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Abstrakt

Glioblastom (GBM) je nejagresivnéjsi a nejcastéjsi maligni primarni mozkovy nador, ktery se
vyznacuje zménami extracelularni matrix (ECM). K témto zménam muize pfispivat transformujici
rustovy faktor beta (TGFpB), ktery je v GBM zvysené exprimovan. TGFP indukuje expresi
fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP), ktery se v GBM nachézi na mezenchymalnich bunkach
obklopujicich cévy, kde se také typicky vyskytuji proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin.

Cilem prace bylo uréit vliv TGFB na expresi kolagenu typu I a fibronektinu FAP*
mezenchymalnimi buitkami v GBM a zjistit vliv ECM produkované témito buiikami na migraci

gliomovych bunék.

Bioinformatické a tkanové analyzy prokazuji korelaci mezi expresi TGFfp, FAP, kolagenu
typu 1 a fibronektinu v GBM. Pomoci imunohistochemie byla detekovana exprese TGF( difuzné
v GBM v¢etné oblasti stromatu, které obsahovaly FAP" mezenchymalni buiiky a kolagen typu I. V in
vitro experimentech byla po stimulaci TGF u FAP" mezenchymalnich bunék prokazana zvySena
produkce kolagenu typu I a fibronektinu, zatimco u gliomovych bun¢k byla produkce téchto proteint
i po stimulaci TGFB velmi nizka. ECM produkovana FAP" mezenchymalnimi buiikami vyznamné
zvySovala migraci gliomové linie U251, avsak ECM FAP' mezenchymalnich bunék po stimulaci
TGFB migraci této gliomové linie jiz vice nezvysila. ECM produkovana FAP" mezenchymalnimi

buiikami neméla v provedenych experimentech efekt na migraci gliomové linie U87.

Vysledky prokazuji vliv TGFB na produkci kolagenu typu I a fibronektinu FAP*
mezenchymalnimi butikami v GBM a naznacuji mechanismus, kterym by se tato bunééna populace

mohla podilet na progresi GBM.

Klicova slova: glioblastom, extracelularni matrix, transformujici rtistovy faktor beta, fibroblastovy

aktivaéni protein, mezenchymalni bunky, 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 (TGFp), which is overexpressed in GBM. TGFp 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 TGFP 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 TGFp, FAP, collagen
type I, and fibronectin expression in GBM. Using immunohistochemistry, TGF} expression was
detected diffusely in GBM including areas of stroma that contained FAP" mesenchymal cells and
collagen type 1. In in vitro experiments, FAP* mesenchymal cells showed increased production of
collagen type I and fibronectin after TGFp stimulation. In contrast, glioma cells showed very low
production of these proteins even after TGFp 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 TGFp stimulation. ECM produced by
FAP" mesenchymal cells did not affect the migration of glioma cell line U87.

These results demonstrate an effect of TGFP on the production of collagen type 1 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
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1. Literarni prehled

1.1.Glioblastom

Glioblastom je nejagresivngjsi a nejcastéjsi typ maligniho primarniho nédoru centralni
nervové soustavy, ktery reprezentuje témeét 48 % primarnich malignich mozkovych nadort
u dospélych (Ostrom et al. 2018). Glioblastom pfedstavuje pro pacienty velmi Spatnou
progndzu a jeho medidn preziti se pohybuje pfiblizné¢ v rozmezi 14—-15 mésicti od stanoveni
diagnézy (Koshy et al. 2012). Timto typem nadoru mohou byt postizeni lidé v jakémkoli
veéku, avSsak medidn stafi pacienta pii ureni diagnoézy je 64 let a nejvyssi incidence
glioblastomu se vyskytuje u pacientli okolo 75 az 84 let (Thakkar et al. 2014; Montemurro
2020). Glioblastom postihuje muze az 1,6x castéji nez zeny (Ostrom et al. 2018). K urceni

diagndzy se vyuziva kombinace histopatologickych metod a molekularnich parametr (Louis

wevr

vvvvv

nadorového onemocnéni.

Diky pokroku v oblasti molekularni biologie bylo zjisténo nékolik typickych genetickych
aberaci souvisejicich s glioblastomem, a proto se nyni pfi diagnostice hledi predev§im na
specificky molekularné-geneticky profil glioblastomu (Klasifikce Svétové zdravotnické
organizace (WHO; World Health Organization), Louis et al. 2021). Mezi typické
molekularné-genetické znaky uzivané v diagnostice glioblastomu se fadi homozygotni delece
inhibitoru cyklin-dependentni kindz 2A/B, zplisobujici ztratu jejich produkti (p14, pl5, p16)
inhibujicich progresi bunééného cyklu (Ma et al. 2020; Louis et al. 2021). Mezi dalsi
diagnosticky biomarker patifi mutace promotoru genu telomerazové reverzni transkriptidzy
vedouci ke zvySenému prezivani bunék, které by za fyziologickych podminek piechazely do
senescence nebo by podstupovaly apoptoézu kvili limitnimu zkraceni telomer (Nonoguchi et
al. 2013; Louis et al. 2021). Mezi dalsi typickou abnormalitu spojenou s glioblastomem
pouzivanou v diagnostice patii amplifikace nebo aktivaéni mutace genu receptoru
epidermalniho rastového faktoru zvysujici bunécnou proliferaci, angiogenezi, migraci a invazi
nadorovych bun¢k (Feng et al. 2014; Keller a Schmidt 2017; Louis et al. 2021). Dalsi
vyznamny molekuldrni marker je soucasna zména poctu kopii chromosomu 7 (amplifikace
celého chromozomu, ¢i 7p nebo 7q) a ztrata chromozomu 10 (cely chromozom, ¢i 10p nebo
10q), (+7/-10), nejcastéji trisomie chromozomu 7 a monosomie chromozomu 10, coz je

zpusobeno pravdépodobné chybami v mitotické disjunkei (Stichel et al. 2018; Louis et al.



2021). Vyse uvedené molekularni markery pro diagnostiku glioblastomu byly detekovany
také v gliomovych liniich a gliomovych kmenovych buiikach, coz jsou nejcasteji pouzivané in
vitro modely glioblastomu ve vyzkumu (Raschke et al. 2005; Lee et al. 2006; Akhavan et al.
2013; Johanns et al. 2016; Stichel et al. 2018).

Pii diagnostice glioblastomu jsou vedle molekuldrné-genetickych znakii vyuZzivané
1 typické histopatologické znaky. Mezi tyto znaky se fadi silnd aberantni vaskularizace,
infiltrativni rGst a tvorba mikrovaskuldrnich proliferaci, coz ve vysledku vede k vyskytu
hemoragii a nekr6z. Mezi charakteristické znaky glioblastomovych bunék patii vyznamna
mitotickd aktivita, zfetelné morfologické zmény a jejich vysoka heterogenita, kterd je
zajiSténa subpopulacemi gliomovych kmenovych bun¢k v mikroprostiedi glioblastomu

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

Nad ramec klasifikace WHO Ize glioblastomy podrobnéji rozdélit na tfi transkriptomové
subtypy, a to na klasicky, mezenchymalni a proneuralni (Wang et al. 2017; Teo et al. 2019).
Tyto subtypy jsou ureny na urovni expresniho profilovani a asociuji s typickymi genetickymi
zménami, napiiklad ztrdta chromozomu 10 a amplifikace chromozomu 7 u klasického
subtypu, fokalni hemizygotni delece v oblasti 17q11.2 vcetné genu pro neurofibromin 1
(NF1) u mezenchymalniho subtypu, aberace genu receptoru rastového faktoru A krevnich
desti¢ek u proneuralniho subtypu (Verhaak et al. 2010; Wang et al. 2017; Teo et al. 2019).
Genetické abnormality subtypl glioblastomu maji potencidl vyuZiti jako prediktivni markery
a terapeutické cile (Park et al. 2019; Teo et al. 2019). PiestoZe byly subtypy glioblastomu
poprvé popsany pied vice nez deseti lety, stdle pro né¢ chybi jednotlivé specifické lécebné
protokoly, a to z diivodu nedostatku systematickych klasifikacnich metod, sloZitosti a vysoké
finan¢ni ndkladnosti dosavadnich metod pro pouZiti v rutinnich klinickych laboratotich
(Schwarze et al. 2020). Pro ptekonani tohoto omezeni a umoznéni lepsiho urceni specifického
protokolu k pfesnéjSimu vedeni 1écby 1 prognézy dle jednotlivych subtypt se dalsi vyzkum
zabyvd zjednoduSenim a finanénim zpfistupnénim metodik pro klasifikaci subtypt
glioblastomu, coz by v disledku mohlo zlepsit budoucnost v Ié€bé tohoto onemocnéni

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

Krom¢ samotnych nadorovych bunc¢k ovliviluje rist a progresi nadoru jeho
mikroprostfedi. Mozkova tkan je velmi specifickd a oproti ostatnim tkanim lidského téla
vykazuje n€kolik rozdilnych charakteristik, a to jak v bunécné, tak 1 v nebunécné slozce.
Vyskyt riznych typt bunc¢k ve zdravém mozku je castecné urcujici pro bunécné slozeni
mikroprostiedi glioblastomu. V jeho mikroprostfedi se vyskytuji napiiklad neuronélni bunky
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a astrocyty, které jsou specifické pro mozkovou tkan (Quail a Joyce 2017). Déle se zde
nachazeji stromalni buiiky jako endotelidlni buiiky, pericyty, mezenchymalni kmenové bunky
a nedilnou soucast predstavuji také bunky imunitniho systému — napiiklad s nadorem
asociované makrofagy (TAM; Tumor-Associated Macrophages, M2 fenotyp) a mikroglie
(Bradshaw et al. 2016; Quail a Joyce 2017; DeCordova et al. 2020).

Podstatnou soucést bunécného mikroprostiedi glioblastomu pfedstavuji mezenchymalni
bunky, které se podle ptibyvajicich dikazi ukazuji jako mozny faktor podporujici progresi
glioblastomu. Mezi tyto bunky mizeme fadit napiiklad mezenchymalni kmenové bunky,
pericyty a buitky podobné nadorové asociovanym fibroblastim (Clavreul et al. 2012; Appaix
et al. 2014; Clavreul et al. 2014). Tyto buiiky se nachazeji nejcasteji v perivaskularni oblasti
glioblastomu, kde dochazi k neoangiogenezi a také se zde vyskytuji gliomové kmenové bunky
(Calabrese et al. 2007). Nékteré prace naznacuji, Ze gliomové kmenové builky se mohou
transdiferencovat v rizné typy mezenchymalnich bunék (Cheng et al. 2013; Hossain et al.
2015). Dalsim bunécnym typem ménicim sviyj fenotyp a vyskytujicim se v glioblastomu jsou
pericyty, které se mohou transdiferencovat v jiné mezenchymalni buiiky, naptiklad v bunky
podobné fibroblastim (Hosaka et al. 2016; Li et al. 2020). Buiikky podobné nadoroveé
asociovanym fibroblastim jsou v perivaskularnich oblastech v glioblastomu obklopeny
fibronektinem a mohly by se podilet na modifikaci extracelularni matrix (ECM; Extracellular
Matrix), (Busek et al. 2016). Modifikovana ECM a rozpustné medidtory v mikroprostiedi
podporuji perivaskularni Sifeni gliomovych bunék, které je charakteristické pro glioblastom,
a navic nékteré bunky podobné fibroblastim mikroprostiedi glioblastomu mohou podporovat
rist gliomovych bunék (Schiffer et al. 1997; Von Bullow et al. 2001; Lugassy et al. 2002;
Clavreul et al. 2012; Clavreul et al. 2015). Pfestoze byly bunky podobné nadorovée
asociovanym fibroblastim u glioblastomu popsany, jejich podil na progresi glioblastomu neni

zatim zcela prozkouman (Clavreul et al. 2012; Clavreul et al. 2014).

1.2.Zmény extracelularni matrix v glioblastomu
ECM v glioblastomu se svym slozenim i strukturou vyznamné li§i od zdravé mozkové
tkang. Pfispivaji k tomu nejen nadorové bunky, ale i riizné stromalni bunky pfitomné

v nddorovém mikroprostiedi.

1.2.1. Extracelularni matrix mozkové tkané

ECM tvoti az 20 % z celkového objemu mozku a je produkovéna z velké ¢asti neurony

a gliovymi buiikami. ECM zdravého mozku dospélého ¢lovéka je ve srovndni s ostatnimi
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organy lidského téla velmi odlisSna. Matrix mozkové tkané mizeme d€lit na dva typy: proteiny
bazalni membrany (tj. perivaskularni oblasti) oddé€lujici mozkovou tkan od endotelovych
bun¢k vytvarejicich cévy a ECM mozkového parenchymu vypliujici samotnou tkan. Kromé
mista vyskytu v tkani je odlisuje také rozdilné mnozstvi a slozeni molekul ECM (Lau et al.

2013).

V mozkové ECM pievazuji glykosaminoglykany a proteoglykany. Vétsinu ECM zde
piedstavuje glykosaminoglykan hyaluronan. Pii fyziologickych podminkach zajistuje
biomechanickou integritu, tkanovou homeostazu, strukturu a soudrznost tkan¢ (Ferrer et al.
2018). Diky své schopnosti fungovat jako stabiliza¢ni kostra pro dalsi molekuly ECM
(glykoproteiny a proteoglykany) mutze byt zodpovédny za organizaci a lokalizaci vice
molekul dilezitych naptiklad pro vedeni axonu. Také ovliviiuje formovéni funk¢nich synapsi
a plasticitu mozku skrze receptor CD44 exprimovany na neuronech a glidlnich buiikéch

(Roszkowska et al. 2016).

Proteoglykany, a to ptredevS§im brevikan, pfedstavuji druhou nejcastéjsi slozku mozkové
ECM. V mozku se proteoglykany podili na regulaci mikroprosttedi pomoci interakci
s bunkami. Brevikan byl detekovan na vnéjsi strané¢ membrany astrocytli a neuronti. Diky své
G2 doméné muze interagovat s dal§$imi molekulami ECM mozku, naptiklad s tenascinem R,
s nimZ ovliviiuje tvorbu perineuralnich siti, ¢imz oslabuje pocty synapsi (Hagihara et al. 1999;

Gottschling et al. 2019).

Tteti nejcastéji zastoupenou molekulu ECM piedstavuji tenasciny. Jedna se o multimerni
glykoproteiny ovlivilujici plasticitu mozkové tkané. K jejich expresi dochazi béhem
embryondlniho vyvoje a také pii patologickych stavech (Brosicke et al. 2015a). Nejcasté)si
tenascin v mozku, tenascin C, ma dileZitou roli ve vytvafeni specifickych funkénich oblasti
kmenovych bunék (niche), (Garcion et al. 2004). Podili se na regulaci proliferace a migrace
mozkovych progenitorovych bunék, jako astrocytli, glidlnich bun&k, neuront
a oligodendrocytl (Garcion et al. 2001; Nishio et al. 2003; Garwood et al. 2004; Karus et al.
2011).

Klasické fibrilarni proteiny ECM (nejcastéji kolageny a fibronektin), typické pro ostatni
tkan¢ lidského téla, se ve zdravém mozku nachdzi pouze v malém mnozstvi, a to pfedevSim
v oblastech bazalnich membran cév a pod mozkovymi obaly (Rutka et al. 1987). Tyto
vlaknité slozky ECM jsou v bazalnich membranach mozku zastoupeny kolagenem typu IV,

lamininem, perlekanem a entaktinem (¢ili nidogenem), (Rosell et al. 2008; Ferrer et al. 2018).



1.2.2. Extracelularni matrix glioblastomu

U glioblastomu dochazi k velkym zménam ve slozeni ECM ve srovnani s tkani
zdravého mozku u dospé€lych (Obrazek 1).

Z duvodu produkce riznych faktori nadorovymi buiikkami dochazi k ovlivnéni
nadorového mikroprostiedi (v€etné perivaskuldrni oblasti), ¢imz se méni chovani bunék v této
oblasti glioblastomu. Ovlivnéné buniky naddorového mikroprostiedi zapticinuji zménu ECM,
ato 1zménu v zastoupeni jednotlivych molekul ECM. Nadorova tkan se stava rigidnéjsi
a pevnéjsi, a to predevsim z diivodu zmény exprese fibrilarnich proteini skupiny kolagenti
a fibronektinu (Mammoto et al. 2013; Katt et al. 2018). Struktury fibrilarnich proteini ECM
predstavuji vyhodné migracni cesty pro nadorové bunky na del$i vzdalenosti nadorovym
mikroprostiedim. Tyto proteiny ECM tak vyznamné piispivaji k progresi glioblastomu

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

1.2.2.1. Extracelularni matrix parenchymu glioblastomu

V glioblastomu je oproti zdravé tkani mozku exprese hyaluronanu zvysSena, stejn¢ tak
iexprese jeho receptoru CD44. Pomoci tohoto receptoru hyaluronan pusobi na zesileni
pfenosu signald do cytoplazmy, ¢imZz pozitivné ovliviiuje proliferaci, motilitu, migraci
a invazivitu gliomovych bun¢k (Kim et al. 2008; Klank et al. 2017).

Jednim z nejvice zastoupenych proteoglykanti v glioblastomu je brevikan. Pfi jeho
zvySené expresi se zvySuje invazivita glioblastomovych bunék, ¢imZ napomédhd progresi
nadoru (Dwyer et al. 2014). Brevikan také pozitivné reguluje expresi fibronektinu na povrchu
glioblastomovych buné¢k a ndslednd vazba brevikanu s fibronektinem zvySuje expresi
integrini, ¢imz podporuje motilitu glioblastomovych bun¢k (Hu et al. 2008).

Déle je v ECM glioblastomu zvySeny vyskyt tenascinu C, ktery koreluje s malignitou
nadoru, a tudiZ jeho vyssi exprese je asociovana s kratSi dobou piezivani pacienta (Maris et al.
2008). Mimo jiné v porovndni s dal$imi solidnimi nddory byla pravé v glioblastomu
detekovana nejvyssi exprese tenascinu C (Herold-Mende et al. 2002; Leins et al. 2003;
Sivasankaran et al. 2009; Alves et al. 2011). Tenascin C miiZe regulovat chovani bun&k
pfimo pomoci vazby na integriny nebo nepiimo pomoci vazby dalSich molekul ECM,
napiiklad brevikanu (Varga et al. 2012; Chiquet-Ehrismann et al. 2014; Fujita et al. 2019).
Tyto interakce vedou k progresi naddoru pifes zvySeni bunééné migrace a motility, cemuz
pfispiva inhibice fokalnich adhezi skrz snizeni aktivity a signalizace fokalni adhezni kinazy
(FAK; Focal Adhesion Kinase), extracelularnim signalem regulované kindzy (ERK;

Extracellular Signal-Regulated Kinase), RhoA GTPazy (Williams a Schwarzbauer 2009).



Tenascin C také indukuje zménu exprese geni modulujicich ECM, napiiklad matrix
metaloproteinazy-2 (MMP; Matrix MetalloProteinase), -9, -12, ¢imz zvySuje invazivitu

glioblastomovych bunék (Ilunga et al. 2004; Sarkar et al. 2006; Hirata et al. 2009).

1.2.2.2. Extracelularni matrix bazalnich membran glioblastomu
Ptitomnost velkého mnozstvi novotvoienych cév je jednou =z hlavnich
histopatologickych charakteristik glioblastomu (viz kapitola 1.1) a je spojena se zvysSenou
expresi slozek bazdlni membrany, napfiklad lamininu, kolagenu typu IV a fibronektinu

(Huijbers et al. 2010).

1.2.2.2.1. Kolageny
Fibrilarni kolageny patii k nejzastoupenéjsim molekulam ECM vétSiny tkani a organt
lidského téla s vyjimkou mozkové tkané, kde predstavuji pouze mensinu ECM nachézejici se
témét vyhradné v oblastech bazalni membrany. Naopak v glioblastomu lze detekovat jejich

zvysenou expresi.

Kolageny hraji roli v kli¢ovych déjich progrese nadoru jako je adheze, motilita, invaze
a angiogeneze. Jsou povazovany za dilezité pro rust nadoru, nebot’ usnadnuji bunécné déleni

a proliferaci (Samuel et al. 2011).

Kolagen typu IV patii mezi nejvice exprimovany typ kolagenu v mikroprostiedi
glioblastomu. Jeho exprese byla detekovana v blizkosti oblasti mikrovaskularni proliferace
(Huijbers et al. 2010). ZvySend pfitomnost kolagenu typu IV v glioblastomu pozitivné

ovliviiuje angiogenezi, ¢imZ dochazi k rychlejSimu riistu nadoru (Mammoto et al. 2013).

Fibrilarni kolagen typu 1 ovliviiuje diky interakcim s riiznymi receptory mnoho
bunéénych de&ji (Elango et al. 2022). Neékteré diiveéjsSi prace expresi kolagenu typu I
v glioblastomu nepiipoustély (Zamecnik et al. 2004), avSak pozdéjsi studie Huijbers et al.
(2010) ptitomnost tohoto proteinu prokazaly, a to v oblastech peritumordlni tkané
glioblastomu (tzn. nddorové cévy a stroma) 1 v samotném glioblastomu. Kolageny, predev§im
fibrilarni kolagen typu I, vytvafi rigidni ECM v mikroprostfedi nadoru. Glioblastom je tuzsi
nez okolni mozkovy parenchym a gliomové bunky typicky migruji na jeho rozhrani podél cév
(Farin et al. 2006; Rubenstein a Kaufman 2008; Gritsenko et al. 2017). In vitro experimenty
s 3D kolagenovymi gely ukazuji zvySenou migraci gliomovych bun€k ve srovnani
s fibronektinovym potahem a srovnatelnou migraci jako v 3D mozkovych fezech

organotypickych kultur (Fayzullin et al. 2019). V glioblastomu zvySena exprese kolagenu



typu I napiiklad koreluje s jeho internalizatnim receptorem Endol180, coZ souvisi s invazi
glioblastomu, a to zejména u mezenchymaélniho subtypu (Huijbers et al. 2010). Mimo jiné se
v perivaskularnim prostredi také nachédzeji gliomové kmenové buniky a bylo dokazano, ze
kolagen typu I v této oblasti zesiluje expresi CD133, jednoho z hlavnich markerti gliomovych
kmenovych bunék, ¢imz byla prokdzana jeho dalsi role v patogenezi glioblastomu (Motegi et

al. 2014).

Kolageny mohou slouzit nejen jako migracni cesty pro gliomové bunky, ale také jako
bariéra ¢i faktor ovliviiujici chovani bunék, proto role kolagena v glioblastomu zlstava zatim
ne zcela objasnéna. Je zndmo, ze exprese kolagent koreluje s invazivitou glioblastomu a déle
strukturalni organizace kolagenti ovliviluje dobu preziti pacienta, kdy vice usporadané
fibrilarni kolageny byly spojeny s prognosticky lepSimi glioblastomy (Pointer et al. 2016).
Navic bylo zjiSténo, Ze uspotfadani kolagenu vramci ECM je zavislé na piitomnosti

fibronektinu (Erat et al. 2013).

1.2.2.2.2. Fibronektin

Mezi fibrilarni proteiny zvySené exprimované v mikroprostfedi glioblastomu oproti
mozku zdravého dospélého jedince patii také glykoprotein fibronektin. ZvySena koncentrace
v glioblastomu i v krvi je spojena s kratsi dobou pfeziti u pacientli s glioblastomem (Sawaya
et al. 1985; Caffo et al. 2004; Kabir a Apu 2022). Fibronektin interaguje s membranovymi
receptory, nejcastéji integriny. Pomoci této interakce propojuje a piendsi signdl z vnéjsiho
prostiedi do vnitiniho prostfedi buiky. V glioblastomu integrinova interakce ovliviiuje
nékolik aspektll jako bunéénou adhezi, proliferaci, motilitu, migraci a invazivitu (Serres et al.

2014).

Fibronektin podporuje maligni potencial glioblastomu, naptiklad ovliviluje gliomové
kmenové bunky. In vitro experimenty prokazaly zvySenou adhezi gliomovych kmenovych
bunék v zavislosti na mnoZstvi fibronektinu, coz indukovalo expresi MMP-2 a MMP-9
degradujicich ECM. Fibronektin indukuje diferenciaci gliomovych kmenovych bungk, kdy
dochazi ke snizeni exprese kmenovych markeri SOX-2 ((Sex determining region Y)-box 2)
a nestinu a zvyseni exprese markerti asociovanych s diferenciovanymi buitkami jako B-tubulin
a glidlni fibrilarni acidicky protein (GFAP; Glial Fibrillary Acidic Protein). Fibronektin také
zvySuje proliferacni aktivitu téchto bun€k detekovanou pomoci proteinu Ki-67. Exprese
tohoto markeru je charakteristickd pro délici se buiiky a je potlacena pouze v Go fazi

bunééného cyklu. Fibronektin déale zvySuje piezivani gliomovych kmenovych bunék



prostiednictvim snizeni exprese proapoptotického proteinu p53 a zvyseni exprese ABC (ATP
Binding Cassette) transportérii pfispivajicich k chemorezistenci nadoru. Do téchto
modulacnich procesti je zapojena aktivace signéalni drahy integrin — FAK/paxillin/protein
kinaza B (PKB; Protein Kinase B/Akt; ), kterd mize byt zvracena intergrinovym inhibitorem

(Yu et al. 2018).

Signalizace spousténa fibronektinem byla navrzena Serres et al. (2014) jako jeden
z faktort, ktery spousti expresi soucasti signalni kaskady transformujiciho rustového faktoru
beta (TGFp; Transforming Growth Factor Beta) v nadorovych buiikach. To vytvaii podminky
pro zpétnovazebnou smycku, protoze TGFP ovliviiuje mimo jiné i mezenchymalni bunky
nadorového mikroprostiedi k produkci molekul ECM véetné fibronektinu (Bryukhovetskiy
a Shevchenko 2016; Zonneville et al. 2018).
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Obrazek 1: Zména extracelularni matrix v glioblastomu oproti zdravému mozku. Schéma shrnujici relativni
vyskyt molekul extracelularni matrix ve zdravém mozku (vlievo) a v glioblastomu (vpravo). MMP — matrix
metaloproteinaza. Vytvoreno v BioRender.com.

1.3.Signalizace TGFp v glioblastomu

Transformujici ristovy faktor beta patfi do multigenové rodiny zahrnujici tfi geny pro
izoformy TGFp , tj. izoformy TGFB1, TGFB2 a TGFf3, které jsou kodované geny TGFBI,
TGFB2, TGFB3 (Yamamoto et al. 1996). V glioblastomu produkuji TGFf gliomové buiky

veetné gliomovych kmenovych bunék a dalsi bunécné typy mikroprostiedi glioblastomu, jako



jsou astrocyty a imunitni buniky (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). Krom¢ TGFp jsou
v glioblastomu nadmérné¢ exprimovany i jeho receptory typu I a I (Yamada et al. 1995; Vega
et al. 2008). Zvysena exprese izoforem TGFf a hyper-aktivace pfenasece signalu kanonické
signalizace TGFPB Smad2 koreluji s horsi progndzou u pacientti s glioblastomem (Jiang et al.

2017).

TGFB je secernovan v inaktivni Cili latentni podobé nekovalentné vazany na peptid
asociovany s latenci (LAP; Latency-Associated Peptide) a na protein vazajici latentni TGFp
(LTBP; Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein). Timto latentnim
proteinovym komplexem je TGFf napojen na ECM (Hyytidinen et al. 2004). Latentni podoba
TGFP zabraiiuje jeho predCasné aktivaci. Proteiny latentniho komplexu TGFp pfispivaji
k jeho stabilité. Volny TGFB ma polocas rozpadu 2 minuty, zatimco jeho latentni podoba ma
poloc¢as rozpadu 90 minut (Wakefield et al. 1990). U glioblastomu je zvySend exprese
proteinu latentniho komplexu LTBP-1, ktery je secernovan nddorovymi buitkami a nésledné
se vaze na proteiny ECM. Nadmérmna exprese LTBP-1 zvySuje aktivitu TGFp a fosforylaci
pfenasece signalu kanonické signalizace TGFB Smad2 v naddorovych buiikéch glioblastomu

(Tritschler et al. 2009).

TGFB mizZe byt uvolnén z latentniho komplexu a tedy aktivovdn pomoci S$tépeni
serinovou proteazou, napiiklad plasminem (Juban et al. 2018). Aktivni forma dimerniho
TGFp se vaze na dimer TGFp receptoru typu Il (TGFRII; Transforming Growth Factor Beta
Receptor Type II), coZz vede ke zméné konformace tohoto receptoru, a rekrutuje se dimer
TGEFP receptoru typu I (TGFRI; Transforming Growth Factor Beta Receptor Type I). Dochazi
k vytvofeni signalizaéné¢ aktivniho receptorového heterotetrameru, kde TGFRII
trans-fosforyluje cytosolickou regulacni podjednotku TGFRI (Yamada et al. 1995).
Membranovy serin/threonin kindzovy komplex pienasi signal s pomoci adaptorovych proteina
(naptiklad SARA; Smad Anchor for Receptor Activation) fosforylaci pies proteinové
pfenasSece signdlu rodiny Smad, které v jadfe funguji jako transkripéni faktory ovliviiujici

expresi cilovych genu (Frei et al. 2015), (Obrazek 2).

V kanonické draze signalizace TGFJ TGFRI fosforyluje intracelularni pfenasece signalu
Smad2/3, které se vazi s Co-Smad4. Heterotrimericky komplex (Smad2/3 a Smad4) se
piesouvd do jadra, kde plsobi na genovou expresi ovlivnénim struktury chromatinu

a interakcemi s dal§imi transkripénimi faktory (Ross et al. 2006; Birch et al. 2020). Zména



transkripce vyvolana signalni drahou TGFp je zéavisla na kontextu, tedy se liSi v souvislosti

s bunéénym typem a fadou dalSich faktorti (Mullen et al. 2011; Xi et al. 2011).

Nekanonicka signalni draha TGFp neni zavisla na pienasecich signalu Smad a aktivuje se
ptes fosforylaci rlznych substratti, napiiklad spoluti€astnikti drahy nuklearniho faktoru
kappa-B  (NF-kB; Nuclear Factor Kappa-B), fosfatidylinositol-3-kinazové (PI3K;
Phospholnositide-3 Kinase)/Akt, Rho-like GTPazové a mitogenem aktivované protein
kinazové (MAPK; Mitogen-Activated Protein Kinase) drdhy vcéetné ERK2/1, c-Jun
N-terminalni kindzy 1 a p38. Vysledek nekanonické signalni drahy TGFP je také zavisly na
kontextu (Birch et al. 2020).

Signalizace TGFB v glioblastomu ma rlzny regulacni Uc¢inek dle genetickych
a epigenetickych zmén v nadorovych buikach. Na zac¢atku vyvoje nddorového onemocnéni
muze fungovat jako tumor supresivni faktor a pozdé¢ji se projevuje jako tumor podporujici
faktor (Birch et al. 2020). TGFB ovlivituyje mnoho procesit pii naddorovém onemocnéni.
Naptiklad navozuje imunosupresi, reguluje kmenovost glioblastomovych kmenovych bunék,
indukuje aberantni angiogenezi a usnadiiuje rust (nadmérnou proliferaci a zvySenym
piezivanim nadorovych bunék), invazi nddoru a v neposledni fadé také reguluje expresi genti

kédujicich proteiny ECM (Birch et al. 2020).
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Obradzek 2: Kanonickd a nekanonicka signalni draha transformujiciho ristového faktoru beta (TGFp). Dimer
TGEp vazbou aktivuje kindzovy TGFp receptor typu Il (TGFRII), ¢imz transfosforylaci aktivuje kinazovy TGFp
receptor typu I (TGFRI). U kanonické signalni drahy se za pomoci adaptorového proteinu SARA (Smad Anchor
for Receptor Activation) heterooligomeruji prenaseci signdalu Smad2/3 proteiny, po jejichz fosforylaci se
rekrutuje pridatny Co-Smad4. Smad komplex se translokuje do jadra, kde ovliviuje genovou expresi.
Nekanonicka signalni drdha nezavisle na prenasecich signalu Smad aktivuje fosforylaci riizné signalni drdhy,
napriklad drdhu mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK), fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K)/Akt
a nukledrniho faktoru kB (NF- kB). Vytvoreno v BioRender.com

£

1.3.1. Vliv TGFpB na extracelularni matrix nadoru a jeho

mikroprostredi

Jeden z dllezitych disledkt signalizace TGFP v nddorovém mikroprostiedi je ovlivnéni
adheze a migrace nadorovych bunck prosttednictvim indukce syntézy proteini ECM nebo
zménou slozeni adhezivnich molekul na povrchu bunék (Caja et al. 2018). TGFP kontroluje
homeostazu proteini ECM regulaci, tedy zvySenim, exprese proteini ECM. U né&kterych
bunéénych typt signalizace TGFP spousti syntézu kolagenu typu I a fibronektinu, a tim
podporuje jejich inkorporaci do ECM (Ignotzs a Massague 1986). Kolagen typu I
a fibronektin maze byt transkripcné indukovan pres Smad3 (pfenaSeC signalu kanonické drahy

TGFPB) a tato zvySend exprese muze byt zvracena plsobenim tumorsupresoru p53
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ucinkujiciho pravé na aktivitu Smad3 (Ghosh et al. 2004; Hasegawa et al. 2009; Kang et al.
2017). Exprese fibronektinu mize byt zvysena také vlivem nekanonické signalizace TGFf
pfes MAPK p38 a ERK1/2 (Niculescu-duvaz et al. 2007). Déle bylo prokazano, ze TGFf
stimuluje expresi adhezivnich molekul, napiiklad integrinovych podjednotek os a B3. Tato
zmeénéna exprese integrini vede ke zvySené migraci nadorovych bun¢k. Ta miize byt
inhibovédna integrin-neutralizujici protilatkou nebo echistatinem (inhibitor obsahujici RGD
(Arg-Gly-Asp) sekvenci), ktery vaze integriny a blokuje jejich signalizaci (Platten et al. 2000;
Silginer et al. 2014). Integriny navic mohou indukovat uvolnéni proteinového komplexu (LAP

a LTBP) z TGFp, ¢imzZ se z latentni formy TGFf stdva aktivni forma (Annes et al. 2004).

V ramci remodelace ECM a zvySeni migrace naddoru indukuje TGFf expresi fady ECM
degradujicich protedz, véetné MMP, cozZ jsou extracelularni endopeptiddzy S$tépici rizné
molekuly ECM vcetné proteoglykanti mozkové ECM (Nakano et al. 1995; Dziembowska et
al. 2007; Sakai et al. 2011). TGFp indukuje naptiklad MMP-2 a MMP-9 zvysenim stability
jejich mRNA, coz vede ke zvysené proteinové expresi (Sehgal a Thompson 1999; Wick et al.
2001; Baumann et al. 2009). TGFp navic zvySuje aktivitu MMP-2 napftiklad prostiednictvim
vazby na TGFf indukovany typ intergrinu ovf3. Tyto vazby na povrchové molekuly nebo
dalsi proteiny v ECM jsou nezbytny ptfedpoklad pro Uc¢innou aktivaci a maturaci téchto
enzymil (Brooks et al. 1996; Baumann et al. 2009). TGFP zaroven muze ovlivnit aktivitu
MMP snizenim exprese tkanovych inhibitori MMP (Nakano et al. 1995; Wick et al. 2001).
Zvysené exprimované MMP nésledné dokazi mimo degradaci klasickych molekul ECM
aktivovat TGFp z latentni podoby uloZené v ECM a dochazi tedy k pozitivni zpétné vazbé
(Tatti et al. 2008).

Ve vysledku signalizace TGF vede k nerovnovaze proteazovych aktivit, coz podporuje
degradaci ptivodni ECM a zaroven vede ke zméné exprese proteinit ECM v nddoru, a tak
riznymi zpusoby dotvaii nddorové mikroprostfedi vhodné pro néaslednou invazi bunék, a tedy

podporuje progresi nddorového onemocnéni.

Existuje velké mnozstvi literarnich dat zkoumajicich expresi a u¢inky TGF v mozkovych
nadorech, ale dosud vSak nejsou zcela znamé molekularni mechanismy jeho pusobeni

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

In vitro experimenty s builkami mikroprostiedi glioblastomu dokazaly, ze kanonicka
signalni drdha TGFB vede ke zvySeni produkce povrchové proteazy fibroblastového

aktivaéniho proteinu (FAP; Fibroblast Activation Protein), (Krepela et al. 2021). Radou
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autorti byl FAP asociovan s horsi prognézou pacientii s nddorovymi onemocnénimi vcetné
pacienttl s glioblastomem (Tchou et al. 2013; Wikberg et al. 2013; Patsouras et al. 2015; Ebert
et al. 2020).

1.4.Fibroblastovy aktiva¢ni protein v nadorovém mikroprostredi

Fibroblastovy aktivacni protein patii mezi povrchové exprimované serinové protedzy
funk¢éni skupiny s dipeptidylpeptiddzovou-IV aktivitou a/nebo strukturou homolognich
molekul (tzv. DASH molekuly), (Sedo a Malik 2001). Enzymaticky aktivni FAP je sloZen ze
dvou enzymaticky neaktivnich monomernich 97kDa podjednotek (Pifieiro-Sanchez et al.
1997). Aminokyseliny dulezité pro enzymatickou aktivitu FAP jsou Sers»s, Asp7o2 a His73a,

které tvoti katalytickou triddu v aktivnim misté enzymu (Niedermeyer et al. 1998).

FAP ma dvé rizné enzymové aktivity (Obrazek 3). Patii do skupiny exopeptidaz ¢i
aminopeptidaz (S9B oligopeptidazové rodiny) diky schopnosti odstépit dipeptidy obsahujici
prolin v pozici P1 z N-konce proteinli (Edosada et al. 2006). Také mulze ptisobit jako
endopeptiddza, a tudiz $tépi proteiny uvniti v mistech specifické sekvence aminokyselin. Pro
endopeptidazovou aktivitu jsou dilezité aminokyseliny prolin v pozici P1 a glycin v pozici P2
ve Stépeném proteinu (Edosada et al. 2006; Jambunathan et al. 2012). Je zndmo n¢kolik
biologicky diileZitych proteint Sté€pitelnych FAP, naptiklad kolageny typu I a III, natriureticky
peptid typu B, neuropeptid Y, YY protein a substance P (Christiansen et al. 2007; Keane et al.
2011).

A

Obrazek 3: Dudlni enzymova aktivita fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP). (A) Exopeptidazova aktivita
FAP umoznuje odstépit dipeptid za prolinovym zbytkem na N konci proteinu. (B) Endopeptidazova aktivita FAP
zprostredkovava Stépeni za specifickou sekvenci glycinového a prolinového zbytku uvniti proteinu. Vytvoreno
v BioRender.com.
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Pti fyziologickych podminkach se exprese FAP téméi nevyskytuje v postnatalnich
tkanich, nicméné jeho exprese byla detekovana pankreatickymi alfa-buiikami, retikuldrnimi
buitkami lymfatickych uzlin, mezenchymalnimi buiikami kostni dfené¢ a bunkami délozni
sliznice v proliferacni fazi menstrua¢niho cyklu (Dolznig et al. 2005; Chung et al. 2014;
Denton et al. 2014; Busek et al. 2015). ZvySeni exprese FAP je spojovano s remodelaci tkané
pii riznych patologickych stavech. Mezi nemaligni patologické stavy se zvySenou expresi
FAP miZzeme fadit idiopatickou plicni fibrozu, jaterni cirhozu ¢i revmatoidni artritidu
a osteoartritidu, kdy je FAP zapojen do patogeneze onemocnéni pravé remodelaci ECM

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

Zvyseni exprese FAP je typické pro solidni nadory, u kterych miize byt FAP exprimovan
jak na bunikach nadorového mikroprostiedi, tak na samotnych nadorovych butikach (Busek et
al. 2016; Busek et al. 2018). Exprese FAP byla prokdzdna u kolorektdlniho karcinomu,
karcinomu pankreatu, zaludku, prsu, vajecniku a dalSich nadorech (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 vétsiny epitelidlnich nadorG ¢&i karcinomd byly detekovany FAP*
mezenchymalni buiky/fibroblasty, a to napfiklad u kolorektadlniho karcinomu, karcinomu

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

V bunécéné c¢asti mikroprostiedi glioblastomu byla popsana nemaligni mezenchymalni
populace bunék exprimujicich FAP, ktera pfedstavuje potencidlné dileZitou slozku podilejici
se na progresi onemocnéni a byla detekovana ve vétSing€ glioblastoml, pfedev§im v oblastech
kolem cév, coz ve zdravé tkani mozku nebylo nalezeno (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020).
Do FAP" populace mizeme fadit bun&né typy jako pericyty, multipotentni mezenchymalni
stromalni bunky, fibrocyty, nadorov€ asociované fibroblasty a TAM (Tchou et al. 2013;
Appaix et al. 2014; Clavreul et al. 2014; Trylcova et al. 2015; Busek et al. 2016). Ackoli
funkce této bun&tné populace neni zcela jasna, bylo objeveno, ze FAP" mezenchymalni
buiiky se obecné podili na zprostiedkovani nadorem indukované imunosuprese (Arnold et al.
2014). Bylo dokazano, ze FAP" mezenchymalni buiiky maji vliv na proliferaci a migraci
gliomovych bun€k pomoci rozpustnych mediatort a tedy podporuji typické perivaskularni
Sifeni gliomovych bunék (Balaziova et al. 2021). Dale se FAP" mezenchymalni buiiky
zapojuji do neoangiogeneze a taktéz se podili na produkci a remodelaci ECM (Lee et al. 2011;

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

Vliv FAP" bunék na remodelaci ECM v mikroprostiedi nadori stale neni jasny. Exprese
FAP je prokézana u raznych typti migrujicich bun¢k zejména na jejich invadopodiich, kde se
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exprimuji 1 dalsi funk¢né podobné molekuly a spolu vytvareji proteolytické komplexy (Artym
et al. 2002; Ghersi et al. 2002). FAP piispiva k invazivnimu chovani nadorovych bunék i ptes
nehydrolytické mechanismy, coz bylo dokdzdno in vitro experimenty s transfekovanymi
bunikami prsniho karcinomu. Aktivni i neaktivni formou FAP transfekované bunky zvysené
degradovaly ECM a exprimovaly MMP-9 (Huang et al. 2011). Déle bylo v buné¢nych liniich
karcinomu prsu exprimujicich aktivni i neaktivni FAP detekovano i zvySené mnozstvi
MMP-2 (Lv et al. 2016). Avsak mechanismus piisobeni FAP na zvySeni degradace ECM

a exprese MMP neni zcela jasné€ pochopen.

Prvni objeveny substrat FAP — kolagen typu I byl detekovan za pouziti denaturovaného
proteinu (Park et al. 1999), proto byly podminky $tépeni kontroverzni. Pozdé&ji se zjistilo, ze
kolagen typu I mlze byt Stépen enzymatickou aktivitou FAP aZ po enzymatickém Stépeni
pomoci MMP (Christiansen et al. 2007; Fan et al. 2016). Ve vysledku exprese FAP vede ke
zvySeni migrace nadorovych bunc¢k (Ghersi et al. 2006). Tyto vysledky dale podporuje
experiment in vitro, kde vytvorendi ECM FAP" fibroblasty stimulovala Bl integrinovou
signalizaci, ¢imz vyznamné¢ zvys$ila motilitu nadorovych bunck oproti ECM vytvoiené FAP"

fibroblasty (Lee et al. 2011).
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2. Cile prace

Pfedchozi studie prokédzaly pfitomnost mezenchymalnich bunék exprimujicich
fibroblastovy aktiva¢ni protein a expresi fibrilarnich proteini ECM v perivaskularni oblasti
glioblastomu. Taktéz bylo prokazano, ze je v glioblastomu zvysen¢ aktivovana signalni drdha
TGFp. Na zakladé nasich dat i dat dalSich autorit proponujeme hypotézu, Ze pod vlivem TGFf
dochazi u mezenchymalnich bunék exprimujicich fibroblastovy aktiva¢ni protein ke zvySené

produkci ECM, coz by mohlo pfispivat k progresi glioblastomu.

V ramci diplomové prace bylo mymi cili 1) objasnit vliv TGFP na expresi vybranych
fibrildrnich  proteini ECM  builkami  mikroprostiedi  glioblastomu, ptedevSim
mezenchymalnimi bufikami exprimujicimi fibroblastovy aktivacni protein a 2) pomoci in
vitro funkénich studii zjistit vliv. ECM produkované mezenchymalnimi bunkami
exprimujicimi fibroblastovy aktivacni protein s a bez stimulace TGF na migraci gliomovych

bunék.
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. Material a metody

3.1. Laboratorni vybaveni

Autoklav, SterilCave 18BDH, Cominox, Italie

Centrifuga s vykyvnym rotorem, Hettich Zentrifugen Universal 16R, Némecko
Centrifuga, Hettich Zentrifugen Universal 320R

CO» termostat, Sanyo, Japonsko

Coulter Z2 Counter se 100 um kapildrou, Beckman Coulter, Némecko
Epifluorescen¢ni mikroskop Olympus IX8 vybaveny kamerou Olympus DP30BW,
Japonsko a kamerou Hamamatsu, ORCA-Flash4.0 V3, C13440-20CU, Japonsko
Konfokélni mikroskop Olympus Fluo View 300, Japonsko

Laminarni box Aura Mini, BioAir, Italie

Laminarni box SafeFAST classic 212, Italie

Orbitélni tfepacka WT17, Biometra, Analytic Jena, Némecko

Orbitalni tfepacka, PTR 30, Grant-Bio, UK

Pipetory Integra Biosciences, Svycarsko

Pipety Gilson, Francie

Promyvacka ELISA desti¢ek HydroFlex, Tecan, Svycarsko

Spektrofotometr Sunrise-basic, Tecan, Rakousko

Svételny mikroskop, Nikon TMS, Japonsko

Vortex-Genie2, Scientific Industries, USA

3.2.SpotFebni material

Inserty do 24 jamkovych desek s 8 pm pory (10769-242), VWR International, USA
Laboratorni rukavice, Promedica, CR

Mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko

Pipetovaci $picky, Gilson, Francie

Plastik pro tkanové kultury, Nunc, USA

Sterilni filtry Millex GV 0,22 um, Millipore, Irsko

Sterilni jehly Sterican, B. Braun Melsungen AG, Némecko

96 jamkové desky, Anicrin, Italie

96 jamkové EIA/RIA stripové desky, ImmunoChemistry Technologies, USA
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3.3.Chemikalie, roztoky

Akutaza (A6964; Sigma, CZ)

B27 bez vitaminu A (12587010; ThermoFisher, CZ)

Coulter izoton II diluent (8448011; Beckman, USA)

ELISA-kit DuoSet Human Fibronectin (DY 1918-05; R&D Systems, UK)

ELISA-kit DuoSet Human Pro-collagen I alpha 1 (DY 6220-05; R&D Systems, UK)
ELISA-kit DuoSet TGF beta-1 (DY240-05; R&D Systems, UK)

Epidermalni rastovy faktor, (AF-100-15; PeproTech, UK)

Extrakéni pufr — 20 mM NH4OH (09859; Sigma, CZ), 0,5% Triton X-100 v PBS
Fetalni hovézi sérum (FBS; Fetal Bovine Serum), (F7524; Sigma, CZ a 0010;
Sciencell, USA)

Fibroblastovy rtustovy 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 stanoveni celkového proteinu (DC Protein Assay Kit II; 5000112; Bio-Rad
Laboratories, USA)

Lyzacni pufr — 25 uM Pepstatin A, 50 pM E64, 200 uM AEBSF, 10mM Tris-HCI,
100mM NaCl, ImM EDTA, ImM EGTA, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% glycerol
v H,0

Medium D-MEM (D5796; Sigma, CZ)

Medium D-MEM F-12 Ham (s 15mM HEPES a NaHCO:3), (D6434; Sigma, CZ)
Montovaci médium Aqua-PolyMount (18606; Polysciences, Némecko)

Pericytarni medium (1201; Sciencell, USA)

Pericytarni riistovy suplement, (1252; Sciencell, USA)

Polylysin, (4707; Sigma, CZ)

Primarni a sekundérni protilatky (viz Tabulka 1)

Roztok PBS (Phosphate Buffered Saline) — 137 mM NaCl, 4 mM Na,HPOq4, 2,68 mM
KCL, 1,76 mM KH2POq; pH 7,4

Sodna sil kyseliny L-askorbové (A4034; Sigma, CZ)
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e Solubilizacni pufr — 5 M Guanidin hydrochlorid (G3272; Sigma, CZ), 10 mM
dithiothreitol (20710; Serva, Némecko), sterilni deionizovana voda

e TBS s 0,03% Triton X-100

e TGFP1 inhibitor A7701 (1744; Axon Medchem, Nizozemi)

e Transformujici ristovy faktor beta 1 (TGFB1), (100-21C; PeproTech, UK)

e Tris-Pufr (TBS) — 50 mM Tris, 150 mM NaCl

e Trypsin-kyselina ethylen-diamin-tetraoctova (trypsin-EDTA), (SLBZ9299; Sigma,
Cz)

e 0,1% azid sodny v PBS

e 0,1% hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma, CZ) v PBS

e 0,1% Triton X-100 v H,O

e 0,2% zelatina (G7041; Sigma, CZ) v PBS

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

e 10% FBS s 1% BSA v TBS

o 4% paraformaldehyd

e 10 000U/ml penicillin a 10 000pug/ml streptomycin (0503; Sciencell, USA)

e 1M ethanolamin (411000; Sigma, CZ) v H,O

Deionizovana voda, roztok PBS a dalsi nesterilni material pouZivany pfi praci s bunéénymi

kulturami byl sterilizovan pomoci autoklavovani.
3.4.Bunééné kultury

3.4.1. Gliomové linie

Od spolecnosti ATCC (Rockville, USA), piesnéji Clontech (Clontech-Takara Bio
Europe, Francie) byly opatteny lidské gliomové bunécné kultury U87MG a U251MG. Buiky
byly kultivovany za standartnich podminek dle protokolti a doporuceni dodavatele, a to
v kultiva¢nich nadobach s kultivacnim médiem D-MEM (Sigma) s ptidavkem 10 % fetalniho
hovéziho séra (Sigma) v CO> termostatu pii 37 °C v atmosféie obsahujici 5 % CO2 s 95%

vlhkosti vzduchu.

3.4.2. Primarni FAP" mezenchymalni kultury
Z bioptického  materialu  glioblastomu byly vyizolovany primarni FAP"
mezenchymalni kultury (pFAP; Primary mesenchymal cells expressing Fibroblast Activating

Protein) metodou magneticky aktivovaného bunééného tiidéni (MACS; Magnetic-Activated
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Cell Sorting; viz kapitola 3.5.4) svyuzitim protilatky proti antigenu FAP (F11-24,
eBioscience). Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich nadobach potazenych fibronektinem
(2 ul'em™) s kultivaénim pericytirnim médiem (Sciencell) s pfidavkem 2 % fetalniho
hovéziho séra (Sciencell), 1 % pericytarniho ristového suplementu (Sciencell), 1 % penicilinu
se streptomycinem (Sciencell) v CO; termostatu pii 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO>

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

3.4.3. Lidské mozkové vaskularni pericyty

Lidské mozkové vaskuldrni pericyty (HBVP; Human Brain Vascular Pericytes;
Sciencell, USA) byly standardné kultivovany dle doporuceni a protokolli dodavatele. Bunky
byly kultivovany v kultivaénich nddobach potazenych polylysinem (2 pg-cm?) s kultivaénim
pericytarnim médiem (Sciencell) s piidavkem 2 % fetadlniho hovéziho séra (Sciencell), 1 %
pericytarniho ristového suplementu (Sciencell), 1 % penicilinu se streptomycinem (Sciencell)
v COz termostatu pii 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO2 s 95% vlhkosti vzduchu
(Balaziova et al. 2021).

3.4.4. Primarni gliomové kmenové kultury

Z bioptického materidlu glioblastomu byly vyizolovany primarni gliomové kmenové
kultury (GSC; Glioma Stem Cells) metodou selekéniho média, ¢imZ bylo kompletni
kultivacni médium pro primarni gliomové kmenové bunky (viz dale) a nasledné¢ pomoci
selekce bunék formujici sféry po kultivaci na neadherentnim povrchu. Gliomové kmenové
buiiky mohou byt déale kultivovany na neadherentnim plastiku ve formé sfér nebo na
adherentnim plastiku potazeném Geltrexem (ThermoFisher). Pro experimenty byly bunky
kultivovany v kultivaénich naddobach potazenych Geltrexem s kultivaénim médiem DMEM
F-12 (Sigma) spifidavkem 1 9% penicilinu/streptomycinu (Sigma), 1 % GlutaMAX
(ThermoFisher), 2 % B27 (ThermoFisher), 0,02 % epidermélniho rhstového faktoru
(PeproTech) a 0,02 % fibroblastového ristového faktoru (PeproTech) v CO» termostatu pii
37 °C v atmosfétfe obsahujici 5 % CO2 s 95% vlhkosti vzduchu (Sana et al. 2018).

3.5.Metody

3.5.1. Rozmrazovani bunék
Ve vodni lazni o teploté 37 °C byly bunky opatrné rozmrazeny. Kdyz byl pozorovan
posledni kousek ledu, kryozkumavka byla otfena 70% ethanolem a vloZena do sterilniho

laminarniho boxu. Rozmrazené buiiky byly pfeneseny do kompletniho kultivaéniho média dle
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konkrétniho typu bunék (viz kapitola 3.4) a centrifugovany (4 °C, 499 g, 5 minut). Poté byl
supernatant odsan a pelet byl resuspendovan v piislusném kultivacnim médiu. Buiky byly
kultivovany v CO> termostatu. Po 24 hodinach bylo kultiva¢ni médium vymeénéno za Cerstvé

kultivaéni médium.

3.5.2. PasaZovani

Pii trypsinizaci bylo nejdiiv odsidto médium z kultivaéni nadoby. Bunky byly
oplachnuty roztokem PBS (0,2 ml/cm?), po odsiti PBS byl piidan roztok trypsin-EDTA
(0,04 ml/cm?). Nasledn& byl kultivaéni plastik s pfidavkem trypsin-EDTA ulozen do CO
termostatu, kde byl ponechan po dobu 1 az3 minut za vizudlni kontroly uvolnéni bunék.
Pfidanim cerstvého kompletniho média se sérem v poméru 1:1 k trypsinu-EDTA bylo
inhibovano jeho pasobeni. Pomoci pipetoru byly bunky Setrné resuspendovany z agregatii.
Bunky byly pfeneseny v potfebném mnozstvi do predptipraveného kultivacniho plastiku

s kompletnim médiem dle typu kultivovanych bunék (viz kapitola 3.4).

Pti pasazovani gliomovych kmenovych bunék bylo vyuzito roztoku akutazy. Nejdiive
bylo odsato kultivaéni médium z plastiku. Buniky byly oSetieny roztokem akutdzy
(0,02 ml/cm?) a ulozeny do CO> termostatu, kde byly ponechany po dobu 3 az 5 minut dle
vizudlni kontroly bunék. Pfidanim malého objemu PBS za pomoci nasavéani a vytlaCovani
pipetorem byly bunky Setrné resuspendovany na monocelularni suspenzi. Cely objem
resuspendovanych bunék byl prenesen do zkumavky, ktera byla centrifugovéana (4 °C, 499 g,
8 minut). Nasledné byl supernatant odsan. Pelet byl resuspendovan v kompletnim médiu (viz
kapitola 3.4.4). Potfebné¢ mnozstvi bun¢k bylo pfeneseno do ptredpiipravené¢ho kultiva¢niho

plastiku s kompletnim médiem.

3.5.3. Pocitani bunék
V plastové kyveté byla promichdna odebrand bunécna suspenze a nafedéna do poméru
1:200 s Coulter Izoton II Diluent (Fisher Scientific). Pocet bunck byl uréen za pomoci

piistroje Coulter Z2 Counter s kapilarou s 100um aperturou.

3.5.4. Magneticky aktivované tfidéni bunék

MACS, piesngji systém magnetickych kulic¢ek Dynabeads Sheep anti-Mouse IgG
(Invitrogen), byl vyuzit pro izolaci FAP" mezenchymalnich bunék z bioptického materialu
glioblastomu, ktery byl mechanicky aenzymaticky (pomoci akutazy) disociovan na

monocelularni suspenzi (Obrazek 4). Izolace FAP" mezenchymalnich bunék byla specificka
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diky protilatce proti antigenu FAP (F11-24, eBioscience). Podle protokolu a doporuceni

spole¢nosti byla provedena izolace.

Monocelularni suspenze byla centrifugovana (4 °C, 348 g, 4 minuty). Pelet byl
resuspendovan v 0,1% BSA v PBS na pozadovanou koncentraci 10 - 10 bunék/ml. Primarni
mys$i protilatka anti-FAP byla smichéna s pfipravenou bunécnou suspenzi aza stalého
michani pomoci orbitadlni michacky inkubovéana po dobu 15 minut pii 4 °C. Soucasné¢ dané
mnozstvi Dynabeads (2,5 ul Dynabeads/1 milion bunék) bylo dvakrat proplachnuto pomoci
I ml 0,1% BSA v PBS. Nasledné¢ byla bunétna suspenze dvakrat proplachnuta 0,1% BSA
v PBS, centrifugovana (4 °C, 244 g, 8 minut) a v 0,1% BSA v PBS byl resuspendovan pelet
na vySe uvedenou koncentraci bun¢k. Bunécénad suspenze byla smisena s pripravenymi
Dynabeads. Inkubace smési probihala pii 4 °C na orbitélni tfepacce po dobu 20 minut. Dale
byl objem 0,1% BSA v PBS zdvojnasoben, respektive bunécnd suspenze byla dvakrat
ziedéna. Za vyuziti magnetického stojanu byly zachyceny bunky s Dynabeads a zbytkova,
tedy FAP negativni frakce byla odstranéna odsatim. Bunky zachycené magnetem byly
ctyfikrat proplachnuty 1 ml 0,1% BSA v PBS, nasazeny do kultiva¢nich nadob a kultivovany
za vySe uvedenych podminek (viz kapitola 3.4.2).

Magneticky aktivované FAP*
Glioblastom tfidéni bunék mezenchymalni

buriky
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Obrazek 4: Zjednodusené schéma magneticky aktivovaného trideni bunek. Glioblastom byl disociovin na
suspenzi, ze které byly izolovany bunky exprimujici fibroblastovy aktivacni protein (FAP) pomoci specifické
protilatky proti antigenu FAP spojené s magnetickymi kulickami. Vytvoreno v Biorender.com.

3.5.5. Imunohistochemie a imunocytochemie

Na tkanovych fezech nebo na buiikami porostlych mikroskopickych krycich sklech
byla provedena imunochemicka detekce (Balaziova et al. 2021). Nejdiiv se vzorky 10 minut
fixovaly 4% paraformaldehydem pii pokojové teploté (RT; Room Temperature), resp. 5 minut
aceton:methanolem (1:1) pti -10 °C, poté byl proveden dvakrat oplach PBS po dobu 5 minut
pii RT, resp. pii fixaci acetonem se nechaly vyschnout. Nasledn¢ byly vzorky inkubovany
5 minut s permeabilizaénim roztokem (0,1% Triton X-100) a znovu byl dvakrat proveden

oplach PBS, resp. u fixace acetonem nebyl provadén permeabilizacni krok. Po dobu 1 hodiny
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byly vzorky blokovany 10% FBS s 1% BSA (Sigma) v TBS, nasledné byla pfiddna primérni
protilatka roziedéna v roztoku 1% BSA v TBS. Redéni a inkubaéni doba byly odligné dle typu
protilatky (Tabulka 1). Po uplynuti doby inkubace s primarni protilatkou byly vzorky dvakrat
oplachnuty v TBS s 0,03% Tritonem X-100 po dobu 5 min pfi RT. Nésledn¢ byla pfidana
sekundarni protilatka (Tabulka 1) roziedéna v roztoku 1% BSA v TBS s pfidavkem Hoechst
v koncentraci 1 uM (bisbenzimid, Sigma) pro vizualizaci bunécnych jader. Se sekundarni
protilatkou a pfidavkem Hoechst byly vzorky inkubovany 1 hodinu pii pokojové teploté.
Nasledné¢ byl ttikrat proveden oplach TBS a ¢tvrty oplach deionizovanou vodou. Vzorky byly
volné vysuSeny a zamontovany (Polyscience). Fluorescenéni mikroskop (Olympus IX70
s kamerou DP70BW a kamerou Hamamatsu ORCA-Flash4.0 V3) byl vyuzit pro pozorovani

a fotodokumentaci barvenych vzork.
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Tabulka 1: Seznam protilatek vyuzitych pri imunochemickych analyzach. COLI — kolagen typu I (Collagen Type
1), FAP — fibroblastovy aktivacni protein (Fibroblast Activation Protein), FN — fibronektin (Fibronectin), GFAP
— glialni fibrilarni acidicky protein (Glial Fibrillary Acidic Protein), PDGFRp — receptor riistového faktoru
krevnich desticek beta (Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta), SMA — alfa-aktin hladkého svalu
(Alpha-Smooth Muscle Actin), TE-7 — mezenchymalni marker, TGFp — transformujici riistovy faktor beta
(Transforming Growth Factor Beta), VWF — Von Willebranduv faktor (Von Willebrand Factor).

Protilatky (druh, klon/kat. ¢., dodavatel) Redéni Inkubacni ¢asy Teplota
Anti COLI (kralik, Ab34710, Abcam) 1:800 1 hodina RT
Anti COLI (mys, C2456, Sigma-Aldrich) 1:2000 1 hodina RT
Anti FAP (krysa, D8, Vitatex) 1:200 Ptes noc 4°C
Anti FAP (mys3, IgG1 kappa izolovana z F19 56 pg'ml! Pfes noc 4°C
mysiho hybridomu (ATCC CRL-2733))

Anti FN (kralik, Ab23750, Abcam) 1:1200 1 hodina RT
Anti GFAP (mys, 11255M001, Exbio) 1:200 Pfes noc 4°C
Anti PDGFR (mys, PR7212, Bio-Rad) 1:50 Ptes noc 4°C
Anti SMA (mys, 1A4, Abcam) 1:200 Pfes noc 4°C
Anti TE-7 (mys, CBL271, Millipore) 1:200 1 hodina RT
Anti TGFp (kralik, Ab92486, Abcam) 1:400 Ptes noc 4°C
Anti VWF (kralik, A0083, Dako) 1:100 1 hodina RT
Alexa Fluor 488 koza anti kralik IgG 1:500 1 hodina RT
(kralik, A11034, Invitrogen)

Alexa Fluor 488 koza anti krysa IgG 1:500 1 hodina RT
(koza, A11006, Invitrogen)

Alexa Fluor 488 osel anti mys IgG 1:500 1 hodina RT
(osel, A21202, Invitrogen)

Alexa Fluor 546 koza anti kralik IgG 1:500 1 hodina RT
(kralik, A11010, Invitrogen)

Alexa Fluor 546 osel anti mys IgG 1:500 1 hodina RT
(osel, A10036, Invitrogen)

3.5.6. Priprava bunécnych lyzati

Vsechny popsané procesy byly provadény na ledu. Buniky v kultiva¢nich nadobach
byly dvakrat oplachnuty ledovym PBS, poté bylo ptfiddno dané¢ mnozstvi (80 pl na jednu
jamku 6 jamkové desky) lyza¢niho pufru a ponechano po dobu cca 2 minut v kultiva¢ni
nadobég. Plastovou Skrabkou byly bunky mechanicky stazeny z povrchu kultiva¢ni nadoby.
Nasledné¢ byly preneseny do mikrozkumavky, dvacetkrat promichany 200ul Spickou
a vortexovany po dobu 10 sekund. Pii 4 °C po dobu 20 minut byly vzorky ponechany na
orbitalni tfepacce. Vzorky v mikrozkumavkach byly centrifugovany (4 °C, 21293 g,
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30 minut). Odebranim supernatantu byl vytvofen alikvot, ktery byl dal vyuzit
k imunodetekéni analyze ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ak méfeni

celkové koncentrace proteinu.

3.5.7. ELISA

Extracelularni proteiny kolagen typu I, fibronektin a TGFB1 byly testovany
v bunéénych a tkanovych lyzatech pomoci 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 protokolii a doporuceni spole¢nosti. Detekéni metoda ELISA
byla provedena podle protokolu (Matrasova et al. 2017). Pro normalizaci vysledki metody

ELISA byla pouzita normalizace na koncentraci celkového proteinu v lyzatu.

3.5.8. Méreni celkové koncentrace proteinu
Koncentrace proteinu v lyzatech byla stanovena Lowryho metodou (Lowry et al.
1951) s pouzitim DC kitu (detergent compatible; kompatibilniho s detergenty; Bio-Rad

Laboratories) na stanoveni celkového proteinu.
3.5.9. Invitro experimenty s pridavkem TGFp1

3.5.9.1. Stimulace bunéénych kultur TGFp1

Bunééné kultury byly stimulovany TGFB1 po dobu 5 dni. Na zaklad¢ literarnich dat
a predbéznych vysledkli byly zvoleny tfi kultivaéni podminky, které¢ vychazely z pfedchozi
prace (Krepela et al. 2021), a to kompletni kultivacni médium s pfidavkem askorbatu (Sigma)
v koncentraci 50 pg-ml™!. Ve dvou dalsich podminkéach pfi stimulaci bunéénych kultur byl
navic pridan TGFB1 (PeproTech) v koncentraci 2 ng'ml! a 10 ng-ml™'. P¥i kultivaci bylo
vyuzito kompletni kultivaéni médium specifické pro danou bunécnou kulturu. Bunky byly
nasazeny ve cCtyfech biologickych replikatech pro tfi vySe uvedené kultivacni podminky
do 6 jamkovych desek a v monopletu na kryci sklo (24 x 32 mm) v malé petrici. Pocet
nasazenych bunek pro experiment se 1iSil dle typu bunék (Tabulka 2). Nasledujici den byly
kultivacni nadoby se skly zality Cerstvym médiem s vySe uvedenymi ptidavky. Tieti den
kultivace bylo kultivaéni médium vyménéno za Gerstvé s piislusnymi piidavky. Sesty den
byla kultivace ukoncena fixaci skel pro imunocytochemii a pfipravou bunétného lyzatu

z 6 jamkovych desek.
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Tabulka 2: Seznam bunécnych kultur pouzitych pri experimentu urcujici vliv TGFBI na tvorbu proteinu
extracelularni matrix a pocty bunék nasazenych do kultivacnich nadob. GSC — primdarni gliomové kmenové
buriky; HBVP — lidské mozkové vaskuldrni pericyty; pFAP — primdarni FAP* mezenchymdlni bunky; U87, U251 —
gliomové linie.

Typ bunék Pocet bunék na 1 jamku v 6 jamkové desce | Pocet bunék na kryci sklo
pFAP kultury 200 tisic 174 tisic
HBVP 200 tisic 174 tisic
ug7 80 tisic 69 tisic
U251 80 tisic 30 tisic
GSC 200 tisic 174 tisic

3.5.9.2. Priprava 3D extracelularnich matric pod vlivem TGFp1

Pro ptipravu 3D extracelularnich matric byl vyuzit modifikovany protokol od
Cukierman (2002). Nejprve byl pfipraven potah na kultivacnich nddobach, a to inkubaci 0,2%
Zelatiny (Sigma) v PBS (0,23 ml-cm™) po dobu 1 hodiny pii 37 °C, nasledovanou oplachem
PBS (0,23 ml-‘cm™) a inkubaci 1% glutaraldehydu (Sigma) v PBS (0,23 ml-cm™) po dobu
30 minut pti RT. Ttikrat byl proveden oplach PBS (0,23 ml-cm™), kazdy po dobu 5 minut.
Dal3i inkubace s 1M ethanolaminem (0,23 ml-cm™?) byla provedena po dobu 30 minut pii RT.
Znovu byl tikrat proveden oplach roztokem PBS (0,23 ml-cm™) a nakonec byl PBS nahrazen

specifickym kompletnim kultivacnim médiem dle typu bunék (viz kapitola 3.4).

Buiikky byly sebrany, spocitiny a byla pfipravena suspeneze o koncetraci
5 - 10°bunék/ml. Dané mnoZstvi bunééné suspenze (57 tisic bunék/cm?) bylo pieneseno
do kultivacnich nadob a kultivovano v CO: termostatu pifes noc. Pro urceni vlivu TGFf1
na tvorbu 3D extracelularnich matric byly stanoveny tfi kultivaéni podminky. Pro ptipravu
kontrolni 3D extraceluldrni matrice byly bunky kultivovany v kompletnim kultivacnim
médium s piidavkem askorbatu (Sigma) v koncentraci 50 pg-ml™. Pi stimulaci byl pouzit
navic TGFB1 (PeproTech) v koncentraci 2 ng-ml™! a pro uréeni vlivu kanonické signalni
drahy TGFB1 byl navic do média ptidan TGFBI1 inhibitor A7701 (Axon Medchem)
v koncentraci 1 umol-1"!. Niésledujici den bylo médium vyménéno za &erstvé kompletni
kultivaéni médium dle kultivaéni podminky. VySe uvedena vymeéna kultivacniho média

s ptidavky byla provedena také Ctvrty a Sesty den kultivace.

Celkové byly buiiky kultivovany 7 dni pro vytvoreni matrice. Osmy den kultivace byla
provedena decelularizace 3D extracelularni matrice. Dvakrat byl proveden opatrny oplach
PBS (0,23 ml-cm™). Nasledné byl po kapkach piidan extrakéni pufr (0,12 ml-cm) predehiaty

na 37 °C, jehoz decelularizujici efekt byl pozorovan mikroskopicky po dobu 5 az 10 minut.

26



K extrakénimu pufru byl opatrné ptidan PBS (0,46 ml-cm™). Nasledné byly provedeny dva
oplachy PBS (0,29 ml-cm™), a poté byl piidan PBS s piidavkem antibiotik 1 000 000U/ml
penicilin/1 000 000pg/ml streptomycin (0,29 ml-cm?). Takto oetiené kultivaéni nadoby byly

uskladnény pti 4 °C po dobu 3 mésicu.

3.5.10. Solubilizace 3D extracelularnich matric

Pro solubilizaci 3D extracelularnich matric byl vyuzit protokol od Cukierman (2002)
upraveny mymi kolegy (Obrazek 5). Kultivacni nadoby byly pfeneseny na led a déle bylo
pokracovano za sterilnich podminek. Opatrné byl odsan roztok PBS a bylo pfiddno dané
mnozstvi (34,1 ul-cm™) solubilizaéniho pufru a inkubovdno 5 minut v kultivaéni nadobg.
Plastovou Skrabkou byly decelularizované matrice mechanicky seSkrabnuty z povrchu
kultiva¢ni nadoby. Byly pfeneseny do mikrozkumavky a znovu bylo pfidano dalsi mnozstvi
(22,7 pl-cm?) solubilizaéniho pufru do kultivaéni nadoby. Povrch kultivaéni nadoby byl
znovu mechanicky seSkrabnut a prenesen do mikrozkumavky. Nasledné byly vzorky
ponechéany na orbitalni tfepacce po dobu 1 hodiny pii 4 °C. Vzorky v mikrozkumavkach byly
centrifugovany (4 °C, 12000 g, 15 minut). Odebranim supernatantu byl vytvofen alikvot,
ktery byl dal skladovan pfi 4 °C a nasledné (do deseti dnii od solubilizace) vyuzit k funkénim

studiim in vitro.

7 dni kultivace

= Solubilizace
-, s askorbatem 7

ECM =4 Vyuzitive
funkénich in
v/ vitro

Y/ experimentech

Obrazek 5: Zjednodusené schéma pripravy extracelularni matrix (ECM). Bunky byly kultivovany s askorbdtem
po dobu 7 dni pro vytvoreni 3D extraceluldarni matrice. Tyto bunky byly ndsledné decelularizovany. Vytvorené
3D extracelularni matrice byly solubilizovany, a poté vyuzity ve funkcnich experimentech in vitro. Vytvoreno
v Biorender.com.

3.5.11.Funkéni in vitro experimenty se solubilizovanymi extraceluldrnimi

matricemi

3.5.11.1. Haptotaxe
Pro urCeni funkéniho vlivu solubilizovanych extracelularnich matric na migraci
gliomovych bunék byly pouzity inzerty (viz kapitola 3.2) potazené danymi extracelularnimi
matricemi (Obrazek 6). Spodni strany inzerti byly potaZeny solubilizovanou matrici zftedénou
1:12,5 s 5M roztokem guanidin-HCI. Inzerty byly inkubovany v 60 ul kapce roztoku

solubilizované matrice pti RT po dobu 1 hodiny. Zbytek roztoku zinzertu byl odsan
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anasledné byl inzert tiikrat opatrné oplachnut v PBS. Potazené inzerty byly vlozeny do
sterilni desky s 600 pl bezsérového kultivaéniho média a do kazdého z nich bylo nasazeno 60
tisic bunék v 200 pl bezsérového kultivaéniho média. Buiiky v potazenych inzertech byly
inkubovany po dobu 24 hodin v CO» termostatu. Poté byly odstranény nemigrujici bunky na
vnitini stran¢ inzertu pomoci vatové Stéticky. Bunky, které skrze inzert migrovaly, byly na
inzertu fixovany, a to ve 4% formaldehydu po dobu 10 minut pii RT. D4l byly buiiky barveny
v roztoku hoechst 33258 (v koncentraci 0,5 uM) podobu 15 minut, nasledovala dvé
oplachnuti deionizovanou vodou. Pro vyhodnoceni po¢tu migrujicich bunék bylo snimano pét
zornych poli (vzdy ctyfi zorné pole do kiize a jedno uprostfed) kazdého inzertu pomoci

epifluorescen¢niho mikroskopu (Olympus 1X70).

Potaseni Migrace uali
oEglz\;lem gliomovych Vizua |?ace
bunék bunék
— ——-

Obrazek 6: Zjednodusené schéma haptotaktického experimentu se solubilizovanymi extracelularnimi matricemi
(ECM). Spodni strany inzertii byly potazeny solubilizovanou ECM. Do inzertu byly nasazeny gliomové buriky,
které migrovaly po dobu 24 hodin. Migrujici gliomové bunky byly nasledné vizualizovany pomoci obarvenych
jader roztokem hoechst. Vytvoreno v BioRender.com.

3.5.12. Bioinformaticka analyza TCGA dat

Pro bioinformatickou analyzu byly pouZity expresni data The Cancer Genome Atlas
(TCGA) z portalu GlioVis (GlioVis, data portal pro vizualizaci a analyzu expresnich dataseti
mozkovych nadorti; http://gliovis.bioinfo.cnio.es/; Bowman et al. 2017) datasety platformy
HG-U133A, Agilent-4502A a RNA-Seq (Bowman et al. 2017). Expresni data byla uloZena

dne 7.12.2021 z GlioVis do textového souboru, ktery byl ptfeveden do excelové tabulky. Dle
Gliovis korelace s mRNA TGFBI byly vybrany geny kodujici proteiny ECM pomoci
databaze pro anotaci, vizualizaci a integrované vyhledavani (DAVID; The Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery), (Sherman et al. 2022). Nasledné byl
selektovan soubor glioblastomli. Byly vybrany primarni nové diagnostikované (respektive
byly vytazeny rekurentni) glioblastomy dospélych jedincli s nemutovanym genem pro enzym
isocitrat dehydrogendzu, coz predstavuje od roku 2021 novou podminku pro klasifikaci
glioblastomu (Louis et al. 2021). Takto pfipravena data byla déle analyzovana a zobrazena
pomoci software Statistica 14 (Statsoft, USA). Korelace byla stanovena pomoci Spearmanova

neparametrického korela¢niho koeficientu.
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3.5.13. Statisticka analyza a zpracovani dat

Ke statistické analyze a pro grafické znazornéni dat byl pouzit software Statistica 14
(Statsoft, USA) a GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA), v nichz pro urceni statistické
vyznamnosti rozdili mezi skupinami byl zvolen Kruskal-Wallisiiv test, Mann-Whitney U test
necbo ANOVA (Analysis of Variance). Normalita dat byla testovana pomoci
Shapirova-Wilksova testu. Hladina vyznamnosti (p hodnota) je oznacena * pro p <0,05 a ***
pro p <0,01. Pro obrazovou analyzu pofizené fotodokumentace byl pouzit software ImagelJ

(Narodni institut zdravi, USA).
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4. Vysledky

4.1.Asociace mezi TGFf1, FAP a ECM v mikroprostredi glioblastomu

4.1.1. Exprese TGFBI a FAP pozitivné Koreluje s proteiny ECM

K ur¢eni mozného vztahu mezi TGFf1 a proteiny extracelularni matrix v glioblastomu
byl vyuzit The Cancer Genome Atlas (TCGA). Ze tti dostupnych mRNA expresnich dataseta
(HG-U133A, Agilent-4502A a RNA-Seq) byl pro niZze zobrazenou analyzu vybran dataset
s nejvetsim poctem vzorkl (HG-U133A). Analyza byla provedena pomoci Spearmanova
neparametrického korelacniho koeficientu na datech nové diagnostikovanych glioblastomech

(n=357).

Bioinformaticka analyza prokézala pozitivni korelaci mezi expresi TGFBI a expresi
fady genl kodujicich proteiny ECM na hladin€ vyznamnosti pod 0,0001. Uvedené vysledky
byly podpofeny analyzou dalSich dvou dostupnych dataseti z TCGA (Agilent-4502A
a RNA-Seq), které na trovni mRNA potvrdily pozitivni korelaci mezi TGFB1 a vybranymi
fibrilarnimi proteiny ECM (data neuvedena). V Tabulce 3 jsou uvedeny geny, jejichz exprese
nejsilnéji koreluje s expresi 7GFBI dle Spearmanova neparametrického korela¢niho

koeficientu R (R>0,3; alesponi stfedné silna korelace).
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Tabulka 3: Pozitivni korelace mezi expresi mRNA transformujiciho ristového faktoru beta 1 (TGFBI1) a expresi
proteinii extracelularni matrix v glioblastomu. Korelacni analyza byla provedena na expresnich datech The
Cancer Genome Atlas (dataset HG-U1334, nové diagnostikované primarni glioblastomy, n = 357) pomoci
Spearmanova neparametrického korelacniho koeficientu (R). V tabulce jsou uvedeny geny, pro které je R>0,3.
ANXA2 (Annexin A2), BGN (Biglycan), COLIAI (Collagen Type I Alpha 1 Chain), COL1A2 (Collagen Type I
Alpha 2 Chain), COL3A1 (Collagen Type Il Alpha 1 Chain), COL4Al (Collagen Type IV Alpha 1 Chain),
COL4A2 (Collagen Type VI Alpha 2 Chain), COL5AI (Collagen Type V Alpha 1 Chain), COL5A2 (Collagen
Type V Alpha 1 Chain), COL6AI (Collagen Type VI Alpha 1 Chain), COL6A42 (Collagen Type VI Alpha 2
Chain), COL6A3 (Collagen Type VI Alpha 3 Chain), COL8A2 (Collagen Type VIII Alpha 2 Chain),COLI8AI
(Collagen Type XVIII Alpha 1 Chain), ECM1 (Extracellular Matrix Protein 1), EFEMPI1 (Epidermal Growth
Factor Containing Fibulin Extracellular Matrix Protein 1), EMILINI (Elastin Microfibril Interfacer 1), FBLNS
(Fibulin 5), FN1 (Fibronectin 1), HSPG2 (Heparan Sulfate Proteoglycan 2), LAMBI (Laminin Subunit Beta 1),
LAMCI (Laminin Subunit Gamma 1), LGALSI (Galectin 1), LGALS3BP (Galectin 3 Binding Protein), LTBP2
(Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 2), MMRN2 (Multimerin 2), SPOCK?2 (Testican-2),
TGFBI (Transforming Growth Factor Beta Induced), VWAI (Von Willebrand Factor A Domain Containing 1).

Poradi Gen Spearman R | p-hodnota | Poradi Gen Spearman R | p-hodnota
1 SPOCK?2 0,4453 <0,0001 16 LGALS!I 0,3818 <0,0001
2 COLG6AI 0,4440 <0,0001 17 COL3A41 0,3796 <0,0001
3 ECMI 0,4408 <0,0001 18 LTBP2 0,3760 <0,0001
4 COL6A2 0,4325 <0,0001 19 COL8A2 0,3671 <0,0001
5 VWAL 0,4320 <0,0001 20 FBLNS5 0,3648 <0,0001
6 COLIAI 0,4266 <0,0001 21 COL5A1 0,3647 <0,0001
7 COL4A1 0,4255 <0,0001 22 COL5A42 0,3594 <0,0001
8 EMILINI 0,4236 <0,0001 23 MMRN2 0,3583 <0,0001
9 COLI8A1 0,4170 <0,0001 24 TGFBI 0,3575 <0,0001
10 HSPG?2 0,4152 <0,0001 25 BGN 0,3537 <0,0001
11 COL4A42 0,4068 <0,0001 26 ANXA2 0,3329 <0,0001
12 LAMBI 0,3999 <0,0001 27 FNI 0,3237 <0,0001
13 LGALS3BP 0,3886 <0,0001 28 EFEMPI 0,3211 <0,0001
14 COLI1A42 0,3872 <0,0001 29 COL6A3 0,3024 <0,0001
15 LAMCI 0,3864 <0,0001

Na trovni mRNA exprese TGFBI pozitivné korelovala s expresi fibrilarnich proteinti
ECM, naptiklad kolagenem typu I, kolagenem typu III, kolagenem typu IV a fibronektinem
(Tabulka 3 a Obrazek 7), které hraji roli pfi progresi glioblastomu (Pointer et al. 2016; Lin et
al. 2020).

Bioinformatickou analyzou byla déale prokézéna statisticky vyznamnéd pozitivni
korelace mezi mRNA T7GFBI a mRNA FAP, ktery je charakteristicky exprimovany
na nadoroveé asociovanych mezenchymalnich buitkach (Obrazek 8). Z vysledkl analyzy déle
vyplyva, ze exprese FAP statisticky vyznamné pozitivné korelovala s expresi kolagenu typu |
(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 vyjimkou kolagenu typu IV
byly prokdzany stiedné silné korelace (Obrazek 9). Tyto vysledky naznacuji souvislost mezi

expresi TGFB1, FAP a expresi vybranych proteini ECM. V dals$i praci jsme se zam¢fili na
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fibrilarni proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin, protoze existuje fada literarnich dat
o jejich mozné 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).
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Obrazek 7: Pozitivni korelace mezi expresi mRNA transformujiciho ristového faktoru beta 1 (TGFBI)
a proteinii extracelularni matrix — kolagenu typu I, kolagenu typu IlI, kolagenu typu IV a fibronektinu
v glioblastomu. (4) Kolagen typu I, (B) Kolagen typu III, (C) Kolagen typu 1V, (D) Fibronektin. Korelacni
analyza byla provedena na expresnich datech The Cancer Genome Atlas (dataset HG-UI334, noveé
diagnostikované primarni glioblastomy, n = 357) pomoci Spearmanova neparametrického korelacniho
koeficientu (R). COLIAI (Collagen Type I Alpha 1 Chain), COL3A1 (Collagen Type III Alpha 1 Chain),
COL4A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), FNI (Fibronectin 1).
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R=0,213; p < 0,0001
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Obrdzek 8: Pozitivni korelace mezi expresi mRNA transformujiciho riistoveho faktoru beta 1 (TGFBI) a expresi
fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP) v glioblastomu. Korelacni analyza byla provedena na expresnich
datech The Cancer Genome Atlas (nové diagnostikované primarni glioblastomy, n = 357) pomoci Spearmanova
neparametrického korelacniho koeficientu (R).
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Obrazek 9: Pozitivni korelace mezi expresi mRNA fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP) a proteinii
extracelularni matrix — kolagen typu I, kolagen typu IlI, kolagen typu IV a fibronektin v glioblastomu.
(4) Kolagen typu I, (B) Kolagen typu IlI, (C) Kolagen typu 1V, (D) Fibronektin. Korelacni analyza byla
provedena na expresnich datech The Cancer Genome Atlas (nové diagnostikované primarni glioblastomy,
n = 357) pomoci Spearmanova neparametrického korelacniho koeficientu (R). COL1A1 (Collagen Type I Alpha
1 Chain), COL3A1 (Collagen Type IIl Alpha 1 Chain), COL4A1 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), FNI
(Fibronectin 1).
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4.1.2. Lokalizace TGFp, FAP, kolagenu typu I a fibronektinu v glioblastomu

Bioinformaticka analyza prokazala souvislost mezi expresi mRNA TGFp1 a FAP
s vybranymi fibrilarnimi proteiny ECM, coz bylo v souladu s nasi hypotézou o existenci FAP*
mezenchymalnich bun¢k odpovidajicich na stimulaci TGFp produkci fibrilarnich proteini
ECM v glioblastomu. Pro dalsi prokdzani vziajemného vztahu FAP, TGFB a ECM byla
analyzovana lokalizace jejich exprese v glioblastomu. Na tuto analyzu exprese TGFp, FAP
a fibrilarnich proteint ECM (kolagenu typu I a fibronektinu) bylo pouzito dvojité

imunohistochemické barveni.

V glioblastomu se TGF ¢asto nachazel v oblastech nadorového parenchymu, nicméné
jeho exprese byla detekovana ive stromatu. Zde se vyskytovaly mezenchymalni bunky
exprimujici mezenchymalni markery TE-7 a FAP. V oblastech vyskytu FAP"
mezenchymalnich buné€k (pfedevsim perivaskularng) byla navic pozorovédna exprese kolagenu
typu I a fibronektinu (Obrazek 10). Tyto vysledky naznaluji pfitomnost populace FAP*
mezenchymalnich bunék, kterd by mohla odpovidat na stimulaci TGF expresi kolagenu typu
I a fibronektinu. TGFB by mohl byt témito buiikami také produkovan a/nebo by je mohl

autokrinné ¢i parakrinné stimulovat.

Kolagen typu | FAP Kolagen typu | Jadra

Fibronektin Jadra
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TGFB TE-7 TGFB Jadra

TGFB. ‘ FAP

TGFB Kolagen typu | ' TGFB Jadra

Obrazek 10: Lokalizace kolagenu typu I, fibronektinu, transformujiciho ristovéeho faktoru beta (TGEp)
a fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP) v glioblastomu. Reprezentativni snimky imunochemické analyzy
lokalizace exprese FAP, kolagenu typu I, fibronektinu, TGFf a TE-7 (mezenchymdlni marker) v tkanich
glioblastomu. Drobné teckovité zdanlivé pozitivni utvary na poslednim snimku jsou autofluorescencni granula.
Celkovy pocet analyzovanych tkani glioblastomu n = 6.

4.1.3. V glioblastomech s vy$Si expresi FAP je zvySené exprimovan
TGFp1, kolagen typu I a fibronektin
Imunochemickou analyzou byla prokazana ptitomnost a lokalizace FAP, kolagenu
typu I, fibronektinu, mezenchymalniho markeru TE-7 a TGFf v glioblastomu. Abychom
potvrdili vysledky bioinformatické analyzy TCGA dat, stanovili jsme koncentraci TGFp1
(hlavni izoformy TGFP) a wvybranych fibrilarnich proteint ECM (kolagenu typu I
a fibronektinu) v tkadnovych lyzatech glioblastomu s nizkou avysokou expresi FAP.
Koncentrace FAP byla jiz diive v lyzatech stanovena metodou ELISA mymi kolegy (Busek et
al. 2016; Balaziova et al. 2021; Krepela et al. 2021). Na zaklad¢ téchto dat byly glioblastomy

roziazeny na nadory s nizkou (LowFAP, dolni tercil, koncentrace FAP <I,78ng-mg’"
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proteinu) a s vysokou (HighFAP, horni tercil, koncentrace FAP >5,19 ng-mg™ proteinu)

koncentraci FAP.

Vysledek statistické analyzy pro srovnani exprese TGFB1, kolagenu typu I
a fibronektinu u glioblastomti rozd¢lenych dle exprese FAP byl signifikantni na hladiné
vyznamnosti pod 0,05. Exprese TGFB1 byla signifikantné vyssi (p = 0,033; Welchuv t-test)
u skupiny HighFAP oproti skupiné LowFAP (Obrazek 11). Kvantifikace kolagenu typu I
a fibronektinu byla provedena mym kolegou (Mgr. Petr Vymola). Median exprese kolagenu
typu I byl statisticky vyznamné vyssi (p = 0,031; Mann-Whitney U-test) u skupiny
glioblastom@i s vy$§i expresi FAP (medidan = 29,5 pg'mg'; mezikvartilové rozpéti
(IQR) = 5,4; n = 9) oproti skupiné glioblastomi s niz§i expresi FAP (median = 12,9 pg-mg™';
IQR = 11,3; n = 7) a v neposledni fadé byl také median exprese fibronektinu signifikantné
vyssi (p = 0,006; Welchiiv t-test) u skupiny HighFAP (median = 0,650 ng-mg’!; smérodatna
odchylka (SD) = 0,530; n = 9) oproti skupiné LowFAP (median = 0,308 ng-mg™'; SD = 0,197;
n = §).
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Obrazek 11: Exprese transformujictho ristového faktoru beta 1 (TGFB1) v glioblastomech s nizkou a vysokou
expresi fibroblastového aktivacniho proteinu (FAP). Kvantifikace exprese byla provedena pomoci metody ELISA
v tkanovych lyzatech glioblastomii. Exprese TGFp1 je ve skupine HighFAP vyssi oproti skupiné LowFAP. Pocet

analyzovanych tkani ve skupiné LowFAP n = 8 a HighFAP n = 9. * p <0,05; Welchiiv t-test. — median, [J25%-
75%, T rozsah neodlehlych dat, * zdrojova data
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4.2. Vliv TGFp1 na expresi kolagenu typu I a fibronektinu u bunék izolovanych

z glioblastomu

4.2.1. Mezenchymalni buiiky vytvari extracelulirni matrix obsahujici kolagen
typu I a fibronektin

Z vyse predlozenych vysledkli byla ziejma asociace mezi expresi FAP, kolagenu
typu I, fibronektinu a TGFB. Abychom zjistili vliv TGFB na produkci kolagenu typu I
a fibronektinu, exponovali jsme bunécné kultury rekombinantnimu TGFp in vitro. Byla
vyuzita kultivace tii primarnich FAP™ mezenchymalnich kultur, jedné priméarni gliomové
kmenové kultury, dvou komeréné dostupnych gliomovych linii (U87 a U251) a lidskych
mozkovych vaskularnich pericytl (viz kapitoly 3.4 a 3.5.6). Buiky byly stimulovany dvéma
koncentracemi rekombinantniho TGFB1 2 ng-ml™! a 10 ng-ml™! po dobu péti dni (Krepela et
al. 2021). Pro zajiSténi tvorby stabilnich fibrildrnich proteini ECM, zejména kolagenu, byl
piiddn askorbat v koncentraci 50 pg-ml!, ktery je dilezitym kofaktorem pro hydroxylaci
lysinu a prolinu (Pinnell 1985; Avery et al. 2018).

Imunochemickd analyza prokézala expresi kolagenu typu [ a fibronektinu
mezenchymalnimi bufikami (primarnimi FAP® mezenchymalnimi kulturami a lidskymi
mozkovymi vaskuldrnimi pericyty), které byly kultivované v bazalnich podminkach nebo
stimulované TGFB1 (Obrazek 12). Matrice produkované mezenchymalnimi buitkami
vytvofily fibrilarni zesitované struktury. Exprese kolagenu typu I a fibronektinu naopak témet
nebyla detekovdna v gliomovych liniich ani gliomové kmenové kultufe za bazélnich
podminek ani po stimulaci TGFB1. Navic u gliomovych bun¢k detekovana imunopozitivita

postradala fibrilarni charakter typicky pro kolagen typu I a fibronektin.
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Obrazek 12: Reprezentativni snimky imunochemické analyzy exprese kolagenu typu [ a fibronektinu
mezenchymalnimi bunikami izolovanymi z glioblastomu a gliomovymi buitkami za bazalnich podminek a po
stimulaci rekombinantnim transformujicim ristovym faktorem beta 1 (TGFBI). (4) Primdrni FAP*
mezenchymalni kultura 43, (B) Gliomova linie U251, (C) Primarni gliomova kmenova kultura. Bunky byly
kultivovany po dobu péti dni s riiznymi koncentracemi rekombinantniho TGFBI (0, 2, 10 ng- mI”'). Byly pouzity
tri primarni mezenchymalni kultury exprimujici fibroblastovy aktivacni protein (FAP), lidské mozkové
vaskularni pericyty, dvé gliomove linie a jedna primarni gliomova kmenova kultura. Za bazalnich podminek a po
stimulaci TGFBI mezenchymalni buniky (primdrni FAP* mezenchymdlni buriky a lidské mozkové vaskuldrni
pericyty) exprimovaly kolagen typu I a fibronektin ve forme fibrilarnich siti. U gliomovych bunek nedochdzelo
k tvorbé zesitovanych matric kolagenu typu I a fibronektinu ani po stimulaci TGFf1. U gliomovych kmenovych
bunék lze také pozorovat malé ovailné autofluorescencni utvary (predevsim v oblastech lokalné zvysené
koncentrace bunek).

4.2.2. TGFp1 zvySuje expresi kolagenu typu I a fibronektinu u mezenchymalnich
bunék izolovanych z glioblastomu
Pro urceni kvantity vybranych fibrilarnich proteint ECM (kolagenu typu I
a fibronektinu) a zjiSténi pfipadného rozdilu u TGFB1 stimulovanych bunék byla dale
provedena ELISA (Obrazek 13) z bunécnych lyzath riznych bunéénych typil (viz vyse)

vyskytujici se v glioblastomu.

Ve shodé s wvysledky imunochemickych analyz byla za bazédlnich podminek
detekovana exprese kolagenu typu I a fibronektinu u mezenchymalnich bun¢k. Stimulaci

TGFB1 byla zvySena exprese obou fibrilarnich proteint ECM (tzn. kolagenu typu I

39



a fibronektinu) u mezenchymalnich bunck. Pfi stimulaci vyS$$i koncentraci TGFB1
(10 ng'ml™") byl detekovéan narGst exprese vybranych proteindt ECM a pii stimulaci nizsi
koncentraci TGFP1 (2 ng-ml') exprese proteinit ECM dosahovaly jesté vyssich hodnot.
NavySeni exprese fibrilarnich proteini po stimulaci nizS§i koncentraci TGFB1 bylo
signifikantné¢ vyznamné oproti nestimulovanym bunkam u vétSiny mezenchymalnich bunék.
Navyseni exprese fibrilarnich proteini po stimulaci vyss$i koncentraci TGFB1 nebylo
signifikantné vyznamné oproti nestimulovanym buitkkdm u vétSiny mezenchymalnich bunck.
Rozdil exprese proteini ECM mezi mezenchymalnimi buikami stimulovanymi vys$si a nizsi
koncentraci TGFB1 nebyl u vétSiny statisticky vyznamny. Trend rozdili exprese proteinli
ECM ukazuje jasné zvySeni exprese po stimulaci TGFB1 u mezenchymalnich buné¢k, avsak
kvuli vysoké variabilité biologickych replikatt nékteré rozdily nebyly statisticky vyznamné.
Dale bylo potieba ovéfit, zda kolagen typu I a fibronektin exprimuji také samotné gliomové
buniky, a zaroven bylo potifeba verifikovat vliv TGFB1 na produkci kolagenu typu I
a fibronektinu témito bunkami. Gliomové linie a gliomové kmenové builky za bazéalnich
podminek ani po kultivaci s TGFB1 nevykazovaly vyznamné zvySenou expresi fibrilarnich
proteint kolagenu typu I a fibronektinu, ktera se pohybovala kolem trovné detekéniho limitu

metody ELISA (Obréazek 13, Tabulka 4 a Tabulka 5).
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Obrazek 13: Exprese kolagenu typu I a fibronektinu riiznymi bunécnymi typy po stimulaci rekombinantnim
transformujicim rustovym faktorem beta 1 (TGFp1). (A) Kolagen typu I, (B) Fibronektin. Kvantifikace exprese
byla provedena pomoci metody ELISA zlyzati bunek kultivovanych ve trech riznych koncentracich
rekombinantniho TGFBI (0, 2, 10 ng- ml"') po dobu péti dni. Byly kultivovdny ti primdrni mezenchymdini
kultury exprimujici fibroblastovy aktivacni protein (FAP), lidské mozkové vaskularni pericyty, dve gliomové linie
a jedna primarni gliomova kmenovd kultura. Mezenchymalni bunky za bazalnich podminek exprimovaly kolagen
typu I a fibronektin a po stimulaci TGFBI se exprese ddle zvySila. U vy$si koncentrace TGFBI (10 ng- ml') byl
detekovian mensi ndriist exprese nez u nizsi koncentrace TGFB1 (2 ng- ml™'). U gliomovych bunék byla exprese
kolagenu typu I a fibronektinu velmi nizka za bazalnich podminek i po stimulaci TGFp1, kdy se exprese
mérenych proteinii pohybovala okolo detekcniho limitu. Pocet biologickych replikati n = 4. *p <0,05;
*** p <0,01; ANOVA test, Post hoc Dunnetiiv test. — median, 01 25%-75%, T rozsah neodlehlych dat, * zdrojova
data, — detekcni limit. GSC — gliomové kmenové bunky, HBVP — lidské mozkové vaskularni pericyty; US7, U251
— gliomové linie.
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Tabulka 4: Priumérna zmeéna exprese kolagenu typu I po stimulaci rekombinantnim transformujicim ristovym
faktorem beta 1 (TGFB1) ve srovnani s bazalni expresi u ruznych bunécnych typi. GSC — gliomové kmenové
bunky; HBVP — lidské mozkové vaskularni pericyty; pFAP — primdrni mezenchymalni bunky exprimujici
fibroblastovy aktivacni protein;, U87, U251 — gliomové linie. SD — smérodatna odchylka.

Priamérna zména exprese kolagenu typu I ve srovnani s kontrolou (= SD)
Nazev bunék TGFp1 2 ng: ml! TGFpg1 10 ng: ml”!

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)
ug7 1,8 (£0,5) 1,5 (£0,5)
U251 1,3 (+£0,2) 1,4 (+£0,2)
GSCB6 1,1 (£0,3) 1,0 (£0,1)

Tabulka 5: Priumérnd zména exprese fibronektinu po stimulaci rekombinantnim transformujicim riistovym
faktorem beta 1 (TGFp1) ve srovnani s bazalni expresi u ruznych bunécnych typi. GSC — gliomové kmenové
bunky; HBVP — lidské mozkové vaskularni pericyty; pFAP — primdrni mezenchymalni bunky exprimujici
fibroblastovy aktivacni protein;, U87, U251 — gliomoveé linie. SD — smérodatna odchylka.

Primérna zména exprese fibronektinu ve srovnani s kontrolou (+ SD)
Nazev bunék TGFB1 2 ng- ml”! TGFp1 10 ng- ml!

HBVP 2.4 (+£04) 1,7 (£0,2)
pFAP 27 3,6 (=1,8) 2,4 (x0,2)
pFAP 43 1,6 (£0.2) 1,4 (£0,3)
pFAP 46 2,0 (£04) 1,5(x0,2)
U877 1,3 (£0,4) 1,0 (£ 0,2)
U251 2,7 (£ 1,0) 2,3 (x0,2)
GSC B6 1,1 (£0,1) 1,1 (£0,1)

4.3.Vliv. ECM mezenchymalnich bunék stimulovanych TGFp1 na migraci
gliomovych bunék in vitro

Abychom prokézali funkéni plisobeni ECM mezenchymalnich bun€k z mikroprostiedi

glioblastomu stimulovanych TGFf1, byla vyuZita in vitro funkéni studie. Byla pouZita

migracni esej hodnotici haptotaktickou odpoveéd’ gliomovych bunék.

Matrice produkované mezenchymalnimi butikami byly vytvofené pii kultivaci ve tfech
riznych podminkach, tj. kontrolni podminky, stimulace TGFB1 (o koncentraci 2 ng-ml™)
a stimulace TGFB1 v pfitomnosti inhibitoru kanonické signalizace prostfednictvim receptoru
TGFRI (A7701, o koncentraci 1 pmol-1"!, (Tojo et al. 2005)). Pied samotnou haptotaktickou
eseji byla v matricich ovétena exprese kolagenu typu I a fibronektinu pomoci imunochemické
analyzy (data neuvedena). Migrace gliomové linie U251 byla zvySena matricemi
produkovanymi mezenchymalnimi buitkami ve srovnani s bazalni migraci (tzn. pouze plastik
bez jakéhokoli potazeni). Matrice produkované mezenchymalnimi buiikami po stimulaci

TGFpB1 a matrice produkované mezenchymalnimi bunikami po stimulaci TGFfB1 s pfidavkem
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inhibitoru A7701 také navysSily migraci gliomové linie U251. AvSak nebyl prokazan dalsi
narist migrace gliomové linie U251 pfi pouziti téchto matric produkovanych
mezenchymalnimi buiikami (po stimulaci TGFB1 a po stimulaci TGFB1 s piridavkem
inhibitoru A7701) oproti kontrolnim matricim produkovanych mezenchymalnimi bunkami.
Pisobeni matric produkovanych mezenchymalnimi buiitkami na migraci gliomové linie U87
bylo velmi variabilni a zadn4d z testovanych matric neprokéazala reprodukovatelny vliv
(Obrazek 14). Moznou pfic¢inou variability migrace této gliomové linie by mohla byt jeji
vysoké bazalni migrace v téchto experimentech (primér + SD = 209,9 + 172,3 bunck na zorné
pole), kterd byla navic velmi odliSn4 pii raznych opakovéanich experimentu. Oproti tomu
gliomova linie U251 vykazovala nizkou bazalni migraci (primér + SD = 24,3 + 7,2 bunék na

zorné pole), ktera byla konsistentni ve vSech na sobé nezavislych opakovanich.
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Obrazek 14: Migrace gliomovych bunék indukovana extracelularni matrix (ECM) produkovanou primarnimi
mezenchymalnimi  kulturami exprimujicimi fibroblastovy aktivacni protein (FAP) a lidskymi mozkovymi
vaskularnimi pericyty po stimulaci rekombinantnim transformujicim ristovym faktorem beta 1 (TGFf1) nebo po
inhibici kanonické signalni drahy TGFp. (A) Gliomova linie U251, (B) Gliomova linie U87. Kvantifikace
migrace byla provedena pomoci haptotaktické migracni eseje. ECM produkovana mezenchymalnimi bunikami
byla vytvorena kultivaci po dobu sedmi dni ve trech riznych podminkach s rekombinantnim TGFf1 (0 (K),
2 ng- ml"'(TGFB1)) nebo navic s inhibitorem kanonické signdlni drahy TGFB (A7701). Pro vytvoreni testovanych
ECM byly kultivovany dvé primdrni FAP" mezenchymalni kultury a lidské mozkové vaskuldrni pericyty (HBVP).
Dva na sobé nezavislé experimenty byly provedené v tripletu. Data byla normalizovana k bazalni migraci (BM)
nddorové linie. *** p <0,01,; Kruskal-Wallisiv test. — median, O 25%-75%, T rozsah neodlehlych dat, * zdrojovd
data, — priumer bazalni migrace.
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Poznani mechanisma pfispivajicich k progresi nadorti piedstavuje dualezity predpoklad
k nalezeni novych moznosti jejich diagnostiky a 1é€by. Nadorova onemocnéni se fadi mezi
druhou nejcastéjsi pti¢inu smrti v rozvinutych zemich a nadale lze ocekévat rist jejich
incidence. Mezi vyznamné maligni neoplazie patii maligni mozkové nadory (Ng et al. 2019).
Nejcastéji se vyskytujicim primarnim malignim mozkovym nadorem u dospélych je
glioblastom, ktery je zaroven velice agresivni a fadi se mezi nadory s velmi nepiiznivou
prognézou. Po stanoveni diagnézy glioblastomu nésleduje kombinovana lécba, ktera se
nejcastéji sklada z chirurgické resekce nadoru a nasledné chemoterapie (nejcastéji
temozolomidem) a radioterapie. I pfes kombinovany lécebny protokol vSak zistavd median
pteziti okolo pouhych 15 mésict a relaps onemocnéni nastavéa u vétSiny pacientli do dvou let
od prvotni diagnézy (Koshy et al. 2012; Stupp et al. 2014; Pinel et al. 2019). Posledni
vyznamny uspéch pouzivany v klinické praxi pfi 1é¢bé malignich mozkovych nadorti bylo
zavedeni chemoterapeutika temozolomidu (alkylaéni ¢inidlo), ktery prodlouzil median pieziti
o dva az necelé tii mésice (Stupp et al. 2005). Kvuli stidle Spatné progndze pacientl
s glioblastomem se vyzkum zaméiuje na pochopeni jednotlivych mechanismii onkogeneze

glioblastomu, coz by mohlo pfispét k vyvoji novych terapeutickych alternativ.

Dosavadni vyzkum protinddorovych terapii glioblastomu zamétenych na ECM se zabyval
pfedevs§im proteiny souvisejicimi s ECM spiSe nez ptimo strukturdlnimi molekulami ECM
a jako terapeutické cile byly v klinickych studiich testovany zejména MMP nebo integriny

(Mohiuddin a Wakimoto 2021).

Za potencidlni molekularni cile se povazuji mimo jiné proteazy, které hraji dtlezitou roli
v progresi nadorového onemocnéni. V cilené terapii proti proteazam se muze vyuzivat
inhibice enzymové aktivity, ablace bun€k exprimujicich protedzu nebo vyuziti enzymatické
aktivity k aktivaci ¢i cileni cytotoxické latky (Verhulst et al. 2022). Mezi protedzy
povazované za potencidlni molekularni cil pti diagnostice a terapii se fadi také fibroblastovy

aktivaéni protein (FAP), (RShrich et al. 2019; Simkova et al. 2020; Altmann et al. 2021).

FAP je nadéjnym kandidatem pro diagnostiku ¢i cilenou 1é€bu nadorovych onemocnéni
diky své specifické expresi témef vyhradné v malignich nadorech a moznému podilu na jejich
patogenezi (Garin-Chesa et al. 1990; Busek et al. 2018). Byla vyvinuta fada experimentalnich
pfistupt na jeho cileni, které byly testovany v preklinickych modelech (Zboralski et al. 2022).

Hlavni skupinou malignich nadorti, kde byla detekovéana piitomnost FAP, jsou epitelidlni
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nadory (karcinomy), avsak zvysSena exprese byla pozorovana také u glioblastomu (Tchou et
al. 2013; Wikberg et al. 2013; Mhawech-fauceglia et al. 2015; Busek et al. 2016). FAP je
exprimovan na povrchu nddorovych bunék i na bunkdch nadorového mikroprostiedi,
nejcastéji na nadorové asociovanych fibroblastech (Scanlan et al. 1994). Funkce FAP"
nadorové asociovanych fibroblastl ziistava nevyjasnéna, avsSak fada autort je popisuje jako
bunécnou populaci podporujici progresi nadoru a rekurenci po 1é¢bé onemocnéni (Fearon

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

V glioblastomu byla exprese FAP zjisténa piedevsim na bunkach nadorového
mikroprostiedi, pfedev$im na mezenchymalnich bunkach. FAP byl konsistentn¢ lokalizovan
v blizkosti hyperplastickych cév a v mistech mikrovaskularni proliferace. Oproti tomu ve
zdravém mozku cévy postradaly expresi FAP, a tedy FAP by mohl byt unikatni marker
angiogennich glioblastomovych cév (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020). Dale byl FAP
v glioblastomu detekovan na transformovanych buiikach (Busek et al. 2016). Prace Ebert et
al. (2020) nalezla FAP" transformované buriky, z nich vétSina soucasné exprimovala antigen
CD90, ktery byl navrZzen jako marker gliomovych kmenovych bunék a podporuje invazi
glioblastomovych bun¢k (He et al. 2012; Avril et al. 2017). Nicméné jiné prace expresi FAP
na gliomovych kmenovych buiikdch nepodporuji (Mentlein et al. 2011; Busek et al. 2016).
U glioblastomu by cilend terapie proti FAP mohla byt efektivni, protoze by zasdhla nejen
samotné nadorové builky, ale také nddorové mikroprostiedi, které je esencialni pro rozvoj

nadorového onemocnéni.

Kromé exprese FAP se v glioblastomu specificky zvySuje i exprese nékterych proteint
ECM. Patii mezi né rizné typy kolagenli a fibronektin, které byly recentnimi studiemi
navrzeny jako slibné prognostické a terapeutické cile u glioblastomu (Saw et al. 2021; Yin et
al. 2021; Kabir a Apu 2022). U fibronektinu bylo vyvinuto jiz nékolik moznych ptistupi jeho
vyuziti v cilené terapii glioblastomu, naptiklad protilatky konjugované s radioizotopy,
nanocastice dorucujici malé interferujici RNA nebo latky modifikujici samotny fibronektin.
Zajimavé je téZz zjisténi, ze napiiklad protiedematdzni 1écba dexametazonem aktivuje
sestavovani fibronektinové matrix, kterd zvySuje soudrznost gliomovych buné¢k a snizuje
schopnost jejich disperze (Czabanka et al. 2011; Shannon et al. 2015; Saw et al. 2018). Tyto
prace byly vSak provedeny pouze na zvifecich modelech. Nicméné pro dalsi zlepSeni 1écby
glioblastomu je potieba déale porozumét zménam ECM a jeji funkci v patologii tohoto

onemocnéni.
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Tato diplomova prace navazuje na pozorovani Krepela et al. (2021), ktery zaznamenal, Ze
TGFp indukuje expresi FAP v glioblastomu. Dale se diplomova prace zaméfuje na FAP"
mezenchymalni buniky z hlediska exprese fibrilarnich proteint ECM. V glioblastomu je
pritomnost téchto proteintl, naptiklad kolagenu typu I a fibronektinu, zvySena oproti zdravé
tkani, a navic v fad¢ jinych tkani TGFp indukuje expresi kolagenu typu I a fibronektinu
(Ignotzs a Massague 1986; Huijbers et al. 2010; Kabir a Apu 2022). Hlavnim cilem
diplomové prace bylo analyzovat vliv TGFB1 na produkci kolagenu typu I a fibronektinu
FAP" mezenchymalnimi buikami mikroprostiedi glioblastomu a zjistit mozny promigratorni
efekt extracelularni matrix produkované FAP" mezenchymdlnimi bufikami stimulovanymi

TGFBI.

Jeden zdilezitych a velmi zndmych medidtorii epiteliané-mezenchymalni tranzice
nadorovych bungk, ktery se potvrdil i u gliomovych bunék, je TGFB (Tao et al. 2020).
S procesem epitelidlné-mezenchymdlni tranzice byva asociovdna zvySena invazivita
glioblastomu a také fibrilarni proteiny ECM (Meng et al. 2017; Yin et al. 2021). Z nami
provedené bioinformatické analyzy TCGA dat vyplyva, Ze exprese fady molekul ECM
koreluje s expresi TGFB1. Prokazuji pozitivni korelaci exprese izoformy TGFB1 (TGFBI)
a kolageni (COLIAI, COL341 a COL4AI) v glioblastomu. Tyto vysledky se shoduji
s literaturou (Yin et al. 2021). Provedenad bioinformatick4d analyza téZ dokazuje pozitivni
korelaci exprese fibronektinu (FNI) sexpresi TGFBl (TGFBI), coz je v souladu
s pozorovanim, Ze mezi geny regulované TGFf1 patii i gen fibronektinu (#N7), (Joseph et al.
2022). Na tyto proteiny ECM jsem se detailnéji zaméfila také z diivodu jejich navyseni
v glioblastomu oproti jejich nizkému vyskytu ve zdravé mozkové tkani. Vysledky
bioinformatické analyzy také prokazuji pozitivni korelaci exprese izoformy TGFB1 (TGFBI)
s expresi FAP v tkanich glioblastomu, coZ je v souladu s pfedchozimi vysledky (Krepela et al.
2021). Dale mé vysledky prokazuji pozitivni korelace exprese FAP a proteini ECM (FNI,
COLIAI a COL3Al), coz je v souladu s predeslou studii (Busek et al. 2016). Z TCGA dat
byla dok4zana pouze slaba signifikantni korelace exprese FAP a kolagenu typu IV (COL4AI)

v glioblastomu.

Na zaklad¢ Sirsi literarni evidence o patogenezi glioblastomu a vysledkil ziskanych
bioinformatickou analyzou TCGA dat jsem dale pokracovala v analyze role exprese kolagenu

typu I a fibronektinu. Vysledky studii zabyvajicich se expresi kolagenu typu I v glioblastomu

vvvvvv

nedetekovali (Zamecnik et al. 2004). Pozd¢ji jini autofi v souladu s mymi vysledky prokazali
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expresi tohoto proteinu v tkani glioblastomu, pfedevsim v perivaskularnich oblastech

(Huijbers et al. 2010; Motegi et al. 2014).

Z literatury vyplyva, ze fibronektin, dulezity protein ECM, je nadmérné piitomen
v tkanich glioblastomu a krvi pacienti postihnutych timto onemocnénim (Sawaya et al. 1985;
Lal et al. 1999; Caffo et al. 2004). Nase vysledky potvrzuji expresi tohoto proteinu
v glioblastomu. Stejn¢ jako kolagen typu I tak i fibronektin je pfitomny v oblasti cév, coz je
v souladu s hypotézou o existenci perivaskularni populace bun¢k nadmérné produkujici tyto

proteiny v glioblastomu (Castellani et al. 2002).

ZvySena produkce fibrilarniho kolagenu typu I a fibronektinu, by mohla pftispivat
k invazivité gliomovych bunék, coz je typicky maligni znak glioblastomu, kvtli kterému je
toto onemocnéni tézké zcela vylécit (Huijbers et al. 2010; Motegi et al. 2014; Serres et al.

2014; Liao et al. 2018).

vvvvvv

byla exprese FAP zjisténa také v samotné tkani glioblastomu (Stremenova et al. 2007,
Mentlein et al. 2011; Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020). Prace Li et al. (2020) ukazuje
Cast€j$i parenchymalni (intratumorélni) vzor exprese FAP v glioblastomu. Nicmén¢ kromé
transformovanych buné¢k byly za producenty FAP oznaeny netransformované stromalni
buniky, avSak zatim konkrétni typy bunck exprimujici FAP v glioblastomu nebyly stale jasné
a konsistentné urceny (Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020; Balaziova et al. 2021). Prace
mych kolegh a dalSich autori prokazala expresi FAP ptedevS§im stromalnimi
mezenchymalnimi butikami v perivaskularnich oblastech glioblastomu (Mentlein et al. 2011;
Busek et al. 2016; Ebert et al. 2020; Balaziova et al. 2021). Studie Ebert et al. (2020) ukazuje,
7e mezi FAP" buniky naddorového mikroprostiedi patfi pericyty a endotelialni bufiky. AvSak
prace Balaziova et al. (2021) nedetekovala u FAP" buné&k typicky endotelidlni marker Von
Willebrandtv faktor (VWF; Von Willebrand Factor), ale detekovala mezenchymalni markery
receptor ristového faktoru krevnich desti¢ek beta (PDGFRJ; Platelet-Derived Growth Factor
Receptor Beta), alfa-aktin hladkého svalu (SMA; Alpha-Smooth Muscle Actin) a TE-7. Navic
bylo tyto builky mozné efektivné expandovat v kultiva¢nich podminkdch urcenych pro
pericyty, coz dale podporuje jejich pericytarni charakter. Dale byla mezi FAP'
mezenchymalnimi buiikami nalezena minoritni subpopulace bunék podobajicich se
nadorovym bunikdm na genomické urovni, coz by mohly byt transdiferencované gliomové

kmenové¢ buniky (Balaziova et al. 2021).
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V ramci diplomové prace jsem provedla dvojité imunochemické barveni, které prokazalo,
ze v blizkosti bun€k exprimujicich FAP se vyskytuje kolagen typu I a fibronektin. Tyto
proteiny se se za fyziologickych okolnosti v mozku vyskytuji pouze omezené (Rutka et al.
1987; Busek et al. 2016) a FAP exprimujici buiikky by se mohly podilet na jejich zvySené

produkci v glioblastomu.

Nase imunohistochemickd data prokazuji ptfitomnost TGFB napii¢ nadorovym
parenchymem vcetn¢ oblasti stromatu, kde je lokalizovana exprese FAP. Tyto vysledky jsou
v souladu s dal$imi studiemi zabyvajicimi se glioblastomem (Li et al. 2020; Krepela et al.
2021). Vysledky lokalizac¢ni analyzy také prokazuji, ze v blizkosti oblasti pozitivnich na
mezenchymalni marker (TE-7) a kolagen typu I je detekovana exprese TGFB. Dvojité
imunochemické barveni fibronektinu s TGFB nebylo uskutecnéno z diivodu nemoznosti
odlisit dané primarni protilatky (ob¢ protilatky byly kralici). Ve shodé s ptivodni hypotézou
muiZeme konstatovat, Ze v glioblastomu se TGFp nachazi v oblastech, kde se vyskytuji FAP*

mezenchymalni buniky a proteiny ECM kolagen typu I a fibronektin.

Pro potvrzeni vysledkti bioinformatickych a imunohistochemickych analyz a zjisténi
asociace mezi FAP, TGFp, kolagenem typu I a fibronektinem v tkéni glioblastomu byla
provedena kvantifikace téchto proteini pomoci metody ELISA. V glioblastomu je FAP
zvySené exprimovan a nachdzi se predev§im na stromalnich buiikéch. Predpokladame tudiz,
Ze glioblastomy s vysokou expresi FAP maji vyssi zastoupeni FAP™ mezenchymalnich bunék.
Na zéakladé vysledkl ptedchozich studii jsme pro kvantifikaci exprese TGFp, kolagenu typu I
a fibronektinu vybrali tkdné glioblastomii s vysokou (horni tercil) a nizkou (dolni tercil)
expresi FAP, tedy tkdné s vysokym a nizkym zastoupenim FAP" mezenchymalnich bunék
(Busek et al. 2016; Balaziova et al. 2021; Krepela et al. 2021). U glioblastomi s nizkym
zastoupenim FAP" bunék se nachdzi mensi mnozstvi t&chto proteinti (TGFB, kolagenu typu 1
a fibronektinu) nez v glioblastomech s vysokou expresi FAP, kde jsou tyto proteiny zvySené
exprimovany. Tyto vysledky podporuji nasi hypotézu, ze v glioblastomech s vysokou expresi
TGFpB se vyskytuje vy$si zastoupeni FAP® mezenchymalnich bunék, které odpovidaji na
stimulaci TGFB zvySenou expresi kolagenu typu I a fibronektinu. Toto je prvni studie
prokazujici asociaci mezi TGFp, kolagenem typu 1, fibronektinem a FAP stanovenim exprese
na proteinové urovni v glioblastomu. Prace Koczorowska et al. (2016) podporuje tyto
vysledky a ukazuje unadorovych onemocnénich stimulaéni efekt FAP" nadorem

asociovanych fibroblastl na produkci TGF1 a proteinit ECM, napftiklad kolagenu typu I.
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Souhrnné¢ vysledky z bioinformatické, imunohistochemické 1 kvantitativni analyzy
implikuji moznost vyskytu FAP" mezenchymalnich bun&k odpovidajicich na stimulaci TGFf
expresi fibrilarnich proteini ECM (kolagenu typu I a fibronektinu), ¢imz by se mohly podilet
na progresi glioblastomu. Pro dokéazani pfimého vlivu TGFP na expresi kolagenu typu I

a fibronektinu FAP" mezenchymalnimi buitkami byly provedeny in vitro experimenty.

K realizaci in vitro experimentl bylo zapotfebi nejprve derivovat primarni kultury FAP*
mezenchymalnich bun¢k z pacientskych tkani glioblastomu. Tyto bunky byly ziskany
metodou MACS (viz kapitola 3.5.4). Pii této metod¢ jsou izolovany bunky na zaklad¢ vazby
se specifickou protilaitkou proti uritému antigenu, v nasem piipadé proti FAP. Podle
vysledkl prace Balaziova et al. (2021) predpokladame, Ze se jedna o mezenchymalni bunky
pericytarniho charakteru, proto byly zvoleny kultiva¢ni podminky, které jsou doporuceny pro
komeréné dostupnou linii mozkovych pericytt HBVP (pericytarni médium viz kapitoly 3.3
a 3.4.3). Derivované primarni kultury FAP" mezenchymalnich bun&k byly po prvni pasazi
(nebo po rozmrazeni) imunochemicky ovéfeny s vyuzitim nckolika mezenchymalnich
markert (TE-7, SMA, PDGFRp) véetné FAP. Dale byly také testovany antigeny asociované
s jinymi bunéénymi typy vyskytujicimi se v tkani glioblastomu, napiiklad typicky marker
glidlnich bun¢k GFAP nebo marker endotelovych bunék VWF. V souladu s predchozimi daty
byla exprese t&chto markert uFAP® mezenchymalnich bunék zcela minimalni az
nedetekovatelnd (Balaziova et al. 2021), coz podporuje Cistotu derivace primarnich kultur

FAP" mezenchymalnich bunék.

Mezi dalsi testovanou primarni bunécnou kulturu patii gliomové kmenové buiky, které
byly derivované z nadorové tkané od pacientl s glioblastomem. Tyto bunky byly izolovany
pomoci selekéniho média, které se pouziva pro kultivaci gliomovych kmenovych bunék (Sana
et al. 2018). Stejné jako u primarnich kultur FAP" mezenchymadlnich bun&k se také
u primarnich kultur gliomovych kmenovych bungk testovala €istota izolace nékolika markery.
derivace gliomovych kmenovych bun€k. Pro experimenty v této diplomové praci byly
gliomové kmenové buiky kultivovany jako adherentni kultura na plastiku potazeném

Geltrexem (Sana et al. 2018).

V in vitro experimentech byly jako modelova kultura pouzity lidské mozkové vaskularni
pericyty (HBVP). Tyto buiiky exprimovaly vétSinu markerti jako FAP" mezenchymalni

bunééné kultury (data neuvedena) véetné FAP.
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Byly kultivovany c¢tyfi mezenchymalni bunééné kultury — modelova kultura HBVP
(izolovand ze zdravé lidské mozkové tkang) a tfi rizné primarni FAP® mezenchymalni
bunééné kultury (derivované z glioblastomu). Pro ovéfeni exprese kolagenu typu I
a fibronektinu ptredevsim mezenchymalnimi bunkami byly také kultivovany jiné typy bunék
nachazejicich se v glioblastomu, a to dvé komeréné dostupné gliomové linie (U887 a U251)
a jedna priméarni bunécna kultura gliomovych kmenovych bunék. Gliomové kmenové bunky
jsou nyni povazovany za lep$i a vice realistické in vitro modely glioblastomu oproti dosud
casto pouzivanym gliomovym liniim (Da Hora et al. 2019). Bunécné lyzaty z téchto kultur
byly poté pouzity na detekci a kvantifikaci exprese kolagenu typu I a fibronektinu pod vlivem

TGFp.

Pro stimulaci bun€k v in vitro experimentech byl vybran TGFB1 jako nejCast&ji se
vyskytujici izoforma TGFP v glioblastomu a jeho koncentrace byla zvolena na zakladé
predchozi prace (Krepela et al. 2021). Vysledky imunochemické analyzy ukazuji expresi
kolagenu typu I a fibronektinu mezenchymalnimi bufikami (tj. FAP" mezenchymalni bufiky
a HBVP) ve formé¢ matrice s charakteristicky uspofddanymi fibrilami. Tyto vysledky jsou ve
shodé s predchozi praci studujici FAP" fibroblasty (Lee et al. 2011). Naopak u gliomovych
liniich ani u gliomové kmenové kultury nebyla pozorovana exprese kolagenu typu I
a fibronektinu ve formé fibrilarnich struktur. Pro pfesné zhodnoceni produkce kolagenu typu I
a fibronektinu a zaroven kvantifikaci vlivu TGFB1 na expresi stimulovanych bunék byla

pouzita metoda ELISA.

Za bazalnich podminek nestimulované mezenchymalni buiky (HBVP a FAP*
mezenchymalni buniky) produkuji kolagen typu I a fibronektin a po stimulaci TGFB1 dochézi
k vyraznému zvySeni exprese téchto proteinti. Tyto vysledky podporuje také dostupna
literatura ukazujici expresi kolagenu typu I a fibronektinu FAP* mezenchymalnimi bufikami
asociovanymi s jinymi typy nddorti anavic je znamo, ze TGFp mize zvySovat produkci
téchto proteind (Ignotzs a Massague 1986; Schultze-Mosgau et al. 2006; Lee et al. 2011; Luo
et al. 2014; Lo et al. 2015). Zajimavy vysledek je, Ze exprese kolagenu typu I a fibronektinu
mezenchymalnimi buitkami neni umérné zavisla na koncentraci TGFB1. Maximalni exprese
kolagenu typu I a fibronektinu dosahuji mezenchymalni buiky po stimulaci TGFf1
o koncentraci 2 ng-ml!. Pfi zvy3eni koncentrace TGFB1 na 10 ng-ml™! nedochazi k vy$§imu
narustu exprese téchto proteinii mezenchymalnimi bunikami. K indukci exprese kolagenu typu
I a fibronektinu dosta¢uje TGFB1 o koncentraci 2 ng-ml™!, ktera zfejmé spousti transkripci

jejich gentu prostfednictvim obsazeni vysoko afinitnich mist DNA pro Smad proteiny. Tyto
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zavery jsou ve shod¢ s dosavadnimi studiemi. Dle literatury Smad proteiny funkéné asociuji
a kooperuji s transkripénimi faktory s vysokou afinitou k DNA, naptiklad s komplexem
aktivacniho proteinu-1, ktery fidi mimo jiné i expresi kolagenu typu I a fibronektinu (Chung
et al. 1996; Liberati et al. 1999). U vétSiny mezenchymalnich kultur je nartst exprese
kolagenu typu I a fibronektinu po stimulaci TGFB1 signifikantni. Naopak u nékterych
mezenchymalnich bunék statistickd vyznamnost zmény exprese téchto proteinli po stimulaci
TGFB1 nevychazi z divodu velkého rozptylu naméfenych hodnot, avSak trend nartstu

exprese proteinil je ziejmy.

Zajimavy vysledek prinesla modelova kultura HBVP, ktera odpovidala na stimulaci
TGFpB1 vyraznym zvySenim produkce sledovanych proteinti. Od dodavatele jsme zjistili, Ze se
jednéd o pericyty z fetu nikoli z dospélého ¢loveka, coz miize vysvétlovat, pro¢ byly tyto
buiiky tak citlivé na stimulaci TGFB1. Fetalni plivod také miize vysvétlit expresi FAP témito

bunikami.

Gliomové linie a gliomové kmenové bunky nevykazuji produkci sledovanych proteinii
(kolagenu typu I a fibronektinu) za bazalnich podminek ani po stimulaci TGFB1. Exprese
téchto proteintl je u gliomovych bunék na trovni detekéniho limitu metody ELISA, ackoli si
muizeme vSimnout u gliomové linie U87 mirné produkce sledovanych proteint, u které po
ukazuji, Ze tato gliomova linie nese mezenchymalni znaky (data neuvedena), které mohou byt
podpoieny stimulaci TGFB1 (Ouanouki et al. 2017). Pfedlozené vysledky nicméné ukazuji, Ze
gliomové bunky jsou minoritni producenti proteini kolagenu typu I a fibronektinu i po
stimulaci TGFB1. Moje zjisténi nejsou zcela ve shodé se studii Bryukhovetskiy a Shevchenko
(2016), kteti zjistili témé&f dvojndsobny narist exprese kolagenu typu I a fibronektinu u linie
U87 po stimulaci TGFBI. Nicméné v této praci byla pouzita jind koncentrace TGFP1
(5 ng'ml’") a zaroven byly buiiky stimulovany TGFPl po dobu tii dnii, takZe dosaZené

vysledky se mohou lisit i kvili jinym kultivaénim podminkam.

Studie Allen et al. (2016) ukazala, ze gliomova linie U87 se v laboratofich mlze vyrazné
lisit oproti plivodné izolované a ustdlené linii derivované z tkané glioblastomu. Gliomové
linie U87 a U251 se piestavaji povazovat za dostate¢né piesny model glioblastomu kvili
jejich odlisnému transkriptomu od tkani glioblastomu (Lee et al. 2006). Dal bych proto
navrhovala vyuziti jiného modelu gliomovych bunék, naptiklad gliomovych kmenovych
bun¢k kultivovanych v bezsérovém médiu pro nervové kmenové bunky, které se stale Castéji

vyuzivaji v experimentalnim vyzkumu (Pollard et al. 2009).
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Ve funk¢nich in vitro studiich jsme se zaméfili na matrice produkované TGFp1
stimulovanymi mezenchymalnimi bunikami, u kterych jsme prokazali nartist zastoupeni
kolagenu typu I a fibronektinu, adal$imi experimenty jsme zjiStovali jejich mozny

promigracni vliv na gliomové¢ linie.

V této diplomové praci prokazuji zvySenou migraci gliomové linie U251 na matricich
produkovanych FAP" mezenchymalnimi bufikami, coZ je prvni studie ukazujici efekt matric
produkovanych FAP" mezenchymalnimi bufikami mikroprostfedi glioblastomu na migraci
gliomovych bun¢k. Studie Lee et al. (2011) podporuje pozitivni efekt matric produkovanych
FAP" mezenchymalnimi bufikami na migraci nadorovych bunék, avsak tato prace studovala
nadorové bunky pankreatu. U druhé testované gliomové linie U87 jsme v ramci provedenych
experimentll tento efekt nepozorovali. Data z migracnich experimentd U87 byla velmi
variabilni a liSila se 1 vramci provedenych experimentii. Navic bazalni migrace U87 se
vyrazng liSila ve dvou na sob¢ nezavislych experimentech a byla vyrazné zvySena oproti
pfedchozim experimentlim s touto linii (data neuvedena), coz mohlo vyznamné ovlivnit efekt

matric.

Ve dvou na sobé nezavislych predexperimentech bylo pozorovano zvySeni migrace
gliomové linie U251 matricemi produkovanymi mezenchymalnimi bunikami po stimulaci
TGFB1 (data neuvedena), avSak v naslednych experimentech tento efekt na gliomové linie
(U87 a U251) nebyl prokazan. Matrice produkované mezenchymalnimi butikami po stimulaci
TGFp1 sice zvySuji migraci gliomové linie U251, avsak tento narist migrace se vyznamné
nelisi od migrace za pouZiti kontrolnich matric produkovanych mezenchymalnimi bunkami
aneni blokovdn u matric produkovanych mezenchymalnimi buikami kultivovanymi
s pfidavkem inhibitoru TGFB1 signalizace. Jeden z moZznych davodi, pro¢ v uvedenych
experimentech migrace gliomovych bunék nebyla zvySena matricemi produkovanymi
mezenchymalnimi buikami po stimulaci TGFB1 oproti kontrolnim matricim produkovanych
mezenchymalnimi buiikami, by mohlo byt zménéné chovani derivovanych FAP*
mezenchymalnich bunék. P piipravé matric na migraéni experimenty primarni FAP"
mezenchymalni buiiky méné proliferovaly, snaze podstupovaly bunécnou smrt a dle
imunochemické analyzy exprese kolagenu typu I a fibronektinu jiZ vétSina netvofila silné
fibrilarni sité. Navic z migracnich experimentl byla vyfazena bunéénd kultura 27 primarnich
FAP" mezenchymalnich bun&k kvuli ztraté mezenchymalnich znakt. Jelikoz jsou primérni
FAP" mezenchymalni bufiky velmi vzacny material, nebyl uz dostupny uz dalsi material pro

opakovani experimentu.
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Prestoze ptedchozi prace vyuzivajici purifikovany kolagen typu I a fibronektin prokézaly
jejich stimulaéni vliv na migraci gliomovych bunék (Kaufman et al. 2005; Brosicke et al.
2015b; Fayzullin et al. 2019), existuje jen velmi malo studii, které by podobné jako

predkladana prace vyuzivaly komplexni smés molekul ECM a pfiblizovaly se tak realnému

mikroprostiedi glioblastomu.
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6. Zavér

e Exprese TGFB1 v glioblastomu pozitivné koreluje s expresi fady proteini
extracelularni matrix (napiiklad kolagen typu I, kolagen typu III, kolagen typu 1V,
fibronektin) a FAP.

e TGFp1 zvySuje produkci kolagenu typu I a fibronektinu u FAP" mezenchymalnich
bun¢k derivovanych z glioblastomu. Gliomové linie a gliomové kmenové bunky tyto
proteiny témét neexprimuji ani po stimulaci TGFBI.

e Matrice produkované FAP" mezenchymalnimi bufikami zvy$ily migraci gliomové
linie U251, u matric produkovanych FAP" mezenchymalnimi buiikami po stimulaci
TGFB1 nebylo patrné dal§i zvySeni migrace gliomové linie U251. V provedenych
experimentech matrice produkované FAP" mezenchymélnimi buitkami nemély

vyznamny vliv na migraci gliomové linie U87.

Vyse uvedené vysledky potvrdily ¢ast hypotézy, ze TGFB1 pozitivné ptisobi na produkei
kolagenu typu I a fibronektinu FAP® mezenchymdalnimi buiitkami, ¢imZ naznaduji
mechanismus, kterym by tato bunééna subpopulace mohla piispivat k progresi glioblastomu
(Obrazek 15). Pfesny mechanismus vlivu na gliomové buiiky a piisobeni extracelularni matrix
tvofené FAP' mezenchymalnimi bufikami na dal§i bun&tné populace v nadorovém

mikroprostfedi glioblastomu neni dosud znam.

ECM
Gliomoveé TGFR N
- > buriky L~ {f ,/;'f/ Kolagen typu |
} __;_‘\ﬂl/ \ Fibronektin

‘ Kolagen typu |

Fibronektin

Glioblastom  .-*

Migrace
gliomovych
bunék

Kolagen typu |
Fibronektin

Obrazek 15: Schéma shrnujici vysledky diplomové prace. Mezenchymalni buriky exprimujici fibroblastovy
aktivacni protein (FAP) se nachdzeji typicky v perivaskularni oblasti glioblastomu. Tyto buiiky produkuji
vyznamné vice kolagenu typu I a fibronektinu oproti gliomovym buiikam, které i po stimulaci TGFS exprimuji
pouze minimadlni mnozstvi kolagenu typu I a fibronektinu. Viivem TGFp dochazi u mezenchymdlnich bunek
exprimujicich FAP k naristu produkce kolagenu typu I a fibronektinu. Extraceluldarni matrix produkovana
mezenchymalnimi bunkami exprimujicimi FAP miize zvySovat migraci gliomovych bunék. Vytvoreno
v BioRender.com.
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