Univerzita Karlova
1. 1ékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

UNIVERZITA KARLOVA

1. lékatska fakulta

Mnohocetné formy Dipeptidylpeptidazy-1V a Fibroblastového aktiva¢niho proteinu v mozkovych nadorech

Ivana Matrasova
2023



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Biochemie a patobiochemie

Pfedseda oborové rady: Prof. MUDr. Zden¢k Kleibl, Ph.D.

Skolici pracovists: Ustav biochemie a experimentalni onkologie,
U Nemocnice 5, Praha 2, 12853

Skolitel: Prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc.



ABSTRAKT

Proteolytické enzymy pfispivaji ke vzniku, rozvoji a progresi fady onemocnéni. Dipeptidylpeptidaza-1V
(DPP-1V) a fibroblastovy aktiva¢ni protein (FAP) jsou serinové proteazy s unikatni schopnosti odstépovat dipeptidy
obsahujici — vysoce evolu¢né konzervovany — prolin na predposledni pozici N-konce substratii/biologicky aktivnich
peptidii. FAP vykazuje i gelatinolytickou aktivitu, kterou uplatituje pfi procesech remodelace extracelularni matrix.
Glialni mozkové nadory (gliomy) vznikaji transformaci rezidentnich gliovych bunék, mozkové metastazy vznikaji
z cirkulujicich transformovanych bunék extrakranialnich nadorti. Nase piedchozi prace popsaly zvySenou expresi
DPP-1V a FAP v tkanich vysokostuptiovych gliomi. Ptitomnost DPP-IV a FAP v tkanich mozkovych metastaz nebyla
do této doby popsana.

Cilem této dizertacni prace bylo popsat mnohoc¢etné formy DPP-IV a FAP, pfiblizit jejich bunéény ptvod a
moznou regulovatelnost v mozkovych nadorech. DPP-IV a jeji molekulové MW a pl formy byly exprimovany
dominantné transformovanymi glidlnimi bunkami, FAP a jeho MW a pl formy byly pfitomny v transformovanych i
stromalnich bunkach v tkanich GBM a mozkovych metastdz. Spektrum mnohocetnych forem DPP-IV a FAP v tkanich
GBM ani v transformovanych glialnich bunkach pravdépodobné nebylo disledkem glykosylace.

V tkanich GBM a mozkovych metastaz jsme nalezli do této doby nepopsanou molekulovou formu FAP s pl
7,0-8,5. Ve stromalnich buiikach byly, na rozdil od transformovanych glidlnich bun¢k, nalezeny formy FAP s pl 7,0-
8,0. Molekulové formy FAP s pl 7,0-8,5 mohou byt v tkanich GBM indukované v gliomovych bunkach i v
nenadorovych pericytech az v kontextu nadorového mikroprostfedi. Exprese FAP, nikoliv ovSem DPP-IV, byla
v gliomovych i stromalnich buiikdch ptitomnych v tkanich GBM a mozkovych metastdz indukovand TGF-B1.

Poznani regulace exprese mnohocetnych forem DPP-IV a FAP a jejich biologickych funkci v nddorovém
mikroprostfedi mize v budoucnu prispét k identifikaci dalSich terapeuticky vyznamnych cild v 1é¢bé mozkovych
nadora.

Kli¢ova slova: dipeptidylpeptidaza-1V (DPP-1V), fibroblastovy aktiva¢ni protein (FAP), mnohocetné formy,
mozkové nadory, nadorové mikroprosttedi, TGF-p1

ABSTRACT

Proteolytic enzymes are known to contribute to the initiation, development and progression of a number of
diseases. Dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) and fibroblast activation protein (FAP) are serine proteases with the
unique ability to cleave dipeptides containing - highly evolutionarily conserved - proline at the penultimate position of
the N-terminus of substrates/biologically active peptides. FAP also exhibits gelatinolytic activity, which it exerts
during extracellular matrix remodeling processes. Glial brain tumors (gliomas) arise from resident transformed glial
cells, whereas brain metastases originate from circulating transformed extracranial tumor cells. Our previous work has
described an increased expression of DPP-IV and FAP in high-grade glioma tissues. The presence of DPP-IV and
FAP in brain metastatic tissues has not been described to date.

The aim of this thesis was to describe the multiple forms of DPP-IV and FAP, and to describe their cellular
origin and possible regulation in brain tumors. DPP-IV and its molecular MW and pl forms were expressed
predominantly by transformed glial cells, whereas FAP and its MW and pl forms were expressed by transformed and
stromal cells present in GBM and brain metastatic tissues. The spectrum of multiple forms of DPP-IV and FAP in
GBM tissues and transformed glial cells was probably not a result of glycosylation.

We found a previously undescribed molecular form of FAP with a pl of 7,0-8,5 in GBM tissues and in brain
metastases. In stromal cells, in contrast to transformed glial cells, several forms of FAP with pl 7.0-8.0 were found.
Molecular forms of FAP with pl 7,0-8,5 can also be induced within glioma cells and non-tumor pericytes present in
GBM tissues in the context of the tumor microenvironment. Expression of FAP, but not DPP-IV, was induced by
TGF-B1 in glioma and stromal cells present in GBM tissues and in brain metastases.

Understanding the regulation of the expression of multiple forms of DPP-IV and FAP and their biological
functions in the tumor microenvironment may contribute to the identification of additional therapeutically relevant
targets in the treatment of brain tumors in the future.

Key words: dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V), fibroblast activation protein (FAP), multiple forms, brain tumors,
tumor microenvironment, TGF-B1.
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1 Uvob

1.1 PROTEAZY

Proteazy jsou ubikvitné exprimované enzymy, které hydrolyzou peptidovych a izopeptidovych vazeb
ireverzibiln¢ modifikuji proteiny a peptidy, ¢imz se podileji na udrzeni celkové homeostazy organizmu. Proteazy jsou
jednou z nejvétSich proteinovych rodin, kterou tvofi témét 600 hydrolytickych enzymt dale rozd€lenych podle
mechanizmu katalytického U¢inku (Rawlings & Bateman, 2021).

S rozvojem a pribéhem fady patologickych stavii véetné nadorovych onemocnéni je casto spojena i
deregulovana exprese proteaz, proteolyticka aktivita, na proteolyze zavisla signalizace a/nebo naruSend rovnovaha
mezi ptitomnosti proteaz a jejich inhibitorti (Eatemadi et al., 2017; Turk et al., 2012). Proteazy se na procesech vzniku
a rozvoje nadorovych onemocnéni mohou podilet modifikaci komunikace mezi jednotlivymi bunéénymi populacemi
nadorového mikroprostiedi mechanizmem proteolytické modifikace biologicky aktivnich peptidd (Itoh, 2022),
remodelaci extracelularni matrix (Karamanos et al., 2019; Mohan et al., 2020), stimulaci pfechodu bunky
z epitelového do mezenchymového fenotypu (EMT) (Mitschke et al., 2019) a maskovanim transformovanych bunék
pfed imunitnim systémem (Muenst et al., 2016), ¢imZ podporuji rst nadoru, jeho invazivitu a schopnost metastazovat
(Hanahan & Weinberg, 2011; Pandya et al., 2017).

Dipeptidylpeptidaza-1V (DPP-IV, EC 3.4.14.5) a fibroblastovy aktivacni protein (FAP, EC 3.4.21.B28) jsou
serinové protedzy s mnohocetnymi biologickymi wc€inky. Zmény exprese DPP-IV a FAP byly popsany
v patogenetickych mechanizmech fady nadorovych onemocnéni, pficemz v téchto procesech mohou hrat roli tumor
promotortl i tumor supresorti (Beckenkamp et al., 2016; Busek et al., 2022; Fitzgerald & Weiner, 2020).

1.1.1 Dipeptidylpeptidaza-1V a fibroblastovy aktivacni protein

Dipeptidylpeptidaza-1V (DPP-1V, EC 3.4.14.5) je ubikvitn¢ exprimovand, typicky membranové vazana
serinova proteaza typu II, jejiz hydrolytické aktivita je podminéna homodimerizaci dvou monomernich podjednotek
(Mentlein, 1999). DPP-IV byla pozorovana také ve vyssich molekulovych strukturach (200400 kDa) (De Meester et
al., 1992; Gorrell et al., 2001; Puschel et al., 1982; Shibuya-Saruta et al., 1996). Nékteré prace popisuji i DPP-IV
v podobg¢ tetrameru, jehoz MW ptesahuje 800 kDa. Dimery DPP-IV na povrchu plazmatickych membran T lymfocyti
a epitelovych bun¢k by mohly tvorbou homotetrameru ovliviiovat jejich adhezni vlastnosti a mezibunééné interakce
(Engel et al., 2003; Lambeir et al., 1997). Krom¢ membranoveé vazané DPP-1V byla v plazmé, slinach, cerebrospinalni
tekutiné nebo seminalni plazmé popséna i solubilni/secernovana forma DPP-IV, ktera pravdépodobné vznika
bunécnou sekreci nebo dosud malo popsanym mechanizmem proteolytického stépeni (z angl. shedding) membranoveé
DPP-IV (Abbott et al., 2000; Durinx et al., 2000; Lambeir et al., 1997). Glykosylaci podminéna pfitomnost
mnohocetnych forem DPP-IV s odlisnou enzymovou aktivitou byla popsana v plazmé pacientd s diabetem mellitem
druhého typu (Patrick O’Mullan, 2017) nebo ve tkanich spinocelularniho karcinomu plic (Sedo et al., 1991).

Fibroblastovy aktivacni protein alfa (FAP, EC 3.4.21.B28) je membranové vazana serinova proteaza typu II
poprvé popsana jako povrchovy antigen transformovanych epitelovych bunék (Rettig et al., 1986). FAP sdili s DPP-
IV 68% sekvencni podobnosti C-terminalni domény a ve skupiné DASH je nejbliz§im homologem DPP-IV (Goldstein
et al.,, 1997). Hydrolyticka aktivita FAP je, stejné jako u DPP-IV, podminéna homodimerizaci dvou monomernich
podjednotek. Soucasné byl popsan i mozny vznik heterodimeru s DPP-IV (Scanlan et al., 1994). Oproti DPP-1V mize
FAP fungovat i jako gelatinaza (J. Lee et al., 2005). Na rozdil od ubikvitné exprimované DPP-IV je FAP exprimovany
témét vyhradné v mistech tkanové remodelace, véetné nadorové tkané. FAP byl poprvé popsan v reaktivnich
stromalnich fibroblastech epitelidlnich nador, sarkomti mékkych tkani, pfi hojeni ran a ve fetalnich
mezenchymovych fibroblastech (Rettig et al., 1986). Kromé¢ membranové vazaného FAP byla v lidské plazmée
popsand solubilni forma FAP, kterd se do cirkulace muze dostdvat dosud neupln¢ popsanym mechanizmem
proteolytického $tépeni membranové formy (z angl. shedding) (Mueller et al., 1999). Solubilni forma FAP muze byt
syntetizovana de novo jako enzym piitomny v krevni

1.1.1.1 Biologické substraty DPP-1V a FAP

DPP-1V odstépuje X-Pro dipeptidy z N-terminalniho konce fady biologicky aktivnich peptidi a bilkovin
obsahujicich - vysoce evolu¢né konzervovany - prolin na predposlednim misté jejich AMK sekvence (Lambeir et al.,
2003). Peptidova vazba obsahujici prolin je vzhledem k jedinecné struktuie prolinu relativné stabilni vaci §tépeni
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vétSinou proteaz (Vanhoof et al., 1995). FAP S§tépi, pfestoze s fadove nizsi hydrolytickou ucinnosti, vétSinu
prirozenych substratii DPP-IV (Niedermeyer et al., 1998). SniZzend exopeptidazova aktivita FAP je zfejmé zplisobena
zédménou Asp®® za Ala®’, coz vede k celkové slab$imu zadpornému naboji v aktivnim centru a ¢aste¢né destabilizaci
intermedidrniho komplexu FAP-substrat (Aertgeerts et al., 2005; Aertgeerts, Ye, Tennant, et al., 2004).

Mezi substraty DPP-IV obsahujici X-Pro N-termindlni dipeptid patii fada bioaktivnich molekul napf.
neuropeptidli, chemokinti nebo inkrentind s Sirokym spektrem biologickych G¢inkti uplatiiujicich se i v procesech
nadorové transformace. U¢inkem DPP-IV miize dochézet k jejich degradaci a eliminaci ale téZ k regulaci jejich
funkci; aktivaci nebo Castéji inaktivaci, ke zméné jejich receptorové preference, ¢i zméné na receptorového
antagonistu (Elmansi et al., 2019). DPP-IV mize timto zptisobem ovliviiovat procesy spojené s bunécnou proliferaci,
adhezi, migraci a apoptézou a miize modulovat lokalni a systémovou imunitni odpovéd'.

Oproti DPP-IV ma FAP rovnéz endopeptidazovou/gelatinolytickou aktivitu, kterd se uplatiiuje zejména pfti
procesech remodelace ECM, stépenim kolagenu I, III a IV in vitro. Mezi fyziologické substraty endopeptidazové
aktivity FAP patti hydrolyticky in vivo nebo tepelné in vitro denaturovany kolagen I (Christiansen et al., 2007; Park et
al., 1999), a2 antiplazmin (Lee et al., 2006) a fibroblastovy ristovy faktor-21 (FGF-21) (Dunshee et al., 2016; Zhen et
al., 2016).

1.1.1.2  Biologické funkce DPP-1V a FAP nezavislé na hydrolytické aktivité

DPP-1V mitize nehydrolyticky interagovat s vazebnymi partnery (Kameoka et al., 1993). DPP-IV je vazebnym
partnerem adenosindeaminazy (ADA), CD45 a plazminogenu 2 a zprostfedkovava kontakt buika-buika a buika-
ECM, ¢imz mlze ovliviiovat procesy nadorové transformace nezavisle na proteolytické funkci (Aytac & Dang, 2004;
De Meester et al., 1994).

Podobné jako DPP-IV je i FAP schopen tvofit funkéné vyznamné komplexy s jinymi molekulami a pfimo
ovliviiovat proliferaci a invazi prostfednictvim intracelularnich signalnich drah a transkripcni regulaci gent
souvisejicich s bunéénym cyklem (napi. PI3/Akt a SHH/GLI).

1.1.2  DalSi “Aktivitou a/nebo strukturou DPP-IV-podobné molekuly“ (DASH)

Na zaklad¢ prace nasi laboratofe byla postupné definovana skupina “Dipeptidylpeptidaze aktivitou a/nebo
strukturou podobnych® (Dipeptidyl peptidase-IV activity and/or structure homologous, DASH) molekul, mezi jejiz
Cleny patti FAP, dipeptidylpeptiddaza 6, 7, 8, 9 a 10 (Sedo & Malik, 2001). DASH molekuly ovliviiuji procesy
nadorové transformace regulaci rustovych vlastnosti bunék v nadorovém mikroprostiedi pifedev§im proteolytickou
modifikaci biologicky aktivnich peptidii (Sedo & Malik, 2001; Waumans et al., 2015). Krom¢ DPP 6 a DPP 10, které
nemaji DPP-IV-podobnou aktivitu, maji clenové této rodiny podobnou substratovou specifitu a inhibi¢ni profily
(Gorrell et al., 2005, Lambeir et al., 2003). V nékterych ptipadech je aktivita DPP-IV patrné zastupitelna DPP-IV-
podobnou aktivitou ostatnich ¢lenti skupiny DASH. Biologické dusledky pfitomnosti spektra DASH molekul
v konkrétni tkédni budou zaviset na lokalni dostupnosti jejich biologickych substrat a vazebnych molekuldrnich
partnert (Busek & Sedo, 2013).

1.2 MOZKOVE NADORY

Glialni mozkové nadory (gliomy) jsou na zaklad¢ stupné malignity rozdéleny na nizkostupiiové (stupeii 1 a 2)
a vysokostupnové (stupen 3 a 4). Nizkostupnové gliomy muzou progradovat do maligni formy, vysokostupnové
gliomy jsou charakterizovany vysokou agresivitou a schopnosti difuzné infiltrovat do pftilehlé mozkové tkané.
Glioblastoma multiforme (GBM, gliom stupn¢ 4) je nejcastéjsi a nejvice agresivni formou vysokostupiiového gliomu
se Spatnou prognézou a medianem preziti do 15 mésicti ode dne diagnézy (Ostrom et al., 2020).

Mozkové metastazy vznikaji z cirkulujicich transformovanych bunék, které pochazeji z extrakranialnich
tumort, nejcastéji karcinomu plic, prsu nebo melanomu (Eichler et al., 2011). Oproti difuznimu charakteru vyse
popisovaného GBM, jsou mozkové metastazy, podobn¢ jako nizko stupiiové astrocytomy, dobfe ohrani¢eny (Langley
& Fidler, 2013).

1.2.1 Mikroprostiedi mozkovych nadora

Nadorové mikroprostiedi obsahuje kromé transformovanych bunc¢k i rizné typy netransformovanych,
stromalnich, bunék, mezi které patii pericyty, endotelie, fibroblasty a bunky imunitniho systému (Quail & Joyce,
2013). V mikroprosttedi mozkovych nadorti jsou navic ptitomné rezidentni mikroglie, astrocyty a neurony.



Gliomové buiiky vznikaji procesem nadorové transformace glialnich bunék v mozku. P¥itomnost DPP-IV byla
popsana v gliomovych bunéénych liniich a v primarnich gliomovych nekmenovych kulturach odvozenych z GBM
(Busek et al., 2008; Busek et al., 2012; Sedo et al., 2001; Sedo et al., 1998; Sedo & Revoltella, 1995). Pritomnost FAP
byla pozorovéana v zejména gliomovych bunikach exprimujicich DPP-IV (Busek et al., 2008). Podle nékterych autort
FAP ptitomny v gliomovych bunkéach napomaha jejich migraci remodelaci slozek ECM, ¢imz mutze stimulovat rtst
nadoru a podporovat angiogenezi (Mentlein et al., 2011).

Nddorové asociované pericyty se vyskytuji ve sténach mikrocév v blizkosti endotelu. Mezenchymové FAP*
buiiky s charakteristikami nadorove asociovanych pericytd byly v GBM lokalizovany v blizkosti dysplastickych cév
(Busek et al., 2016) a parakrinné stimulovaly chemotaxi endotelovych bun€k, angiogenni puceni a zvySenou migraci a
rust transformovanych bunék in vitro (Balaziova et al., 2021).

Nadorové asociované fibroblasty (cancer associated fibroblasts, CAF) hraji dtlezitou roli v procesech
tumorigeneze (Hanahan & Weinberg, 2011). CAF mohou vznikat z tkaiiovych fibroblastli nebo z mezenchymovych
kmenovych bun¢k (Quante et al., 2011). Nase nepublikované vysledky i prace jinych autori potvrzuji pfitomnost
mezenchymovych bunék s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblasti (CAF) v GBM (Jain et al., 2021).
Role CAF je dilezita i v degradaci ECM. Vzhledem k tomu, ze CAF odvozené z koznich fibroblasti stimulovaly
proliferaci gliomovych bunék in vitro (Trylcova et al., 2015), lze v procesech gliomageneze piedpokladat jejich
protumorigenni funkeci.

2  HYPOTEZA A CILE PRACE

SloZeni spektra mnohocetnych forem DPP-IV a FAP mtze podmiiiovat jejich biochemicky potencial (napf.
kinetické parametry, preference receptorovych subtypii jimi procesovanych biologicky aktivnich substratil) s moznymi
biologickymi dtsledky. Ptedchozi vysledky nasi laboratofe ukazuji na odliSny expresni vzorec obou molekul ve
tkanich glioblastomu a v nenadorové mozkové tkani. Bunécny zdroj DPP-IV a FAP v tkédni glidlnich mozkovych
nadorli a mozkovych metastaz dosud neni znam. Na zaklad¢ naSich i dalSich literarnich vysledkd predpokladame
existenci mnohocetnych forem DPP-IV a FAP specificky exprimovanych v riznych bunécnych typech (v
transformovanych a stromalnich buiikach) a pod vlivem jejich kontextu v nddorovém mikroprostfedi glialnich
mozkovych nadorii a mozkovych metastaz.

CILE PRACE:

1. Popsat expresni vzorec mnohocetnych forem DPP-IV a FAP v tkanich glidlnich nizko— a vysokostupnovych
mozkovych nadorti a mozkovych metastaz v porovnani s nenddorovou mozkovou tkani.

2. Priblizit molekuldrni podstatu rtznosti mnohocetnych forem DPP-IV a FAP v GBM provedenim
deglykosyla¢nich studii.

3. Identifikovat bunécny zdroj DPP-IV a FAP v tkanich glialnich nadori a mozkovych metastaz.

4. Overit regulaci exprese DPP-IV a FAP a jejich molekulovych forem v bunéénych typech piitomnych
v nadorovém mikroprostfedi glialnich mozkovych nadorti a mozkovych metastaz in vitro.

3 MATERIAL A METODIKA

3.1 BIOLOGICKY MATERIAL

3.1.1 Glialni mozkové nadory a mozkové metastazy

Tkanovy material byl ziskan v rdmci nékolika grantovych projektii ve spolupraci Laboratofe biologie
nadorové buniky (LBNB) s klinickymi pracovisti — Neurochirurgickym oddélenim Nemocnice Na Homolce a
s Neurochirurgickou a neuroonkolgickou klinikou 1. LF UK a UVN na zakladé souhlasu p¥islusnych etickych komisi.

3.1.2 Permanentni bunééné linie, primarni bunécné kultury
Permanentni gliomové bunééné linie U118, U138, U87, TI98G, U251 byly odvozeny z GBM, gliomt 4. stupné
malignity dle WHO (Cell Line Services, CLS, Némecko a American Type Culture Collection, ATCC, LGC Standards,
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Velka Britanie). Gliomova bunécna linie U373 byla odvozena z gliomu 3. stupné malignity dle WHO (ATCC, LGC
Standards). Buiiky byly kultivovany dle doporu¢eni vyrobcti Komeréné dostupna primarni pericytarni bunécna kultura
(Human Brain Vascular Pericytes, HBVP) byla odvozena ze zdravé fetalni mozkové tkané. HBVP kultura byla
kultivovéna dle doporuceni vyrobce. Z tkdini GBM byly odvozeny gliomové nekmenové kultury (nonGSC)
(Stremenova et al., 2009), gliomové kmenové kultury (glioma stem cells, GSC) (Sana et al., 2018), mezenchymové
FAP" kultury s charakteristikami nadorové asociovanych pericyti (pFAP) (Balaziova et al., 2021) a mezenchymové
kultury s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblasti (CAF-GBM) (Trylcova et al., 2015). Z mozkovych
metastdz byly odvozeny mezenchymové kultury s charakteristikami nddorové asociovanych fibroblastii (CAF-MM).
Z nenadorové mozkové tkan¢ byly odvozeny mezenchymové kultury s charakteristikami fibroblasti (KoF) (Trylcova
et al., 2015). VSechny postupy byly upraveny dle piedchozich zkuSenosti a dle protokolti Freshney R.1. (2005).

3.2 BUNECNE MODELY KOMPLEXITY NADOROVEHO MIKROPROSTREDI

3.2.1 Priprava a pouziti kondiciovanych médii

Bunky U373 a U87, nebo HBVP byly nasazeny do 92mm Petriho misek (Nunc, USA) potazenych PolyLys
v koncentraci 7,5 x 10° bun&k/cm?* a byly kultivovany v kompletni DMEM, resp. v kompletnim PM. Po 24 hodinach a
oplachu fosfatovym pufrem (PBS, 137 mM NaCl, 4 mM Na,HPO,, 2,68 mM KCI, 1,76 mM KH,PO4, pH 7,4) byla
provedena vyména média za Cisté, bezsérové PM. Po 72 hodinach byla kondiciovana média (KM) odpipetovana,
centrifugovana (4 minuty, 4 °C, 225 g), steriln¢ filtrovana (Millex GV 0,22 um, Millipore, Irsko) a ulozena do -80 °C.
Jako kontrola bylo pouzité PM bez expozice bunkam.

Pouziti KM: 7,5 x 10° bunék/cm? bung&k U373, U87 nebo HBVP bylo nasazeno do 60mm Petriho misek
(Nunc, USA) potazenych PolyLys a 24 hodin kultivovano v kompletnim DMEM, resp. PM. Po odsati média a oplachu
PBS bylo k buitkdm pfiddino KM. Po 72 hodinach byl proveden sbér pomoci PBS/EDTA (0,02% v/v, pH 7,4) a
bunééné pelety byly uloZeny do -80 °C pro dalsi analyzu. Bunky byly kultivovany v kvadruplikatech.

3.2.2 Prima kokultivace gliomovych bunék U373 a nenadorovych pericytai HBVP

3.2.2.1 P#imad kokultivace HBVP-Tagit a U373—pEGFP

Bunky HBVP byly znaceny pomoci fluorescenéniho barviva Tagit Violet Proliferation and Cell Tracking (Bio
Legend, USA) dle doporuceni vyrobce. HBVP-Tagit v kompletnim PM byly dle Tabulky 1 nasazeny do 92mm
Petriho misek potazenych PolyLys. Po devadesati minutové inkubaci v termostatu byly k bunkam HBVP-Tagit
dosazeny transgenni buniky U373—pEGFP v poméru 1:1. Smésné kultury byly sbirany v ¢asech 24, 48, 72 hodin od
nasazeni, separovany na pritokovém cytometru s tfidi¢em bunék (Cell Sorter MA900, Sony, Japonsko) na jednotlivé
populace a analyzovany. Jako kontroly byly pouzity buikky HBVP-Tagit a U373—pEGFP, které byly kultivovany
samostatné v kompletnim PM na PolyLys potazenych 92mm Petriho miskach.

Pro stanoveni koncentrace FAP a TGF-1 v médiu kokultivovanych bunék byla nasazena kokultura HBVP—
Tagit a U373—pEGFP s pfislusnymi kontrolami. V intervalech 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 a 72 hodin bylo
odebirdno po 500 pl média. Odebrany alikvot byl centrifugovan (6 minut, 4°C, 225 g), pfenesen do 1,5 ml
mikrozkumavky (low protein binding microcentrifuge tubes, Thermo Scientific, USA) a zamrazen pii -80°C. Objem
odebraného alikvotu byl nahrazen 500 pl kompletniho PM.

3.2.2.2 Separace HBVP-Tagit a U373—pEGFP 7 kokultury

Smésné bunééné kultury byly 2x oplachnuty PBS pH 7,4 a inkubovany s 0,5 ml trypsinu (0,25%, Biochrom,
Némecko). Uginek trypsinu byl zastaven DMEM bez piidavku L—glutaminu a fenolové Gervend (Merck, CR),
s ptidavkem 5% FCS a 1% EDTA. Po stanoveni poc¢tu bun¢k (Coulter Counter Z2, Beckman Coulter, Némecko) byla
smesna kultura separovana na pratokovém cytometru s tfidi¢em bunck (Cell Sorter MA900, Sony, Japonsko) s tridici
tryskou o velikosti 130 um (LE-C3213, Sony, Japonsko). Bunky HBVP-Tagit a U373—pEGFP byly tfidény do 15ml
zkumavek (Thermo Scientific, USA) s predpipetovanymi 8 ml kompletniho PM.

3.2.3 Stimulace gliomovych a stromalnich bunék rekombinantnim TGF-$1

Transformované glialni bufiky (permanentni, primarni nonGSC), HBVP a mezenchymové FAP" kultury
s charakteristikami nadorové asociovanych pericyti (pFAP) a mezenchymové kultury s charakteristikami nadorove
asociovanych fibroblasti (CAF-GBM a CAF-MM) byly nasazeny do 92mm Petriho misek (pro HBVP a pFAP
potazenych PolyLys) v koncentraci 7,5 x 10° bunék/cm?, do pfislusnych kompletnich médii DMEM, resp. PM.
Bunkdm bylo po 72 hodinach a oplachu PBS vyménéno kompletni médium obsahujici rekombinantni TGF-B1
(Preprotech, CR) v koncentraci 2 ng/ml (Krepela et al., 2021). S kontrolnimi buiikami bylo zachazeno stejnym
zpusobem, bez pridavku TGF-B1.



3.3 CHARAKTERIZACE MNOHOCETNYCH FOREM DPP-IV A FAP

3.3.1 Biochemické stanoveni hydrolytické aktivity DPP-IV a FAP

Hydrolytickd aktivita DPP-IV a FAP byla métfena v 96 jamkovych deskach (Thermo Scientific, USA)
pii 37 °C, kontinuélni fluorimetrickou metodou pfi excitacni vinové délce 380 nm a emisni vinové délce 460 nm.
DPP-IV-podobna aktivita byla stanovena pomoci fluorogenniho substratu glycyl-L-prolyl-7-aminomethylkumarinu
(H-Gly-Pro-AMC, Bachem, Némecko). Aktivita DPP-IV byla méfena v pfitomnosti specifického inhibitoru DPP-1V,
Sitaglitpinu (BioVision, USA) Aktivita DPP-IV odpovidd rezidudlni DPP-IV-podobné aktivit¢ po inhibici
Sitagliptinem vztazené na jeden miligram celkového proteinu.

Exopeptidazova aktivita FAP byla meéfena v podobném uspofadani jako DPP-IV s nasledujicimi
modifikacemi. Aktivita FAP byla stanovena fluorogenniho substratu NS604 (ziskan od RNDr. Pavla Sachy PhD,
z Ustavu organické chemie a biochemie, CR. Specifita substratu NS604 byla ovéfena pomoci FAP-specifického
inhibitoru DFAP (ziskan od prof. Dr. Ingrid DeMeester z Laboratote 1ékatské biochemie na Univerzit¢ v Antwerpach,
Belgie).

3.3.2 Detekce hydrolyticky aktivhich MW a pl forem DPP-IV a FAP

Hydrolyticky aktivni formy DPP-IV a FAP byly detekovany v gelech po elektroforetické separaci SDS PAGE
(MW formy) a v gelech polymerovanych na plastikovém nosici s imobilizovanym pH gradientem 3-10 (ReadyStrip™
IPG Strips, BioRad, Velka Britanie) po izoelektrické fokusaci (pI formy), metodou stanoveni aktivity enzymu v gelu.

3.3.3 Imunochemické metody

3.3.3.1 Enzyme-linked immunoassay (ELISA) pro DPP-1V, FAP a TGF-f1
Koncentrace DPP-1V, FAP a TGF-B1 byla méfena s vyuzitim komer¢nich sad DuoSet ELISA: DPP-IV/CD26
DY 1180, FAP DY 3715 a TGF-B1 DY 240 (R&D Systems, Némecko) dle doporu¢eni vyrobce.

3.3.3.2 Imunodetekce DPP-1IV a FAP po western blotu

3.3.3.2.1 1D elektroforéza

Ptitomnost MW forem DPP-IV a FAP byla hodnocena po elektroforetické separaci proteinti s navazujici
imunodetekci. V prubéhu dizertacni prace byla zavedena Stain-Free metoda, vyuzivajici k normalizaci detekovanych
hodnot proteinu zajmu digitalni subtrakei denzitometricky zjisténého pozadi celkového proteinu v nasazeném vzorku
(Ladner et al., 2004). Po ukonceni elektroforézy byl proveden prenos proteinit na PVDF membranu (0,45 pm, Merck,
CR) pii konstantnim napéti 10 V po dobu 60 minut (SemiDry System, BioRad). Primarni protilatky proti lidskym
DPP-1V a FAP antiDPP-IV E19 nebo antiFAP D8 (ob& Applied DNA Sciences, USA) byly fedény v EBBB 1000x,
resp. 5000x a inkubovany pies noc pii 4°C. Poté byly membrany 30 minut oplachovany v TTBS a inkubovany s HRP-
konjugovanou sekundarni potkani protilatkou fedénou 20000 x v EBBB. Po dalsim 30 minutovém oplachu byla
aplikovana Luminata Forte (Merck, CR) a chemiluminiscenéni signal byl hodnocen na piistroji ChemiDoc v rezimu
optimalni automatické expozice. Detekovany signal DPP-IV nebo FAP byl hodnocen a normalizovan pomoci
ImageLab Software (BioRad) podle doporuceni vyrobce.

3.3.3.2.2 2D elektroforéza
Piitomnost pl forem DPP-IV a FAP byla hodnocena po izoelektrické fokusaci (IEF) a elektroforetické
separaci proteind dle doporuceni vyrobce (BioRad) s navazujici imunodeteket.

3.3.4 Deglykosylace
Deglykosylace peptidovou N-glykosidazou F (PNGaza F, E.C. 3.5.1.52) byla provedena dle doporuceni
vyrobce (Sigma Aldrich, USA).



4  VYSLEDKY

4.1 MNOHOCETNE FORMY DPP-IV A FAP V TKANICH GLIALNICH MOZKOVYCH NADORU A MOZKOVYCH
METASTAZ

Mnohocetné formy DPP-IV a FAP byly v tkanich glialnich mozkovych nadorG a mozkovych metastaz
identifikovany na zaklad¢ jejich elektroforetickych pohyblivosti (MW formy) a izoelektrickych bodu (pl formy).

DPP-IV byla ve vysokostupnovych gliomech pfitomna ve dvou az tfech imunopozitivnich, hydrolyticky
aktivnich MW formach s elektroforetickou pohyblivosti odpovidajici molekulové hmotnosti MW 140-160 kDa.
V bioptickém materialu, kde byla nalezena pouze jedna imunopozitivni MW forma DPP-1V, nebyla pozorovana zadna
hydrolyticky aktivni MW forma DPP-IV (Matrasova et al., 2017).

FAP byl ve vysokostupniovych gliomech pfitomny v jedné imunopozitivni MW formé s elektroforetickou
pohyblivosti odpovidajici MW 120-140 kDa. Pfitomnost hydrolyticky aktivnich forem FAP nebyla stanovovana
(Matrasova et al., 2017).

DPP-1V a FAP nebyly v gliomech stupné¢ 2 a ve FRE pfitomny v detekovatelnych mnozstvich (Busek et al.,
2016; Matrasova et al., 2017; Stremenova et al., 2007).

DPP-IV byla v tkanich mozkovych metastdz pfitomna v jedné az dvou imunopozitivnich, hydrolyticky
aktivnich MW formach s elektroforetickou pohyblivosti odpovidajici MW nad 200 kDa (obrazek ¢. 1).

FAP byl v tkénich mozkovych metastdz pfitomen v jedné az tfech imunopozitivnich MW forméach
s elektroforetickou pohyblivosti MW 100 kDa, 150 kDa a nad 200 kDa.

Ptitomnost DPP-IV a FAP ve FRE nebyla méfitelna (obrazek €. 1).

Obrazek 1. MW formy DPP-IV a FAP v tkanich mozkovych metastaz a nenidorové mozkové tkani. DPP-1V-
podobna aktivita byla detekovana po elektroforetické separaci substratem H-Gly-Pro-AMC. Imunopozitivni
MW formy byly detekovany po 1D WB protilatkami antiDPP-IV E19 a antiFAP D8. Signal DPP-IV a FAP byl
normalizovén na celkovy protein ze Stain-Free PVDF membrany. ca.prsu: karcinom prsu, ca.plic: karcinom
plic, ca.GIT: karcinom gastrointestindlniho  traktu, CUPQ: karcinomy nezndmého plvodu,
FRE: farmakorezistentni epilepsie.
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V tkénich GBM a mozkovych metastaz bylo po izoelektrické fokusaci pozorovano nekolik forem s pl 4,0-5,0,
pl 5,8 a pl 8,0 nesoucich DPP-IV-podobnou aktivitu (obrazek ¢.2).
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Obrazek 2. pl formy s DPP-IV-podobnou aktivitou v tkanich GBM a mozkovych metastaz byly
detekovany po izoelektricke fokusaci substratem H-Gly-Pro-AMC. GBM: glioblastoma multiforme.

DPP-IV-podobna aktivita

kiod vzorku ;i

GBM 239 GBM 186

GBM 235 GBM 185

karcinom plic

GBM 234

karcinom plic

GBM 192
NCH 114

karcinom GIT

GBM 187

4.2 DEGLYKOSYLACE MNOHOCETNYCH FOREM DPP-1V A FAP PRITOMNYCH V GBM

Pro pfiblizeni molekularni podstaty mnohocetnych forem DPP-IV a FAP byla provedena celkova
deglykosylace DPP-IV a FAP pfitomnych v tkanich GBM. DPP-1V i FAP jsou glykoproteiny, jejichz sacharidova
slozka je vazana N-glykosidovou vazbou. Takto vazané sacharidové fetézce mohou byt odstépovany peptidovou N-
glykosidazou F (PNGaza F, EC 3.5.1.52).

Nase vysledky DPP-IV a FAP nepotvrdily vliv glykosylace na vznik mnohoc¢etnych forem DPP-IV a FAP v
gliomovych bunéénych liniich (Matrasova et al., 2017). Expozice DPP-IV a FAP v tkanovych homogenatech GBM
PNGéze F nevedla ke zmén¢ poctu pozorovanych imunopozitivnich MW forem ani k poklesu hydrolytické aktivity
DPP-IV. U¢inkem PNGazy F se zvysila elektroforeticka pohyblivost piitomnych MW forem DPP-IV a FAP
v porovnani s kontrolnimi, PNGéaze F neexponovanymi vzorky (obrazek ¢. 3).

Obrazek 3. Deglykosylace DPP-V a FAP pritomnych v tkanich GBM. DPP-IV-podobna aktivita byla
detekovana po elektroforetickeé separaci substratem H-Gly-Pro-AMC. Imunopozitivni MW formy DPP-IV a FAP
byly detekovany po 1D WB protilatkami antiDPP-IV E19, antiFAP D8. (+): vzorek exponovany PNGaze F (-]:
vzorek bez expozice PNGaze F GBM: glioblastoma multiforme, PNGaza F: peptidova N glykosidaza F
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4.3 IDENTIFIKACE BUNECNEHO ZDROJE DPP-IV A FAP V TKANICH GLIALNICH MOZKOVYCH NADORU A
MOZKOVYCH METASTAZ

K identifikaci buné¢ného zdroje jednotlivych mnohocetnych forem DPP-IV-podobné aktivity byly provedeny
experimenty s bunécnymi populacemi pifitomnymi v mikroprosttedi GBM a mozkovych metastaz.

Mnohocetné formy DPP-1V a FAP v transformovanych glialnich bujikdch

DPP-IV byla v gliomovych liniich a nonGSC kulturach pfitomna v jedné az dvou imunopozitivnich,
hydrolyticky aktivnich MW formach s elektroforetickou pohyblivosti v oblasti MW 140 kDa (obrazek ¢. 4). V
gliomovych bunéénych liniich byly pfitomny dvé az tfi hydrolyticky aktivni, imunopozitivni formy DPP-IV s pl
v oblasti 5,8 (Matrasova et al., 2017).

FAP byl v gliomovych liniich a nonGSC kulturach pozorovan v jedné az dvou imunopozitivnich MW
formach s elektroforetickou pohyblivosti v oblasti MW 140 kDa (obrazek ¢. 4). V gliomovych bunécnych liniich byly
pritomny dvé az tfi imunopozitivni formy FAP s pl 5,8-6,2 a imunopozitivita FAP byla pozorovana i v oblasti
kyselého pH.

Ptitomnost DPP-IV a FAP v GSC nebyla métitelna (obrazek ¢. 4).

Obrazek 4. MW formy DPP-IV a FAP v gliomowych bufikich. DPP-1V-podobnd aktivita byla detekovéna po
elektroforeticke separaci substratem H-Gly-Pro-AMC. Imunopozitivni MW formy byly detekovany po 1D WB
protilatkami antiDPP-IV E19 a antiFAP D8. Signal DPP-IV a FAP byl normalizovan na expresi
glyceraldehydfosfatdehydrogendzy nebo na celkowy protein ze Stain-Free PVDF membrény. nonGSC:
gliomoveé nekmenove kultury, GSC gliomové kmenove kultury.
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Mnohocetné formy DPP-1V a FAP ve stromdlnich buiikdach piitomnych v tkanich GBM a mozkovych metastadz

Mikroprostfedi mozkovych nadort je tvofeno nejen transformovanymi ale i stromalnimi bunikami, proto byla
ptitomnost mnohocetnych forem DPP-IV a FAP hodnocena v mezenchymovych FAP" kulturach s charakteristikami
nadorové asociovanych pericyti pFAP, v mezenchymovych kulturach s charakteristikami nadorové asociovanych
fibroblastt CAF-GBM a CAF-MM, v nenadorovych pericytech HBVP a v nenddorovych mezenchymovych kulturach
s charakteristikami fibroblasti KoF.

DPP-1V byla v CAF-MM 219 a pFAP kl.27 pfitomna ve dvou imunopozitivnich, hydrolyticky aktivnich MW
formach s elektroforetickou pohyblivosti odpovidajici MW 140 kDa. V ostatnich kulturdach stromalnich bunék a
v nenddorovych buitkach KoF a HBVP nebyla DPP-1V detekovatelna (obrazek €. 5).
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FAP byl v CAF-MM, CAF-GBM a pFAP pfitomny v jedné az dvou imunopozitivnich MW forméch
s elektroforetickou pohyblivosti odpovidajici MW 120-140 kDa. V nenadorovych bunikach KoF nebyla pfitomnost
FAP detekovatelna (obrazek €. 5).

Obrazek 5. MW formy DPP-IV a FAP ve stromalnich bufikich pFitemnych v tkanich GBM a mozkovych
metastaz a v nenddorovych bufikich. DPP-IV-podobna aktivita byla detekovana po elektroforetické separaci
substratem H-Gly-Pro-AMC. Imunopozitivni formy DPP-IV a FAP byly detekovany po 1D WB protilatkami
antiDPP-IV E19, antiFAP D&. Signal DPP-IV a FAP byl normalizovan na celkovy protein ze Stain-Free PVDF
membrany. KoF: mezenchymové kultury s charakteristikami fibroblastd odvozené z nenddorové mozkove
tkané, CAF-GBM: mezenchymové kultury s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblastd odvozené z
tkani GBM, CAF-MM: mezenchymové kultury s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblastd
odvozene z tkani mozkovych metastaz, HBVP: primarni pericytarni bun&éna kultura odvozena z nenadorové
mozkové tkan&, pFAP: mezenchymové FAP kultury s charakteristikami nadorové asociovanych pericytd
odvozené z tkani GBM.
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Vzhledem k tomu, ze v CAF-GBM, CAF-MM a pFAP byla prokazana velmi nizké koncentrace proteinu DPP-
IV, pl formy DPP-1V nebyly déle analyzovany.

Ve stromalnich buinkach CAF-MM, CAF-GBM a pFAP byly pozorovany dvé az tifi imunopozitivni,
hydrolyticky aktivni formy FAP s pl 5,5-6,0. Imunopozitivita FAP s pl 4,0-5,0 byla detekovana v oblasti kyselého pH
fokusovaného gelu. Ve stromalnich bunikach byly pfitomny i formy FAP s pl 7,0-8,0 a pI 9,0-9,5. Elektroforeticka
mobilita pI forem FAP odpovidala MW monomeru okolo 100 kDa (obrazek ¢. 6).
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Obrazek 6. pl formy FAP ve stromalnich bufkach pfitomnych v tkdnich GBM a mozkowych metastaz.
Hydrolyticky aktivni pl formy byly detekovany po izoelektrické fokusaci FAP-specifickym substratem NS604.
Imunopozitivni pl formy FAP byly detekovany po 2D WB protilatkou antiFAP D8. CAF-GBM: mezenchymove
kultury s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblastd odvozené z tkdni GBM,
CAF-MM: mezenchymové kultury s charakteristikami nédorové asociovanych fibroblastl odvozené z tkani
mozkowych metastdz, pFAP: mezenchymové FAP™ kultury s charakteristikami nddorové asociovanych pericytd
odvozené z tkani GBM.
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4.4 INDUCIBILITA EXPRESE DPP-IV A FAP VBUNECNYCH TYPECH PRITOMNYCH V NADOROVEM
MIKROPROSTREDI GLIALNICH MOZKOVYCH NADORU A MOZKOVYCH METASTAZ IN VITRO

Nase vysledky prokazaly regulaci exprese FAP v riznych typech bunék pfitomnych v mikroprostiedi GBM
ucinkem TGF-B1 (Krepela et al., 2021). Pro piiblizeni mechanizmi regulace exprese DPP-IV a FAP v mikroprostiedi
GBM byly provedeny experimenty vyuZzivajici expozici nenadorovych pericyti HBVP médiim kondiciovanym
transformovanymi glidlnimi buiikami a vice versa, pfimou kokultivaci nenadorovych bunék HBVP a gliomovych
bunék U373 a stimulaci gliomovych a stromalnich bun¢k pfitomnych v tkanich glidlnich mozkovych nadoru a
mozkovych metastaz rekombinantnim TGF-B1.

Exprese DPP-1V a FAP v nenddorovych pericytech HBVP po expozici médiu kondiciovaném gliomovymi burikami
U373 nebo U87 a vice versa.

V bunkach HBVP exponovanych KM-U373 nebo KM-U87 byly pfitomny dvé imunopozitivni MW formy
FAP s elektroforetickou pohyblivosti odpovidajici MW 100 kDa (obrazek ¢. 7A). V kultivacnich médiich HBVP
bun¢k dochazi k dalsimu zvyseni koncentrace TGF-B1 (obrazek ¢. 7B).

Exprese a enzymova aktivita FAP a DPP-IV v gliomovych buitkach U87 a U373 se po kultivaci v médiich
kondiciovanych nenadorovymi pericyty HBVP (KM-HBVP) statisticky vyznamné neménily (data neuvedena).
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Obrazek 7. Vliv médii kondiciovanych gliomovymi bufikami U373 a U87 na expresi FAP v nenadorowych
pericytech HBVP. (A) Imunopozitivni MW formy FAP byly detekovany po 1D WB protilatkou antiFAP D8. (B)
Koncentrace TGF-B1 byla stanovena metodou ELISA. Data pfedstavuji primér ze tfi biologickych vzorkd
méfenych v technickych triplikdtech +SEM. KM-U87: média kondiciovana gliomovymi burikami, KM-U373:
média kondiciovanad gliomowymi burikami U373, HBVP: primarni pericytdrni buné&éna kultura odvozend z
nenadorové mozkové tkané, HBVP ko: buriky neexponovang KM.
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Exprese DPP-1V a FAP v gliomovych buiikach U373 a nenddorovych pericytech HBVP po piimé kokultivaci

Pro analyzy byly jednotlivé populace separovany pritokovym cytometrem s tfidicem bunék na U373-pEGFP
s 79,9% cistotou a HBVP-Tagit s 87,6% Ccistotou. Oproti buiitkdim U373-pEGFP kultivovanym samostatn¢ byl
pozorovan jejich statisticky vyznamné rychlejsi rust v kokultute s HBVP-Tagit.

V podminkach ptimé kokultivace byla pozorovana zvysena aktivita a exprese FAP v nenadorovych pericytech
HBVP-Tagit i v gliomovych buiikdch. Koncentrace FAP v kokultivovanych HBVP-Tagit vzrostla 3,5x ve srovnani
s koncentraci v HBVP-Tagit kultivovanymi samostatn¢ (obrazek ¢. 8A), enzymova aktivita FAP vzrostla 1,3x
(obrazek ¢. 8B). Koncentrace FAP v kokultivovanych U373-pEGFP vzrostla 10x ve srovnani s koncentraci v U373-
pEGFP kultivovanymi samostatné (obrazek ¢. 8A), enzymova aktivita FAP vzrostla 4,2x (obrazek ¢. 8B). Piitomnost
FAP v médiu kokultury nebyla detekovatelna (data neuvedena).

V médiu kokultury dochazi v ¢ase ke zvySeni koncentrace TGF-f1 (obrazek ¢. 8C).

Obrazek 8. Vliv pFimé kokultivace gliomowych bunék U373-pEGFP a nenadorovych pericyti HBVP-Tagit
na expresi FAP. (A) Koncentrace FAP byla stanovena metodou ELISA. (B) Enzymova aktivita FAP byla
stanovena biochemicky. (C) Koncentrace TGF-B1 byla stanovena metodou ELISA. Pokud neni uvedeno jinak,
data byla ziskdna v 72. hodiné od nasazeni kokultury. ko: bunky kultivované samostatné. Data predstavuji
primér ze dvou biologickych vzorkd méfenych v technickych triplikdtech +SEM.
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Viiv TGF-f1 na expresi DPP-1V a FAP v transformovanych glidalnich a stromalnich buiikdch piitomnych v GBM a
mozkovych metastazdch

Pro expozici rekombinantnimu TGF-B1 byly pouzity gliomové bunécné linie, nonGSC kultury, nenadorové
pericyty HBVP, mezenchymové FAP" kultury s charakteristikami nadorové asociovanych pericyti pFAP a
mezenchymové kultury s charakteristikami nddorové asociovanych fibroblastt CAF-GBM a CAF-MM. Ve
studovanych bunkach byl, na rozdil od DPP-IV, pozorovan statisticky vyznamny nardst koncentrace proteinu FAP
vlivem TGF-B1 (obrazek ¢. 9A a B).

Obrazek 9. Vliv rekombinantniho TGF-B1 na expresi DPP-IV a FAP v gliomovych a stroméalnich bufkach
pFitomnych v tkdni mozkowych nadord. Koncentrace (A) DPP-IV a (B) FAP byly stanoveny metodou ELISA.
kontrola: bez expozice TGF-B1, TGF-B1: exponovany vzorek, US7: gliomova buné&éna linie, U373: gliomova
buné&éna linie, nonGSC: gliomové nekmenové kultury, HBVP: primarni pericytarni bun&éna kultura odvozena
z nenadorové mozkové tkané, pFAP: mezenchymova FAP® kultura odvozena z tkani GBM. CAF-GBM:
mezenchymové kultury s charakteristikami nddorové asociovanych fibroblastl odvozené z tkdni GBM, CAF-
MM: mezenchymové kultury s charakteristikami nadorové asociovanych fibroblastl odvozené z tkani
mozkovych metastaz. Wilcoxondv parovy test, *p<0,01, n.s.: bez statistické vjznamnosti.
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V gliomovych bunikdch U87 i v nenadorovych pericytech vedla expozice TGF-B1 k expresi hydrolyticky
aktivni formy FAP s pl 5,0-6,0, nepfitomné v nestimulovanych buiikdch. Imunopozitivni formy FAP s pl 5,0-6,0, pl
7,0-8,0 a pl 9,0-9,5 byly pozorovany po indukci TGF-B1, ve srovnani s neexponovanymi buiikami. Elektroforeticka
mobilita imunopozitivnich pl forem FAP odpovidala MW 100 kDa (obrazek ¢. 10).

Obrazek 10. pl formy FAP v gliomowvych bunkach U87 a nenadorovych pericytech HBVP exponovanych
rekombinantnimu TGF-B1. Hydrolyticky aktivni pl formy FAP byly detekovany substratem NS604.
Imunopozitivni pl formy FAP byly detekovany protilatkou antiFAP D8. (A) U87: bez pridavku TGF-B1, U87 +
TGF-B1: s pfidavkem TGF-B1. (B} HBVP: bez pfidavku TGF-B1, HBVP + TGF-B1: s pfidavkem TGF-B1. HBVP
primarni pericytarni kultura odvozena z nenadorové mozkove tkand, UST: gliomova bunétna linie.
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5 DISKUZE

Existence mnohocetnych forem DPP-IV a FAP byla popsana v bioptickém materidlu nadorovych tkéni,
organd a bunécnych populaci vcetn¢ transformovanych astrocytii (Medeiros Mdos et al., 1991; Sedo et al., 2001).
Cilem predkladané dizertani prace byl popis a analyza spektra mnohocetnych forem DPP-IV a FAP piitomnych
v tkanich gliom@ a mozkovych metastaz.

Nase predchozi vysledky prokazaly vyznamné vyssi hydrolytickou aktivitu DPP-IV, zejména jeji
membranové frakce, koncentraci proteinu a relativni expresi transkriptu DPP-IV ve vysokostupniovych gliomech
oproti nenadorové tkani mozku (Matrasova et al., 2017; Stremenova et al., 2007). Vyssi koncentrace proteinu a
relativni exprese transkriptu FAP byla pozorovana v tkanich vysokostuptiovych gliomt oproti nenadorové tkani
mozku (Busek et al., 2016; Matrasova et al., 2017; Mentlein et al., 2011; Stremenova et al., 2007).

Ptitomnost DPP-IV a FAP v tkanich mozkovych metastaz nebyla dosud studovana.

Nase vysledky prokazuji vyznamné vys$si koncentraci proteinu a vyssi enzymovou aktivitu DPP-IV v tkdnich
mozkovych metastaz karcinomu GIT a plic ve srovnani s nenddorovou mozkovou tkani. Zvysena exprese DPP-IV
byla popsana v premalignich adenomech a kolorektalnich karcinomech ve srovnani s normalni tkani tlustého stfeva
(Larrinaga et al., 2015). Subpopulace nadorovych kmenovych bun€k exprimujicich DPP-IV byla pfitomna v
primarnich kolorektalnich karcinomech i v jejich jaternich metastazach. Tyto bunky jsou pravdépodobné dilezité pro
iniciaci, progresi a chemorezistenci nadoru (Pang et al., 2010). Pfitomnost DPP-IV byla popsana v riznych typech
primarnich karcinomil plic a v fad€ z nich odvozenych bunécnych linii. Aktivita DPP-IV byla pozorovana v buiikach
lidského a mysiho adenokarcinomu plic. Vildagliptin, inhibitor hydrolytické aktivity DPP-1V, potla¢il rist nadorovych
bunék v in vivo modelech, pravdépodobné prostiednictvim makrofagy stimulované cytotoxicity NK bun¢k (Jang et al.,
2019). Terapeuticky vyuzivana inhibice hydrolytické aktivity DPP-IV gliptiny u pacienti s diabetem mellitem
druhého typu a konkomitantnim pokrocilym karcinomem plic zvysila dobu jejich pteziti (Bishnoi et al., 2019). Oproti
tomu nizka hydrolyticka aktivita DPP-IV byla pozorovana v bunkach lidského adenokarcinomu a dlazdicobunééného
karcinomu plic ve srovnani s buiikami odvozenymi z fetalni plicni tkdn€ (Dimitrova et al., 2012). Snizena koncentrace
proteinu a relativni exprese transkriptu DPP-IV byla rovnéz pfitomna v buiikdch lidského nemalobunécného
karcinomu plic (NSCLC) ve srovnani s epitelovymi plicnimi buiikami (Wesley et al., 2004). Expresi DPP-IV jsme
rovnéz prokazali v tkdnich mozkovych metastaz karcinomu prsu, kde se ovSem signifikantné¢ neodliSovala od
nenadorové mozkové tkané. Exprese DPP-IV v nenadorovych epitelovych butikach karcinomu prsu pravdépodobné
podporuje jejich nadorovou transformaci zprostfedkovanou epidermdlnim rdstovym faktorem (Choi et al., 2015).
Dalsi prace popisuji epitelo-mezenchymovou tranzici (EMT) transformovanych bunék odvozenych z karcinomu prsu
a zvySeni jejich metastatického potencialu v disledku inhibice hydrolytické aktivity DPP-IV (Li et al., 2020; Yang et
al., 2019). V tkénich mozkovych metastdz melanomu jsme pozorovali expresi DPP-IV srovnatelnou s nenadorovou
mozkovou tkani. Nizka exprese DPP-IV byla pozorovana v transformovanych melanocytech a v tkanich melanomu
(Morrison et al., 1993; Wesley et al., 1999).

Nase vysledky dale prokazuji, Ze rovnéz koncentrace proteinu a hydrolyticka aktivita FAP jsou vyssi v tkanich
mozkovych metastdz karcinomu GIT a plic ve srovnani s nenadorovou mozkovou tkdni. V primarnich
extrakranialnich nadorech je FAP exprimovan transformovanymi buiikami i fadou bun¢k nadorového stromatu (Busek
et al., 2018). Zvysena exprese FAP v nadorovém stromatu adenokarcinomi tlustého stieva souvisela s agresivnim
vyvojem onemocnéni a jeho generalizaci (Henry et al., 2007). Exprese FAP u pacientl s karcinomem jicnu inverzné
korelovala s dobou jejich pfeziti (Sato et al., 2022). ZvySena exprese FAP v nadorové asociovanych fibroblastech
z karcinomu plic byla soucasti epitelo-mezenchymového prechodu transformovanych bunék a jejich zvySeného
metastatického potencidlu (Wang et al., 2017). Expresi FAP jsme rovnéz prokdzali v tkanich mozkovych
metastaz karcinomu prsu, kde se signifikantné neodliSovala od nenddorové mozkové tkan¢. Vysoka exprese FAP
v primarnich karcinomech prsu inverzné¢ korelovala s pfitomnosti estrogenovych a progesteronovych receptorti a se
Spatnou prognézou pacientek (Yu et al., 2015). V tkanich mozkovych metastaz melanomu jsme pozorovali expresi
FAP srovnatelnou s nenadorovou mozkovou tkani. Nizkd exprese FAP byla pozorovana v transformovanych
melanocytech a v tkanich melanomti (Ramirez-Montagut et al., 2004).

DPP-1V a FAP mohou byt znakem transformovanych bun€k primarnich extrakranialnich nadort a ovliviiovat
jejich invazivitu a metastaticky potencidl. Nase ani dalsi literarni vysledky zatim neumoznuji detailné popsat vliv
lokalniho kontextu na regulaci exprese DPP-IV a FAP v tkdnich mozkovych metastaz, ktera se mize liSit od regulace
v mikroprostfedi primarnich extrakranialnich nadort.

Z nasich vysledkd vyplyva, ze v tkénich vysokostupiiovych gliomii, mozkovych metastdz a tyto tkané
konstituujicich bunéénych populacich jsou pfitomna rizna spektra mnohocetnych MW a pl forem DPP-IV a FAP.

Dv¢ az tfi imunopozitivni, hydrolyticky aktivni MW formy DPP-IV s MW 140-160 kDa jsme pozorovali
v tkdnich vysokostupiiovych gliomd, zatimco DPP-IV s MW nad 200 kDa byla nalezena pouze v tkdnich mozkovych

17



metastdz. Vznik vysokomolekularni formy DPP-IV s MW nad 200 kDa byl v literatufe popsan jako komplex DPP-IV
s molekulou ADA v krevnich mononuklearnich buiikach (De Meester et al., 1992). Pfitomnost komplexu DPP-IV s
ADA je typickd pro plazmatické membrany T bunck (Shibuya-Saruta et al., 1996), které jsou rovnéz soucasti
nadorového mikroprostfedi GBM. V tkanich GBM souvisi ptitomnost CD4" T lymfocytl s nepiiznivou prognézou
pacienti (Han et al., 2014). V bioptickém materidlu z tkani vysokostupnovych gliomi, kde byla pozorovana pouze
jedna imunopozitivni MW forma DPP-IV, nebyla po elektroforetické separaci nalezena korespondujici hydrolyticka
aktivita DPP-IV. V téchto bioptickych vzorcich byla zjisténa velmi nizkd aktivita DPP-IV 1 biochemicky,
fluorescencni kontinudlni metodou. De Meester pozorovala hydrolytickou aktivitu DPP IV pouze u jedné ze tii forem
DPP-IV purifikovanych z mononuklearnich bun¢k z periferni krve (De Meester et al., 1992). Hydrolyticka aktivita
DPP-1V byla pozorovana u jedné ze ctyt forem DPP-IV izolovanych z lidské plazmy (Shibuya-Saruta et al., 1996).
Absence enzymové aktivity jedné MW formy DPP-IV by mohla byt zplsobena citlivosti pouzit¢ metody (Ludwig,
2005). Nektefi autofi pozorovali snizenou hydrolytickou aktivitu DPP-IV v souvislosti s jeji hypersialylaci
(Mavropoulos et al., 2005; Patrick O’Mullan, 2017). V tkanich gliomt byla pozorovana zvysena relativni exprese
transkriptu o2,3-sialyltransferazy ve srovnani s nenadorovou mozkovou tkani. Zména sialylacniho vzorce a
pfitomnost a2,3- vdzanych sialovych kyselin byla pozorovdna v plazmatickych membranach gliomovych bunék a
komponentach ECM (Yamamoto et al., 1997).

Imunopozitivita MW forem FAP byla detekovana vyhradné v DPP-IV pozitivnich tkanich vysokostupiiovych
gliomll a mozkovych metastdz, coz podporuje diive popsanou koexpresi a hypotetizovanou koregulaci obou molekul
v gliomovych bunkach a tkanich (Balaziova et al., 2011; Stremenova et al., 2007). V tkani vysokostupniovych glioma
jsme nalezli pouze jednu molekulovou formu FAP s MW 140 kDa, zatimco v bioptickém materialu mozkovych
metastaz byly pozorovany az tti MW formy FAP s MW 100 kDa, 150 kDa a 200 kDa. Podobné jako DPP-IV muze i
FAP nehydrolyticky interagovat s vazebnymi partnery. Mueller pozoroval v transformovanych melanocytech komplex
FAP s a3pB1 integrinem (Mueller et al., 1999). V GBM souvisela exprese a3p1 integrinu v endotelovych bunkach se
zvySenou vaskularizaci (Bae et al., 2022). Predikovana molekulova hmotnost lidského monomeru FAP je dle
aminokyselinové sekvence 87,7 kDa. V literatufe byl popsan monomer s MW v rozmezi 90-97 kDa (Ghersi et al.,
2006; Goldstein et al., 1997; K. N. Lee et al., 2005; Mori et al., 2004; O'Brien & O'Connor, 2008).

Sacharidové slozky na povrchu enzymi mohou ovliviiovat jejich afinitu k substratu a kinetiku enzymovych
reakci (Mitra et al., 2006). Glykosylace DPP-IV a Castecné FAP je v literatufe dobfe popsana, prestoze jeji vliv na
biologickou aktivitu obou molekul nejsou jednoznacéné (Aertgeerts, Ye, Shi, et al., 2004; Kahne et al., 1996;
Mavropoulos et al., 2005). Krystal lidské DPP-IV obsahuje devét predikovanych mist pro vazbu sacharidového
feté¢zce a sedm znich je mezidruhové konzervovanych (Aertgeerts, Ye, Shi, et al., 2004). Lidsky FAP ma pét
predikovanych mist pro vazbu sacharidového fetézce (Aertgeerts et al., 2005). Piispévek sacharidovych slozek v DPP-
IV a FAP mize dosahovat aZ 30% resp. 50% z celkové MW molekuly (Escribano & Imperial, 1989; Kawasaki et al.,
2009). Z vysledkt predkladané prace vyplyva, ze kompletni deglykosylace DPP-IV a FAP v tkanich GBM ovlivnila
elektroforetickou mobilitu pozorovanych forem ve srovnani s PNGéze F neexponovanymi kontrolami. Stejné
pozorovani bylo popsano pro PNGazou F deglykosylované DPP-IV a FAP z gliomovych bunéénych linii (Matrasova
et al.,, 2017). Enzymova aktivita DPP-IV nebyla G¢inkem PNGazy F ovlivnéna. Aertgeerts uvadi, Ze pfitomnost
sacharidovych slozek v DPP-IV a FAP neni nezbytna pro jejich enzymovou aktivitu, tvorbu dimeru nebo vazebné
vlastnosti (Aertgeerts et al., 2004 a 2005). V fadé¢ nadorti, véetné gliomt, byl pozorovan pozménény obsah
glykoproteinti na kvalitativni i kvantitativni trovni (Hakomori, 1989). Na zaklad¢ nasich vysledkt pfedpokladame, ze
spektrum mnohocetnych forem DPP-IV a FAP v GBM primamn¢ nevznika v disledku pfitomnosti sacharidovych
struktur. Biologickd funkce obou molekul by ovSem mohla byt v mikroprosttedi GBM glykosylaci ovlivnéna.
Bunécéna adheze je ovlivnéna sacharidovymi slozkami membranovych a secernovanych proteini (Arnal-Estape &
Nguyen, 2015; Ohtsubo & Marth, 2006). Termindln¢ vazané sialové kyseliny udavaji glykoproteinim na povrchu
bunéénych membran zaporny naboj, ¢imz mohou snizovat adhezivitu a stimulovat invazivni potencial
transformovanych bun¢k (Passaniti & Hart, 1988). BEHAB/brevican je proteoglykan ECM specificky pro CNS. Jeho
exprese je zvySena v gliomech a jeho proteolyticka degradace miiZze zvySovat invazivitu gliomu (Gary et al., 1998).
Viapiano popsal dvé formy BEHAB/brevicanu s odlisnym obsahem sialovych kyselin ve vysoko— a nizkostupiiovych
gliomech (Viapiano et al., 2005). Brevican je substratem FAP, ktery hraje roli v remodelaci ECM (Mentlein et al.,
2011). Nami popsané formy FAP s pl v alkalické oblasti ptitomné v tkdnich GBM a mozkovych metastdz by svym
kladnym nabojem mohly stabilizovat interakci se sialylovanym brevicanem a podporovat hydrolyticky ucinek FAP.

Podobné jako v tkanich vysokostupniovych gliomli a mozkovych metastdz jsou v gliomovych liniich a
gliomovych nekmenovych kulturach (nonGSC) pritomné dvé imunopozitivni, hydrolyticky aktivni MW formy DPP-
IV. V gliomovych buiikdch jsme nenalezli MW formy DPP-IV nad 200 kDa, coz mtlize byt zpisobeno omezenou
dostupnosti molekularnich vazebnych partnerti v kultiva¢nich podminkach in vitro. Na rozdil od spektra MW forem
DPP-1V pozorovaného v tkanich GBM je v kultivovanych gliomovych buiikach pfitomnd jedna MW forma DPP-IV
s odpovidajici hydrolytickou aktivitou. V tkanich GBM a mozkovych metastaz jsme po izoelektrické fokusaci
pozorovali nékolik pl forem nesoucich DPP-IV-podobnou aktivitu s pl 4,0-5,0, pI 5,8 a pl 8,0. Tii imunopozitivni
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formy FAP spl 7,0-8,5 jsme nalezli vtkdnich GBM (Matrasova et al., 2017) a v tkanich mozkovych
metastaz karcinomu plic a GIT (pfipravovano k publikaci). Zdrojem molekulovych forem s pl 5,8, nesoucich DPP-1V-
podobnou aktivitu, popsanych v tkanich GBM a mozkovych metastiz mohou byt gliomové bunky, v jejichz
modelovych liniich jsme pozorovali dv€ az tfi imunopozitivni, hydrolyticky aktivni formy DPP-IV s pl 5,8-6,0
(Matrasova et al., 2017). Tyto pl formy DPP-1V jsou nejblize predikovanému pl DPP-IV 5,67. V gliomovych bunkach
jsme imunodetekci nenalezli molekulové formy DPP-IV s pl 4,0-5,0. Pfitomnost molekulovych forem DPP-IV s pl
4,4 byla popsana v krevni plazmé pacienti s diabetem mellitem druhého typu a patrné souvisela s vys$si aktivitou
DPP-IV a nizs§im obsahem sialovych kyselin ve srovnani s DPP-IV spl 4,25 zkrevni plazmy zdravych jedinct
(Patrick O’Mullan, 2017). Nékolik k neuraminidaze citlivych pl forem DPP-IV s pl 3,0-4,0 bylo izolovano rovnéz
z lidské placenty (Puschel et al., 1982). Kahne se spolupracovniky pozorovali jedenact imunoreaktivnich pl forem
DPP-IV v mitogeny aktivovanych lymfocytech v rozmezi pl 3,5-5,9, z nichz pét mélo enzymovou aktivitu DPP-1V a
pouze dvé¢ pl formy DPP-IV s pl 3,5 a 3,9 obsahovaly sialové kyseliny a byly citlivé k uCinkiim neuraminidazy.
Ostatni formy DPP-IV nebyly citlivé k u¢inku neuraminidazy ani jinych glykosidaz (Kahne et al., 1996). Z literarnich
dat je patrné, ze profil aktivnich pl forem DPP-IV je rozmanity a hypersialylace snizuje aktivitu DPP-IV. Na rozdil od
tkani GBM, jsme imunopozitivitu DPP-IV s pl 8,0 nedetekovali v zadnych studovanych bunéénych modelech a
nebyla popsana ani v literatufe. Pfredpokladame, Ze jeji pfitomnost v GBM muze byt disledkem lokalné specifickych
regulaci posttranslacnich uprav.

Obdobné jako v pfipade experimentd k identifikaci bunécného ptivodu DPP-IV a jejich MW a pl forem
pozorovanych v bioptickém materidlu, byly analyzovany bunéné populace ptfitomné v mikroprostredi
vysokostupiiovych gliomti a mozkovych metastaz in vitro. Molekulové formy FAP s MW v oblasti 140 kDa jsou
podobné jako v tkanich vysokostuptiovych gliomt a mozkovych metastdz piitomné v gliomovych liniich, gliomovych
nonGSC kulturach a, oproti DPP-IV, i ve stromalnich bunikdch ptfitomnych v tkanich GBM a mozkovych metastaz.
V gliomovych ani stromalnich bufikdch jsme nenalezli molekulové formy FAP s MW 200 kDa, coz mlze byt
zpiisobeno, podobné jako u DPP-IV, absenci molekularnich vazebnych partner tvoficich komplexy s molekulou FAP
v kultiva¢nich podminkach in vitro. Zdrojem molekulovych forem s pl 5,8, nesoucich DPP-IV-podobnou aktivitu,
popsanych v tkanich GBM a mozkovych metastdz, mohou byt gliomové i stromalni butiky, v nichZ jsme pozorovali
dvé az tfi imunopozitivni, hydrolyticky aktivni formy FAP s pl 5,8-6,2 resp. pl 5,5-6,0. Predikovana hodnota pI FAP
dle aminokyselinové sekvence je 6,24. V gliomovych a stromalnich butikach jsme pozorovali imunopozitivitu FAP
s pl 4,0-5,0. Pritomnost FAP s pI 4,2—4,8 byla popsana v transformovanych bunkach karcinomu pankreatu (Escribano
& Imperial, 1989) a FAP s pl 5,0 byl pfitomen v melanomové bunééné linii LOX (Pineiro-Sanchez et al., 1997).
Plivod ani vyznam téchto pl forem FAP nebyl autory popsan. Ve stromalnich buiikach jsme pozorovali FAP s pl 7,0-
8,0 a pI 9,0-9,5. Zdrojem imunopozitivnich forem FAP s pl 7,0-8,5 v tkanich GBM a mozkovych metastdz tak mohou
byt stromalni bunky. Podle dalSich autord muze byt exprese FAP v gliomovych bunkach navozena regula¢nim
kontextem nadorového mikroprostiedi (Rohrich et al., 2019).

Jako modelovy systém pro studium humoralnich komunikaci v nddorovém mikroprostfedi jsou obecné
uzivany experimenty s vyuzitim kondiciovanych médii (Chen et al., 2009; Tan et al., 2018; Yavuz et al., 2021; Zhang
et al., 2020). NaSe experimenty prokazaly zvyseni exprese FAP provazené zvysenim sekrece TGF-fB1 do kultiva¢niho
média v transformovanych glidlnich buikach i v nenadorovych pericytech po expozici mediim kondiciovanych
netransformovanymi, resp. transformovanymi bunéénymi populacemi. Experimenty s vyuzitim pfimych kokultivaci
bunék jsou obecné uzivany jako modelovy systém pro studium komplexnich, véetné kontaktnich, interakci
v nadorovém mikroprostfedi. Mezi typické dusledky téchto interakci patii prechod bunky z epitelového do
mezenchymového fenotypu (EMT) nebo diferenciace do mezenchymovych kmenovych bunék (Bhattacharya et al.,
2012). V podminkach piimé kokultivace transformovanych glidlnich bun¢k s nenddorovymi pericyty byla naSimi
experimenty potvrzena zvySena koncentrace FAP v obou populacich, za dalsiho zvys$eni TGF-B1 v jejich kultivaénim
médiu. Expozice transformovanych glidlnich bun¢k a nenddorovych pericyti rekombinantnimu TGF-B1 vedla
k expresi molekulovych pl forem FAP spl 7,0-8,0 a pl 9,0-9,5, nami pozorovanych v komplexnim bioptickém
materialu z tkdini GBM (Matrasova et al., 2017) a z tkani mozkovych metastaz karcinomu plic a GIT (pfipravovano k
publikaci). Tato pozorovani nasvédcuji vyznamu kontextu nadorového mikroprostiedi pro modifikaci expresniho
vzorce molekulovych forem FAP v tkanich GBM a mozkovych metastaz.

Déle nase vysledky ukazuji, ze exprese TGF-f1 a FAP byla nejvyssi v tkdinich GBM mezenchymového
subtypu a imunohistochemicka analyza prokazala kolokalizaci FAP a TGF-B1 v perivaskularni nice a parenchymu
GBM. V gliomovych bunkach U87 byla exprese FAP regulovéna signalni drahou TGF-B1 zéavislou na fosforylaci
Smad2/3. Fosforylovany pSmad2/3 je transkripénim faktorem, ktery piimo aktivuje transkripci genu pro FAP
(Krepela et al., 2021).
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6 ZAVERY

CiL 1. V tkanich vysokostupiiovych gliomti a mozkovych metastaz jsou pitomné mnoho&etné formy DPP-
IV a FAP. V tkédnich GBM a mozkovych metastaz je ptitomna do této doby nepopsana molekulova forma FAP s pl
7,0-8,5 (Matrasova et al., 2017).

CiL 2. Spektrum mnohodetnych forem DPP-IV a FAP v tkanich GBM ani v transformovanych glialnich
bunkach pravdépodobné neni disledkem glykosylace.

CiL 3. DPP-1V a jeji molekulové MW a pl formy jsou dominantn& exprimovany transformovanymi glialnimi
bunkami, FAP a jeho MW a pl formy jsou exprimovany transformovanymi a stromalnimi burikami v tkdnich GBM a
mozkovych metastaz. Ve stromalnich bunkach jsme, na rozdil od transformovanych glialnich bunék, nalezli formy
FAP s pl 7,0-8,0.

CiL 4. Molekulové formy FAP s pl 7,0-8,0 mohou byt v tkanich GBM indukované v gliomovych buiikach i v

nenadorovych pericytech az v kontextu nadorového mikroprostiedi. Exprese FAP muze byt v gliomovych i
stromalnich buiikach pfitomnych v tkanich GBM a mozkovych metastaz indukovana TGF-B1.
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