramován. Shrnuto v (Ding et al. 2019). Bylo ukázáno, že cholesterol v roli 

druhého posla může aktivovat sonic hedgehogovou (SHH) dráhu vazbou na Smoothened 

receptor. Tato dráha je aktivovaná při vývoji a u některých typů rakoviny, vede k abe-

rantní buněčné proliferaci, diferenciaci a formaci nádorů (Huang et al. 2016).  

5.1.2 Současné znalosti o proteinu DISP3 

5.1.2.1 Regulace thyroidním hormonem 

Ve vyšších organismech jsou thyroidní hormony (hlavní hormony produkované thyroidní 

žlázou jsou 3,5,3‘ trijodothyronin T3 a jeho prekurzor tyroxin T4 a reverzní rT3) důležité 

regulátory metabolismu a jsou nezbytné pro správný prenatální i postnatální vývoj ši-

roké škály orgánů v těle. Při nadbytku i nedostatku thyroidního hormonu dochází k zá-

sadním změnám metabolismu, např. změna klidového energetického výdaje, tělesné 
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hmotnosti, změna hladiny cholesterolu, lipolýzy a glukogeneze. Shrnuto v (Mullur, Liu, 

and Brent 2014). 

In vivo analýza naší laboratoře ukázala, že je DISP3 regulován pomocí T3. Výsledky pro-

vedené na kuřatech ukázaly, že během vývoje je exprese DISP3 v sítnici ovlivněna T3. 

Další pokusy byly provedeny in vitro na buňkách z tkání se zvýšenou expresí DISP3 a vý-

sledky ukázaly, že exprese závisí na buněčném typu. Zatímco buňky z retinoblastomu při 

zvýšené hladině T3 zvýšily svou expresi DISP3 více než pětkrát, u Sertoliho-like buněk 

způsobila zvýšená hladina T3 téměř třikrát nižší expresi DISP3 (Zikova et al. 2009). 

5.1.2.2 Role DISP3 v cholesterolovém metabolismu 

Díky výskytu SSD byla stanovena hypotéza role DISP3 v cholesterolovém metabolismu. 

V určitých buněčných typech se při zvýšené expresi DISP3 zvedla hladina cholesterolu 

o 30 % a též se zvýšil obsah lipidických váčků v buňce (Zikova et al. 2009). 

5.1.2.3 Role DISP3 v proliferaci a diferenciaci 

V několika studiích bylo ukázáno, že DISP3 může mít různé efekty na buněčný osud. Po-

kud je DISP3 exprimován ve vyšším množstvím, což se díky změnám v genovém uspořá-

dání, které je u rakovin běžné, může stát, ovlivňuje buněčnou proliferaci. U myší neu-

rální progenitorové linie buněk C17.2, derivované z mozečkových neurálních buněk 

z vnější zárodečné vrstvy (EGL) neonatální myši, bylo ukázáno pomocí thymidinové 

eseje, že buňky se zvýšenou expresí DISP3 se množí 1,7× rychleji. U těchto buněk byly 

také pozorovány změny v diferenciaci, buňky se zvýšenou expresí DISP3 nebyly schopny 

tvořit funkční neurity a počet diferenciovaných buněk v neurony a v astrocyty byl sní-

žený oproti kontrolním buňkám (Zíková et al. 2014). Podobných výsledků bylo dosaženo 

i u neurálních kmenových buněk. Snížení hladiny DISP3 vedlo ke zvýšené diferenciaci do 

astrocytů a oligodendrocytů a zvýšení hladiny DISP3 naopak ke snížené diferenciaci 

oproti kontrole (Konířová et al. 2017). 

5.1.2.4 Role DISP3 ve změna exprese genů 

V buňkách C17.2 nadexprimujících DISP3 byla nalezena také změněná exprese genů 

Epb4.l3 and Prelp (Zíková et al. 2014). U těchto buněk a u buněk z NS-5 (myší neurální 

kmenové buňky) s mutovaným Disp3 (pomocí Crisper/Cas9) byla také nalezena změna 
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exprese určitých genů, 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). Všechny tyto geny mají funkci ve vývoji mozku a/nebo byly zmíněny v růz-

ných nádorech. (Konířová et al. 2017)  

Název genu Změna exprese Buňky 

Igfb7 Snížená NS-5 s mutací v DISP3 

Lipt1 Snížená NS-5 s mutací v DISP3 

Dgka Snížená NS-5 s mutací v DISP3 

Brsk1 Snížená NS-5 s mutací v DISP3 

Edg8 Zvýšená NS-5 s mutací v DISP3 

Epb4.I3 Snížená C17.2 se zvýšenou expresí DISP3 

Prelp Snížená C17.2 se zvýšenou expresí DISP3 

Tabulka 1 – Přehled změny exprese genů u modifikovaných buněk 

IGFBP7 je protein, který váže inzulinové růstové faktory (IGF), které jsou zahrnuty v bu-

něčném růstu a dělení a zabraňují buňkám vstup do apoptózy. Snížená exprese tohoto 

genu, popřípadě jeho delece byla nalezena u rakoviny prsu, plic, močového měchýře 

a tlustého střeva a nízké hladiny tohoto proteinu korelovaly se špatnou prognózou 

(Zhang et al. 2019). 

Lipt1 kóduje lipoyl transferázu, která využívá volnou AMP-aktivovanou kyselinu lipoo-

vou jako substrát. Nemoci asociované s tímto genem jsou deficience lypoyltransferázy 

1 a Leighův syndrom s leukodystrofií (Soreze et al. 2013). 

Dgka je exprimován v oligodendrocytech, kde se podílí na vytváření myelinové pochvy 

a také je spojován s onkogenezí (Goto and Kondo 1996).  

BRSK1 je AMP-aktivovaná serin/threonin kináza, která je nezbytná pro správnou polari-

zaci neuronů (Rodríguez-Asiain et al. 2011). 
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EDG8 receptor je exprimován především v oligodendrocytech a astrocytech, ovlivňuje 

diferenciaci radiálních glií do astrocytů, a ovlivňuje přežívání oligodendrocytů (Jaillard 

2005). 

EPB4.L3 je tumor supresor, jehož mutace byly nalezeny u více typů rakovin. Proteiny 

ze stejné rodiny připojují transmembránové glykoproteiny k aktinovým vláknům a ovliv-

ňují řadu procesů – jako je buněčná polarizace, migrace a proliferace (Bretscher, 

Edwards, and Fehon 2002). Bylo ukázáno, že u nádorů prostaty tento protein potlačuje 

vznik metastáz, buňky bez tohoto proteinu měly sníženou schopnost apoptózy, což 

mohlo zvýšit jejich invazivní fenotyp. EPB4.L3 protein potlačuje vznik metastáz rakoviny 

prostaty a snížení jeho exprese je dostatečné pro zvýšení metastatického potenciálu bu-

něk (Wong et al. 2007).  

5.1.2.5 Role DISP3 v metastatickém potenciálu buněk  

Pro přežívání nehostinného prostředí nově osídlených oblastí musí metastázy radikálně 

zefektivnit translaci (Leprivier et al. 2015). V buněčné linii vysoce metastazujících oste-

osarkomů našli změněnou expresi několika genů oproti nemestazující buněčné linii os-

terosarkomů. Mezi nimi byl i DISP3, ten byl vysoce exprimovaný u metastazujících buněk 

v plicích, ale byl sotva detekovatelný u nemetastazující linie (Morrow et al. 2016). Vy-

soce metastatické buňky vykazují lepší schopnost přežití a odolnost vůči apoptóze 

ve srovnání se špatně metastazujícími buňkami, což jim poskytuje selekční výhodu bě-

hem nádorové progrese (Glinsky and Glinsky 1996). 

Společně tato data napovídají, že DISP3 by mohl hrát roli při apoptóze a v metastatickém 

potenciálu buňky. Proto byla udělána in silico analýza mozkových nádorů z datasetů 
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microarray databáze Oncomine a největší exprese DISP3 byla nalezena v meduloblasto-

mech (Obrázek 2). 

 

Obrázek 2 - Exprese DISP3 v různých typech nádorů, In silico analýza z genového expresního profilu dětských a dospě-
lých nádorů mozku se srovnání na zdravý mozek, databáze Oncomine, dataset: E-GEOD-66354 (Griesinger et al. 2015), 
analýza: (M. Kolář) 

5.2 Meduloblastomy 

Meduloblastomy jsou nejběžnějším maligním mozkovým nádorem u dětí a také nejčas-

tějším primárním nádorem zadní jámy lebeční. Mají původ ve vermis mozečku a po-

stupně rostou do 4. mozkové komory. Často metastazují do mozkomíšního moku 

a do tenkých mozkomíšních plen (leptomeninges), řídce se metastázy vyskytují v kostní 

dřeni, mízních uzlinách, játrech a plicích. Více než 80 % meduloblastomů je diagnostiko-

váno do 15 let života, vrchol incidence je mezi 4. – 6. rokem života. U dospělých medu-

loblastomy nejsou tak časté a s věkem pravděpodobnost výskytu klesá. Meduloblas-

tomy jsou embryonální nádory mozečku a předpokládá se, že vznikají z různých populací 

neurálních kmenových nebo progenitorových buněk během raného stádia života. 
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V České republice onemocní 10 – 12 dětí ročně, celosvětově je pak roční incidence 

1,5  –  2 pacienti na 100 000 obyvatel. Meduloblastomy je možno dělit do různých skupin 

dle histologie a také do molekulárních skupin na základě různých molekulárních drah, 

které jsou v daném nádoru alterované. Tyto skupiny se liší v histologii, prognóze a věku 

i pohlaví pacientů. Shrnuto v (Northcott et al. 2019a; Zitterbart, Pavelka, and 

Zitterbartová 2010).  

5.2.1 Histologie 

Podle WHO rozhodnutí z roku 2007 můžeme meduloblastomy rozdělit do několika his-

tologických skupin, a to na klasický meduloblastom, desmoplastický/nodulární medu-

loblastom (DN), meduloblastom s extenzivní nodularitou (MBEN), anaplastický medu-

loblastom (A) a velkobuněčný meduloblastom (LC). Anaplasmatický a velkobuněčný se 

často objevují společně, někdy bývají zmiňováni jako LC/A, dále kvůli podobnému histo-

logickému vzoru se DN a MBEN klasifikují jako desmoplastický DMB (Borowska and 

Joozwiak 2016). Tyto jednotlivé skupiny se liší prognózou i zastoupením v molekulárních 

podskupinách. Tradičně se toto histologické rozdělení používá pro diagnózu. Přestože 

tyto histologické varianty částečně reflektují molekulární heterogenitu, nejnovější klasi-

fikace podle WHO vyžaduje kombinaci histologických a genetických variant při diagnóze, 

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

5.2.2 Vývoj mozečku  

Mozeček je jedna z neobvyklých struktur mozku, co se týče vývoje, protože populace 

neuronů se tvoří nejméně ze dvou odlišných zárodečných oblastí, a to z oblasti rhombic 

lip a ventrikulární zóny. Mozeček, jehož vznik je regulován organizérem zvaným isthmic, 

vzniká mezi středním a zadním mozkem. Neurální prekurzory, které se nacházejí v rhom-

bic lip fetálního mozku migrují a vytváří extragranulární buněčnou vrstvu (EGL) vyvíjejí-

cího se mozečku. Purkyňovy neurony a Bergmanovy glie se tvoří z prekurzorů v subven-

trikulární zóně a migrují směrem k EGL. V EGL granulární buněčné prekurzory pokračují 

v proliferaci ve vnější zóně. Postmitotické neurony se přesouvají do vnitřní zóny této 

vrstvy a poté migrují společně s Bergmanovými gliemi do vnitřní granulární vrstvy (IGL), 
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kde zůstávají. EGL nakonec zmizí a všechny postmitotické neurony se přesunou do IGL. 

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

Klíčovou roli ve vývoji mozečku hraje SHH signalizační dráha, která ovlivňuje proliferaci 

GCP (granule cell progenitor) několika mechanismy (reguluje expresi regulátorů buněč-

ného cyklu jako je cyklin D1, cyklin D2 a cyklin E, zvyšuje expresi protoonkogenu Mycn) 

(Roussel and Hatten 2011). 

5.2.3 Původ meduloblastomu 

Meduloblastomy jsou nádory embryonálního původu vznikající v mozečku. In situ bylo 

pozorováno, že meduloblastomy diferencují společně s gliovými a neuronálními dra-

hami a z toho vyplývá, že tyto nádory se tvoří z primitivních, pluripotentních neuroepi-

telárních kmenových buněk. Bylo ukázáno, že některé meduloblastomy exprimují ZIC, 

gen, který je v normálním stavu exprimován pouze v EGL vyvíjejícího se mozečku a jeho 

derivátů, což znamená, že některé meduloblastomy vznikají z EGL prekurzorových bu-

něk (Raffel 2004). Nicméně ukazuje se, že jednotlivé skupiny meduloblastomů pocházejí 

z jiných buněk a nádory mají i odlišné místo vzniku. SHH meduloblastomy se vyvíjí 

z vnější granulární vrstvy a WNT nádory z lower rhombic lip (Zapotocky et al. 2018). 

Analýza porovnání genových expresí a srovnání podobných meduloblastomů ukázala, že 

WNT a SHH skupiny se podobaly více NSCs (neural stem cells) a NPCs (neural progenitor 

cells), což indukuje podobnost mezi těmito meduloblastomovými skupinami a embryo-

nálními buněčnými typy. Skupina 4 byla podobná více k NFB (normal fetal brain) nebo 

NFGM (normal fetal germinal matrix) ukazující na bližší vztah k brzkému fetálnímu bu-

něčnému typu. Skupina 3 se nepřibližovala žádné kontrole brzkého vývoje. Meduloblas-

tomové skupiny mohou reprezentovat stádia neuronální diferenciace – skupina 4 je více 

diferenciovaná než skupina 3, ta víc než SHH skupina a nejméně diferenciována z nich je 

WNT (Obrázek 3) (Hooper et al. 2014a). 
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Obrázek 3 - Původ meduloblastomu podle molekulární skupiny (Hooper et al. 2014b) 

5.2.4 Molekulární podskupiny 

Meduloblastomy byly identifikovány pomocí genové exprese jako samostatná skupina, 

odlišující se od ostatních embryonálních nádorů, jako jsou atypický teratoidní rhab-

doidní tumor (AT/RT) a primitivní neuroektodermální tumor (PNET) (Pomeroy et al. 

2002). Dalšími analýzami a profilováním bylo možné rozlišit skupiny meduloblastomů 

a v roce 2012 bylo přijato až do nynějška platící rozdělení meduloblastomů na 4 mole-

kulární skupiny: WNT, SHH, skupina 3 a skupina 4. Tento konsenzus byl přijat základním 

i klinickým výzkumem a změnil způsob studia meduloblastomů jak v laboratoři, tak i to, 

jak jsou meduloblastomy diagnostikovány a zvládány na klinikách. Jednotlivé moleku-

lární skupiny se liší skupinou pacientů, u který se vyskytují (podle věku i pohlaví), gene-

tickým pozadím, histologií i prognózou (Obrázek 4). DNA metylační profilování nahradilo 
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použití analýzy genové exprese k identifikaci meduloblastomových podskupin a je pova-

žováno za zlatý standart pro určení statusu meduloblastomu. Shrnuto v (Northcott et al. 

2019a; Taylor et al. 2012).  

 

Obrázek 4 – Molekulární skupiny meduloblastomů. M – muž, F – žena (M. Zíková podle Kuzan-Fischer et al., 2018)  

5.2.4.1 WNT skupina 

WNT skupina je pojmenovaná po WNT dráze, která je v těchto typech nádoru neustále 

aktivní díky stabilizaci β-kateninu. Přibližně 80–90 % WNT meduloblastomů má totiž mu-

taci v exonu 3 v genu CTNNB1, který kóduje β-katenin. Nádory z této skupiny představují 

nejvzácnější skupinu meduloblastomů (tvoří 10 %), distribuce mezi pohlavími je přibližně 

stejná. Většina těchto nádorů má klasickou histologii a pacienti mají nejlepší prognózu 

ze všech skupin, 95% z nich dosáhne desetiletého přežití (Kool et al. 2012). 

Stabilizovaný β-katenin se akumuluje v jádře, kde se chová jako koaktivátor transkripč-

ních faktorů TCF-LEF rodiny, což vede ke zvýšení exprese WNT responsivních genů, které 

vedou buňky k buněčnému růstu a proliferaci (Thompson et al. 2006). Pacienti z této 

skupiny, kteří nemají mutaci v CTNNB1 mají často patogenní varianty tumor supresoro-

vého genu APC (Waszak et al. 2018). 

Velmi dobrá prognóza u této skupiny je dána právě její molekulární charakteristikou. 

Mutovaný CTNNB1, který řídí konstantní onkogenní WNT signalizaci, současně umlčí 
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WNT signalizaci v okolních endoteliálních buňkách. V důsledku toho se mění charakte-

ristika hematoencefalické bariéry, díky čemuž jsou nádory vnímavější k systémové che-

moterapii (Phoenix et al, 2016). 

5.2.4.2  SHH skupina 

U skupiny pojmenované podle sonic hedgehog dráhy nalézáme často somatické mutace, 

mutace v zárodečné linii nebo jiné počty kopií kritických genů této dráhy, jako je delece 

nebo ztráta funkce u PTCH1, SUFU nebo aktivační mutace u SMO, amplifikace GLI1, GLI2 

nebo MYCN (Northcott et al. 2017). Tyto meduloblastomy se vyskytují u mužů a žen 

stejně a vyskytují se nejvíce v batolecím věku a u dospělých (Kool et al. 2012). Většina 

nodulárních/desmoplasmatických meduloblastomů patří do této skupiny, ale pouze 

50% SHH meduloblastomů má tuto histologii, tyto nádory mohou mít i klasickou nebo 

LCA histologii (Taylor et al. 2012).  

Alterace genů této dráhy a genů s nimi spojených vede k neustálé, na ligandech nezá-

vislé aktivaci SHH signalizace, což vede buňku k buněčnému růstu a proliferaci. SHH me-

duloblastomy vykazují biologicky i klinicky relevantní heterogenitu v jednotlivých subty-

pech (SHHα, SHHβ, SHHγ a SHHδ), navíc se meduloblastomy liší i u dětí a batolat. Shr-

nuto v (Cavalli et al. 2017; Schwalbe et al. 2017). Mutace v TP53 jsou pozorovány u určité 

skupiny těchto SHH meduloblastomů a ta výrazně zhoršuje prognózu (Zhukova et al. 

2013). 

5.2.4.3 Skupina 3  

Tato skupina není pojmenována po žádné hlavní signální dráze, ale vyskytují se u ní vy-

soké amplifikace MYC (přibližně v 17 % pacientů této skupiny), které se nevyskytují u 

jiných skupin. Má nejhorší stupeň přežití ze všech skupin, je to méně než 50 % a vysky-

tuje se častěji u mužů a batolat. Další somatické mutace na úrovni genů jsou u této sku-

piny méně běžné, nicméně často (25 % případů) dochází k izochromii 17q (q raménko je 

duplikováno a p raménko je ztraceno). Shrnuto v (Cavalli et al. 2017; Northcott et al. 

2011). 
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Pacienti s meduloblastomem s MYC amplifikací mají výrazně horší prognózu a proteo-

mická analýza ukazuje výrazné rozdíly u těchto meduloblastomů v ribozomálních pro-

teinech (nebo proteinech spojených se sestavením ribozomů), mitochondriálních ri-

bozomových proteinech a v proteinech zahrnutých v transkripci (Staal et al. 2015).  

U této skupiny a také u skupiny 4 byly pozorovány strukturální varianty asociované 

s tzv. enhancer hijacking, kde strukturní varianty chromozomů vedou k blízkosti nor-

málně vzdálených kódujicích genomových oblastí a enhancerů nebo superenhancerů, 

což vede k overexpresi určitých genů. Toto vede k upregulaci onkogenů jako jsou u sku-

piny 3 např. GFI1 nebo GFI1B (vzájemně se vylučujících), ty v běžné situaci regulují bu-

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

5.2.4.4 Skupina 4 

Tato skupina také nemá jasně definovanou signalizační dráhu, která by u ní byla muto-

vána a mutace somatických genů jsou vzácné, nejčastější změnou je overexprese 

PRDM6 (zprostředkována hijack enhancery), kterou můžeme nalézt u 17 % pacientů. 

Je to nejčastější skupina meduloblastomů, patří sem 35–40 % pacientů, je běžnější 

u mužů. Přibližně 1/3 pacientů je diagnostikována s metastázemi, celkové přežití patří 

mezi střední (Taylor et al. 2012). 

PRDM6 je chromatin modulující protein, který slouží jako transkripční represor vasku-

lárních progenitorů a progenitorů hladkých svalů, jeho přesná funkce u meduloblastomů 

ještě musí být objasněna. Další mutované geny jsou často proteiny modifikující histony 

jako je KDM6A, ZMYM3, KMT2C a KBTVD4, a dále pak amplifikace MYCN, OTX2, CDK6 

a také GFI1 nebo GFI1B (Northcott et al. 2017; Northcott et al. 2019b).  

5.2.4.5 Dělení na podskupiny 

Rozdělení na tyto 4 skupiny se utvářelo poměrně dlouho, a ne každý meduloblastom se 

dá jednoduše do nějaké přidělit. Obzvláště mezi skupinami 3 a 4 je hranice někdy splý-

vající. Skupina WNT se dá dělit dále na 2 subtypy, SHH skupina na 4 subtypy (Cavalli et 

al. 2017).  
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Nedávno bylo definováno 8 subtypů skupin 3 a 4 na základně DNA metylace, zahrnující 

i kategorii MYC řízených meduloblastomů (Northcott et al. 2017), v jiné studii byly tyto 

dvě skupiny rozděleny na 6 subtypů (Obrázek 5) (Cavalli et al. 2017). 

 

Obrázek 5 – Jeden z modelů rozdělení skupin meduloblastomů na subtypy, zde rozřazeny na základě expresních a 
metylačních profilů z 763 primárních vzorků meduloblastomů (převzato z (Cavalli et al. 2017)) 

5.2.5 Metastatický potenciál 

Metastázy se vyskytují u pacientů v době diagnózy zhruba ve 20–30 % (liší se u jednotli-

vých skupin: jsou relativně vzácné u WNT a SHH, ale častější u skupiny 3 a 4) a jejich 

diagnóza je spojena s horší prognózou. Zbylá procenta (70–80 %) metastáz jsou diagnos-

tikovaná až v pozdější fázi onemocnění. Návrat nádoru nebo vznik metastáz je vysoce 
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specifický podle skupin, u SHH se často objeví nádor v originálním místě vyjmutého ná-

doru, a u skupiny 3 a 4 se relaps objevuje především diseminací metastáz (Zapotocky et 

al. 2018). 

U případů, kdy pacienti nepřežijí, úmrtnost téměř vždy pramení z metastatické disemi-

nace nádoru z jeho primární oblasti původu v zadní jámě lebeční (posterior fossa) do 

leptomengiálního prostoru připojeného k omozečnici (pia mater), pod pavučnicí (arach-

noid mater) v mozkomíšních tekutinách. Vzácněji, většinou u pacientů s velmi pokroči-

lým a hodně léčeným stavem, se meduloblastomy šíří do částí mimo mozek jako jsou 

kosti, plíce, játra nebo lymfatické uzliny (Garzia et al. 2018). 

Pacienti ze skupiny SHH a 4 mají střední prognózu a mohou mít metastatickou disemi-

naci, konkrétně skupina 4, která zahrnuje většinu metastatických případů meduloblas-

tomů (Van Ommeren et al. 2020). 

Srovnávací analýza nádorů s metastatickou diseminací a bez ní odhalila některé geny 

a signální dráhy, které se vyskytují u metastatických populací. Jedna z prvních takových 

analýz odhalila zvýšenou expresi komponentů RAS/MAPK dráhy u metastazujících ná-

dorů. Dalšími dráhami, které mají aberantní aktivitu jsou PI3K/AKT dráha, ta má roli 

v buněčné migraci, HGF/cMET dráha, která je regulátorem mozečkového vývoje a me-

duloblastomové patogeneze a NOTCH dráha, která je specificky aktivována u skupiny 3. 

Shrnuto v (Van Ommeren et al. 2020). Dále se objevují zmínky ohledně nekódujících 

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

Leptomeningeální diseminace (LMD) je charakteristickým rysem metastáz u medulob-

lastomů. LMD je zodpovědná za 100 % meduloblastomových úmrtí, zůstává však nej-

méně prozkoumanou částí meduloblastomové patogeneze. Fakt, že meduloblastomy 

vzácně metastazují mimo CNS, ale většinou se šíří téměř především do míšních a lepto-

meningeálních prostorů, podpořil dlouhodobý názor, že se meduloblastomové buňky 

šíří pouze přes mozkomíšní tekutiny (CSF). Nicméně šíří se i přes krevní řečiště (Fults, 

Taylor, and Garzia 2019), cirkulující nádorové buňky se mohou šířit krví do leptomenin-

geálního prostoru, kde formují metastázy (Garzia et al. 2018). 
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5.2.6 In vitro modely meduloblastomů 

Za posledních 40 let bylo ustanoveno okolo 44 stabilních meduloblastomových linií. Díky 

značné diverzitě v metodách charakterizace během této doby je složitější ustanovit cel-

kový, kompletní obraz. V současné době je nezbytné přiradit jednotlivé buněčné linie do 

molekulárních skupin, aby bylo možné propojit data získaná in vitro z těchto linií s po-

znatky o samotných nádorech. Genetická diverzita mezi jednotlivými liniemi není velká, 

například všechny linie ze skupiny 3 mají MYC amplifikaci a 50 % linií ze skupiny SHH má 

mutaci v TP53 (obě tyto mutace jsou charakteristické pro vysoce agresivní meduloblas-

tomy, to může znamenat, že jsou tyto meduloblastomy snadněji převedeny do in vitro 

podmínek a snáze se z nich ustanoví linie a/nebo že více agresivní buňky z nádoru (přes-

tože představují minority v původním nádoru) jsou díky kultivaci zvýhodněny a linie je 

ustanovena pouze z nich). Pouze jedna buněčná linie (CHLA-01-Med a CHLA-01R-MED, 

obě derivované z jednoho pacienta) byla klasifikována, že patří do skupiny 4, přestože 

meduloblastomy ze skupiny 4 tvoří přes 40 % nádorů. Více než polovina dostupných linií 

nebyla prozatím charakterizována (Obrázek 6) (Ivanov et al. 2016). 

 

Obrázek 6 - Meduloblastomové linie rozdělené do jednotlivých molekulárních skupin (Ivanov et al. 2016) 
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5.2.7 Metody léčby meduloblastomů 

Nejběžnějším způsobem léčby meduloblastomů je maximální chirurgická resekce, násle-

dována iradiací kraniospinální osy (CSI) a cytotoxickou chemoterapií. Tímto způsobem 

léčby se dosahuje pětiročního přežití u 70–80 % dětí s radikální resekcí, pokud u nich 

meduloblastomy nemetastazují a u 60 % dětí s mestatickými meduloblastomy a/nebo 

subtotální resekcí. I přesto, že je přežití pacientů s meduloblastomy celkově poměrně 

vysoké, je nutné snížit vysokou toxicitu léčby. Efekty při CSI jsou vyšší, čím je dítě mladší 

(vyjma dětí do 3 let, ty radioterapii nedostávají). Různí pacienti, patřící do různých sku-

pin meduloblastomů, kteří obdrželi stejné terapie, měli různé výsledky. Shrnuto 

v (Northcott et al. 2019a).  

Současně je prognóza rozdělena do skupin standartního a vysokého rizika na základě 

věku, přítomnosti metastáz, rozsahu pooperačního rezidua nemoci a histologie. Všeo-

becně platí, že mezi pacienty standartního rizika, tj. 70 % meduloblastomových případů 

v době diagnózy, patří děti starší 3 let s žádným důkazem diseminace, postoperační re-

siduální nádor je pod 1,5 cm2 a histologická skupina je jiná, než velkobuněčná a anaplas-

tická (Lannering et al. 2012). Metastatický status je určen na základě Changova kritéria, 

který rozlišuje 4 metastatické úrovně (Chang, Housepian, and Herbert 1969). Nicméně 

už v roce 2012 bylo ukázáno, že tato stupnice nedokáže předpovídat přesný výsledek 

u pacientů s metastázami (Dufour et al. 2012).  

Aby byla limitována úmrtnost je třeba se vyhnout nadměrné léčbě u pacientů s dobrou 

prognózou anebo naopak zlepšit léčbu u pacientů, u nichž standardní léčebný postup 

nezabral (Thomas and Noël 2019). Byla udělána strategie na základě molekulárních sku-

pin (Obrázek 7), nicméně klinická aplikace čelí technickým obtížím při hledání relativně 

jednoduché metody, jak molekulárně určit vyjmuté nádory, to speciálně platí pro sku-

pinu 3 a 4 (Ramaswamy et al. 2016).  
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Obrázek 7 - Návrh rozdělení pacientů do různých úrovní prognózy s ohledem na molekulární skupiny (Ramaswamy et 
al. 2016) 

Téměř u 25 % pacientů, kteří absolvovali resekci meduloblastomu, se vyvine mozečkový 

mutismus (CMS). Je to unikátní postoperační syndrom, který typicky vyvstává 1 až 2 dny 

po resekci a skládá se ze snížené řeči postupující až k mutismu, emoční labilitě, hypotonii 

a ataxii. Téměř všechny děti se uzdraví do nějaké míry, avšak trvání syndromu se liší 

(Robertson et al. 2006). 

5.3 Radioterapie 

Od objevení ionizačního záření v roce 1895 radioterapie získala centrální terapeutickou 

roli a stala se zásadní léčbou u mnoha lidských maligních nemocí. Ozáření způsobuje 

buněčnou smrt především poškozením DNA a plazmatické membrány. Poškození je způ-

sobeno ionizací vody uvnitř buněk, ta produkuje volné radikály, které poškozují DNA 

mnoha mechanizmy, zahrnujícími poškození bází, depolymeraci, crosslinking a zlomy 

vláken. Shrnuto v (Ward 1988; Bucher and Britten 2008). Je stanoveno, že každý 1 gray 

způsobí 105 ionizací v každé buňce, což způsobí okolo 2000 jednovláknových a 40 dvou-

vláknových zlomů v DNA (Lewanski and Gullick 2001). Jelikož nádorové buňky ukazují 

citlivost k ionizačnímu záření, tak se radioterapie stala jedním z hlavních typů léčení ra-

koviny. Pokud je správně kombinovaná s chemoterapií nebo imunoterapií, může zvrátit 

nádorové hypoxické prostředí díky redukci spotřeby kyslíku nádorem a také změnit ná-

dorovou imunitní odpověď, což může vést ke značnému klinickému zlepšení u mnoha 

typů nádorů (Tang et al. 2018). 

5.3.1 Radiorezistence 

Radioterapie má výhodu lokalizované aplikace, nicméně u ionizačního záření bylo uká-

záno, že aktivuje několik epitelo-mezenchymálních tranzičních transkripčních faktorů, 
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které podporují metastázy rakovinných buněk. Radiorezistence vede ke špatné pro-

gnóze pacientů a je hlavním důvodem pro selhání radioterapie, což může nakonec vést 

k návratu nádoru a vzniku metastáz. Shrnuto v (Tang et al. 2018). 

Na mechanismy, stojící za rozvojem radiorezistence, se soustředilo mnoho studií a mezi 

hlavní faktory k ní vedoucí patří následující: oprava DNA poškození, zastavení buněč-

ného cyklu, alterace onkogenů a nádorových supresorů, změny v nádorovém mikropro-

středí, autofágie, tvorba nádorových kmenových buněk a změna nádorového metabo-

lismu (Tang et al. 2018). 

Radiorezistence se liší v různých fázích buněčného cyklu. Buňky jsou nejvíce rezistentní 

v G0, v brzké G1 a v pozdní S fázi buněčného cyklu, nejvíce jsou citlivé na ozáření v pozdní 

G1, G2 a M fázi buněčného cyklu. Radiorezistence v S fázi je pravděpodobně kvůli zvýše-

nému množství DNA syntézy a reparačních enzymů a zvýšené vnitrobuněčné hladiny 

glutationu, jež deaktivuje volné radikály. Zastavení cyklu v G1 bodě po ionizačním záření 

poskytuje buňce čas na rozpoznání a opravu DNA poškození před začátkem DNA syn-

tézy. Buňky jsou nejvíce citlivé během G2/M fáze, pravděpodobně protože není tolik 

prostoru pro adekvátní opravu předtím, než započne segregace chromozomů (Sharda 

et al. 2002). 

5.3.2 Následky radioterapie 

Děti, které přežijí léčbu meduloblastomů, která zahrnuje CSI s nebo bez chemoterapie, 

mohou zažít poruchy v základních neurokognitivních funkcí, které vedou ke zhoršení in-

teligence a mají vyšší riziko selhání při vzdělávání. Pacienti, kteří dostali vyšší dávky CSI 

a mladší pacienti měli všeobecně větší problémy v neurokognitivních úlohách (Mulhern 

et al. 2005). 
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6. Motivace a cíle práce 

Meduloblastomy jsou jedním ze zákeřných dětských rakovinných onemocnění, a i přes 

neustálé zlepšování léčby není prognóza ideální. Dětští pacienti mohou mít zhoršený 

stav po léčbě, proto je důležité porozumět molekulárním situacím a drahám pro zefek-

tivnění léčebného procesu. Bylo ukázáno, že protein DISP3, který má vliv na proliferaci 

a diferenciaci neurálních buněk, je vysoce exprimován právě u meduloblastomů a může 

mít vliv na vznik metastáz a na apoptózu.  

A proto jsme se rozhodli zaměřit na: 

1. Porovnání exprese DISP3 v různých meduloblastomových liniích 

Pomocí qPCR bude zjištěno, v jakých dostupných meduloblastomových liniích je 

DISP3 exprimován 

2. Kultivaci vybrané meduloblastomové linie v různých podmínkách 

Některé meduloblastomové linie mohou být kultivovány v různých podmínkách, 

a to adherentně nebo v neurosférách. Chceme popsat, jakým způsobem se pak 

tyto buněčné populace liší. 

3. Reakci buněk meduloblastomové linie se zvýšenou expresí DISP3 na ozáření. 

Uměle zvýšíme expresi DISP3 v jedné meduloblastomové linii (v obou kultivač-

ních podmínkách), indukujeme buněčný stres iradiací a budeme sledovat, jak 

jsou schopné tyto buňky indukovat apoptózu a jestli mají jiné vlastnosti při 

tvorbě kolonií. 
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7. Materiál a metody 

7.1 Materiál 

7.1.1 Vektory a markery 

pcDNA3 – do tohoto expresního vektoru byla zaklonována cDNA DISP3 v plné délce 

 

 

 

DNA Ladder Mix – Gene Ruler (Thermo Scientific) 
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7.1.2 Enzymy 

DNA polymeráza Taq (BioLabs) 

M-MLV Reverse transcriptase (200U/µl), M-MLV RT Buffer 5x (Promega) 

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

7.1.3 Bakterie a růstová média 

Bakterie: Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen) 

LB médium: 1% trypton, 1% kvasinkový extrakt, 1% NaCl 

LB agar: 1,5% agar v LB médiu 

Selekční antibiotikum: Ampicilin (Sigma-Aldrich) ve finální koncentraci 100 µg/ml 

7.1.4 Eukaryotické buněčné linie 

DAOY – lidská meduloblastomová linie (ATCC® HTB-186™) 

Následujících linie byly obdrženy pouze jako vzorek v lyzačním pufru:  

CHLA-01-Med – lidská meduloblastomová linie (ATCC® CRL-3021™) 

D 283 – lidská meduloblastomová linie (ATCC® HTB-185™) 

D 341 – lidská meduloblastomová linie (ATCC® HTB-187™) 

D 425 – lidská meduloblastomová linie (Sigma-Aldrich, SCC290) 

ONS-76 – lidská meduloblastomová linie (JCRB Cell Bank, IFO50355) 

HEK – lidská embryonální ledvinová linie (ATCC® CRL-1573™) 

Y79 – lidská retinoblastomová linie (ATCC® HTB-18™) 

H1 – lidské embryonální kmenové buňky (WiCell) 

7.1.5 Média a reagenci pro eukaryotické buněčné 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 adherentní 

- iMEM, 10% FBS, 1% P/S  

DAOY neurosféry 

- Neurobasal medium, 1% B27, 1% L-glutamin, 1% P/S, čerstvě přidáno: FGF-2 (20 

ng/ml) a EGF (20 ng/ml) 

7.1.6 Chemikálie 

Agaróza Standard (ROTH) 

Ethidium bromid 10 mg/ml (Roche) 

Ethanol absolutní (PENTA) 

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) 

Nuclease-Free Water (Ambion) 

7.1.7  Pufry a roztoky 

1× PBS: 150 mM NaCl, 1,5 mM KH2PO4, 2,7 mM NaH2PO4, pH 7,4 

1× TAE: 40 mM Tris, 40 mM kyselina octová, 1 mM EDTA, pH 8,0 

1 × Barvicí roztok: 5 g Genciánová violeť, 250 ml methanol, 750 ml dH2O 

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

Neutralizační pufr: 3 M K+, 5 M Ac- 

7.1.8 Primery 

Primery byly navrženy pomocí software Macvector, následně ověřeny na specificitu 

na stránce https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, objednány ve firmě 

Sigma-Aldrich. 

Název 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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dNTP Mix, 10 mM (Thermo Fisher Scientific) 

Random primery – hexamery v koncentraci 300 ng/μl (Thermo Fisher Scientific) 

7.1.9 Komerční kity 

PureLink RNA mini kit (Thermo Fisher Scientific) 

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) 

SYBR Green I Master (Roche) 

7.1.10  Přístroje 

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

LightCycler 480II (Roche) 

Centrifuge 5415R (Eppendorf) 

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) 

Thermal cycler TRIO 48 (Biometra) 

Lineární urychlovač Clinac 600C/D DBX (Varian) 

Inkubátor 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 ImageJ (NIH, USA) 

MacVector (MacVector) 

Muse™ Cell Analyzer (Sigma Aldrich) 

UBE2D2 – F  AATGGCAGCATTTGTCTTGA 

UBE2D2– R CACACAACAGAGAACAGATGGAC 
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7.2 Metody 

7.2.1 Práce s nukleovými kyselinami 

7.2.1.1 Kvantifikace nukleových kyselin 

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

7.2.1.2 RNA izolace 

RNA byla z buněk izolována pomocí PureLink RNA Mini Kitu (Thermo Fisher Scientific) 

podle přiloženého protokolu, během procedury byl použit Dnase treatment na odstra-

nění DNáz ze vzorků. Izolace proběhla v podmínkách bez RNáz a vzorky byly skladovány 

na ledu.  

7.2.1.3 Reverzní transkripce 

1. K 1 µg RNA byla přidána voda tak, aby celkové množství bylo 14,5 µl 

(pokud reakce sloužila ke qPCR, bylo přidáno pouze 200 ng RNA, pokud k ověření 

účinnosti primerů, tak bylo přidáno 600 ng směsi RNA) 

2. K této směsi bylo přidáno následně 0,5 µl hexamer primerů v koncentraci 300 

ng/µl 

3. Směs byla inkubována 5 minut při 70 °C a následně schlazena na ledu 

4. Ke směsi bylo přidáno 10 µl premixu a toto bylo inkubovánu při 37 °C 1 hodinu 

5. Reakce zastavena inkubací 2 minuty při 95°C. 

6. cDNA byla skladována v -20 °C. 

Premix:  

Pufr 5 µl 

dNTP (10 µM) 1 µl 

RNasin 0,3 µl 

H2O 3,4 µl 

RTáza 0,3 µl 
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7.2.1.4 PCR 

Reakční zkumavky byly udržovány na ledu, byla použita Taq polymeráza.  

1. K 1 µl cDNA byl přidán následující premix: 

Pufr 2 µl 

dNTP 1 µl 

H2O 14,7 µl 

polymeráza 0,3 µl 

Primery (F+R) 1 µl 

 

PCR byla provedena v dle následujícího programu 

1. Počáteční denaturace trvala 5 minut při 95 °C 

2. Denaturace byla provedena za 30 vteřin při 95 °C 

3. Nasedání primerů bylo provedeno za 30 vteřin při 60 °C 

4. Prodlužování bylo provedeno za 30 vteřin při 72 °C 

5. Konečné prodlužování bylo provedeno za 5 minut při 72 °C 

6. Konečné ochlazení bylo na 16 °C 

Kroky 2–4 se opakovaly 30-34×. 

7.2.1.5 Elektroforéza na agarózovém gelu 

Elektroforéza proběhla v gelu vytvořeného z 1% - 2% (v závislosti na velikosti fragmentu) 

roztoku agarózy v TAE, ke kterému byl přidán etidium bromid (ředěn 1:10000). Napětí 

bylo nastaveno v rozmezí 7 – 9 mV/cm. Ke každému vzorku byla přidána 6x DNA loading 

barva. Pro stanovení velikosti fragmentů byl použit Gene ruler mix (Thermo Fisher Scien-

tific).  

7.2.1.6 qRT – PCR 

Pro qPCR byla připravena cDNA pomocí reverzní transkripce z počáteční koncentrace 

200 ng RNA. Dále byla cDNA naředěna 2x vodou. Každá reakce obsahovala 1 µl cDNA 

a 4 µl mastermixu a byla provedena v technických triplikátech.  
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Pro ověření účinnosti primerů byla směs cDNA ředěna 2x (S1) a dále 5x (=S2), 25x (S3) 

a 125x (S4) a na každém z těchto vzorků proběhla reakce v hexaplikátech. 

Mastermix 

SYBR green 2,5 µl 

F+R primery (5 µM) 1 µl 

H2O 0,5 µl 

 

Reakce proběhla následovně: 

1. Počáteční denaturace trvala 3 minuty při 95 °C 

2. Denaturace byla provedena za 15 vteřin při 95 °C 

3. Nasedání primerů bylo provedeno za 20 vteřin při 61 °C 

4. Prodlužování bylo provedeno za 15 vteřin při 72 °C 

5. Konečné prodlužování bylo provedeno za 3 minuty při 72 °C 

6. Konečné ochlazení bylo na 4 °C 

Kroky 2–4 se opakovaly 44×. 

7.2.2 Bakteriální práce 

7.2.2.1 Příprava X-Gal misek 

Na misky s LB médiem a antibiotikem (ampicilin) byl rozetřen rovnoměrně následující 

mix: 

X-Gal 40 µl 

IPTG (10mM) 100 µl 

LB 100 µl 

 

Vybrány byly bílé kolonie. 
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7.2.2.2 Transformace 

1. 100 µl kompetentních bakterií bylo rozmraženo na ledu 

2. Plazmid DNA (1 µl) byl přidán k buňkám, jemně promíchán a inkubován na ledu 

10 minut 

3. Tato směs byla inkubována 1 minutu ve 42 °C 

4. Směs byla rychle schlazena na ledu a chlazena 10 minut 

5. Ke směsi bylo přidáno 800 ml LB média a tato směs byla inkubována 30 minut 

při 37 °C 

6. 100 µl ze směsi bylo rozetřeno na plotnu, ty byly inkubovány ve 37 °C po dobu 

12-18 hodin 

7.2.2.3 Izolace DNA plazmidu 

1. Z plotny byly vybrány požadované kolonie a každá byla kultivována se 2 ml LB 

média s antibiotikem při 37 °C a 270 rpm po dobu 16–20 hodin 

2. Kultura byla centrifugována 5 minut při 13 000 rpm 

3. Pelet byl resuspendován v 50 µl TEG pufru 

4. 50 µl lyzačního pufru bylo přidáno do směsi a ta byla inkubována 5 minut v po-

kojové teplotě 

5. Do směsi byl přidán neutralizační pufr (50 µl) a směs byla vortexována 

6. Do směsi byl přidán fenol/chloroform (150 µl) a směs byla vortexována 

7. Směs byla centrifugována 5 minut při 13 000 rpm 

8. Horní fáze (125 µl) byla přenesena do nové zkumavky a bylo přidáno 125 µl izo-

propanolu 

9. Směs byla vortexována a centrifugována 10 minut při 13 000 rpm 

10. Supernatant bylo odstraněn a bylo přidáno 500 µl 75% etanolu 

11. Vzorek byl centifugován 5 minut při 13 000 rpm 

12. Supernatant byl odstraněn a pelet vysušen 

13. Pelet byl resuspendován ve vodě 
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7.2.3 Práce s buněčnými kulturami 

7.2.3.1 Kultivace DAOY buněčné linie v adherentní stavu 

Buňky byly kultivovány v 5% CO2 atmosféře při 37 °C. Buňky byly udržovány v 60–90 % 

konfluenci a byly pasážovány jednou za 2 až 3 dny dle následujícího postupu. 

1. Kultivační médium bylo odstraněno z misky 

2. Buňky byly opatrně promyty PBS 

3. Byl přidán trypsin a buňky byly inkubovány po dobu 5 minut 

4. Trypsinová reakce byla zastavena přidáním média a celý objem byl přenesen do 

zkumavky 

5. Následovala centrifugace 4 minuty při 120 g 

6. Supernatant byl odebrán a buňky byly resuspenzovány v čerstvém médiu 

7. Suspenze byla přenesena na misku v požadované koncentraci (koncentrace byla 

měřena v CASY cell counteru) 

7.2.3.2 Kultivace DAOY buněčné linie v neurosférách 

Buňky byly kultivovány v 5% CO2 atmosféře při 37 °C. Byly pasážovány jednou za 2 až 3 

dny dle následujícího postupu.  

1. Médium s buňkami bylo přemístěno do zkumavky 

2. Buňky s médiem byly stočeny 4 minuty při 120 g 

3. Médium bylo odstraněno a buňky byly opatrně promyty PBS 

4. Buňky v PBS byly stočeny 4 minuty při 120 g 

5. PBS bylo odstraněno a byl přidán trypsin, buňky byly inkubovány 5 minut při 

37 °C 

6. Trypsin byl naředěn médiem 

7. Buňky byly stočeny 4 minuty při 120 g 

8. Buňky byly resuspendovány v médiu a v požadované koncentraci přeneseny do 

kultivační lahvičky (koncentrace byla měřena v CASY cell counteru) 

Pokud byly buňky pěstovány za účelem pozorování jejich změny při kultivaci v neurosfé-

rách, postup se lišil.  

1. Médium s buňkami bylo přemístěno do zkumavky 
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2. Buňky s médiem byly stočeny 4 minuty při 120 g 

3. Médium bylo odstraněno a buňky byly opatrně resuspendovány v několika mili-

litrech nového média 

4. Třetina objemu byla přenesena do nové kultivační lahvičky a doplněna čerstvým 

médiem. 

Tímto postupem bylo dosaženo růstu větších neurosfér, v nichž buňky měly delší čas 

změnit svoje vlastnosti a případně diferenciovat.  

7.2.3.3 Lipofectaminová transfekce 

Buňky byly vysety den před transfekcí do 60 mm misky tak, aby v den transfekce měly 

90–95 % konfluenci. 

1. V den transfekce bylo rozpuštěno 8 µg DNA v 0,5 ml Opti-MEM a následně jemně 

promixováno dohromady a inkubováno při pokojové teplotě 5 minut  

2. 20 µl lipofectaminu bylo rozpuštěno v 0,5 ml Opti-MEM a inkubováno při poko-

jové teplotě 5 minut  

3. Poté byla zkombinována rozpuštěná DNA s rozpuštěným lipofectaminem, směs 

jemně promixována a inkubována 20 minut při pokojové teplotě.  

4. Celý objem byl poté přidán na misku s buňkami  

5. Misky byly inkubovány v 37 °C 

6. Po 4–6 hodinách bylo vyměněno médium  

Po 48 hodinách bylo přidáno selekční antibiotikum geneticin.  

Transfekovány byly adherentní buňky, do neurosfér byly převedeny až po transfekci. 

7.2.4 Práce s proteiny 

7.2.4.1 Izolace proteinů a Western blot 

1. Buňky na 60 mm miskách (se střední konfluencí) byly lyzovány ve 400 μl lyzač-

ního roztoku (60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol a 5% 2-merkaptoethanol) 

2. Dále byly inkubovány 5 minut při teplotě 95 °C a sonikovány 
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3. Proteiny byly rozděleny metodou SDS-PAGE s použitím 4-15% předpřipravených 

gradientových polyakrylamidových gelů (Biorad) a přeneseny na nitrocelulózové 

membrány (Whatman) 

4. Membrány byly následně po dobu 1 hodiny blokovány v roztoku TBST (20 mM 

Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20), který obsahoval 5% odtučněné 

mléko 

5. Poté byly membrány inkubovány přes noc při teplotě 4 °C v primární protilátce 

(anti-DISP3 1:500 (Zíková et al. 2014); anti-aktin 1:500, Sigma) naředěné v roz-

toku 1% mléka v TBST 

6. Po promytí byly membrány inkubovány s HRP-konjugovanou sekundární proti-

látkou (Anti-Rabbit IgG, GE Life Sciences; Anti-Mouse IgG, Cell Signaling) 

7. Pozitivní signál byl detekován pomocí ECL kitu (GE Life Sciences) a zobrazen po-

mocí rentgenových filmů (Agfa) 

7.2.5 Iradiace 

Iradiace byla provedena fotonovým paprskem produkovaným v 4 MV Varian Clinac 

600C/D DBX lineárním urychlovačem. Hodnota dávky byla 200 MU/minutu, kde 100 MU 

odpovídá dávce 1 Gy v hloubce 10 cm ve vodě.  

Buňky byly ozařovány v dávkách 0, 2, 4 a 8 Gy při pokojové teplotě. 

7.2.5.1.1 Adherentní buňky 

Buňky byly vysety 24 hodin před ozářením a následně ozářeny přímo v kultivačních mis-

kách. 

 

Po ozáření bylo médium vyměněno za čerstvé.  

Doba sběru po vysetí Koncentrace 

24 h 1×104 buněk/cm2 

48 h 0,7×104 buněk/cm2 

72 h 0,3×104 buněk/cm2 
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7.2.5.1.2 Neurosféry 

Pro iradiační pokusy byly buňky převedeny z adherentních do neurosfér tak, že byly kul-

tivovány 5 dnů v neurosférovém médiu v lahvičkách a před samotným ozářením byly 

trypsinizovány. Ozářeny byly ve zkumavkách a následně vysety v určité koncentraci.  

Koncentrace buněk při ozařování: 

0 Gy 0,5×105 buněk/ml 

2 Gy 0,5×105 buněk/ml 

4 Gy 0,75×105 buněk/ml 

8 Gy 1,25×105 buněk/ml 

 

7.2.5.2 MUSE 

Test apoptózy proběhl pomocí MUSE přístroje měřicího pozdní apoptózu pomocí 

Caspase-3/7 kitu. Vzorky byly zpracovány podle přiloženého protokolu a vyhodnoceny 

softwarem samotného přístroje.  

7.2.5.3 Test buněčného přežití (Colony forming assay) 

Po ozáření byly buňky poprvé vysety odhadem z předešlých experimentů (Tabulka 2) a 

následně při dalších pokusech byly z prvních výsledků stanoveny nové počty vysévaných 

buněk: 

Tabulka 2 – Počet vysévaných buněk stanovený odhadem 

 0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy 

DAOY  100 138 283 3965 

 

Tabulka 3 – Počet vysévaných buněk po přepočtu 

 0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy 

DAOY  100 140 251 1644 
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1. Buňky byly kultivovány po dobu 8–11 dní (dle viditelnosti kolonií) 

2. Následně byly kolonie obarveny podle následujícího postupu  

1. Z misek bylo opatrně odpipetováno médium 

2. Na buňky byl přidán barvicí roztok tak, aby pokryl dno s buňkami a barvení 

trvalo 20 minut 

3. Barvicí roztok byl odsán a misky s buňkami opláchnuty kohoutkovou vodou 

a usušeny 

3. Misky byly nafoceny a buňky byly spočítány dvěma způsoby, v softwaru ImageJ 

pomocí nástroje Cell counter a manuálně. 

7.2.6 Statická analýza dat 

Data byla zpracována pomocí počítačového programu Microsoft Excel a pomocí pro-

gramu GraphPad Prism. Ve sloupcových grafech je znázorněna hodnota aritmetického 

průměru analyzovaných vzorků. Chybové úsečky ukazují velikost směrodatné odchylky. 

Statistická signifikance výsledků byla určena v programu GraphPad Prism pomocí 2-way 

ANOVY a hodnota p je uvedena v popisu grafu.  

8. Výsledky 

8.1 Exprese DISP3 v různých meduloblastomových liniích 

V první části našich experimentů jsme chtěli zjistit, jak se liší relativní exprese DISP3 

u různých meduloblastomových linií. Jednotlivé meduloblastomové buněčné linie je 

možné roztřídit do molekulárních skupin (Ivanov et al. 2016). V naší laboratoři jsou do-

stupné tyto linie: DAOY (skupina SHH), ONS-76 (skupina SHH), D283 (skupina 3 nebo 4), 

D341 (skupina 3), D425 (skupina 3) a CHLA-01-MED (skupina 4). V těchto buněčných li-

niích byla porovnána exprese DISP3 pomocí qPCR.  

Výsledky shrnuje Tabulka 4 a Obrázek 8, kde je vyjádřena hladina exprese mRNA DISP3 

vzhledem k referenčnímu genu glyceraldehyd-3-fosfát-dehydrogenáze (GAPDH). Jako 

kontroly byly použity lidské buněčné linie HEK a Y79 a výsledky jsou normalizovány na 

hladinu exprese DISP3 mRNA u HEK buněk.   



46 
 

 

 

 

 

 

Tabulka 4 - Relativní exprese DISP3/GAPDH normalizována na buněčnou linii HEK v různých meduloblastomových 
liniích 

 

 

Obrázek 8 - DISP3/GAPDH relativní exprese normalizovaná na expresi v linii HEK v různých meduloblastomových liniích 
a v retinoblastomové linii Y79 

Jako druhý referenční gen byl použit UBE2D2 (ubiquitin conjugating enzyme E2 D2)  

a výsledky byly podobné (graf neuveden). Výsledky ukazují, že se exprese DISP3 mRNA 

liší v jednotlivých meduloblastomových liniích.  

Exprese DISP3 je v porovnání s HEK buňkami nízká u buněčné linie DAOY a ONS-76, srov-

natelná v buněčné linii D425 a 6–8× vyšší u buněčných linií D283, D341 a CHLA-01-MED. 

  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 
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Exprese DISP3 je tak nejvyšší u buněčných linií CHLA-01-MED, která patří do skupiny 4  

a také u linie D341 ze skupiny 3 a u linie D283, u které není jasné, jestli patří do skupiny 

3 nebo 4. Výsledky zároveň ukazují vysokou expresi DISP3 mRNA u retinoblastomové 

buněčné linie Y79. Tyto výsledky nás vedly k rozhodnutí dále pracovat na buněčné linii 

DAOY, v níž je hladina DISP3 mRNA nízká a tudíž je tato linie vhodná pro zvýšení hladiny 

tohoto genu.  

8.2 Kultivace DAOY buněčné linie v rozdílných podmínkách  

8.2.1 Buněčná linie DAOY 

Meduloblastomovou linii DAOY je možno pěstovat ve dvou různých kultivačních pod-

mínkách. Buňky mohou být pěstovány v médiu a na kultivačních miskách, kde tvoří ad-

herentní populaci (Obrázek 9).  

 

Obrázek 9 – DAOY buňky pěstované adherentně 

Pokud ale pěstujeme buňky v neurobasal médiu a v lahvičkách s nepřilnavým povrchem 

tvoří tzv. neurosféry. Neurosféry, nebo též medulosféry (meduloblastomové neuro-

sféry) tvoří kulaté skupiny buněk, jejichž expresní profil se může lišit oproti adherentním 

buňkám. Odlišnosti exprese některých genů mezi buňkami kultivovanými v adherent-

ních podmínkách a neurosférách již byly ukázány (Zanini et al. 2013). 

Pozorovali jsme růst neurosfér. Po vysetí buněk do příslušného média trvá přibližně 

3 dny, než se začnou formovat malé skupiny buněk, po 5 dnech už můžeme pozorovat 

střední neurosféry, 7. den jsou neurosféry velké (Obrázek 10).  
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Obrázek 10 – Velikost a tvar neurosfér v průběhu 3., 5. a 7. dne 

8.2.2 Primery 

Pro porovnání vlivu rozdílných kultivačních podmínek na buňky meduloblastomové linie 

DAOY byla navržena sada primerů specifických pro proliferaci nebo diferenciaci neurál-

ních buněk v různých stádiích vývoje. Byly vybrány markery quiescentních neurálních 

buněk FGFR3, GFAP, PROM1, S100b a SOX2, markery aktivovaných neurálních buněk 

ASCL1, CDK6, EGFR, MCM2, KI67, NES a SOX2, markery progenitorových buněk ASCL1, 

CDK6, DLX2, NES a markery neurálních buněk diferenciovaných do astrocytů (GFAP) a do 

neuronů (MAP2, TUBB3), shrnuto v Tabulka 5 (Michaelidesová et al. 2019). 

Primery byly navrhnuty pomocí software MacVector, jejich specifita ověřena pomocí 

NCBI databáze a následně byla jejich funkčnost testována pomocí PCR. Primery byly tes-

továny na různých buňkách, většina z nich na buněčné linii DOAY kultivované adhe-

rentně (Obrázek 11). U těchto buněk byly ověřeny markery KI67, FGFR3, CDK6, MCM2, 

EGFR, DLX2, CSPG4, MAP2, ACTB a TUBB3. Některé markery nebyly však u těchto buněk 

detekovatelné, proto jsme další primery testovali na lidských embryonálních kmenových 

buňkách H1. U těchto buněk byly dobře detekovatelné markery S100b, NANOG, SOX2 

a NES. U buněk DAOY pěstovaných jako neurosféry byl detekovatelný marker ASCL1 

(Obrázek 11). 

 
HEK H1 
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Obrázek 11 - PCR testování funkčnosti primerů na různých buňkách s kontrolou GAPDH 

U každého nově navrženého primeru byla ověřena také efektivita jeho účinnosti pomocí 

qPCR. Směs RNA (z DAOY neurosfér i DAOY adherentních, 600 ng) byla reverzně tran-

skribována do cDNA. Tato cDNA byla naředěna 2× (S1), S1 byla naředěna 5× (S2), 25× 

(S3) a 125× (S4) a pro každé ředění byla provedena qPCR v hexaplikátech. Výpočet efek-

tivity primerů vychází z ideálního stavu, kdy by každý cyklus mělo dojít ke zmnožení DNA 

2×. Konkrétní hodnota efektivity primerů byla stanovena na základě závislosti Cp 

na množství templátu (Tabulka 5).  

Primer efektivita Jméno genu Marker 

CDK6 1,94 Cyklin dependentní kináza 6 Proliferace a neurogeneze 

MCM2 1,91 Minichromosome maintenance 

Complex Component 2 

Proliferace a neurogeneze 

DLX2 1,95 Distal-less homeobox 2 Proliferace a neurogeneze 

KI67 2,02 Antigen KI-67 Proliferace 

S100b 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) Nádorové kmenové buňky 

ASCL1 1,73 Achaete-scute family bHLH 

transcription factor 1 

Proliferace a neurogeneze 

CSPG4/NG2 1,96 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 Ranné oligodendrocyty 

MAP2 2,09 Microtubule-associated protein 2 Neurony 

TUBB3 1,98 β-tubulin, třída 3 Neurony 

SOX2 2,01 SRY-box 2 Kmenovost 

NANOG 1,88 Nanog Kmenovost 

NES 1,91 Nestin Kmenovost 

Tabulka 5 – Přehled primerů, jejich označení, efektivita, název a čeho jsou markery 

Všechny tyto primery ukázaly efektivitu blížící se 2 (vyjma ASCL1, kde byla hodnota 1,73 

a OLIG, který pravděpodobně tvořil dimery) a tudíž byly vhodné pro požití na qPCR.  

Po validaci těchto primerů jsme mohli přistoupit k samotnému porovnávání exprese jed-

notlivých neurálních markerů u neurosfér a adherentně pěstovaných buněk DAOY.  

8.2.3 Exprese markerů u buněk pěstovaných adherentně a jako neurosféry 

Buňky neurosfér byly sbírány 5. – 7. den a ve stejný den byly sebrány i buňky adherentní. 

Z buněk byla izolována mRNA, z ní syntetizována cDNA, ze které pak byla v triplikátech 

provedena qPCR. Exprese jednotlivých genů byla vztažena na expresi referenčního genu 

GAPDH a UBE2D2 (data pro UBE2D2 nejsou uvedena, nicméně výsledky jsou podobné). 

Z markerů vyšší kmenovosti, tedy ranějšího stádia buněčné diferenciace, jsme pozoro-

vali změnu v expresi u SOX2 (Obrázek 12). NANOG a NES nebyly v buňkách exprimovány 

ani u jednoho kultivačního způsobu. Zajímavou změnu exprese jsme viděli u PROM1 

(marker nádorových kmenových buněk), který byl u neurosfér oproti adherentním buň-

kám exprimován více než 2x (Obrázek 12).  
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Obrázek 12 – Relativní exprese SOX2/GAPDH a PROM1/GAPDH v DAOY buňkách pěstovaných v odlišných kultivačních 
podmínkách 

U proliferačních markerů KI67 a CDK6, jsme viděli, že jejich exprese je u neurosfér také 

vyšší než u buněk adherentních. (Obrázek 13)  

 

Obrázek 13 - Exprese KI67/GAPDH a CDK6/GAPDH v DAOY buňkách pěstovaných v odlišných kultivačních podmínkách 

Dále jsme pozorovali výraznou změnu exprese u MAP2, což je marker diferencovaných 

neuronů. Ten byl u neurosfér exprimována více než 30× proti buňkám adherentním (Ob-
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rázek 14). Překvapivě exprese TUBB3, který se vyskytuje také u diferenciovanějších bu-

něk (směrem k neuronům), se mezi adherentními buňkami a neurosférami příliš nelišila 

(Obrázek 14). Exprese DLX a ASCL1, které zvyšují svoji expresi u neurálních prekurzoro-

vých buněk, tedy u buněk více diferencovaných, je u neurosfér vyšší v porovnání s buň-

kami adherentními.  Také marker raných oligodendrocytů CSPG4/NG2 měl vyšší expresi 

více než 3x u neurosfér. GFAP nebyl detekovatelný ani u jednoho způsobu pěstování 

buněčné linie DAOY (graf neuveden). 

 

 

Obrázek 14 - Exprese MAP2/GAPDH, DLX/GAPDH, ASCL1/GAPDH, CSPG4/GAPDH a TUBB3/GAPDH v DAOY buňkách 
pěstovaných v odlišných kultivačních podmínkách 
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Z těchto výsledků vidíme, že se u neurosfér nezvýšily pouze markery vyšší kmenovosti 

SOX2 a PROM1, nebo markery proliferace KI67 a CDK6, ale i markery diferenciace do 

neuronů MAP2, ASCL1 a DLX. Z tohoto by mohlo vyplývat, že buňky rostoucí v neurosfé-

rách jsou více heterogenní (v neurosférách se nacházejí buňky více kmenové i buňky více 

diferencované do neuronů a ranných oligodendrocytů) než buňky pěstované adhe-

rentně.  

8.3 Reakce buněk DAOY s nadexpresí DISP3 na ozáření  

V třetí části jsme se zabývali buňkami DAOY, u kterých jsme zvýšili expresi DISP3 pomocí 

lipofectaminové transfekce.  

8.3.1 Ověření transfekce DISP3 v DAOY buňkách 

Adherentní DAOY buňky byly tranfekovány vektorem pcDNA3 (kontrola) a pcDNA3-

DISP3 a následně týden selektovány geneticinem. Účinnost transfekce byla ověřena na 

úrovni mRNA pomocí PCR a qPCR a na proteinové úrovni pomocí westernblotu (Obrázek 

15). 

  

Obrázek 15 – Ověření úspěšné transfekce DAOY buněk vektory pcDNA3 a pcDNA3-DISP3, na úrovni mRNA pomocí 
PCR, qPCR a na proteinové úrovni pomocí westernblotu 
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8.3.2 Vliv zvýšené exprese DISP3 na apoptózu 

Po vytvoření kontrolních buněk a buněk se zvýšenou stabilní expresí DISP3 v 5 biologic-

kých replikátech byly buňky ozářeny ve 4 rozdílných dávkách (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy a 8 Gy)  

a byly sbírány po 24, 48 a 72 hodinách. Apoptóza byla testována stanovením hladiny 

kaspáz 3 a 7. Po 24 a 48 hodinách od ozáření jsme pozorovali malý rozdíl v počtu apopto-

tických buněk (Obrázek 16 a Obrázek 17), buňky sbírané 72 hodin po ozáření byly ne-

hodnotilné – většina buněk byla rozpadlá a/nebo mrtvá. Software na vyhodnocení ex-

perimentů Muse vyhodnocuje a rozděluje buňky do jednotlivých populací podle obar-

vení na kaspázy 3 a 7, velikosti a viability na buňky živé, apoptotické živé, apoptotické 

mrtvé a mrtvé. Uváděné grafy znázorňují procenta apoptotických buněk (součet apopto-

tických živých i apoptotických mrtvých). V grafech (Obrázek 16 a Obrázek 17) můžeme 

vidět slabý rozdíl mezi buňkami kontrolními a buňkami se zvýšenou expresí DISP3. V kul-

tuře se zvýšenou expresí DISP3 je méně apoptotických buněk, nicméně tento rozdíl není 

signifikantní.  

 

Obrázek 16 – Procenta apoptotických buněk (živé i mrtvé) u buněk linie DAOY pěstované adherentně, ozářené v roz-
dílných dávkách ukazují malý rozdíl mezi buňkami pcDNA3-DISP3 a pcDNA3 (kontrola) 
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Obrázek 17 – Procenta apoptotických buněk (živé i mrtvé) u buněk linie DAOY pěstované adherentně, ozářené v roz-
dílných dávkách ukazují malý rozdíl mezi buňkami pcDNA3-DISP3 a pcDNA3 (kontrola) 

Stejný pokus byl proveden u DAOY buněk pěstovaných jako neurosféry. DISP3 byl nade-

xprimován stejným způsobem jako v adherentních buňkách a ty byly následně převe-

deny do neurosfér. Po pěti dnech růstu v neurosférách byly buňky trypsinizovány a ozá-

řeny v lahvičce. Apoptóza byla měřena po 24 h a 48 h. Data z měření po 24 h (Obrázek 

18) i 48 h (Obrázek 19) neukazují rozdíl v počtu apoptotických buněk mezi buňkami kon-

trolními a buňkami se zvýšenou expresí DISP3. 
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0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy
0

10

20

30

40
pcDNA3

DISP3



56 
 

 

 

Obrázek 18 – Procenta apoptotických buněk (živé i mrtvé) u buněk DAOY pěstovaných jako neurosféry ozářené různými 
radiačními dávkami neukazují žádný rozdíl mezi buňkami kontrolními a buňkami se zvýšenou expresí DISP3, u DAOY 
pcDNA3 0 Gy nejsou uvedena data z technických důvodů 

 

Obrázek 19 – Procenta apoptotických buněk (živé i mrtvé) u buněk DAOY pěstovaných jako neurosféry ozářené různými 
radiačními dávkami neukazují žádný rozdíl mezi buňkami kontrolními a buňkami se zvýšenou expresí DISP3 
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8.3.3 Vliv zvýšené exprese DISP3 na formování buněčných kolonií 

Další metodou, pomocí které jsme studovali reakci buněk se zvýšenou expresí DISP3 na 

ozáření, byl test buněčného přežití. Adherentní DAOY buňky byly po ozáření vysety 

v nízké koncentraci na misky, průběžně jim bylo měněno médium a po 9 dnech se zafi-

xovaly a spočítaly (Obrázek 20). U těchto buněk jsme viděli rozdíl mezi kulturami, více 

buněk s nadexprimovaným DISP3 je schopných dát vznik samostatné kolonii. Tento roz-

díl jsme pozorovali ve všech testovaných dávkách ozáření, a také u neozářených buněk 

(0 Gy). Znamená to, že buňky s nadexprimovaným DISP3 mají lepší šanci na přežití  

a vytvoření samostatné kolonie.  

 

Obrázek 20 – Test buněčného přežití: V procentech uvedeno množství buněk, které byly schopné vytvořit kolonii. Buňky 
DAOY s pcDNA3 (kontrola) a pcDNA3-DISP3 ozářené různými dávkami, 2-way ANOVA p= 0,0103 

  

0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy
0

10

20

30

40
pcDNA3

DISP3

Test buněčného přežití DAOY adherentní



58 
 

9. Diskuze 

V této práci jsme se zaměřili na gen DISP3 a jeho expresi v různých meduloblastomových 

buněčných liniích, dále pak na porovnání dvou odlišných kultivačních podmínek (ve 

formě adherentních buněk a neurosfér) u meduloblastomové buněčné linie DAOY a na 

efekty proteinu DISP3 na buněčné přežívání a na schopnost buňky dát vznik kolonii  

u této buněčné linie.  

Funkce proteinu DISP3 není přesně známá. Z predikce topologie víme, že obsahuje ste-

rol-sensing doménu, která se vyskytuje u proteinů, které mají zásadní roli v metabolismu 

cholesterolu. U celé rodiny těchto proteinů (PTCHD1, DISP3, PTCHD3 a PTCHD4), kam 

DISP3 patří (Zikova et al. 2009), nejsou v současné době dostatečné poznatky o jejich 

molekulární funkci a zapojení do různých buněčných procesů. Dříve se předpokládala 

role v SHH dráze na základě podobnosti těchto proteinů s PTCH1, tento předpoklad však 

nemusí být správný, protože například u PTCHD1 se ukázalo, že není schopen ovlivnit 

HH signalizaci v buňkách  (Ung et al. 2018). U proteinů PTCHD1 a PTCHD3 z této rodiny 

se ukázalo spojení s rakovinou nebo neurodegenerativními 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 spojována s kolorektálním karci-

nomem (Smith et al. 2013).  

Bylo ukázáno, že DISP3 ovlivňuje buněčnou proliferaci a diferenciaci tak, že buňky s vyšší 

expresí DISP3 se více množí a nejsou schopné tvořit diferencované funkční neurony 

(Zíková et al. 2014; Konířová et al. 2017). U buněk se zvýšenou expresí DISP3 byly nale-

zeny změny v expresi některých genů, jedním z nich byl gen Epb4.l3, jehož exprese byla 

snížena (Zíková et al. 2014). Tento protein mívá sníženou expresi u vysoce metastazují-

cích nádorů, je často mutován v nádorech mozku, plic a prsou a mutace v tomto pro-

teinu umožňuje metastazovat rakovině prostaty. Jeho zvýšená exprese zabraňuje růstu 

nádorových buněčných linií in vitro a v některých případech je potlačení růstu asocio-

váno se zvýšenou apoptózou (Wong et al. 2007). Další studie (Morrow et al. 2016) uká-

zala expresi DISP3 u osteosarkomové linie buněk, které metastazovaly do plic, ale mimo 

metastatické prostředí jeho hladina nebyla zvednutá. Díky těmto poznatkům jsme se 

rozhodli studovat, jak DISP3 ovlivňuje v buňkách apoptózu a metastatický potenciál.  
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Z analýzy mozkových nádorů vyšel DISP3 vysoce exprimovaný u meduloblastomů  

(Obrázek 2). 

Meduloblastomy patří mezi nejběžnější maligní nádory mozku u dětí. Kvůli tomu, že se 

vyskytují během brzkého stádia života vedou k obrovskému snížení kvality života i u pře-

živších pacientů, a to i kvůli následkům léčby. V roce 2012 byl vydáno ustanovení rozdě-

lující meduloblastomy do 4 molekulárních podskupin, které se mezi sebou liší histologií, 

prognózou, typem pacientů, ale především mutacemi, amplifikacemi a dalšími změnami 

v  genových expresních profilech (Taylor et al. 2012). Velký důraz je nyní kladen na mo-

lekulární porozumění jednotlivým skupinám s cílem zefektivnit léčebný postup. Terape-

utický přístup na základě rozdělení pacientů do různých rizik může zajistit lepší kvalitu 

života dětí, které jsou léčeny a vyhnout se tím negativním následkům nadměrné léčby. 

To můžeme vidět u WNT skupiny meduloblastomů, kde nejsou potřeba vysoké dávky 

léčebné iradiace, což je dáno právě molekulární charakteristikou této skupiny (Phoenix 

et al. 2016).  

Porozumění meduloblastomům, a to především těm ze skupiny 3 a 4 je důležité pro op-

timalizaci léčby. Přestože meduloblastomy ze skupiny 3 mají nejhorší prognózu a medu-

loblastomy ze skupiny 4 jsou nejčastější, není u těchto skupin objasněna jejich moleku-

lární podstata a nejsou nalezené markery, díky kterým by mohly být snadno diagnosti-

kovány u pacientů na klinikách. Z analýzy různých mozkových nádorů (Obrázek 2) vi-

díme, že exprese DISP3 u meduloblastomů dosahuje nejvyšší hladiny, ale má i nejvyšší 

rozptyl, což může ukazovat na to, že v různých meduloblastomech, možná i v jednotli-

vých skupinách může být exprese DISP3 různá. Platnost této hypotézy podporuje i naše 

pozorování exprese DISP3 v různých meduloblastomových liniích, která se u jednotlivých 

linií výrazně liší (Obrázek 8). DISP3 byl exprimován více u meduloblastomových linií ze 

skupiny 3 a 4, proto je do budoucna důležitým cílem prozkoumat efekt exprese tohoto 

genu u meduloblastomových buněčných linií z těchto skupin. 

Pro naše experimenty jsme chtěli vybrat linii, ve které je DISP3 exprimován v malém 

množství, abychom tuto expresi mohli zvýšit. Nízkou expresi jsme viděli u linie DAOY  

a ONS-76 (tuto linii ale naše laboratoř získala až později). Z tohoto důvodu jsme vybrali 

linii DAOY. Tato linie je nejpoužívanější pro výzkum meduloblastomů. Analýza citací me-

duloblastomových linií ukázala, že články zabývající se DAOY linií tvoří 45 % publikací 
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zabývajících se meduloblastomovými liniemi (Ivanov et al. 2016). Tuto linii je možné kul-

tivovat ve dvou formách, a to jako buňky adherentní a jako neurosféry. Neurosféry by 

měly přesněji reflektovat přirozené prostředí. V našich pokusech jsme potvrdili, že kul-

tivační podmínky ovlivňují expresní profil buněk DAOY, a proto jsme některé naše po-

kusy udělali v obou kultivačních podmínkách.  

Pro vyhodnocení rozdílů u meduloblastomové linie DAOY kultivované v různých pod-

mínkách byl navržen set PCR primerů, které odpovídaly určitým markerům kmenovosti 

a diferencovanosti buněk v mozku. Funkčnost těchto primerů jsme ověřovali v různých 

buněčných liniích pomocí PCR. Většinu primerů jsme ověřovali na buněčné linii DAOY, 

ale pro ověření některých primerů jsme museli najít jiné vhodné buněčné linie, například 

primer S100b byl ověřen na lidských embryonálních buňkách H1. U jednoho markeru 

(OLIG2) jsme pomocí qPCR zjistili, že tvoří tzv. dimery (váže se sám na sebe nebo na 

druhý primer) a proto jsme ho dále nepoužívali. Počítali jsme efektivitu každého primeru 

a analyzovali křivku Tm (melting temperature). Důležitou součástí testování exprese jed-

notlivých markerů pomocí PCR primerů byly kontroly, vždy jedna reakce probíhala s vo-

dou místo cDNA a jedna s kontrolní „cDNA“, kdy do reakce syntézy cDNA nebyla přidána 

reverzní transkriptáza. Tyto kontrolní vzorky pak sloužily k ověření, že u nich není dete-

kována žádná exprese daného primeru.   

Neurosféry byly kultivovány v neurobasal médiu v lahvičkách s nepřilnavým povrchem 

a důležitou součástí jejich správné tvorby a růstu bylo přidání růstových faktorů FGF  

a EGF do média. Tyto faktory mohou mít různé efekty na buňky. EGF a FGF řídí proliferaci 

aktivací drah SHH, WNT a NOTCH (Basak and Taylor 2009). Jejich efekt na buněčnou 

populaci je prozkoumaný zejména u NSC, kde jsou tyto mitogeny v nízkých koncentra-

cích používány běžně, jelikož přispívají k buněčné proliferaci a udržují vysokou buněčnou 

hustotu, aniž by kompromitovaly vlastnosti kmenových buněk (Hu et al. 2013).  

Abychom ověřili, že přidání těchto faktorů neovlivňuje pozorované změny exprese 

ostatních neurálních markerů, kultivovali jsme DAOY adherentní buňky po dobu 7 dnů 

se stejným množstvím těchto faktorů jako jsme přidávali k buňkám neurosfér. U těchto 

adherentních buněk s přidanými faktory jsme pozorovali zvýšenou expresi receptorů 

těchto faktorů EGFR a FGFR, nicméně tato exprese byla stále nižší, než exprese těchto 
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receptorů u neurosfér. Exprese proliferačního markeru CDK6 se u DAOY buněk s přida-

nými faktory zvedla asi 1,5× ve srovnání s neurosférami, tam se exprese tohoto markeru 

zvedla více než 2×. Výrazné změny u jiných markerů jsme nepozorovali.  

Heterogenitu populace u neurosfér jsme chtěli ověřit také na úrovni jednotlivých buněk 

pomocí imunocytochemie. Testovali jsme neurosféry pomocí protilátek proti proteinům 

KI67, DCX a TUBB3. U KI67 jsme pozorovali heterogenitu populace, ale výsledky však 

nebyly technicky dobré, a proto jsme je do práce neřadili. Plánujeme však otestovat 

neurosféry na markery kmenových a diferencovaných buněk, jejichž změnu jsme pozo-

rovali pomocí qPCR, protilátky proti těmto proteinům ovšem v současné době nejsou 

v naší laboratoři dostupné.  

Ve studii (Zanini et al. 2013), zabývající se tvorbou neurosfér ze 3 různých buněčných 

linií, pozorovali růst neurosfér u těchto linií a jednou z analyzovaných linií byla i linie 

DAOY. Neurosféry ukázaly počet sfér zvyšující se během prvních 4 dnů, ale pak během 

dalších pasáží jejich počet klesal. Z růstové křivky, kterou jsme na neurosférách provedli 

jsme tento efekt nepozorovali, počet buněk se zvyšoval až do 7. dne (výsledky neuve-

deny). Nicméně v růstové křivce jsme sledovali počet buněk, ne počet neurosfér. Je tedy 

možné, že se neurosféry v průběhu času mění. Jedou z teorií je, že pokud se v neurosféře 

tvoří více diferenciované buňky, po trypsinizaci tyto diferenciované buňky nemusí utvo-

řit znovu neurosféru, protože už nemají pluripotentní vlastnosti.  

Porovnání neurosfér a adherentních buněk u buněčné linie DAOY již bylo provedeno 

v několika studiích, ale vždy byly zaměřeny především na prominin, případně na další 

kmenové markery (Zanini et al. 2013; Garg et al. 2017). Výsledky těchto autorů se čás-

tečně liší od našich výsledků. Skupina Zanini et al. sledovala expresi určitých markerů 

kmenovosti a našla rozdíly mezi adherentními a neurosférami. U neurosfér detekovali 

zvýšený prominin 15×, žádný rozdíl v expresi proteinu nanog, který ale našli exprimován 

(my jsme ho nedetekovali ani v minimálním množství). Dále pozorovali zvýšenou hladinu 

nestinu více než 9× u neurosfér (ten jsme také nedetekovali). Některé z těchto markerů 

ověřovali i pomocí průtokové cytometrie. Odlišné výsledky mohou být dány použitím 

odlišného metodického přístupu k analýze buněčných populací.  
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Při porovnání DAOY buněk, kultivovaných jako neurosféry a jako adherentní buňky, jsme 

viděli změnu hladiny exprese promininu. Prominin je považován za marker nádorových 

kmenových buněk (CSCs). Některé studie polemizují s rolí promininu v iniciaci nádoru, 

nicméně je jisté, že CD133 pozitivní buňky mají vysokou sebeobnovující kapacitu a plu-

ripotenci (Garg et al. 2017). Pokud jsou CSCs izolovány přímo z nádoru, tvoří neurosféry 

při in vitro kultivaci a mohou se obnovovat. Kultivace buněčných linií v neurosférách se 

tedy přibližuje více přirozenému stavu. Na základě exprese CD133 byla vyslovena hypo-

téza, že tyto CSCs nesou vlastnosti jako je rezistence k apoptóze, rezistence k lékům  

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

U neurosfér byla pomocí promininu ukázaná heterogenita těchto populací. Buňky pozi-

tivní na expresi toho povrchového markeru byly vyselektovány a následně zkoumány 

vlastnosti buněk pouze CD133 pozitivních a buněk pouze CD133 negativních. Zjistilo se, 

že po nějaké době se u buněk pozitivita na prominin vrátí k původním procentům 

(Blazek, Foutch, and Maki 2007). Další studie ukázala, že nádorová heterogenita je rele-

vantním mechanismem pro metastatické šíření meduloblastomů agresivními klony, 

které ztratily markery prvotních nádorů (Wu et al. 2012). 

V našich pokusech bylo ozařování provedeno na lineárním urychlovači Clinac 600C/D 

DBX, na kterém probíhá standardní ozařování pacientů. Dávky nebyly frakciovány, což 

je standartní postup u pacientů. Pokud jsou buňky ozářeny pomocí frakcionace, dochází 

k vyššímu stupni přežití, protože buňky mají čas na opravu mezi jednotlivými frakcemi 

(Gregg, Yau, and Kim 1979). V prvním pokusu jsme buňky ozařovaly před vysetím, pozo-

rovali jsme ale u nich vysoké procento mrtvých buněk, asi způsobené tímto hned po 

sobě jdoucím stresem (ozáření a pak vysévání). Proto jsme změnili tento postup a další 

buňky byly vysety o určité koncentraci na misky a ozářeny po 24 hodinách, což zmírnilo 

stres, kterému byly buňky vystaveny. 

Metastatický potenciál buněk jsme se rozhodli zkoumat pomocí testu buněčného pře-

žití.  Tento test v základě testuje schopnost každé buňky v populaci dát vzniknout kolo-

nii, tudíž se „neomezeně dělit“ (Franken et al. 2006). Tento pokus jsme udělali na adhe-

rentních buňkách linie DAOY a viděli jsme signifikantní rozdíl mezi buňkami kontrolními 

a buňkami s vyšší expresí DISP3. Tyto buňky vytvořily větší počet kolonií. Rozdíl průměru 
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mezi kontrolními buňkami a buňkami se zvýšenou expresí DISP3 v jednotlivých ozařova-

cích dávkách byl přibližně 8 – 15 %. Tento pokus jsme udělali i s DAOY buňkami kultivo-

vanými ve sférách, kdy kolonie jednotlivých sfér rostou v soft agaru. Nicméně kvůli tech-

nickým obtížím jsme tento pokus nedokončili a výsledky nebyly vyhodnocené. Tento po-

kus bychom chtěli zopakovat, abychom i tyto výsledky mohli porovnat s výsledky dosa-

ženými u adherentních buněk.  

V metastatickém potenciálu buňky nehraje roli pouze její schopnost dát vzniknout kolo-

nii, rakovinné buňky musí také opustit primární místo nádoru, cirkulovat v krevním 

oběhu, vydržet tlak v cévách a aklimatizovat se do sekundárního prostředí a zároveň 

uniknout kontaktu s imunitními buňkami. Metastatický potenciál buněk bychom chtěli 

dále ještě ověřit pomocí jiných metod, a to pomocí migračního testu a xenotransplan-

tace, kdy bychom chtěli injektovat buňky se změněnou hladinou DISP3 do imunodefici-

entních myších a pozorovat jejich schopnost vytvořit nádor.  

Apoptózu jsme měřili pomocí MUSE přístroje, který rozděluje populace buněk podle je-

jich viability, velikosti a barvení kaspáz 3 a 7. Kaspázy 3 a 7 jsou efektorové kaspázy, 

které se aktivují až pozdních fázích apoptózy. Buňky byly analyzovány po 24, 48 a 72 

hodinách, kdy nejlepší výsledky jsme viděli po 48 h. U adherentních buněk jsme po 24 a 

48 hodinách viděli malou tendenci ukazující nižší procentuální zastoupení apoptotických 

buněk u linie s nadexprimovaným DISP3, nicméně výsledky nebyly signifikantní. U DAOY 

neurosfér jsme rozdíly mezi kontrolními buňkami DAOY a buňkami nadexprimující DISP3 

nezjistili. Důvodů, proč nevyšly signifikatní rozdíly u měření apoptózy pomocí kaspáz  

3 a 7 může být hned několik. Tato linie jednak nemusí reagovat na nadexpresi DISP3, 

případně podmínky in vitro nemusí být vhodné nebo stanovení kaspáz 3 a 7 nemusí být 

vhodná metoda. Také bychom mohli ověřit apoptózu na úrovni qPCR na stanovení hla-

diny exprese apoptotických genů.  

V budoucích navazujících experimentech bychom se chtěli zabývat i jinými meduloblas-

tomovými liniemi. Stejné pokusy bychom chtěli udělat na meduloblastomové linii ONS-

76, ta patří také do skupiny SHH a má nízkou expresi DISP3. Zaměříme se také na někte-

rou z linií s vysokou expresí DISP3, u té bychom mohli expresi ještě zvýšit, a také naopak 

snížit pomocí CRISPER/Cas9 a u těchto buněk sledovat schopnost apoptózy a tvorby bu-
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něčných kolonií. Vhodná je linie CHLA-01-MED (skupina 4), u které jsme již začali praco-

vat na zvýšení exprese. Tyto buňky zatím nebyly úspěšně transfekovány. Test buněč-

ného přežití se u suspenzních buněk dělá v soft agaru, tuto metodu jsme nedávno opti-

malizovali na DAOY neurosférách. Také by bylo zajímavé snížení exprese DISP3 u DAOY 

buněk, neboť efekt na přežívání buněk může mít i nízká exprese DISP3. Případně porov-

návat expresi u linií D425 a D458, což jsou linie derivované ze stejného pacienta, z nichž 

jedna je odvozena z primárního nádoru a druhá z metastáz. Dále bychom chtěli ověřit 

metastatický potenciál buněk i jinak než jen v testu buněčného přežití, a to pomocí mi-

gračního testu nebo xenotransplantace. Také bychom chtěli použít protilátky na ověření 

heterogenity u buněk DAOY pěstovaných jako neurosféry, a tím se podívat na exprese 

jednotlivých markerů v buněčné kolonii.   

DISP3 zůstává genem, který může ovlivňovat metastatický potenciál buněk. Jeho ex-

prese byla nalezena u metastatických osteosarkomů a teď jsme potvrdili, že pokud je 

jeho exprese zvýšená u buněčné linie DAOY, tak jsou tyto buňky schopny vytvořit více 

kolonií. Zůstává však důležité ověřit tento gen i v jiných liniích jinými metodami pro zjiš-

tění jeho přesné role v buněčném fungování a případném efektu jeho nadexprese  

na meduloblastomy.  
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10. Závěr 

Cíly této diplomové práce bylo: 

1. Porovnat expresi DISP3 v různých meduloblastomových liniích 

2. Kultivovat vybranou meduloblastomovou linii v různých podmínkách (adhe-

rentní buňky a neurosféry) a porovnat expresní profil vybraných markerů 

3. Sledovat reakci buněk vybrané meduloblastomové linie se zvýšenou expresí 

DISP3 na ozáření 

Tyto cíle byly splněny následovně: 

1. Exprese DISP3 se liší v různých meduloblastomových liniích, exprese je relativně 

nízká u linie DAOY a ONS-76, stejná u linie D425 a vysoká u linie D283, D341 a 

CHLA-01-MED v porovnání s kontrolními buňkami HEK 

2. Meduloblastomová buněčná linie DAOY byla kultivována v podmínkách, kdy tvo-

řila adherentní buňky a v podmínkách, kdy tvořila neurosféry. Byl porovnán ex-

presní profil vybraných markerů v těchto dvou rozdílných kultivačních podmín-

kách a ukázalo se, že neurosféry jsou více heterogenní. Tvoří je populace více i 

méně diferencovaných buněk (buňky exprimovaly vyšší hladinu markerů jak 

kmenovosti SOX2, PROM1, tak i markerů více diferencovaných buněk MAP2, 

CSPG4, DLX2).  

3. Byla zvýšena exprese DISP3 genu v buněčné linii DAOY, která byla následně ozá-

řena v rozdílných dávkách a byla pozorována apoptóza těchto buněk a schopnost 

tvořit kolonie. Množství apoptotických buněk se mezi kontrolními buňkami  

a buňkami nadexprimující DISP3 příliš nelišilo, nicméně buňky s vyšší expresí 

DISP3 vytvořily jak po ozáření, tak i bez něj více kolonií než buňky kontrolní.  
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