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Abstrakt 

Glioblastom (GBM) je nejagresivnější a nejčastější maligní primární mozkový nádor, který se 

vyznačuje změnami extracelulární matrix (ECM). K těmto změnám může přispívat transformující 

růstový faktor beta (TGFβ), který je v GBM zvýšeně exprimován. TGFβ indukuje expresi 

fibroblastového aktivačního proteinu (FAP), který se v GBM nachází na mezenchymálních buňkách 

obklopujících cévy, kde se také typicky vyskytují proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin. 

Cílem práce bylo určit vliv TGFβ na expresi kolagenu typu I a fibronektinu FAP+ 

mezenchymálními buňkami v GBM a zjistit vliv ECM produkované těmito buňkami na migraci 

gliomových buněk. 

Bioinformatické a tkáňové analýzy prokazují korelaci mezi expresí TGFβ, FAP, kolagenu 

typu I a fibronektinu v GBM. Pomocí imunohistochemie byla detekována exprese TGFβ difúzně 

v GBM včetně oblastí stromatu, které obsahovaly FAP+ mezenchymální buňky a kolagen typu I. V in 

vitro experimentech byla po stimulaci TGFβ u FAP+ mezenchymálních buněk prokázána zvýšená 

produkce kolagenu typu I a fibronektinu, zatímco u gliomových buněk byla produkce těchto proteinů 

i po stimulaci TGFβ velmi nízká. ECM produkovaná FAP+ mezenchymálními buňkami významně 

zvyšovala migraci gliomové linie U251, avšak ECM FAP+ mezenchymálních buněk po stimulaci 

TGFβ migraci této gliomové linie již více nezvýšila. ECM produkovaná FAP+ mezenchymálními 

buňkami neměla v provedených experimentech efekt na migraci gliomové linie U87. 

Výsledky prokazují vliv TGFβ na produkci kolagenu typu I a fibronektinu FAP+ 

mezenchymálními buňkami v GBM a naznačují mechanismus, kterým by se tato buněčná populace 

mohla podílet na progresi GBM. 

 

Klíčová slova: glioblastom, extracelulární matrix, transformující růstový faktor beta, fibroblastový 

aktivační protein, mezenchymální buňky, kolagen typu I, fibronektin 

  



Abstract  

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive and common malignant primary brain tumor, 

characterized by extracellular matrix (ECM). These changes may be caused by transforming growth 

factor beta (TGFβ), which is overexpressed in GBM. TGFβ induces the expression of fibroblast 

activating protein (FAP), which is found in GBM on mesenchymal cells surrounding blood vessels, 

where ECM proteins collagen type I and fibronectin are typically found. 

This study aimed to determine the effect of TGFβ on the expression of collagen type I and 

fibronectin by FAP+ mesenchymal cells in the GBM and to determine the effect of ECM produced by 

these cells on glioma cell migration. 

Bioinformatic and tissue analyses demonstrate a correlation between TGFβ, FAP, collagen 

type I, and fibronectin expression in GBM. Using immunohistochemistry, TGFβ expression was 

detected diffusely in GBM including areas of stroma that contained FAP+ mesenchymal cells and 

collagen type I. In in vitro experiments, FAP+ mesenchymal cells showed increased production of 

collagen type I and fibronectin after TGFβ stimulation. In contrast, glioma cells showed very low 

production of these proteins even after TGFβ stimulation. ECM produced by FAP+ mesenchymal cells 

significantly increased the migration of the glioma cell line U251. However, no further increase was 

observed for ECM produced by FAP+ mesenchymal cells after TGFβ stimulation. ECM produced by 

FAP+ mesenchymal cells did not affect the migration of glioma cell line U87. 

These results demonstrate an effect of TGFβ on the production of collagen type I and 

fibronectin by FAP+ mesenchymal cells in GBM and suggest a mechanism by which this cell 

population might be involved in GBM progression. 

 

Key words: glioblastoma, extracellular matrix, transforming growth factor beta, fibroblast activation 

protein, mesenchymal cells, collagen type I, fibronectin 



Seznam zkratek 

ABC    ATP Binding Cassette 

ANXA2    Annexin A2 

BGN     Biglycan 

COLI     Collagen Type I 

COL18A1    Collagen Type XVIII Alpha 1 Chain 

COL1A1    Collagen Type I Alpha 1 Chain 

COL1A2    Collagen Type I Alpha 2 Chain 

COL3A1    Collagen Type III Alpha 1 Chain 

COL4A1    Collagen Type IV Alpha 1 Chain 

COL4A2    Collagen Type VI Alpha 2 Chain 

COL5A1    Collagen Type V Alpha 1 Chain 

COL5A2    Collagen Type V Alpha 1 Chain 

COL6A1    Collagen Type VI Alpha 1 Chain 

COL6A2    Collagen Type VI Alpha 2 Chain 

COL6A3    Collagen Type VI Alpha 3 Chain 

COL8A2    Collagen Type VIII Alpha 2 Chain 

ECM     Extracellular Matrix 

ECM1     Extracellular Matrix Protein 1 

EFEMP1  Epidermal Growth Factor Containing Fibulin Extracellular Matrix 

Protein 1     

ELISA    Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EMILIN1    Elastin Microfibril Interfacer 1 

ERK    Extracellular Signal-Regulated Kinase 

FAK    Focal Adhesion Kinase 

FAP     Fibroblast Activation Protein 



FBLN5    Fibulin 5 

FBS    Fetal Bovine Serum 

FN     Fibronectin 

FN1     Fibronectin 1 

GFAP    Glial Fibrillary Acidic Protein 

GSC    Glioma Stem Cells 

HBVP    Human Brain Vascular Pericytes 

HSPG2    Heparan Sulfate Proteoglycan 2 

LAMB1    Laminin Subunit Beta 1 

LAMC1    Laminin Subunit Gamma 1 

LAP    Latency-Associated Peptide 

LGALS1    Galectin 1 

LGALS3BP    Galectin 3 Binding Protein 

LTBP   Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 

LTBP2  Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 2 

MACS    Magnetic-Activated Cell Sorting 

MAPK    Mitogen-Activated Protein Kinase 

MMP    Matrix MetalloProteinase 

MMRN2    Multimerin 2 

NF-κB    Nuclear Factor Kappa-B 

NF1    Neurofibromin 1 

PBS    Phosphate Buffered Saline 

PDGFRβ   Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta 

pFAP    Primary mesenchymal cells expressing Fibroblast Activating Protein 

PI3K    PhosphoInositide-3 Kinase 

PKB/Akt   Protein Kinase B 



RT     Room Temperature  

SARA    Smad Anchor for Receptor Activation 

SOX-2    (Sex determining region Y)-Box 2 

SMA    Alpha-Smooth Muscle Actin 

SPOCK2    Testican-2 

TAM    Tumor-Associated Macrophages 

TCGA     The Cancer Genome Atlas 

TGFBI    Transforming Growth Factor Beta Induced 

TGFβ     Transforming Growth Factor Beta 

TGFRI    Transforming Growth Factor Beta Receptor Type I 

TGFRII   Transforming Growth Factor Beta Receptor Type II 

VWA1     Von Willebrand Factor A Domain Containing 1 

VWF    Von Willebrand Factor 

WHO    World Health Organization 
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1. Literární přehled 

1.1. Glioblastom 

Glioblastom je nejagresivnější a nejčastější typ maligního primárního nádoru centrální 

nervové soustavy, který reprezentuje téměř 48 % primárních maligních mozkových nádorů 

u dospělých (Ostrom et al. 2018). Glioblastom představuje pro pacienty velmi špatnou 

prognózu a jeho medián přežití se pohybuje přibližně v rozmezí 14–15 měsíců od stanovení 

diagnózy (Koshy et al. 2012). Tímto typem nádoru mohou být postiženi lidé v jakémkoli 

věku, avšak medián stáří pacienta při určení diagnózy je 64 let a nejvyšší incidence 

glioblastomu se vyskytuje u pacientů okolo 75 až 84 let (Thakkar et al. 2014; Montemurro 

2020). Glioblastom postihuje muže až 1,6x častěji než ženy (Ostrom et al. 2018). K určení 

diagnózy se využívá kombinace histopatologických metod a molekulárních parametrů (Louis 

et al. 2021). Nejzávažnější charakteristika gliomů je vysoká invazivita a s ní spojený 

infiltrativní růst, což znemožňuje chirurgickou resekci nádoru a zapříčiňuje recidivu 

nádorového onemocnění. 

Díky pokroku v oblasti molekulární biologie bylo zjištěno několik typických genetických 

aberací souvisejících s glioblastomem, a proto se nyní při diagnostice hledí především na 

specifický molekulárně-genetický profil glioblastomu (Klasifikce Světové zdravotnické 

organizace (WHO; World Health Organization), Louis et al. 2021). Mezi typické 

molekulárně-genetické znaky užívané v diagnostice glioblastomu se řadí homozygotní delece 

inhibitoru cyklin-dependentní kináz 2A/B, způsobující ztrátu jejich produktů (p14, p15, p16) 

inhibujících progresi buněčného cyklu (Ma et al. 2020; Louis et al. 2021). Mezi další 

diagnostický biomarker patří mutace promotoru genu telomerázové reverzní transkriptázy 

vedoucí ke zvýšenému přežívání buněk, které by za fyziologických podmínek přecházely do 

senescence nebo by podstupovaly apoptózu kvůli limitnímu zkrácení telomer (Nonoguchi et 

al. 2013; Louis et al. 2021). Mezi další typickou abnormalitu spojenou s glioblastomem 

používanou v diagnostice patří amplifikace nebo aktivační mutace genu receptoru 

epidermálního růstového faktoru zvyšující buněčnou proliferaci, angiogenezi, migraci a invazi 

nádorových buněk (Feng et al. 2014; Keller a Schmidt 2017; Louis et al. 2021). Další 

významný molekulární marker je současná změna počtu kopií chromosomu 7 (amplifikace 

celého chromozomu, či 7p nebo 7q)  a ztráta chromozomu 10 (celý chromozom, či 10p nebo 

10q), (+7/−10), nejčastěji trisomie chromozomu 7 a monosomie chromozomu 10, což je 

způsobeno pravděpodobně chybami v mitotické disjunkci (Stichel et al. 2018; Louis et al. 
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2021). Výše uvedené molekulární markery pro diagnostiku glioblastomu byly detekovány 

také v gliomových liniích a gliomových kmenových buňkách, což jsou nejčastěji používané in 

vitro modely glioblastomu ve výzkumu (Raschke et al. 2005; Lee et al. 2006; Akhavan et al. 

2013; Johanns et al. 2016; Stichel et al. 2018). 

Při diagnostice glioblastomu jsou vedle molekulárně-genetických znaků využívané 

i typické histopatologické znaky. Mezi tyto znaky se řadí silná aberantní vaskularizace, 

infiltrativní růst a tvorba mikrovaskulárních proliferací, což ve výsledku vede k výskytu 

hemoragií a nekróz. Mezi charakteristické znaky glioblastomových buněk patří významná 

mitotická aktivita, zřetelné morfologické změny a jejich vysoká heterogenita, která je 

zajištěna subpopulacemi gliomových kmenových buněk v mikroprostředí glioblastomu 

(Soeda et al. 2015; Huang et al. 2016; Mills et al. 2016).  

Nad rámec klasifikace WHO lze glioblastomy podrobněji rozdělit na tři transkriptomové 

subtypy, a to na klasický, mezenchymální a proneurální (Wang et al. 2017;  Teo et al. 2019). 

Tyto subtypy jsou určeny na úrovni expresního profilování a asociují s typickými genetickými 

změnami, například ztráta chromozomu 10 a amplifikace chromozomu 7 u klasického 

subtypu, fokální hemizygotní delece v oblasti 17q11.2 včetně genu pro neurofibromin 1 

(NF1) u mezenchymálního subtypu, aberace genu receptoru růstového faktoru A krevních 

destiček u proneurálního subtypu (Verhaak et al. 2010; Wang et al. 2017; Teo et al. 2019). 

Genetické abnormality subtypů glioblastomu mají potenciál využití jako prediktivní markery 

a terapeutické cíle (Park et al. 2019; Teo et al. 2019). Přestože byly subtypy glioblastomu 

poprvé popsány před více než deseti lety, stále pro ně chybí jednotlivé specifické léčebné 

protokoly, a to z důvodu nedostatku systematických klasifikačních metod, složitosti a vysoké 

finanční nákladnosti dosavadních metod pro použití v rutinních klinických laboratořích 

(Schwarze et al. 2020). Pro překonání tohoto omezení a umožnění lepšího určení specifického 

protokolu k přesnějšímu vedení léčby i prognózy dle jednotlivých subtypů se další výzkum 

zabývá zjednodušením a finančním zpřístupněním metodik pro klasifikaci subtypů 

glioblastomu, což by v důsledku mohlo zlepšit budoucnost v léčbě tohoto onemocnění 

(Ensenyat-Mendez et al. 2021; Le et al. 2021). 

Kromě samotných nádorových buněk ovlivňuje růst a progresi nádoru jeho 

mikroprostředí. Mozková tkáň je velmi specifická a oproti ostatním tkáním lidského těla 

vykazuje několik rozdílných charakteristik, a to jak v buněčné, tak i v nebuněčné složce. 

Výskyt různých typů buněk ve zdravém mozku je částečně určující pro buněčné složení 

mikroprostředí glioblastomu. V jeho mikroprostředí se vyskytují například neuronální buňky 
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a astrocyty, které jsou specifické pro mozkovou tkáň  (Quail a Joyce 2017). Dále se zde 

nacházejí stromální buňky jako endoteliální buňky, pericyty, mezenchymální kmenové buňky 

a nedílnou součást představují také buňky imunitního systému – například s nádorem 

asociované makrofágy (TAM; Tumor-Associated Macrophages, M2 fenotyp) a mikroglie 

(Bradshaw et al. 2016; Quail a Joyce 2017; DeCordova et al. 2020). 

Podstatnou součást buněčného mikroprostředí glioblastomu představují mezenchymální 

buňky, které se podle přibývajících důkazů ukazují jako možný faktor podporující progresi 

glioblastomu. Mezi tyto buňky můžeme řadit například mezenchymální kmenové buňky, 

pericyty a buňky podobné nádorově asociovaným fibroblastům (Clavreul et al. 2012; Appaix 

et al. 2014; Clavreul et al. 2014). Tyto buňky se nacházejí nejčastěji v perivaskulární oblasti 

glioblastomu, kde dochází k neoangiogenezi a také se zde vyskytují gliomové kmenové buňky 

(Calabrese et al. 2007). Některé práce naznačují, že gliomové kmenové buňky se mohou 

transdiferencovat v různé typy mezenchymálních buněk (Cheng et al. 2013; Hossain et al. 

2015). Dalším buněčným typem měnícím svůj fenotyp a vyskytujícím se v glioblastomu jsou 

pericyty, které se mohou transdiferencovat v jiné mezenchymální buňky, například v buňky 

podobné fibroblastům (Hosaka et al. 2016; Li et al. 2020). Buňky podobné nádorově 

asociovaným fibroblastům jsou v perivaskulárních oblastech v glioblastomu obklopeny 

fibronektinem a mohly by se podílet na modifikaci extracelulární matrix (ECM; Extracellular 

Matrix), (Busek et al. 2016). Modifikovaná ECM a rozpustné mediátory v mikroprostředí 

podporují perivaskulární šíření gliomových buněk, které je charakteristické pro glioblastom, 

a navíc některé buňky podobné fibroblastům mikroprostředí glioblastomu mohou podporovat 

růst gliomových buněk (Schiffer et al. 1997; Von Bullow et al. 2001; Lugassy et al. 2002; 

Clavreul et al. 2012; Clavreul et al. 2015). Přestože byly buňky podobné nádorově 

asociovaným fibroblastům u glioblastomu popsány, jejich podíl na progresi glioblastomu není 

zatím zcela prozkoumán (Clavreul et al. 2012; Clavreul et al. 2014). 

1.2. Změny extracelulární matrix v glioblastomu 

ECM v glioblastomu se svým složením i strukturou významně liší od zdravé mozkové 

tkáně. Přispívají k tomu nejen nádorové buňky, ale i různé stromální buňky přítomné 

v nádorovém mikroprostředí. 

1.2.1. Extracelulární matrix mozkové tkáně  

ECM tvoří až 20 % z celkového objemu mozku a je produkována z velké části neurony 

a gliovými buňkami. ECM zdravého mozku dospělého člověka je ve srovnání s ostatními 
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orgány lidského těla velmi odlišná. Matrix mozkové tkáně můžeme dělit na dva typy: proteiny 

bazální membrány (tj. perivaskulární oblasti) oddělující mozkovou tkáň od endotelových 

buněk vytvářejících cévy a ECM mozkového parenchymu vyplňující samotnou tkáň. Kromě 

místa výskytu v tkáni je odlišuje také rozdílné množství a složení molekul ECM (Lau et al. 

2013). 

V mozkové ECM převažují glykosaminoglykany a proteoglykany. Většinu ECM zde 

představuje glykosaminoglykan hyaluronan. Při fyziologických podmínkách zajišťuje 

biomechanickou integritu, tkáňovou homeostázu, strukturu a soudržnost tkáně (Ferrer et al. 

2018). Díky své schopnosti fungovat jako stabilizační kostra pro další molekuly ECM 

(glykoproteiny a proteoglykany) může být zodpovědný za organizaci a lokalizaci více 

molekul důležitých například pro vedení axonu. Také ovlivňuje formování funkčních synapsí 

a plasticitu mozku skrze receptor CD44 exprimovaný na neuronech a gliálních buňkách 

(Roszkowska et al. 2016). 

Proteoglykany, a to především brevikan, představují druhou nejčastější složku mozkové 

ECM. V mozku se proteoglykany podílí na regulaci mikroprostředí pomocí interakcí 

s buňkami. Brevikan byl detekován na vnější straně membrány astrocytů a neuronů. Díky své 

G2 doméně může interagovat s dalšími molekulami ECM mozku, například s tenascinem R, 

s nímž ovlivňuje tvorbu perineurálních sítí, čímž oslabuje počty synapsí (Hagihara et al. 1999; 

Gottschling et al. 2019). 

Třetí nejčastěji zastoupenou molekulu ECM představují tenasciny. Jedná se o multimerní 

glykoproteiny ovlivňující plasticitu mozkové tkáně. K jejich expresi dochází během 

embryonálního vývoje a také při patologických stavech (Brösicke et al. 2015a). Nejčastější 

tenascin v mozku, tenascin C, má důležitou roli ve vytváření specifických funkčních oblastí 

kmenových buněk (niche), (Garcion et al. 2004). Podílí se na regulaci proliferace a migrace 

mozkových progenitorových buněk, jako astrocytů, gliálních buněk, neuronů 

a oligodendrocytů (Garcion et al. 2001; Nishio et al. 2003; Garwood et al. 2004;  Karus et al. 

2011). 

Klasické fibrilární proteiny ECM (nejčastěji kolageny a fibronektin), typické pro ostatní 

tkáně lidského těla, se ve zdravém mozku nachází pouze v malém množství, a to především 

v oblastech bazálních membrán cév a pod mozkovými obaly (Rutka et al. 1987). Tyto 

vláknité složky ECM jsou v bazálních membránách mozku zastoupeny kolagenem typu IV, 

lamininem, perlekanem a entaktinem (čili nidogenem), (Rosell et al. 2008; Ferrer et al. 2018).  
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1.2.2. Extracelulární matrix glioblastomu 

U glioblastomu dochází k velkým změnám ve složení ECM ve srovnání s tkání 

zdravého mozku u dospělých (Obrázek 1).  

Z důvodu produkce různých faktorů nádorovými buňkami dochází k ovlivnění 

nádorového mikroprostředí (včetně perivaskulární oblasti), čímž se mění chování buněk v této 

oblasti glioblastomu. Ovlivněné buňky nádorového mikroprostředí zapříčiňují změnu ECM, 

a to i změnu v zastoupení jednotlivých molekul ECM. Nádorová tkáň se stává rigidnější 

a pevnější, a to především z důvodu změny exprese fibrilárních proteinů skupiny kolagenů 

a fibronektinu (Mammoto et al. 2013; Katt et al. 2018). Struktury fibrilárních proteinů ECM 

představují výhodné migrační cesty pro nádorové buňky na delší vzdálenosti nádorovým 

mikroprostředím. Tyto proteiny ECM tak významně přispívají k progresi glioblastomu 

(Mammoto et al. 2013; Brösicke et al. 2015b; Katt et al. 2018). 

1.2.2.1. Extracelulární matrix parenchymu glioblastomu 

V glioblastomu je oproti zdravé tkáni mozku exprese hyaluronanu zvýšena, stejně tak 

i exprese jeho receptoru CD44. Pomocí tohoto receptoru hyaluronan působí na zesílení 

přenosu signálů do cytoplazmy, čímž pozitivně ovlivňuje proliferaci, motilitu, migraci 

a invazivitu gliomových buněk (Kim et al. 2008; Klank et al. 2017). 

Jedním z nejvíce zastoupených proteoglykanů v glioblastomu je brevikan. Při jeho 

zvýšené expresi se zvyšuje invazivita glioblastomových buněk, čímž napomáhá progresi 

nádoru (Dwyer et al. 2014). Brevikan také pozitivně reguluje expresi fibronektinu na povrchu 

glioblastomových buněk a následná vazba brevikanu s fibronektinem zvyšuje expresi 

integrinů, čímž podporuje motilitu glioblastomových buněk (Hu et al. 2008). 

Dále je v ECM glioblastomu zvýšený výskyt tenascinu C, který koreluje s malignitou 

nádoru, a tudíž jeho vyšší exprese je asociována s kratší dobou přežívání pacienta (Maris et al. 

2008). Mimo jiné v porovnání s dalšími solidními nádory byla právě v glioblastomu 

detekována nejvyšší exprese tenascinu C (Herold-Mende et al. 2002; Leins et al. 2003; 

Sivasankaran et al. 2009; Alves et al. 2011).  Tenascin C může regulovat chování buněk 

přímo pomocí vazby na integriny nebo nepřímo pomocí vazby dalších molekul ECM, 

například brevikanu (Varga et al. 2012; Chiquet-Ehrismann et al. 2014; Fujita et al. 2019). 

Tyto interakce vedou k progresi nádoru přes zvýšení buněčné migrace a motility, čemuž 

přispívá inhibice fokálních adhezí skrz snížení aktivity a signalizace fokální adhezní kinázy 

(FAK; Focal Adhesion Kinase), extracelulárním signálem regulované kinázy (ERK; 

Extracellular Signal-Regulated Kinase), RhoA GTPázy (Williams a Schwarzbauer 2009). 
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Tenascin C také indukuje změnu exprese genů modulujících ECM, například matrix 

metaloproteinázy-2 (MMP; Matrix MetalloProteinase), -9, -12, čímž zvyšuje invazivitu 

glioblastomových buněk (Ilunga et al. 2004; Sarkar et al. 2006; Hirata et al. 2009).  

1.2.2.2. Extracelulární matrix bazálních membrán glioblastomu 

 Přítomnost velkého množství novotvořených cév je jednou z hlavních 

histopatologických charakteristik glioblastomu (viz kapitola 1.1) a je spojena se zvýšenou 

expresí složek bazální membrány, například lamininu, kolagenu typu IV a fibronektinu 

(Huijbers et al. 2010). 

1.2.2.2.1. Kolageny 

Fibrilární kolageny patří k nejzastoupenějším molekulám ECM většiny tkání a orgánů 

lidského těla s výjimkou mozkové tkáně, kde představují pouze menšinu ECM nacházející se 

téměř výhradně v oblastech bazální membrány. Naopak v glioblastomu lze detekovat jejich 

zvýšenou expresi. 

Kolageny hrají roli v klíčových dějích progrese nádoru jako je adheze, motilita, invaze 

a angiogeneze. Jsou považovány za důležité pro růst nádoru, neboť usnadňují buněčné dělení 

a proliferaci (Samuel et al. 2011). 

Kolagen typu IV patří mezi nejvíce exprimovaný typ kolagenu v mikroprostředí 

glioblastomu. Jeho exprese byla detekována v blízkosti oblastí mikrovaskulární proliferace 

(Huijbers et al. 2010). Zvýšená přítomnost kolagenu typu IV v glioblastomu pozitivně 

ovlivňuje angiogenezi, čímž dochází k rychlejšímu růstu nádoru (Mammoto et al. 2013). 

Fibrilární kolagen typu I ovlivňuje díky interakcím s různými receptory mnoho 

buněčných dějů (Elango et al. 2022). Některé dřívější práce expresi kolagenu typu I 

v glioblastomu nepřipouštěly (Zámečník et al. 2004), avšak pozdější studie Huijbers et al. 

(2010) přítomnost tohoto proteinu prokázaly, a to v oblastech peritumorální tkáně 

glioblastomu (tzn. nádorové cévy a stroma) i v samotném glioblastomu. Kolageny, především 

fibrilární kolagen typu I, vytváří rigidní ECM v mikroprostředí nádoru. Glioblastom je tužší 

než okolní mozkový parenchym a gliomové buňky typicky migrují na jeho rozhraní podél cév 

(Farin et al. 2006; Rubenstein a Kaufman 2008; Gritsenko et al. 2017). In vitro experimenty 

s 3D kolagenovými gely ukazují zvýšenou migraci gliomových buněk ve srovnání 

s fibronektinovým potahem a srovnatelnou migraci jako v 3D mozkových řezech 

organotypických kultur (Fayzullin et al. 2019). V glioblastomu zvýšená exprese kolagenu 
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typu I například koreluje s jeho internalizačním receptorem Endo180, což souvisí s invazí 

glioblastomu, a to zejména u mezenchymálního subtypu (Huijbers et al. 2010). Mimo jiné se 

v perivaskulárním prostředí také nacházejí gliomové kmenové buňky a bylo dokázáno, že 

kolagen typu I v této oblasti zesiluje expresi CD133, jednoho z hlavních markerů gliomových 

kmenových buněk, čímž byla prokázána jeho další role v patogenezi glioblastomu (Motegi et 

al. 2014). 

Kolageny mohou sloužit nejen jako migrační cesty pro gliomové buňky, ale také jako 

bariéra či faktor ovlivňující chování buněk, proto role kolagenů v glioblastomu zůstává zatím 

ne zcela objasněna. Je známo, že exprese kolagenů koreluje s invazivitou glioblastomu a dále 

strukturální organizace kolagenů ovlivňuje dobu přežití pacienta, kdy více uspořádané 

fibrilární kolageny byly spojeny s prognosticky lepšími glioblastomy (Pointer et al. 2016). 

Navíc bylo zjištěno, že uspořádání kolagenu v rámci ECM je závislé na přítomnosti 

fibronektinu (Erat et al. 2013). 

1.2.2.2.2. Fibronektin 

Mezi fibrilární proteiny zvýšeně exprimované v mikroprostředí glioblastomu oproti 

mozku zdravého dospělého jedince patří také glykoprotein fibronektin. Zvýšená koncentrace 

v glioblastomu i v krvi je spojena s kratší dobou přežití u pacientů s glioblastomem (Sawaya 

et al. 1985; Caffo et al. 2004; Kabir a Apu 2022). Fibronektin interaguje s membránovými 

receptory, nejčastěji integriny. Pomocí této interakce propojuje a přenáší signál z vnějšího 

prostředí do vnitřního prostředí buňky. V glioblastomu integrinová interakce ovlivňuje 

několik aspektů jako buněčnou adhezi, proliferaci, motilitu, migraci a invazivitu (Serres et al. 

2014).  

Fibronektin podporuje maligní potenciál glioblastomu, například ovlivňuje gliomové 

kmenové buňky. In vitro experimenty prokázaly zvýšenou adhezi gliomových kmenových 

buněk v závislosti na množství fibronektinu, což indukovalo expresi MMP-2 a MMP-9 

degradujících ECM. Fibronektin indukuje diferenciaci gliomových kmenových buněk, kdy 

dochází ke snížení exprese kmenových markerů SOX-2 ((Sex determining region Y)-box 2) 

a nestinu a zvýšení exprese markerů asociovaných s diferenciovanými buňkami jako β-tubulin 

a gliální fibrilární acidický protein (GFAP; Glial Fibrillary Acidic Protein). Fibronektin také 

zvyšuje proliferační aktivitu těchto buněk detekovanou pomocí proteinu Ki-67. Exprese 

tohoto markeru je charakteristická pro dělící se buňky a je potlačena pouze v G0 fázi 

buněčného cyklu. Fibronektin dále zvyšuje přežívání gliomových kmenových buněk 
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prostřednictvím snížení exprese proapoptotického proteinu p53 a zvýšení exprese ABC (ATP 

Binding Cassette) transportérů přispívajících k chemorezistenci nádoru. Do těchto 

modulačních procesů je zapojena aktivace signální dráhy integrin – FAK/paxillin/protein 

kináza B (PKB; Protein Kinase B/Akt; ), která může být zvrácena intergrinovým inhibitorem 

(Yu et al. 2018). 

Signalizace spouštěná fibronektinem byla navržena Serres et al. (2014) jako jeden 

z faktorů, který spouští expresi součástí signální kaskády transformujícího růstového faktoru 

beta (TGFβ; Transforming Growth Factor Beta) v nádorových buňkách. To vytváří podmínky 

pro zpětnovazebnou smyčku, protože TGFβ ovlivňuje mimo jiné i mezenchymální buňky 

nádorového mikroprostředí k produkci molekul ECM včetně fibronektinu (Bryukhovetskiy 

a Shevchenko 2016; Zonneville et al. 2018). 

 

Obrázek 1: Změna extracelulární matrix v glioblastomu oproti zdravému mozku. Schéma shrnující relativní 

výskyt molekul extracelulární matrix ve zdravém mozku (vlevo) a v glioblastomu (vpravo). MMP – matrix 

metaloproteináza. Vytvořeno v BioRender.com. 

1.3. Signalizace TGFβ v glioblastomu 

Transformující růstový faktor beta patří do multigenové rodiny zahrnující tři geny pro 

izoformy TGFβ , tj. izoformy TGFβ1, TGFβ2 a TGFβ3, které jsou kódované geny TGFB1, 

TGFB2, TGFB3 (Yamamoto et al. 1996). V glioblastomu produkují TGFβ gliomové buňky 

včetně gliomových kmenových buněk a další buněčné typy mikroprostředí glioblastomu, jako 
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jsou astrocyty a imunitní buňky (Kjellman et al. 2000; Leitlein et al. 2001; Wesolowska et al. 

2008; Wu et al. 2010; Kim et al. 2014; Frei et al. 2015; Shaim et al. 2021). Kromě TGFβ jsou 

v glioblastomu nadměrně exprimovány i jeho receptory typu I a II (Yamada et al. 1995; Vega 

et al. 2008). Zvýšená exprese izoforem TGFβ a hyper-aktivace přenašeče signálu kanonické 

signalizace TGFβ Smad2 korelují s horší prognózou u pacientů s glioblastomem (Jiang et al. 

2017). 

TGFβ je secernován v inaktivní čili latentní podobě nekovalentně vázaný na peptid 

asociovaný s latencí (LAP; Latency-Associated Peptide) a na protein vázající latentní TGFβ 

(LTBP; Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein). Tímto latentním 

proteinovým komplexem je TGFβ napojen na ECM (Hyytiäinen et al. 2004). Latentní podoba 

TGFβ zabraňuje jeho předčasné aktivaci. Proteiny latentního komplexu TGFβ přispívají 

k jeho stabilitě. Volný TGFβ má poločas rozpadu 2 minuty, zatímco jeho latentní podoba má 

poločas rozpadu 90 minut (Wakefield et al. 1990). U glioblastomu je zvýšená exprese 

proteinu latentního komplexu LTBP-1, který je secernován nádorovými buňkami a následně 

se váže na proteiny ECM. Nadměrná exprese LTBP-1 zvyšuje aktivitu TGFβ a fosforylaci 

přenašeče signálu kanonické signalizace TGFβ Smad2 v nádorových buňkách glioblastomu 

(Tritschler et al. 2009).  

TGFβ může být uvolněn z latentního komplexu a tedy aktivován pomocí štěpení 

serinovou proteázou, například plasminem (Juban et al. 2018). Aktivní forma dimerního 

TGFβ se váže na dimer TGFβ receptoru typu II (TGFRII; Transforming Growth Factor Beta 

Receptor Type II), což vede ke změně konformace tohoto receptoru, a rekrutuje se dimer 

TGFβ receptoru typu I (TGFRI; Transforming Growth Factor Beta Receptor Type I). Dochází 

k vytvoření signalizačně aktivního receptorového heterotetrameru, kde TGFRII 

trans-fosforyluje cytosolickou regulační podjednotku TGFRI (Yamada et al. 1995). 

Membránový serin/threonin kinázový komplex přenáší signál s pomocí adaptorových proteinů 

(například SARA; Smad Anchor for Receptor Activation) fosforylací přes proteinové 

přenašeče signálu rodiny Smad, které v jádře fungují jako transkripční faktory ovlivňující 

expresi cílových genů (Frei et al. 2015), (Obrázek 2).  

V kanonické dráze signalizace TGFβ TGFRI fosforyluje intracelulární přenašeče signálu 

Smad2/3, které se váží s Co-Smad4. Heterotrimerický komplex (Smad2/3 a Smad4) se 

přesouvá do jádra, kde působí na genovou expresi ovlivněním struktury chromatinu 

a interakcemi s dalšími transkripčními faktory (Ross et al. 2006; Birch et al. 2020). Změna 
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transkripce vyvolaná signální dráhou TGFβ je závislá na kontextu, tedy se liší v souvislosti 

s buněčným typem a řadou dalších faktorů (Mullen et al. 2011; Xi et al. 2011). 

Nekanonická signální dráha TGFβ není závislá na přenašečích signálu Smad a aktivuje se 

přes fosforylaci různých substrátů, například spoluúčastníků dráhy nukleárního faktoru 

kappa-B (NF-κB; Nuclear Factor Kappa-B), fosfatidylinositol-3-kinázové (PI3K; 

PhosphoInositide-3 Kinase)/Akt, Rho-like GTPázové a mitogenem aktivované protein 

kinázové (MAPK; Mitogen-Activated Protein Kinase) dráhy včetně ERK2/1, c-Jun 

N-terminální kinázy 1 a p38. Výsledek nekanonické signální dráhy TGFβ je také závislý na 

kontextu (Birch et al. 2020). 

Signalizace TGFβ v glioblastomu má různý regulační účinek dle genetických 

a epigenetických změn v nádorových buňkách. Na začátku vývoje nádorového onemocnění 

může fungovat jako tumor supresivní faktor a později se projevuje jako tumor podporující 

faktor (Birch et al. 2020). TGFβ ovlivňuje mnoho procesů při nádorovém onemocnění. 

Například navozuje imunosupresi, reguluje kmenovost glioblastomových kmenových buněk, 

indukuje aberantní angiogenezi a usnadňuje růst (nadměrnou proliferací a zvýšeným 

přežíváním nádorových buněk), invazi nádoru a v neposlední řadě také reguluje expresi genů 

kódujících proteiny ECM (Birch et al. 2020). 
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Obrázek 2: Kanonická a nekanonická signální dráha transformujícího růstového faktoru beta (TGFβ). Dimer 

TGFβ vazbou aktivuje kinázový TGFβ receptor typu II (TGFRII), čímž transfosforylací aktivuje kinázový TGFβ 

receptor typu I (TGFRI). U kanonické signální dráhy se za pomocí adaptorového proteinu SARA (Smad Anchor 

for Receptor Activation) heterooligomerují přenašeči signálu Smad2/3 proteiny, po jejichž fosforylaci se 

rekrutuje přídatný Co-Smad4. Smad komplex se translokuje do jádra, kde ovlivňuje genovou expresi. 

Nekanonická signální dráha nezávisle na přenašečích signálu Smad aktivuje fosforylací různé signální dráhy, 

například dráhu mitogenem aktivované protein kinázy (MAPK), fosfatidylinositol-3-kinázy (PI3K)/Akt 

a nukleárního faktoru κB (NF- κB). Vytvořeno v BioRender.com 

1.3.1. Vliv TGFβ na extracelulární matrix nádoru a jeho 

mikroprostředí 

Jeden z důležitých důsledků signalizace TGFβ v nádorovém mikroprostředí je ovlivnění 

adheze a migrace nádorových buněk prostřednictvím indukce syntézy proteinů ECM nebo 

změnou složení adhezivních molekul na povrchu buněk (Caja et al. 2018). TGFβ kontroluje 

homeostázu proteinů ECM regulací, tedy zvýšením, exprese proteinů ECM. U některých 

buněčných typů signalizace TGFβ spouští syntézu kolagenu typu I a fibronektinu, a tím 

podporuje jejich inkorporaci do ECM (Ignotzs a Massague 1986). Kolagen typu I 

a fibronektin může být transkripčně indukován přes Smad3 (přenašeč signálu kanonické dráhy 

TGFβ) a tato zvýšená exprese může být zvrácena působením tumorsupresoru p53 
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účinkujícího právě na aktivitu Smad3 (Ghosh et al. 2004; Hasegawa et al. 2009; Kang et al. 

2017). Exprese fibronektinu může být zvýšena také vlivem nekanonické signalizace TGFβ 

přes MAPK p38 a ERK1/2 (Niculescu-duvaz et al. 2007). Dále bylo prokázáno, že TGFβ 

stimuluje expresi adhezivních molekul, například integrinových podjednotek α5 a β3. Tato 

změněná exprese integrinů vede ke zvýšené migraci nádorových buněk. Ta může být 

inhibována integrin-neutralizující protilátkou nebo echistatinem (inhibitor obsahující RGD 

(Arg-Gly-Asp) sekvenci), který váže integriny a blokuje jejich signalizaci (Platten et al. 2000; 

Silginer et al. 2014). Integriny navíc mohou indukovat uvolnění proteinového komplexu (LAP 

a LTBP) z TGFβ, čímž se z latentní formy TGFβ stává aktivní forma (Annes et al. 2004). 

V rámci remodelace ECM a zvýšení migrace nádoru indukuje TGFβ expresi řady ECM 

degradujících proteáz, včetně MMP, což jsou extracelulární endopeptidázy štěpící různé 

molekuly ECM včetně proteoglykanů mozkové ECM (Nakano et al. 1995; Dziembowska et 

al. 2007; Sakai et al. 2011). TGFβ indukuje například MMP-2 a MMP-9 zvýšením stability 

jejich mRNA, což vede ke zvýšené proteinové expresi (Sehgal a Thompson 1999; Wick et al. 

2001; Baumann et al. 2009). TGFβ navíc zvyšuje aktivitu MMP-2 například prostřednictvím 

vazby na TGFβ indukovaný typ intergrinu αvβ3. Tyto vazby na povrchové molekuly nebo 

další proteiny v ECM jsou nezbytný předpoklad pro účinnou aktivaci a maturaci těchto 

enzymů (Brooks et al. 1996; Baumann et al. 2009). TGFβ zároveň může ovlivnit aktivitu 

MMP snížením exprese tkáňových inhibitorů MMP (Nakano et al. 1995; Wick et al. 2001). 

Zvýšeně exprimované MMP následně dokáží mimo degradaci klasických molekul ECM 

aktivovat TGFβ z latentní podoby uložené v ECM a dochází tedy k pozitivní zpětné vazbě 

(Tatti et al. 2008). 

Ve výsledku signalizace TGFβ vede k nerovnováze proteázových aktivit, což podporuje 

degradaci původní ECM a zároveň vede ke změně exprese proteinů ECM v nádoru, a tak 

různými způsoby dotváří nádorové mikroprostředí vhodné pro následnou invazi buněk, a tedy 

podporuje progresi nádorového onemocnění. 

Existuje velké množství literárních dat zkoumajících expresi a účinky TGFβ v mozkových 

nádorech, ale dosud však nejsou zcela známé molekulární mechanismy jeho působení 

a zapojení do patogeneze glioblastomu (Kaminska a Cyranowski 2020). 

In vitro experimenty s buňkami mikroprostředí glioblastomu dokázaly, že kanonická 

signální dráha TGFβ vede ke zvýšení produkce povrchové proteázy fibroblastového 

aktivačního proteinu (FAP; Fibroblast Activation Protein), (Krepela et al. 2021). Řadou 
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autorů byl FAP asociován s horší prognózou pacientů s nádorovými onemocněními včetně 

pacientů s glioblastomem (Tchou et al. 2013; Wikberg et al. 2013; Patsouras et al. 2015; Ebert 

et al. 2020). 

1.4. Fibroblastový aktivační protein v nádorovém mikroprostředí 

Fibroblastový aktivační protein patří mezi povrchově exprimované serinové proteázy 

funkční skupiny s dipeptidylpeptidázovou-IV aktivitou a/nebo strukturou homologních 

molekul (tzv. DASH molekuly), (Šedo a Malík 2001). Enzymaticky aktivní FAP je složen ze 

dvou enzymaticky neaktivních monomerních 97kDa podjednotek (Piñeiro-Sánchez et al. 

1997). Aminokyseliny důležité pro enzymatickou aktivitu FAP jsou Ser624, Asp702 a His734, 

které tvoří katalytickou triádu v aktivním místě enzymu (Niedermeyer et al. 1998). 

FAP má dvě různé enzymové aktivity (Obrázek 3). Patří do skupiny exopeptidáz či 

aminopeptidáz (S9B oligopeptidázové rodiny) díky schopnosti odštěpit dipeptidy obsahující 

prolin v pozici P1 z N-konce proteinů (Edosada et al. 2006). Také může působit jako 

endopeptidáza, a tudíž štěpí proteiny uvnitř v místech specifické sekvence aminokyselin. Pro 

endopeptidázovou aktivitu jsou důležité aminokyseliny prolin v pozici P1 a glycin v pozici P2 

ve štěpeném proteinu (Edosada et al. 2006; Jambunathan et al. 2012). Je známo několik 

biologicky důležitých proteinů štěpitelných FAP, například kolageny typu I a III, natriuretický 

peptid typu B, neuropeptid Y, YY protein a substance P (Christiansen et al. 2007; Keane et al. 

2011). 

 

Obrázek 3: Duální enzymová aktivita fibroblastového aktivačního proteinu (FAP). (A) Exopeptidázová aktivita 

FAP umožňuje odštěpit dipeptid za prolinovým zbytkem na N konci proteinu. (B) Endopeptidázová aktivita FAP 

zprostředkovává štěpení za specifickou sekvencí glycinového a prolinového zbytku uvnitř proteinu. Vytvořeno 

v BioRender.com. 
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Při fyziologických podmínkách se exprese FAP téměř nevyskytuje v postnatálních 

tkáních, nicméně jeho exprese byla detekována pankreatickými alfa-buňkami, retikulárními 

buňkami lymfatických uzlin, mezenchymálními buňkami kostní dřeně  a buňkami děložní 

sliznice v proliferační fázi menstruačního cyklu (Dolznig et al. 2005; Chung et al. 2014; 

Denton et al. 2014; Busek et al. 2015). Zvýšení exprese FAP je spojováno s remodelací tkáně 

při různých patologických stavech. Mezi nemaligní patologické stavy se zvýšenou expresí 

FAP můžeme řadit idiopatickou plicní fibrózu, jaterní cirhózu  či revmatoidní artritidu  

a osteoartritidu, kdy je FAP zapojen do patogeneze onemocnění právě remodelací ECM 

(Bauer et al. 2006; Milner et al. 2006; Ramachandran et al. 2013; Fan et al. 2016). 

Zvýšení exprese FAP je typické pro solidní nádory, u kterých může být FAP exprimován 

jak na buňkách nádorového mikroprostředí, tak na samotných nádorových buňkách (Busek et 

al. 2016; Busek et al. 2018). Exprese FAP byla prokázána u kolorektálního karcinomu, 

karcinomu pankreatu, žaludku, prsu, vaječníku  a dalších nádorech (Tchou et al. 2013; Wang 

et al. 2013; Wikberg et al. 2013; Mhawech-fauceglia et al. 2015; Patsouras et al. 2015; Busek 

et al. 2018). U většiny epiteliálních nádorů či karcinomů byly detekovány FAP+ 

mezenchymální buňky/fibroblasty, a to například u kolorektálního karcinomu, karcinomu 

prsu, vaječníků a glioblastomu (Busek et al. 2016; Busek et al. 2018; Puré a Blomberg 2018). 

V buněčné části mikroprostředí glioblastomu byla popsána nemaligní mezenchymální 

populace buněk exprimujících FAP, která představuje potenciálně důležitou složku podílející 

se na progresi onemocnění a byla detekována ve většině glioblastomů, především v oblastech 

kolem cév, což ve zdravé tkáni mozku nebylo nalezeno (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020). 

Do FAP+ populace můžeme řadit buněčné typy jako pericyty, multipotentní mezenchymální 

stromální buňky, fibrocyty, nádorově asociované fibroblasty a TAM (Tchou et al. 2013; 

Appaix et al. 2014;  Clavreul et al. 2014; Trylcova et al. 2015; Busek et al. 2016). Ačkoli  

funkce této buněčné populace není zcela jasná, bylo objeveno, že FAP+ mezenchymální 

buňky se obecně podílí na zprostředkování nádorem indukované imunosuprese (Arnold et al. 

2014). Bylo dokázáno, že FAP+ mezenchymální buňky mají vliv na proliferaci a migraci 

gliomových buněk pomocí rozpustných mediátorů a tedy podporují typické perivaskulární 

šíření gliomových buněk (Balaziova et al. 2021). Dále se FAP+ mezenchymální buňky 

zapojují do neoangiogeneze a taktéž se podílí na produkci a remodelaci ECM (Lee et al. 2011; 

Lo et al. 2015; Balaziova et al. 2021). 

Vliv FAP+ buněk na remodelaci ECM v mikroprostředí nádorů stále není jasný. Exprese 

FAP je prokázána u různých typů migrujících buněk zejména na jejich invadopodiích, kde se 



 

15 
 

exprimují i další funkčně podobné molekuly a spolu vytvářejí proteolytické komplexy (Artym 

et al. 2002; Ghersi et al. 2002). FAP přispívá k invazivnímu chování nádorových buněk i přes 

nehydrolytické mechanismy, což bylo dokázáno in vitro experimenty s transfekovanými 

buňkami prsního karcinomu. Aktivní i neaktivní formou FAP transfekované buňky zvýšeně 

degradovaly ECM a exprimovaly MMP-9 (Huang et al. 2011). Dále bylo v buněčných liniích 

karcinomu prsu exprimujících aktivní i neaktivní FAP detekováno i zvýšené množství 

MMP-2 (Lv et al. 2016). Avšak mechanismus působení FAP na zvýšení degradace ECM 

a exprese MMP není zcela jasně pochopen.  

První objevený substrát FAP – kolagen typu I byl detekován za použití denaturovaného 

proteinu (Park et al. 1999), proto byly podmínky štěpení kontroverzní. Později se zjistilo, že 

kolagen typu I může být štěpen enzymatickou aktivitou FAP až po enzymatickém štěpení 

pomocí MMP (Christiansen et al. 2007; Fan et al. 2016). Ve výsledku exprese FAP vede ke 

zvýšení migrace nádorových buněk (Ghersi et al. 2006). Tyto výsledky dále podporuje 

experiment in vitro, kde vytvořená ECM FAP+ fibroblasty stimulovala β1 integrinovou 

signalizaci, čímž významně zvýšila motilitu nádorových buněk oproti ECM vytvořené FAP- 

fibroblasty (Lee et al. 2011). 
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2. Cíle práce 

Předchozí studie prokázaly přítomnost mezenchymálních buněk exprimujících 

fibroblastový aktivační protein a expresi fibrilárních proteinů ECM v perivaskulární oblasti 

glioblastomu. Taktéž bylo prokázáno, že je v glioblastomu zvýšeně aktivovaná signální dráha 

TGFβ. Na základě našich dat i dat dalších autorů proponujeme hypotézu, že pod vlivem TGFβ 

dochází u mezenchymálních buněk exprimujících fibroblastový aktivační protein ke zvýšené 

produkci ECM, což by mohlo přispívat k progresi glioblastomu. 

V rámci diplomové práce bylo mými cíli 1) objasnit vliv TGFβ na expresi vybraných 

fibrilárních proteinů ECM buňkami mikroprostředí glioblastomu, především 

mezenchymálními buňkami exprimujícími fibroblastový aktivační protein a 2) pomocí in 

vitro funkčních studií zjistit vliv ECM produkované mezenchymálními buňkami 

exprimujícími fibroblastový aktivační protein s a bez stimulace TGFβ na migraci gliomových 

buněk. 
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3. Materiál a metody 

3.1.  Laboratorní vybavení 

• Autokláv, SterilCave 18BDH, Cominox, Itálie  

• Centrifuga s výkyvným rotorem, Hettich Zentrifugen Universal 16R, Německo  

• Centrifuga, Hettich Zentrifugen Universal 320R  

• CO2 termostat, Sanyo, Japonsko  

• Coulter Z2 Counter se 100 µm kapilárou, Beckman Coulter, Německo  

• Epifluorescenční mikroskop Olympus IX8 vybavený kamerou Olympus DP30BW, 

Japonsko a kamerou Hamamatsu, ORCA-Flash4.0 V3, C13440-20CU, Japonsko 

• Konfokální mikroskop Olympus Fluo View 300, Japonsko 

• Laminární box Aura Mini, BioAir, Itálie 

• Laminární box SafeFAST classic 212, Itálie  

• Orbitální třepačka WT17, Biometra, Analytic Jena, Německo 

• Orbitální třepačka, PTR 30, Grant-Bio, UK  

• Pipetory Integra Biosciences, Švýcarsko 

• Pipety Gilson, Francie 

• Promývačka ELISA destiček HydroFlex, Tecan, Švýcarsko 

• Spektrofotometr Sunrise-basic, Tecan, Rakousko 

• Světelný mikroskop, Nikon TMS, Japonsko 

• Vortex-Genie2, Scientific Industries, USA 

3.2. Spotřební materiál 

• Inserty do 24 jamkových desek s 8 µm póry (10769-242), VWR International, USA 

• Laboratorní rukavice, Promedica, ČR 

• Mikrozkumavky, Eppendorf, Německo  

• Pipetovací špičky, Gilson, Francie  

• Plastik pro tkáňové kultury, Nunc, USA  

• Sterilní filtry Millex GV 0,22 µm, Millipore, Irsko  

• Sterilní jehly Sterican, B. Braun Melsungen AG, Německo 

• 96 jamkové desky, Anicrin, Itálie 

• 96 jamkové EIA/RIA stripové desky, ImmunoChemistry Technologies, USA 



 

18 
 

3.3. Chemikálie, roztoky 

• Akutáza (A6964; Sigma, CZ) 

• B27 bez vitamínu A (12587010; ThermoFisher, CZ) 

• Coulter izoton II diluent (8448011; Beckman, USA) 

• ELISA-kit DuoSet Human Fibronectin (DY1918-05; R&D Systems, UK) 

• ELISA-kit DuoSet Human Pro-collagen I alpha 1 (DY6220-05; R&D Systems, UK) 

• ELISA-kit DuoSet TGF beta-1 (DY240-05; R&D Systems, UK) 

• Epidermální růstový faktor, (AF-100-15; PeproTech, UK) 

• Extrakční pufr – 20 mM NH4OH (09859; Sigma, CZ), 0,5% Triton X-100 v PBS 

• Fetální hovězí sérum (FBS; Fetal Bovine Serum), (F7524; Sigma, CZ a 0010; 

Sciencell, USA) 

• Fibroblastový růstový faktor, (AF-100-18B; PeproTech, UK) 

• Fibronektin, (F1141-5MG; Sigma, CZ) 

• Geltrex (A1413302; ThermoFisher, CZ) 

• GlutaMAX (35050-038; ThermoFisher, CZ) 

• Hoechst 33258 (bisbenzimid; 861405; Sigma, CZ)  

• Kit na stanovení celkového proteinu (DC Protein Assay Kit II; 5000112; Bio-Rad 

Laboratories, USA) 

• Lyzační pufr – 25 µM Pepstatin A, 50 µM E64, 200 µM AEBSF, 10mM Tris-HCl, 

100mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% glycerol 

v H2O 

• Medium D-MEM (D5796; Sigma, CZ)  

• Medium D-MEM F-12 Ham (s 15mM HEPES a NaHCO3), (D6434; Sigma, CZ) 

• Montovací médium Aqua-PolyMount (18606; Polysciences, Německo) 

• Pericytární medium (1201; Sciencell, USA)  

• Pericytární růstový suplement, (1252; Sciencell, USA) 

• Polylysin, (4707; Sigma, CZ) 

• Primární a sekundární protilátky (viz Tabulka 1) 

• Roztok PBS (Phosphate Buffered Saline) – 137 mM NaCl, 4 mM Na2HPO4, 2,68 mM 

KCl, 1,76 mM KH2PO4; pH 7,4 

• Sodná sůl kyseliny L-askorbové (A4034; Sigma, CZ) 
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• Solubilizační pufr – 5 M Guanidin hydrochlorid (G3272; Sigma, CZ), 10 mM 

dithiothreitol (20710; Serva, Německo), sterilní deionizovaná voda  

• TBS s 0,03% Triton X-100  

• TGFβ1 inhibitor A7701 (1744; Axon Medchem, Nizozemí) 

• Transformující růstový faktor beta 1 (TGFβ1), (100-21C; PeproTech, UK) 

• Tris-Pufr (TBS) – 50 mM Tris, 150 mM NaCl  

• Trypsin-kyselina ethylen-diamin-tetraoctová (trypsin-EDTA), (SLBZ9299; Sigma, 

CZ)  

• 0,1% azid sodný v PBS 

• 0,1% hovězí sérový albumin (BSA; Sigma, CZ) v PBS   

• 0,1% Triton X-100 v H2O 

• 0,2% želatina (G7041; Sigma, CZ) v PBS  

• 1% glutaraldehyd (G6257; Sigma, CZ) v PBS  

• 10% FBS s 1% BSA v TBS  

• 4% paraformaldehyd 

• 10 000U/ml penicillin a 10 000µg/ml streptomycin (0503; Sciencell, USA) 

• 1M ethanolamin (411000; Sigma, CZ) v H2O 

Deionizovaná voda, roztok PBS a další nesterilní materiál používaný při práci s buněčnými 

kulturami byl sterilizován pomocí autoklávování. 

3.4. Buněčné kultury 

3.4.1. Gliomové linie 

Od společnosti ATCC (Rockville, USA), přesněji Clontech (Clontech-Takara Bio 

Europe, Francie) byly opatřeny lidské gliomové buněčné kultury U87MG a U251MG. Buňky 

byly kultivovány za standartních podmínek dle protokolů a doporučení dodavatele, a to 

v kultivačních nádobách s kultivačním médiem D-MEM (Sigma) s přídavkem 10 % fetálního 

hovězího séra (Sigma) v CO2 termostatu při 37 °C v atmosféře obsahující 5 % CO2 s 95% 

vlhkostí vzduchu. 

3.4.2. Primární FAP+ mezenchymální kultury 

Z bioptického materiálu glioblastomu byly vyizolovány primární FAP+ 

mezenchymální kultury (pFAP; Primary mesenchymal cells expressing Fibroblast Activating 

Protein) metodou magneticky aktivovaného buněčného třídění (MACS; Magnetic-Activated 
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Cell Sorting; viz kapitola 3.5.4) s využitím protilátky proti antigenu FAP (F11-24, 

eBioscience). Buňky byly kultivovány v kultivačních nádobách potažených fibronektinem 

(2 µl·cm-2) s kultivačním pericytárním médiem (Sciencell) s přídavkem 2 % fetálního 

hovězího séra (Sciencell), 1 % pericytárního růstového suplementu (Sciencell), 1 % penicilinu 

se streptomycinem (Sciencell) v CO2 termostatu při 37 °C v atmosféře obsahující 5 % CO2 

s 95% vlhkostí vzduchu (Balaziova et al. 2021). 

3.4.3. Lidské mozkové vaskulární pericyty 

Lidské mozkové vaskulární pericyty (HBVP; Human Brain Vascular Pericytes; 

Sciencell, USA) byly standardně kultivovány dle doporučení a protokolů dodavatele. Buňky 

byly kultivovány v kultivačních nádobách potažených polylysinem (2 µg·cm-2) s kultivačním 

pericytárním médiem (Sciencell) s přídavkem 2 % fetálního hovězího séra (Sciencell), 1 % 

pericytárního růstového suplementu (Sciencell), 1 % penicilinu se streptomycinem (Sciencell) 

v CO2 termostatu při 37 °C v atmosféře obsahující 5 % CO2 s 95% vlhkostí vzduchu 

(Balaziova et al. 2021). 

3.4.4. Primární gliomové kmenové kultury 

Z bioptického materiálu glioblastomu byly vyizolovány primární gliomové kmenové 

kultury (GSC; Glioma Stem Cells) metodou selekčního média, čímž bylo kompletní 

kultivační médium pro primární gliomové kmenové buňky (viz dále) a následně pomocí 

selekce buněk formující sféry po kultivaci na neadherentním povrchu. Gliomové kmenové 

buňky mohou být dále kultivovány na neadherentním plastiku ve formě sfér nebo na 

adherentním plastiku potaženém Geltrexem (ThermoFisher). Pro experimenty byly buňky 

kultivovány v kultivačních nádobách potažených Geltrexem s kultivačním médiem DMEM 

F-12 (Sigma) s přídavkem 1 % penicilinu/streptomycinu (Sigma), 1 % GlutaMAX 

(ThermoFisher), 2 % B27 (ThermoFisher), 0,02 % epidermálního růstového faktoru 

(PeproTech) a 0,02 % fibroblastového růstového faktoru (PeproTech) v CO2 termostatu při 

37 °C v atmosféře obsahující 5 % CO2 s 95% vlhkostí vzduchu (Sana et al. 2018). 

3.5. Metody 

3.5.1. Rozmrazování buněk 

Ve vodní lázni o teplotě 37 °C byly buňky opatrně rozmrazeny. Když byl pozorován 

poslední kousek ledu, kryozkumavka byla otřena 70% ethanolem a vložena do sterilního 

laminárního boxu. Rozmrazené buňky byly přeneseny do kompletního kultivačního média dle 
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konkrétního typu buněk (viz kapitola 3.4) a centrifugovány (4 °C, 499 g, 5 minut). Poté byl 

supernatant odsán a pelet byl resuspendován v příslušném kultivačním médiu. Buňky byly 

kultivovány v CO2 termostatu. Po 24 hodinách bylo kultivační médium vyměněno za čerstvé 

kultivační médium. 

3.5.2. Pasážování 

Při trypsinizaci bylo nejdřív odsáto médium z kultivační nádoby. Buňky byly 

opláchnuty roztokem PBS (0,2 ml/cm2), po odsátí PBS byl přidán roztok trypsin-EDTA 

(0,04 ml/cm2). Následně byl kultivační plastik s přídavkem trypsin-EDTA uložen do CO2 

termostatu, kde byl ponechán po dobu 1 až 3 minut za vizuální kontroly uvolnění buněk. 

Přidáním čerstvého kompletního média se sérem v poměru 1:1 k trypsinu-EDTA bylo 

inhibováno jeho působení. Pomocí pipetoru byly buňky šetrně resuspendovány z agregátů. 

Buňky byly přeneseny v potřebném množství do předpřipraveného kultivačního plastiku 

s kompletním médiem dle typu kultivovaných buněk (viz kapitola 3.4). 

Při pasážování gliomových kmenových buněk bylo využito roztoku akutázy. Nejdříve 

bylo odsáto kultivační médium z plastiku. Buňky byly ošetřeny roztokem akutázy 

(0,02 ml/cm2) a uloženy do CO2 termostatu, kde byly ponechány po dobu 3 až 5 minut dle 

vizuální kontroly buněk. Přidáním malého objemu PBS za pomocí nasávání a vytlačování 

pipetorem byly buňky šetrně resuspendovány na monocelulární suspenzi. Celý objem 

resuspendovaných buněk byl přenesen do zkumavky, která byla centrifugována (4 °C, 499 g, 

8 minut). Následně byl supernatant odsán. Pelet byl resuspendován v kompletním médiu (viz 

kapitola 3.4.4). Potřebné množství buněk bylo přeneseno do předpřipraveného kultivačního 

plastiku s kompletním médiem.  

3.5.3. Počítání buněk 

V plastové kyvetě byla promíchána odebraná buněčná suspenze a naředěna do poměru 

1:200 s Coulter Izoton II Diluent (Fisher Scientific). Počet buněk byl určen za pomoci 

přístroje Coulter Z2 Counter s kapilárou s 100μm aperturou. 

3.5.4. Magneticky aktivované třídění buněk 

MACS, přesněji systém magnetických kuliček Dynabeads Sheep anti-Mouse IgG 

(Invitrogen), byl využit pro izolaci FAP+ mezenchymálních buněk z bioptického materiálu 

glioblastomu, který byl mechanicky a enzymaticky (pomocí akutázy) disociován na 

monocelulární suspenzi (Obrázek 4). Izolace FAP+ mezenchymálních buněk byla specifická 

https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
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díky protilátce proti antigenu FAP (F11-24, eBioscience). Podle protokolu a doporučení 

společnosti byla provedena izolace. 

Monocelulární suspenze byla centrifugována (4 °C, 348 g, 4 minuty). Pelet byl 

resuspendován v 0,1% BSA v PBS na požadovanou koncentraci 10 · 106 buněk/ml. Primární 

myší protilátka anti-FAP byla smíchána s připravenou buněčnou suspenzí a za stálého 

míchání pomocí orbitální míchačky inkubována po dobu 15 minut při 4 °C. Současně dané 

množství Dynabeads (2,5 µl Dynabeads/1 milion buněk) bylo dvakrát propláchnuto pomocí 

1 ml 0,1% BSA v PBS. Následně byla buněčná suspenze dvakrát propláchnuta 0,1% BSA 

v PBS, centrifugována (4 °C, 244 g, 8 minut) a v 0,1% BSA v PBS byl resuspendován pelet 

na výše uvedenou koncentraci buněk. Buněčná suspenze byla smísena s připravenými 

Dynabeads. Inkubace směsi probíhala při 4 °C na orbitální třepačce po dobu 20 minut. Dále 

byl objem 0,1% BSA v PBS zdvojnásoben, respektive buněčná suspenze byla dvakrát 

zředěna. Za využití magnetického stojanu byly zachyceny buňky s Dynabeads a zbytková, 

tedy FAP negativní frakce byla odstraněna odsátím. Buňky zachycené magnetem byly 

čtyřikrát propláchnuty 1 ml 0,1% BSA v PBS, nasazeny do kultivačních nádob a kultivovány 

za výše uvedených podmínek (viz kapitola 3.4.2). 

 

Obrázek 4: Zjednodušené schéma magneticky aktivovaného třídění buněk. Glioblastom byl disociován na 

suspenzi, ze které byly izolovány buňky exprimující fibroblastový aktivační protein (FAP) pomocí specifické 

protilátky proti antigenu FAP spojené s magnetickými kuličkami. Vytvořeno v Biorender.com. 

3.5.5. Imunohistochemie a imunocytochemie 

Na tkáňových řezech nebo na buňkami porostlých mikroskopických krycích sklech 

byla provedena imunochemická detekce (Balaziova et al. 2021). Nejdřív se vzorky 10 minut 

fixovaly 4% paraformaldehydem při pokojové teplotě (RT; Room Temperature), resp. 5 minut 

aceton:methanolem (1:1) při -10 °C, poté byl proveden dvakrát oplach PBS po dobu 5 minut 

při RT, resp. při fixaci acetonem se nechaly vyschnout. Následně byly vzorky inkubovány 

5 minut s permeabilizačním roztokem (0,1% Triton X-100) a znovu byl dvakrát proveden 

oplach PBS, resp. u fixace acetonem nebyl prováděn permeabilizační krok. Po dobu 1 hodiny 
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byly vzorky blokovány 10% FBS s 1% BSA (Sigma) v TBS, následně byla přidána primární 

protilátka rozředěná v roztoku 1% BSA v TBS. Ředění a inkubační doba byly odlišné dle typu 

protilátky (Tabulka 1). Po uplynutí doby inkubace s primární protilátkou byly vzorky dvakrát 

opláchnuty v TBS s 0,03% Tritonem X-100 po dobu 5 min při RT. Následně byla přidána 

sekundární protilátka (Tabulka 1) rozředěná v roztoku 1% BSA v TBS s přídavkem Hoechst 

v koncentraci 1 µM (bisbenzimid, Sigma) pro vizualizaci buněčných jader. Se sekundární 

protilátkou a přídavkem Hoechst byly vzorky inkubovány 1 hodinu při pokojové teplotě. 

Následně byl třikrát proveden oplach TBS a čtvrtý oplach deionizovanou vodou. Vzorky byly 

volně vysušeny a zamontovány (Polyscience). Fluorescenční mikroskop (Olympus IX70 

s kamerou DP70BW a kamerou Hamamatsu ORCA-Flash4.0 V3) byl využit pro pozorování 

a fotodokumentaci barvených vzorků. 
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Tabulka 1: Seznam protilátek využitých při imunochemických analýzách. COLI – kolagen typu I (Collagen Type 

I), FAP – fibroblastový aktivační protein (Fibroblast Activation Protein), FN – fibronektin (Fibronectin), GFAP 

– gliální fibrilární acidický protein (Glial Fibrillary Acidic Protein), PDGFRβ – receptor růstového faktoru 

krevních destiček beta (Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta), SMA – alfa-aktin hladkého svalu 

(Alpha-Smooth Muscle Actin), TE-7 – mezenchymální marker, TGFβ – transformující růstový faktor beta 

(Transforming Growth Factor Beta), VWF – Von Willebrandův faktor (Von Willebrand Factor). 

Protilátky (druh, klon/kat. č., dodavatel) Ředění Inkubační časy Teplota 

Anti COLI (králík, Ab34710, Abcam) 1:800 1 hodina RT 

Anti COLI (myš, C2456, Sigma-Aldrich) 1:2000 1 hodina RT 

Anti FAP (krysa, D8, Vitatex) 1:200 Přes noc 4 °C 

Anti FAP (myš, IgG1 kappa izolovaná z F19 

myšího hybridomu (ATCC CRL-2733)) 

56 μg·ml−1 Přes noc 4 °C 

Anti FN (králík, Ab23750, Abcam) 1:1200 1 hodina RT 

Anti GFAP (myš, 11255M001, Exbio) 1:200 Přes noc 4 °C 

Anti PDGFRβ (myš, PR7212, Bio-Rad) 1:50 Přes noc 4 °C 

Anti SMA (myš, 1A4, Abcam) 1:200 Přes noc 4 °C 

Anti TE-7 (myš, CBL271, Millipore) 1:200 1 hodina RT 

Anti TGFβ (králík, Ab92486, Abcam) 1:400 Přes noc 4 °C 

Anti VWF (králík, A0083, Dako) 1:100 1 hodina RT 

Alexa Fluor 488 koza anti králík IgG 

(králík, A11034, Invitrogen) 

1:500 1 hodina RT 

Alexa Fluor 488 koza anti krysa IgG 

(koza, A11006, Invitrogen) 

1:500 1 hodina RT 

Alexa Fluor 488 osel anti myš IgG 

(osel, A21202, Invitrogen) 

1:500 1 hodina RT 

Alexa Fluor 546 koza anti králík IgG 

(králík, A11010, Invitrogen) 

1:500 1 hodina RT 

Alexa Fluor 546 osel anti myš IgG 

(osel, A10036, Invitrogen) 

1:500 1 hodina RT 

3.5.6. Příprava buněčných lyzátů 

Všechny popsané procesy byly prováděny na ledu. Buňky v kultivačních nádobách 

byly dvakrát opláchnuty ledovým PBS, poté bylo přidáno dané množství (80 µl na jednu 

jamku 6 jamkové desky) lyzačního pufru a ponecháno po dobu cca 2 minut v kultivační 

nádobě. Plastovou škrabkou byly buňky mechanicky staženy z povrchu kultivační nádoby. 

Následně byly přeneseny do mikrozkumavky, dvacetkrát promíchány 200µl špičkou 

a vortexovány po dobu 10 sekund. Při 4 °C po dobu 20 minut byly vzorky ponechány na 

orbitální třepačce. Vzorky v mikrozkumavkách byly centrifugovány (4 °C, 21293 g, 
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30 minut). Odebráním supernatantu byl vytvořen alikvot, který byl dál využit 

k imunodetekční analýze ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) a k měření 

celkové koncentrace proteinu. 

3.5.7. ELISA 

Extracelulární proteiny kolagen typu I, fibronektin a TGFβ1 byly testovány 

v buněčných a tkáňových lyzátech pomocí Human Pro-collagen I alpha 1 DuoSet, Human 

Fibronectin DuoSet a DuoSet TGF beta-1 (DY6220-05, DY1918-05 a DY240-05, R&D 

Systems, Abingdon, UK) dle protokolů a doporučení společnosti. Detekční metoda ELISA 

byla provedena podle protokolu (Matrasova et al. 2017). Pro normalizaci výsledků metody 

ELISA byla použita normalizace na koncentraci celkového proteinu v lyzátu. 

3.5.8. Měření celkové koncentrace proteinu 

Koncentrace proteinu v lyzátech byla stanovena Lowryho metodou (Lowry et al. 

1951) s použitím DC kitu (detergent compatible; kompatibilního s detergenty; Bio-Rad 

Laboratories) na stanovení celkového proteinu. 

3.5.9. In vitro experimenty s přídavkem TGFβ1 

3.5.9.1. Stimulace buněčných kultur TGFβ1 

Buněčné kultury byly stimulovány TGFβ1 po dobu 5 dní. Na základě literárních dat 

a předběžných výsledků byly zvoleny tři kultivační podmínky, které vycházely z předchozí 

práce (Krepela et al. 2021), a to kompletní kultivační médium s přídavkem askorbátu (Sigma) 

v koncentraci 50 µg·ml-1. Ve dvou dalších podmínkách při stimulaci buněčných kultur byl 

navíc přidán TGFβ1 (PeproTech) v koncentraci 2 ng·ml-1 a 10 ng·ml-1. Při kultivaci bylo 

využito kompletní kultivační médium specifické pro danou buněčnou kulturu. Buňky byly 

nasazeny ve čtyřech biologických replikátech pro tři výše uvedené kultivační podmínky 

do 6 jamkových desek a v monopletu na krycí sklo (24 x 32 mm) v malé petrici. Počet 

nasazených buněk pro experiment se lišil dle typu buněk (Tabulka 2). Následující den byly 

kultivační nádoby se skly zality čerstvým médiem s výše uvedenými přídavky. Třetí den 

kultivace bylo kultivační médium vyměněno za čerstvé s příslušnými přídavky. Šestý den 

byla kultivace ukončena fixací skel pro imunocytochemii a přípravou buněčného lyzátu 

z 6 jamkových desek. 
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Tabulka 2: Seznam buněčných kultur použitých při experimentu určující vliv TGFβ1 na tvorbu proteinů 

extracelulární matrix a počty buněk nasazených do kultivačních nádob. GSC – primární gliomové kmenové 

buňky; HBVP – lidské mozkové vaskulární pericyty; pFAP – primární FAP+ mezenchymální buňky; U87, U251 – 

gliomové linie. 

Typ buněk Počet buněk na 1 jamku v 6 jamkové desce Počet buněk na krycí sklo 

pFAP kultury 200 tisíc 174 tisíc 

HBVP 200 tisíc 174 tisíc 

U87 80 tisíc 69 tisíc 

U251 80 tisíc 30 tisíc 

GSC 200 tisíc 174 tisíc 

3.5.9.2. Příprava 3D extracelulárních matric pod vlivem TGFβ1 

Pro přípravu 3D extracelulárních matric byl využit modifikovaný protokol od 

Cukierman (2002). Nejprve byl připraven potah na kultivačních nádobách, a to inkubací 0,2% 

želatiny (Sigma) v PBS (0,23 ml·cm-2) po dobu 1 hodiny při 37 °C, následovanou oplachem 

PBS (0,23 ml·cm-2) a inkubací 1% glutaraldehydu (Sigma) v PBS (0,23 ml·cm-2) po dobu 

30 minut při RT. Třikrát byl proveden oplach PBS (0,23 ml·cm-2), každý po dobu 5 minut. 

Další inkubace s 1M ethanolaminem (0,23 ml·cm-2) byla provedena po dobu 30 minut při RT. 

Znovu byl třikrát proveden oplach roztokem PBS (0,23 ml·cm-2) a nakonec byl PBS nahrazen 

specifickým kompletním kultivačním médiem dle typu buněk (viz kapitola 3.4). 

Buňky byly sebrány, spočítány a byla připravena suspeneze o koncetraci 

5 · 105 buněk/ml. Dané množství buněčné suspenze (57 tisíc buněk/cm2) bylo přeneseno 

do kultivačních nádob a kultivováno v CO2 termostatu přes noc. Pro určení vlivu TGFβ1 

na tvorbu 3D extracelulárních matric byly stanoveny tři kultivační podmínky. Pro přípravu 

kontrolní 3D extracelulární matrice byly buňky kultivovány v kompletním kultivačním 

médium s přídavkem askorbátu (Sigma) v koncentraci 50 µg·ml-1. Při stimulaci byl použit 

navíc TGFβ1 (PeproTech) v koncentraci 2 ng·ml-1 a pro určení vlivu kanonické signální 

dráhy TGFβ1 byl navíc do média přidán TGFβ1 inhibitor A7701 (Axon Medchem) 

v koncentraci 1 µmol·l-1. Následující den bylo médium vyměněno za čerstvé kompletní 

kultivační médium dle kultivační podmínky. Výše uvedená výměna kultivačního média 

s přídavky byla provedena také čtvrtý a šestý den kultivace. 

Celkově byly buňky kultivovány 7 dní pro vytvoření matrice. Osmý den kultivace byla 

provedena decelularizace 3D extracelulární matrice. Dvakrát byl proveden opatrný oplach 

PBS (0,23 ml·cm-2). Následně byl po kapkách přidán extrakční pufr (0,12 ml·cm-2) předehřátý 

na 37 °C, jehož decelularizující efekt byl pozorován mikroskopicky po dobu 5 až 10 minut. 
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K extrakčnímu pufru byl opatrně přidán PBS (0,46 ml·cm-2). Následně byly provedeny dva 

oplachy PBS (0,29 ml·cm-2), a poté byl přidán PBS s přídavkem antibiotik 1 000 000U/ml 

penicilin/1 000 000µg/ml streptomycin (0,29 ml·cm-2). Takto ošetřené kultivační nádoby byly 

uskladněny při 4 °C po dobu 3 měsíců. 

3.5.10. Solubilizace 3D extracelulárních matric 

Pro solubilizaci 3D extracelulárních matric byl využit protokol od Cukierman (2002) 

upravený mými kolegy (Obrázek 5). Kultivační nádoby byly přeneseny na led a dále bylo 

pokračováno za sterilních podmínek. Opatrně byl odsán roztok PBS a bylo přidáno dané 

množství (34,1 µl·cm-2) solubilizačního pufru a inkubováno 5 minut v kultivační nádobě. 

Plastovou škrabkou byly decelularizované matrice mechanicky seškrábnuty z povrchu 

kultivační nádoby. Byly přeneseny do mikrozkumavky a znovu bylo přidáno další množství 

 (22,7 µl·cm-2) solubilizačního pufru do kultivační nádoby. Povrch kultivační nádoby byl 

znovu mechanicky seškrábnut a přenesen do mikrozkumavky. Následně byly vzorky 

ponechány na orbitální třepačce po dobu 1 hodiny při 4 °C. Vzorky v mikrozkumavkách byly 

centrifugovány (4 °C, 12000 g, 15 minut). Odebráním supernatantu byl vytvořen alikvot, 

který byl dál skladován při 4 °C a následně (do deseti dnů od solubilizace) využit k funkčním 

studiím in vitro. 

 

Obrázek 5: Zjednodušené schéma přípravy extracelulární matrix (ECM). Buňky byly kultivovány s askorbátem 

po dobu 7 dní pro vytvoření 3D extracelulární matrice. Tyto buňky byly následně decelularizovány. Vytvořené 

3D extracelulární matrice byly solubilizovány, a poté využity ve funkčních experimentech in vitro. Vytvořeno 

v Biorender.com. 

3.5.11. Funkční in vitro experimenty se solubilizovanými extracelulárními 

matricemi 

3.5.11.1. Haptotaxe 

Pro určení funkčního vlivu solubilizovaných extracelulárních matric na migraci 

gliomových buněk byly použity inzerty (viz kapitola 3.2) potažené danými extracelulárními 

matricemi (Obrázek 6). Spodní strany inzertů byly potaženy solubilizovanou matricí zředěnou 

1:12,5 s 5M roztokem guanidin-HCl. Inzerty byly inkubovány v 60 µl kapce roztoku 

solubilizované matrice při RT po dobu 1 hodiny. Zbytek roztoku z inzertu byl odsán 
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a následně byl inzert třikrát opatrně opláchnut v PBS. Potažené inzerty byly vloženy do 

sterilní desky s 600 µl bezsérového kultivačního média a do každého z nich bylo nasazeno 60 

tisíc buněk v 200 µl bezsérového kultivačního média. Buňky v potažených inzertech byly 

inkubovány po dobu 24 hodin v CO2 termostatu. Poté byly odstraněny nemigrující buňky na 

vnitřní straně inzertu pomocí vatové štětičky. Buňky, které skrze inzert migrovaly, byly na 

inzertu fixovány, a to ve 4% formaldehydu po dobu 10 minut při RT. Dál byly buňky barveny 

v roztoku hoechst 33258 (v koncentraci 0,5 µM) po dobu 15 minut, následovala dvě 

opláchnutí deionizovanou vodou. Pro vyhodnocení počtu migrujících buněk bylo snímáno pět 

zorných polí (vždy čtyři zorné pole do kříže a jedno uprostřed) každého inzertu pomocí 

epifluorescenčního mikroskopu (Olympus IX70). 

 

Obrázek 6: Zjednodušené schéma haptotaktického experimentu se solubilizovanými extracelulárními matricemi 

(ECM). Spodní strany inzertů byly potaženy solubilizovanou ECM. Do inzertu byly nasazeny gliomové buňky, 

které migrovaly po dobu 24 hodin. Migrující gliomové buňky byly následně vizualizovány pomocí obarvených 

jader roztokem hoechst. Vytvořeno v BioRender.com. 

3.5.12. Bioinformatická analýza TCGA dat 

Pro bioinformatickou analýzu byly použity expresní data The Cancer Genome Atlas 

(TCGA) z portálu GlioVis (GlioVis, data portál pro vizualizaci a analýzu expresních datasetů 

mozkových nádorů; http://gliovis.bioinfo.cnio.es/; Bowman et al. 2017) datasety platformy 

HG-U133A, Agilent-4502A a RNA-Seq (Bowman et al. 2017). Expresní data byla uložena 

dne 7.12.2021 z GlioVis do textového souboru, který byl převeden do excelové tabulky. Dle 

Gliovis korelace s mRNA TGFB1 byly vybrány geny kódující proteiny ECM pomocí 

databáze pro anotaci, vizualizaci a integrované vyhledávání (DAVID; The Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery), (Sherman et al. 2022). Následně byl 

selektován soubor glioblastomů. Byly vybrány primární nově diagnostikované (respektive 

byly vyřazeny rekurentní) glioblastomy dospělých jedinců s nemutovaným genem pro enzym 

isocitrát dehydrogenázu, což představuje od roku 2021 novou podmínku pro klasifikaci 

glioblastomu (Louis et al. 2021). Takto připravená data byla dále analyzována a zobrazena 

pomocí software Statistica 14 (Statsoft, USA). Korelace byla stanovena pomocí Spearmanova 

neparametrického korelačního koeficientu. 

http://gliovis.bioinfo.cnio.es/
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3.5.13. Statistická analýza a zpracování dat 

Ke statistické analýze a pro grafické znázornění dat byl použit software Statistica 14 

(Statsoft, USA) a GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA), v nichž pro určení statistické 

významnosti rozdílů mezi skupinami byl zvolen Kruskal-Wallisův test, Mann-Whitney U test 

nebo ANOVA (Analysis of Variance). Normalita dat byla testována pomocí 

Shapirova-Wilksova testu. Hladina významnosti (p hodnota) je označena * pro p <0,05 a *** 

pro p <0,01. Pro obrazovou analýzu pořízené fotodokumentace byl použit software ImageJ 

(Národní institut zdraví, USA). 



 

30 
 

4. Výsledky 

4.1. Asociace mezi TGFβ1, FAP a ECM v mikroprostředí glioblastomu 

4.1.1. Exprese TGFB1 a FAP pozitivně koreluje s proteiny ECM 

K určení možného vztahu mezi TGFβ1 a proteiny extracelulární matrix v glioblastomu 

byl využit The Cancer Genome Atlas (TCGA). Ze tří dostupných mRNA expresních datasetů 

(HG-U133A, Agilent-4502A a RNA-Seq) byl pro níže zobrazenou analýzu vybrán dataset 

s největším počtem vzorků (HG-U133A). Analýza byla provedena pomocí Spearmanova 

neparametrického korelačního koeficientu na datech nově diagnostikovaných glioblastomech 

(n = 357).  

Bioinformatická analýza prokázala pozitivní korelaci mezi expresí TGFB1 a expresí 

řady genů kódujících proteiny ECM na hladině významnosti pod 0,0001. Uvedené výsledky 

byly podpořeny analýzou dalších dvou dostupných datasetů z TCGA (Agilent-4502A 

a RNA-Seq), které na úrovni mRNA potvrdily pozitivní korelaci mezi TGFβ1 a vybranými 

fibrilárními proteiny ECM (data neuvedena). V Tabulce 3 jsou uvedeny geny, jejichž exprese 

nejsilněji koreluje s expresí TGFB1 dle Spearmanova neparametrického korelačního 

koeficientu R (R>0,3; alespoň středně silná korelace). 
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Tabulka 3: Pozitivní korelace mezi expresí mRNA transformujícího růstového faktoru beta 1 (TGFB1) a expresí 

proteinů extracelulární matrix v glioblastomu. Korelační analýza byla provedena na expresních datech The 

Cancer Genome Atlas (dataset HG-U133A, nově diagnostikované primární glioblastomy, n = 357) pomocí 

Spearmanova neparametrického korelačního koeficientu (R). V tabulce jsou uvedeny geny, pro které je R>0,3. 

ANXA2 (Annexin A2), BGN (Biglycan), COL1A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), COL1A2 (Collagen Type I 

Alpha 2 Chain), COL3A1 (Collagen Type III Alpha 1 Chain), COL4A1 (Collagen Type IV Alpha 1 Chain), 

COL4A2 (Collagen Type VI Alpha 2 Chain), COL5A1 (Collagen Type V Alpha 1 Chain), COL5A2 (Collagen 

Type V Alpha 1 Chain), COL6A1 (Collagen Type VI Alpha 1 Chain), COL6A2 (Collagen Type VI Alpha 2 

Chain), COL6A3 (Collagen Type VI Alpha 3 Chain), COL8A2 (Collagen Type VIII Alpha 2 Chain),COL18A1 

(Collagen Type XVIII Alpha 1 Chain), ECM1 (Extracellular Matrix Protein 1), EFEMP1 (Epidermal Growth 

Factor Containing Fibulin Extracellular Matrix Protein 1), EMILIN1 (Elastin Microfibril Interfacer 1), FBLN5 

(Fibulin 5), FN1 (Fibronectin 1), HSPG2 (Heparan Sulfate Proteoglycan 2), LAMB1 (Laminin Subunit Beta 1), 

LAMC1 (Laminin Subunit Gamma 1), LGALS1 (Galectin 1), LGALS3BP (Galectin 3 Binding Protein), LTBP2 

(Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 2), MMRN2 (Multimerin 2), SPOCK2 (Testican-2), 

TGFBI (Transforming Growth Factor Beta Induced), VWA1 (Von Willebrand Factor A Domain Containing 1). 

Pořadí Gen Spearman R p-hodnota Pořadí Gen Spearman R p-hodnota 

1 SPOCK2 0,4453 <0,0001 16 LGALS1 0,3818 <0,0001 

2  COL6A1 0,4440 <0,0001 17 COL3A1 0,3796 <0,0001 

3 ECM1 0,4408 <0,0001 18 LTBP2 0,3760 <0,0001 

4 COL6A2 0,4325 <0,0001 19 COL8A2 0,3671 <0,0001 

5 VWA1 0,4320 <0,0001 20 FBLN5 0,3648 <0,0001 

6 COL1A1 0,4266 <0,0001 21 COL5A1 0,3647 <0,0001 

7 COL4A1 0,4255 <0,0001 22 COL5A2 0,3594 <0,0001 

8 EMILIN1 0,4236 <0,0001 23 MMRN2 0,3583 <0,0001 

9 COL18A1 0,4170 <0,0001 24 TGFBI 0,3575 <0,0001 

10 HSPG2 0,4152 <0,0001 25 BGN 0,3537 <0,0001 

11 COL4A2 0,4068 <0,0001 26 ANXA2 0,3329 <0,0001 

12 LAMB1 0,3999 <0,0001 27 FN1 0,3237 <0,0001 

13 LGALS3BP 0,3886 <0,0001 28 EFEMP1 0,3211 <0,0001 

14 COL1A2 0,3872 <0,0001 29 COL6A3 0,3024 <0,0001 

15 LAMC1 0,3864 <0,0001 

 

Na úrovni mRNA exprese TGFB1 pozitivně korelovala s expresí fibrilárních proteinů 

ECM, například kolagenem typu I, kolagenem typu III, kolagenem typu IV a fibronektinem 

(Tabulka 3 a Obrázek 7), které hrají roli při progresi glioblastomu (Pointer et al. 2016; Lin et 

al. 2020).  

Bioinformatickou analýzou byla dále prokázána statisticky významná pozitivní 

korelace mezi mRNA TGFB1 a mRNA FAP, který je charakteristicky exprimovaný 

na nádorově asociovaných mezenchymálních buňkách (Obrázek 8). Z výsledků analýzy dále 

vyplývá, že exprese FAP statisticky významně pozitivně korelovala s expresí kolagenu typu I 

(R = 0,524; p <0,0001), kolagenu typu III (R = 0,532; p <0,0001), kolagenu typu IV 

(R = 0,135; p <0,0001) a fibronektinu (R = 0,412; p <0,0001). S výjimkou kolagenu typu IV 

byly prokázány středně silné korelace (Obrázek 9). Tyto výsledky naznačují souvislost mezi 

expresí TGFβ1, FAP a expresí vybraných proteinů ECM. V další práci jsme se zaměřili na 
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fibrilární proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin, protože existuje řada literárních dat 

o jejich možné roli v patogenezi glioblastomu (Huijbers et al. 2010; Motegi et al. 2014; Serres 

et al. 2014; Yu et al. 2018; Fayzullin et al. 2019; Kabir a Apu 2022). 

 

Obrázek 7: Pozitivní korelace mezi expresí mRNA transformujícího růstového faktoru beta 1 (TGFB1) 

a proteinů extracelulární matrix – kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV a fibronektinu 

v glioblastomu. (A) Kolagen typu I, (B) Kolagen typu III, (C) Kolagen typu IV, (D) Fibronektin. Korelační 

analýza byla provedena na expresních datech The Cancer Genome Atlas (dataset HG-U133A, nově 

diagnostikované primární glioblastomy, n = 357) pomocí Spearmanova neparametrického korelačního 

koeficientu (R). COL1A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), COL3A1 (Collagen Type III Alpha 1 Chain), 

COL4A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), FN1 (Fibronectin 1). 
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Obrázek 8: Pozitivní korelace mezi expresí mRNA transformujícího růstového faktoru beta 1 (TGFB1) a expresí 

fibroblastového aktivačního proteinu (FAP) v glioblastomu. Korelační analýza byla provedena na expresních 

datech The Cancer Genome Atlas (nově diagnostikované primární glioblastomy, n = 357) pomocí Spearmanova 

neparametrického korelačního koeficientu (R). 

 

Obrázek 9: Pozitivní korelace mezi expresí mRNA fibroblastového aktivačního proteinu (FAP) a proteinů 

extracelulární matrix – kolagen typu I, kolagen typu III, kolagen typu IV a fibronektin v glioblastomu. 

(A) Kolagen typu I, (B) Kolagen typu III, (C) Kolagen typu IV, (D) Fibronektin. Korelační analýza byla 

provedena na expresních datech The Cancer Genome Atlas (nově diagnostikované primární glioblastomy, 

n = 357) pomocí Spearmanova neparametrického korelačního koeficientu (R). COL1A1 (Collagen Type I Alpha 

1 Chain), COL3A1 (Collagen Type III Alpha 1 Chain), COL4A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), FN1 

(Fibronectin 1). 
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4.1.2. Lokalizace TGFβ, FAP, kolagenu typu I a fibronektinu v glioblastomu 

Bioinformatická analýza prokázala souvislost mezi expresí mRNA TGFβ1 a FAP 

s vybranými fibrilárními proteiny ECM, což bylo v souladu s naší hypotézou o existenci FAP+ 

mezenchymálních buněk odpovídajících na stimulaci TGFβ produkcí fibrilárních proteinů 

ECM v glioblastomu. Pro další prokázání vzájemného vztahu FAP, TGFβ a ECM byla 

analyzována lokalizace jejich exprese v glioblastomu. Na tuto analýzu exprese TGFβ, FAP 

a fibrilárních proteinů ECM (kolagenu typu I a fibronektinu) bylo použito dvojité 

imunohistochemické barvení. 

V glioblastomu se TGFβ často nacházel v oblastech nádorového parenchymu, nicméně 

jeho exprese byla detekována i ve stromatu. Zde se vyskytovaly mezenchymální buňky 

exprimující mezenchymální markery TE-7 a FAP. V oblastech výskytu FAP+ 

mezenchymálních buněk (především perivaskulárně) byla navíc pozorována exprese kolagenu 

typu I a fibronektinu (Obrázek 10). Tyto výsledky naznačují přítomnost populace FAP+ 

mezenchymálních buněk, která by mohla odpovídat na stimulaci TGFβ expresí kolagenu typu 

I a fibronektinu. TGFβ by mohl být těmito buňkami také produkován a/nebo by je mohl 

autokrinně či parakrinně stimulovat. 
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Obrázek 10: Lokalizace kolagenu typu I, fibronektinu, transformujícího růstového faktoru beta (TGFβ) 

a fibroblastového aktivačního proteinu (FAP) v glioblastomu. Reprezentativní snímky imunochemické analýzy 

lokalizace exprese FAP, kolagenu typu I, fibronektinu, TGFβ a TE-7 (mezenchymální marker) v tkáních 

glioblastomu. Drobné tečkovité zdánlivě pozitivní útvary na posledním snímku jsou autofluorescenční granula. 

Celkový počet analyzovaných tkání glioblastomu n = 6. 

4.1.3. V glioblastomech s vyšší expresí FAP je zvýšeně exprimován 

TGFβ1, kolagen typu I a fibronektin  

Imunochemickou analýzou byla prokázána přítomnost a lokalizace FAP, kolagenu 

typu I, fibronektinu, mezenchymálního markeru TE-7 a TGFβ v glioblastomu. Abychom 

potvrdili výsledky bioinformatické analýzy TCGA dat, stanovili jsme koncentraci TGFβ1 

(hlavní izoformy TGFβ) a vybraných fibrilárních proteinů ECM (kolagenu typu I 

a fibronektinu) v tkáňových lyzátech glioblastomu s nízkou a vysokou expresí FAP. 

Koncentrace FAP byla již dříve v lyzátech stanovena metodou ELISA mými kolegy (Busek et 

al. 2016; Balaziova et al. 2021; Krepela et al. 2021). Na základě těchto dat byly glioblastomy 

rozřazeny na nádory s nízkou (LowFAP, dolní tercil, koncentrace FAP <1,78ng·mg-1 
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proteinu) a s vysokou (HighFAP, horní tercil, koncentrace FAP >5,19 ng·mg-1 proteinu) 

koncentrací FAP. 

Výsledek statistické analýzy pro srovnání exprese TGFβ1, kolagenu typu I 

a fibronektinu u glioblastomů rozdělených dle exprese FAP byl signifikantní na hladině 

významnosti pod 0,05. Exprese TGFβ1 byla signifikantně vyšší (p = 0,033; Welchův t-test) 

u skupiny HighFAP oproti skupině LowFAP (Obrázek 11). Kvantifikace kolagenu typu I 

a fibronektinu byla provedena mým kolegou (Mgr. Petr Výmola). Medián exprese kolagenu 

typu I byl statisticky významně vyšší (p = 0,031; Mann-Whitney U-test) u skupiny 

glioblastomů s vyšší expresí FAP (medián = 29,5 pg·mg-1; mezikvartilové rozpětí 

(IQR) = 5,4; n = 9) oproti skupině glioblastomů s nižší expresí FAP (medián = 12,9 pg·mg-1; 

IQR = 11,3; n = 7) a v neposlední řadě byl také medián exprese fibronektinu signifikantně 

vyšší (p = 0,006; Welchův t-test) u skupiny HighFAP (medián = 0,650 ng·mg-1; směrodatná 

odchylka (SD) = 0,530; n = 9) oproti skupině LowFAP (medián = 0,308 ng·mg-1; SD = 0,197; 

n = 8).  

  

Obrázek 11: Exprese transformujícího růstového faktoru beta 1 (TGFβ1) v glioblastomech s nízkou a vysokou 

expresí fibroblastového aktivačního proteinu (FAP). Kvantifikace exprese byla provedena pomocí metody ELISA 

v tkáňových lyzátech glioblastomů. Exprese TGFβ1 je ve skupině HighFAP vyšší oproti skupině LowFAP. Počet 

analyzovaných tkání ve skupině LowFAP n = 8 a HighFAP n = 9. * p <0,05; Welchův t-test.  ̶  medián, ☐ 25%-

75%, T rozsah neodlehlých dat, • zdrojová data 

https://emojipedia.org/ballot-box/
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4.2. Vliv TGFβ1 na expresi kolagenu typu I a fibronektinu u buněk izolovaných 

z glioblastomu 

4.2.1. Mezenchymální buňky vytváří extracelulární matrix obsahující kolagen 

typu I a fibronektin  

Z výše předložených výsledků byla zřejmá asociace mezi expresí FAP, kolagenu 

typu I, fibronektinu a TGFβ. Abychom zjistili vliv TGFβ na produkci kolagenu typu I 

a fibronektinu, exponovali jsme buněčné kultury rekombinantnímu TGFβ in vitro. Byla 

využita kultivace tří primárních FAP+ mezenchymálních kultur, jedné primární gliomové 

kmenové kultury, dvou komerčně dostupných gliomových linií (U87 a U251) a lidských 

mozkových vaskulárních pericytů (viz kapitoly 3.4 a 3.5.6). Buňky byly stimulovány dvěma 

koncentracemi rekombinantního TGFβ1 2 ng·ml-1 a 10 ng·ml-1 po dobu pěti dní (Krepela et 

al. 2021). Pro zajištění tvorby stabilních fibrilárních proteinů ECM, zejména kolagenu, byl 

přidán askorbát v koncentraci 50 µg·ml-1, který je důležitým kofaktorem pro hydroxylaci 

lysinu a prolinu (Pinnell 1985; Avery et al. 2018).  

Imunochemická analýza prokázala expresi kolagenu typu I a fibronektinu 

mezenchymálními buňkami (primárními FAP+ mezenchymálními kulturami a lidskými 

mozkovými vaskulárními pericyty), které byly kultivované v bazálních podmínkách nebo 

stimulované TGFβ1 (Obrázek 12). Matrice produkované mezenchymálními buňkami 

vytvořily fibrilární zesíťované struktury. Exprese kolagenu typu I a fibronektinu naopak téměř 

nebyla detekována v gliomových liniích ani gliomové kmenové kultuře za bazálních 

podmínek ani po stimulaci TGFβ1. Navíc u gliomových buněk detekovaná imunopozitivita 

postrádala fibrilární charakter typický pro kolagen typu I a fibronektin. 
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Obrázek 12: Reprezentativní snímky imunochemické analýzy exprese kolagenu typu I a fibronektinu 

mezenchymálními buňkami izolovanými z glioblastomu a gliomovými buňkami za bazálních podmínek a po 

stimulaci rekombinantním transformujícím růstovým faktorem beta 1 (TGFβ1). (A) Primární FAP+ 

mezenchymální kultura 43, (B) Gliomová linie U251, (C) Primární gliomová kmenová kultura. Buňky byly 

kultivovány po dobu pěti dní s různými koncentracemi rekombinantního TGFβ1 (0, 2, 10 ng· ml-1). Byly použity 

tři primární mezenchymální kultury exprimující fibroblastový aktivační protein (FAP), lidské mozkové 

vaskulární pericyty, dvě gliomové linie a jedna primární gliomová kmenová kultura. Za bazálních podmínek a po 

stimulaci TGFβ1 mezenchymální buňky (primární FAP+ mezenchymální buňky a lidské mozkové vaskulární 

pericyty) exprimovaly kolagen typu I a fibronektin ve formě fibrilárních sítí. U gliomových buněk nedocházelo 

k tvorbě zesíťovaných matric kolagenu typu I a fibronektinu ani po stimulaci TGFβ1. U gliomových kmenových 

buněk lze také pozorovat malé oválné autofluorescenční útvary (především v oblastech lokálně zvýšené 

koncentrace buněk). 

4.2.2. TGFβ1 zvyšuje expresi kolagenu typu I a fibronektinu u mezenchymálních 

buněk izolovaných z glioblastomu 

Pro určení kvantity vybraných fibrilárních proteinů ECM (kolagenu typu I 

a fibronektinu) a zjištění případného rozdílu u TGFβ1 stimulovaných buněk byla dále 

provedena ELISA (Obrázek 13) z buněčných lyzátů různých buněčných typů (viz výše) 

vyskytující se v glioblastomu. 

Ve shodě s výsledky imunochemických analýz byla za bazálních podmínek 

detekována exprese kolagenu typu I a fibronektinu u mezenchymálních buněk. Stimulací 

TGFβ1 byla zvýšena exprese obou fibrilárních proteinů ECM (tzn. kolagenu typu I 
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a fibronektinu) u mezenchymálních buněk. Při stimulaci vyšší koncentrací TGFβ1 

(10 ng·ml-1) byl detekován nárůst exprese vybraných proteinů ECM a při stimulaci nižší 

koncentrací TGFβ1 (2 ng·ml-1) exprese proteinů ECM dosahovaly ještě vyšších hodnot. 

Navýšení exprese fibrilárních proteinů po stimulaci nižší koncentrací TGFβ1 bylo 

signifikantně významné oproti nestimulovaným buňkám u většiny mezenchymálních buněk. 

Navýšení exprese fibrilárních proteinů po stimulaci vyšší koncentrací TGFβ1 nebylo 

signifikantně významné oproti nestimulovaným buňkám u většiny mezenchymálních buněk. 

Rozdíl exprese proteinů ECM mezi mezenchymálními buňkami stimulovanými vyšší a nižší 

koncentrací TGFβ1 nebyl u většiny statisticky významný. Trend rozdílů exprese proteinů 

ECM ukazuje jasné zvýšení exprese po stimulaci TGFβ1 u mezenchymálních buněk, avšak 

kvůli vysoké variabilitě biologických replikátů některé rozdíly nebyly statisticky významné. 

Dále bylo potřeba ověřit, zda kolagen typu I a fibronektin exprimují také samotné gliomové 

buňky, a zároveň bylo potřeba verifikovat vliv TGFβ1 na produkci kolagenu typu I 

a fibronektinu těmito buňkami. Gliomové linie a gliomové kmenové buňky za bazálních 

podmínek ani po kultivaci s TGFβ1 nevykazovaly významně zvýšenou expresi fibrilárních 

proteinů kolagenu typu I a fibronektinu, která se pohybovala kolem úrovně detekčního limitu 

metody ELISA (Obrázek 13, Tabulka 4 a Tabulka 5). 
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Obrázek 13: Exprese kolagenu typu I a fibronektinu různými buněčnými typy po stimulaci rekombinantním 

transformujícím růstovým faktorem beta 1 (TGFβ1). (A) Kolagen typu I, (B) Fibronektin. Kvantifikace exprese 

byla provedena pomocí metody ELISA z lyzátů buněk kultivovaných ve třech různých koncentracích 

rekombinantního TGFβ1 (0, 2, 10 ng· ml-1) po dobu pěti dní. Byly kultivovány tři primární mezenchymální 

kultury exprimující fibroblastový aktivační protein (FAP), lidské mozkové vaskulární pericyty, dvě gliomové linie 

a jedna primární gliomová kmenová kultura. Mezenchymální buňky za bazálních podmínek exprimovaly kolagen 

typu I a fibronektin a po stimulaci TGFβ1 se exprese dále zvýšila. U vyšší koncentrace TGFβ1 (10 ng· ml-1) byl 

detekován menší nárůst exprese než u nižší koncentrace TGFβ1 (2 ng· ml-1). U gliomových buněk byla exprese 

kolagenu typu I a fibronektinu velmi nízká za bazálních podmínek i po stimulaci TGFβ1, kdy se exprese 

měřených proteinů pohybovala okolo detekčního limitu. Počet biologických replikátů n = 4. * p <0,05; 

*** p <0,01; ANOVA test, Post hoc Dunnetův test.  ̶  medián, ☐ 25%-75%, T rozsah neodlehlých dat, • zdrojová 

data,  ̶  detekční limit. GSC – gliomové kmenové buňky; HBVP – lidské mozkové vaskulární pericyty; U87, U251 

– gliomové linie. 

https://emojipedia.org/ballot-box/
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Tabulka 4: Průměrná změna exprese kolagenu typu I po stimulaci rekombinantním transformujícím růstovým 

faktorem beta 1 (TGFβ1) ve srovnání s bazální expresí u různých buněčných typů. GSC – gliomové kmenové 

buňky; HBVP – lidské mozkové vaskulární pericyty; pFAP – primární mezenchymální buňky exprimující 

fibroblastový aktivační protein; U87, U251 – gliomové linie. SD – směrodatná odchylka. 

 Průměrná změna exprese kolagenu typu I ve srovnání s kontrolou (± SD) 

Název buněk TGFβ1 2 ng· ml-1  TGFβ1 10 ng· ml-1 

HBVP 10,7 (± 5,4) 10,0 (± 2,1) 

pFAP 27 4,9 (± 1,8) 4,6 (± 1,1) 

pFAP 43 2,6 (± 1,6) 2,0 (± 0,4) 

pFAP 46 3,7 (± 1,9) 3,2 (± 2,4) 

U87 1,8 (± 0,5) 1,5 (± 0,5) 

U251 1,3 (± 0,2) 1,4 (± 0,2) 

GSC B6 1,1 (± 0,3) 1,0 (± 0,1) 

 

Tabulka 5: Průměrná změna exprese fibronektinu po stimulaci rekombinantním transformujícím růstovým 

faktorem beta 1 (TGFβ1) ve srovnání s bazální expresí u různých buněčných typů. GSC – gliomové kmenové 

buňky; HBVP – lidské mozkové vaskulární pericyty; pFAP – primární mezenchymální buňky exprimující 

fibroblastový aktivační protein; U87, U251 – gliomové linie. SD – směrodatná odchylka. 

 Průměrná změna exprese fibronektinu ve srovnání s kontrolou (± SD) 

Název buněk TGFβ1 2 ng· ml-1 TGFβ1 10 ng· ml-1 

HBVP 2,4 (± 0,4) 1,7 (± 0,2) 

pFAP 27 3,6 (± 1,8) 2,4 (± 0,2) 

pFAP 43 1,6 (± 0,2) 1,4 (± 0,3) 

pFAP 46 2,0 (± 0,4) 1,5 (± 0,2) 

U87 1,3 (± 0,4) 1,0 (± 0,2) 

U251 2,7 (± 1,0) 2,3 (± 0,2) 

GSC B6 1,1 (± 0,1) 1,1 (± 0,1) 

 

4.3. Vliv ECM mezenchymálních buněk stimulovaných TGFβ1 na migraci 

gliomových buněk in vitro 

Abychom prokázali funkční působení ECM mezenchymálních buněk z mikroprostředí 

glioblastomu stimulovaných TGFβ1, byla využita in vitro funkční studie. Byla použita 

migrační esej hodnotící haptotaktickou odpověď gliomových buněk. 

Matrice produkované mezenchymálními buňkami byly vytvořené při kultivaci ve třech 

různých podmínkách, tj. kontrolní podmínky, stimulace TGFβ1 (o koncentraci 2 ng·ml-1) 

a stimulace TGFβ1 v přítomnosti inhibitoru kanonické signalizace prostřednictvím receptoru 

TGFRI (A7701, o koncentraci 1 µmol·l-1, (Tojo et al. 2005)). Před samotnou haptotaktickou 

esejí byla v matricích ověřena exprese kolagenu typu I a fibronektinu pomocí imunochemické 

analýzy (data neuvedena).  Migrace gliomové linie U251 byla zvýšena matricemi 

produkovanými mezenchymálními buňkami ve srovnání s bazální migrací (tzn. pouze plastik 

bez jakéhokoli potažení). Matrice produkované mezenchymálními buňkami po stimulaci 

TGFβ1 a matrice produkované mezenchymálními buňkami po stimulaci TGFβ1 s přídavkem 
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inhibitoru A7701 také navýšily migraci gliomové linie U251. Avšak nebyl prokázán další 

nárůst migrace gliomové linie U251 při použití těchto matric produkovaných 

mezenchymálními buňkami (po stimulaci TGFβ1 a po stimulaci TGFβ1 s přídavkem 

inhibitoru A7701) oproti kontrolním matricím produkovaných mezenchymálními buňkami. 

Působení matric produkovaných mezenchymálními buňkami na migraci gliomové linie U87 

bylo velmi variabilní a žádná z testovaných matric neprokázala reprodukovatelný vliv 

(Obrázek 14). Možnou příčinou variability migrace této gliomové linie by mohla být její 

vysoká bazální migrace v těchto experimentech (průměr ± SD = 209,9 ± 172,3 buněk na zorné 

pole), která byla navíc velmi odlišná při různých opakováních experimentu. Oproti tomu 

gliomová linie U251 vykazovala nízkou bazální migraci (průměr ± SD = 24,3 ± 7,2 buněk na 

zorné pole), která byla konsistentní ve všech na sobě nezávislých opakováních. 
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Obrázek 14: Migrace gliomových buněk indukovaná extracelulární matrix (ECM) produkovanou primárními 

mezenchymálními kulturami exprimujícími fibroblastový aktivační protein (FAP) a lidskými mozkovými 

vaskulárními pericyty po stimulaci rekombinantním transformujícím růstovým faktorem beta 1 (TGFβ1) nebo po 

inhibici kanonické signální dráhy TGFβ. (A) Gliomová linie U251, (B) Gliomová linie U87. Kvantifikace 

migrace byla provedena pomocí haptotaktické migrační eseje. ECM produkovaná mezenchymálními buňkami 

byla vytvořena kultivací po dobu sedmi dní ve třech různých podmínkách s rekombinantním TGFβ1 (0 (K),   

2 ng· ml-1(TGFβ1)) nebo navíc s inhibitorem kanonické signální dráhy TGFβ (A7701). Pro vytvoření testovaných 

ECM byly kultivovány dvě primární FAP+ mezenchymální kultury a lidské mozkové vaskulární pericyty (HBVP). 

Dva na sobě nezávislé experimenty byly provedené v tripletu. Data byla normalizována k bazální migraci (BM) 

nádorové linie. *** p <0,01; Kruskal-Wallisův test.  ̶  medián, ☐ 25%-75%, T rozsah neodlehlých dat, • zdrojová 

data,  ̶  průměr bazální migrace. 

https://emojipedia.org/ballot-box/
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5. Diskuse 

Poznání mechanismů přispívajících k progresi nádorů představuje důležitý předpoklad 

k nalezení nových možností jejich diagnostiky a léčby. Nádorová onemocnění se řadí mezi 

druhou nejčastější příčinu smrti v rozvinutých zemích a nadále lze očekávat růst jejich 

incidence. Mezi významné maligní neoplázie patří maligní mozkové nádory (Ng et al. 2019). 

Nejčastěji se vyskytujícím primárním maligním mozkovým nádorem u dospělých je 

glioblastom, který je zároveň velice agresivní a řadí se mezi nádory s velmi nepříznivou 

prognózou. Po stanovení diagnózy glioblastomu následuje kombinovaná léčba, která se 

nejčastěji skládá z chirurgické resekce nádoru a následné chemoterapie (nejčastěji 

temozolomidem) a radioterapie. I přes kombinovaný léčebný protokol však zůstává medián 

přežití okolo pouhých 15 měsíců a relaps onemocnění nastává u většiny pacientů do dvou let 

od prvotní diagnózy (Koshy et al. 2012; Stupp et al. 2014; Pinel et al. 2019). Poslední 

významný úspěch používaný v klinické praxi při léčbě maligních mozkových nádorů bylo 

zavedení chemoterapeutika temozolomidu (alkylační činidlo), který prodloužil medián přežití 

o dva až necelé tři měsíce (Stupp et al. 2005). Kvůli stále špatné prognóze pacientů 

s glioblastomem se výzkum zaměřuje na pochopení jednotlivých mechanismů onkogeneze 

glioblastomu, což by mohlo přispět k vývoji nových terapeutických alternativ. 

Dosavadní výzkum protinádorových terapií glioblastomu zaměřených na ECM se zabýval 

především proteiny souvisejícími s ECM spíše než přímo strukturálními molekulami ECM 

a jako terapeutické cíle byly v klinických studiích testovány zejména MMP nebo integriny 

(Mohiuddin a Wakimoto 2021). 

Za potenciální molekulární cíle se považují mimo jiné proteázy, které hrají důležitou roli 

v progresi nádorového onemocnění. V cílené terapii proti proteázám se může využívat 

inhibice enzymové aktivity, ablace buněk exprimujících proteázu nebo využití enzymatické 

aktivity k aktivaci či cílení cytotoxické látky (Verhulst et al. 2022). Mezi proteázy 

považované za potenciální molekulární cíl při diagnostice a terapii se řadí také fibroblastový 

aktivační protein (FAP), (Röhrich et al. 2019; Šimková et al. 2020; Altmann et al. 2021). 

FAP je nadějným kandidátem pro diagnostiku či cílenou léčbu nádorových onemocnění 

díky své specifické expresi téměř výhradně v maligních nádorech a možnému podílu na jejich 

patogenezi (Garin-Chesa et al. 1990; Busek et al. 2018). Byla vyvinutá řada experimentálních 

přístupů na jeho cílení, které byly testovány v preklinických modelech (Zboralski et al. 2022). 

Hlavní skupinou maligních nádorů, kde byla detekována přítomnost FAP, jsou epiteliální 
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nádory (karcinomy), avšak zvýšená exprese byla pozorována také u glioblastomu (Tchou et 

al. 2013; Wikberg et al. 2013; Mhawech-fauceglia et al. 2015; Busek et al. 2016). FAP je 

exprimován na povrchu nádorových buněk i na buňkách nádorového mikroprostředí, 

nejčastěji na nádorově asociovaných fibroblastech (Scanlan et al. 1994). Funkce FAP+ 

nádorově asociovaných fibroblastů zůstává nevyjasněná, avšak řada autorů je popisuje jako 

buněčnou populaci podporující progresi nádoru a rekurenci po léčbě onemocnění (Fearon 

2014; Sorrentino et al. 2016; Higashino et al. 2019). 

V glioblastomu byla exprese FAP zjištěna především na buňkách nádorového 

mikroprostředí, především na mezenchymálních buňkách. FAP byl konsistentně lokalizován 

v blízkosti hyperplastických cév a v místech mikrovaskulární proliferace. Oproti tomu ve 

zdravém mozku cévy postrádaly expresi FAP, a tedy FAP by mohl být unikátní marker 

angiogenních glioblastomových cév (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020). Dále byl FAP 

v glioblastomu detekován na transformovaných buňkách (Busek et al. 2016). Práce Ebert et 

al. (2020) nalezla FAP+ transformované buňky, z nich většina současně exprimovala antigen 

CD90, který byl navržen jako marker gliomových kmenových buněk a podporuje invazi 

glioblastomových buněk (He et al. 2012; Avril et al. 2017). Nicméně jiné práce expresi FAP 

na gliomových kmenových buňkách nepodporují (Mentlein et al. 2011; Busek et al. 2016). 

U glioblastomu by cílená terapie proti FAP mohla být efektivní, protože by zasáhla nejen 

samotné nádorové buňky, ale také nádorové mikroprostředí, které je esenciální pro rozvoj 

nádorového onemocnění.  

Kromě exprese FAP se v glioblastomu specificky zvyšuje i exprese některých proteinů 

ECM. Patří mezi ně různé typy kolagenů a fibronektin, které byly recentními studiemi 

navrženy jako slibné prognostické a terapeutické cíle u glioblastomu (Saw et al. 2021; Yin et 

al. 2021; Kabir a Apu 2022). U fibronektinu bylo vyvinuto již několik možných přístupů jeho 

využití v cílené terapii glioblastomu, například protilátky konjugované s radioizotopy, 

nanočástice doručující malé interferující RNA nebo látky modifikující samotný fibronektin. 

Zajímavé je též zjištění, že například protiedematózní léčba dexametazonem aktivuje 

sestavování fibronektinové matrix, která zvyšuje soudržnost gliomových buněk a snižuje 

schopnost jejich disperze (Czabanka et al. 2011; Shannon et al. 2015; Saw et al. 2018). Tyto 

práce byly však provedeny pouze na zvířecích modelech. Nicméně pro další zlepšení léčby 

glioblastomu je potřeba dále porozumět změnám ECM a její funkci v patologii tohoto 

onemocnění. 
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Tato diplomová práce navazuje na pozorování Krepela et al. (2021), který zaznamenal, že 

TGFβ indukuje expresi FAP v glioblastomu. Dále se diplomová práce zaměřuje na FAP+ 

mezenchymální buňky z hlediska exprese fibrilárních proteinů ECM. V glioblastomu je 

přítomnost těchto proteinů, například kolagenu typu I a fibronektinu, zvýšena oproti zdravé 

tkáni, a navíc v řadě jiných tkání TGFβ indukuje expresi kolagenu typu I a fibronektinu 

(Ignotzs a Massague 1986; Huijbers et al. 2010; Kabir a Apu 2022). Hlavním cílem 

diplomové práce bylo analyzovat vliv TGFβ1 na produkci kolagenu typu I a fibronektinu 

FAP+ mezenchymálními buňkami mikroprostředí glioblastomu a zjistit možný promigratorní 

efekt extracelulární matrix produkované FAP+ mezenchymálními buňkami stimulovanými 

TGFβ1. 

Jeden z důležitých a velmi známých mediátorů epiteliáně-mezenchymální tranzice 

nádorových buněk, který se potvrdil i u gliomových buněk, je TGFβ (Tao et al. 2020). 

S procesem epiteliálně-mezenchymální tranzice bývá asociována zvýšená invazivita 

glioblastomu a také fibrilární proteiny ECM (Meng et al. 2017; Yin et al. 2021). Z námi 

provedené bioinformatické analýzy TCGA dat vyplývá, že exprese řady molekul ECM 

koreluje s expresí TGFβ1. Prokazuji pozitivní korelaci exprese izoformy TGFβ1 (TGFB1) 

a kolagenů (COL1A1, COL3A1 a COL4A1) v glioblastomu. Tyto výsledky se shodují 

s literaturou (Yin et al. 2021). Provedená bioinformatická analýza též dokazuje pozitivní 

korelaci exprese fibronektinu (FN1) s expresí TGFβ1 (TGFB1), což je v souladu 

s pozorováním, že mezi geny regulované TGFβ1 patří i gen fibronektinu (FN1), (Joseph et al. 

2022). Na tyto proteiny ECM jsem se detailněji zaměřila také z důvodu jejich navýšení 

v glioblastomu oproti jejich nízkému výskytu ve zdravé mozkové tkáni. Výsledky 

bioinformatické analýzy také prokazují pozitivní korelaci exprese izoformy TGFβ1 (TGFB1) 

s expresí FAP v tkáních glioblastomu, což je v souladu s předchozími výsledky (Krepela et al. 

2021). Dále mé výsledky prokazují pozitivní korelace exprese FAP a proteinů ECM (FN1, 

COL1A1 a COL3A1), což je v souladu s předešlou studií (Busek et al. 2016). Z TCGA dat 

byla dokázána pouze slabá signifikantní korelace exprese FAP a kolagenu typu IV (COL4A1) 

v glioblastomu. 

Na základě širší literární evidence o patogenezi glioblastomu a výsledků získaných 

bioinformatickou analýzou TCGA dat jsem dále pokračovala v analýze role exprese kolagenu 

typu I a fibronektinu. Výsledky studií zabývajících se expresí kolagenu typu I v glioblastomu 

jsou různé ve svých závěrech. Autoři dřívějších prací expresi kolagenu typu I v glioblastomu 

nedetekovali (Zámečník et al. 2004). Později jiní autoři v souladu s mými výsledky prokázali 
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expresi tohoto proteinu v tkáni glioblastomu, především v perivaskulárních oblastech 

(Huijbers et al. 2010; Motegi et al. 2014). 

Z literatury vyplývá, že fibronektin, důležitý protein ECM, je nadměrně přítomen 

v tkáních glioblastomu a krvi pacientů postihnutých tímto onemocněním (Sawaya et al. 1985; 

Lal et al. 1999; Caffo et al. 2004). Naše výsledky potvrzují expresi tohoto proteinu 

v glioblastomu. Stejně jako kolagen typu I tak i fibronektin je přítomný v oblasti cév, což je 

v souladu s hypotézou o existenci perivaskulární populace buněk nadměrně produkující tyto 

proteiny v glioblastomu (Castellani et al. 2002).  

  Zvýšená produkce fibrilárního kolagenu typu I a fibronektinu, by mohla přispívat 

k invazivitě gliomových buněk, což je typický maligní znak glioblastomu, kvůli kterému je 

toto onemocnění těžké zcela vyléčit (Huijbers et al. 2010; Motegi et al. 2014; Serres et al. 

2014; Liao et al. 2018). 

Dřívější studie detekovaly výskyt FAP u gliomových linií (Rettig et al. 1988). Následně 

byla exprese FAP zjištěna také v samotné tkáni glioblastomu (Stremenova et al. 2007; 

Mentlein et al. 2011; Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020). Práce Li et al. (2020) ukazuje 

častější parenchymální (intratumorální) vzor exprese FAP v glioblastomu. Nicméně kromě 

transformovaných buněk byly za producenty FAP označeny netransformované stromální 

buňky, avšak zatím konkrétní typy buněk exprimující FAP v glioblastomu nebyly stále jasně 

a konsistentně určeny (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020; Balaziova et al. 2021). Práce 

mých kolegů a dalších autorů prokázala expresi FAP především stromálními 

mezenchymálními buňkami v perivaskulárních oblastech glioblastomu (Mentlein et al. 2011; 

Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020; Balaziova et al. 2021). Studie Ebert et al. (2020) ukazuje, 

že mezi FAP+ buňky nádorového mikroprostředí patří pericyty a endoteliální buňky. Avšak 

práce Balaziova et al. (2021) nedetekovala u FAP+ buněk typický endoteliální marker Von 

Willebrandův faktor (VWF; Von Willebrand Factor), ale detekovala mezenchymální markery 

receptor růstového faktoru krevních destiček beta (PDGFRβ; Platelet-Derived Growth Factor 

Receptor Beta), alfa-aktin hladkého svalu (SMA; Alpha-Smooth Muscle Actin) a TE-7. Navíc 

bylo tyto buňky možné efektivně expandovat v kultivačních podmínkách určených pro 

pericyty, což dále podporuje jejich pericytární charakter. Dále byla mezi FAP+ 

mezenchymálními buňkami nalezena minoritní subpopulace buněk podobajících se 

nádorovým buňkám na genomické úrovni, což by mohly být transdiferencované gliomové 

kmenové buňky (Balaziova et al. 2021). 
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V rámci diplomové práce jsem provedla dvojité imunochemické barvení, které prokázalo, 

že v blízkosti buněk exprimujících FAP se vyskytuje kolagen typu I a fibronektin. Tyto 

proteiny se se za fyziologických okolností v mozku vyskytují pouze omezeně (Rutka et al. 

1987; Busek et al. 2016) a FAP exprimující buňky by se  mohly podílet na jejich zvýšené 

produkci v glioblastomu. 

Naše imunohistochemická data prokazují přítomnost TGFβ napříč nádorovým 

parenchymem včetně oblastí stromatu, kde je lokalizována exprese FAP. Tyto výsledky jsou 

v souladu s dalšími studiemi zabývajícími se glioblastomem (Li et al. 2020; Krepela et al. 

2021). Výsledky lokalizační analýzy také prokazují, že v blízkosti oblastí pozitivních na 

mezenchymální marker (TE-7) a kolagen typu I je detekována exprese TGFβ. Dvojité 

imunochemické barvení fibronektinu s TGFβ nebylo uskutečněno z důvodu nemožnosti 

odlišit dané primární protilátky (obě protilátky byly králičí). Ve shodě s původní hypotézou 

můžeme konstatovat, že v glioblastomu se TGFβ nachází v oblastech, kde se vyskytují FAP+ 

mezenchymální buňky a proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin. 

Pro potvrzení výsledků bioinformatických a imunohistochemických analýz a zjištění 

asociace mezi FAP, TGFβ, kolagenem typu I a fibronektinem v tkáni glioblastomu byla 

provedena kvantifikace těchto proteinů pomocí metody ELISA. V glioblastomu je FAP 

zvýšeně exprimován a nachází se především na stromálních buňkách. Předpokládáme tudíž, 

že glioblastomy s vysokou expresí FAP mají vyšší zastoupení FAP+ mezenchymálních buněk. 

Na základě výsledků předchozích studií jsme pro kvantifikaci exprese TGFβ, kolagenu typu I 

a fibronektinu vybrali tkáně glioblastomů s vysokou (horní tercil) a nízkou (dolní tercil) 

expresí FAP, tedy tkáně s vysokým a nízkým zastoupením FAP+ mezenchymálních buněk 

(Busek et al. 2016; Balaziova et al. 2021; Krepela et al. 2021). U glioblastomů s nízkým 

zastoupením FAP+ buněk se nachází menší množství těchto proteinů (TGFβ, kolagenu typu I 

a fibronektinu) než v glioblastomech s vysokou expresí FAP, kde jsou tyto proteiny zvýšeně 

exprimovány. Tyto výsledky podporují naši hypotézu, že v glioblastomech s vysokou expresí 

TGFβ se vyskytuje vyšší zastoupení FAP+ mezenchymálních buněk, které odpovídají na 

stimulaci TGFβ zvýšenou expresí kolagenu typu I a fibronektinu. Toto je první studie 

prokazující asociaci mezi TGFβ, kolagenem typu I, fibronektinem a FAP stanovením exprese 

na proteinové úrovni v glioblastomu. Práce Koczorowska et al. (2016) podporuje tyto 

výsledky a ukazuje u nádorových onemocněních stimulační efekt FAP+ nádorem 

asociovaných fibroblastů na produkci TGFβ1 a proteinů ECM, například kolagenu typu I. 
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Souhrnně výsledky z bioinformatické, imunohistochemické i kvantitativní analýzy 

implikují možnost výskytu FAP+ mezenchymálních buněk odpovídajících na stimulaci TGFβ 

expresí fibrilárních proteinů ECM (kolagenu typu I a fibronektinu), čímž by se mohly podílet 

na progresi glioblastomu. Pro dokázání přímého vlivu TGFβ na expresi kolagenu typu I 

a fibronektinu FAP+ mezenchymálními buňkami byly provedeny in vitro experimenty. 

K realizaci in vitro experimentů bylo zapotřebí nejprve derivovat primární kultury FAP+ 

mezenchymálních buněk z pacientských tkání glioblastomu. Tyto buňky byly získány 

metodou MACS (viz kapitola 3.5.4). Při této metodě jsou izolovány buňky na základě vazby 

se specifickou protilátkou proti určitému antigenu, v našem případě proti FAP. Podle 

výsledků práce Balaziova et al. (2021) předpokládáme, že se jedná o mezenchymální buňky 

pericytárního charakteru, proto byly zvoleny kultivační podmínky, které jsou doporučeny pro 

komerčně dostupnou linii mozkových pericytů HBVP (pericytární médium viz kapitoly 3.3 

a 3.4.3). Derivované primární kultury FAP+ mezenchymálních buněk byly po první pasáži 

(nebo po rozmrazení) imunochemicky ověřeny s využitím několika mezenchymálních 

markerů (TE-7, SMA, PDGFRβ) včetně FAP. Dále byly také testovány antigeny asociované 

s jinými buněčnými typy vyskytujícími se v tkáni glioblastomu, například typický marker 

gliálních buněk GFAP nebo marker endotelových buněk VWF. V souladu s předchozími daty 

byla exprese těchto markerů u FAP+ mezenchymálních buněk zcela minimální až 

nedetekovatelná (Balaziova et al. 2021), což podporuje čistotu derivace primárních kultur 

FAP+ mezenchymálních buněk. 

Mezi další testovanou primární buněčnou kulturu patří gliomové kmenové buňky, které 

byly derivované z nádorové tkáně od pacientů s glioblastomem. Tyto buňky byly izolovány 

pomocí selekčního média, které se používá pro kultivaci gliomových kmenových buněk (Sana 

et al. 2018). Stejně jako u primárních kultur FAP+ mezenchymálních buněk se také 

u primárních kultur gliomových kmenových buněk testovala čistota izolace několika markery. 

Nejdůležitějšími pozitivními markery byly SOX-2 a CD133, které označovaly úspěšnost 

derivace gliomových kmenových buněk. Pro experimenty v této diplomové práci byly 

gliomové kmenové buňky kultivovány jako adherentní kultura na plastiku potaženém 

Geltrexem (Sana et al. 2018). 

V in vitro experimentech byly jako modelová kultura použity lidské mozkové vaskulární 

pericyty (HBVP). Tyto buňky exprimovaly většinu markerů jako FAP+ mezenchymální 

buněčné kultury (data neuvedena) včetně FAP. 
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Byly kultivovány čtyři mezenchymální buněčné kultury – modelová kultura HBVP 

(izolovaná ze zdravé lidské mozkové tkáně) a tři různé primární FAP+ mezenchymální 

buněčné kultury (derivované z glioblastomu). Pro ověření exprese kolagenu typu I 

a fibronektinu především mezenchymálními buňkami byly také kultivovány jiné typy buněk 

nacházejících se v glioblastomu, a to dvě komerčně dostupné gliomové linie (U87 a U251) 

a jedna primární buněčná kultura gliomových kmenových buněk. Gliomové kmenové buňky 

jsou nyní považovány za lepší a více realistické in vitro modely glioblastomu oproti dosud 

často používaným gliomovým liniím (Da Hora et al. 2019). Buněčné lyzáty z těchto kultur 

byly poté použity na detekci a kvantifikaci exprese kolagenu typu I a fibronektinu pod vlivem 

TGFβ. 

Pro stimulaci buněk v in vitro experimentech byl vybrán TGFβ1 jako nejčastěji se 

vyskytující izoforma TGFβ v glioblastomu a jeho koncentrace byla zvolena na základě 

předchozí práce (Krepela et al. 2021). Výsledky imunochemické analýzy ukazují expresi 

kolagenu typu I a fibronektinu mezenchymálními buňkami (tj. FAP+ mezenchymální buňky 

a HBVP) ve formě matrice s charakteristicky uspořádanými fibrilami. Tyto výsledky jsou ve 

shodě s předchozí prací studující FAP+ fibroblasty (Lee et al. 2011). Naopak u gliomových 

liniích ani u gliomové kmenové kultury nebyla pozorována exprese kolagenu typu I 

a fibronektinu ve formě fibrilárních struktur. Pro přesné zhodnocení produkce kolagenu typu I 

a fibronektinu a zároveň kvantifikaci vlivu TGFβ1 na expresi stimulovaných buněk byla 

použita metoda ELISA. 

Za bazálních podmínek nestimulované mezenchymální buňky (HBVP a FAP+ 

mezenchymální buňky) produkují kolagen typu I a fibronektin a po stimulaci TGFβ1 dochází 

k výraznému zvýšení exprese těchto proteinů. Tyto výsledky podporuje také dostupná 

literatura ukazující expresi kolagenu typu I a fibronektinu FAP+ mezenchymálními buňkami 

asociovanými s jinými typy nádorů a navíc je známo, že TGFβ může zvyšovat produkci 

těchto proteinů (Ignotzs a Massague 1986; Schultze-Mosgau et al. 2006; Lee et al. 2011; Luo 

et al. 2014; Lo et al. 2015). Zajímavý výsledek je, že exprese kolagenu typu I a fibronektinu 

mezenchymálními buňkami není úměrně závislá na koncentraci TGFβ1. Maximální exprese 

kolagenu typu I a fibronektinu dosahují mezenchymální buňky po stimulaci TGFβ1 

o koncentraci 2 ng·ml-1. Při zvýšení koncentrace TGFβ1 na 10 ng·ml-1 nedochází k vyššímu 

nárůstu exprese těchto proteinů mezenchymálními buňkami. K indukci exprese kolagenu typu 

I a fibronektinu dostačuje TGFβ1 o koncentraci 2 ng·ml-1, která zřejmě spouští transkripci 

jejich genů prostřednictvím obsazení vysoko afinitních míst DNA pro Smad proteiny. Tyto 
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závěry jsou ve shodě s dosavadními studiemi. Dle literatury Smad proteiny funkčně asociují 

a kooperují s transkripčními faktory s vysokou afinitou k DNA, například s komplexem 

aktivačního proteinu-1, který řídí mimo jiné i expresi kolagenu typu I a fibronektinu (Chung 

et al. 1996; Liberati et al. 1999). U většiny mezenchymálních kultur je nárůst exprese 

kolagenu typu I a fibronektinu po stimulaci TGFβ1 signifikantní. Naopak u některých 

mezenchymálních buněk statistická významnost změny exprese těchto proteinů po stimulaci 

TGFβ1 nevychází z důvodu velkého rozptylu naměřených hodnot, avšak trend nárůstu 

exprese proteinů je zřejmý. 

Zajímavý výsledek přinesla modelová kultura HBVP, která odpovídala na stimulaci 

TGFβ1 výrazným zvýšením produkce sledovaných proteinů. Od dodavatele jsme zjistili, že se 

jedná o pericyty z fetu nikoli z dospělého člověka, což může vysvětlovat, proč byly tyto 

buňky tak citlivé na stimulaci TGFβ1. Fetální původ také může vysvětlit expresi FAP těmito 

buňkami. 

Gliomové linie a gliomové kmenové buňky nevykazují produkci sledovaných proteinů 

(kolagenu typu I a fibronektinu) za bazálních podmínek ani po stimulaci TGFβ1. Exprese 

těchto proteinů je u gliomových buněk na úrovní detekčního limitu metody ELISA, ačkoli si 

můžeme všimnout u gliomové linie U87 mírné produkce sledovaných proteinů, u které po 

stimulaci TGFβ1 není detekován statisticky významný nárůst exprese. Dřívější výsledky 

ukazují, že tato gliomová linie nese mezenchymální znaky (data neuvedena), které mohou být 

podpořeny stimulací TGFβ1 (Ouanouki et al. 2017). Předložené výsledky nicméně ukazují, že 

gliomové buňky jsou minoritní producenti proteinů kolagenu typu I a fibronektinu i po 

stimulaci TGFβ1. Moje zjištění nejsou zcela ve shodě se studií Bryukhovetskiy a Shevchenko 

(2016), kteří zjistili téměř dvojnásobný nárůst exprese kolagenu typu I a fibronektinu u linie 

U87 po stimulaci TGFβ1. Nicméně v této práci byla použita jiná koncentrace TGFβ1 

(5 ng·ml-1) a zároveň byly buňky stimulovány TGFβ1 po dobu tří dnů, takže dosažené 

výsledky se mohou lišit i kvůli jiným kultivačním podmínkám.  

Studie Allen et al. (2016) ukázala, že gliomová linie U87 se v laboratořích může výrazně 

lišit oproti původně izolované a ustálené linii derivované z tkáně glioblastomu. Gliomové 

linie U87 a U251 se přestávají považovat za dostatečně přesný model glioblastomu kvůli 

jejich odlišnému transkriptomu od tkání glioblastomu (Lee et al. 2006). Dál bych proto 

navrhovala využití jiného modelu gliomových buněk, například gliomových kmenových 

buněk kultivovaných v bezsérovém médiu pro nervové kmenové buňky, které se stále častěji 

využívají v experimentálním výzkumu (Pollard et al. 2009). 
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Ve funkčních in vitro studiích jsme se zaměřili na matrice produkované TGFβ1 

stimulovanými mezenchymálními buňkami, u kterých jsme prokázali nárůst zastoupení 

kolagenu typu I a fibronektinu, a dalšími experimenty jsme zjišťovali jejich možný 

promigrační vliv na gliomové linie. 

V této diplomové práci prokazuji zvýšenou migraci gliomové linie U251 na matricích 

produkovaných FAP+ mezenchymálními buňkami, což je první studie ukazující efekt matric 

produkovaných FAP+ mezenchymálními buňkami mikroprostředí glioblastomu na migraci 

gliomových buněk. Studie Lee et al. (2011) podporuje pozitivní efekt matric produkovaných 

FAP+ mezenchymálními buňkami na migraci nádorových buněk, avšak tato práce studovala 

nádorové buňky pankreatu. U druhé testované gliomové linie U87 jsme v rámci provedených 

experimentů tento efekt nepozorovali. Data z migračních experimentů U87 byla velmi 

variabilní a lišila se i v rámci provedených experimentů. Navíc bazální migrace U87 se 

výrazně lišila ve dvou na sobě nezávislých experimentech a byla výrazně zvýšena oproti 

předchozím experimentům s touto linií (data neuvedena), což mohlo významně ovlivnit efekt 

matric. 

Ve dvou na sobě nezávislých předexperimentech bylo pozorováno zvýšení migrace 

gliomové linie U251 matricemi produkovanými mezenchymálními buňkami po stimulaci 

TGFβ1 (data neuvedena), avšak v následných experimentech tento efekt na gliomové linie 

(U87 a U251) nebyl prokázán. Matrice produkované mezenchymálními buňkami po stimulaci 

TGFβ1 sice zvyšují migraci gliomové linie U251, avšak tento nárůst migrace se významně 

neliší od migrace za použití kontrolních matric produkovaných mezenchymálními buňkami 

a není blokován u matric produkovaných mezenchymálními buňkami kultivovanými 

s přídavkem inhibitoru TGFβ1 signalizace. Jeden z možných důvodů, proč v uvedených 

experimentech migrace gliomových buněk nebyla zvýšena matricemi produkovanými 

mezenchymálními buňkami po stimulaci TGFβ1 oproti kontrolním matricím produkovaných 

mezenchymálními buňkami, by mohlo být změněné chování derivovaných FAP+ 

mezenchymálních buněk. Při přípravě matric na migrační experimenty primární FAP+ 

mezenchymální buňky méně proliferovaly, snáze podstupovaly buněčnou smrt a dle 

imunochemické analýzy exprese kolagenu typu I a fibronektinu již většina netvořila silné 

fibrilární sítě. Navíc z migračních experimentů byla vyřazena buněčná kultura 27 primárních 

FAP+ mezenchymálních buněk kvůli ztrátě mezenchymálních znaků. Jelikož jsou primární 

FAP+ mezenchymální buňky velmi vzácný materiál, nebyl už dostupný už další materiál pro 

opakování experimentu. 
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Přestože předchozí práce využívající purifikovaný kolagen typu I a fibronektin prokázaly 

jejich stimulační vliv na migraci gliomových buněk (Kaufman et al. 2005; Brösicke et al. 

2015b; Fayzullin et al. 2019), existuje jen velmi málo studií, které by podobně jako 

předkládaná práce využívaly komplexní směs molekul ECM a přibližovaly se tak reálnému 

mikroprostředí glioblastomu. 
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6. Závěr 

• Exprese TGFβ1 v glioblastomu pozitivně koreluje s expresí řady proteinů 

extracelulární matrix (například kolagen typu I, kolagen typu III, kolagen typu IV, 

fibronektin) a FAP. 

• TGFβ1 zvyšuje produkci kolagenu typu I a fibronektinu u FAP+ mezenchymálních 

buněk derivovaných z glioblastomu. Gliomové linie a gliomové kmenové buňky tyto 

proteiny téměř neexprimují ani po stimulaci TGFβ1. 

• Matrice produkované FAP+ mezenchymálními buňkami zvýšily migraci gliomové 

linie U251, u matric produkovaných FAP+ mezenchymálními buňkami po stimulaci 

TGFβ1 nebylo patrné další zvýšení migrace gliomové linie U251.  V provedených 

experimentech matrice produkované FAP+ mezenchymálními buňkami neměly 

významný vliv na migraci gliomové linie U87. 

Výše uvedené výsledky potvrdily část hypotézy, že TGFβ1 pozitivně působí na produkci 

kolagenu typu I a fibronektinu FAP+ mezenchymálními buňkami, čímž naznačují 

mechanismus, kterým by tato buněčná subpopulace mohla přispívat k progresi glioblastomu 

(Obrázek 15). Přesný mechanismus vlivu na gliomové buňky a působení extracelulární matrix 

tvořené FAP+ mezenchymálními buňkami na další buněčné populace v nádorovém 

mikroprostředí glioblastomu není dosud znám. 

 

Obrázek 15: Schéma shrnující výsledky diplomové práce. Mezenchymální buňky exprimující fibroblastový 

aktivační protein (FAP) se nacházejí typicky v perivaskulární oblasti glioblastomu. Tyto buňky produkují 

významně více kolagenu typu I a fibronektinu oproti gliomovým buňkám, které i po stimulaci TGFβ exprimují 

pouze minimální množství kolagenu typu I a fibronektinu. Vlivem TGFβ dochází u mezenchymálních buněk 

exprimujících FAP k nárůstu produkce kolagenu typu I a fibronektinu. Extracelulární matrix produkovaná 

mezenchymálními buňkami exprimujícími FAP může zvyšovat migraci gliomových buněk. Vytvořeno 

v BioRender.com. 
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