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Abstrakt

~Dipeptidylpeptidaze-1V aktivitou a/nebo strukturou homologni* (DASH) molekuly
predstavuji skupinu multifunkénich molekul, z nichZ vétSina nese hydrolytickou aktivitu
podobnou dipeptidylpeptidaze-1V (DPP-1V), kterd odstépuje X-Pro dipeptidy od N-konce
peptidll a bilkovin. Do této skupiny patfi dals$i molekuly nesouci podobnou enzymovou
aktivitu jako napriklad fibroblastovy aktivacni protein (FAP), DPP-11, DPP8 a DPP9 nebo
i DPP-1V strukturou podobné, ale hydrolyticky neaktivni molekuly (DPP6 a DPP10).
Soucasné poznatky svédci o vyznamu téchto molekul v procesech vzniku a rozvoje fady
nadorovych onemocnéni.

Cilem této prace je priprava biologického modelu a jeho vyuZiti pro pochopeni
mechanizm( interakce transformovanych glialnich bunék s burikami stromatu v procesech
vzniku a rozvoje nador(l odvozenych z neuroektodermu. V ramci projektu byly pripraveny
stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie s indukovatelnou expresi DPP-I1V
a fibroblastového aktivacniho proteinu a jejich mutantnich, enzymové neaktivnich forem.

Vzniklé bunécéné linie jsou nadale pouzivany nejen jako nastroj studia ,,autokrinniho*
vyznamu DPP-1V a FAP pro vlastni exprimujici transformované bunky v in-vitro modelech,
tak i ,,parakrinniho* plsobeni na Urovni nadorového mikroprostedi po homotopni implantaci
do imunodeficientni mysi.

Porozuméni mechanizmdm interakce nadorovych a nenadorovych bunék v gliomagenezi
mliZe byt prinosem k rozsifeni stavajiciho terapeutického portfolia v 1é¢hé malignich gliomd.

Abstract

“Dipeptidyl peptidase-1V Activity and/or Structure Homologues“(DASH) represent a
newly defined group of multifunctional molecules, typically bearing dipeptidyl peptidase-1V-
like hydrolytic activity. Dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V) cleaves out X-Pro dipeptides from
the N-terminus of peptides. Other molecules carrying similar enzyme activity, such as
Fibroblast activation protein (FAP), DPP-11, DPP8 and DPP9 or even DPP-1V structure-like
but hydrolytically inactive molecules (DPP6 and DPP10) also belong to this group. Recent
knowledge suggest a substantial role of DASH in cancer pathogenesis.

The aim of this study is a preparation of a biological model and its use for understanding
the mechanisms of interaction(s) between transformed glial cells and stroma in the processes
of origin and development of tumors derived from neuroectoderm. Stable transfected human
glioblastoma cell lines with inducible gene expression of DPP-1V, Fibroblast activation
protein and their enzymatically inactive mutated forms, were prepared within the project.

Prepared cell lines are used as a tool for studying not only the ,,autocrine* importance of
DPP-1V and FAP for the expressing cells in in-vitro, but also for their potential ,,paracrine*
effect(s) within the tumor microenvironment after homotopic implantation into the brain of
immunodeficient mice.

Understanding the mechanisms of tumor and non-tumor cell interactions in gliomagenesis
might expand existing therapeutic portfolios of malignant gliomas.



1. Uvod

1.1.  Nadory centralni nervové soustavy

Néadorova transformace, jakozto podklad neoplastickych onemocnéni, je mnohastupnovy
proces vedouci k naruseni normalni kontroly rdstovych vlastnosti bunék a rady
mezibunécnych interakci. Podstatou prechodu od normélniho k transformovanému fenotypu
jsou obecné poruchy funkci dvou tfid gend: onkogend a tumor-supresorovych genl (Louis a
Gusella 1995).

Tato prace je zamérena na nadory neuroektodermalniho plivodu, vychézejici predevsim
z glidlnich bunék. Do této skupiny patfi ependymalni buriky (které davaji po své transformaci
vznik ependymomdm a subependymom(im), dale oligodendrocyty (a nasledné jejich
neoplasticka forma oligodendrogliomy) a astrocyty (davajici vznik astrocytomdm — nejcastéji
vyskytujicim se nadordim centralni nervové soustavy (CNS)). Klasifikace nadord centralni
nervové soustavy dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) prihliZela jen k histologickym
kritériim, coz se zacalo jevit jako nedostatecné pro dalsi klinicky postup (Louis et al. 2001).
V soucasné dobé byla zavedena novd WHO Kkilasifikace nadord CNS, kterd vyuziva nejen
histologické parametry, ale poprve pfihlizi i k molekuldrnim zméndm v nadoru, umozfiujici
vyuziti specifické terapie pro jednotlivé typy nadord na zakladé jejich biologickych odlisnosti
(Louis et al. 2016).

Béhem normalniho vyvoje mozku dochazi k diferenciaci neuroepitelovych
prekurzorovych bungk, ktere zahrnuji i neurdlni kmenové buriky (NSCs). Neuralni kmenove
bunky jsou pritomny také v mozku dospélého Clovéka (Gage 2000). Tyto buriky mohou dat
vznik nadorovym kmenovym bunkam (CSCs) (Polyak a Hahn 2006; Singh et al. 2004).
Vzajemné interakce CSCs, diferencovanych nadorovych bunék, hostitelskych bunék
(mikroglie, makrofagy, astrocyty, oligodendrocyty, neurony, glialni a neuralni progenitory,
pericyty, endotelové burky) a sloZek extracelularni matrix (ECM) vytvari nddorové
mikroprostiedi, které podporuje rlst nadoru, jeho invazivni chovani, ovliviiuje buné¢énou
smrt, rezistenci k radioterapii a chemoterapii a moznost imunitniho Uniku (Bonavia et al.
2011; Reinhard et al. 2016).

Gliomy patfi mezi nejcastéjsi typ primarnich mozkovych nadord s roénim vyskytem 5-6
pripad( na 100 000 obyvatel. Nejzavaznéjsi formu predstavuje glioblastoma multiforme
s medianem prezZiti 12-15 mésicl (Bush et al. 2016; Louis et al. 2007). Pochopeni procesti
kontrolujici rdstové vlastnosti glialnich bunék pfispéje k objasnéni bunéénych
a molekularnich mechanizmi gliomageneze, které pres intenzivni studium zlstavaji dosud
nedostatecné popsany (Ohgaki a Kleihues 2005; Parsons et al. 2008).

1.2.  DASH molekuly v kancerogenezi

Mnoho primarnich lidskych mozkovych nadorl vykazuje deregulaci exprese fady proteaz
— serinovych, cysteinovych a metalloprotedz, které usnadniuji penetraci transformovanych
bunék pres bariéry pojivovych tkéani. Proteolytické enzymy ovliviiuji nadoroveé mikroprostfedi
i dal$imi zplisoby — mohou $tépit strukturni komponenty extracelularni matrix, uvolfovat
a aktivovat v matrix vazané rlstové faktory a cytokiny nebo ménit funkci chemokind jejich
specifickym Stépenim (Wolf et al. 2008). Proteolytické enzymy se timto podileji na invazivni
povaze malignich tumor( lokalni destrukci a narusenim okolni normalni tkané (Rao 2003;
Sedo a Mentlein 2014).

Proteolyticka posttranslacni Uprava patfi mezi zakladni mechanizmy kontrolujici funkci
biologicky aktivnich peptidl, véetné téch, které se uplatriuji na regulacich komplexnich
procest bunécné transformace, proliferace, migrace nadorovych bunék a angiogeneze. Diky



tomu se fada protedz vyznamneé ucastni na kontrole nddorové progrese a vzniku metastaz
(Carl-McGrath et al. 2004).

Vzhledem k jedine¢né struktufe prolinu mezi ostatnimi aminokyselinami, peptidova
vazba, na niz se prolin podili, je relativné rezistentni proti tépeni béznymi protedzami. Tim
predstavuje vysoce konzervativni proteolyticky ,,check-point* fady biologicky aktivnich
peptidl, zabranujici nespecifickému ataku vétsinou proteaz (Vanhoof et al. 1995).

Dipeptidylpeptidaza-1V (EC 3.4.14.5, identicka s diferenciacnim antigenem lymfocyt
CD26) byla po mnoho let povaZovana za unikatni membranové vazanou protedzu, schopnou
odstépovat X-Pro dipeptidy z N-konce peptidd a bilkovin. Postupné byla popsana fada
genovych produktl s podobnou enzymovou aktivitou a rliznou sekvenéni podobnosti, tvofici
skupinu ,,Dipeptidylpeptidaze-1V aktivitou a/nebo strukturou homolognich* (DASH) molekul
(Sedo a Malik 2001). Tato skupina obsahuje napFiklad fibroblastovy aktivacni protein alfa,
dipeptidylpeptidazy 11, 6, 8, 9, 10 a DPP-1V-f.

Do skupiny biologicky aktivnich substrati DASH molekul jsou Fazeny molekuly, které se
uplatiiuji pfi procesech kancerogeneze. Jedna se napriklad o substanci P (SP), neuropeptid Y
(NPY), peptid YY (PYY), glukagonu podobny peptid 1, 2 a chemokiny Regulated upon
Activation Normal T cells Expressed and Secreted (RANTES, CCL5) €i Stromal cell-derived
factor-1a (SDF-1, CXCL12) (Busek et al. 2004; Gorrell 2005).

DASH molekuly se podileji na regulaci rdstovych vlastnosti transformovanych glialnich
bunék, a proto je pfedpokladan jejich vztah ke vzniku a rozvoji mozkovych nadorovych
onemocnéni (Sedo et al. 2008). Ackoliv funkéni mechanizmus uplatnéni DASH molekul
v gliomagenezi neni zcela jasny, nékteré vysledky poukazuji na souvislost regulace se
signalni osou chemokinu SDF-1 a jeho receptoru CXCR4 s DPP-1V (Busek et al. 2008b).
Dosud publikované prace vétsinou nepopisuji plivod DASH molekul z hlediska exprimujici
bunécné populace v rdmci nadorového mikroprostredi. Pritom Ize pfedpokladat, Ze funk¢ni
disledky exprese DASH molekul se mohou in-vivo realizovat nejen na trovni vlastni
exprimujici buriky, ale i ,,parakrinné“, v ramci rdiznych bunéénych, stromalnich
i transformovanych subpopulaci obsaZzenych v nddoru (Sedo, et al. 2008; Wen a Kesari 2008).
Timto mdze dochazet k proteolytické Gpravé konkrétniho biologicky aktivniho peptidu jednou
bunécnou populaci, vedouci k modifikaci biologické odpovédi jiné bunécné populace, ve
vztahu ,,poskytovatel-klient* (Busek et al. 2008a).

1.2.1. Dipeptidylpeptidaza-1V

Dipeptidylpeptidaza-1V je vysoce glykosylovana serinova protedza se Sirokou tkanovou
distribuci. Jedna se o 220 kDa transmembranoveé vazany protein, sloZeny ze dvou identickych
110 kDa podjednotek. V krevni plazmé a télnich tekutindch se nachazi jeji solubilni forma bez
intracelularniho a transmembranového segmentu (Durinx et al. 2000). Bunécny zdroj této
varianty DPP-1V neni zcela objasnén, predpoklada se moznost proteolytického Stépeni
transmembrénové formy z bunék exprimujici DPP-IV (lwaki-Egawa et al. 1998) nebo
moZnost primého transportu z mista syntézy pomoci exozoémi (Cordero et al. 2009). Solubilni
forma DPP-1V méa pravdépodobné vyznam v kancerogenezi a zmény jeji koncentrace je
moZno vyuzit v onkologické diagnostice (Boccardi et al. 2015; Cordero et al. 2011; Otero-
Estevez et al. 2015).

Katalyticka triada DPP-1V je sloZena z Ser®®, Asp®, His’*, které se nachazeji v ramci
140-ti poslednich aminokyselin C-terminalniho regionu. Ser®® se nachazi v ,,nukleofilni
obalce” formované ze zbytk( Gly-Trp- Ser®*-Tyr-Gly. Tato sekvence je esencialni pro
hydrolytickou aktivitu DPP-IV (Ogata et al. 1992). V pripadé fady transmembranovych
dipeptidylpeptidaz je glykosylace podminkou jejich enzymové aktivity, spravného



proteinového shaleni, formace dimerd a vazby na adenosindeaminazu (ADA) (Aertgeerts et
al. 2004).

DPP-1V svoji hydrolytickou aktivitou preferencné odstépuje X-Pro nebo X-Ala dipeptidy
z N-konce peptidd. Jedna se o multifunkéni molekulu, ktera se svoji enzymovou aktivitou
podili na fadé imunoregulacnich funkci (Aytac a Dang 2004; Tanaka et al. 1994). Podstatna je
i jeji role v metabolizmu Zivin a jeji inhibice je v sou€asnosti jedna z hlavnich terapii diabetu
mellitu druhého typu (Kushwaha et al. 2014).

Nékteré z vyznamnych biologickych roli DPP-1V nejsou zavislé na jeji enzymove aktivité
a jsou zprostfedkovany cestou jinych intermolekularnich interakci (Havre et al. 2008). DPP-
IV hraje roli jako vazebnd molekula pro ADA, CD 45 a plazminogen 2, zprostfedkovava
kontakty burika — burika, burika — ECM, plsobi rovnéz jako koreceptor pro HIV a podili se na
nékterych molekularnich mechanizmech signalni transdukce. Diky vySe zminénym funkcim
se DPP-IV uplatiiuje v procesech bunécné proliferace, diferenciace, nddorové transformace
a apoptdzy (Aytac a Dang 2004; De Meester et al. 2002; Gonzalez-Gronow et al. 2008; Sedo
a Malik 2001).

Jednim z predpokladanych mechanizm, jimz se DPP-IV Ucastni vzniku a rozvoje
nadorovych onemocnéni, je jeji schopnost vazby ke kolagenu a fibronektinu; interakce DPP-
IV s proteiny ECM je vyznamna jak pro cileni lymfocytd, tak pro nékteré pripady organoveé
specifického metastazovani (Dang a Morimoto 2002; Kikkawa et al. 2003; Kikkawa et al.
2005). Diky DPP-1V enzymoVé aktivité dochazi ke Stépeni, a tim biologické aktivaci Ci
inaktivaci peptid, které se podileji na komunikaci v nadorového mikroprostredi
(Beckenkamp et al. 2016).

Zména exprese DPP-1V byla popsana v bioptickém materialu z mnoha lidskych tumord.
Rozvoj nékterych typl tumor( je doprovazen Gbytkem exprese DPP-1V. Rada studii
poukazuje, Ze opétovné navozeni exprese DPP-IV vede k restauraci nemaligniho fenotypu
(Arscott et al. 2009; Houghton et al. 1988; Morrison et al. 1993; Wesley et al. 1999). DPP-IV
byla popséna i jako protein asociovany s procesy invaze a metastazovani (Havre, et al. 2008;
Pang et al. 2010). Exprese DPP-1V je v fadé pfipaddl povaZzovana za mozny pomocny
diagnosticky a prognosticky ukazatel (Busek, et al. 2004; Busek et al. 2012; Javidroozi et al.
2012).

V pfipadé malignit vychazejicich z neuroektodermu byla DPP-IV studovana v malignim
melanomu a v transformovanych nervovych a glidlnich burikach (Arscott, et al. 2009). DPP-
IV zde plsobi jako tumorovy supresor (Houghton, et al. 1988; Morrison, et al. 1993).

V zavislosti na enzymové aktivité DPP-1V dochazi k potlaceni maligniho fenotypu (Wesley,
et al. 1999). Znovunavozeni exprese DPP-1V vede ke sniZeni invazivity malignich
melanomovych bunék, pficemz vlastni hydrolyticka aktivita ani intaktni cytoplazmaticka
doména patrné neni podminkou tohoto efektu (Pethiyagoda et al. 2000).

Tumor supresorovy efekt DPP-IV je popsan taktéz v burikach neuroblastomu. Ztrata
exprese DPP-1V v téchto burikach vede k poklesu degradace chemokinu SDF-1, a tim k jeho
zvysené biologické dostupnosti. Vysoka exprese SDF-1 a jeho receptoru CXCR4 v buikéach
neuroblastomu mé za nésledek navyseni metastatického potencidlu (Arscott, et al. 2009).

Exprese DPP-1V byla popséna v gliomovych bunécnych liniich, primarnich liniich
odvozenych z glioblastomu a v kmenovych gliomovych nadorovych burikach (Busek, et al.
2008b; Busek, et al. 2012; Sedo et al. 2001). ZvySeni enzymové aktivity bylo popsano
v tkanich pochazejicich z tumorl s vy3$$im stupném malignity dle WHO. Vyznamna ¢ast
DPP-1V podobné aktivity v gliomech je disledkem zvysené exprese kanonické DPP-1V.
Vysledky enzymovych inhibi¢nich studii vedou k pfedpokladu spolupdsobeni DPP-IV a FAP
molekul v mozkovych nadorech (Stremenova et al. 2007).

Vy35i exprese DPP-1V je pro gliomy typicka. Negativné ovliviiuje proliferacni potencial
gliomovych bunék nezévisle na vlastni enzymové aktivité enzymu. Tento efekt byl pozorovan



i v xenotransplantatech imunodeficientnich mysi (Busek, et al. 2012).
Antionkogenni/antiproliferacni efekt zvySené exprese DPP-IV v gliomech je provazen
i inverzni korelaci s proliferanim ukazatelem Ki67 a horsi postoperacni prognézou
u pacientd s nizkou hodnotou DPP-IV podobné aktivity (Mares et al. 2012).

Exprese DPP-1V je v gliomech popséna jak na vlastnich transformovanych burikach, tak
i na bunikach stromatu. DPP-1V se podili na pericelularni proteolyze biologicky aktivnich
peptidl a Ize tudiz pFedpokladat mozny parakrinni efekt na dal$i subpopulace bunék nadoru
(Busek a Sedo 2013). Deregulace jeji exprese a/nebo enzymové aktivity miize tedy prispivat
k rozvoji nadord jak pFimo, na drovni transformované buriky, tak i nepfimo v ramci svého
imunomodulagniho potencialu a vlivu na neovaskularizaci (Busek, et al. 2004).

1.2.2. Fibroblastovy aktivacni protein alfa

FAP, identicka se seprazou (Surface Expressed Protease), je 170 kDa integralni
membranova kolagenaza/gelatinaza sloZena ze dvou 97 kDa podjednotek. Svou orientaci
v plazmatické membrané patfi stejné jako DPP-IV mezi transmembrénové proteiny typu Il.
Skladé se ze 760 aminokyselin, z toho Sest aminokyselin tvofi intracelularni sekvenci, dale
nasleduje transmembranova doména o 20 aminokyselinach a extracelularni doména Citajici
734 aminokyselin. C-konec obsahuje katalyticky region (cca 200 aminokyselin), ktery je
z 68% identicky s DPP-1V. Lidské sekvence FAP a DPP-1V sdili 48% identitu primarni
struktury (Goldstein et al. 1997). Geny pro obé tyto proteazy jsou lokalizovany blizko sebe na
druhém chromozdému (Levy et al. 1999), v obou pfipadech se jedné o glykoproteiny
povazované za produkt genové duplikace (Havre, et al. 2008).

FAP obsahuje proteazovy motiv Gly-Trp-Ser®?*-Tyr-Gly. Na rozdil od DPP-1V nese FAP
protein i endopeptidazovou aktivitu (Aertgeerts et al. 2005). Mezi substraty této proteazy patfi
kolagen typu I11, Zelatina (denaturovana forma kolagenu typu I), nikoliv v3ak dalSi nativni
kolageny, dale a2-antiplasmin fibronektin a laminin (Aertgeerts, et al. 2005; Christiansen et
al. 2007; Wolf, et al. 2008). Mezi dalSi fyziologické substraty patfi neuropeptid Y, substance
P, natriureticky peptid typu B a peptid YY (Keane et al. 2011).

Stejné jako u DPP-1V, homodimerizace FAP molekuly je podminkou jeji hydrolytické
aktivity, pricemz existuje predpoklad mozné heterodimerizace DPP-IV/FAP (Nakahara et al.
1996). Exprese FAP nebyla popsana ve zralych somatickych elementech, ale je typicka pro
reaktivni stromalni fibroblasty v nddorové tkani, melanocyty, nékteré transformované buriky
a pro fetalni mezenchymalni tkan. Proto je pfedpokladan vyznam FAP zejména v procesech
tkanové remodelace, hojeni a v embryonalnim vyvoji. Solubilni forma FAP proteinu (bez
transmembrénové domény) byla identifikovana v lidské krevni plazmé, dfive oznaované jako
enzym Stépici antiplasmin (APCE) (Lee et al. 2006).

Zvysena exprese proteinu FAP byla nalezena v transformovanych burikéach riizného
plvodu (prehledné popsano O'Brien a O'Connor (2008)). Tato molekula mdze byt ukazatelem
tumorové invazivity nékterych typd nador(, nebot’ je lokalizovana v invadopodiich malignich
bunék (Kennedy et al. 2009; Ramirez-Montagut et al. 2004; Sedo a Malik 2001). Exprese
FAP je v takovych bunkach soucasti jejich invazivniho fenotypu, v némz spolu s dalSimi
secernovanymi protedzami hraje roli v degradaci slozek ECM (Monsky et al. 1994). Je
popsana i formace proteazovych komplext sloZenych z membranové vazanych molekul FAP
a DPP-1V v invadopodiich migrujicich aktivovanych fibroblastl (Ghersi et al. 2002).

V transformovanych neuroektodermalnich burkach plsobi FAP ovsem jako tumorovy
supresor, ktery sniZuje schopnost bunék tvofit nddory (Ramirez-Montagut, et al. 2004). FAP
je konstitutivné exprimovan v nékolika melanomovych bunécnych liniich. Obdobné jako
DPP-1V, exprese FAP je umléena béhem progrese maligni transformace melanocyt. Jeji silna
tumor-supresorova aktivita je nezavisla na vlastni enzymove aktivité proteinu a patrné k ni



dochazi prostfednictvim nehydrolytickych protein-proteinovych interakci (Ramirez-
Montagut, et al. 2004). Experimentéalné navozena re-exprese DPP-1V vede ne zcela jasnym
mechanizmem k sekundarnimu navyseni povrchové exprese FAP (Ramirez-Montagut, et al.
2004; Wesley, et al. 1999).

V lidskych glioblastomech byl detekovan FAP transkript, stejné tak i in-vitro
v gliomovych bunécnych liniich (Stremenova, et al. 2007). Exprese FAP proteinu byla
popsana na gliomovych burikach in-situ a in-vitro, kde tento protein napomaha k migraci skrz
slozky mozkové extracelularni matrix, stejné tak i skrz mozkovou tkan (Mentlein et al. 2011).
Navysena exprese FAP proteinu byla popsana u mezenchymalniho podtypu glioblastomu.
FAP je exprimovan nejen na vlastnich gliomovych bunkéch, ale pravé i na stroméalnich
bunéénych subpopulacich mezenchymalniho pdvodu, pfitomnych v nddorovém
mikroprostiedi (Busek et al. 2016). Exprese FAP proteinu v glioblastomech stimuluje rist
nadoru diky degradaci slozek mozkove extracelularni matrix, podporuje angiogenezi a tlumi
protinddorovou odpovéd’ imunitniho systému (Cheng et al. 2002).

Podobng jako DPP-1V spoluplsobi na degradaci substratd, a tim zmény jejich
biologickych funkci (Kelly et al. 2012). FAP tedy mliZe hrét ddlezitou roli v utvareni
nadorového mikroprostredi, a tim ovliviiovat rlist tumoru.

1.2.3. Ostatni DASH molekuly

Mezi dalSi ¢leny DASH molekul se fadi dipeptidylpeptidaza 11 (DPPII, dfive nazyvana
»Quiescent cell“ prolinova dipeptidaza, QPP). Jedna se o intracelularni homodimer sloZeny ze
dvou 60 kDa podjednotek primarné lokalizovany ve vezikularnim systému. pH optimum se
nachazi v rozmezi 5,0 — 5,5, ke ztraté enzymové aktivity dochazi pfi pH 8,0 (Leiting et al.
2003).

DPPII je syntetizovana jako propeptid a nasledné v Golgiho aparatu podstupuje N-
glykosylaci, ktera je podminkou enzymové aktivity molekuly. DPPII je secernovana ve
funkéné aktivni formé jako odpovéd na uvolnéni vapniku. Substratovou specifitou se velmi
podoba DPP-1V, tedy odstépuje N-terminalni dipeptidy ze substratd, kde je na predposlednim
misté prolin nebo s mensi afinitou nez u DPP-1V alanin (Chiravuri et al. 2000; Maes et al.
2007; Maes et al. 2005). DPPII se svoji enzymovou aktivitou podili na degradaci fragmentti
kolagennich vlaken, myofibrilarnich protein( a neuropeptidli (Maes, et al. 2007). DPPII hraje
hlavni roli pfi kontrole bunééného GO programu (,,quiscence*) a zabranuje apoptoze
u klidovych lymfocytd a fibroblastll. Predpokladanym mechanizmem je funkéni modifikace
~quiescence-promoting“ faktor(i po odstépeni N-koncového dipeptidu (Mele et al. 2009).

Stejné jako DPP-1V i DPPII miZe tvofit komplex s adenosindeaminazou (Sharoyan et al.
2008).

Mezi dalSi enzymoveé aktivni ¢leny DASH molekul patfi dipeptidylpeptidaza 8 (DPP8)
a dipeptidylpeptidaza 9 (DPP9). Jedna se o cytoplazmatické neglykosylované proteiny,
katalyticky aktivni v monomerni podobé. DPP8 vykazuje 20% aminokyselinovou identitu
a 32% podobnost s lidskou molekulou DPP-1V, DPP 9 je z 19% identicky a 31% podobny
s DPP-1V (Qi et al. 2003). Na z&kladé podobné tkanové distribuce s DPP-1V a enzymové
specifity, se pfedpoklada vyznam DPP8 pro aktivaci T-bunék a v dalSich imunoregulacnich
funkcich (Abbott et al. 2000).

| u téchto molekul je popsan vyznam pro buné€nou adhezi, migraci a apoptozu, nezavisly
na vlastni enzymové aktivité DPP8 €i 9 (Yu et al. 2006).

Dipeptidylpeptidaza 6 (DPP6 nebo DPPX) a dipeptidylpeptidaza 10 (DPP10)
neobsahuji ve své katalytickeé triadé serin, ktery je esenciélni pro katalyzu, a tudiz se jedna
0 enzymoVé neaktivni molekuly ve skupiné DASH molekul. Disledkem alternativniho
sestfihu se DPP6 vyskytuje ve dvou formach — s 90 aminokyselinami dlouhou N-koncovou
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sekvenci nebo s 32 aminokyselinovou sekvenci. DPP6 sdili 33% aminokyselinovou identitu
s DPP-1V (Chen et al. 2003). DPP10 je molekula z 32% identickd s DPP-1V a z 51% s DPP6
(Qi, et al. 2003). Obé tyto molekuly jsou exprimovany pfedevsim v mozku, kde funguji jako
regulatory draslikovych kanald v neuronech (Clark et al. 2008) a maji vyznam ve vyvoji
centrélni nervove soustavy (McNicholas et al. 2009).

Snizeni genové exprese DPP10 bylo popsano u karcinomu nosohltanu (Xiong et al. 2011)
a kolorektalniho karcinomu, coZ je spojeno s horsi progndzou pro pacienta (Park et al. 2013).

1.3.  Substraty DASH molekul v nadorovych onemocnénich

DASH molekuly se podileji na mechanizmech rozvoje rliznych nadorovych onemocnéni.
Vétsinu svych funkei realizuji proteolytickou modifikaci biologicky aktivnich peptidd,
lokalné regulujicich rlistové vlastnosti jak vlastnich nadorovych, tak stromalnich, ale
i imunitnich bunék (Sedo a Malik 2001). Limitovana proteolyza DASH substratu mlze vést
nejen ke kvantitativni (funkéni inaktivaci Ci aktivaci), ale i ke kvalitativni zméné jejiho
signalniho potencialu (nap¥. zména preference receptorového subtypu) (Busek, et al. 2004).

V soucasné dobé je popsano nékolik desitek pFirozenych biologicky aktivnich peptidd —
DASH substrét(, z nichz nékteré jsou znamymi autokrinnimi nebo parakrinnimi regulatory
vyznamnymi v patogenezi nddorovych onemocnéni (Busek, et al. 2008b). V nésledujici
kapitole se zamérim na substraty DASH molekul, u nichz je pfedpokladan vyznam
pro patogenezi nadorovych onemocnéni.

Cleny pankreatické polypeptidové rodiny a dlilezitymi substraty DPP-IV jsou
neuropeptid Y a peptid YY. NPY se hojné vyskytuje v centralnim i perifernim nervovém
systému, kde se mimo jiné podili na rozvoji angiogeneze a regulacich imunitni odpovédi (Lee
et al. 2003). DPP-IV odstépuje Tyr-Pro z N-konce NPY, a tim dava vznik dalsi biologicky
aktivni formé peptidu, NPY(3-36), ktera vSak m4 jiz jinou receptorovou preferenci (Kitlinska
et al. 2003). NPY byl identifikovan i jako pFirozeny substrat solubilni formy FAP proteinu
z lidské krevni plazmy. FAP spolecné s DPP-1V mohou fungovat jako molekularni prepinace
signalizace NPY (Wong et al. 2016). Peptid Y'Y je pFirozeny stfevni hormon s vétSinou
inhibi¢nim pdsobenim na mnohonasobné tkariové cile. Snizena exprese PYY byla pozorovana
béhem vzniku a progrese stfevniho adenokarcinomu (Tseng a Liu 2002). Ackoliv NPY a PYY
sdili 70% sekvencni identitu, PY'Y neni pfirozenym endogennim substratem FAP proteinu
(Wong, et al. 2016).

DalSim substratem DASH molekul je substance P, ¢len tachykininove rodiny s fadou
biologickych efekti v celém organizmu. SP je lokalni mediator fungujici jako
autokrinni/parakrinni rlstovy faktor (Palma et al. 1999). V souvislosti s nadorovou
transformaci a progresi je vyznamna mitogenni aktivita SP, kteréa byla prokédzana v mnoha
bunéénych typech nejen ektodermalniho, ale i mezodermalniho plvodu. Angiogenni aktivita
SP podporuje krevni zdsobeni tumoru (Ziche et al. 1991). DPP-1V §tépi SP postupné do
podoby SP-11) @ SP(s-11), kdy oba fragmenty jsou stéle aktivni, nicméné jejich afinita
k receptoru NK1 klesa (Mentlein 1999). Upregulace SP a jejiho receptoru NK1 je vyznamna
v patologii mozkovych nadord, kde narusuje hematoencefalickou bariéru, podporuje rist
tumoru a vede k otoku mozku (Harford-Wright et al. 2013). Stimulace NK1 receptoru
v liniich transformovanych glioblastomovych bunék vede ke zvy3eni jejich proliferacni
aktivity a uvolnéni interleukinu 6 (Yamaguchi et al. 2005). V rdmci gliomageneze DPP-1V
mliZe proteolyticky inaktivovat SP, a tim dochazi ke ztraté signalniho potencialu (Busek, et al.
20084a).

Dalsi velkou skupinou substratl DASH molekul jsou chemokiny - rodina relativné
malych cytokin(l, které hraji roli v imunitnim systému, ale i v procesech angiogeneze
a regulace hematopoietickych kmenovych bunék (Zhong a Rajagopalan 2015). Rada
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chemokind patfi mezi in-vitro a in-vivo substraty DPP-IV (Mentlein 1999) a in-vitro substraty
DPP8 a DPP9 (Bjelke et al. 2006). Mezi prokazané substraty DASH molekul patfi stromal
cell-derived faktor 1, ,regulated on activation normal T-cell expressed and secreted”, eotaxin
(CCL11), ,,macrophage-derived chemokine* (MDC, CCL22), ,,granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
interleukin-3 (IL-3) (Van Damme et al. 1999; Zhong a Rajagopalan 2015). Exprese
chemokind a jejich receptorli byla popsana v gliomovych burikach (Arscott, et al. 2009;
Robledo et al. 2001). Mezi jednu z nejvice studovanych drah chemokinu/receptoru s moznosti
terapeutického vyuZiti v fadé nadorovych onemocnéni patfi SDF-1 se svym receptorem
CXCR4 (Clen G-proteinové receptoroveé rodiny) (Tang et al. 2015; Wolf, et al. 2008; Zhong a
Rajagopalan 2015). SDF-1 (exprimovan ve tfech izoforméach) je konstitutivné produkovan

v mnoha tkanich se zvySenou permisivitou pro metastazy (Ben-Baruch 2008). Jeho
proteolytickym Stépenim molekulou DPP-1V vznika produkt, ktery ztraci svoji
chemotaktickou aktivitu a zaroveri mliZe Gc¢inkovat jako receptorovy antagonista CXCR4
receptoru (Van Damme, et al. 1999). CXCR4 v burikach gliomovych liniich po aktivaci
ligandem SDF-1, navozuje fosforylaci mitogenem aktivovanych proteinkindz asociovanych

s prezivanim a blokaci apoptdzy gliomovych bunék (Richardson 2016). Ve vzorcich lidskych
glioblastom{l byla popsana navysena exprese receptoru CXCR4, ktera prokazatelné souvisi

s malignitou gliomovych bunék a horsi prognézou pro pacienty (Richardson 2016;
Stremenova, et al. 2007; Tang, et al. 2015).

Z tady inkretinovych hormoni patfi mezi DASH substraty glukagonu podobny peptid 1
(GLP-1), glukagonu podobny peptid 2 (GLP-2) a gastricky inhibi¢ni polypeptid (GIP).
GLP-1 je do ob&hu uvoliiovan po pfijmu potravy. Stimuluje sekreci inzulinu, inhibuje sekreci
glukagonu, zpomaluje vyprazdiovani Zaludku a podporuje pocit sytosti (Green a Flatt 2007).
GLP-2 napomaha intestinalnimu transportu hexdzy, reguluje sekreci Zalude¢nich kyselin
a motilitu (Austin et al. 2016). U pacientl s diabetem mellitem druhého typu dochazi
postupné k Gbytku B-bungk a ke snizeni exprese inzulinu. Uginek GLP-1 je u téchto pacientd
zachovéan, bohuZel dochazi k jeho degradaci protedzou DPP-1V, a tim ke zkréceni poloCasu
ucinku tohoto hormonu. Inhibitory DPP-1V jsou vyuZivany v terapii diabetu mellitu druhého
typu. V dnedni dobé jsou dostupné DPP-1V inhibitory tzv. gliptiny (Kushwaha, et al. 2014).
Vzhledem k Sirokospektrému plisobeni DPP-1V v lidském téle mize ovsem vyuZiti téchto
inhibitord mit zavazné vedlejsi G€inky vedouci k deregulaci imunitnich funkci
a k diskutovanému navyseni rizika rozvoje nékterych typl nadorl (Amin et al. 2016; Masur et
al. 2006; Stulc a Sedo 2010).

1.4. Nadorové mikroprostredi

Solidni tumory se skladaji z nadorového stromatu a z vlastnich nadorovych bunék, véetné
nadorovych kmenovych bunék, které jsou schopny sebeobnovy a diferenciace v heterogenni
linie nddorovych elementd. Vétsina nadord vznika z prekurzord, které maji vlastnosti
nadorové kmenove buriky (Motlik et al. 2007). Nadorove stroma se sklada z komponent
extracelularni matrix a nenadorovych bunék, zejména bunék imunitniho systému, endotelii
a nadorové asociovanych fibroblastt (CAFs) (Li et al. 2007). Nadorové mikroprostredi,
vznikajici vzajemnou interakci téchto populaci, uréuje biologické vlastnosti malignich tumor(
- podmiriuje diferenciaci, lokalni agresivitu a metastazovani transformovanych bunék (Polyak
et al. 2009).

Nadoroveé asociované fibroblasty jsou vyznamnymi konstituenty nadorového
mikroprostfedi. Jsou odpovédné za obrat komponent extracelularni matrix prostfednictvim
extracelularné vylucovanych protedz, dale produkuji pestrou Skalu ristovych faktord, kterymi
ovliviuji dalSi buniky stromatu i vlastni nddoroveé burky. VyznaCuji se expresi alfa aktinu
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hladké svaloviny (alfa-SMA) nebo fibroblastového ukazatele vimentinu a TE-7 a sdileji
aktivovany fenotyp jako myofibroblasty z hojicich ran (Cirri a Chiarugi 2011; Goodpaster et
al. 2008). Néadorové asociované fibroblasty jsou funkéné i fenotypové odlisné od fibroblast(i
z normalni tkané (Kolar et al. 2012; Strnad et al. 2010). Vysledky mnoha autor(i ukazuiji, Ze
predpokladanym zdrojem nadorové asociovanych fibroblastd jsou rezidentni fibroblasty

a dalsi mezenchymalni buniky aktivované nddorovymi burikami. Mohou to byt napfiklad
endotelové bunky, pericyty, preadipocyty, makrofagy, mezenchymalni kmenové buriky

a bunky pochazejici z hematopoetické kmenoveé buriky (Haviv et al. 2009; Polanska a Orimo
2013; Smetana et al. 2013), ale i nadorové buriky, které prosly epitelové-mezenchymovou
transformaci (De Wever et al. 2008; Plzak et al. 2010). Heterogenita CAFs je dana nejen
rozdilnym plvodem, ale také zavisi na mistné specifické indukci a ovlivnéni bunék. Z tohoto
dlvodu mohou mit rdizné vzniklé nadorové asociované fibroblasty s obdobnym biologickym
potencidlem fadu funk&nich a fenotypovych odlisnosti (Ishii et al. 2011).

Normalni lidské fibroblasty se mohou transformovat v nadoroveé asociované fibroblasty
pomoci TGF-beta a endogenniho lektinu galektinu-1 (Dvorankova et al. 2011; Valach et al.
2012). Porovnanim transkriptomu takto indukovanych CAFs s normalnimi fibroblasty
nachazime rozdil v expresi téméF 600 genll. Za funkéné velmi dlileZité Ize povaZovat geny
kddujici ristové faktory, cytokiny a chemokiny (Kolar, et al. 2012; Strnad, et al. 2010). Tyto
fibroblasty jsou biologicky aktivni. Svoji produkci molekul extracelul&rni matrix (napfr.
fibronektin, tenascin, galektin-1) mimo jiné ovliviiuji diferenciacni profil normalnich
a malignich fibroblast( a nddorovych bunék (Dvorankova, et al. 2011; Mifkova et al. 2014;
Valach, et al. 2012). Nékteré biologické vlastnosti nadorové asociovanych fibroblastd jsou
patrné obecné a nezavislé na typu nadoru, z kterého pochazi (Dvorankova et al. 2012).

Role CAFs v nadorové progresi je mnohostranna. Podobné jako imunitni buriky
a normalni fibroblasty, CAFs inhibuji rana stadia rozvoje nadoru (Orimo et al. 2005), ale
v pokrocilych stadiich, kdy jsou samy priibézné ovlivnény sekretovanymi molekulami
nadorovych bunék nabyvaji schopnost ovlivnit fenotyp nadorovych bunék smérem ke vzniku
nadorovych kmenovych bunék. Tato vlastnost je pozorovana u CAFs bez ohledu na jejich
bunéény plvod (Cirri a Chiarugi 2011). Neni bez zajimavosti, Ze podobné funkéni vlastnosti
na zékladé podobnych molekularnich charakteristik ma i granula¢ni tkan vznikla béhem
hojeni, coz je v souladu s hypotézou H. Dvoraka (,,Tumors: wounds that do not heal®),
prezentovanou pred tficeti lety (Dvorak 1986).

Néadorové mikroprostiedi primarnich mozkovych nador( je zavislé nejen na vlastnich
gliomovych bunkach, ale i dalSich bunécnych typech (da Fonseca a Badie 2013; Charles et al.
2012). Zda se, ze makrofagy a nékteré typy lymfocytli mohou pfimo ovlivnit agresivitu
nadoru.

V nedavné dobé byla popsana nova stroméalni populace bunék z peritumoralni tkané
pacientl s glioblastomem. Tato populace ,,glioblastomu asociovanych* stromalnich bunék ma
mnohé fenotypoveé a funkéni vlastnosti spolecné s CAFs (Clavreul et al. 2012; Clavreul et al.
2014). Nésledné i dalSi autori popisuji izolace mezenchymalnich kmenovych bunék
z glioblastomu. Tyto netumorigenni stromalni buriky v in-vitro podminkach zvysSuji
proliferacni potencial a schopnost sebeobnovy glioblastomovych kmenovych bunék a jejich
tumorigenicitu in-vivo (Hossain et al. 2015). Jini autofi popisuji dvé populace endogennich
mezenchymalnich stromalnich bunék, které mohou podporovat nadorovou angiogenezi
(Svensson et al. 2016). Zdroj téchto bunék neni znam. Patrné jsou tyto buriky do nadoru
atrahovany pomoci IL-8, monocytarniho chemotaktického proteinu-1 a SDF-1 (Svensson, et
al. 2016; Xu et al. 2010). Vzhledem k tomu, Ze fada autor(l predpoklada patogeneticky
vyznam CAFs na rliznych Grovnich onkogeneze a zarovei za slibny terapeuticky cil (Cirri a
Chiarugi 2011), znalost mechanizmd a podminek jejich biologickych interakci v nadorovém
mikroprostiedi glioblastomu je zakladem pro budouci klinické vyuZiti.
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2. Hypotéza a cile prace

Nadorové mikroprostiedi ma vyznamnou roli pro progresi nadord. Je schopné ovlivnit
diferenciaci, lokalni agresivitu a metastazovani transformovanych bunék (Polyak, et al. 2009).
Dosavadni vysledky svéd¢i pro zapojeni DPP-1V a FAP do rliznych biologickych programd
v rliznych v nadoru pfitomnych bunéénych subpopulacich (Busek a Sedo 2013; Busek, et al.
2012). Na regulaci ristovych vlastnosti normalnich a transformovanych bunék se vyznamné
podili i nddoroveé asociované fibroblasty. Funkéni potencial regulace se mliZze uskutecriovat
prostiednictvim proteolytické Upravy biologicky aktivnich substratd — lokalnich mediator(
bunécné proliferace enzymovou aktivitou DASH molekul, nebo i neproteolytickymi
mechanizmy - pfimym bunéénym kontaktem.

V soucasné dobé nejsou dostatecné poznany mechanizmy gliomageneze zavislé na
vztazich jednotlivych bunécnych populaci, podilejicich se na tvorbé tkanového
mikroprostiedi. Pfedpokladame, Ze analyza vztahl transformovanych glidlnich bunék
s definovanou expresi DPP-IV a FAP spolu s podrobné popsanymi nadorové asociovanymi
fibroblasty mlZe pribliZit vyznamné vztahy v nadorovém mikroprostredi. Tyto vysledky
mohou byt pfinosem pro ndvrh novych léCebnych modalit.

Cile préace:

I.  Pfipravit stabilné transfekované lidské gliomové bunécnée linie s indukovatelnou
expresi rlznych variant genu lidské dipeptidylpeptidazy-1V (cytoplazmaticka a
secernovand forma) jako instrument pro dalSi experimenty zamérené na posouzeni
vyznamu DPP-1V v gliomagenezi.

Il.  Pfipravit stabilné transfekované lidske gliomové buné¢né linie s indukovatelnou
expresi genu lidského enzymové aktivniho a neaktivniho fibroblastového
aktivacniho proteinu jako instrument pro dalSi experimenty zaméfené na
posouzeni vyznamu intrinzické enzymové aktivity pro jeji biologické funkce
v regulaci rlistovych vlastnosti transformovanych glialnich bunék.

I1l.  PfFipravit biologicky systém pro in-vivo monitorovani velikosti nddoru
v experimentalnim modelu ortotopické xenotransplantace.

IV.  Ovérit funk¢nost indukovatelné exprese DPP-1V a FAP v in-vivo modelu
stereotakticky kontrolované ortotopické implantace bunék do mozku
imunodeficientnich mysi.

V.  Pfipravit model a popsat vzajemné U€inky vybranych bunéénych populaci
nadorového mikroprostredi pro rdistové a migracni vlastnosti transformovanych
glidlnich bunék in-vitro.

VI.  Pripravit koimplantaéni in-vivo model nadorové asociovanych fibroblast(i
s glioblastovymi bunéénymi liniemi.
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3. Material a metodika

3.1. Laboratorni materidl

3.1.1. Laboratorni pfistroje a pomucky

Pipety Gilson, Francie

MikrostFikacka Hamilton, ThermoFisher Scientific, USA

Atraumaticky $ici set, Chirlac, CR

Vortex-Genie2, Scientific Industries, USA

Orbitélni tfepacka, PTR 30, Grant-Bio, UK

12-ti zkumavkovy magnet, Qiagen, USA

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

CO; termostat, Sanyo, Japonsko

Svételny mikroskop, Nikon TMS, Japonsko

Fluorescenéni mikroskop Olympus 1X 70, Olympus Czech Group s.r.0., CR
Konfokalni mikroskop Olympus 1X 81 s 488, 543 a 633 nm lasery, FluoView 300,
Olympus Czech Group s.r.o., CR

Spektrofluorimetr FluoroMax-4, Horiba Jobin Yvon, USA
Spektrofluorimetr1420 multilabel counter Victor 3, Perkin Elmer, USA
Spektrofotometr Helios Unicam, Thermo Scientific, USA

Vodni lazeri Neslab RTE7, Thermo Scientific

Autoklav, SterilCave 18BDH, Cominox, Italie

Coulter Counter Z2 se 100 um kapilarou, Beckman Coulter, Némecko

Microplate reader Sunrise, Tecan, Svycarsko

Pritokovy cytometr BD FACS Canto |1, BD Biosciences, USA

Termocyklér ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems,
USA

Kryotom, Bright Instruments, UK

Stereotaktické zafizeni, Stoelting Europe, Irsko

iBox® Scientia Small Animal Imaging System s CCD kamerou BioChemi HR 400,
oboji UVP, USA

3.1.2. Spotfebni material

Pipetovaci Spicky, Gilson, Francie

Mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko

Plastik pro tkanove kultury, Nunc, USA

6-ti jamkové desticky CellBind 6-well, Corning, Holandsko

24-jamkové bunécny kultivacni inzerty s 8 um pory, Becton Dickinson, Némecko
Sterilni filtry Millex GV 0,22 um, Millipore, Irsko

Laboratorni rukavice, Promedica, CR

3.1.3. Chemikalie, roztoky

Trypsin 0,25%, Biochrom, Némecko



Trypsin 0,25%-kyselina ethylen-diamin-tetraoctova 0,02% (trypsin-EDTA), Sigma-
Aldrich Chemie, CR

Fosfatovy pufr (PBS) — 137 mM NaCl, 4 mM Na;HPO., 2,68 mM KCI, 1,76 mM
KH2POq4, pH 7,4

PBS/EDTA byla pfipravena pridavkem EDTA do fosfatového pufru (0,02%, pH 7,4)
PBS pufr s pfidavkem azidu sodného (0,1%)

Kompletni kultivacni médium bylo pfipraveno z Dulbecco’s modified Eagle’s médium
(DMEM) s doplrikem fetalniho hovéziho séra (FBS, 10%), oboji Sigma-Aldrich
Chemie, CR

Opti-Mem Reduced Serum Medium, Gibco, Invitrogen, USA

Tet System Approved FBS, Clontech-Takara Bio Europe, Francie

Streptomycin byl pFipraven fedénim v deionizované sterilni vodé na koncentraci 1
mg/ml a sterilng filtrovan, Sigma-Aldrich Chemie, CR

Penicilin G byl pfipraven fedénim v deionizované sterilni vodé na koncentraci 1000
U/ml a sterilné filtrovan, Sigma-Aldrich Chemie, CR

Zeocin byl pripraven fedéni v deionizované sterilni vodé na koncentraci 50 mg/ml a
sterilné filtrovan, Invitrogen, USA

Hygromycin B (zasobni koncentrace 50 mg/ml) byl pFipraven rozfedénim

v PBS na koncentraci 10 mg/ml a sterilné filtrovan, Invitrogen, USA
Geneticin/G418 byl pFipraven fedénim v deionizované sterilni vodé na koncentraci 50
mg/ml a sterilng filtrovan, Sigma-Aldrich Chemie, CR

Doxycyklin byl pfipraven fedénim v deionizované sterilni vodé na koncentraci

1 mg/ml a sterilné filtrovan, Clontech-Takara Bio Europe, Francie

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich Chemie, CR

Coulter 1zoton Il Diluent, Beckman Coulter

Lyzacni pufr s pridavkem inhibitor(i proteaz - Tris-HCL 10 mM pH 7,5; Triton X-100
1%; SDS 0,1%; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; glycerol 10%; Pepstatin
A 25 uM; E64 50 uM; AEBSF 200 pM

Lipofectamine™2000, Invitrogen, USA

Dynabeads Sheep anti-Mouse 1gG, Dynal Biotech, Invitrogen, USA

Substrat glycyl-L-prolyl-7-amidomethylkumarin (H-Gly-Pro-AMC), Bachem AG,
Svycarsko

Substrat N-benzylokarbonyl-glycyl-L-prolyl-7-amidomethylkumarin (Z-Gly-Pro-
AMC), Bachem AG, Svycarsko

Methylenova modr (5 g/l v 50% v/v ethanolu)

1% roztok SDS

4% paraformaldehyd

TriZol reagent, Invitrogen, USA

ThermoScript One-Step System, Invitrogen, USA

ELISA-kit DuoSet DPP-1V/CD26, DY 1180, R&D Systems, Némecko

ELISA-kit DuoSet FAP, DY3715, R&D Systems, Némecko

Substratovy roztok peroxidu vodiku a tetramethylbenzidinu, 1:1, DY998, R&D
Systems, Némecko

Kit RiboGreen RNA Quantitation Kit, Molecular Probes, Eugene, USA

Detekéni kit Luciferase Assay System, Promega Corporation, Madison, USA
PermeabilizaCni pufr Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer, BioLegend,
USA
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Roztok SDS pro stanoveni koncentrace proteinti (2% Na,COs, 0,4% NaOH, 0,16%

vinan sodny, 1% SDS)

4% roztok modré skalice (CuSO.)

Folin & Ciocalteu’s fenolové &inidlo, Sigma-Aldrich Chemie, CR
5% roztok gluteraldehydu v PBS

3.1.4. Vektory, cDNA

Montovaci médium Aqua Polymount, Polysciences, Némecko
Jung Tissue Freezing Medium, Leica Microsystems, Némecko
Heamatoxylin roztok dle Mayera, Sigma-Aldrich Chemie, CR
Eosin vodny roztok, Sigma-Aldrich Chemie, CR
Ketamin, Kepro, Holandsko
Xylazin, Kepro, Holandsko

e Indukovatelny expresni genovy systém Tet-On Advanced, Clontech-Takara Bio

Europe, Francie

pcDNAJ, Invitrogen, USA
cDNA proteinu FAP, NM_004460.2, OriGene, USA
cDNA mKate2, Evrogen, Rusko
linearni hygromycin B marker, Clontech-Takara Bio Europe, Francie

3.1.5. Seznam pouzitych protilatek

klon/

Protilatka Plvod kat.¢. Redéni Vyrobce
Anti CD45 my§  C-7556 1:50 Sigma-Aldrich Chemie, CR
Anti MART-1 (MELAN-A) mys 18-7259 1:100 Invitrogen, USA
Anti HMB-45 myS  08-0050 nefed&nd Invitrogen, USA
Anti cytokeratin kralik ab 9377 1:100 Abcam, UK
Anti Vimentin myS  N1521 nefedéna DAKO, Dansko
Anti DPP-1V myS  M-A261 nefedéna Abcam, UK
Anti DPP-IV krysa E19 1:100 Vitatex, USA
Anti human CD26/DPP-1V-
fykoerytrin krysa 222113 1:20 R&D Systems, UK
Anti FAP my$  F11-24 nefedéna Santa Cruz, Exbio, CR
Anti FAP krysa D8 1:300 Vitatex, USA
Anti FAP krysa D28 1:100 Vitatex, USA
Alexa Fluor 488 anti rat 19G koza A 21208 1:100 Invitrogen, UK
Alexa Fluor 546 anti rat 19G koza A 11081 1:500 Invitrogen, UK
ToPro i ThermoFisher Scientific,

T3605 USA

DAPI - D9542 - Sigma-Aldrich Chemie, CR
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3.2. Bunécné kultury, primarni bunécné kultury a pfiprava vzorku

Pro experimenty byly pouzity lidské gliomové bunééné linie U87 a T98G (odvozeny
z glioblastoma multiforme, Cell Lines Services, CLS, Némecko a American Type Culture
Collection, ATCC, LGC Standards, Velka Britanie) a U373 (odvozeno z gliomu stupné 111 dle
WHO, ATCC, LGC Standards). Lidské osteosarkomové buriky U2-OS-Luc Tet-On Control
byly pofizeny u firmy Clontech (Clontech-Takara Bio Europe, Francie).

Bunky byly kultivovany podle standardnich protokol(l a doporuceni spole¢nosti American
Type Culture Collection nebo Clontech. Buriky byly péstovany v kultivacnich plastovych
nadobach o plose 25 cm? v termostatu pfi 37° C (5% CO2/95% vzduch) v kultivaénim médiu
DMEM, které bylo dopInéno 10% fetalnim hovézim sérem (FBS). VVSechny metody byly
upraveny dle predeslych zkuSenosti a podle protokolli Freshney R. 1. (2005).

Ve spolupréaci s Prof. MUDr. Karlem Smetanou, DrSc. z Anatomického Ustavu 1. LF UK
byla pFipravena primarni kultura nadorové asociovanych fibroblastd z kozni metastazy
primarniho nodularniho melanomu (Breslow index 2,25 a Clarck index I11). Vzorek byl
nakrajen na malé kousky a oSetfen 0,25% roztokem trypsinu po dobu 30 minut pfi 37° C.
Tkanové explantaty byly pfeneseny do 6-ti jamkové desti¢ky a kultivovany v DMEM s 10%
FBS a s antibiotiky (streptomycin f.c. 100 pg/ml, penicilin G f.c. 100 U/ml) pfi 37° C a 5%
CO.. Béhem jednoho tydne zacaly fibroblasty migrovat z explantatu.

Normalni dermalni fibroblasty (NFs) byly izolovany ze vzorku kiiZze zdravé Zeny. Vzorek
byl inkubovan pres noc v 0,3% trypsinu pfi 4° C, epidermis byla stdhnuta a zbyla dermalni
tkan zpracovana, jak je popsano vyse. Migrujici buriky z explantat(i byly pravidelné sbirany
trypsinizaci (0,25% trypsin a 0,02% EDTA) a charakterizovany imunocytochemickymi
metodami. Bunécné kultury s vice jak 90% populaci negativnich bunék na leukocytovy
(CD45), melanocytovy (MELAN-A, HMB-45) a epitelialni (keratiny) bunény ukazatel
a pozitivni na vimentin byly povazovany za fibroblasty. Oba typy fibroblast(i byly
expandovany a buriky v 5. (NFs) a 7. (CAFs) pasadzZi pouzity pro experimenty (Trylcova et al.
2015).

Stanoveni poctu bunék v buné¢né suspenzi bylo provadéno na pfistroji Coulter Counter
Z2 ve 100um kapilafe v roztoku Coulter Izoton Il Diluent (oboji Beckman Coulter,
Némecko).

Celkovy bungény lyzat (cca 10 x 10° bunék/ml) byl pFipravovan na ledu v lyzaénim pufru
s pridavkem inhibitor{ protedz. Ve vzniklém supernatantu byla stanovena koncentrace
proteinll. Lyzat byl skladovan pfi -21° C pro dalsi pouZiti.

3.2.1. Selekéni antibiotika pro transfekované buriky

Testovan byl hygromycin B, geneticin a zeocin. Pfed pouzitim selekénich antibiotik
a ustanovenim stabilné transfekovanych bunék byla antibiotika titrovana pro urceni optimalni
selek¢ni koncentrace pro U373. Optimalni koncentrace byla stanovena pro viechny typy
antibiotik a pro bunécnou linii U373 dle instrukci vyrobce. Jako selekéni koncentrace byla
vybrana nejnizsi koncentrace, kterd u bunék zplsobila masivni Ghyn béhem prvnich péti dnd
a k celkovému usmrceni bunék doslo do dvou tydn(.

Pro selekci stabilnich transfektant( byla pouzita finalni koncentrace hygromycinu B 200
pg/ml, geneticinu 400 pg/ml a zeocinu 400 pg/ml v kultivaénim médiu.

3.3.  Priprava vektord, transfekce a ustanoveni stabilnich Tet on bunécnych linii

3.3.1. Vektory
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Priprava vektord, konstrukce a ovéreni mutace Ser®® _, Ala u DPP-1V a Ser®* _. Alau FAP
byla provedena v nasi laboratofi ve spolupréci s Mgr. Daliborem Koskem, Ph. D.. cDNA
lidské DPP-1V byla ziskana z predeslych experiment( nasi laboratofe. cDNA byla mnoZena

a zaklonovéna do pTRE-Tight vektoru indukovatelného expresniho genoveho systému Tet-On
Advanced. Pfipraveno a sekvenaci ovéreno bylo celkem osm plazmidl s DPP-1V: DPP-
IV/IpTRE (s wt podobou genu lidské DPP-1V), DPP-IVmut/pTRE (s enzymoveé neaktivni
podobou genu lidské DPP-1V), cytDPP-1V/pTRE, cytDPP-1Vmut/pTRE (konstrukty bez
transmembrénové €asti s cytoplazmatickymi aminokyselinami na N-konci s wt DPP-IV

a enzymové neaktivni DPP-1V). Pro extracelularné secernovanou formu DPP-1V byl nejprve
zvolen signalni peptid z versicanu (Swissprot accession number P13611,
http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/) a nasledné signélni sekvence z lehkého Fetézce Ig Kappa

TR

Ve

a secDPP-1Vmut/pTRE). cDNA proteinu FAP byla zaligovéana do linearizovaného vektoru
pTRE-Tight (FAP/pTRE s wt podobou genu lidského FAP). Bodovou mutagenezi byla
pfipravena enzymové neaktivni podoba genu lidského FAP (FAPmut/pTRE) (viz tabulka €.

1).
predpokladana

oznaceni konstrukt lokalizace
DPP-IV/pTRE Nativni DPP-1V zaklonovand do vektoru pTRE-Tight transmembranova
DPP-IVmut/pTRE Enzymové neaktivni DPP-1V zaklonovana do vektoru pTRE-Tight transmembranova

cytDPP-IV/pTRE

DPP-IV bez transmembrdnové domény ve vektoru pTRE-Tight

cytoplazmaticka

cytDPP-IVmut/pTRE

Enzymové neaktivni DPP-1V bez transmembranové domény ve vektoru pTRE-Tight

cytoplazmaticka

secDPP-IVver/pTRE

DPP-IV se signalnim peptidem z versicanu ve vektoru pTRE-Tight

secernovana

secDPP-IVvermut/pTRE

Enzymové neaktivni DPP-1V se signalnim peptidem z versicanu ve vektoru pTRE-Tight

secernovana

secDPP-IV_IgK/pTRE

DPP-IV se signalnim peptidem z Ig kappa ve vektoru pTRE-Tight

secernovana

secDPP-IV_IgKmut/pTRE

Enzymové neaktivni DPP-1V se signalnim peptidem z Ig kappa ve vektoru pTRE-Tight

secernovana

FAP/pTRE

Nativni FAP zaklonovany do vektoru pTRE-Tight

transmembranova

FAPmut/pTRE

Enzymové neaktivni FAP zaklonovany do vektoru pTRE-Tight

transmembranova

Tab. ¢. 1: Seznam vektor( nesouci wt nebo mutovanou formu genu pro DPP-1V respektive FAP
pfipravenych pro transfekci modelovych bunék.

Vektor pcDNA4 s cDNA mKate2 byl ziskdn darem od Doc. RNDr. Jana Konvalinky,
CSc. z Laboratofe proteas lidskych patogen(, Ustav organické chemie a biochemie.

Jako transfek¢ni postup byl pouzit nevirovy, lipozomem-zprostfedkovany pfenos
nukleové kyseliny do bunék. Pro vlastni transfekci byl pouZit Lipofectamine™?2000

s v~

s vysokym transfek¢ni vytéZkem. Selekce na zakladé antibiotické rezistence nasledovala pro

zisk stabilné transfekovanych bunék. Vektor pTet-On-Advanced (obrazek €. 1) nese spole€né
s genem pro regula¢ni protein rtTA antibiotickou rezistenci na geneticin a pTRE-Tight vektor
(obrazek €. 2) byl kontransfekovan spolecné s linedrnim hygromycin B markerem.

Obrézek €. 1: Restrikéni mapa vektoru
pTet-On-Advanced. Unikatni restrikcni
mista jsou uvedena tuénym pismem
(pFevzato z manuélu firmy Clontech).

rtTA-Advanced
(rtTA25-M2)

Advanced
7.1kb

Hind 1Nl
(1988)

(4200)
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Xho |
@ Obréazek €. 2: Mapa a mnohonasobna
s, klonovaci mista (MCS) vektoru pTRE-
Tight. Unikétni restrikni mista jsou
oznacena tuénym pismem (pfevzato

z manualu firmy Clontech).

TREmvud

Princha

tight

Pvul
1985)

PTRE-Tight S0
2.6 kb poly A

323

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGTCAGCTGACGCGT
EcoR | Kpnl BamH | Pvull Miul

368 Smal

GCTAGCGCGGCCGCATCGATAAGCTTGTCGACGATATCTCTAGA

Nhel Eagli Clal Hindlll Sall  EcoRV Xbal
Notl Accl

3.4. Transfekce a selekce Tet-On-Advanced bunécénych linii obsahujicich pTRE-
Tight s cDNA pro DPP-IV a FAP

V rdmci mé diplomové prace (Némeckova 2009) jsem pripravila a testovala stabilni
bunécné linie U373 nesouci vektor Tet-On-Advanced (linie U3730n). Schopnost indukce
exprese proteinu byla testovana tranzientni transfekci vektorem pTRE-Tight-Luc, naslednou
indukci doxycyklinem v koncentraci 10 g/ml a stanovenim luciferazové aktivity.

V pfipadé druhé transfekce bylo nutné vyuZzit kotransfekce linedrniho hygromycinoveho
markeru, coby linedrni cDNA s genem pro rezistenci na Hygromycin a vlastniho plazmidu
pTRE-Tight. U3730n bunécna linie byla kotransfekovéna dle standardniho protokolu vyrobce
Lipofectamine™2000 (Invitrogen) vektorem pTRE-Tight (s danou formou cDNA pro DPP-
IV a FAP) a linearnim hygromycinovym markerem (v poméru 20:1). Populace byla
pasaZzovana a prenesena do nadob s vétsim kultivacnim povrchem. Jako selekéni médium bylo
pouZzito kompletni médium obsahujici pfedchozimi experimenty ovérené koncentrace
geneticinu a hygromycinu B. Buiky byly denné kontrolovany, pfiblizné kazdy tfeti den bylo
meénéno selekéni médium.

Hygromycin-rezistentni klony byly izolovany a pfeneseny do 24-jamkové desticky. Pfi
dalSim paséZovani byly expandovany na vétsi povrch a do vice kultivacnich nddob
k naslednému ovéfeni inzerce a exprese transgenu po indukci doxycyklinem (10 g/ml, 72
hodin).

Ziskané klony byly postupné testovany a vysledna hodnota exprese proteinu byla
porovnana s bazalni enzymovou aktivitou DPP-1V respektive FAP transfekovanych
neindukovanych bunék (Busek, et al. 2012).

Vzniklé stabilni transfektanty s U373 s wt podobou genu DPP-1V (U3730nDPP-1V) byly
nasledovné transfekovany vektorem pcDNA4 s cDNA genu mKate2 pomoci
Lipofectamine™2000 a stabilni transfektanty selektovany stejnym zptisobem jako je popsano
vySe za pomoci antibiotika Zeocinu.
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Z kazdého vhodného stabilniho transfekovaného klonu byl pfipraven alikvot k zamraZeni
a uchovani.

3.5.  Magnetic-Activated Cell sorting (MACS)

Dynabeads Sheep anti-Mouse 1gG spole¢né s primarni mysi protilatkou byl pouzit pro
pozitivni izolaci bunék exprimujicich wt nebo mutovanou podobu genu DPP-1V nebo FAP.
Byla zvolena nepfiméa metoda separace.

Exprese transmembranové formy proteinu DPP-1V a FAP v burikach byla indukovéna po
dobu 48 hodin pridavkem doxycyklinu do média (f.c. 10 g/ml). Buiiky byly trypsinizovany
a stanoven jejich pocet. Buriky byly centrifugovany (4 minuty, 4° C, 130 g) a bunécny pelet
resuspendovan v PBS pufru obsahujicim 0,1% hovéziho sérového albuminu (BSA) na
vyslednou koncentraci bunék 10 x 10° bunék/ml.

Dynabeads (25 pl Dynabeads/10 x 10° bunék) byly pfed pouzitim dvakrat oplachnuty 1 ml
PBS obsahujicim 0,1% BSA. Ve 2 ml centrifugacni zkumavce byl smichan 1 ml bunécné
suspenze s primarni mysi protilatkou anti-CD26 pro buiiky exprimujici DPP-1V (klon M-
A261) nebo mysi anti-FAP (klon F11-24) pro FAP pozitivni buiky.

Buriky byly inkubovéany po dobu 15 minut pfi 4° C. Nasledoval dvakrat oplach PBS
s 0,1% BSA a centrifugace (8 minut, 4° C, 225 g). Bunécny pelet byl resuspendovén
v Cerstvém PBS s 0,1% BSA na stejnou bunécnou koncentraci. K bunécné suspenzi byla
pridana suspenze Dynabeads a inkubovano spolecné 20 minut pfi 4° C na orbitalni tfepacce.
Objem PBS s 0,1% BSA byl zdvojnasoben a zkumavka uloZena do 12-ti mistného magnetu.
Dynabeads navazané na buriky byly pFichyceny k magnetu, zbyla suspenze byla odsata a
pfenesena do malé Petriho misky (tato frakce pojmenovana jako negativni frakce). Pro
pozitivni separaci byly pouZity bunky zachycené na magnetu. Buriky byly 4x oplachnuty
(1 mIPBS s 0,1% BSA) a nasazeny do 10 cm Petriho misky a péstovany ve standardnich
podminkéach.

3.6. Biochemické stanoveni enzymové aktivity DPP-1V a FAP

Enzymova aktivita DPP-I1V a FAP byla stanovovéna v kyvetach kontinualni
fluorimetrickou metodou pri excitacni vinové délce 380 nm a emisni vinové délce 460 nm.
Exopeptidazova aktivita byla stanovena pomoci fluorogenniho substratu glycyl-L-prolyl-7-
amidomethylkumarin (H-Gly-Pro-AMC) a endopeptidazova aktivita proteinu FAP pomoci N-
benzylokarbonyl-glycyl-L-prolyl-7-amidomethylkumarin (Z-Gly-Pro-AMC) ve finalni
koncentraci 50 uM. Stanoveni exopeptidazové aktivity bylo provedeno v temperované
(37° C) reakeni smési (celkovy objem 2000 pl) obsahujici 20 ul vzorku, 1980 ul PBS pH 7,4
a 20 pl substratového roztoku. Endopeptidazova reakce probihala v temperované reakéni
smési vzorku a 25mM fosfatového pufru s 4% metanolem a 1mM EDTA pH 7,4. Reakce byla
zahajena v kyveté se smési pufru a substratu, po 30 vtefinach byl pfidan vzorek a kinetika
viabilnich bunék stanovena po dobu 60 sekund. Pro permeabilizaci bunék pro stanoveni
celkové enzymové aktivity byl pouzit Triton X-100 (f.c. 0,1%). Reakce ukoncena po 150
sekundéch. Uvolnéni 7-amino-4-methylkumarinu bylo monitorovano na spektrofluorimetru
FluoroMax-4 (Horiba Jobin Yvon, USA) a vyhodnoceno v programu Fluor Essence V3.
VSechna méreni byla provadéna v duplikatech (Sedo et al. 1998).

3.7.  Enzyme-linked immunoassay (ELISA) pro lidskou DPP-IV/CD26 a FAP

Pro kvantitativni stanoveni lidské DPP-1V a FAP byly pouZity komeréni ELISA-Kity
DuoSet DPP-1V a DuoSet FAP. Priprava vzork{ a reagencii byla provedena dle protokolu
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vyrobce. Kazdy krok byl provadén za laboratorni teploty, vzorky a standardni vzorky byly
roziedény v roztoku PBS s 1% hovézim sérovym albuminem. Primarni protilatka roziedéna
v PBS (anti DPP-1V, f.c. 2 pg/ml a anti FAP, f.c. 1 pg/ml) byla pfes noc navdzana na 96-
jamkovou prihlednou desticku. Jamky byly nasledné tfikrat oplachnuty (Wash buffer)
a blokovany bloka¢nim pufrem (1% BSA v PBS) po dobu jedné hodiny, nasledné opét
oplachnuty. Standardni nebo testované vzorky byly v duplikatech pipetovany do pfipravené
96-jamkové destiCky a doplnény ,,assay diluent“ RD1-57. Po dvouhodinové inkubaci pfi RT
byly jamky oplachnuty. Do kazdé jamky bylo pfidano 200 pl biotinylované detek¢ni
protilatky (f.c. 1 pg/jamka anti DPP-1V nebo anti FAP) a nésledovala opét dvouhodinova
inkubace a oplach. Kazda jamka byla naplnéna 200 ul substratového roztoku (peroxid vodiku
a tetramethylbenzidin, 1:1) a reakce byla inkubovana 30 minut pfi pokojové teploté v temnu
a nasledné zastavena pridavkem 50 pl 2 M kyseliny sirové.

Opticka denzita byla stanovena do 30 minut na pFistroji Microplate reader Sunrise pfi
vinoveé délce 450 nm a korekce byla odeCtena pfi vinové délce 570 nm. Vysledné hodnoty
byly pouZzity pro konstrukci kalibra€ni kiivky a vyhodnoceni dat.

3.8.  Priprava kondiciovaného média

1x10° fibroblastd (CAFs i NFs) nebo U87 bunék bylo nasazeno do 100 mm Petriho misky
v DMEM s 10% p¥idavkem FBS. Po 24 hodinach bylo médium odséato, buriky oplachnuty
PBS a déle kultivovany v DMEM bez pfidavku séra po dobu 72 hodin.

Kondiciovana média byla odséta, centrifugovana (4 minuty, 4° C, 225 g), sterilné
filtrovana (Millex GV 0,22 um) a okamZité pouZzita pro migracni a proliferacni experimenty.
Jako kontrola bylo pouzito stejné pfipravené DMEM médium bez expozice bufikam.

3.9. Stanoveni bunéc¢né proliferace

Stanoveni proliferace transfekovanych bunék bylo provedeno v 96 jamkové desticce. Do
kaZdé jamky bylo nasazeno 2000 bunék, které byly 24 hodin kultivovany za standardnich
podminek. Druhy den bylo vyménéno kultivatni médium za indukéni médium (D-MEM +
10% FBS + rlizné koncentrace doxycyklinu), kontrolnim burikdm bylo vyménéno pouze
cerstvé médium. Buriky byly fixovany a barveny methylenovou modFi v rliznych ¢asovych
usecich. Pro kaZzdou koncentraci a €asovy Usek bylo pouZito 8 jamek.

Bunky byly lyzovany 1% SDS a relativni pocet bunék stanoven odectenim absorbance pfi
vinoveé délce 630nm na pristroji Microplate reader Sunrise. Odectena absorbance byla tmérna
poctu bunék. Pro ovéreni spravnosti vysledkd, byly buriky v nékterych experimentech
pocitany na pFistroji Coulter Counter jak bylo popsano vyse.

Buriky U87 a U373 pro stanoveni proliferacni aktivity pod vlivem kondiciovaného média
z CAFs, NFs nebo vlastnich gliomovych bunék byly nasazeny v koncentraci 1x10*
bunék/jamka ve 24-jamkoveé desticce do kondiciovaného média dopInéného 1% FBS nebo do
kontrolniho DMEM s 1% FBS. Po 96 hodinach bylo do vSech jamek pfidano 0,5 ml Cerstvé
pfipravenéeho kondiciovaného média. V danych ¢asovych intervalech byly buriky shirany
trypsinizaci a po€itany na Coulter Counter Z2. VSechny experimenty byly opakovany alespon
dvakrét v kvadruplikatech.

3.10. Pruatokova cytometrie

Buriky byly sbirdny trypsinizaci a centrifugovany (4 minuty, 4° C, 130 g). Pelet byl
resuspendovan v PBS pufru s azidem sodnym (0,1%) a k buné¢né suspenzi byl pomalu
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pipetovan 4% paraformaldehyd (v poméru 1:1). Fixace bunék probihala 1 hodinu pfi 4° C
a nasledoval 2x oplach PBS pufrem a centrifugace (4 minuty, 4° C, 130 g). Na zavér byly
bunky resuspendovany v PBS pufru (0,1% azid sodny).

PFiblizné 1x10° DPP-IV exprimujicich bunék bylo pipetovano do zkumavky
a centrifugovano (5 minut, 4° C, 130 g). K peletu byly pfidany 2 pl nefedéné protilatky (anti-
human CD26/DPP-1V-phycoerythrin, klon 222113) a inkubovany v temnu 30 minut. Po
inkubaci byly bunky dvakrat oplachnuty PBS pufrem.

Buriky testované na expresi FAP proteinu byly permeabilizovany (Intracellular Staining
Permeabilization Wash Buffer), inkubovany s 2 ul nefedéné protilatky (anti-FAP, D28),
oplachnuty v permeabilizanim roztoku a inkubovany 30 minut ve tmé pfi RT s 2 ul Alexa
Fluor 546. Na zavér byly bunky oplachnuty permeabilizacnim roztokem.

Vzorky byly méreny na priitokovém cytometru BD FACS Canto Il v programu Diva 5 pro
akvizici. Histogramy byly vyhodnoceny v programu Flow Jo (TreeStar Inc., USA) vyuZitim
modelu Dean-Jett-Fox. Vysledky jsou vyjadreny jako procento pozitivnich bunék ze
sledované populace, nebo jako podil medidnu intenzity fluorescence (MFI) pozitivnich
a negativnich populaci bunék.

3.11. lzolace a kvantifikace celkové RNA, real time RT-PCR

Buriky byly sbirny a celkova RNA byla izolovana Cinidlem TriZol dle instrukci vyrobce
(2,5 ml/ 100 mm Petriho miska). Koncentrace celkové RNA byla stanovena kitem RiboGreen
RNA Quantitation Kit.

Gen kodujici region-specifické oligonukleotidové priméry a fluorogenni TagMan proby
pro real time RT-PCR metodu exprese zkoumanych transkriptd byly pfipraveny v programu
Primer Express (Applied Biosystems, USA) a syntetizovany v Proligo (Francie) a Applied
Biosystems. Prehled primérd a sond je uveden v tabulce €. 2. Exprese mRNA DPP-1V, FAP
a beta-aktinu (interni referencni transkript) byla kvantifikovana parovou RT-PCR vyuZitim
ThermoScript One-Step System. Real time RT-PCR byla provedena dvakrat v MicroAmp
Optical 96-jamkové reakéni desce na pristroji ABI PRISM 7700 Sequence Detection System
v programu Sequence Detection System. Reverzni transkripce byla provedena pfi 58° C po
dobu 30 minut a nasledné spusténi amplifikacni reakce (tzv. hot start) probihalo s inicialni
denaturaci pfi 95° C po dobu 5 minut. V kazdém ze 45 amplifikacnich cyklll pak denaturace
trvala 15 sekund pri 95° C a nasednuti primér( a sond spolu s elongaci fetézcd 1 minutu pfi
58° C. Prahova hodnota cykll (Ct) amplifikaCnich reakci byla zobrazovana graficky po
odecteni pozadi intenzity fluorescence (AFI) reportérové barvy (6-FAM nebo VIC) proti
poctu PCR cykld v programu Sequence Detection System. Exprese cilovych transkriptd byla
normalizovana na expresi mMRNA beta-aktinu pouzitim metody ACt (Livak a Schmittgen

2001).
GeneBank
Transkript Vstupni €. Sekvence a finalni koncentrace primér(i a TagMan sond
DPP-1V NM_001935
Fporir:]’q"Z;_d 5'-TGGAAGGTTCTTCTGGGACTG-3', 200 nmol/l
Reverse primér:  5'-GATAGAATGTCCAAACTCATCAAATGT-3', 200 nmol/l
TagMan sonda: 5'- (6-FAM) CACCGTGCCCGTGGTTCTGCT (TAMRA) -3', 200 nmol/1l
FAP NM_004460

Forward primér: 5'-TGCCACCTCTGCTGTGC-3', 200 nmol/l
Reverse primér:  5'-GAAGCATTCACACTTTTCATGGT-3', 200 nmol/1l
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TagMan sonda: 5'-(6-FAM) TGCATTGTCTTACGCCCTTCAAGAGTTC (TAMRA)-3', 200 nmol/1l

beta-aktin NM_001101
Forward primér:  5'-CTGGCACCCAGCACAATG-3', 200 nmol/l
Reverse primér:  5'-GGGCCGGACTCGTCATAC-3', 200 nmol/l
TagMan sonda: 5'-(VIC)AGCCGCCGATCCACACGGAGT (TAMRA)-3', 200 nmol/1

Tabulka ¢. 2: PFehled primérd a sond pro real time RT-PCR.

3.12. Stanoveni koncentrace proteinu

Celkova koncentrace proteinu ve vzorcich byla stanovena metodou dle Lowryho (Lowry
et al. 1951). Vzorky byly dopInény deionizovanou vodou do celkového objemu 400 ul. Do
kaZzdé zkumavky bylo pfidano 1,2 ml roztoku SDS a okamzité promichano (smichano
v poméru 100:1 se 4% CuSO4). Po 10 minutach inkubace bylo do kazdé zkumavky
napipetovano 120 pl Folin & Ciocalteu’s fenoloveho Cinidla (1:1 nafedéno v deionizované
vodé) a okamzité promichéano. Vzorky byly 45 minut inkubovany v temnu pfi pokojové
teploté. Absorbance byla odeCtena na spektrofotometru pfi nastavené vinové délce 660 nm.
Standardni kfivka byla pfipravena s pouZitim BSA. VSechny vzorky byly stanoveny tfikrét.

3.13. Stanoveni migracniho potencialu bunék

6x10* U87, U373 nebo T98G bunék v DMEM médiu bylo nasazeno do 24-jamkovych
bunécnych kultivacnich inzertli s 8 pm péry a ponechano migrovat 8 nebo 24 hodin. Buriky,
které nemigrovaly, byly odstranény vatovou ty€inkou. Buiky, které migrovaly na spodni
stranu membrany, byly zafixovany 5% gluteraldehydem v PBS po dobu 15 minut a barveny
methylenovou modfi. Buriky byly po€itany v mikroskopu Olympus IX 70 v péti
neprekryvajicich poli z kazdého inzertu pfi 200-nasobném zvétseni. VSechny experimenty
byly provedeny alespori dvakrat v kvadruplikatech.

3.14. Experimentalni model ortotopické xenotransplantace

PouZziti zvifat pro experimenty bylo schvaleno Odbornou komisi pro zajiStovani dobrych
Zivotnich podminek pokusnych zvifat (1. LF UK) a Ministerstvem Skolstvi, mladezZe
a télovychovy, dle platnych zakond.

Pro experimenty byly pouZiti 6-7 tydn{ stafi samci laboratorniho mysiho kmene NOD.
129S7(B6)-Ragltm1Mom/J (The Jackson Laboratory, USA) vazici pfiblizné 25 g. Pokusna
zvirata byla umisténa a chovéana v Centru pro experimentalni biomodely 1. LF UK.

PFi pIné celkové anestézii (i. m. Ketamin (100 mg/kg) a Xylazin (20 mg/kg)) byla
provedena chirurgicka implantace poZadovaného materialu do mozku pokusného zvirete.
Kozni kryt, periost byl odstranén standardnimi chirurgickymi postupy za vyuZziti
chirurgickych nastrojli pouzivanych v humanni medicing. Zvire bylo upevnéno do
stereotaktického zafizeni doplnéného adaptérem pro mys. Do lebky zvifete byl vyvrtan otvor
o priméru 0,4 mm (1,2 mm anteriorné od bregmy a 2,5 mm sagitalné od lebe¢niho Svu ve
stfedni Casti) pomoci stomatologické frézy za stalého chlazeni fyziologickym roztokem.
Celkové bylo implantovano mikrostfikackou Hamilton 6 pl buné¢né suspenze (200 000
bunék/ul) po dobu péti minut do hloubky 2,5 mm. Jehla byla po implantaci postupné
vytahovana po dobu 3 minut. Uzavér kraniotomie byl ihned zajistén kostnim nebo vcelim
voskem. Sutura koZniho krytu byla provedena pomoci standardniho Siciho atraumatického
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setu. Veskeré operacni Ukony byly provadény dle zasad aseptickych a antiseptickych postup.
Monitorace a pokus byl ukoncen v zavislosti na zdravotnim stavu zvifete, nejpozdéji za 16
tydnl od implantace.

Skuping zvifat s implantovanymi transfekovanymi burikami s moznosti doxycyklinem
indukované exprese transgenu, bylo v pitné vodé podavano indukéni €inidlo doxycyklin
(2 mg/ml). Roztok byl ménén za Cerstvy kazdy tfeti den. Kontrolni skupina zvifat méla jen
pitnou vodu.

PFi pripravé koimplantacniho in-vivo modelu byly ustanoveny dvé experimentalni skupiny
(dvé bunécné linie glioblastomu koimplantované s CAFs), jedna kontrolni skupina (CAFs
a NFs) a jedna skupina vnitfnich kontrol (dvé bunécné linie glioblastomu koimplantovana
s nenadorovymi fibroblasty). Skupiné osmi mysi bylo implantovano 5 pl bunééné suspenze,
ktera obsahovala 750 000 bunék fibroblastd (CAFs nebo NFs) spolu s gliomovymi burikami
(U87 nebo U373) v poméru 2:1. Kontrolnim skupindm mysi bylo implantovano 500 000
fibroblastd (CAFs nebo NFs) nebo 250 000 gliomovych bunék (U87 nebo U373) vzdy
v celkovém objemu 5 pl. Pokus byl ukoncéen za 4 tydny po implantaci.

3.15. Fluorescencni zobrazeni

Pro in-vivo monitorovani velikosti nadoru v mySich po implantaci stabilné
transfekovanych bunék U373onDPP-1V s genem mKate2 bylo pouZito fluorescencni
zobrazeni na pfistroji iBox® Scientia Small Animal Imaging System s CCD kamerou
BioChemi HR 400. Systém byl v reZimu epi-iluminace vybaven 150W halogenovou Zarovkou
a 533-587 nm excitacnim filtrem. Emisni filtr (607-688 nm) byl umistén pfed objektivem.
Pokusné zvire bylo vzdaleno 25 cm od objektivu.

Fluorescence (doba expozice 90 s) byla snimana u zvirat v celkové anestézii jedenkrat
tydné po dobu 6-ti tydnd od implantace. Zvifatdim byla depilovana snimana oblast hlavy. Po
posledni in-vivo monitoraci rlistu nadoru byla zvirata usmrcena, mozek byl béhem péti minut
vyjmut a umistén do stejné pozice zobrazovaciho systému jako Zivé zvife. Mozek byl
fotografovan pfi stejném nastaveni, jako je uvedeno vySe (Cas expozice 10 s) a nasledné
zamrazen pro Ucely morfometrické kvantifikace objemu nadoru.

Analyza obrazk(l byla provedena v programu ImageJ software (National Institute of
Health, USA). Priimér intenzity fluorescence byl pouzit pro statistické vyhodnoceni.

3.16. Morfometricka kvantifikace objemu nadoru

V zavislosti na implantovanych burikach byla zvifata 4-8 tydn( po implantaci usmrcena
pfedavkovanim anestetikem a oddélenim hlavy od trupu. Mozek byl vyjmut a zmrazZen pfi
- 20° C v Jung Tissue Freezing Medium. Byly pFipraveny 10 um sériové koronarni fezy na
kryotomu pfi teploté -20° C a uchovany pfi -20° C.

Kazdy desaty fez byl barven standardnim protokolem heamatoxylin a eosin
a digitalizovan pfi 20 ndsobném zvétseni na mikroskopu Olympus IX 70. Kvantifikace
velikosti tumoru byla hodnocena pomoci Cavalieriho metody pro nezaujaty odhad objemu
(Mayhew a Olsen 1991) v programu ImageJ software.

3.17. Imunohistochemicka detekce DPP-IV a FAP v fezech mysi mozkové tkané

Ze vzork( mysi mozkové tkané byly pripraveny 10 um fezy na kryotomu, které byly
nasledné fixovany 4% paraformaldehydem, blokovany v roztoku 10% fetélniho teleciho séra
s 1% BSA v TRIS pufru (TBS) a inkubovéna s primarni protilatkou anti DPP-1V E19 a anti
FAP D28 pres noc pfi 4° C. Po oplachu primarni protilatky byly vzorky inkubovany 1 hodinu
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pfi laboratorni teploté s pfislusSnou konjugovanou sekundarni protilatkou (Alexa Fluor 546).
K dobarveni bunécnych jader bylo pouzito ToPro nebo DAPI. Jako kontrola barveni vzorku
byla vynechana primarni protilatka nebo pouzita irelevantni protilatka stejného izotypu.

Skla byla montovana v médiu Aqua Polymount a vyhodnocena na konfokéalnim
mikroskopu Olympus IX 81 s 488, 543 a 633 nm lasery Fluo View 300.

3.18. Statisticka analyza

Software Statistica 12 (StatSoft CR s.r.0., CR) byl pouZit pro viechny statistické
analyzy. Jako statisticky vyznamné bylo hodnoceno p<0,05.

4. Vysledky

4.1. Transgenni bunécné linie nesouci rizné formy DPP-IV

V ramci mé diplomové prace (Némeckova 2009) byly zahajeny experimenty s pfipravou
stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie U373 nesouci divokou formu
lidské DPP-1V s neporuenou katalytickou triadou a burniky s mutovanou DPP-1V, kde
aminokyselinova zaména serinu z katalyticke triady za alanin na pozici 630 vedla ke vzniku
enzymoVveé neaktivniho proteinu DPP-IV.

4.1.1. Intraceluldrni forma DPP-IV

Pro potfeby nalezeni vztahu enzymové aktivity a subcelulrni lokalizace variant proteinu
DPP-1V k biologickym vlastnostem transformovanych glialnich bunék (rlst, migrace,
invazivita a tumorigenicita) in-vivo byly pfipraveny stabilni transfektanty U373 bunék
nesouci variantu genu DPP-1V bez transmembrénové domeny. U téchto bunék se
predpokladala exprese enzymovych variant proteinu DPP-IV, retinovanych v cytoplazmé.

Stabilni bunécna linie U3730n nesouci vektor pTet-On-Advanced s regulanim proteinem
rtTA byla kotransfekovana vektorem cytDPP-IV/pTRE nebo cyt DPP-IVmut/pTRE spoletné
se selekénim markerem — rezistenci na hygromycin. Buriky byly nasledné kultivovany
v selekénim médiu s obsahem geneticinu a hygromycinu B. Po nékolika tydnech selekce byly
stabilni klony expandovany a testovany na pfitomnost proteinu DPP-1V. Exprese
cytoplazmaticky lokalizované formy DPP-1V u doxycyklinem indukovanych transfekovanych
bunécnych klonl nebyla, pres nékolik modifikaci postupu, Uspésna na Grovni exprese mMRNA
ani na arovni exprese proteinu (pratokova cytometrie, ELISA, stanoveni enzymové aktivity).

4.1.2. Secernovana forma DPP-IV

DalSimi pFipravenymi vektory byla enzymové aktivni a neaktivni forma genu DPP-I1V
s pridanym signalnim peptidem z proteinu versican. Versican je extracelularni protein hojné
exprimovany v glialnich burikach. Pfedpokladem byl zisk variant proteinu DPP-1V
secernovanych extracelularné.

Stabilni bunécna linie U3730n byla kotransfekovana vektorem secDPP-1V/pTRE nebo sec
DPP-1Vmut/pTRE spolecné s markerem hygromycinové rezistence. Buriky byly po transfekci
kultivovany v selekénim médiu s obsahem geneticinu a hygromycinu B a vzniklé stabilni
klony expandovany a testovany na pritomnost variant proteinu DPP-1V.

Vzniklé stabilni klony byly vystaveny doxycyklinu, aby doslo k expresi transgenu.

U Zadného klonu se nepodafilo prokazat expresi mMRNA metodou real time RT-PCR.
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Kondiciované médium z indukovanych bunék bylo pouZzito pro stanoveni pfitomnosti
proteinu DPP-1V metodou ELISA a pro stanoveni katalytické aktivity enzymu. V obou
pfipadech s negativnim vysledkem.

Vzhledem k tomu, Ze se nepodarilo pFipravit stabilni bunécné linie, které by exprimovaly
secernované varianty DPP-1V, byly pro dalSi praci pouzity vektory se signalnim peptidem
z lg-kappa, ktery je bézné pouzivan v komercnich systémech pro rekombinantni expresi
secernovanych flznich proteind v savéich burikach (Invitrogen corp.: pSecTag2 A, B, and C
User manual, 2010. Firemni manudl).

V pfipadé forem se sekrecnim signalem Ig-kappa se vyse zminénymi postupy po indukci
exprese podafilo prokazat intracelularné lokalizovany solubilni, oviem nesecernovany
transgenni produkt. Bunécné klony s modifikovanou subcelularni lokalizaci DPP-1V nebyly
z hlediska exprese DPP-1V stabilni a nebylo je tudiZz mozné pouZzit pro funkéni experimenty.

4.2.  Transgenni bunécné linie nesouci rizné formy FAP

Bunécné linie U373on byla pouZita pro dalSi kotransfekci vektorem FAP/pTRE a
FAPmut/pTRE spolu s vektorem pro hygromycinovou rezistenci. Jako u predeslych transfekci
byly bunky po transfekci udrzovany v selekénim médiu s obsahem geneticinu a hygromycinu.

Rezistentni klony byly expandovany a byla ovéfena schopnost doxycyklinem indukované
exprese FAP. U klon(l bunék s enzymové aktivni formou fibroblastového aktivacniho
proteinu byl pozorovan nardst hydrolytické aktivity indukovanych bunék oproti prislusné
kontrole (bunky bez indukce exprese transgenu). U bunék s mutovanou, enzymoveé neaktivni
formou FAP, nedoslo k narlstu specifické enzymové aktivity po 72 hodinové indukci
koncentraci 10 g/ml doxycyklinu. Hodnoty exopeptidazové aktivity FAP se u indukovanych
bunék pohybovaly na urovni kontrolnich neindukovanych bunék (obréazek €. 3).
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Obrazek ¢. 3: Relativni hydrolyticka aktivita vybranych kloni U373onFAP a U373FAP mut
exprimujicich FAP po indukci doxycyklinem 106 g/ml, 72 hodin. CS — hydrolyticka aktivita
stanovena na povrchu bunék; T — hydrolyticka aktivita stanovena po pfidavku Tritonu X-100 (f.c.
0,1%); -Dox — transfekované burniky bez indukce exprese transgenu doxycyklinem; +Dox —
transfekované buiiky po indukci doxycyklinem. Hodnoty jsou udavany jako prtmér osmi
nezavislych méfeni +SEM.
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Exprese FAP proteinu v bufikdch U3730nFAP byla indukovana rozdilnou koncentraci
doxycyklinu (f.c. 1*107 az 5*10° g/ml) v rdiznych Gasovych intervalech (24 — 120 hodin). Jiz
velmi nizka koncentrace doxycyklinu (f.c. 1*107 g/ml) aktivuje expresi transgenu FAP.
Nejvy3si exprese FAP proteinu bylo dosazeno pfi finalni koncentraci 1*10° g/ml doxycyklinu
po 72 hodinach (obrézek €. 4). Tato koncentrace byla nadale pouZivana pro ostatni in-vitro
experimenty.

0,70 A mK
(o]

=] @ 10-7 g/ml Dox
c
= 0,60 A
..g @ 10-6 g/ml Dox
- B 5*10-6 g/ml Dox
g 050 -
N
>
o)
=
8 0,40 A
4
=
L 0,30 -
=
()]
Q.
3
S 0,20 A
(7]
©
N
=
2 0,10 A
prar)
)
[¢)]
(4

0,00 -

24hod 48hod 72hod 96hod 120hod

Obréazek €. 4: Relativni zastoupeni exprese FAP proteinu k celkovému proteinu v burikach
U3730nFAP. Exprese FAP proteinu byla indukovana rtiznymi koncentracemi doxycyklinu (f.c. 107 az
5*10 g/ml), v rliznych Gasovych intervalech (24 - 120 hod). Data predstavuji prdimér ze dvou nezavislych
analyz +SEM.

Metodou ELISA a pritokovou cytometrii s pouzitim specifické protilatky byla
kvantifikovana zvysené exprese variant FAP proteinu po 72 hodinové indukci exprese
doxycyklinem u obou typl transfektant(i (obrazek ¢. 5).

Metodou real time RT-PCR byla potvrzena exprese mMRNA FAP a FAP mut ve vybranych
bunécnych klonech (obrézek €. 6).

K ziskani homogenné exprimujici populace bunék byly vybrané klony U373onFAP
a U373onFAP mut bunék imunomagneticky separovany. Exprese transgenu u bunék byla
indukovana doxycyklinem, nasledné byly buriky selektovany na zékladé exprese FAP
proteinu pomoci specifické monoklonalni protilatky spolu se supermagnetickymi partikulemi
konjugovanymi s pFislusnou sekundarni protilatkou. Kultivovana byla tzv. pozitivni frakce
bunék, tedy burky, které béhem separace exprimovaly danou variantu FAP proteinu.
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Obréazek ¢. 5: FACS histogram bunék U373onFAP a U373onFAP mut. Teckovana linie -
kontrola barveni; Cerné linie - transfekované buriky bez indukce exprese transgenu doxycyklinem;
Sedy sloupec — transfekované buriky po indukci doxycyklinem (10 g/ml, 72 hodin). Uvadéna
hodnota MFI je pro FAP exprimujici buriky vzhledem ke své kontrole.
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Obréazek €. 6: Exprese mMRNA FAP a FAP mut ziskand metodou real time RT-PCR,
normalizovano na lidsky beta-aktin v transfekovanych liniich odvozenych z U373. Cerné
sloupce — transfekované buriky bez indukce exprese transgenu doxycyklinem; Sedé sloupce —
transfekované buiiky po indukci exprese doxycyklinem (10° g/ml, 72 hodin). Cisla znagi
nasobek exprese proteinu daného klonu vGci pFislusné kontrole.

Pozitivni frakce bunék byly dale kultivovany v selekénim médiu bez pritomnosti

doxycyklinu, ¢imzZ ustala exprese transgenu. V pribéhu dal$ich pasazi bylo pod mikroskopem

pozorovano postupné vyredéni supermagnetickych partikuli. Schopnost indukce exprese
daného transgenu byla u bunék opétovné ovérena. Po této procedufe nedoslo u bunék ke
zjevnym morfologickym zménam. Mira proliferace a schopnost adheze nebyly ovlivnény.
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4.3.  Transgenni bunécné linie nesouci fluorescenéni reportér mKate2

Pro umoznéni intravitalni detekce transgennich bunék nesoucich rdizné varianty genu pro
DPP-1V v modelu in-vivo bylo vyuzito fluorescencniho reportérového systému mKate2.
Stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie U373onDPP-1V a U373onDPP-
IV mut byly ve Ctvrté pasazi transfekovany vektorem pcDNA4 s mKate2 a nasledné
selektovany stabilni transfektanty pomoci antibiotika zeocinu. Nové vzniklé stabilni klony
byly expandovany a byla u nich ovéfena stabilni exprese mKate2. Metodami stanoveni
enzymoveé aktivity a pritokové cytometrie byla ovéfena doxycyklinem zprostfedkovana
exprese variant DPP-1V proteinu.

Vybrané klony byly pouzity pro implantaci do mozku imunodeficientnich mysi.
Intravitalni sledovani rozvoje nddoru in-vivo probihalo na pfistroji iBox® Scientia Small
Animal Imaging System (UVP, LLC Biolmaging Systems).

Dalsi vyuZiti modelu intravitalni monitorace rlistu xenotransplantatl pomoci
fluorescencniho reportérového systému popisuje ve své dizertacni praci MUDr. Marek HilSer
(HilSer 2016). Tento model je vhodny pro orientacni sledovani a semikvantitativni hodnoceni,
nikoliv vSak pro pfesnou kvantifikaci rlistu intrakranialniho tumoru (Hilser et al. 2012).

4.4, Ovéreniindukovatelnosti exprese DPP-IV a FAP in-situ

Pro dalsi studium biologickych funkci DPP-IV a FAP v procesech gliomageneze
v modelu homotopni implantace transfekovanych bunék do mozku imunodeficientnich mysi
bylo nutné ovéfit schopnost exprese transgenu rovnéz in-situ. Buriky s indukovatelnou expresi
divoké formy nebo mutované enzymové neaktivni transmembrénové DPP-1V a FAP byly
implantovany do mozku imunodeficientnich mysi NOD.129S7(B6)-Ragltm1Mom/J (The
Jackson Laboratory, USA). Nasledujici den byla zvifata nahodné rozdélena do dvou skupin.
Experimentélni skupiné byl po celou dobu experimentu podavan doxycyklin v pitné vodg,
kontrolni skupina méla jen pitnou vodu. Po Etyfech tydnech rdstu nadoru byla zvifata
usmrcena a byly pfipraveny kryofezy mozkové tkané. Imunohistochemickymi metodami
s vyuzitim specifickych protilatek byla potvrzena exprese enzymove aktivni i enzymoveé
neaktivnich forem DPP-1V a FAP u skupiny zvifat, kterym byl podavéan doxycyklin (obrézek
C. 7).
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Obréazek €. 7: Potvrzeni in-situ inducibility exprese transgenu po sterotakticky Fizené orthotopické
implantaci do mozku imunodeficientni mysi. Exprese in-vivo DPP-1V a FAP byla indukovana doxycyklinem
podavanym v pitné vodé pfi kone€né koncentraci 2 mg/ml od prvniho dne implantace. Segmenty mozku
byly barveny za pouZiti Anti DPP-1V E19 a Anti FAP D8 a se sekundarni protilatkou (Alexa Fluor 546
a Alexa Fluor 488), zvétSeni 40x.

4.5.  Vliv nddorové asociovanych fibroblastl na gliomové burky in-vitro

Nadoroveé asociované fibroblasty svoji produkci sloZek extracelularni matrix, ristovych
faktor(, cytokind a chemokind vyznamné ovliviiuji biologické vlastnosti tumor(. Pro zjisténi
moznych humoralnich interakci CAFs s bufikami glioblastomu, bylo vyuZito kondiciované
médium z nadorové asociovanych fibroblastd a byl studovan vliv normalnich fibroblastti na
proliferaci a chemotaxi gliomovych bunék.

4.5.1. Kondiciované médium z kultur CAFs podporuje rdst gliomovych bunék in-vitro

Pro ovéreni efektu mezenchymalnich bunék na rlistové vlastnosti gliomovych elementd,
byly buriky U87 a U373 kultivovany v kondiciovaném médium z CAFs a NFs bunék. U obou
bunécnych linii doslo v podminkéach in-vitro ke zvyseni bunééného rlstu béhem kultivace
v CAF- a NF-kondiciovanych médiich v porovnani s kontrolnim médiem (obrazek €. 8).

Po jednom tydnu kultivace gliomovych bunék v kondiciovaném médium doslo
v porovnani s kontrolou u bunék U87 v NF- a CAF-kondiciovaném médiu k nardstu poctu
bunék 2,6x respektive 2,8x. U U373 bunék doslo k 3,5x navyseni v NF-kondiciovaném médiu
a 3,7x navyseni poCtu bunék v CAF-kondiciovaném médiu. Nebyl pozorovén statisticky

31



vyznamny rozdil v plsobeni mezi CAF- a NF-kondiciovaného média na proliferaci
glioblastomovych bunék.

Tyto vysledky naznaCuji, Ze CAFs a NFs produkuji sekre¢ni faktory, které obdobné
v podminkach in-vitro podporuji rlst gliomovych bunék.
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Obrazek ¢. 8: Rlst U87 a U373 gliomovych bunék v kondiciovaném médiu z normalnich (NF-KM) a
nadorové asociovanych (CAF-KM) fibroblastl s pridavkem 1% FBS. Pocet bunék byl normalizovan k
hodnotam bunék v kontrolnim médiu v prvnim dni experimentu. Vysledky jsou zobrazeny jako primér
+SD z alespon dvou nezavislych experimentd provedenych v kvadruplikatech. *p<0.01 (analyza rozptylu s
opakovanym méfenim ANOVA, Scheffého metoda mnohonéasobného porovnani) pro NF- a CAF-
kondiciované média vs. kontrolni médium.

4.5.2. Kondiciované médium z CAFs plsobi jako silnéjsi chemoatraktant v porovnani
s kondiciovanym médiem z NFs

Stromalni buniky nejen podporuji proliferaci transformovanych bunék, ale maji vliv i na
jejich migra¢ni potencial. Porovnavali jsme GCinek CAF- a NF-kondiciovaného média na U87
gliomové bunky pres kultivacni inzert s 8 um pory. Obé kondiciovand média zvysila migracni
potencial bunék U87 v porovnani s kontrolnim bezsérovym médiem. U87 gliomové buriky
migrovaly 2,2x vice k CAF-kondiciovanému médiu ve srovnani s NF-kondiciovanym médiem
(p<0,01, obrazek ¢. 9 a). Obdobnych vysledkl bylo dosazeno i u gliomovych bunék U373
a T98G, kde doslo k priblizné 40% nardstu bunééné migrace ke CAF-kondiciovanému médiu
v porovnani s NF-kondiciovanym médiem (p<0,01, obrazek €. 9 b). Tyto vysledky naznacuji
kvalitativné jinou a/nebo kvantitativné vétsi produkci sekretovanych chemotaktickych
mediator( nadorové asociovanymi fibroblasty v porovnani s normalnimi fibroblasty.
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Obrézek €. 9: a) Chemotaxe U87 gliomovych bunék ke kontrolnimu (nekondiciované, bezsérové) médiu
a kondiciovanému (bezsérové) médiu z kultur U7 (U87-KM), normalnich fibroblastt (NF-KM) a nadorové
asociovanych fibroblastd (CAF-KM). Bunécna migrace byla vyhodnocena po 24 hodinach. Pod pfislusnym
oznacenim jsou reprezentativni mikrofotografie bunék, které migrovaly ke specifikovanému
kondiciovanému médiu. £p<0.01, Kruskal-Wallis(v test. b) Chemotaxe U87, U373 a T98G gliomovych
bunék k bezsérovému médiu z normalnich fibroblasti (NF-KM) a nadorové asociovanych fibroblast( (CAF-
KM). Bunécna migrace byla vyhodnocena po osmi hodinach, *p<0.01, Mann-WhitneyGv U test. Poget
bunék nejméné ve dvou nezavislych experimentech provedenych v kvadruplikatech byl normalizovan k
hodnotam bun&éné migrace v NF-KM kazdého jednotlivého experimentu. Ctverce — medién; krabice — 25-
75% hodnot, vousy — rozmezi odlehlych hodnot.

4.6. Pfiprava koimplanta¢niho in-vivo modelu nadorové asociovanych
fibroblastu s glioblastomovymi bunéénymi liniemi

Pro studium gliomageneze in-vivo v kontextu komplexniho mozkového prostredi jsme
zaCali pripravovat mysi model stereotakticky kontrolované homotopni koimplantace bunééné
smési nadorové asociovanych fibroblastl a transformovanych glialnich elementdi.

Z predeslych experimentd jsme vyvodili jako minimalni vhodné mnozstvi implantovanych
gliomovych bunék 250 000 v 5 ul buné¢né suspenze, ke kterym bylo pfidano 500 000
fibroblastd. U mysi se po dobu experimentu (4 tydny) neprojevovaly zadné znamky zhorseni
celkového stavu.

Ve skupiné mysi, kterym byly implantovany bud samotné gliomové buriky U87 nebo
koimplantovany spole¢né s CAFs nebo NFs vznikly intrakranialni kulovité tumory. Vzniklé
tumory mély ostfe ohraniceny rlst bez invaze do okolni tkané. Nékteré vzorky tumor( byly
vyfazeny, protoze doslo k rlistu nadoru ¢astec¢né i do extracerebralniho prostoru. K tomu doslo
zvlasté ve skupiné mysi, kde byly implantovany samotné U87 gliomové buriky. Primérna
velikost tumoru byla 32,8 mm? (+SD 6,58 mm?®).

Samostatné implantované pripadné s fibroblasty koimplantované U373 gliomové buriky
daly vznik difaznim nador(im v misté vpichu bunééné suspenze. Byla pozorovana zietelna
invaze tumoru do okolni tkangé. | zde doslo u nékolika vzork( k rlstu extrakranialniho tumoru.
Velikost tumorl ve viech experimentalnich skupinach byla velmi mala (cca 1 mm?®), coz
znesnadiovalo sprdvnou kvantifikaci objemu tumoru.
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V pripadé vzorkd, kde byly implantovany samotné fibroblasty (CAFs nebo NFs) nedoslo
ke vzniku tumoru. Patrnd byla jen jizva v misté vpichu jehly (obrazek €. 10).

Z téchto ziskanych vysledk{ nebylo mozno posoudit vliv fibroblastti na riist
experimentélniho glioblastomu. U obou gliomovych buné&nych linii bude patrné tfeba
v dal§im experimentu optimalizovat poCet implantovanych bunék.

us87 U87/NFs

U373 U373/CAFs

CAFs NFs

Obréazek ¢. 10: Histologické Fezy mysich mozkU s (ko)implantovanymi burikami gliomovych linii a
fibroblasty. Cerna ipka: tumor, bilé Sipka: jizva v misté vpichu bun&&né smési. Zvétseni 20x (obr. a-f) a 100x (g,
h), zmrazené tkariové fezy 10 pm silné, barveni heamatoxylin a eosin.
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5. Diskuze

5.1.  Priprava stabilné transfekovanych lidskych gliomovych bunék nesoucich
varianty genu pro DPP-IV, FAP a mKate (cil I., Il., Ill.)

Transgenni bunécné linie jsou pouZzivany v zakladnim i aplikovaném vyzkumu pro
studium proteinovych funkci nejen v modelech in-vitro, ale i in-vivo. Béhem let byla vyvinuta
fada metod pro vneseni genetické informace do genomu buriky, tkané i celych organizm.
Systémy, které zajist'uji specifickou indukci genové exprese, nabizeji jedinené vyhody pro
feSeni rozmanitych biologickych otazek. Techniky genoveé regulace umoZiiuji rychlou, silnou,
precizni a predevsim reverzibilni indukci genove aktivity. Idealni systém proteinové exprese
ma vysokou specifitu G¢inku, nenaruduje zakladni metabolické procesy hostitelské bunky, ma
vysokou indukovatelnost, stravitelnost induk¢niho Cinidla, reverzibilitu a zavislost na davce
induk¢niho Cinidla (Bandaranayake a Almo 2014; Saez et al. 1997).

Pfiprava stabilné transfekovanych bunécnych linii, které exprimuji specificky protein, je
Casto pracna a Casové narocné zalezitost. Optimalizace podminek transfekce, dale podminek
ristu transfekovanych bunék a selekce klonl bunék schopnych exprese daného transgenu
miZe trvat 4-6 mésict (Almo a Love 2014). Béhem transfekce a pfiprav stabilnich bunéénych
linii se vektor s transgenem musi dostat do buné¢ného jadra a integrovat do jaderné DNA
buriky. Nejen sam proces transfekce in-vitro, ale i jeho funkéni dlisledek, exprese daného
proteinu, mlze ovlivnit cely priibéh pfipravy a preziti transfekovanych bunék (Mielke et al.
2000). V ramci mé préce se nepodarilo pripravit stabilni gliomové linie U373 nesouci gen pro
cytoplazmatickou nebo secernovanou formu genu DPP-1V. V obou pfipadech byl nékolikrat
optimalizovan proces transfekce. Vektor pTRE-Tight spolu s transgenem tvofi cca 4,6kb
velky vektor. Topologie celého komplexu DNA s kladné nabitymi lipidy nebo polymery je
zasadné vyznamna pro Uspéch pfenosu do jadra hostitelské buniky (Cherng et al. 1999). P¥i
transfekci linearni formy DNA lipozomem-zprostfedkované transfekce dochazi k nizsim
vytézklm v porovnani s transferem cirkularniho plazmidu DNA. Cirkularni forma plazmidu
utvari kompaktni komplex s transfek&nim Cinidlem, ktery je snaze vnesen do cytoplazmy
bunécnou endocytdzou, zatimco linearni forma je vice nachylné k degradaci (Groll et al.
2006). Na druhou stranu, pfi transfekci velkych plazmidl se v nékterych pripadech mlize jevit
linearni forma vice vhodna (Chancham a Hughes 2001). V naSich transfek&nich postupech
jsme u U373 bunék pouZzivali obé formy plazmidu.

Dalsim vyznamnym faktorem uréujicim funkéni disledky provedené transfekce bunék je
integrace rekombinantnich genli. Nami pouzita transfekéni metoda lipofekce vede k nahodné
inzerci transgenu do hostitelského genomu. Metoda neumoZzZiuje ovlivnit pfesné misto inzerce
do hostitelského chromozomu, pocet vnesenych kopii transgenu ani vyslednou kvantitu
produkce proteinu. Ve srovnani s jinymi metodami transferu se vyznaCuje obecné velmi
nizkymi vytéZzky (Gorman a Bullock 2000).

Dulezitym kritériem Gspésné proteinové produkce v rekombinantnich burikach je udrZeni
stability exprese transgenu po mnoho generaci transfekovanych bunék. V burikach bézné
dochazi k modulacim exprese proteinu nejen na molekularni trovni vnesené DNA do
hostitelského genomu, ale i dale v procesech spojenych s expresi daného proteinového
produktu a jeho stability. Jako soucast selektivni bunééné odpovédi na vneseny gen miize
dojit k potlaceni exprese, kterd pfi tom neni spojena se ztratou transgenu v hostitelském
genomu. Remodelace chromatinu a dal$i modulace, jako napFiklad methylace genu, acetylace
histonu, fosforylace a ubiquitinace proteinu, mohou byt zodpovédné za sniZeni a pfipadné
umi€eni transkripce a nasledné translace proteinu (Mielke, et al. 2000; Pikaart et al. 1998).

V obecné roviné tedy neni ztrata transgenu z hostitelského genomu jedinou moznou
pri¢inou nedspéchu exprese transgenniho produktu. Za dominantni bod kontroly proteinove

35



exprese je povaZzovana transkripce. Transkripce vneseného genu v Tet on systému umoziiuje
cilenou kontrolu exprese transgenu po pridavku indukéniho €inidla a navyseni proteinové
exprese by mélo zajistovat vysoke vytézky nezavislé na ostatnich pochodech buriky (Gossen
a Bujard 1992).

Vysledek indukce exprese transgenu indukénim Cinidlem ndm davé odpovéd, zda se
podarilo pfekonat viechny zminéné pfekazky pfi pripravé stabilné transfekované bunécné
linie. Pfes nékolik modifikaci postupu transfekce se ovSem nepodafilo ziskat stabilné
transfekované bunécné linie U373 schopne exprese cytoplazmatické i secernované formy
DPP-1V. Ve viech pfipadech byly ziskdny bunécne klony rezistentni na selek¢ni antibiotika,
ale po indukci exprese transgenu nebyl detekovan produkt na irovni mRNA. Pouze v pfipadé
bunécné linie nesouci DPP-1V se signalnim peptidem z Ig-kappa byl detekovéan solubilni
avsak intracelularné retinovany produkt, ktery vsak jiz nasledné nebyl detekovan v pozdégjSich
pasazich dané bunécné linie. Tyto vysledky svédéi po uplatnéni nezadoucich mechanizmd
regulace transgenu, pripadné jeho negativniho vlivu na exprimujici burnku.

V rdmci této préace se podarilo pFipravit klony U373 bunék exprimujici enzymové aktivni
a neaktivni formu FAP genu. S nardistem poctu pasazi u vzniklych transgennich bunécnych
linif byl pozorovan pokles exprese transgenu. Tento jev mize byt dan vySe zminénymi
mechanizmy buriky pro umléeni exprese transgenu. Dal$im moznym divodem je populacni
heterogenita vniklé transgenni bunécné linie. Po transfekci je tfeba izolovat bunécny klon,
ktery vzesel z jedné unikatni transfekované buriky. Pokud se jedna o smés netransfekovanych/
neexprimujicich bunék, které mohou mit vyhodu v rychlosti proliferace oproti burikam
schopné exprese transgenu, mize v celkové populaci dojit ke sniZzeni zastoupeni subpopulace
bunék schopnych exprese transgenu, a tim k poklesu proteinové produkce. Béhem préce
s transfekovanymi U373 burikami se ukazalo velmi sloZité ziskat unikatni bunécny klon, ktery
neobsahuje buriky jinych rezistentnich klonl z plvodni transfekované populace. U bunééné
linie U373 a jejich transfekovanych analogl jsme proto experimentalné ovéfili minimalni
hustotu bunék nezbytnou pro nasazeni do kultivani nadoby. Pokud byla hustota bunék pod
touto hranici, bufiky dostate¢né neproliferovaly a nebyly pouZitelné pro dalsi experimenty.

Van Craenenbroeck et al. (2001) demonstrovali vyuZiti Tet on systému pro regulovanou
expresi reportérového proteinu. Ve své préaci prezentuji rozdily v transfekci a vytéZzku
exprimovaného proteinu u dvou riznych bunéénych linii transfekovanych stejnym vektorem.
Vysledkem préce byly stabilné transfekované buiky s vysokou mirou proteinové produkce
transgenu. Jedna z bunécnych linii se jevila jako téZko transfekovatelna. V rdmci jednotlivych
transfekovanych klonl se znacné lisil proteinovy vytézek po indukci exprese proteinu. Z vyse
uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze Uspésnost pouZziti daného expresniho systému
v konkrétnim bunééném modelu zavisi na genetickém pozadi pouZzité bunécné linie a na
produkovaném proteinu.

K ziskani dostatecného poctu transgen-pozitivnich bunék poZadovaného fenotypu byla
v nasi praci vyuzita metoda MACS. Bunécna populace izolovana metodou MACS vykazuje
niZ8i mezibunécnou variabilitu a stlou hladinu exprese transgenniho proteinu ve srovnani
s burikami selektovanym jen na zakladé antibiotické rezistence (Kaufman 2000; Kaufman et
al. 2008). Pro zajisténi stability proteinové produkce variant FAP proteinu byla vyuZita
metoda magnetické separace bunék specifickou protilatkou u bunéénych linii U373onFAP a
U3730nFAP mut. Ziskané exprimujici subpopulace (pozitivni frakce) byly izolovany a
kultivovany pro dalsi studium. V pfipadé obou vzniklych transgennich bunécnych linii byl
s vysokym pocétem pasazi pozorovan narlst frakce bunék, ktera exprimovala dany transgen i
bez pfidaného indukéniho Cinidla. Z tohoto dlvodu byly vzniklé bunééné transgenni linie
pouzivany maximalné do 30. pasaze.

Tretim cilem mé prace byla pfiprava transgennich bunécnych liniich U373onDPP-1V a
U3730nDPP-1V mut exprimujici fluorescen¢ni protein mKate2. Dané bunécné linie byly
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pripraveny a Uspé$né pouZity pro intravitalni monitoraci rlistu xenotransplantat(i v mozku
imunodeficientnich mysi (Hilser, et al. 2012).

5.2. Ovéreniindukovatelnosti exprese DPP-IV a FAP in-vivo (cil IV.)

Tet regulacni systémy rovnéz umoZzniuji silnou a tkanoveé specifickou kontrolu
individualnich genl ve vysSich organizmech in-vivo (Gossen a Bujard 1992). MoZnost
kontrolované indukce genové exprese vede oproti ostatnim systém(m k zamezeni dlouhodobé
a nekontrolované expresi, a tim i pfipadnym nezadoucim systémovym ucinkim. Doxycyklin
nebo néktery z jeho derivatl, je schopen snadno prochéazet bunéénou membranou a ma
vysokou afinitu k rtTA proteinu. Koncentrace doxycyklinu potfebné k zajisténi regulovane
genové exprese v savéich bunkach se pohybuje v hodnotach, které pravdépodobné nevykazuji
vedlejsi G€inky na urovni celého organizmu (Bdcker et al. 1981; Sprengel a Hasan 2007). Tet
on systém zaruCuje presnou kontrolu genové exprese v podminkéach in-vivo, kdy je
doxycyklin podavan oralné po transplantaci bunék do zvifecich modelli (Xia et al. 2008).
Oproti jinym indukénim €inidIGm je schopen piekonat rovnéz hematoencefalickou bariéru, a
tudiz mize byt vhodny k indukci genové exprese bunék implantovanych do mozku
(Yamamoto et al. 2003). To potvrdili i nase vysledky, kdy ziskané transfekované bunécné
linie nesouci rlizné enzymové varianty transgenll pro DPP-1V a FAP byly implantovany do
mozku imunodeficientnich mysi a po podani doxycyklinu se podafilo navodit jejich expresi
in-vivo. Z&roven nebyly pozorovany zjevné vedlejsi ucinky doxycyklinu.

5.3.  Vliv nadorové asociovanych fibroblastl na gliomové burky in-vitro (cil V.)

Biologické procesy souvisejici s tumorigenezi, jako je bunéény rdst, diferenciace, lokalni
agresivita a metastatické Sifeni transformovanych bunék, jsou z velké Casti determinovany
komplexnimi interakcemi nddorového mikroprostfedi (Li, et al. 2007). Soucasné poznatky
fadi CAFs mezi klicové ucastniky nadoroveho prostfedi (Cirri a Chiarugi 2011). CAFs
produkuji sloZky extracelularni matrix a soucasné se i podileji na proteolytické degradaci
ECM, produkuji a uvoliiuji Siroké spektrum lokalnich mediatord, mezi néz patfi rlstové
faktory, které ovliviuji dalSi stroméalni a nadorové bunky (Smetana, et al. 2013).

V soucasné dobé nejsou stale dostatecné popsany mechanizmy jakymi se CAFs, pripadné
buriky CAFs podobné, Gcastni vzniku a rozvoje gliom(. V nasi laboratofi byly popsany GFAP
negativni buriky z lidské glioblastomové tkané, které exprimuji charakteristické CAF markery
(0-SMA a TE-7) (Trylcova, et al. 2015). Tento nalez je v souladu s vysledky Clavreul, et al.
(2012), kterd izolovala z lidského glioblastomu subpopulaci stroméalnich bunék exprimujicich
a-SMA pfipominajici nadorové asociované fibroblasty. Pericyty exprimujici a-SMA mohou
v centralni nervové soustavé vykazovat funkce analogické extracerebralnim fibroblastlim
(Goritz et al. 2011). Tim se tyto bunky povazuji za mozny lokalni zdroj bunék podobnych
CAFs v glioblastomech. a-SMA pozitivni pericyty vyznamné prispivaji k mikrovaskularni
proliferaci (Wesseling et al. 1995) a experimentalni studie svédci pro jejich dilezitou Glohu
v neovaskularizaci gliom( (Najbauer et al. 2012). Dal$im moznym zdrojem bunék
s vlastnostmi CAFs v glioblastomu jsou hostitelské mezenchymalni kmenové bunky, které
jsou rekrutovany do gliom( (Behnan et al. 2014) a pravdépodobné aktivné podporuji
nadorovou neovaskularizaci (Birnbaum et al. 2011; Clavreul, et al. 2014).

Né&dorové asociované fibroblasty izolované z lidského maligniho melanomu byly pouzity
pro studium moznych parakrinnich interakci mezi mezenchymalnimi burikami a burikami
gliomu. Jak buriky glioblastomu, tak i melanomu jsou neuroektodermalniho plivodu. Navic
drivéjsi studie prokéazaly, Ze biologicka aktivita CAFs bunék neni nezbytné zavisla na typu
nadoru, ze kterého pochazeji (Dvorankova, et al. 2012).
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RUst a migrace gliomovych bunék byly signifikantné stimulovany CAF-kondiciovanym
médiem. Pro-riistovy efekt kondiciovanych médii je pravdépodobné zplisoben primym vlivem
na proliferaci gliomovych bunék; proliferacni ukazatel Ki-67 byl exprimovan u vysokého
procenta populace gliomovych bunék rostoucich v kondiciovaném médiu (Trylcova, et al.
2015).

Navyseni ristu gliomovych bunék v naSem experimentalnim usporadani bylo
kvantitativné podobné v podminkach CAF- a NF-kondiciovaného média. Normalni lidské
fibroblasty mohou v pocatecnich fazich nadorové transformace inhibovat rdst malignich
bunék. Ve vysSich stupnich rozvoje nddorového onemocnéni se vSak predpoklada, ze i
normalni fibroblasty pfitomné ve stromatu nadoru rlist transformovanych bunék podporuji
(Cornil et al. 1991).

Fibroblasty produkuji Siroké spektrum biologicky aktivnich latek véetné proteind
extracelularni matrix a rdstovych faktor( podporujici zachovani vlastnosti kmenovych bunék
(Prowse et al. 2007). Podobné faktory mohou stimulovat i rlist gliomovych bungk.

Na rozdil od podobného proristového efektu CAF- a NF-kondiciovanych médii se
kvantitativné liSil vliv kondiciovanych médii na migraci gliomovych bunék. CAF-
kondiciované médium vyraznéji podporuje migraci gliomovych bunék in-vitro. Mezi zndmé
parakrinni faktory sekretované naddorové asociovanymi fibroblasty mimo jiné patfi Galektin-
1. Galektin-1se podili na pfeméné fibroblastli v CAFs (Valach, et al. 2012) a dokaze zvySovat
migraci gliomovych bunék (Camby et al. 2002; Sayegh et al. 2014). Nadorové asociované
fibroblasty produkuji mimo jiné I1L-6, TGF-beta, hepatocytarni rdstovy faktor a chemokiny
jako je CXCL-12 (Cirri a Chiarugi 2011), které rliznymi mechanizmy podporuji migraci
gliomovych bunék (Sayegh, et al. 2014).

5.4.  Pfiprava koimplantacniho in-vivo modelu nadorové asociovanych
fibroblastu s glioblastomovymi bunécnymi liniemi (cil VI.)

Soucasné vyzkumy poukazuji na vyznam nadoroveé asociovanych fibroblastl pfi vzniku a
rozvoji nadorovych onemocnéni (Cirri a Chiarugi 2011; Navab et al. 2016). V lidském
glioblastomu je predpokladana minimaini pritomnost fibroblast(, ale jejich funkce jsou patrné
vykonavany jinymi bunéénymi elementy (Clavreul, et al. 2012; Clavreul, et al. 2014;
Svensson, et al. 2016; Trylcova, et al. 2015). Analyza biologickych in-vitro a zejména in-vivo
dasledk( kokultivace gliomovych bunék s CAFs mUze odhalit obecné platné funkéni vztahy
v nadorovém mikroprostfedi, vyznamné pro rozvoj nadoru.

V ramci mé dizertacni prace byly zahajeny in-vivo experimenty pro objasnéni disledkd
interakce nadorové asociovanych fibroblast(i a transformovanych glialnich elementd pro
onkogenetické procesy v kontextu realného nadorového mikroprostfedi. Pfima kokultivace
rtznych bunéénych populaci zahrnuje nejen humoralni parakrinni komunikaci jednotlivych
bunék a jejich populaci, ale umoZiiuje sledovat i ddsledky kontaktni komunikace, typicky
vedouci k epitelové-mezenchymové transformaci nadorovych bunék a k diferenciaci lidskych
kmenovych mezenchymalnich bunék (Bhattacharya et al. 2012).

Vyznamnym proteinem, ktery ovliviiuje procesy v nadorovém mikroprostfedi, a tim
biologické chovani nadoru, je fibroblastovy aktivacni protein o. FAP je exprimovan nejen
nadorove asociovanymi fibroblasty, ale i dalSimi typy stromélnich a nadorovych bunék
(Busek, et al. 2016; Koczorowska et al. 2016; O'Brien a O'Connor 2008; Shan et al. 2012).
Svym plsobenim ovliviiuje sekreci a plisobeni proangiogennich faktor( a protein( G¢astnicich
se na remodelaci extracelularni matrix (pro prehled Busek, et al. (2016), Kelly, et al. (2012)).

Vysledky ziskané s vyuZzitim z koimplantacniho in-vivo modelu nadoroveé asociovanych
fibroblastd spolecné s glioblastomovymi bunéénymi liniemi s indukovatelnou expresi FAP
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proteinu by mohly pomoci pochopit vztahy jednotlivych bunécnych populaci v redlném
nadorovém mikroprostredi.

6. Zavéery

Cil I.: nepodarilo se pfipravit stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie
regulovatelné exprimujici intracelularné lokalizovanou €i sekre¢ni formu lidské DPP-1V.

Cil I1.: podafilo se prFipravit stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie
U373 regulovatelné exprimujici divokou formu lidského FAP s neporuSenou katalytickou
triadou a bunky s mutovanou, enzymové neaktivni variantou FAP proteinu.

Cil 111.: podafilo se pFipravit stabilné transfekované lidské glioblastomové bunécné linie
s fluorescencnim reportérovym systémem mKate2, které byly pouZzity k in-vivo monitoraci
intrakranialniho rlstu tumorG (Hilser, et al. 2012).

Cil IV.: podarilo se prokazat indukovatelnost exprese DPP-IV a FAP proteinu a jejich
variant v in-vivo modelu homotopni implantace transfekovanych bunék do mozku mysi.
Tento systém indukovatelné transgenni exprese byl Uspésné pouzit pro studium vlivu DPP-1V
a FAP na rlist modelovych intrakranialnich tumorl (Busek, et al. 2016; Busek, et al. 2012).

Cil V.: byly zahdjeny in-vitro experimenty ke zjisténi vlivu nddorové asociovanych
fibroblastd na rlistové vlastnosti gliomovych bunék. Ziskané vysledky naznaduji, Ze se
mezenchymalni stromalni buriky svymi sekretovanymi faktory konkrétné podileji na kontrole
rlstu a migrace transformovanych glialnich elementd secernovanymi biologicky aktivnimi
molekulami (Trylcova, et al. 2015).

Cil VI.: byla zahajena pFiprava in-vivo koimplantan¢niho modelu nddorové asociovanych
fibroblastl spolu s gliomovymi burikami do mysiho mozku.
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Seznam zkratek

a-SMA alfa aktin hladké svaloviny

ADA Adenosindeaminaza

AEBSF 4-(2-aminoethyl) benzensulfonyl fluorid hydrochlorid
APCE Enzym §tépici antiplasmin (Antiplasmin-cleaving enzyme)
BSA Hovézi sérovy albumin
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CAFs
CD26
CNS
CSCs
DASH

DAPI
DMEM
DMSO
Dox
DPP
ECM
EDTA
ELISA
FACS

FAP

f.c.

FBS
G-CSF
GIP
GLP
GM-CSF

Né&dorové asociované fibroblasty

Diferenciacni antigen lymfocyt(l, zndm také jako DPP-I1V
Centralni nervové soustava

Néadorové kmenove buriky

Dipeptidylpeptidaze-1V aktivitou a/nebo strukturou
homologni

4',6-diamidin-2-fenylindol

Dulbecco’s modified Eagle’s médium
Dimethylsulfoxid

Doxycyklin

Dipeptidylpeptidaza

Extracelularni matrix

Kyselina ethylen-diamin-tetraoctova

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fluorescence-activated cell sorting/selekce bunék aktivovana
fluorescenci

Fibroblastovy aktivacni protein o

Vysledna koncentrace

Fetalni hovézi sérum

,»Granulocyte colony-stimulating factor*

Gastricky inhibi¢ni polypeptid

Glukagonu podobny peptid
,.Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor*

H-Gly-Pro-AMCGlycyl-L-prolyl-7-amidomethylkumarin

IL

KM

M

MACS
mDPP-1V
MFI

NFs

NPY
NSCs
oD

PBS

PF

PYY
QPP
RANTES
RT-PCR
rtTA

SDF-1
SP
TBS
TE-7
T98G
U373
us7
WHO

Interleukin

Kondiciované médium

mol/I

Magnetic-activated cell sorting/magneticka separace bunék
Mutovana forma DPP-IV

Median intenzity fluorescence
Normalni dermalni fibroblasty
Neuropeptid Y

Neuralni kmenové buriky

Optickéa denzita

Fosfatovy pufr

Pozitivni frakce

Peptid YY

»Quiescent cell“ prolinova dipeptidaza

»,Regulated on activation normal T-cell expressed and secreted*

Kvantitativni polymerdzova retézova reakce v redlném Case
Reverse Tc-controlled transactivator/reverzni tetracyklinem
kontrolovany transaktivator

Stromal cell-derived faktor 1

Substance P

Tris pufr

Protilatka pro detekci fibroblast(, klon TE-7

Lidska gliomova buné¢né linie

Lidska gliomova buné¢né linie

Lidska gliomova buné¢né linie

Svétova zdravotnicka organizace



wt Wild type/divoky typ
Z-Gly-Pro-AMC N-benzylokarbonyl-glycyl-L-prolyl-7-amidomethylkumarin
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