Abstrakt

Glioblastomy (GBM) jsou jednim z nejcastéjSich malignich nadorii v centralni
nervove soustaveé. Mikroprostiedi GBM obsahuje maligni a nemaligni stromalni buiiky,
jejichz vzijemné interakce pfispivaji k fad¢ charakteristik GBM, vcetné aberantni

angiogeneze, vysoké rychlosti proliferace a systémové a lokdlni imunosuprese.

Fibroblastovy aktivacni protein o (FAP) je membranova serinova protedza, ktera
je minimaln¢ exprimovana ve zdravych tkanich, ale je upregulovana u solidnich nador,
véetné GBM. FAP mize byt v nadorovém mikroprostfedi exprimovan malignimi i
stromalnimi bunikami, pficemz jeho exprese ve stromalnich bunikach je ¢asto spojena s
narusenou protinadorovou imunitni odpovédi. Vyznam FAP a FAP exprimujicich
stromdlnich bunék v infiltraci imunitnich subpopulaci do mikroprosttedi GBM neni
jasny. Tato diplomova prace se zaméfila na vyvoj postupu vyuzivajiciho pratokovou
cytometrii k identifikaci subpopulaci imunitnich bunék ptfitomnych v nadorovem
mikroprostiedi v modelu syngenniho glioblastomu u mysi divokého kmene a mysi

s genovou inaktivaci FAP.

Byly vyhodnoceny c¢tyii metody kombinujici mechanickou a enzymatickou
disociaci z hlediska jejich schopnosti zachovat zivotaschopnost bun¢k a expresi
studovanych povrchovych molekul s pouzitim nenadorové tkané a tkané mysiho GBM.
Jako nejvhodnéjsi metodu pro disociaci tkdné mySiho GBM jsme vyhodnotili metodu
pouzivajici disociator a enzymaticke St€peni pomoci Tumor Tissue Disociation kit. Tato
metoda poskytla vysoky vytézek zivotaschopnych bun€k s minimalni zménou
povrchovych marker imunitnich bunc¢k. Byly navrzeny panely pro cytometrické
stanoveni imunitnich subpopulaci (myeloidni bunky, konvenéni T buiky, regulacni T
bunky, pfirozené zabijeCské bunky). Pilotni cytometrickd analyza nadord odhalila
vysokou infiltraci leukocytil, prevazné myeloidnich bun¢k, v nadorovém mikroprostiedi
GBM se statisticky nevyznamnymi rozdily v zastoupeni intratumoralnich imunitnich

bun¢k u mysi divokého kmene 1 u mysi s genovou inaktivaci FAP.

Zavedend metoda bude pouzita pro dalsi fenotypovou charakterizaci imunitnich
subpopulaci ptitomnych v nadorovém mikroprostiedi v mysich modelech astrocytarnich

nadoru.
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