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Souhrn

Maligni gliomy se fadi mezi vysoce agresivni nadorova onemocnéni. Primérna doba
preziti pacientli nepfesahuje 15 mésicti. Pfes intenzivni vyzkum se dosud nedafi nalézat
terapeutické strategie, které by vyznamnym zpisobem prodlouzily zivot postizenych timto
onemocnénim.

Jednu z oblasti vyzkumu mozného terapeutického zacileni v onkologické 1&6¢bé
predstavuji protedzy bunécného povrchu. Do této skupiny proteinti patii i dipeptidylpeptidaza
IV (DPP-1V). Zména exprese DPP-IV byla prokazana v riznych typech nadorovych
onemocnéni a také v malignich gliomech. Poznani role DPP-IV v biologickych procesech
tohoto maligniho onemocnéni muze prispét k rozvoji novych terapeutickych modalit.

Cilem této dizertatni prace bylo zavést xenograftovy ortotopicky model gliomu a
geneticky modifikovany model gliomu (genetically engeneered model, GEM). Dale jsme
zkoumali vliv DPP-1V na rist experimentalniho gliomu a zaméfili se na rozliSeni podilu jejiho
katalytického a nekatalytického mechanismu v tomto procesu. V GEM modelu jsme sledovali
enzymovou aktivitu a distribuci DPP-IV. Pro intraexperimentalni sledovani dynamiky rtstu
experimentalnich gliomi jsme testovali vhodnost neinvazivni fluorescenéni zobrazovaci
metody.

Vysledky prace wukézaly, ze DPP-IV negativné¢ ovlivilovala rist gliomu
Vv xenograftovém ortotopickém modelu. Tento vliv se uplatioval bez ohledu na jeji
katalytickou funkci. V transgennim modelu gliomu jsme pozorovali zvySenou DPP-IV-
podobnu aktivitu oproti kontrolni tkani, ale nardst kanonické DPP-1V nebyl statisticky
vyznamny. V tumorech transgenniho modelu jsme ukazali, Ze oproti zdravé mozkové tkani
doslo v nadorové tkani ke zméné distribuce DPP-1V. Zatimco ve zdravé tkani byla DPP-1V
exprimovana na cévach a kapilarach, novotvofené dysplastické nadorové Kkapilary ji
neexprimovaly. V nadorové tkani byla DPP-1V exprimovana individualnimi butnikami
nachazejicimi se predev§im v okoli cév. Pfi validaci neinvazivni fluorescencni zobrazovaci
metody jsme zjistili, ze neni vhodna pro piesny odhad objemil experimentalnich tumort, ale
muze byt vyuzivana pro semikvantitativni detekci rastu tumorti.

Ptestoze je DPP-IV ve zvySené mife exprimovana ve vysoce malignich glidlnich
nadorech, naSe prace vsouladu s vysledky jinych autori ukazala, ze DPP-IV ma
pravdépodobné  kompenzatorni  antitumorigenni  uCinky. Experimenty s vyuzitim
xenograftového modelu ukazaly, ze menSi rst tumorli spojeny se zvySenou transgenni
expresi DPP-IV transformovanych glidlnich bunék nezédvisi na enzymové aktivit¢ DPP-IV.
V GEM modelu byla DPP-IV spontanné exprimovana pfevazné stromalnimi buiikami. Tato
pozorovani nasvéd¢uji, ze biologicka role DPP-IV Vv jednotlivych kompartmentech nadoru
muze byt riizna.

Nase vysledky rozsifuji znalosti o roli DPP-IV v onkogenezi, jejiz pochopeni je
ptedpokladem jak dalSiho vyuziti, tak i ptfipadnych rizik terapeutického cileni této molekuly.



Summary

Malignant gliomas belong to a highly aggressive class of tumours. Average patient
survival time generally does not exceed 15 months. Despite intensive research, no therapeutic
strategies capable of significantly extending the lives of those affected by the disease have
been established to date.

One potentially viable area of research into possible therapeutic targets in cancer
therapy focuses on cell surface proteases. This group of proteins includes dipeptidyl peptidase
IV (DPP-1V). Changes to DPP-IV expression have been established in the case of various
cancer types including malignant gliomas. Understanding the role of DPP-1V in the biological
processes of this malignant disease may thus contribute to the development of new therapeutic
modalities.

This thesis is therefore dedicated to establishing an orthotopic xenograft model as well
as a genetically engineered model (GEM) of the glioma. The effects of DPP-IV on the growth
of an experimental glioma were subsequently examined, as was the ratio of catalytic and non-
catalytic mechanisms in this process. The GEM model was used for monitoring enzymatic
activity and DPP-1V distribution. Non-invasive fluorescence imaging was employed in order
to monitor the intraexperimental dynamics of experimental gliomas.

The results indicated that DPP-IV negatively influences glioma growth in the
orthotopic xenograft model. This influence was found to be independent of its catalytic
function. While the transgenic glioma model produced evidence of increased DPP-IV-like
activity in comparison with control tissue, the growth of canonical DPP-IV was not
statistically significant. The transgenic model indicated that while no changes took place in
healthy brain tissue, changes in DPP-IV distribution occurred in model tumours. While DPP-
IV was expressed in blood vessels and capillaries in healthy tissue, it was not expressed in
newly formed dysplastic tumour capillaries. DPP-1V was expressed in individual tumour
tissue cells located especially in the vicinity of blood vessels. When validating non-invasive
fluorescence imaging, we found that this technique was not suitable for providing accurate
estimates of experimental tumour volumes, but that it may be used for the semi-quantitative
detection of tumour growth.

Although DPP-1V was increasingly expressed in highly malignant glial tumours, our
work has shown that — in accordance with previous studies — DPP-1V likely exerts
compensatory antitumour effects. Experiments employing the xenograft model indicate that
less extensive tumour growth associated with the high transgenic expression of DPP-1V in
transformed glial cells does not depend on its enzymatic activity. In the GEM model, DPP4
was spontaneously expressed primarily by stromal cells. These observations suggest that the
biological role of DPP-IV in various tumour compartments may differ.

Our results expand the existing body of knowledge regarding the role of DPP-IV in
oncogenesis; understanding these processes is a prerequisite for its further utilization as well
as for the recognition of the potential risks posed by the therapeutic uses of this molecule.



1. Uvod

Podstatou nadorového oOnemocnéni je transformace normalni bunky na buiku
nadorovou. Transformované buiniky se od netransformovanych buncék odlisuji fadou
regula¢nich mechanismd, véetné regulaci proliferace, bunééné smrti, diferenciace, schopnosti
migrovat do okolni tkané¢ a adherovat K bunéénym i nebunéénym strukturam tkanového
mikroprostiedi. Na zmén¢ biologickych vlastnosti bun¢k souvisejicich s jejich transformaci se
podili fada proteaz. Vyzkumy poslednich let ukazuji, ze jejich plisobeni vyznamnou mérou
ptispiva k propagaci maligniho chovani nadorovych onemocnéni (Kessenbrock a kol., 2010).
Vyznamnou skupinu proteaz zapojenych v biologickych procesech nadorové bunky
pfedstavuji proteazy bunécného povrchu (Mentlein, 2004). Pro tyto proteazy je
charakteristické, ze jsou ukotveny do cytoplazmatické membrany tak, Ze se jejich
proteolyticka aktivita uplatiiuje na vnéjsi strané¢ bunécné membrany. Nekteré z téchto proteaz
maji rovné€z svou solubilni formu, kterd je uvoliiovana do okoli bunék a/nebo do télnich
tekutin. Lze je proto chapat jako nastroj pro interakci buiiky s vnéj§im prostiedim. Je znamo,
ze funkce mnoha biologicky aktivnich peptidt, které se podileji na mezibunééné komunikaci,
nebo modifikuji extracelularni matrix, a tak ovliviuji tkanovou architekturu, je specificky
regulovana pravé témito proteazami (Wild-Bode a kol., 2001; Levicar a kol., 2003; Van Lint a
Libert, 2007).

Studium vyskytu a ptisobeni povrchovych protedz v nadorovych tkdnich ma vyznam
pii hledani novych onkologickych markert a terapeutickych cilt (Heissig a kol., 2015). Jednu
ze skupin protedz, kterd ma potencialni vyznam pro klinické vyuziti, pfedstavuji tak zvané
molekuly DASH - (Dipeptidylpeptidaze IV Aktivitou a/nebo Strukturou Homologni
molekuly*). Kanonickym reprezentantem, od néjz je tato skupina odvozena, je
dipeptidylpeptidaza IV (DPP-1V) (Scharpe a De Meester, 2001; Busek a kol., 2004; Busek a
kol., 2008; Vincenzo a kol., 2014).

Dysregulace exprese a proteolytické aktivity DPP-1V, popsand u mnoha typu
malignich nadord, vyvolava otazky o jejim biologickém ptisobeni a tloze v rozvoji a progresi
nadorového bujeni. To plati 1 v ptfipadé vysoce maligniho glidlntho nadoru mozku -
multiformniho glioblastomu, u kterého byla prokdzana zvySena exprese této proteazy
(Stremenova a kol., 2007; Mares a kol., 2012). Odhaleni biologické role DPP-IV v rozvoji
tohoto zavazného onemocnéni mulze poskytnout nové informace pro zlepSeni vcasné
diagnostiky a terapii (Davies a kol., 2015).

1.1. DPP-1V a jeji biologicky vyznam

1.1.1. Molekularni charakterizace DPP-1V

DPP-1V (CD26, EC 3.4.14.5) je transmembranova serinova proteaza, jejiz primarni
strukturu tvofi 766 aminokyselin (Obrazek 1). Z Sesti aminokyselin se sklada kratka
cytoplazmaticka doména, 22 aminokyselin tvofi hydrofobni transmebranovou doménu a 738
zbytkll pfedstavuje extracelularni ¢ast molekuly. Dominantni prvky extracelularni ¢asti DPP-
IV predstavuji alfa/beta hydrolazova doména a beta-vrtulova doména. Katalyticky funk¢ni
protein je homodimer (Hopsu-Havu a Glenner, 1966).

Alfa/beta hydrolazova doména obsahuje aktivni misto enzymu, které se sklada
Z katalytické triady tvofené aspartatem 708, histidinem 740 a serinem 630. Charakteristikou
hydrolazové aktivity DPP-IV je vysoce specifické odstépovani N-termindlniho dipeptidu ze
substrattl, které ve druhé pozici od N-konce obsahuji prolin nebo alanin (Mentlein, 1999).



Tento motiv se vyskytuje v primarni struktuie velkého mnozstvi biologicky aktivnich
oligopeptidii a je vysoce evolu¢né konzervovan. Priblizn¢ jedna tietina znamych lidskych
chemokinii obsahuje X-ProNH koncovy dipeptidovy motiv. Nékteré z téchto peptidii jsou
potvrzenymi substraty DPP-IV a o dalsich se predpoklada, ze jimi na zakladé své sekvence
mohou byt (Wolf a kol., 2008). Poznatky o biologickém pisobeni DPP-IV potvrzuji, ze
enzymova aktivita tohoto proteinu hraje vyznamnou roli vfadé fyziologickych a
patologickych dé¢jich (Vanhoof a kol., 1995).

Beta-vrtulovd doména DPP-1V se skladd z osmi sklddanych listd. Nachazeji se v ni
dvé charakteristické oblasti. Prvni oblast obsahuje vysoky pocet glykosylovanych zbytkl a
druha se vyznaCuje vysokym pocétem cysteinu (Weihofen a kol., 2004). Tyto vlastnosti
predurcuji DPP-1V pro vazebné nehydrolytické interakce s proteiny extracelularniho prostoru
(Piazza a kol., 1989; Loster a kol., 1995).

Kromé¢ transmebranové formy DPP-IV byly také popsany solubilni formy této
molekuly, které jsou krat$i o 30 nebo 39 aminokyselin od N-konce proteinu (Durinx a kol.,
2000).
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Obrazek 1. Dipeptidylpeptidaza 1V (CD26, EC 3.4.14.5)

(A) Primarni a kvartérni struktura DPP-1V. (B) Pohled shora na beta-vrtulovou doménu s osmi
skladanymi listy zahrnujici oblast s vysokym obsahem cysteinu a oblast s glykosylovanymi zbytky.
Pievzato a upraveno z (Klemann a kol., 2016).

1.1.2. Piiklady biologickych ucinkii katalytického a nekatalytického piisobeni DPP-1\V

Funk¢ni efekty podminéné katalytickym a nekatalytickym mechanismem G¢inku
DPP-1V byly popsany v fadé biologickych jevii. RozliSeni téchto funk&nich mechanismii ma
vyznam pro pochopeni vlivu DPP-1V na konkrétni biologické déje, véetné onkogeneticky
vyznamnych procest a tedy 1 moZnost navrhu pfipadné terapeutické intervence DPP-1V.

Katalyticky DPP-1V napiiklad ovliviiuje celou fadu imunoregula¢nich mechanismi
(Klemann a kol., 2016). Prostiednictvim S§tépeni neuropeptidu Y, které méni jeho
receptorovou preferenci tak, Zze zvysuje angiogenni aktivitu endotelialnich bunék a zaroven
ovliviiuje proliferaci a konstrikéni aktivitu bunc¢k hladkého svalu, se DPP-IV uplatiiuje
v regulaci angiogeneze. N¢které prace naznacuji, ze takto mize DPP-IV ovliviiovat pribéh
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ischemickych a rovnéz onkologickych onemocnéni (Zukowska-Grojec a kol., 1998; Kitlinska
a kol., 2003; Frerker a kol., 2007).

Enzymova funkce DPP-IV také sehrava roli v procesu piihojovani (engraftment) a
cileni (homing) kmenovych bunék kostni dien¢. Kontrola pohybu a cileni téchto bunék je
ovliviiovana signalizaci receptoru CXCR4 a jeho ligandu CXCL12, ktery je hydrolyticky
Stépen a tim inaktivovan DPP-IV. Pfi experimentalni inhibici enzymové aktivity DPP-1V
dochazelo k vyznamnému posileni cileni a ptihojovani kmenovych bunék do kostni diené
(Christopherson a kol., 2006; Tian a kol., 2006).

Hydrolyticka aktivita DPP-IV sehravd roli i v metabolickych regulacich, vcetné
ovlivnéni glukézové homeostazy. Proinzulinogenni peptid GLP-1 je substratem DPP-1V,
ktera ho S$tépenim inaktivuje. Specifické inhibitory DPP-IV jsou proto V soucasnosti
vyuzivany v 1é¢bé diabetu mellitu Il. typu (Nauck, 2016).

Nekatalytické¢ funkce DPP-1V jsou realizovany vazebnymi interakcemi s dal$imi
molekularnimi partnery.

Nehydrolytické funkce DPP-IV jsou zprostiedkovany jejimi vazebnymi interakcemi
s dalsimi molekularnimi partnery. Popsana byla interakce DPP-1V s adenosindeaminazou
(ADA) (Schrader a kol., 1990; Gorrell a kol., 2001). Exprese DPP-IV a jeji asociace s ADA
mize mit vyznam pro regulaci koncentrace adenosinu v mezibunééném mikroprostiedi. Timto
mechanismem muze exprese DPP-1V ovliviiovat proliferaci T-lymfocytt, a tim zasahovat do
imunitnich d&ji (Kameoka a kol., 1993; Ben-Shooshan a kol., 2002).

Ohnuma ve své praci dokazuje, Ze caveolin-1 pfitomny na membrané¢ antigen
prezentujicich bunék vazebné interaguje s DPP-IV na T-lymfocytech. Tato interakce se
v koneéném dasledku podili na jejich aktivaci (Ohnuma a kol., 2004). Dale byly jako
membranové ligandy DPP-IV popsany receptor pro tromboxan A2, CXCR 4 a Na'/H"
transportér proximalnich tubulti ledvin (Girardi a kol., 2001; Weihofen a kol., 2005).

Ze skupiny proteint extracelularni matrix byly popsany vazebné interakce DPP-1V s
fibronektinem a kolagenem typu | (Bauvois, 1988; Piazza a kol., 1989).

Interakce bun€k zprostiedkované vazbami DPP-1V s membranovymi proteiny
okolnich bun¢k nebo proteiny extracelularni matrix mohou ovliviiovat jak chovani okolnich
bunék, tak i adhezivni vlastnosti, migraci, invazivitu ¢i schopnost bunék exprimujicich
DPP-IV metastazovat. Tyto interakce tak mohou pfedstavovat vyznamny mechanismus
biologického ptsobeni DPP-IV ve fyziologickych a patologicky zménénych tkanich (Cheng a
kol., 2003; Demuth a Berens, 2004).

1.1.3. DPP-1V a jeji fyziologicky vyskyt v organismech

Dipeptidylpeptidaza IV byla poprvé popsana Glennerem a Hopsu-Havu v roce 1966
(Hopsu-Havu a Glenner, 1966). Je pfitomna Viad¢ tkani, bun€¢k a télnich tekutin za
fyziologickych stavil a Casto jeji exprese ¢i pritomnost doznava zmén za patologickych stavi
(Busek a kol., 2006).

DPP-1V se vyskytuje na fad¢ populaci imunitniho systému, zejména ovSem na
aktivovanych T lymfocytech, u nichz zprostiedkovava kostimulaéni signalizaci a reguluje
transendotelialni migraci (De Meester a kol., 1995; Iwata a Morimoto, 1999; Kahne a kol.,
1999).

Piitomnost DPP-1V byla dale prokazana na vybéZzcich podocytli, buiikach
proximalnich tubulii ledvin a v kartaiCovém lemu tenkého stieva (Schrader a Pollara, 1978;
Mentlein, 1999). Jeji vyskyt byl popsan v jatrech, plicich, krevnich cévach, thymu a
melanocytech. Lze ji detekovat v pankreatu v bunkach dukti a je také exprimovana A
bunkami Langerhansovych ostriuvku (Busek a kol., 2014; Omar a kol., 2014).



DPP-1V-podobna proteolyticka aktivita je pfitomna v krevni plazmé a semindlni
tekuting. 95 % této aktivity v krevni plazmé je tvofeno aktivitou solubilni formy kanonické
DPP-1V (Durinx a kol., 2000).

Ve zdravém lidském a potkanim mozku exprese DPP-1V identifikovana nebyla
(Schrader a kol., 1987).

Exprese DPP-IV riznymi bunéénymi typy a relativné Siroka distribuce v lidském
organismu napovida, ze DPP-IV zasahuje do fady fyziologickych procesti. Podrobnéjsi
poznani této molekuly ptineslo studium jeji biologické role v patologickych procesech.

1.1.4. DPP-1V a jeji vyskyt v nadorovych tkanich

Rada studii prokazuje, ze exprese a proteolyticka aktivita DPP-IV ve zdravych tkanich
se odliSuje od exprese a aktivity v nadorovych tkanich. Ve vétsiné piipadi malignit se aktivita
a genova exprese DPP-IV oproti zdravym tkanim zvySuje, ackoliv ve vlastnich nadorovych
bunkach to mize byt naopak. (Wesley a kol., 1999; Sedo a kol., 2008).

Narust exprese a aktivity DPP-IV v biopsiich lidskych nadord ve vétSiné ptipada
pozitivné koreluje se stupném malignity téchto nddori. To plati naptiklad pro nékteré typy
hematologickych malignit, vychazejicich z T-lymfocytl, u nichZ se zvySend exprese DPP-1V
omezovala na agresivngjsi formy téchto onemocnéni (Carbone a kol., 1995). Podobné tomu je
1 u nekterych solidnich tumort, naptiklad u gastrointestindlnich stromalnich nadorf, nadort
Stitné zlazy nebo melanomu. Agresivni tumory z folikuldrnich bunék S§titné zldzy vysoce
exprimuji DPP-1V, naproti tomu u benignich lézi nartst aktivity ani genové exprese zjistén
nebyl (Hirai a kol., 1999; Yamaguchi a kol., 2008). Analogicky maligni melanom Vv radialni
rastové fazi zvySené exprimuje DPP-1V, ale u benignich 1ézi je tento jev vzacny (Van den
Oord, 1998).

V piipadé mozkovych nadori vysokostupniové astrocytarni tumory a také
meningeomy vykazuji zvySenou aktivitu a genovou expresi DPP-IV v porovnani s méné
malignimi a vice diferencovanymi formami téchto onemocnéni (Stremenova a kol., 2010;
Mares a kol., 2012) (Pfiloha 3).

1.1.5. Biologické piisobeni DPP-1V v onkogenezi

Zvyseni exprese DPP-1V, popsané v fad¢ typu nadorovych tkani, vyvolava otazku, zda
DPP-1V hraje v onkogenezi protumorigenni nebo antitumorigenni roli (Hirai a kol., 1999;
Stremenova a kol., 2007; Mares a kol., 2012). Nartst exprese DPP-IV pozorovany piedevsim
u vysSich stupiii malignity nador nepiimo napovida, ze DPP-IV ma spiSe protumorigenni
ucinek. Nékteré prace ale ukazuji, ze efekt DPP-IV neni v tomto smyslu jednoznaény (Iwata a
Morimoto, 1999; Busek a kol., 2008). Studie zabyvajici se biologickym pisobenim DPP-1V
in vitro, a také v modelech tumora in vivo, pfinaseji vysledky potvrzujici antitumorigenni
pusobeni DPP-1V (Kajiyama a kol., 2002; Wesley a kol., 2004; Arscott a kol., 2009; Busek a
kol., 2012) (Ptiloha 2).

Dosavadni experimentalni prace studujici vysledny biologicky efekt DPP-1V na
onkogenezu nabizeji n€kolik alternativnich odpovédi pii wuziti riznych druht
experimentalnich ptistupt.

V prvnim pfistupu je zkoumdno plisobeni DPP-IV bez zaméfeni na rozliSeni
mechanismi, kterymi DPP-IV plsobi. Transgenné vyvoland stabilni exprese DPP-1V
v bunéénych liniich odvozenych z ovarialniho nadoru navodila morfologickou zménu téchto
bunék ve sméru vyssi bunééné diferenciace. Zaroven doslo ke snizeni invazivity a migracni
aktivity takto zménénych bunék. V pokusech in vivo z bunék stabiln¢ exprimujicich DPP-1V
na rozdil od kontrol bez exprese DPP-IV tumory nevznikaly (Kajiyama a kol., 2002). Zména



vlastnosti bunék navozend expresi DPP-IV byla dana do souvislosti se zvySenim produkce
E-cadherinu a pfirozenych inhibitord matrix metaloprotedz. Pricinny mechanismus pisobeni
DPP-IV na zvySeni produkce téchto molekul vSak nebyl osvétlen (Kajiyama a kol., 2003).
V jiném experimentalnim pfistupu snizeni exprese DPP-IV navozené prolongovanym
vystavenim bungk kolorektalniho karcinomu zvySenym koncentracim adenosinu in vitro
navodilo protumorigenni chovani téchto bunék. Jako mechanizmus tohoto efektu byl navrzen
pokles vazebné interakce bunky s fibronektinem v dusledku deplece DPP-1V, vedouci ke
snizené adhezivité bun¢k (Tan a kol., 2004).

Druhé skupina studii sleduje vliv DPP-IV na rGzné druhy transformovanych bunék, ale
navic se pokousi odlisit, zda jsou pozorované efekty zavislé na enzymové aktivité DPP-IV ¢i
nikoliv. Pro experimentalni feSeni tohoto problému byly zvoleny dva ptistupy. Prvni vyuziva
inhibici katalytické aktivity DPP-IV pomoci specifickych inhibitori a druhy je zalozen na
vyfazeni enzymoveé aktivity pomoci bodové mutace v aktivnhim misté enzymu. ZvySeni
exprese DPP-IV  navozené pomoci inducibilni exprese navodilo diferenciaci
neuroblastomovych bungk, inhibici migrace, snizeni jejich invazivity a potlaceni angiogeneze
in vitro. Tento efekt byl eliminovan pfidanim inhibitoru enzymové aktivity DPP-1V
diprotininu A. Jako pfimy mechanismus tumorsupresorového efektu up-regulace DPP-1V bylo
zjisténo Stépeni chemokinu SDF-1 a zaroven potlaceni exprese jeho receptoru CXCR4
(Arscott a kol., 2009). V jiném experimentalnim uspotadani podani diprotininu A in vitro
navodilo zvyseni proliferace a migrace u bunék odvozenych z karcinomu tlustého stfeva, coz
V tomto systému svédci pro antitumorigenni efekt DPP-1V. Za mechanismus ptisobeni DPP-
IV bylo navrzeno proteolytické §tépeni inkretinu GLP-2, ktery je v neStépeném stavu silnym
induktorem migrac¢ni aktivity bunék (Yusta a kol., 2000; Masur a kol., 2006). Diprotinin A
rovnéz zvySoval invazivitu bunéénych linii odvozenych z choriokarcinomu (Sato a kol.,
2002). Za pozornost stoji skutec¢nost, ze vysledky studii, vV nichz byla v experimentalnim
piistupu inhibice DPP-1V realizovana nikoli inhibitorem, ale mutaci jejiho aktivniho mista,
nepiinesly podobné¢ jednoznacné vysledky.

Indukce exprese enzymaticky aktivni formy DPP-IV navodila diferenciaci, snizila
proliferaci a potlacila tumorigenicitu transformovanych melanocyta in vivo. ZvySeni exprese
bodoveé mutované formy DPP-IV bez enzymové aktivity ve stejném typu bunck tento efekt jiz
nenavodilo (Wesley a kol., 1999). V pracich Pethiyagody i Buska zvySeni DPP-IV také
potlacovalo tumorigenni vlastnosti bun¢k odvozenych z melanomu a gliomu, ale na rozdil od
vysledkt Wesleyové byl tento efekt pozorovan jak u enzymaticky aktivni tak enzymaticky
neaktivni formy DPP-IV (Wesley a kol., 1999; Pethiyagoda a kol., 2000; Yu a kol., 2011;
Busek a kol., 2012) (Priloha 2). Zavéry téchto praci naznacuji, ze nejen enzymaticka aktivita
DPP-IV  sehrava roli v mechanismech jejiho tumorsupresorového ptlisobeni, ale
pravdépodobné se zapojuji i mechanismy nekatalytickeé.

Komplexita funkéniho potencidlu DPP-IV je dokumentovéna dal§imi studiemi,
zabyvajicimi se specifickymi mezimolekuldrnimi interakcemi této molekuly v ramci
nadorového mikroprostiedi primarniho, ale i metastatického nadoru. Interakce DPP-IV
s plazminogenem navozovala u transformovanych bunék prostaty zvyseni jejich migracni
aktivity (Gonzalez-Gronow a kol., 2001). U bun¢€k odvozenych z karcinomu prsu vazebné
interakce DPP-1V s fibronektinem pftispivaly organové specifickému metastazovani téchto
bunék do plic. DPP-IV exprimovana endoteliemi plicnich kapilar zde pisobila jako vazebny
protein pro metastatické buiky exprimujici fibronektin (Cheng a kol., 2003).

Vétsina autoril v soucasnosti tedy predpoklada spiSe antitumorigenni ucinky zvysené
exprese DPP-IV ve vétsing systému in vitro a také in vivo, ale odliSuji se v zavérech, do jaké
miry, a ve kterych nadorech zavisi jeji u€inky na jeji enzymové aktivité.

Presngj$i rozliSeni mechanismil, kterymi DPP-IV v onkogenezi plsobi, nabyva na
vyznamu piedevsim v kontextu soucasného klinického uzivani specifickych inhibitord DPP-
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IV v1écbe diabetu mellitu II. typu. Dlouhodoba inhibice katalytické aktivity DPP-1V
s efektem na funkce imunitniho systému a angiogenezi mize byt provazena vedlejSimi
nezadoucimi ucinky (Stulc a Sedo, 2010; Tseng a kol., 2015).

1.1.6. DPP-IV v gliomagenezi

Maligni gliomy tvoii asi 50 % nadorti vychazejicich z centralniho nervového systému
u dospélych jedinct. Primérnd doba pieziti u pacientli postizenych témito novotvary
neptfesahuje 15 mésict. Jednou z pfi¢in Spatné progndzy je rychly rast a vysoka invazivita
nadoru do okolni zdravé tkan¢€. Intenzivni vyzkum patobiologie glidlnich nadord dosud
neposkytl dostatek informaci vedoucich k vytvotfeni efektivni terapie, kterd by vyznamnym
zpusobem zlepsila dosud infaustni prognézu postizenych pacienti. Novy vhled do biologie
glialnich nadort ptinasi studie zabyvajici se rolemi extracelularnich proteaz v tumorigenezi.
Mezi né patii i DPP-1V ze skupiny DASH molekul.

Prace Stremenové popisuje, Ze exprese i enzymova aktivita DPP-1V je vyznamné
zvySena u glidlnich astrocytarnich tumori a meningeomti. V obou piipadech ke zvySeni
exprese 1 aktivity dochazi predevsim u nadorti vysokého stupné malignity (Stremenova a kol.,
2007; Stremenova a kol., 2010) (Ptiloha 3).

Mare$ a kol. ve své praci uvadéji, ze narist DPP-1V- podobné aktivity mize byt
projevem obecné adaptivni odpovédi transformovanych astrocytl na oxida¢ni a metabolicky
stres. Predpoklada, ze DPP-IV zprostiedkovava kompenzatorni protionkogenni efekty, jako
inhibici migrace a proliferace prostiednictvim Stépeni proonkogenich peptidii, SDF-la a
substance P, nebo zptisobuje zvySeni adheze bun€k prostfednictvim vazby na fibronektin a
kolagen. ProtirGstovy efekt DPP-IV-podobné aktivity u glioblastomu naznacuje inverzni
korelace mezi DPP-1V-podobnou aktivitou a proliferatnim indexem Ki-67 a zaroven i kratsi
doba ptezivani pacientu s glioblastomy s nizsi DPP-1V-podobnou aktivitou (Mares a kol.,
2012).

1.2. In vivo modely experimentdlnich gliomii

Pouziti vhodného experimentalniho modelu v biologickych studiich je kritické pro
ziskani interpretovatelnych vysledki. Dosavadni prace =zabyvajici se roli DPP-IV
v gliomagenezi krom¢ in vitro a ex vivo experimentl vyuzivaji modely zaloZené na hetero- ¢i
ortotopické implantaci dlouhodobé kultivovanych bunéénych linii odvozenych z
lidskych glidlnich nadord (Busek a kol., 2012) (Ptiloha 2).

Komplexni in vivo modely gliomi v soucasnosti vyuzivaji tii zakladnich
experimentalnich strategii. Prvni pfistup, historicky nejstarsi, vyuzivda ke vzniku
experimentalniho gliomu chemickou indukci alkyla¢nim ¢inidlem N-nitrosomethylureou
(Druckrey a kol., 1965; Schmidek a kol., 1971). Druhy ptistup pro modelovani tumoru zavadi
orto- ¢i hetro- implantaci syngennich nebo heterolognich gliomovych bun¢k do zviteciho
modelu a tieti pfistup vyuziva indukce tumoru in situ pomoci cilené onkogenni genetické
modifikace experimentalnich zvitat a cilovych tkani (Lyustikman a Lassman, 2006;
Hambardzumyan a kol., 2011).

Vyhodnym parametrem modelu chemické indukce gliomt na rozdil od
xenotransplantaéniho modelu je existence funkéniho imunitniho systému. Nevyhodou je nizka
incidence tumorl, zna¢nd mezinadorova morfologicka heterogenita a predevsim vysoka
odliSnost histologického obrazu od lidskych gliomi. V ptipadé uzivani syngennich linii
mySich glioblastomovych bunék derivovanych zchemicky indukovanych nadorG bylo
prokazano riziko jejich ¢aste¢ného odhojovani (Parsa a kol., 2000; Barth a Kaur, 2009).
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Nevyhody modelu zalozeného na chemické indukci gliomG vedly k vytvoteni
xenotransplantaéniho modelu. Ten byl po dlouhou dobu zlatym standardem experimentalni
gliomageneze a ptinesl fadu poznatkli o rozvoji, ristu a progresi glidlnich nadorii. Vyhodnymi
vlastnostmi xenotransplantacniho modelu jsou vysoka incidence tumorti pfi pouziti linii
gliomovych bunck kultivovanych v sérovém médiu, interexperimentalni histologicka
podobnost modelovych nadori a moznost genetické modifikace implantovanych bunék
(Lamour a kol., 2015).

Nartst poznatki o genetickém pozadi lidskych gliom prokdzal omezeni tohoto
modelu pro nékteré experimentalni aplikace (Phillips a kol., 2006; Verhaak a kol., 2010;
Jones a Holland, 2011). Studie zabyvajici se srovnanim genové exprese a zménami genomu
mezi dlouhodobé kultivovanymi buitkami a bunkami z bioptickych vzorkt lidskych glidlnich
nadori prokazaly vyrazné rozdily jak na urovni genotypu, tak urovni fenotypu téchto bunék.
(Romer a Curran, 2005; Lee a kol., 2006; Li a kol., 2008; Ernst a kol., 2009). Buné¢né
gliomové linie uzivané v xenotransplantacnich modelech tak postradaji nékteré vlastnosti
bun¢k vyskytujicich se v realném nadorovém mikroprostfedi (Westphal a Meissner, 1998).
Dlouhodoba kultivace v médiich s ptfidavkem séra navozuje jejich diferenciaci a vede
k vyrazné klonalni selekci. Navic znacné odliSnosti ve fenotypu i genotypu byly pozorovany
nejen mezi bunkami primarnich kultur a buiikami dlouhodobé kultivovanymi v sérovych
médiich, ale také v ramci jednotlivych typt bunéénych linii (Torsvik a kol., 2014).

Kromé prokazanych genotypovych a fenotypovych rozdilii mezi zminénymi buiikami
existuji také vyrazné morfologické odlisnosti v histologickych obrazech lidskych gliomu a
experimentalnich tumora vzniklych pfii ortotopické implantaci gliomovych linii (Finkelstein a
kol., 1994). Obecné lIze fici, ze experimentalni tumory odvozené z gliomovych bunéénych
linii sice vykazuji znamky probihajici angiogeneze, ale na rozdil od lidskych glioblastomi se
Vv zavislosti na bunéfné linii vyznaCuji vice ¢i méné ohraniCenym rlstem s omezenou
invazivitou. Jako ptiklad Ize uvést velmi Casto uzivanou bunécnou linii U87, kterd v mysi
mozkové tkani vytvaii ostie ohranicené kulovité tumory bez zndmek invaze do okolni tkan¢.
Tumory z téchto bunck se tak spiSe podobaji implantatnim metastdizam nez invazivnimu
gliomu (Zhao a kol., 2012). V histologickém obrazu xenografti pak zcela chybi typické
charakteristiky lidskych gliomii vysokého stupné malignity. Nejsou pozorovany specifické
nekrozy obklopené pseudopalisadami bunék, ptitomnost rozdilnych bunécnych typi ¢i
jednobunééna infiltrace do protilehlé hemisféry (Huszthy a kol., 2012).

Vyznamny posun v experimentalnim modelovani obrazu lidského gliomu pfineslo na
poli xenotransplantacniho modelu zavedeni pfistupi, jez jsou zaloZzeny na implantaci bunék
kultivovanych v bezsérovych médiich nebo pasazovanych in vivo. Buiky ziskané
z bioptickych vzorkd jsou vtomto ptipadé kultivovany jako neurosféry a zachovavaji si
charakter nadorovych kmenovych bunék nebo jsou odvozeny jako sféroidy s vice bunéénymi
populacemi a nasledné pasdzovany v mozku nebo podkozi zvifete. Tumory vznikajici t€mito
ptistupy na rozdil od xentransplantiti ze sérovych bunécnych linii vykazuji znac¢nou
genotypickou, fenotypickou i histologickou podobnost s lidskymi glioblastomy, z nichz byly
odvozeny (Taillandier a kol., 2003; Giannini a kol., 2005; Lee a kol., 2006). Problematickymi
aspekty tohoto pfistupu jsou vyraznd heterogenita mezi jednotlivymi experimentdlnimi
tumory, dlouhé, v priméru 4 mésicni, intervaly inicialnich pasazi in vivo, které znesnadiuji
planovani experimentd a ztézuji potfebnou standardizaci experimentalnich postupt (Wang a
kol., 2009). Vyznamnym nedostatkem vSech typl xenotransplantacnich modeld je chybéni
reakce imunitniho systému imunodeficientniho zvitete (Hussain a kol., 2006; Rolle a kol.,
2012).

Nejnoveéjsi pristup, jehoz zavedeni se snazi redukovat problematické prvky
chemického 1 xenotransplantacniho modelu, je zalozen na modelovani gliomd pomoci
geneticky modifikovanych mysi (GEM). Vznik gliomt je v téchto modelech navozen umélou
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indukci exprese specifickych onkogenti nebo uml¢enim tumor supresorovych gend, pripadné
kombinaci obojiho. Ke vzniku tumoru dochazi in situ z piesné definovanych bunéénych
populaci (Macleod a Jacks, 1999; Talmadge a kol., 2007; Hambardzumyan a kol., 2009).
vztahy mezi transformovanymi a stromalnimi elementy tumoru a to pfi zachovani vSech
slozek imunitniho systému.

Vyraznymi piednostmi GEM modelid jsou relativné vysokd tspeéSnost vzniku nadort,
homogenita genetického pozadi, histologickd podobnost s lidskymi gliomy 1 mezi
jednotlivymi tumory v experimentalni skupiné. Tyto vlastnosti umoznuji charakterizaci
modelu a standardizaci experimentalnich podminek. Specificky vyznam GEM modeli
spoCiva ve schopnosti simulovat genetické aberace, které se s vysokymi frekvencemi
vyskytuji v lidskych glioblastomech. Rada zdosud publikovanych modeldi napodobuje
genetické abnormality vychdzejici z molekularné biologické klasifikace jednotlivych subtypti
multiformniho glioblastomu (Phillips a kol., 2006; Jones a Holland, 2011). Existuji tak
modely z genetického hlediska napodobujici proneuralni, klasicky, mezenchymalni ptipadné
neuralni subtyp glioblastomu (Verhaak a kol., 2010). Rada studii zabyvajicich se
modelovanim jednotlivych subtypti glioblastomu potvrdila vyznamnou roli jednotlivych typt
molekuldrnich zmén v rozvoji glioblastomu, ale také ukazala na vyraznou histopatologickou
podobnost mezi molekularnimi subtypy lidskych glioblastomi a jejich mySimi modely
(Hambardzumyan a kol., 2009).

1.2.1. Modelovani gliomageneze in vivo pomoci RCAS/tv-a technologie

RCAS/tv-a systém (Replication-Competent ASLV long terminal repeat with a Splice
acceptor) predstavuje jeden ztady dosud vyvinutych ptistupti modelovani glioblastomt
pomoci GEM. Vznik gliomu je v tomto systému indukovan pomoci stabilni in vivo transfekce
definovanych somatickych bunék konkrétnim onkogenem (Federspiel a kol., 1994) (Obrazek
2). Hostitelsky organismus muze byt navic nositelem transgenni somatické mutace
pozadovaného onkosupresorového genu. Kombinace transgenné navozeného zvyseni exprese
onkogenu a somaticky knockout tumorsupresorového genu zvySuje incidenci vzniku
modelovych nadoru (Hambardzumyan a kol., 2009). V nasem pfipad¢ uzivame zvifata
s transgennim uml¢enim genu Ink4a/ARF (Ueki a kol., 1996; Nozaki a kol., 1999; Fulci a
kol., 2000).

In vivo transfekce onkogenem se realizuje prostfednictvim infekce retrovirovymi
vektory odvozenymi z ptac¢iho viru Rousova sarkomu. Infekce definovanych typa bun¢k je
zajisténa prostiednictvim transgenni exprese specifického receptoru (tv-a) pro dany virovy
vektor. Exprese receptoru je fizena promotorem genu pro stanoveny bunécny i diferenciacni
marker. Pro modelovani glioblastomu v RCAS/tv-a jsou vyuzivany promotory pro GFAP
nebo Nestin (Uhrbom a kol., 1998; Fisher a kol., 1999).

Nereplikovatelnost virovych ¢astic v savéich bunikach zajistuje indukci glioblastomu
v pfesné definovaném misté, a také umoziuje sukcesivni transfekci riznymi genovymi
inzerty (Macleod a Jacks, 1999; Talmadge a kol., 2007). Diky této vlastnosti lze studovat
zmény navozené expresi vice proteinovych produktti v jednom zvifeti. V piipadé, ze virovy
vektor obsahuje informaci pro interferenéni RNA molekuly, je mozné sledovat i efekty
umlcovani specifickych genti (Harpavat a Cepko, 2006; Talmadge a kol., 2007).

Vzhledem ktomu, ze se experimentalni tumory v RCAS/tv-a systému rozvijeji
postupné od pocatecni transformace normalnich bunék po rozsahly infiltrativni rlist, umoziuje
tento systém studium biologickych zmén probihajicich v jednotlivych fazich rozvoje
glioblastomu. Simulace tohoto parametru je jen obtizné proveditelna v xenotransplantacnim
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modelu, vnémz tumory vznikaji na zakladé injekce vétsiho poctu jiz transformovanych
bunék.

Vyznamnym aspektem RCAS/tv-a modelu glioblastomu je pfitomnost pln¢ funkéniho
imunitniho systému. Tento parametr hraje dalezitou roli pfedevsim v souvislosti se stale
rostoucimi poznatky o existenci imunitnich surveillance-escaping (dohledovych-unikovych)
mechanizmu a jejich dulezité roli pti vzniku a progresi glioblastomu (Jackson a kol., 2011;
Vauleon a kol., 2012; Doucette a kol., 2013). V ptipadé molekul, jako je DPP-1V, potencialné
zapojenych v regulaci imunitnich reakci, je vyznam pfitomnosti funkéniho imunitniho
systému v modelu zéasadni. Z diivodu autenti¢téj$i simulace mikroprostiedi glioblastomu
chceme RCAS/tv-a model vyuzivat pro studium role i dalSich membranovych proteaz.
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Obrazek 2. Model gliomageneze in vivo pomoci RCAS/tv-a techologie

(A) Kufeci embrionalni fibroblasty DF-1 jsou transfekovany RCAS plazmidem obsahujicim inzert
onkogenu (PDGFB-HA). Buiiky ve vysokych koncentracich produkuji virové Ccastice, které
prostiednictvim t-va receptoru infikuji dal§i DF-1 butiky v kultufe. (B) Sav¢i transgenné modifikované
mys$i bunky exprimuji t-va receptor pod tkanové specifickym promotorem a stavaji se susceptibilnimi
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infekci virovymi ¢asticemi. Virova DNA vznikla reverzni transkrypci je inkorporovana do hostitelské
buiky a onkogen PDGFB-HA (protein X) je vysoce exprimovan infikovanou butikou. Ostatni
proteiny virového genomu jsou produkovany v nizkych koncentracich. Sav¢i bunky na rozdil od
kutecich bun¢k neprodukuji infekéni virové Castice. (C) Geneticky modifikované mysi s vyfazenym
tumorsupresorovym genem (Ink4a -/-) exprimuji t-va receptor na butikach exprimujicich nestin nebo
GFAP. Pouze tyto bunky jsou infikovatelné virovymi casticemi RCAS nesoucimi onkogen PDGFB-
HA. K infekci bunék dochazi po ortotopické implantaci DF-1 bunék produkujicich RCAS virus nebo
injikovanim zakoncentrovaného viru. Produkce onkogenu zpusobuje transformaci bun¢k a vznik
gliomu. Systém dale umonuje nasobnou infekci/transfekci primarnich kultur nadorovych bunék in
vitro a reimplantaci takto modifikovanych bunék do syngenniho organismu. Upraveno dle (Fisher a
kol., 1999).

1.3. Validace neinvazivni fluorescenéni zobrazovaci metody pro analyzu dynamiky ristu
xentransplantacniho ortotopického modelu gliomu

Vyhodou experimentalnich modelti tumorti in vivo oproti modeldim in vitro je vyssi
mira komplexity blizici se redlnym podminkam nddorového mikroprostiedi. Nevyhodou
téchto modelt je zna¢na technicka obtiznost sledovani dynamiky procesti odehravajicich se v
experimentu v realném Case a naro¢nost analyzy vysledka (Dong a kol., 1994; Fidler a kol.,
1994; Killion a kol., 1998).

Dlouhodobé kvantitativni sledovani rastu Xenograftu v mozku neni mozné bez
usmrcovani velkého poctu experimentalnich zvifat. Urcité feSeni tohoto problému piineslo
zavedeni neinvazivnich zobrazovacich metod pro mala experimentalni zvifata.

V soucasnosti existuje nékolik technik neinvazivniho sledovani dynamiky ristu
xenografti. Nejrozsifenéjsi jsou magnetickd rezonance (MR), pozitronova emisni tomografie
(PET), bioluminiscen¢ni zobrazovani (BLI) a fluorescen¢ni zobrazovani (FLI). Pro pouzivani
systéml vyuzivajicich detekci svétla BLI a FLI v porovndni s MR a PET hovofi jejich
relativné nizka finan¢ni naro¢nost a ekonomicka dostupnost (Mook a kol., 2008). Nevyhodou
pro piesnou analyzu dynamiky riistu objemu tumoru je dvourozmérny obraz, ktery jsou tyto
systémy schopny poskytnout. Naproti tomu existuji studie popisujici vysokou korelaci mezi
vysledky ziskanymi pomoci MR a BLI (Szentirmai a kol., 2006; Dinca a kol., 2007;
Hashizume a kol., 2010). Validace FLI metody pro stanoveni dynamiky rustu ortotopického
modelu gliomu vSak popsana nebyla.

Jednim z davodii tohoto stavu mohlo byt chybéni vyhovujicich flourescencénich
repotéru. Ke zméné vsSak dochazi s nastupem tak zvanych red-shifted flourescen¢nich
proteini (Hoffman, 2008). Technickou vyhodou téchto proteind je maximum excitace pii
vinovych délkach svétla okolo 590 nm a emise svétla o vinové délce nad 600 nm. Tyto
vlastnosti dramaticky snizuji absorpci a rozptyl emisniho svételného signalu okolnimi
tkanémi, a také redukuji jejich autofluorescenci (Troy a kol., 2004; Tung a kol., 2004). Proto
je v porovnani s klasickym zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP) jejich detekovatelnost
ve tkanich pfiblizné o dva tady vyssi (Shcherbo a kol., 2007; Deliolanis a kol., 2008;
Shcherbo a kol., 2009). Piestoze se vybér fluorescenénich proteinti s t€émito parametry
rozsifuje, doposud nebyl popsan vztah mezi morfometricky méfenymi hodnotami velikosti
xenografti a hodnotami ziskanymi pomoci fluorescencniho zobrazovani. Pro neinvazivni
studium dynamiky ristu xenograftii exprimujicich DPP-IV jsme experimentalné¢ ovéfili
vhodnost metody dvojrozmérného fluorescencniho zobrazovani v epiiluminaénim nastaveni
pti pouziti Red-shifted fluorescenéniho proteinu s nazvem mKate2 (Pfiloha 1).
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2. Hypotézy

2.1. Studie zabyvajici se biologickym vyznamem DPP-IV pro transformované buiky riznych
typt malignich nadorti provadéné in vitro ukazaly, ze experimentalné zvysena exprese DPP-
IV potlacila tumorigenni chovani téchto bunék. Vysledky in vitro experimentti provedenych
Vv nasi laboratofi potvrdily stejny efekt u bunéénych linii odvozenych z gliomt. Na zédkladé¢
téchto vysledkl ptredpokladame, ze navozeni experimentalniho zvySeni exprese DPP-IV
Vv podminkach in vivo bude puasobit antitumorigenné jako v podminkach in vitro.
Predpokladame, ze experimentalni zvySeni exprese povede ke snizeni rdstu ortotopickych
xenograftll vytvofenych z gliomové bunécné linie.

2.2. DPP-IV proteolyticky stépi fadu biologicky aktivnich peptidi s protumorigennimi
ucinky. Tim reguluje jejich pilisobeni. Piedpokladame, Ze antitumorigenni u¢inky DPP-1V
prokazané v tad¢ studii se uplatiiuji prostiednictvim mechanismu katalytického pisobeni
DPP-1V.

2.3. Analyza DPP-1V ve vzorcich lidskych astrocytarnich tumordi a meningeomti prokazala
zvySeni jeji exprese a enzymové aktivity v t€chto nadorech. Exprese 1 enzymové aktivita
DPP-IV vzristala se stupném malignity obou onemocnéni (Stremenova a kol., 2007;
Stremenova a kol., 2010; Mares a kol., 2012) (Pfiloha 3). Na zakladé téchto pozorovani
piredpokladdme, Ze mysSi model glioblastomu vykazujici podobné histologické rysy jako
glioblastomy lidské, bude vykazovat zvySenou aktivitu DPP-IV ve srovnani se zdravou
mozkovou tkani.

2.4. Na zakladé¢ vysledku studii, které dokazuji vysokou korelaci mezi morfometricky
stanovenymi objemy tumorti a hodnotami ziskanymi pomoci zobrazovaci metody vyuzivajici
chemiluminiscenci, predpokladame, ze morfometrické stanoveni objemi implantacnich
tumortt bude vysoce korelovat s méfenimi ziskanymi pomoci metody fluorescenéniho
zobrazovani.

3. Cile

3.1. Zavedeni ortotopického xenotransplnta¢niho modelu gliomu;
3.2. Zavedeni GEM modelu gliomageneze in vivo;

3.3. Ovéfeni antitumorigenniho efektu experimentalniho zvySeni exprese DPP-1V u buné¢né
linie odvozené z lidského gliomu v podminkach ortotopického modelu glioblastomu in vivo;

3.4. Ovéteni vlivu katalytické aktivity DPP-IV na rust xenograftu in vivo;

3.5. Ovéfeni ptitomnosti enzymové aktivity DPP-1V v experimentalnich tumorech vzniklych
v GEM modelu;

3.6. Oveéteni vhodnosti fluorescenéni zobrazovaci metody s pouzitim fluorescenéniho proteinu
mKate2 pro neinvazivni sledovani dynamiky rtstu ortotopickych modelt gliomu in vivo.
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4. Metody

3.1. Bunécné linie odvozené 7 astrocytarnich tumorit a jejich transfektanty

Bunééné linie U373MG odvozené z lidského gliomu, podle WHO Klasifikace stupen
11, byly ziskany z American Type Culture Collection (ATCC). Kultivace bunék byla
provadéna ve tkanovém plastiku (NUNC, Dénsko) pti 37 °C, 90% relativni vlhkosti a
vzdusné atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Kultiva¢ni médium obsahovalo DMEM (Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko) a fetalni bovinni sérum (FCS) (Sigma-Aldrich Chemie, Némcko)
v poméru 9:1. Bunky byly nasazeny K transfekci v rozmezi 5-25 pasazi po rozmrazeni ze
zasobni kultury. Inzerty kompletni cDNA nemutované lidské DPP-IV a bodové mutované
formy DPP-1V (S630A substituce) byly naklonovany do Tet-on a pGene vektori Tet-on
Advanced (Invitrogen, USA) a Gen Switch (Invitrogen, USA) expresnich systémi. Klony
bunék U373MG s indukovatelnou transgenni nemutovanou (U373MG CD26 wild) a
mutovanou formou DPP-IV (U373MG CD26 mut) byly vytvofeny transfekci regula¢nich
vektorii a pTet-on a pGen vektorit do bunécnych linii U373MG za pouziti Lipofectaminu
(Invitrogen, USA) dle instrukci vyrobce. Stabilné transfekované klony byly selektovany
antibiotiky Zeocin (Invitrogen, USA) a Hygromycin (Invitrogen, USA). Z divodu vysoké
ptitomnosti bunék bez inducibilnich forem DPP-1V a rezistentnich na pouzita antibiotika byly
pocatecni klony selektovany metodou magnetické extrakce MACS (magnetic activated cell
sorting) za pouziti anti-DPP-IV protilatky (MA261 Acris, Némecko) dle instrukci vyrobce.
(Dynal, Invitrogen, USA). Pro validaci fluorescen¢ni zobrazovaci metody byly stabilné
transfekovany bunky U373MG CD26 mut expresnim vektorem pcDNA4 obsahujici genovy
inzert fluorescenéniho proteinu mKate2. (dar z laboratote Doc. Konvalinky, UOCHAB —
Akademie véd CR) Transfekci bunék regulaénimi systémy provedla Vramci Svého
postgradudlniho studia a dizerta¢ni prace RNDr. Jana Tryl¢ova.

3.2. In vivo implantace gliomovych bunék do mozku mysi

Experimentalni uziti zvifat bylo schvaleno dle platné legislativy Odbornou komisi pro
praci s laboratornimi zvitaty 1. LF UK a Ministerstvem kolstvi, mladeZe a télovychovy CR.
Ve vsSech experimentech byli pouziti dospéli mySi samci kmene NOD.129S7(B6)-
RagltmlMom/J (The Jackson Laboratory, USA) vazici priblizné¢ 25 g. Pfed vykonem byla
zvifata uspana injekci roztoku Ketaminu (100 mg/kg) a Xylazinu (20 mg/kg) i.m. Kuze
Vv operacni oblasti byla depilovana, desinfikovana Betadine lig. Nasledné¢ byl proveden
medialni kozni fez o délce 5 mm v oblasti budouci trepanace. Po provedeni fezu byla hlava
zvifete umisténa do stereotaktického pftistroje (Stoelting, USA) a provedena trepanace lebky
kuli¢kovou frézou o priméru 0,4 mm a koordinatach 1,2 mm pied bregmatickym Svem a 2.5
mm sagitalné od stfedniho lebe¢niho $vu. Injekéni stfikackou typu Hamilton 10 pl bylo
injikovano do hloubky 3 mm od povrchu mozku 5 pl bunééné suspenze o koncentraci 200
000 bunek/Iul DMEM (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko). Injektaz bunék probihala
rychlosti 1pul/s pomoci mikropumpy (Harward Instruments, USA), po ukonceni injektaze byla
jehla ponechana na misté po dobu 2 minut, a po té byla pomalu vytazena.

Trepanacni otvor byl bezprostfedn€ uzavien kostnim voskem a provedena sutura kozni
incize dvéma stehy. OSetfeni rany bylo provedeno pomoci sol Novikov a zvifata uloZena do
vyhtivanych kleci do probrani z anestezie.
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3.3. Transgenni indukce gliomu in vivo

Indukce gliomu in vivo byla provedena pomoci ortotopické implantace kufecich
embryonalnich fibroblasti DF1 produkujicich retrovirovy vektor RCAS PDGFB-HA (dar
prof. Lene Uhrbomové, Upssala University, Svédsko). Piitomnost exprese PDGFB-HA na
urovni proteinu byla ovéfena imunofluorescenéné (data neuvedena). Pti implantaci byla
pouzita bunééna suspenze o koncentraci 50 000 bb/1ul v celkovém mnozstvi 2 pl na jednu
mys. Koordinaty implantace byly 0 mm od bregmatického $vu, 1,2 mm sagitalné od stiedniho
lebe¢niho S§vu a v hloubce 1,5 mm od povrchu mozku. Ostatni parametry implantace byly
identické s vySe popsanym postupem. Pro indukci tumoru byli pouziti jedinci transgennich
mysich kmenti G-tva Ink4a -/-, PTEN flox, LSL EGFRIII a N-tva Ink4a Arf -/- , (Becher a
kol., 2010) stafi 4-6 tydnu. (dar prof. Erika Hollanda, Washington univerzity, USA)

3.4. Kvantifikace objemu tumorii

Zvitata byla 43 dnii po implantaci bunécné suspenze dekapitovana v hluboké anestezii,
mozky byly vynaty z lebky a zamrazeny pfi teplot¢ —20 °C v zamrazovacim mediu (Leica
Microsystems, Némecko). Dale byly zhotoveny sériové koronarni fezy o tloust’ce 10 um pii
teploté — 20 °C za pouiti kryotomu (Bright Instruments, UK). Kazdy paty fez byl obarven
Hematoxylinem a Eosinem (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) a digitalizovan pii 20
nasobném zvétSeni. Kvantifikace objemu byla provedena Cavallierihno metodou (Becher a
kol., 2010).

3.5. In vivo fluorescenéni zobrazovani riistu tumoru

Detekce fluorescenéniho signalu byla provadéna na zafizeni iBox® Scientia Small
Animal Imaging System, (UVP, USA) vybaveném CCD-kamerou BioChemi HR 400 (UVP,
USA). Zobrazovaci zafizeni bylo vybaveno 150 W halogenovou Zarovkou, excitatnim filtrem
0 propustnosti 533-587 nm a emisnim filtrem o propustnosti 607-682 nm. Vzdalenost zvifete
od ¢o¢ky kamery byla 25 cm. U vSech zvifat byl fluorescenéni signal focen V tydennich
intervalech po dobu 6 tydni od implantace bunék. Po poslednim foceni in vivo byly mozky
vynaty z lebky a ex vivo vyfoceny. Pfed kazdym focenim byla provedena chemicka depilace
snimané oblasti hlavy. Veskeré manipulace se zvifaty byly provadény v anestezii. Analyza
digitalnich fotografii byla provedena pomoci voln¢ dostupného software Image J (National
Institute of Health, USA). Ke statistické analyze byla pouzita primérnad hodnota intenzit
fluorescence detekovanych v arbitrarn¢ zvolené jednotkové kruhové plose. (Ptiloha 1)

3.6. Analyza relativniho zeslabeni fluorescencniho signalu v mozkové tkani

Pro méfeni vlivu masy mozkové tkané¢ na zeslabeni fluorescencniho signalu byl
fluorescenéni xenograft simulovan 5 pl kapkou Matrigelu (Matrigel Matrix™ BD Biosciences,
USA) obsahujici 10° U373MG CD26 mut bundk exprimujicich mKate2. Gelatinozni
fluorescen¢ni bolus byl umistén na 3 mm silny koronarni fez mySiho mozku a focen pti
nastaveni expozi¢niho ¢asu pottebného k témef maximdalni saturaci ¢ipu kamery (30s). Dalsi
foceni pfi stejném expozicnim case bylo provedeno po piikryti bolusu 1 mm silnym
koronarnim fezem myS$iho mozku. Tato procedura byla opakovana do celkového zakryti
bolusu vrstvou 3 mm mozkové tkané. Apertura, ostfeni a vzdalenost modelu xenograftu byly
ve stejném nastaveni pii kazdém foceni. Excitace fluorescence byla provadéna v
epiilumina¢nim modu.
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3.7. Imunofluorescencni detekce antigenii

Detekce DPP-1V, Ki-67, CD31, GFAP, PDGFB

Imunofluorescen¢ni detekce vSech antigeni byla provedena dle stejného protokolu pti
pouziti specifickych protilatek pro dany antigen.
ZmrzI¢é fezy mozka 10 pum silné nebo sklicka s adherovanymi buitkami byly fixovany ve 4%
paraformaldehydu po dobu 10 min. pfi 25 °C a po té byly oplachnuty v PBS pufru (137 mM
NaCl; 4 mM Na;HPO,. 2,68 mM KCI; 1,7 mM KH2PO,) 2 x 5 min. Dale byla provedena
permeabilizace 0,1% vodnym roztokem detergentu Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich Chemie,
Némecko) po dobu 5 min. pfi teploté 25 °C. Pro blokaci nespecifickych antigennich epitopti
byly fezy inkubovany v bloka¢nim roztoku z TBS obsahujicim 10% FCS a 1% BSA (Bovine
Serum Albumine) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) po dobu 30 min. pii 25 °C.
Neoplachnuté preparaty byly ve vlhké komtirce inkubovany po dobu 16 hodin pii teploté 4 °C
s danou primarni protilatkou fedénou v 1% roztoku BSA a TBS. (fedéni viz tabulka 1)
V dalsim kroku byly fezy oplachnuty v 0,03% roztoku Tritonu X-100 v TBS 2x 5 min. a
inkubovany 60 min. pii teploté 25 °C v ptislusné sekundarni protilatce fedéné v 1% roztoku
BSA v TBS. (fedéni viz tabulka 1) Pro dobarveni bunécnych jader byl do roztoku sekundarni
protilatky ptidan interkala¢ni fluorescenéni fluorofor bisbenzimid H 33258 (Sigma-Aldrich
Chemie, Némecko) tak, aby vyslednd koncentrace byla 1:100 000. Na zavér byly fezy
oplachnuty v TBS 3x 5 min. a deionizované vode¢ 30 s a zamontovany do montovaciho média
Polymount (Polysciences, USA). Fluorescen¢ni mikroskopie byla provedena na mikroskopu
Olympus X-80 vybaveného ¢ernobilou CCD kamerou Olympus 300. Procentualni zastoupeni
bun€k exprimujicich Ki-67 bylo stanoveno ze tii reprezentativnich fezli kazdého tumoru a
6-7 vizualnich poli z daného fezu.

Protilatka Zdroj Klonalita Redéni Kod Vyrobce
primarni protilatky
anti - DPP-IV potkan  monoklonalni 1:50 E-19 Vitatex
anti — Ki-67 kralik polyklonalni 1:800 Ab 15580 Abcam
anti - CD31 potkan  monoklondlni  1:100  NB100-1642 . NOVUS-
Biologicals
anti - GFAP kralik polyklonalni 1:5000 Ab7260 Abcam
. - s ) Sigma
anti - PDGFB kralik polyklonalni 1:250 HPA011972 Aldrich
sekundarni protilatky
anti-rabbit 1gG - Alexa Fluor 546  koza polyklonalni 1:500 A11010 Invitrogen
anti-rabbit 1gG - Alexa Fluor 488  koza polyklonalni 1:500 Al11034 Invitrogen
anti-rat 1gG - Alexa Fluor 488 osel polyklonalni 1:500 A21208 Invitrogen

Tabulka 1. Protilatky pro imunofluorescen¢ni histochemii

3.8. Katalyticka histochemie

Katalyticka aktivita DPP-IV v tumorech s indukovanou expresi transgenni DPP-IV
byla analyzovana pomoci metody katalytické histochemie dle Lojdy. (Lojda, 1981) Zmrzlé
fezy o sile 10 um byly fixovany v roztoku acetonu a chloroformu v poméru 1:1 dvé min. pfi
4 °C a po té oplachnuty v PBS po dobu 1 min. Reakéni smés pro vizualizaci enzymové
aktivity DPP-IV byla pfipravena rozpusténim 18 mg Gly-Pro 4-methoxy-p-naftylamid
hydrochloridu (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) a 21 mg Fast blue B salt (Sigma-Aldrich
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Chemie, Némecko) v 60 ml PBS. pH reak¢ni smési bylo korigovano na hodnotu 7,2 —7,4.
Fixované fezy byly inkubovany v reakéni smési po dobu 16 hodin pii teploté 4 °C a nasledné
oplachnuty ve vodé€. V poslednim kroku byly fezy ponoieny do 4% paraformaldehydu po
dobu 6 hodin pfi teploté 25 °C a zamontovany do roztoku PBS a glycerinu v poméru 1:1.

3.9. Kombinované stanoveni enzymové aktivity DPP-1V a exprese CD31

Pro ovéteni lokalizace myS$i DPP-IV na endotelialnich buiikdch v transgennim modelu
gliomageneze byly zkombinovany metody katalytické histochemie a imunochemické barveni
ktenovou peroxidazou pro marker endotelialnich bunék CD31. 10 um silné zmrzI¢ fezy byly
nejprve barveny podle protokolu pro katalytickou histochemii a dale zpracovany nasledovné.
Po 10 minutové inkubaci v 4% paraformaldehydu byly oplachnuty v PBS 2x 5 min. a
permeabilizovany 5 min. pii 25 °C v 0,01% vodném roztoku Tritonu X-100. Néasledoval
oplach v PBS 2x 5 min. a blokace endogenni peroxidazy pomoci Peroxidase blocking solution
(Dako, Dansko) po dobu 30 min. pti 25 °C. Po té byla provedena blokace nespecifickych
antigennich epitopi bloka¢nim roztokem z TBS obsahujicim 10 % FCS a1l % BSA po dobu
30 min. pti 25 °C. Neoplachnuté preparaty byly ve vlhké komirce inkubovany po dobu 16
hodin pfi teploté 4 °C v primarni potkani monoklonalni protilatce anti-CD31 (viz tabulka 1)
fedénou v 1% roztoku BSA a TBS. V dalsim kroku byly fezy oplachnuty v 0,03% roztoku
Tritonu x-100 v TBS 2x 5 min. a inkubovany 60 min. pfi teploté 25 °C v sekundarni protilatce
anti-rat ab6733 (Abcam, UK) konjugované s biotinem o objemu 100 pl, fedéni 1:250 v 1%
roztoku BSA v TBS. Nasledoval oplach v TBS 2x 5 min. a inkubace 30 min. pii 25 °C
v IMmPACT ™ DAB SK-4105 (Vector Laboratories, USA). Po oplachu v TBS 2x 5min.
provedena inkubace Vv roztoku substratu ImmPACT DAB (Vector Laboratories, USA) po
dobu nezbytnou pro vizualizaci endotelii. Reakce substratu byla zastavena oplachem vodou
z kohoutku. Bunééna jadra byla dobarvena Hematoxilinem (Sigma-Aldrich Chemie,
Némecko) a preparat zamontovan do roztoku PBS a glycerinu v poméru 1:1. Mikroskopie
byla provedena na mikroskopu Olympus X-80 vybaveného fotoaparatem Olympus E-410.

3.10. Biochemické stanoveni DPP-1\/- podobné enzymové aktivity

Vzorky tkané transgenné indukovaného glioblastomu a kontrolni mozkové tkan¢ byly
po odbéru okamzité zmrazeny v tekutém dusiku a uchovany pii teplot¢ — 75 °C.
Homogenizace vzorka byla provedena pii 4 °C v 25mM homogeniza¢nim pufru pH 6 (2 mM
Na;HPO4; 0,6 mM KH2POy4; 22,4 mM NaCl) za pouziti homogenizacni sondy S8N-5G a
homogenizatoru Ultra — Turax. (IKA, Némecko) Vysledny podil tkan¢ v homogenatu tvofil
15 % hmotnosti.

DPP-IV-podobna aktivita homogenatu byla stanovena kinetickou metodou jako
ptiristek fluorescenéniho signalu emitovaného $tépenim substratu H-7-(glycyl-L-prolyl-
amido)-4-methylkumarinu (H-Gly-Pro-AMC) (Bachem, Svycarsko). Koncentrace substratu v
reakci byla 50umol/l. Reakce probihala pii 37 °C v PBS pufru pH 7,4 pfi fedéni homogenatu
1:100. Aktivita byla stanovovana z homogenatu bez ptidavku detergentu, s ptidavkem 10%
roztoku detergentu Triton X-100 (1:100) a pfi inhibici enzymové aktivity DPP-1V. Inhibice
enzymové aktivity pro DPP-IV byla provedena vysoce specifickym inhibitorem DPP-1V
Sitagliptinem o koncentraci 50 nM v reakci. Méfeni bylo provedeno pomoci fluorimetru
(Horiba Jobin Yvon, USA) za pouziti excitaéniho svétla o vinové délce 380 nm a snimanim
emisniho svétla o vinové délce 460 nm.

3.11. Stanoveni celkového proteinu

Stanoveni koncentrace celkového proteinu v homogenatu bylo provedeno metodou dle
Lowryho a jako standard byl pouzit albumin hovéziho séra. (Lowry a kol., 1951)
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3.12. Statistickd analyza

Statisticka analyza byla provadéna v programu Statistica 12.0 (statSoft, USA). Rozdily
mezi jednotlivymi skupinami jsou hodnoceny pomoci Mann-Whittneyho U-testu. Korelace
byly analyzovany pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu.

4. Vysledky

4.1. Zavedeni ortotopického xenotransplantacniho modelu gliomu

Pro ustaveni vhodného ortotopického xenograftového modelu jsme testovali tii
gliomové bunétné linie T98G, USTMG a U373MG. Bunécnd linie T98G byla v naSich
podminkach netumorigenni, tumory po implantaci nevznikaly v zadném z piipadu (data
neuvedena). Po implantaci bunééné linie US7MG do mozku zvitete sice tumory vznikaly ve
vsech ptipadech, ale vykazovaly ostfe ohrani¢eny rist bez invaze transformovanych bunék do
okolni tkané (data neuvedena). V piipadé bunécné linie U373MG vznikaly experimentalni
tumory také ve 100 % ptipadt. V histologickém obrazu byla navic ptitomna zfetelnd invaze
transformovanych bunék do okolni tkané¢ (Obrazek 4). Tuto buné¢nou linii jsme nasledné
pouzivali ve vSech experimentech. V dalsim kroku jsme provedli kontrolni experiment
ovéfujici vliv indukénich ¢inidel (doxycyklin, mifepriston) na rist Xenograftu
z netransfekovanych U373MG in vivo. Tyto latky jsou vyuzivany pro regulovanou indukci
exprese proteinu v systémech Tet-on a Gene Switch a potencialné mohou piimo ovliviiovat
rust xenograftu (Pinski a kol., 1993; Ramaswamy a kol., 2012; Llaguno-Munive a kol., 2013;
Wu a kol., 2014). Morfometricka analyza prokazala, Ze ani jedno z téchto ¢inidel neovliviiuje
Vv nami uzivanych koncentracich velikost tumort z implantovanych bun¢k (Obrazek 3).

A B

objem tumoru (mma)
O - N W s @ ® N ® ©
objem tumoru (mm?)

DOX = DOX + MIFE - MIFE+

Obrazek 3. Vliv indukénich ¢inidel mifepristonu a doxycyklinu na rist U373MG xenograftu in
VIVO

(A) Experimentalni skupiné zvifat (n=10) byl podavan doxycyklin hyklat v pitné vodé 2 mg/ml ad
libitum od prvniho dne implantace. Kontrolni skupiné zvifat (n=10) byla podavana pouze voda ad
libitum. Zvifata byla utracena 33 dni po implantaci 10° bundk. Mann-Whitney U test: p=1; (B)
Experimentalni skupiné zvitat (MIFE+) (n=10) byl podavan mifepriston 270 pg/kg i.p. rozpustény
v sezamovém oleji tfikrat tydné€. Kontrolni skupiné zvifat (MIFE-) (n=10) bylo podavano 100 pl
sezamového oleje i.p. tiikrat tydng. Zvitata byla utracena 34 dni po implantaci 10° bungk. Mann-
Whitney U test: p=0,67; ctverecky: mediany; krabice: 25-75 %; svorky: minimalni a maximalni
hodnoty.
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4.2. Vliv experimentdlné zvySené exprese katalyticky aktivni DPP-1V na rust ortotopického
xenograftu.

Pro zhodnoceni vlivu katalyticky aktivni DPP-IV na rast ortotopického Xenografta
in vivo jsme pouzili dva rizné klony transfekovanych glialnich buné¢k U373MG. Prvni klon
exprimoval katalyticky aktivni transgenni lidskou DPP-IV pomoci systému Tet-on Advanced
po indukci doxycyklinem. Druhy klon exprimoval katalyticky aktivni DPP-IV pomoci
systtmu Gen Switch po indukci mifepristonem. Klony vykazovaly 20 nasobny rozdil
Vv dosazené expresi transgenni DPP-IV, coz umoznilo posoudit, zda pozorovany vliv DPP-1V
na rust tumoru zavisi na miie jeji exprese.

Tumory z bun¢k U373MG vykazovaly neohrani¢eny rist s infiltraci bunék do okolni
mozkové tkané. Overexprese DPP-IV a zvySend enzymova aktivita v tumoru byla potvrzena
imunofluorescen¢éni metodou a katalytickou histochemii (Obrazek 4).

Nase vysledky prokazaly, ze tumory s indukovanou expresi transgenni DPP-1V byly
statisticky vyznamné mensi nez kontrolni tumory, u nichz exprese DPP-IV indukovana
nebyla. Hodnota medianu objemu tumort exprimujicich DPP-1V byla ptiblizné¢ o 50 %
mensi, neZ hodnota medianu objemu tumord u kontrolni skupiny. Tento rozdil byl patrny u
obou klonti transfekovanych riiznymi expresnimi systémy a nezavisel na kvantité exprese.
(Obrazek 5).

A

Obrazek 4. Tumory z bunék lidského glioblastomu U373MG CD26 wild v mySim mozku
(A) Piehledny snimek tumoru s indukovanym zvySenim exprese DPP-IV. (B) Detail infiltrace
nadorovych bungk do traktt bilé hmoty mozkové, Cerna Sipka — invadujici bunky. (C) Kontrolni
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tumor bez indukce transgenni exprese DPP-1V a (D) detail invaze bun¢k kontrolniho tumoru do okolni
tkangé. Zobrazeni pomoci katalytické histochemie na zmrzlych fezech silnych 10 um, jadra barvena
HE. M¢titka 1000 pm a 100 pm.

objem tumoru (mma)
objem tumoru (mma)

DOX + DOX = MIFE = MIFE +

Obrazek 5. VIiv zvySené exprese katalyticky aktivni DPP-IV na rust xenograftu in vivo. (A)
Exprese transgenni DPP-IV v systému Tet-on byla v experimentalni skupiné zvitat (n=10) indukovana
podavanim hyklat doxycyklinu (2 mg/ml) v pitné vodé ad libitum od prvniho dne po implantaci.
Kontrolni skupiné zvifat (n=9) byla podavana pitna voda ad libitum. Zvifata byla utracena 48 dnd po
ortotopické implantaci 10° bunék. Mann-Whitney U test: p=0,001; (B) Exprese transgenni DPP-1V
v systému Gen-Switch Dbyla v experimentalni skupiné zvifat (n=10) indukovana podavanim
mifepristonu 270 pg/kg i.p. trikrat tydné rozpusténém v sezamovém oleji. Kontrolni skupiné zvifat
(n=10) bylo podavano 100 pl sezamového oleje i.p. tiikrat tydné. Zvifata byla utracena 42 dnt po
implantaci 10° bun&k. Mann-Whitney U test: p=0,03; &tverecky: mediany; krabice: 25-75 %; zavorky:
minimalni a maximalni hodnoty.

4.3. Vliv zvySené exprese katalyticky neaktivni DPP-1V na riist ortotopického xenograftu

K odliSeni katalyticky nebo nekatalyticky zprostiedkované¢ho u¢inku DPP-IV na rast
tumoru in vivo jsme pouzili dva odlisné klony transfekovanych gliomovych bunék U373MG
s indukovatelnou expresi transgenni mutované (enzymové neaktivni) formy DPP-1V. Exprese
mutované formy DPP-1V byla v obou klonech navozena pomoci systému Tet-on Advanced
system pii pouziti doxycyklinu, jako induk¢niho Ccinidla. Jeden z kloni navic stabilné
exprimoval fluorescen¢ni protein mKate2 jako reporterovy systém pro moznost intravitalniho
zobrazovani xenograftu pomoci FLI.

Vysledky prokézaly, ze tumory z glidlnich buné€k, které po indukei transgenni exprese
zvySené exprimovaly enzymové neaktivni formu DPP-IV byly statisticky vyznamné mensi,
nez kontrolni tumory, u nichz exprese transgenu nebyla navozena. Hodnota medidnu objemu
tumord exprimujicich enzymové neaktivni DPP-1V  byla, podobné jako v experimentech
s indukovanou expresi nativni formy DPP-1V, pfiblizné o 50 % mensi, nez hodnota medianu
objemu tumor u kontrolni skupiny. Tento rozdil byl patrny u obou klonil glidlnich bunék. Na
zakladé téchto vysledkli lze pfedpokladat, Ze menSi objem tumorl byl navozen
nekatalytickym mechanismem DPP-1V (Obrazek 6).
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Obrazek 6. Vliv zvySené exprese katalyticky neaktivni DPP-IV na rist xenograftu in
vivo. Exprese transgenni mutované formy DPP-1V byla v experimentalnich skupinach zvitat
(n=10) indukovana podavanim hyklat doxycyklinu (2 mg/ml) v pitné vodé ad libitum od
prvniho dne po implantaci. Kontrolni skupiné zvifat (n=10) byla podavana pitna voda ad
libitum. (A) Bunécny klon U373MG CD26mut, zvifata byla utracena 47 dnd po implantaci
10° bungk; Mann-Whitney U test: p=0,01; (B) Bun&ény klon U373MG CD26 mut mKate2,
zvifata byla utracena 44 dni po implantaci 10° bundk; Mann-Whitney U test: p=0,0006;
¢tverecky: mediany; krabice: 25-75 %; zavorky: minimalni a maximalni hodnoty.

4.4. Analyza indexu proliferace Ki-67

Pro posouzeni vlivu exprese DPP-IV na proliferaci gliomovych bunék in situ jsme
stanovili index proliferace Ki-67 v xenografech z bun¢k zvysené exprimujicich katalyticky
aktivni DPP-IV a v kontrolnich xenograftech. Rozdil v medianech indexu Ki-67 mezi
skupinou s indukovanou expresi DPP-IV a kontrolni skupinou ¢inil 4,5 % (Obrazek 7).
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Obrazek 7. Srovnani indexu proliferace Ki-67 u tumori s indukovanou transgenni expresi DPP-
IV. (A) Index Ki-67 v experimentalni skupiné¢ (n=10) a kontrolni skupiné (n=10), (B) exprese
markeru Ki-67 v tumorech s transgenné indukovanou DPP-IV. Exprese transgenni DPP-1V v systému
Gen-Switch byla v experimentalni skupiné zvifat (n=10) idukovana podavanim mifepristonu 270
pg/kg ip. tiikrat tydn€ rozpusténém v sezamovém oleji. Kontrolni skupiné zvifat (n=10) bylo
podavano 100 pl sezamového oleje i.p. tiikrat tydng. Zvitata byla utracena 42 dni po implantaci 10°
bunék. Mann-Whitney U test: p=0,002; ¢tverecky: mediany; krabice:25-75 %; zavorky: minimalni a
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maximalni hodnoty. Imunofluorescenc¢ni barveni ve zmrzlych fezech. Modie: jadra; ¢ervené: Ki-67,
metitko S50um

4.5. Indukce tumorii pomoci retrovirového vektoru RCAS PDGFB-HA

Pro indukci tumord bylo pouzito 10 mysi transgenniho kmene G-tva a 10 jedinc N-
tva. Neurologické symptomy indikujici rist tumorti byly pozorovany v rozmezi 5-7 tydni po
implantaci bunék produkujicich retrovirovy vektor RCAS PDGFB-HA. V piipadé kmene N-
tva vznikl tumor ve 100 % ptipadd. V piipadé kmene G-tva vznikl tumor u 50 % jedinct.
Vzniklé tumory vykazuji histopatologické rysy charakteristické pro lidsky multiformni
glioblastom. Lze pozorovat pfitomnost cCetnych nekroz s typickymi psedopalisidami
(Obrazek 8 A,B,C). V tumorech se vyskytuji rizné bunécné typy - buriky s malymi kulatymi
hyperchromnimi jadry, bunky s vyraznou jadernou pleomorfii a vietenovité bunky
piipominajici buniky hladké svaloviny tvofici pruhy prostupujici nadorovou masou (Obrazek 8
D, E). Nadorova tkan vykazuje silnou fokalni pozitivitu pro GFAP, vyskytujici se v oblasti
celého tumoru (Obrazek 9).

A

25



Obrazek 8. Morfologicky obraz tumori transgenné indukovanych vektorem RCAS PDGFB-HA
(A) Piehledny snimek s ¢etnymi nekrézami, =» serpiginézni nekréza; méfitko 200 pm; (B), (C)
Detaily nekroz s pseudopalisadami; méfitko 50 pm; D) Detail morfologicky odlisnych bunék: = -
vietenovité buriky, =» - buiky s hyperchromnimi kulatymi jadry, = - buiiky s pleomorfnimi jadry,
métitko 50 um; (E) Tumory obsahuji pruhy s vietenovitymi bunikami, pfipominajici mezenchymalni
proliferaci glioblastomu; méfitko 50 pm; zmrazené fezy tumorem 10 pm silné, barveni HE.

Obrazek 9. Exprese GFAP v tumorech transgenné indukovanych vektorem RCAS PDGFB-HA
Detail fokalni pozitivity GFAP. Exprese GFAP je fokalné pfitomna v celém tumoru, zelena — bunky
pozitivni pro GFAP; modra — buné¢na jadra; zmrazené fezy 10 pm silné; méfitko 100 um.

4.6. Pritomnost DPP-1V enzymové aktivity v tumorech transgenné indukovanych
retrovirovym vektorem

Pro zjisténi vzorce distribuce DPP-IV v modelovém systému byla uzita metoda
katalytické histochemie ve zmrzlych fezech mozkové tkané s experimentalnim tumorem
pomoci chromogenniho substratu (Obrazek 10 A). Po aplikaci sitagliptinu, vysoce
specifického inhibitoru enzymové aktivity DPP-IV, byla veskera aktivita v fezu eliminovana
(Obrazek 11 B). Aktivita je pfitomna na vnitini strané¢ cév a kapilar v ¢asti mozku
nepostizen¢ho ristem tumoru. V oblasti tumoru aktivitu vykazuji sporadicky se vyskytujici
individualni bunky nebo shluky bunck vyskytujici se kolem cév, ptipadné¢ v pruzich
formovanych vietenovitymi buiikami (Obrazek 10 B, C). Metoda detekujici aktivitu DPP-1V a
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soucasné expresi antigenu CD31 ukézala, Ze na rozdil od fyziologickych kapilar zdravého
mozku endotel dysplastickych kapilar enzymovou aktivitu specifickou pro DPP-IV
neobsahuje (Obrazek 12).

A

Obrazek 10. Enzymova aktivita DPP-1V v tumorech transgenné indukovanych vektorem RCAS
PDGFB-HA

(A) Ptehledny snimek distribuce enzymové aktivity DPP-IV v tumoru, métfitko 200 pm; (B) a (C)
detail lokalizace DPP-IV enzymové aktivity ve shlucich bun¢k a kolem cévnich ttvara, métitko 50
um; zobrazeni pomoci katalytické histochemie na zmrzlych fezech silnych 10 pm, jadra barvena HE.
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Obrazek 11. Inhibice enzymové aktivity DPP-1V vtumorech transgenné indukovanych
vektorem RCAS PDGFB-HA

(A) Detail struktury s DPP-IV enzymovou aktivitou, = — DPP-IV pozitivni butiky. (B) Detail stejné
struktury v nasledujicim paralelnim tezu s ptidanim specifického inibitoru enzymové aktivity DPP-IV
sitagliptinu. Zobrazeni pomoci katalytické histochemie na zmrzlych fezech 10 um silnych; métitko 20
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Obrazek 12. Lokalizace DPP-1V a CD31 v tumorech transgenné indukovanych vektorem RCAS
PDGFB-HA

(A) Ve zdravé mozkové tkani jsou DPP-IV a CD31 exprimovany v cévnich kapilarach. (B)
V nadorové tkani neni DPP-IV exprimovana na novotvotenych kapilarach. =» — dysplastické kapilary;
= - DPP-IV exprimujici buriky; dvoji barveni pomoci imunohistochemické metody s kienovou
peroxidazou (CD31) a katalytické histochemie (DPP-IV); jadra barvena HE; zmrazené fezy 10 um
silné; metitko 50 pm.

4.7. Kvantifikace enzymové aktivity kanonické DPP-1V v tumorech transgenné
indukovanych retrovirovym vektorem RCAS PDGFB-HA

Kvantifikace enzymové aktivity ukazala, ze hodnota medidnu DPP-IV-podobné
enzymové aktivity byla piiblizné 1,3 nasobné vyss$i nez hodnota v kontrolni tkani (Mann-
Whitney U test: p=0,047) (Obrazek 13 A). Hodnota medianu DPP-IV-podobné aktivity po
inhibici Sitagliptinem byla v nadorové tkani také 1,3 nasobné vyssi nez v kontrolni tkani
(Mann-Whitney U test: p= 0,021) (Obrazek 13 B). Rozdil enzymové aktivity kanonické DPP-1V
Vv obou tkanich byl statisticky nevyznamny (Mann-Whitney U test: p=0,4) (Obrazek 13 C).
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Obrazek 13. Enzymova aktivita DPP-1V v tumorech transgenné indukovanych vektorem RCAS
PDGFB-HA a kontrolnich tkanich

(A) DPP-IV-podobna enzymova aktivita vV nadorové a kontrolni tkani; Mann-Whithney U test:
p=0,047. (B) DPP-IV-podobna aktivita v nadorové a kontrolni tkani po inhibici sitagliptinem; Mann-
Whitney U test: p= 0,021 (C) Aktivita kanonické DPP-IV v nadorové a kontrolni tkani; Mann-
Whitney U test: p=0,4. Experimentalni skupina (n=5), kontrolni skupina (n=5), ¢tverecky: mediany;
krabice: 25-75 %; svorky: minimalni a maximalni hodnoty; bod: odlehlé hodnoty

4.8. In vivo zobrazovani

V pritbéhu Sesti tydnl od doby implantace xenograftii exprimujicich fluorescencni protein
mKate2 byl pozorovan rostouci fluorescenéni signal (Obrazek 14 A, B). Hodnoty
fluorescence ziskané focenim zivych zvifat pfed odebranim mozku nekorelovaly (n=19;
R=0,26; p=0,26) s hodnotami objemi tumorli ziskanych morfometrickymi metodami
(Obrazek 16 A). Narozdil od tohoto pozorovani hodnoty morfometrickych dat (Obrazek 15 A)
vyznamné korelovaly (n=19; R=0,61; p=0,0045) (Obrazek 16 B) s hodnotami dat ziskanych
skenovanim mozku vynatych z lebky (Obrazek 15 B). U vSech zvifat byl pozorovan
vyznamny extracerebralni rist nddorové masy v epiduralnim prostoru a lebecni kosti ptilehlé
k implantaénimu vstupu (Obrazek 14 C, D).

Za celem kvantifkace poklesu detekovaného fluorescencniho signalu v zavislosti na sile
vrstvy mozkové tkané byl fluorescencéni model xenograftu v podobé matrigelové kapky
obsahujici buniky exprimujici mKate2 postupné piekryt nékolika vrstvami mozkové tkang.
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Intenzita fluorescenc¢niho signalu poklesla o 65 % a 85 % po postupném piikryti xenograftu
Imm a 2 mm mozkové tkan¢ (Obrazek 17) (Pfiloha 1).
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Obrazek 14. Rust tumoru zobrazeny in-vivo pomoci FLI (A) Intravitdln¢ meéfena
fluorescence u kontrolni skupiny (n=9) a experimentalni skupiny v prabé¢hu 6 tydenniho
obdobi po ortotopické implantaci gliomovych bunék U373MG exprimujicich mKate2 protein.
Data jsou prezentovana jako prumér + S.D. (B) Zobrazeni jednoho reprezentativniho zvifete.
expoziéni Cas 90s; méfitko: 5 mm. (C) Distribuce nadorové masy vizualizovana
fluorescenénim zobrazenim a (D) barvenim HE. Cast tumoru rostouci mimo mozek je
0znacena Sipkami. Méfitko: 2 mm.
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Obriazek 15. Velikost tumori v xenotransplantaénim modelu gliomu

(A) Velikost tumord stanovena morfometrickou metodou. (B) Hodnoty fluorescence
stanoveny pomoci FLI u mozkl vynatych z lebky 6 tydnii po implantaci. Kontrolni skupina
(n=9), experimentalni skupina (n=11). ¢tverecky: mediany; krabice: hodnoty v rozmezi 25-75
%; svorky: minimalni a maximalni hodnoty; p<0.05, Mann-Whitney U test.
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Obrazek 16. Korelace hodnot objemid tumord stanovenych morfometricky a hodnot
fluorescenénich intenzit

(A) Korelace morfometricky stanovené velikosti tumoru a fluorescenéni intenzity métené in vivo v 6.
tydnu po implantaci. (B) Korelace morfometricky stanovené velikosti tumoru a fluorescenéni intenzity
méfené u mozku vynatych z lebky. (n=20); Spearmaniiv korela¢ni koeficient.
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Obrazek 17. Relativni oslabeni fluorescen¢niho signalu interferujici mozkovou tkani. (A)
Relativni fluorescence bun¢k U373MG exprimujicich mKate2 protein umisténych v Matrigel matrix a
postupné stinénych mozkovymi fezy o uvedené sile. (B) Relativni oslabeni fluorescenéniho signalu ve
ttech nezavislych experimentech. Data uvedena jako priimérné hodnoty + S.D.
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5. Diskuse
5.1. DPP-1V a jeji viiv na gliomagenezi in vivo

Studie zabyvajici se biologickym pisobenim DPP-IV v onkogenezi piinase;ji
nejednoznacné vysledky tykajici se jejiho pro- ¢i antitumorigenniho plisobeni. Zatimco vyssi
exprese DPP-IV v malignéjsich typech lidskych nadortt mize byt interpretovana tak, ze jeji
piitomnost souvisi s proonkogennimi ucinky, studie in vitro (Wesley a kol., 1999; Wesley a
kol., 2004; Wesley a kol., 2005; Masur a kol., 2006) popisuji pievazujici antitumorigenni
pusobeni této molekuly. Vyznam pochopeni mechanismti pasobeni DPP-1V v kancerogenezi
vzrostl se zavedenim inhibitori enzymové aktivity do bézné praxe 1écby diabetu mellitu 2.
Podrobnéjsi poznani mechanismi, jimiz DPP-IV pisobi v procesu kancerogeneze, ma rovnéz
vyznam v analyze vyuzitelnosti DPP-IV jako mozného terapeutického cile nebo
prognostického markeru (Stulc a Sedo, 2010).

Vyzkumy realizované v nasi laboratofi poprvé prokazaly zvySenou expresi DPP-IV a
narust jeji enzymové aktivity v tkanich vysoce malignich nadord vychazejicich z glidlnich
bunék a meningeomech vyssiho stupné malignity (Stremenova a kol., 2007; Stremenova a
kol., 2010) (Ptiloha 3). Nasledné byly provedeny in vitro experimenty s transgenné zvysenou
expresi DPP-IV v gliomovych bunéénych liniich, v nichz DPP-IV navodila pokles
tumorigennich vlastnosti (Busek a kol., 2012) (Ptiloha 2).

Abychom ovéfili biologicky efekt exprese DPP-IV v mikroprosttedi nddorové tkané
in vivo, zavedli jsme ortotopicky xenograftovy model gliomu, zaloZzeny na implantaci
gliomovych bunéénych linii s regulovatelnou transgenni expresi nativni a mutované DPP-1V
do mozkid imunodeficientnich my$i kmene NOD rag (Shultz a kol., 1995; Shultz a kol., 2000).
Pro navazujici studie, zaméfené na ziskani komplexnéjSiho pohledu na ulohu DPP-IV
v gliomagenezi Vv kontextu funk¢niho imunitniho systému, jsme dale zavedli model
transgenné indukované gliomageneze, ve kterém jsme analyzovali pfitomnost DPP-1V a
kvantifikovali jeji enzymovou aktivitu.

V xenotransplantanim modelu jsme vyuzili lidskou gliomovou bunéénou linii
U373MGQG, jejiz bunky se vyznacuji relativné nizkou bazélni expresi DPP-1V, ovéfili jsme
jejich tumorigenni potencial a zjistili, Ze tumory z nich vzniklé dobie reprodukuji nékteré
morfologické rysy lidského glioblastomu. Zjevnym rysem xentransplantatia z bunék U373MG
bylo relativné rychlé Sifeni do extracerebralniho prostoru a agresivni prorustani skrz lebecni
kost do podkozi. Jiné morfologické rysy typické pro histologicky obraz lidského
glioblastomu, jako napiiklad c&etné nekrozy, pseudopalisidy, bunééna pleomorfie
Vv experimentalnich xenograftech ptitomny nebyly. Technickou vyhodou zvoleného modelu
byla 100 % incidence vzniklych tumort.

Indukce exprese transgenni katalyticky aktivni formy DPP-1V in vivo konzistentné
IV byly pfiblizné o polovinu mensi nez tumory V kontrolni skupiné. Tyto tumory vykazovaly
snizenou bunéfnou proliferaci. Median indexu Ki-67 byl pfiblizné o 4,5 % niz8i nez v
kontrolni skupiné. Biologickou relevanci tohoto rozdilu sledovanou v nasem modelu
podporuje pozorovani, které ukazuje podobny rozdil indexu Ki-67 mezi lidskymi
astrocytarnimi tumory nizkého stupné malignity a multiformnim glioblastomem (Raghavan a
kol., 1990). Souvislost mezi potladenim prolifera¢ni aktivity bun€k a expresi DPP-1V ukazuje
také studie MareSe a kol., ve které je popsdna negativni korelace mezi zvySenou expresi DPP-
IV a indexem Ki-67 u bioptickych vzorkl tumord odebranych pacientim s diagnostikovanym
glioblastomem multiforme (Mares a kol., 2012).

Vyznamné sniZeni riistu experimentalnich tumort S transgenné navozenym zvySenim
exprese DPP-1V in vivo je v souladu s vysledky piedeslych experimentl provadénych in vitro
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(Busek a kol., 2008). Nas predpoklad o zpomaleni riistu experimentalniho gliomu pii zvysené
expresi DPP-1V v komplexnim mikroprostiedi se tak v nasich in vivo experimentech potvrdil.

Predpoklad, Ze mechanismus pusobeni DPP-1V v gliomagenezi je zaloZzen na
katalyticky mediované degradaci prorustovych mediatort, substrati DPP-1V, nase vysledky
nepotvrdily. Transgenni exprese katalyticky neaktivni formy DPP-1V in vivo navodila stejny
efekt jako katalyticky aktivni forma DPP-IV. Experimentalni tumory jak u enzymové aktivni
tak neaktivni formy DPP-1V dosahovaly statisticky vyznamné mensich objemd neZ tumory u
kontrolnich skupin. Rozdil medidnu objemu mezi skupinami ¢inil 50 %. Nepozorovali jsme
ani morfologické rozdily mezi tumory exprimujicimi mutovanou a nemutovanou formu DPP-
IV. Z naSich pozorovani lze tedy vyvodit, Ze tumorsupresorovy efekt DPP-IV je patrné
nezavisly na jeji enzymové aktivité, priCemz jsme kontrolnimi experimenty rovnéz vyloucili
mozny vliv pouzitych indukénich ¢inidel (doxycyklin, mifepriston) (Pinski a kol., 1993).
Mensi velikost tumorti s indukovanou expresi DPP-IV by rovnéz mohla byt zplsobena
nespecifickym zatizenim proteosyntetického aparatu bunék pii masivni expresi transgenu.
Tento ptedpoklad nelze v naSem modelu pomoci kontrolniho experimentu vyloucit. Nicméné
vysledky jinych experimentti provedenych v nasi laboratofi ukazuji, Ze navozeni exprese
jiného proteinu pomoci stejného transgenniho expresniho systému rist tumoru neovlivnil
(data neuvedena).

Abychom se pfi studiu role DPP-IV a dalsich molekul ze skupiny DASH v rozvoji a
progresi glidlnich nadord vice piiblizili podminkam nadorového mikroprostiedi, zavedli jsme
rovnéz model transgenn¢ indukované gliomageneze.

Pro nasi praci jsme zvolili RCAS/tv-a technologii. Vznik gliomt je u pokusnych zvifat
navozovan prostfednictvim transformace neuroektodermalnich mozkovych progenitorovych
bunc¢k exprimujicich nestin nebo mozkovych bun€k exprimujicich GFAP. Transformace
bunék je vyvolana transgennim umléenim genu Ink4a/ARF v somatickych bunkach a
soucasn¢ in vivo transfekci onkogenem PDGFB. Zatimco u zvifat exprimujicich receptor pro
onkogenni vektor pod promotorem nestinu vznikaly tumory ve 100 % piipadi, u zvifat
exprimujicich receptor pod promotorem GFAP vznikly v 50 % piipadd. Nizka incidence
vzniku tumortt v ptipadé¢ zvifat G-tva Vv naSich experimentech je v rozporu s vysledky
publikovanymi v literatufe a nenasli jsme pro ni vysvétleni (Hambardzumyan a kol., 2009).
Dalsi experimenty jsme provadéli pouze s kmenem N-tva.

Na zéklad¢ ptedchozich vysledkii nasi laboratofe potvrzujicich zvySenou enzymovou
aktivitu DPP-IV v lidskych gliomech vysokého stupné malignity (Stremenova a kol., 2007)
jsme piedpokladali, ze ke zvySeni oproti zdravé mySi mozkové tkani dojde také v gliomech
mysiho modelu. Zjistili jsme, ze celkova DPP-1V-podobna enzymova aktivita byla
Vv experimentalni gliomové tkani oproti kontrolni tkani statisticky vyznamné zvySena asi 1,3
nasobné. Statisticky vyznamné bylo i1 zvySeni ne-kanonické DPP-1V-podobné aktivity.
Aktivita kanonické DPP-IV piekvapivé tvofila pouze 10 % z celkové aktivity jak v gliomové
tak kontrolni tkani, pfiCemz rozdil aktivity v nadorové tkani ve srovnani S kontrolou
nedosahoval hranici statistické vyznamnosti. Lze tedy pfedpokladat, Ze statisticky vyznamny
narist DPP-IV-podobné aktivity, pozorovany v transgennim modelu glioblastomu, je
disledkem hydrolytické aktivity jinych molekul ze skupiny DASH nez kanonické DPP-1V
(Busek a kol., 2008). Nase zatim nepublikované vysledky naznacuji, Ze touto molekulou
miiZe byt fibroblastovy aktivacni protein.

Kromé narustu DPP-1V-podobné enzymové aktivity jsme v GEM pozorovali riznou
distribuci DPP-1V v nadorové a kontrolni tkani. Ve zdravé mysi mozkové tkani se DPP-1V
vyskytuje v mozkovych obalech a v endoteliich kapilar a cév. V transgenné indukovanych
tumorech DPP-IV na endotelu dysplastickych kapilar exprimovana nebyla. V nadorové tkani
aktivitu vykazovaly ptfedev§im individualni buiikky nebo skupiny bunck vyskytujici se
Vv perivaskularnim prostoru nebo pruzich pfipominajicich mezenchymalni komponentu
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tumoru. Tento obraz distribuce DPP-IV v GEM modelu se podoba lokalizaci DPP-IV
Vv lidskych glidlnich nadorech. Nositeli DPP-IV jsou zde pravdépodobné perivaskularni
extravazované bunky podobné mononukledrnim bunikdm, jejichz fenotyp je podobny bunikam
imunitniho systému (Pro a Dang, 2004; Mares a kol., 2012). Exprese DPP-IV tak muze
souviset s aktivaci imunitnich a adhezivnich vlastnosti téchto bunék (Lojda, 1981; Chen a
Kelly, 2003; Kikkawa a kol., 2003). Neptitomnost exprese DPP-IV u nadorovych
dysplastickych kapilar v GEM modelu v porovnani s krevnimi kapilarami zdravého mozku,
které ji naopak exprimuji, lze interpretovat tak, ze DPP-IV hraje inhibi¢ni roli v regulaci
angiogeneze. Tato interpretace koresponduje se zavéry praci, které ukazuji, ze DPP-IV
negativné ovliviuje angiogenezi (Poncina a kol., 2014). Napiiklad Takasawa uvadi, ze
aktivace proliferace endotelidlnich bun¢k navozena prostiednictvim TNF a IL-1 vedla ke
snizeni exprese DPP-IV in vitro. Snizeni exprese DPP-IV pomoci RNA interference posililo
proliferaci takto aktivovanych endotelialnich bunék (Takasawa a kol., 2010). V jiné studii
inhibice enzymové aktivity DPP-IV vedla ke zvySeni proliferace endotelidlnich bunék a
posileni vaskularity u transplantovanych Langerhansovych ostrivkt v my$im modelu in vivo
(Samikannu a kol., 2013). Podavani Vidagliptinu (specificky inhibitor enzymové aktivity
DPP-1V) pacientim s diabetes mellitus II. typu navodilo zlepSeni hojeni bércovych viedu
zpusobené posilenim novotvorby kapilar (Marfella a kol., 2012).

Jednim z mechanismu, kterym se mtze DPP-IV podilet na regulaci angiogeneze je
proteolytické Stépeni chemokinu SDF-1a. Tento chemokin je jejim substratem a proteolyticka
modifikace prostiednictvim DPP-IV jej efektivné inaktivuje (Proost a kol., 1998). SDF-1a se
fadi mezi angiogenni faktory, které ovliviiuji proliferaci a migraci aktivovanych
endotelialnich bunék v nadorové tkani (Hanahan a Folkman, 1996). V myS$im modelu
glioblastomu bylo prokdzano, ze SDF-la vyznamné posiluje nejen invazivitu
transformovanych bunék, ale také pozitivné ovlivituje proliferaci a migraci endotelialnich
bunék (Mirshahi a kol., 2000; Kuhlmann a kol., 2005; Wang a kol., 2012). Inaktivace
SDF-1a prostfednictvim aktivity DPP-IV tak muze pfispivat k potlaCovani proangiogennich
vlivii. V tomto ohledu mizeme nepfitomnost exprese DPP-IV na novotvofenych kapilarach
V tumorech nasSeho modelu dat do spojitosti s proangiogennimi procesy, které prispivaji
Kk progresi nadoru.

Zjisténi, ze DPP-IV v xenotransplanta¢nim modelu potlacuje rist tumoru bez ohledu
na jeji enzymovou aktivitu, mize vést k zavéru, Ze inhibice enzymové aktivity DPP-1V
specifickymi inhibitory nebude mit vliv na jeji antitumorigenni ucinky. Je ovSem tieba
zduraznit, Ze nase vysledky se tykaji ptipadu, kdy je DPP-IV over-exprimovana vlastnimi
nadorovymi (transformovanymi) bunikami. V GEM modelu, kde byla DPP-IV exprimovana
ojedinélymi buinikami stromatu, (a tudiz v jiném kontextu) ovSem muZze hrat enzymova
aktivita DPP-1V jinou biologickou roli. To potvrzuji i recentni poznatky o DPP-1V v praci Da
Silva, ktera ukazuje, Ze inhibice DPP-IV enzymové aktivity pozitivné ovliviiovala infiltraci
modelu melanomu in vivo imunitnimi butikami (Barreira da Silva a kol., 2015). Tyto zavéry
potvrzuji vyznam uziti modeld s funkéni imunitou pro zkoumani vyznamu DPP-1V v procesu
gliomageneze.

5.2. Validace neinvazivni fluorescencni zobrazovaci metody

Pro posouzeni vhodnosti fluorescencni zobrazovaci metody pro sledovani dynamiky
ristu tumoru v ortotopickém modelu gliomu jsme provedli zhodnoceni pifesnosti urovani
objemu tumorld pomoci zobrazovaci metody zalozené na detekci svétla. Jako kandidat pro
vyuziti v experimentech byla zvolena fluorescencni zobrazovaci metoda. Na rozdil od
zobrazovani pomoci chemiluminiscence neni u této metody podminkou vzniku
detekovatelného svételného signalu difuze substratu k implantovanym nadorovym buikam.
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Dostupnost substratu pro chemiluminiscencni reakci miize byt v hetrogennim prostiedi
xenograftu nerovnomérnd, proto jsme pro na$ model zvolili buiky stabilné¢ exprimujici
fluorescencni protein mKate2, jehoz optické parametry piekondvaji nevyhody bézné
uzivaného GFP (Shcherbo a kol., 2007). Nase méfeni ukazala, ze detekovany fluorescen¢ni
signal v pouzitém modelu mél pivod predevsim v tumordzni mase nachéazejici se na povrchu
mozku, v epidurdlnim prostoru a v pfilehlé lebecni kosti. Fluorescence vychazejici z
této extracerebralné rostouci nddorové bunééné masy prezarila signal vychazejici z hloubg;ji
ulozenych oblasti v mozku ulozeného nadoru. Svételny artefakt extracerebralni ¢asti tumoru
byl ptic¢inou nizké korelace mezi daty ziskanymi pomoci FLI in vivo a hodnotami objemu
tumorli stanovenych post mortem pomoci morfometrickych méfeni. Nezadouci
extracerebralni rist experimentalniho tumoru by mohl byt hypoteticky omezen hlubsi
injektdzi mensich objemli bunécné suspenze. Fluorescencni svétlo emitované z hloubéji
uloZeného xenograftu je ale vice pohlceno a rozptyleno silnéjsi vrstvou okolni tkang. To by
s vysokou mirou pravdépodobnosti zapti¢inilo ztratu ostrosti zobrazeni (Ntziachristos, 2006).
Navic redukce poctu implantovanych bunék snizuje intenzitu fluorescen¢niho signalu, coz
v kombinaci s autofluorescenci tkané¢ vede k nedostate¢nému kontrastu, nezbytnému pro
detekci tumoru v casnych fazich jeho rastu (Troy a kol., 2004).

Nase zjisténi ukazuji, ze vysledny fluorescencni signal je vyznamné ovlivnén nejen kvantitou
nadorové masy, ale také jeji ,,geometrii*, danou distribuci nadorovych bun€k v prostoru.

Lze tedy konstatovat, ze makroskopickd planarni FLI v epi-iluminacnim modu s
konven¢nim zdrojem excitatniho svétla je zobrazovaci metoda vhodnd spiSe pro
semikvantitativni a orientacni stanovovani dynamiky ristu tumoru, nez pro pifesné méteni a
porovnavani objemil xenografti lokalizovanych hloubé&ji v mozku.

Nase data, podobné jako vysledky Jostové a kol. (Jost a kol., 2007) napovidaji, Ze
neinvazivni zobrazovaci metody vyuzivajici tomograficky pfistup jsou pro in Vivo
kvantifikaci objemu tumoru v ortotopickych modelech mozkovych nadort vhodné;si.

6. Zavéry

1. Transgenni zvySeni exprese DPP-IV u lidskych transformovanych glidlnich bunck
Vv ortotopickém myS$im modelu negativné ovlivituje rist experimentalnich tumort.

2. Negativni pisobeni zvysené transgenni exprese DPP-IV na rlst experimentalnich tumort
z lidskych glialnich bunék v ortotopickém myS$im modelu neni zavislé na enzymové funkci
DPP-1V.

3. V glidlnich tumorech, vzniklych transgenni transformaci neuroektodermalnich
progenitorovych bunék in vivo, dochazi ke statisticky vyznamnému zvySeni DPP-1V-like
aktivity oproti kontrolni tkani, ale neni zpisobeno kanonickou DPP-1V.

4. Na rozdil od cév a kapilar zdravého mySiho mozku, jejichz endotel vykazuje expresi
DPP-1V, dysplastické nadorové kapilary v tumorech vzniklych transgenni indukci in vivo
DPP-1V neexprimuji.

5. Planarni fluorescenéni zobrazovaci metoda v epiilluminaénim moédu neni vhodnd pro

presnou kvantifikaci dynamiky ristu intrakranialnich modelovych tumord in vivo, ale
umoziiuje semikvatitativni monitoraci riistu tumoru in vivo.
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