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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralova

Katedra biochemickych vied

Kandidat: Bc. Dominika Papincakova
Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Nazov diplomovej prace: Priprava STAT3-knockoutovanej bunkovej linie glioblastomu

multiforme pomocou metédy CRISPR-Cas9

Glioblastoma multiforme (GBM) je jednym z najcastejSich primarnych nddorov mozgu
u dospelych a jednym z najfatalnejSich nadorovych ochoreni u l'udi. KIi¢ovym onkogénom vo
vyvoji a progresiit GBM je signalny transduktor a aktivator transkripcie 3 (STAT3), ktory je
jednym z mediatorov tumorigenézy. V. GBM je permanentne aktivovany, ¢o vedie k zvySenej

bunkovej proliferécii, invazivite a angiogenéze.

Cielom tejto prace bolo vytvorit’ bunkovll liniu GBM STAT3-knockout (STAT3-KO).
Na tento Ucel sa pouZzila bunkové linia U§7MG a metdda na knockoutovanie génov CRISPR-

Cas9.

V prvom kroku sme skumali moZnost’ tlmenia expresie STAT3 pomocou siRNA a
vhodnost’ tohto typu buniek na presné dourcenie mechanizmu na editaciu génov CRISPR do
bunky. V druhom kroku sme transfekovali bunky pomocou stpravy na knockoutovanie génu
STAT3 (CRISPR) a testovali uspeSnost’ knockoutu. Vo vytvorenej STAT3-KO GBM bunkovej
linii sme potvrdili STAT3-KO na tirovni DNA, RNA a proteinu. Nasledne sme na bunkovu liniu
U87MG a U87MG-STAT3-KO pdsobili temozolomidom (pouzivanym chemoterapeutickym

lieckom na GBM) a porovnali ich citlivost’.

Na zaver boli bunky U87MG-STAT3-KO uspeSne implantované do modelového

organizmu a bolo opét’ pozorované zniZenie expresie STAT3 markeru.



ABSTRACT

Charles University
Fakulty of Pharmacy in Hradec Kralove
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Candidate: Bc. Dominika Papinc¢akova
Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Title of diploma thesis: Preparation of STAT3-knockout glioblastoma multiforme cell line

using CRISPR-Cas9 editing

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common primary brain tumours in
adults and one of the most fatal cancers in humans A key oncogene in GBM development and
progression is the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). It is one of the
mediators of tumorigenesis, plays a strong pro-survival role in GBM and is permanently

activated in GBM leading to increased cell proliferation, invasiveness, and angiogenesis.

The aim of this work was to establish a GBM STAT3-knockout (STAT3-KO) cell line.
The U87MG cell line and the CRISPR-Cas9 gene knockout method were used for this purpose.

In a first step, we investigated the possibility of silencing STAT3 expression by siRNA
and the suitability of this cell type to pinpoint the mechanism for CRISPR gene editing into the
cell. In the second step, we transfected the cells using the STAT3 gene knockout kit (CRISPR)
and tested the knockout success. In the established STAT3-KO GBM cell line, we confirmed
STAT3-KO at the DNA, RNA and protein levels. We then treated the U87MG and U87MG-
STAT3-KO cell line with temozolomide (a chemotherapeutic drug used for GBM) and

compared their sensitivity.

Finally, U§7MG-STAT3-KO cells were successfully implanted into the model organism

and a decrease in STAT3 marker expression was again observed.
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1 UVOD

Nadory centralneho nervového systému (CNS) tvoria len maly podiel vsetkych
typov nadorovych ochoreni uludi, avSak st hlavnou pri¢inou umrti suvisiacich
s rakovinou. Medzi jeden =z najagresivnejSich primarnych nadorov mozgu patri
glioblastom multiforme (GBM). Pacienti s GBM maju vel'mi nepriaznivi prognézu
s medianom prezitia priblizne 12 mesiacov a dlhodobé prezivanie je zriedkavé. LieCba
glioblastomu zahfiia chirurgicky zdkrok po ktorom nasleduje réadioterapia
a chemoterapia, chemoterapeutickym lie¢ivom temozolomidom (TMZ) (Liu a kol., 2010;

Tan a kol., 2020).

Podobne ako pri inych nddoroch, su pri glioblastome bezné zmeny v expresii
génov, vratane inhibicie nddorovych supresorov alebo aktivacie onkogénov. STAT3
(signalny transduktor a aktivator transkripcie) je aktivovany vo vysokom percente prave
u GBM. ZvySena aktivacia STAT3 sa podiel’a na regulacii viacerych charakteristickych
znakov GBM, vratane rychlej bunkovej proliferacie, zvySeného prezitia buniek,
angiogenézy a schopnosti vyhybat' sa imunitnému systému. STAT3 preto predstavuje

vel'mi zaujimavy ciel’ pre liecbu GBM (Liu a kol., 2010; Kogel, 2022; West a kol., 2018).

Technologicky pokrok, ako mnapriklad CRISP-Cas9, umoznujlci presni
manipuléciu s akoukol'vek genomickou sekvenciou, napoméha objasneniu funkcie génov,
napr. zapojenych do karcinogenézy ¢i korekcii mutacii sposobujicich rakovinu.

(Minjiang a kol., 2019)

V naSom projekte sme sa zamerali na vytvorenie novej bunkovej linie GBM
STAT3-knockout (STAT3-KO) pomocou metédy CRISPR-Ca9. Nasledne sa sktimala

citlivost’ novo vytvorenych buniek na chemoterapeutické lie¢ivo temozolomid (TMZ).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Nadoroveé ochorenia

Rakovina je néadorové ochorenie, ktoré vznikd v désledku kumulativnych
genetickych a epigenetickych aberacii. Zdrava bunka mé svoju definovant struktura, tvar,
reaguje na podnety z okolitého prostredia a podlieha regulovanému bunkovému deleniu.
Akumulécie r6znych genetickych abnormalit spdsobenych chybami pri bunkovom deleni
¢1 vplyvom réznych fyzikalnych (ultrafialové alebo ionizujice ziarenie), chemickych
(karcinogény) a biologickych (onkovirusy) rizikovych faktorov, moze spdsobit, ze sa
znormalnej bunky vytvori bunka, ktord nereaguje na podnety, zacne sa
nekontrolovatel'ne delit, meni svoj definovany tvar, nereaguje na rastové inhibi¢né

faktory apod. (Hofmanova, 2013).

Proces premeny normalnej bunky na nddorovu (neoplastick) sa nazyva nadorova
transformécia. Vac¢sinou tento proces zacina z jednej bunky (monoklonalny pociatok)
a ide o viacstupnovy, ndhodny dej. Zahfna proces inicidcie, promdcie a progresie (Necas,

2021).

Mutacie postihujii najcastejSie dva typy génov ato tumor supresorové gény
a protoonkogény. Tieto gény sa zucastiuju prevazne regulacie bunkovej proliferacie a
apoptozy. Dalsie gény, ktoré sa podiel'aju na procese kancerogenézy su gény kodujiice
opravné systémy, ktoré sa podiel'aju na opravach odchyliek, ktoré vznikli pri procese

replikdcie (Klener, 2011).

Nadory mézeme rozdelit’ podl'a histogenézy (napr. na nadory mezenchymové,
epitelové, neuroektodermoveé), podl'a tkaniva, kde vznikaji (napr. sarkomy, leukémie) €1

podla spravania a biologickych vlastnosti.

Podl'a spravania a biologickych vlastnosti ich moézeme d’alej delit’ na maligne
a benigne. Bunky benignych nadorov (napr. hemangiom) st morfologicky a funkéne
podobné bunkdm pdvodného tkaniva a ich rast je obmedzeny na svoje povodné miesto
(nesiria sa do vzdialenych miest tela). Naopak bunky malignych nadorov st schopné
invazie do okolit¢tho normalneho tkaniva, $irit’ sa po tele prostrednictvom obehového
alebo lymfatického systému a vytvarat’ tak metastazy. Iba zhubné nadory sa spravne
oznacuju ako rakovina a prave ich schopnost’ invdzie a metastdzovania robi rakovinu

takou nebezpecnou (Cooper, 2000).
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2.2 Glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM) je jednym z najcastej$ich primarnych nadorov
mozgu udospelych ajednym =z najsmrtelnejSich nadorovych ochoreni u ludi
s priemernou diZkou Zivota priblizne jeden rok od stanovenia diagnézy. Této zla prognéza
je spdsobena hlavne rezistenciou nadoru voci lieCbe a vlastnou agresivitou nadoru

(Stoyanov a kol., 2018).

Glioblastom patri do heterogénnej skupiny nadorov mozgu oznacovanych ako
gliomy, o ktorych sa predpoklada, ze pochadzaju z gliovych buniek alebo ich podtypov
(to mdze zahfnat’ astrocytomy a oligodendrogliomy) (McKinnon a kol., 2021). Maligne
gliomy (multiformny glioblastom a anaplasticky astrocytém) sa vyskytuju CastejSie ako
iné typy primarnych nadorov centrdlneho nervového systému, pricom ich spolo¢ny

vyskyt je 5 az 8 pripadov na 100 000 obyvatel'ov za rok (Friedman a kol., 2000).

Medzinarodnym Standardom pre nomenklatiru a diagnostiku je klasifikacia podl'a
svetovej zdravotnickej organizacie (WHO). T4 klasifikuje gliomy do triedy I. az IV. na
zaklade histopatologickych kritérii. Gliomy 1. stupna sa tykaji 1ézii, ktoré maju nizky
proliferacny potencial a je tam moznost’ vylieCenia chirurgickym zakrokom, zatial’ ¢o
gliomy II. az I'V. stupnia st vysoko maligne a invazivne. GBM je najagresivnejsi, vysoko
invazivny a nediferencovany typ nadoru, WHO ho zaradila do IV. stupnia (Hanif a kol.,

2017).

Glioblastom je heterogénny nador zloZeny z odliSnych typov buniek rdézneho
povodu s roznymi genetickymi zmenami (Stoyanov a kol., 2018). GBM zahfiia primarne
a sekundarne typy, ktoré sa vyvijaji réznymi genetickymi cestami a postihuju pacientov
v r6znom veku. Primarne GBM sa vyskytuju u starSich pacientov s priemernym vekom
62 rokov, zatial ¢o sekundarne GBM vznikaju z astrocytomu nizSieho stupna alebo
oligodendrogliomu u mladSich pacientov s priemernym vekom 45 rokov (Kanderi a
Gupta, 2022). Sekunddrne GBM sa prejavuji tym, ze maji mensi stupen nekrdzy, st
prednostne lokalizované vo frontadlnom laloku a maji vyrazne lepSiu prognozu.
Histologicky st priméarne a sekundarne glioblastomy zvacsa nerozliSiteI'né, liSia sa vSak

genetickym a epigenetickym profilom (Ohgaki a Kleihues, 2013).

Primérne glioblastdmy sa vyvijaju u starSich pacientov a zvyc€ajne vykazuju

nadmernu expresiu epidermalneho rastového faktoru (EGFR), mutaciu fosfatdzového
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a tenzinového homologa (PTEN) , deléciu cyklin-dependentnej kindzy 2A (CDKN2A)
(Ohgaki a Kleihues, 1999). Rozhodujucimi genetickymi znakmi sekundarneho
glioblastomu st mutécie izocitratdehydrogenazy 1 (IDHI1). Mutacie IDHI1 su najskor
zistitelnou genetickou zmenou v prekurzorovych nizkostupiiovych difuznych
astrocytomoch a v oligodendrogliomoch, ¢o naznacuje, ze tieto nadory pochéadzaju z
nervovych prekurzorovych buniek, ktoré sa liSia od buniek primarnych glioblastoémov.
Napriek podobnému histologickému vzhl'adu su priméarne a sekundarne glioblastomy
odlisné nadorové jednotky, ktoré vznikaji z r6znych prekurzorovych buniek a mézu si

vyzadovat’ odlisné terapeutické pristupy (Ohgaki a Kleihues, 2013).

2.2.1 Etiologia

Etiolégia GBM stale nie je objasnend. V suvislosti so vznikom GBM neboli
popisané ziadne rizikové faktory (ani napr. vystavenie elektromagnetickému pol'u
v obytnych priestoroch, formaldehyd, diagnostické oZarovanie). Moznym rizikovym
faktorom by mohlo byt ale ozarovanie mobilnymi telefénmi (Urbanska a kol., 2014).
Metaanalyza z roku 2007 (Hardell a kol., 2007) preukézala zvySeny vyskyt u l'udi, ktori
pouzivali mobilné telefony najmenej 10 rokov, a najméd u tych, ktori boli vacSinou

jednostranne oziareni.

Vyskytuju sa vSak mutacie Specifické pre glioblastomy v nddorovych génoch
(napriklad mutacie, TP53 a PTEN). Mutécie v génoch su v glioblastomoch vel'mi ¢asté,
ale nemaju uplne prognosticky vyznam. V glioblastome boli identifikované aj bodové

mutacie EGFR (Liu a kol., 2016).

Vyskyt GBM moéze byt spojené s genetickymi ochoreniami ako tuber6zna
skler6za, Turcotov syndrém, mnohopocetna endokrinnd neoplédzia typu IIA a

neurofibromatoza typu I (Urbanska a kol., 2014).

2.2.2 Patofyziologia

Glioblastdom moze vzniknut’ kdekol'vek v centralnom nervovom systéme (CNS).
NajcastejSie sa ale nachddza v mozgovych hemisférach, v ¢elnom alebo spankovom
laloku. Jeho pdvod v CNS ho odlisuje od castejsich sekundarnych karcindmov mozgu,
ktoré vznikaji v désledku metastaz zo vzdialenych primarnych lozisk, najcastejSie pltc,

prsnika alebo koZe (McKinnon a kol., 2021).

12



Medzi zakladné charakteristiky GBM patri vysoka malignita, hypercelularita,
hypervaskularizacia, nekroza a pleomorfizmus (Polivka a kol., 2013). Infiltrujtci rast
naviac spdsobuje, Ze sa nadorovd masa neda jasne odliSit od normalneho tkaniva

(Urbanska a kol., 2014).

Metastazovanie tohto novotvaru mozgovomiechovym mokom alebo krvou su
zriedkavé a ak sa vyskytnu tak sa predovSetkym modzu objavit’ na slezine, pohrudnici,
plicach, lymfatickych wuzlinach, peceni ¢i kostiach. Predpoklada sa, ze nizky
metastaticky potencial GBM vyplyva z bariéry vytvorenej mozgovymi plenami, ale aj
z rychleho rastu nadoru a kratkeho priebehu tohto ochorenia. V mozgu naviac chybaju

lymfatické cievy, takZe metastazy touto cestou nie st mozné (Urbaniska a kol., 2014).

2.2.3 Klinicky obraz a diagnostika

V zavislosti na umiestnenie nadoru v mozgu patria medzi najcastejSie klinické
priznaky GBM bolesti hlavy, ataxia, zdvraty, poruchy videnia (rozmazané videnie) a Casté
synkopy. Rastlici nador naviac sposobuje zvySenie vnutrolebecného tlaku. V doésledku
tychto nespecifickych priznakov sa glidom casto nespravne diagnostikuje ako infekcie,

zapalové procesy, obehové ¢i imunologické ochorenia (Urbanska a kol., 2014).

Pociato¢na priznaky pacienta s glioblastdmom su ¢asto neSpecifické, moze ist
o podobné priznaky a symptomy ako pri inych primarnych alebo sekundarnych
mozgovych nddoroch alebo aj pri beznejSich benignych neurologickych ochoreniach.
Priblizne polovica pacientov je diagnostikovana po urgentnom prichode do nemocnice.
Vicsina z nich navstivila svojho praktického lekara s priznakmi eSte pred stanovenim

diagndzy, ¢asto dokonca viackrat (McKinnon a kol., 2021).

Zakladnymi metodami pri diagnostike GBM st neurologické a zobrazovacie
testy, biopsia a Specialne vySetrenie buniek. Pocas neurologického vySetrenia sa lekar
pacienta opyta na priznaky a skontroluje jeho zrak, sluch, rovnovéahu, koordinéciu, silu a
reflexy. Problémy v jednej alebo viacerych z tychto oblasti mozu poskytnat’ voditko
o Casti mozgu, ktora by mohla byt’ postihnuta nddorom ¢i inou patologiou (Mayo Clinic

Staff, 2020).

Zobrazovacie testy mozu lekdrovi pomoct urcit’ pritomnost umiestnenie a
vel'kost nadoru. Pri diagnostike nadorov mozgu sa ¢asto pouziva magneticka rezonancia,

ktora sa moze pouzit’ spolu so Specializovanymi zobrazovacimi vySetreniami, ako je
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funk¢na magneticka rezonancia a spektroskopia magnetickej rezonancie. Medzi d’alSie
zobrazovacie vySetrenia moze patrit’ pocitacova tomografia (CT) a pozitronova emisna

tomografia (PET) (Mayo Clinic Staff, 2020).

Biopsia sa mdze vykonat’ ihlou pred operaciou alebo pocas resekcie glioblastomu,
v zé&vislosti od konkrétnej situdcie a umiestnenia nddoru. Vzorka podozrivého tkaniva sa
analyzuje v laboratdriu s cielom urcit’ typy buniek a troven ich agresivity (Mayo Clinic

Staff, 2020).

Specializované testy nadorovych buniek mozu lekarovi povedat’, aké typy mutécii

bunky ziskali. To lekarovi poskytne informacie o prognéze a mdze usmernit’ moznosti

liecby (Mayo Clinic Staft, 2020).

2.2.4 Liecba

Liecba zavisi predovsetkym na charaktere nddoru, na veku a na zdravotnom stave
pacienta. Medzi zékladné moznosti terapie patri chirurgickd liecba s radioterapiou
a chemoterapiou. Liecba mozgovych nddorov sa Coraz viac zlepSuje a rozsiruje vyuZzitim
pocitatove] techniky v neurochirurgii a radioterapii (Fadrus, 2015). Kvalita liecby
predovsetkym zavisi na urovni diagnostiky, tiez na kvalite a pristupe modernej

zobrazovacej techniky (Slampa a kol., 2013).

2.2.4.1 Chirurgicka liecba

Neurochirurgickd operécia glioblastému patri medzi zdkladné lieCebné metody.
Cielom operécie je odstranit’ Co najvacsie mnozstvo nadoru a vyhnut' sa pooperacne;j
morbidite. K Uplnému chirurgickému odstraneniu nadoru dochadza len zriedka kvoli

infiltrativnemu rastu nddoru (Lakomy a kol., 2010).

Aby bolo mozné odstranit’ ¢o najvacsie mnozstvo nadoru, ¢asto sa pred operaciou
peroralne podava latka s ndzvom kyselina 5-aminolevulovéa (5—-ALA), ktord sa pouziva
na vizualizéciu nddorového tkaniva. Jej metabolity sa pri operacii vizualizuji pomocou

Speciadlne upraveného mikroskopu (Lakomy a kol., 2010).

Vzhl'adom k vyznamu kompletnej resekcie pre prezitie pacienta sa pokrocilo v
chirurgickych technikach, ako je kraniotémia pri vedomi ¢i neuromonitoring za cielom,
zlepsenia kvality resekcie a predchadzaniu nédslednym deficitom. Neddvno sa vyvinuli

resekéné zariadenia s pouzitim laserovej intersticidlnej termoterapie (LITT), ktora
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poskytuje menej invazivny, perkutdnny pristup prostrednictvom zavedenia optického

vlakna. Imitujuce tepelné poskodenie a vyvoladva nekrézu nadoru (Gilard a kol., 2021).

DalSou novinkou v chirurgickej resekcii mozgovych nadorov je intraoperacné
monitorovanie nadorovych metabolitov zalozené na hmotnostnej spektrometrii.
Analyzuje sa obsah buniek, ¢o umoziuje presné a molekularne vymedzenie okrajov

nadoru, a tym optimalnu resekciu (Gilard a kol., 2021).

Obecne sa chirurgickd lieCba navrhuje pacientom mladsSim ako 70 rokov,
v dobrom fyzickom stave a s nadorom pristupnym na uplne odstranenie (Lakomy a kol.,

2010).

2.2.4.2 Radioterapeuticka liecha

V liecbe gliomov ma radioterapia vel'mi dolezitii tlohu, pretoze ak sa nemoze
vykonat’ Uplna resekcia gliomu, tak radioterapia vyrazne napomadha a zlepsuje vysledky
pacienta hlavne u pacientov s glimom vo vysokom §tadiu. Vo vSeobecnosti sa pouziva
frakcionované ozarovanie s obmedzenym pol'om, ktoré pokryva rozsirent 1éziu, ako aj

peritumor6zny edém.

Standardna davka je 60 Grayov (Gy) (Villano akol., 2009). U gliémov vo
vysokom $tadiu sa aplikuje Ziarenie 60Gy/5x2,0 Gy/tyZdenne po dobu 6 tyzdiov.
U nizkostupniovych gliomov sa aplikuje ziarenie okolo 45-54 Gy. Aké davka sa pouZije
zavisi predovsetkym od pacienta a jeho zdravotného stavu. Celkova davka sa upravuje na
zaklade vel'kosti ozarovaného objemu a tiez na aké miesto ozarovanie posobi aby nedoslo

k poskodeniu okolitych organov.

V medicine sa vyuzivaji r6zne druhy radioterapie (napr. paliativna, kurativna).
Paliativna vdcSinou pracuje na principe, Ze Ziarenia sa aplikuje na oblasti 16Zka nadoru
u pacientov s interkurentnymi chorobami. Kurativna je malo efektivna voci paliativne;j,
aplikuje sa u pacientov, u ktorych neméze byt’ vykonana resekcia nadoru (Slampa a kol.,

2015).

Rédioterapia mdze mat’ aj neziaduce UCinky. Medzi tie hlavné zaradzujeme
radiacnil dermatitidu, neurokognitivnu toxicitu. U pacienta sa mdze po niekol’kych
tyzdioch objavit endokrinopatia. V pripade, Ze pacient subezne podstupuje aj
chemoterapeutickt liecbu, tak je tam zvySené riziko leukopénie, trombocytopénie popr.

hepatotoxicity (Kanderi a Gupta, 2022).
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2.2.4.3 Chemoterapeuticka liecba, TMZ

Chemoterapia je liecba pri ktorej sa pacientovi podavaju protinadorové lieciva
(tzv. cytostatika). Cytostatika sa latky prirodného alebo syntetického pdvodu
s definovanou chemickou Struktirou. Na bunky posobia tieto latky cytostaticky, tzn.
inhibuju delenie a rast buniek. U¢inok cytostatik sa nemusi prejavit’ len na nadorovych
bunkach, ale mézu tiez ovplyvnit’ aj zdravé bunky, ¢o suvisi s Castymi neziaducimi

ucinkami (Klener, 2011).

Cytostatika maji svoj mechanizmus ucinku, napr. alkylaény, radiomimeticky,
interkala¢ny, riadiometricky atd’. Zastupcom alkylaénych latok je prave najcastejSie

pouzivané cytostatikum pri liecCbe GBM TMZ (Klener, 2011).

TMZ je peroralna alkylacna latka, ktora preukdzala ucinnost’ i pri liecbe r6znych
solidnych nddorov vratane primarnych malignych nddorov mozgu a metastatického
melanému. Aktivne sa skiima aj na liecbu sekundarnych malignit CNS (Friedman a kol.,

2011).

TMZ ma urcité vyhody oproti mnohym existujicim alkylaénym latkam. Vd’aka
svojej jedinecnej chemickej Struktiure a farmakokinetickym vlastnostiam prechadza cez
hematoencefalicktl bariéru a k aktivacii nevyzaduje pecenovy metabolizmus (Agarwala

a kol., 2000).

TMZ je imidazotetrazinovy derivat alkylacnej latky dakarbazinu. Chemicky
nazov TMZ je 3—methyl-4—oxoimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazine—8— karboxamid. TMZ
je stabilny pri pH niZSom ako 5, preto sa obvykle podava peroralne. Pri vy§Som pH ako
7 sa rychlo hydrolyzuje na 5—(3— metyltriazen—1-yl) imidazol-4—karboxamid (MTIC)
(Lee a kol., 2016).

)J\
= _ _N
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Obrazok 1 Chemicka Struktira temozolomidu
(Zdroj: https://pl.wikipedia.org/wiki/Temozolomid)
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Mechanizmus ucinku je zalozeny na schopnosti jeho metabolitov prepojovat
metylové skupiny na guaninové bazy DNA. Po perordlnom podani sa TMZ l'ahko
absorbuje v tenkom Creve (v podstate 100% perordlne podanej davky sa dostane do
krvného obehu) a vd’aka svojej malej vel'kosti (194 Da) a lipofilite dobre prenika cez

hematoencefalickt bariéru (Villano a kol., 2009).

TMZ podlieha spontannej vnutrobunkovej premene prostrednictvom hydrolyzy
na silné metylacné ¢inidlo MTIC, ktory je tiez aktivnym metabolitom dakarbazinu. MTIC
sa rychlo meni na neaktivny 5—aminoimidazol-4—karboxamid (AIC) a na elektrofilny
alkyla¢ny metyldiazéniovy katidn, ktory prenasa metylovi skupinu na baze DNA. DNA-
metyl adukty st nasledne zodpovedné za cytotoxicitu. Alkylacia polohy O° guaninu
predstavuje len asi 5 % aduktov DNA, ale je primérne zodpovedna za cytotoxické t€inky
TMZ. Vicsinu DNA-metylovych aduktov predstavuji N’ guanin a N° adenin.
O°- metylguaninova lézia vedie k dvojvldknovym zlomom DNA a naslednej bunkovej

smrti prostrednictvom apoptdzy alebo autofagie (Weselowski a kol., 2010).

Temozolomid L I Apoptoza
X >
I "
| 2
b

=k ™

ruregese L ||y
MTIC DMA- met h\rla’cia’_ i, \

jadro

Obrazok 2 Mechanizmus u¢inku temozolomidu
(Zdroj: Villano a kol., 2009)

Schvalena konvenéna schéma je denna davka 150 az 200 mg/m? pocas 5 dni
kazdého 28denného cyklu. Denna lie¢ba davkou 75 mg/m? az sedem tyzdiov je bezpecna.
Tato tGroveh expozicie temozolomidu vycerpiva enzym O°-metylguanin-DNA
metyltransferazu (MGMT), ktory opravuje DNA. Tento U¢inok moéze byt dolezity,
pretoze nizke hladiny MGMT v nadorovom tkanive sa spdjaju s dlh§im preZivanim
pacientov s glioblastomom, ktori dostdvaju adjuvantnii chemoterapiu na baze

nitrozomocoviny (Stupp a kol., 2005).
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Hlavnym vedl'ajsim ucinkom spojenym s podavanim TMZ, ktory vedie k
preruseniu lieCby, je myelosupresia s oneskorenou trombocytopéniou (ktora je zvycajne
reverzibilnd). Tento neziaduci G¢inok sa zvycajne objavuje 21-28 dni po zaciatku
kazdého liecebného cyklu a zlepSuje sa na trombocytopéniu 1. stupnia 7-14 dni po

ukoncenti liecby (Ortiz a kol., 2021).

Dal§im &asto sa vyskytujucim neZiaducim G¢inkom je lymfocytopénia . Bolo
zistené, ze hlavnymi postihnutymi populdciami buniek sa CD4+ T-bunky a B—bunky. U
pacientov sa pokles poc¢tu lymfocytov spdja so zvySenym rizikom oportunnych infekcii,
ako je pneumonia sposobend Prneumocystis carinii a iné oportinne infekcie, napriklad
Aspergillus pneumonia, Herpes simplex, Varicella zoster. Nehematologické vedlajSie
G¢inky su zvy&ajne mierne az stredne zavazné. Dalsie vedlajsie ucinky mozu byt
nevolnost’ a zvracanie, unava, bolest’ hlavy a v zriedkavych pripadoch kozné reakcie

(napr. zihl'avka a vyrazka) (Ortiz a kol., 2021).

V suvislosti s pouzivanim TMZ v terapii GBM sa objavili niektoré nové poznatky.
Jeden z tychto novych pristupov patri do oblasti nanotechnologii. Nanomedicina je
odvetvie mediciny vyuzivajiice nanorozmerové materialy na lie¢bu, monitorovanie alebo
diagnostiku urcitych ochoreni, ako st napriklad nddorové ochorenia. Tieto nanoformy sa
mdzu pouzit’ na transport roznych typov molekul: lieciv, proteinov, nukleovych kyselin
¢1 fluoroférov. Nanoformulédcie alebo nanocastice (NP) zlepSuju farmakokinetické
vlastnosti lie€iv a tym zvySuju protinddorova ucinnost’ lieCiv a znizuju ich systémovu

toxicitu (Ortiz a kol., 2021).

Nanomedicina by mohla vyriesit' problémy spojené s podanim TMZ u GBM.
Medzi hlavné uskalia podania TMZ patri jeho rychla degradacia, nedostato¢na
Specifickost’ a tazkosti s dosiahnutim ucinnej davky lie¢iva v nddorovom tkanive (len
20% systémovej expozicie TMZ prenikd do mozgového tkaniva, a teda mnozstvo lie€iva

v samotnom nadore, je ovela nizsie) (Ortiz a kol., 2021).

Nové nanoformulécie sa zameriavaji na prekonanie mechanizmov, hoci vac¢Sina
Studii je predklinicka. Okrem toho vyvoj analégov TMZ s rovnakym mechanizmom
ucinku ako TMZ, ale odli$nou Struktirou, ma za ciel’ zlepSit’ jeho farmakokineticky profil

(Ortiz a kol., 2021).
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2.2.4.4 Experimentdlna liecba

Vyvoj novych tcinnych liekov pri liecbe GBM je narocné v dosledku niekol’kych
biologickych prekazok. Medzi tie najvyznamnejSie patri hematoencefalicka bariéra,
ktord stazuje obecne pristup lie¢iv do mozgu, extrémna heterogenita ochorenia a tiez

schopnost’ nddoru vyvinuat’ rezistenciu na protinddorovu liecbu (Di Nunno a kol., 2021).

Napriek tomu rastice poznatky o molekularnych mechanizmoch stvisiacich s
vyvojom a progresiou ochorenia umoznili identifikovat niekol’ko atraktivnych ciel'ov pre
systémovu liecbu GBM. Vicsinu tychto ciel'ov predstavuji receptory tyrozinkinazy (TK)

(Di Nunno a kol., 2021).

Dal$im smerom je imunoterapia. Ide o lie¢ebni metddu, ktorej principom je
aktivacia schopnosti imunitného systému rozpoznat a itoCit na nadorové bunky

s minimom inych neZiaducich u¢inkov.

Pri vyvoji imunoterapie GBM vsak stale existuji prekazky, ktoré je potrebné
prekonat’. Bunky GBM mozu pdsobit’ lokdlne imunosupresivne mnohymi spdsobmi. Na
jednej strane m6Zu samotné GBM bunky vylu€ovat rozne protumordzne cytokiny alebo
chemokiny, ktoré moézu ovplyvilovat’ polarizdciu makrofagov, podporovat’ nabor
regulacnych T buniek a inhibovat’ dozrievanie dendritickych buniek. Na druhej strane,
bunky GBM moézu exprimovat’ imunosupresivne molekuly, ako napriklad ligand 1
proteinu programovanej bunkovej smrti (PD-L1), ktory mdze zabranit' proliferacii a

aktivacii T buniek.

Napriek tymto vyzvam imunoterapia GBM dosahuje zna¢né uspechy, ktoré boli
podnetom na mnoZzstvo klinickych skusok. Zaviedlo sa aj Coraz viac imunoterapeutickych
pristupov na liecbu GBM ako napriklad peptidové vakciny, DC vakcin, inhibitory
kontrolnych bodov (Huang a kol., 2021).

2.3 STATS3

Clenovia rodiny STAT st transkripéné faktory, ktoré sprostredkiivaji mnohé

bunkové procesy a podiel’aji sa na patogenéze réznych I'udskych ochoreni.

Proteiny STAT boli objavené v priebehu Stadia Specifickosti signalizacie z
receptorov interferonov (IFN). Prvotné zistenie pribuznych proteinov, z ktorych kazdy

je aktivovany inym cytokinovym receptorom, naznaéilo, Ze tieto proteiny by mali spinat’
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poziadavky na nosi¢e vnutrobunkovej signalnej informdacie schopné zachovat’
Specifickost’ interakcidm cytokin-receptor. Vo vSeobecnosti niektoré stadie naznacovali
vysoky stupen Specifickosti roznych proteinov STAT v jednotlivych signalnych drahach
(Zhou a Chen, 2021).

Bolo popisanych sedem proteinov STAT: STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B a 6, ktoré su
kodované génmi zoskupenymi na réznych chromozémoch. Gény kédujice STAT1 a
STAT4 sa nachadzaju na chromozéme 2, STAT2 a STAT6 na chromozéme 17 a STAT3,
STAT5a a STAT5b na chromozéme 12 (Kamran a kol., 2013).

Jednym z €lenov rodiny STAT je prave cytoplazmaticky transkripény faktor
STAT3, ktory sprostredkiva prenos signalu z plazmatickej membrany do jadra pri
réznych bunkovych aktivitach. Zaroven zohrava klIi¢ova tlohu v mnohych kritickych
bunkovych procesoch, ako je proliferacia, diferenciacia, prezivanie, imunosupresia,

angiogenéza a tumorigenéza.

Cielené knockoutovanie STAT3 v embryu vedie k v€asnej embryonalnej letalite.
STAT3 je nevyhnutny tieZ napriklad pre diferencidciu pomocnych T-buniek Th17
(Levy a kol., 2002; Zhou a Chen, 2021; Tolomeo a Cascio, 2021).

Zvysena expresia a aktivita STAT3 sa podiel'a na vzniku r6znych solidnych a
hematologickych nadorov vratane leukémie, lymfomov a rakoviny hlavy a krku. Okrem
toho sa zvySené hladiny STAT3 spajaju so zlou prognézou niektorych druhov rakoviny

(Liu a kol., 2014).

2.3.1 Struktira a aktivacia STAT3

Vsetkych sedem zndmych proteinov rodiny STAT ma podobnt Struktiru zlozent

z niz§ie uvedenych domén.

1. épirélovité N-koncova doména (,,N-terminal domain®;,,ND*) sluzi k interakcii
protein-protein medzi susediacimi STAT dimérmi na DNA

2. Doména s vinutou cievkou (,,Couled-coil ; ,,CC*) sluzi k interakcii s regulaénymi
proteinmi, ktoré pozitivne alebo negativne moduluju transkripénu aktivitu

3. DNA-viaZzuca doména (,,DNA binding domain*; ,,DBD*) sliZi na rozpoznavanie
Specifickych DNA-sekvencii cielovych génov

4. Spiralova spojovacia doména (,,Helical linker*; ,,LK), ktor4 sa podiel’a na jadrovom

exporte a vizbe DNA
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5. Doména homolégie Src 2 (,,Src homology 2%; ,,SH2) potrebna pre vdzbu receptorov
a dimerizaciu

6. C-koncova transaktivatna doména (,,C-terminal transactivation domain*; ,,TAD®),
ktora obsahuje Specifické zvysky, ktoré su fosforylované pri transkripénej aktivacii

(Tolomeo a Cascio, 2021).

=,

Obrazok 3 3D Struktura proteinu STAT3
(Zdroj: : Guanizo a kol.,2018)

STAT3  NH,-|

Obrazok 4 Oblasti STAT3
(Zdroj: Guanizo a kol.,2018)

STAT proteiny st aktivované v cytoplazme Janusovymi kindzami (JAK), rodinou
zloZzenou zo Styroch rbéznych vnuatrobunkovych nereceptorovych tyrozinkinaz
prendsajucich signaly sprostredkované cytokinmi. JAK su spojené s dvoma réznymi
typmi receptorov (typ I a typ II), ktoré nemaji Ziadnu katalyticku aktivitu, ale po vizbe
so Specifickym ligandom umoziiuju autofosforylaciu JAK, ktora nasledne fosforyluje a

aktivuje proteiny STAT (Tolomeo a Cascio, 2021)

STAT3 je jednym z najkomplexnejSich regulatorov transkripcie a G¢astni sa na
mnohych biologickych procesoch. STAT3 je aktivovany celou rodinou cytokinov typu
interleukin 6 (IL-6), ktoru tvoria IL-6, IL-11, IL-22, IL-27, IL-31, onkostatin M (OSM),
kardiotrofin 1 (CT-1), cilidrny neurotroficky faktor (CNTF), kardiotrofinom podobny
cytokinovy faktor 1 (CLCF1) a leukemicky inhibi¢ny faktor (LIF). Tieto cytokiny sa
podielaji na embryonalnom vyvoji, imunologickej aktivite, zapale, krvotvorbe,

kardiovaskularnej fyzioldgii, regeneracii pecene a neuréonov (Tolomeo a Cascio, 2021).
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2.3.1.1 Signalna draha JAK/STAT3 v normdlnej bunke

JAK a STAT proteiny tvoria zakladni vnutrobunkovu signalnu siet’, ktora bola
objavena pred takmer tromi desatroCiami. Mnohé cytokiny a rastové faktory vyuzivaju
tuto signalnu drahu na prenos signalov z bunkovej membrany do jadra, kde aktivuju gény

prostrednictvom transkripcie (Mengie a kol., 2022).

Receptorova tyrozinkinaza (RTK), proteiny JAK a STAT st klI'i¢ovymi zlozkami
drahy JAK/STAT. RTK st membranové receptory spojené s tyrozinkinazami (TK), ktoré
patria do nadrodiny cytokinovych receptorov a viazu sa s mnohymi cytokinmi a signalmi
rastovych faktorov v signalnej drahe JAK/STAT. Kazd4d RTK m4 extraceluldrnu doménu
na vézbu s ligandmi, transmembranovii doménu a intraceluldrnu doménu na zostupnt
kaskadovitost. RTK sama o sebe nema kinazovu aktivitu, ale vo svojej intracelularnej

doméne ma viazobné miesto pre JAK (Mengie a kol., 2022).

K aktivacii drahy JAK2/STAT3 dochadza po naviazani hormoénov (napr.
prolaktin), rastovych faktorov (napr. epidermalny rastovy faktor (EGFR), ¢i cytokinov

(najma rodina IL-6), na extracelularnu doménu Specifickych bunkovych receptorov RTK.

JAK2 sprostredkva najmi signalizaciu prostrednictvom viacerych cytokinovych
receptorov, ako su receptory IL-6, erytropoetinu, leptinu a IFN-y. Této interakcia vedie
k dimerizacii alebo multimerizacii podjednotiek receptorov, ¢im sa JAK2, ktoré su
nekovalentne spojené s intracelularnymi doménami receptorov, dostavaju do vzajomne;j
blizkosti. Tym dochadza k vzajomnej fosforylacii JAK2 na ich tyrozinovych zvyskoch
a k aktivacii ich kindzovej domény, ako je zndzornené na obrazku nizsie. Ked’ st proteiny
JAK2 fosforylované, umoziiuje ich aktivovana kindzova doména dalSiu fosforylaciu
tyrozinovych zvyskov na vnatrobunkovych doménach receptora, aby sa vytvorili vizbové
miesta pre proteiny disponujlice doménou SH2 (teda cytoplazmatického proteinu
STAT3). STAT3 nasledne podlieha fosforylacii na Tyr705 (resp. p-STAT3) pomocou
JAK2, ¢o spdsobuje dimerizaciu p—STAT3 a naslednou translokéciu do jadra, kde sa tento
dimér viaZze na Specifické sekvencie DNA a indukuje transkripciu cielovych génov

(Mengie a kol., 2022).
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Dominantné mutacie v géne STAT3 vedu k CiastoCnej strate funkcie proteinu
STAT3, ¢o sposobuje autozomalne dominantny syndrom hyper IgE (AD-HIES alebo
Jobov syndrém) charakterizovany opakovanymi bakteridlnymi pldcnymi a koznymi
infekciami spojenymi s tvorbou chladovych abscesov, zdvaznou ekzémovou vyrazkou,
chronickou mukokutdnnou kandidézou, primarnymi Strukturdlnymi abnormalitami
spojivového tkaniva a tvorbou arteridlnych tortuozit/aneuryziem. Této strata funkcie
neznamena Uplnu absenciu proteinu alebo jeho funkcie, pretoZze Uiplna absencia STAT3

nebola u 'udi pozorovana a u mysi je letalna.

Zisk funkcie STAT3 sa klasicky spdja s novotvarmi, zatial ¢o Specifické
somatické mutécie v STAT3 boli zaznamenané u velkej podskupiny pacientov s vel'kou

granularnou lymfocytarnou leukémiou (Forbes a kol., 2016).

2.3.2 Uloha STAT3 pri vzniku a vyvoji nadoru

Rast nddoru je riadeny nadorovymi bunkami (vnutorny fenomén buniek), ale aj
imunitnymi bunkami v mikroprostredi naddoru (vonkaj$i fenomén buniek). Progresia
nadorového ochorenia je teda sprostredkovana aktivaciou transkripénych programov
zodpovednych za nadmerna proliferaciu nadorovych buniek, ale aj indukovanou
proliferaciou/aktivaciou imunosupresivnych buniek (napr. Th17 lymfocyty, Treg bunky

alebo odvodené myeloidné supresorové bunky (MDSC)).
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Jednym z kI'aiCovych transkripénych faktorov zapojenych do tychto procesov je

prave STAT3 (Rebé a kol., 2013).

STAT3 sa v sucasnosti povazuje za onkogén a jeho dysregulovana aktivita bola

zaznamenand takmer u 70 % pripadov rakoviny.

Narusend aktivita STAT3 v rakovinovych bunkach sposobuje nepretrziti
transkripciu bunkovych rastovych faktorov a anti-apoptotickych molekul, ktoré
zohréavaju kI"ai€ovu tlohu pri udrziavani bunkového rastu a prezivania. STAT3 naviac
udel'uje nadoru velktl malignitu tym, Ze podporuje nadorovu invaziu, migraciu,
metastazovanie a angiogenézu. V neposlednom rade STAT3 podporuje rakovinu
prostrednictvom zapalu, obezity, kmenovych buniek a premetastatickej niky. Preto je
zvySena expresia STAT3 Casto spajana so zlou prognézou nddorovych ochoreni (Tolomeo

a Cascio, 2021).

2.3.3 STAT3 a glioblastoma multiforme

Vicsina §tadii, ktoré poukazuju na to, ze STAT3 je kl'icovym onkogénom vo
vyvoji a progresii GBM, pochéadza z laboratérnych bunkovych linii a zvieracich modelov.
Predmetom tychto §tadii bolo porovnavanie kontrolné bunkové linie s bunkami s
prechodnym alebo stabilnym vyradenim expresie STAT3 (alebo regulatorov STAT3) v

mnozstve testov na baze buniek (Liu a kol., 2010).

STAT3 je klicovy pre udrziavanie neurdlnych kmetiovych buniek a vyvoj
astrocytov, avSak bolo zisten¢, ze u GBM a odvodenych bunkéch je STAT3 konsStitutivne
aktivovany v porovnani s normalnymi tkanivami. Aktivovany STAT3 prispieva k
autokrinnej sluc¢ke IL-6-STAT3 a prerusenie tejto slucky inhibitorom JAK AG490 alebo
dominantnym negativnym mutantom STAT3 (DN- STAT3) inhibuje STAT3 a jeho Bcl-2,
Bcel-xL a Mcl-1, ¢o vedie k apoptoze. Rovnaké vysledky sa pozoruji v bunkach
astrocytomu liecenych siRNA (cielenou na STAT3) (Liu a kol., 2010).

Okrem toho, ked’ sa DN-STAT3 stabilne exprimuje hypoxiou indukovateI'nym
sposobom v inom GBM bunkovej linii, nador odvodeny z tejto bunkovej linie nerastie
nad hribku 2 mm v dosledku zniZenej angiogenézy a indukovanej apoptdzy. Klinické
Studie tiez dokazuju, ze pacienti s GBM s vySSou expresiou fosforylovaného STAT3 maju

kratSie prezivanie ako pacienti s nizSou expresiou proteinu p—STAT3 (Liu a kol., 2010).
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2.4 Génové inZinierstvo

Genomové inzinierstvo je vykonnym nastrojom pre Siroku Skalu aplikécii
v biomedicinskom vyskume a medicine. Umoziuje $tadium funkcie génov aich
regulaciu prostrednictvom vytvérania in vitro (bunkovych) alebo in vivo (zvieracich)
modelov ochoreni. Génové inzinierstvo takto zohrava kl'aicovu ulohu pri vyvoji génovej

terapie pri genetickych ochoreniach (Lu Xiao-Jie a kol., 2017).

Preukazalo sa, ze metddy génového inzinierstva sa daju pouzit’ na opravu
chybnej DNA u mysi, ¢im sa vylie€ia z genetickych portch. Tiez sa uvadza, ze podobne

sa daju upravit’ aj l'udské embrya.

Medzi dalSie potencidlne klinické aplikdcie patri génova terapia, liecba
infek¢nych chordb (napr. HIV) a inzinierstvo autologneho materialu pacienta na liecbu

rakoviny a inych choréb (Redman a kol., 2016).

V poslednych desatrociach sa objavil novy pristup s ndzvom "editacia genému",
ktory sa Siroko vyuziva pri $tudiu funkénej genomiky. Editacia gendmu je postavend na
upravenych, programovatelnych a vysoko Specifickych nukleazach, ktoré mdézu
indukovat’ zmeny Specifické pre dané miesto v gendémoch bunkovych organizmov
prostrednictvom sekvencne Specifickej domény viaZzucej DNA a neSpecifickej domény
Stiepiacej] DNA. Nasledny proces opravy bunkovej DNA vytvara pozadované inzercie,
delécie alebo substitucie. Prikladom takejto technologie je napr. CRISPR—Cas9 (Zhang
akol., 2014).

2.4.1 Metody genetickej modifikacie

Na upravu gendmu bolo vyvinutych viacero umelych nukleazovych systémov,
ako nukledzy so zinkovymi prstami (ZFN), ktoré su Siroko pouzivané ako umelé
nukledzy. Obsahuju spoloéni DNA-viazucu doménu Cys2-His2 a DNA-Stiepiacu

doménu restrikénej endonukleazy FokI.

Dal$ou populdrnou platformou na editiciu genému si nukledzy podobné
transkripnym aktivatorom (TALEN), ktoré si odvodené od prirodzené¢ho proteinu
rastlinnych  patogénnych baktérii  Xanthomonas. Prostrednictvom zamieSania
opakovanych  aminokyselinovych rozpozndvacich motivov. mozno TALEN

naprogramovat’ tak, aby spdsobili na Specificku sekvenciu DNA.
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Alternativu k ZFN a TALENu je systém ,,Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) protein 9 (CRISPR—Cas9)*“. Na
rozdiel od proteinom riadené¢ho Stiepenia DNA ZFN a TALEN zavisi CRISPR—Cas9 od
malej RNA na sekvencne Specifické Stiepenie. Ked'Ze na vytvorenie sekvencnej
Specifickosti je potrebna len programovatel'na RNA, CRISPR—Cas9 je 'ahko pouzitelny
(Zhang a kol., 2014).

2.4.2 CRISPR-Cas9 metoda

CRISPR—Cas9 je technolodgia editovania génov, ktora spdsobila vel’ky prevrat v
biomedicinskom vyskume. Tato technologia umoziuje rychlo, lacno a relativne
jednoducho opravovat’ chyby v gendome a aktivovat alebo inaktivovat gény v bunkach a
organizmoch. M4 mnozstvo laboratérnych aplikacii vratane rychleho vytvarania
bunkovych a zvieracich modelov, funkénych genomickych skriningov a zobrazovania

bunkového gendmu (Redman a kol., 2016).

KIa¢ovym bodom na zacatie editacie je potreba vytvorit” dvojvlaknovy zlom
(DSB) v DNA na konkrétnom mieste v gendme. K dosiahnutiu tohto presného DSB
vyskumnici vyvinuli upravené nukleazy, oznacované aj ako "molekuldrne noZznice".
Prave vyvoj univerzdlnych syst¢émov CRISPR-Cas ako molekularnych noznic, pri
ktorych staci jednoducha vymena vodiacej sekvencie RNA na prepracovanie nukledzovej

Specificity, otvoril cestu k revolucii v prirodnych vedach.

Technologia CRISPR-Cas9 je vynikajucim prikladom vyuZitia prirodzene sa
vyskytujuceho systému na vyvoj syntetickej sipravy nastrojov na vedecké skumanie.
Systémy CRISPR su adaptivne imunitné systémy, ktoré sa nachadzaji v baktériach a
archeach. Zabezpecujii imunitu vo¢i opakovanym uUtokom bakteriofagov, virusov

napadajucich baktérie (Das a kol., 2022).

CRISPR-Cas mozno pouzit na modifikacie l'udského gendému, na cielené
zasiahnutie latentnych a chronickych virusovych infekcii v l'udskych bunkéach. Napriklad
intrastromalna injekcia Cas9 ako neintegrujiceho sa lentivirusu zabranila infekcii
virusom herpes simplex typu 1 a patoldgii ochorenia a znicila virusovy rezervoar na
mySacich modeloch. Tento systém by mohol byt pouzity aj na iné herpetické virusy, ako
je napriklad virus Epsteina-Barrovej, a to cielenim Cas9 na zakladné promotory alebo

kodujuce sekvencie vo virusovom genome. Do fazy I/IT klinického skuSania sa dostala

26



najma stratégia zaloZend na metdéde CRISPR na odstranenie infekcii HIV (Chavez a kol.,

2022).

2.4.2.1 Triedenie CRISPR metod

Systémy CRISPR-Cas st rozdelené do dvoch tried (trieda 1 a 2). Tieto triedy sa
d’alej delia na Sest’ typov (I az VI). Systémy triedy 1 (typy I, Il a IV) pouzivaji vo svojich
efektorovych nukleazach CRISPR ribonukleoproteinov viacero Cas proteinov a systémy
triedy 2 (typy II, V a VI) pouzivaju jeden Cas protein. Systémy CRISPR-Cas triedy 1 sa
najCastejSie vyskytuju v baktériach a archeach a tvoria 90 % vsetkych identifikovanych
lokusov CRISPR-Cas. Systémy CRISPR-Cas triedy 2, ktoré tvoria zvySnych 10 % sa
vyskytuju takmer vylucne v baktéridch a zostavuji ako ribonukleoproteinovy komplex
pozostavajuci z CRISPR RNA (crRNA) a Cas proteinu. Najviac charakterizovanym
systtmom CRISPR-Cas je podtyp II-A nachadzajuca sa v baktérii Streptococcus
pyogenes, ktory vyuziva protein SpCas9 (Paul a kol., 2020).

2.4.2.2 Mechanizmus fungovania CRISPR-Cas

Systém CRISPR—Cas9 sa sklada z kratkej nekddujiicej gRNA a nukleazy Cas9.
gRNA ma dve molekuldrne zlozky: Specificki CRISPR RNA pre ciel' (crRNA) a
pomocnu trans-aktivujicu crRNA (tractrRNA). Jednotka gRNA navadza protein Cas9 na
Specificky genomovy lokus, kde nukleaza Cas9 vyvoléa dvojvlaknovy zlom na Specifickej

cielovej sekvencii genomu (Gene Editing - Thermo Fisher Scientific - CZ).

tracrANA

e

crRNA

gRNA

Obrazok 6 gRNA
(Zdroj: www.thermofisher.com)

V baktériach sa lokusy CRISPR skladaju zo série opakovani oddelenych usekmi
exogénnej DNA (s dizkou ~ 30 bp), ktoré sa nazyvaju ,,spacer. Sustava opakovani a

spacerov sa transkribuje ako dlhy prekurzor a spractiva sa v rdmci sekvencii opakovani
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na vytvorenie malych crRNA, ktoré Specifikuju cielové sekvencie (zname aj ako

protospacery) Stiepené nukledzou Cas9 (Gene Editing - Thermo Fisher Scientific - CZ).

Cas9 rozpoznava vel'mi kratku konzervovant sekvenciu (s dizkou niekolkych
nukleotidov) susediacu s vodiacou sekvenciou, ktord sa nazyva "protospacer adjacent
motif" (PAM). Po nasmerovani na ciel'ové miesto DNA Cas9 vytvori dvojvldknovy zlom

(CRISPR-Cas technology: Targeted Genome Editing Technology - ACROBiosystems).

V nepritomnosti opravnej Sablony ma proces nehomologického spajania koncov
(NHEJ) za nasledok heterogénnu populéaciu buniek s réznymi inzerciami alebo deléciami
(indelmi) okolo zlomu definovaného gRNA. Tento proces sa da vyuzit na vytvorenie
bunkovych linii s ndhodnymi deléciami okolo Specifickej sekvencie, ¢im sa vytvori

funkény knockout (Gene Editing - Thermo Fisher Scientific - CZ).

Alternativne ak je k dispozicii opravnd Sabléna, mozno zaviest' pouzivatelom
definovani sekvenénii zmenu na Specifickom mieste v gendme prostrednictvom
mechanizmu bezchybnej opravy zameranej na homoldgiu. Tento proces sa moze pouzit’
na zvySenu expresiu nového génu, vytvorenie bunkovych modelov relevantnych pre
ochorenie alebo ozna€enie endogénnych génov nahlasovanymi ¢ast'ami (Gene Editing -

Thermo Fisher Scientific - CZ).

Cas9
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Obrazok 7 Mechanizmus CRISPR-Cas9
(Zdroj: https://www.bio-rad-antibodies.com)
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3 CIEDL

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit STAT3-knockoutovani bunkovi liniu GBM z buniek

U87MG, pomocou metddy CRISPR-Cas9.
Ciastkovymi cielmi bolo:

e Vykonat transfekciu buniek U87MG pomocou STAT3-siRNA a nésledne overit’
efektivitu transfekcie na urovni mRNA a proteinov

e Vykonat transfekciu buniek U87MG pomocou metdody STAT3-knockout
CRISPR-Cas9 a nasledne overit’ efektivitu knockoutu na arovni DNA, mRNA
a proteinov

e Stanovit vplyv chemoterapeutického lie¢iva TMZ na zivotnost’ bunieck US7MG
a U87MG-STAT3-KO a porovnat’ citlivosti oboch bunkovych linii

e Implantovat’ bunkové linie U87MG a US7MG-STAT3-KO do imunodeficitnych
my$i Nude-Foxnlnu za vyuzitia PBS a kolagénu ako prostredie pre implantaciu

buniek, a porovnat’ rast a proliferacny index takto vzniknutych nadorov
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4 MATERIAL
4.1 Pristroje

Centrifuga (Eppendorf Centrifuge)

e Inkubdtor bunkovych kultar

e Laminarny box

e Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
e Odsavacka

e PCR laminarny box

e Spektrofotometer (Tecan Infinite M2000)

e Trepacka

e Ventana Benchmark Ultra machine

e Vortex

e Termoblok

4.2 Chemikalie

e  Buffer AE*

e  Buffer AL*

e  Buffer ATL*

e  Buffer AWI®

e  Buffer AW2*

e . RiboLock RNAsa inhibitor

e 10% roztok APS

e 10% SDS

e 5% roztok mlieka v TBST pufru
® 96 % etanol

e Bezsérové médium Opti-MEM
e DNA pufr

e Genomic Lysis Buffer

e Glycin (192 mM)

e Chloroform

e Isobutanol nasyteny vodou
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Médium EMEM (od spolo¢nosti ATCC) obohatené o 10% FBS a 1% antibiotik
penicilin/streptomycin

Metanol

M-MulV Reverse Transcriptase

Proteinkindza K

Pufr 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Pufr 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

Puromycin rozpusteny v kultivatnom médiu

Q5 polymeraza (New England Biolabs; iBioTech)
RBI pufr

Redestilovana voda

RNAsa-free water

RNW pufr

Roztok AA+ bisAA

SignalSilence STAT3 siRNA II — zasobny roztok
SWI pufr

Taq polymeréaza (New England Biolabs | iBioTech)
TBST pufr

TEMED

TRIS (25 mM)

Turbofectin 8.0

WST-1

4.3 Pomocky

1,5 ml mikrocentrifuga¢né skimavka

96 — jamkové dosticky (Thermo Scientific)

Iné laboratérne pomocky (rukavice, bunicina, kadicky...)

komer¢ny kit ,,GeneAll RNA Purification System

Petriho miska

Pipety (Eppendorf)

Pomdcky pre blotting (filtracny papier, PVDF membrana, blotovacie hubky)
Pomocky pre pripravu elektroforetického gélu (spony, hreben, sklo, stojan)

Spicky roznej velkosti (Eppendorf)
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4.4 Bunkoveé linie

Ludské bunkova linia U§7MG ma epitelovi morfoldgiu a bola pévodne ziskana
od 44-roénej pacientky v roku 1966 na univerzite v Uppsale vo Svédsku. Tato bunkova
linia bola charakteristickd k vyskumu glioblastému. Neskor nasledovalo porovnavanie
profilov expresie génov medzi bunkovou liniou U87MG distribuovanou bunkovym
repozitarom American Type Culture Collection (ATCC) a pdvodnym néadorovym
tkanivom a zistilo sa, ze bunkova linia z ATCC ma vysSiu mieru proliferacie a doslo aj
k identifikdcii chromozému Y. Na zéklade uznania tohto rozporu ATCC v stcasnosti
oznacuje U87MG identifikatorom HTB-14TM a opisom, ze ide pravdepodobne o
glioblastom CNS muzského poévodu (Pokorna a kol., 2021).

Bunkové linie pre na§ vyskum boli zakupené od firmy ATCC a boli kultivované
v bunkovych inkubétoroch (pri 37 °C a 5% COz) v prislusnych kultiva¢nych fl'asti¢kach
s kultiva¢nou plochou 75 ¢m?. Bunky US7MG (ATCC® HTB-14M) boli kultivované
v médiu EMEM (od spolo¢nosti ATCC), obohatené o 10% FBS a 1% zmes antibiotik

penicilin/streptomycin.

Bunkové linie US7MG-STAT3-KO boli geneticky upravené, tak aby doslo ku
knockoutu STAT3. Bunkové linie boli kultivované v médiu EMEM (od spolo¢nosti
ATCC), obohatené o 10% FBS a 1% zmes antibiotik penicilin/streptomycin.

Pre implantaciu do modelového organizmu sa pouzili bunkové linie US7MG

a U87MG STAT3-KO

4.5 Experimentdlne zvieratd

Pre vykonanie in vivo experimentu sa pouzili mySsi (,,Hsd:Athymic Nude-
Foxnlnu®, samice, star¢ 6 tyzdinov, d’alej len nu-nu mysi). Ide o nahti mys, ktord ma
inaktivovany transkripény faktor FOXN1, ¢o je charakterizované nedostatkom viditel'nej

srsti a imunodeficiencie (absencia thymu a T-lymfocytov) (Gawronska-Kozak, 2011).
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S METODIKA

5.1 Stanovenie viability buniek pomocou metody WST-1

KItcovou technikov v prirodnych vedach sa stalo meranie Zivotaschopnosti
a proliferacie buniek. Water-Soluble Tetrazolium 1 (WST-1) metéda sa stala rychlou,
citlivou, spolahlivou a jednoduchou metéodou, ktora slizi na analyzu poctu
zivotaschopnych buniek pomocou Stiepenia tetrazolovych soli pridanych do kultivaéného
média. Tetrazolové soli sa Stiepia na formazan pomocou bunkovych enzymov
(viz. obrazok nizsie). Zvysenie poctu zivotaschopnych buniek vedie k zvyseniu celkovej
aktivity mitochondridlnych dehydrogenaz vo vzorke, ¢o nésledne vedie k zvySenej tvorbe
farbiva formazanu. Kvantifikdcia formazanového farbiva produkovaného metabolicky

aktivnymi bunkami sa stanovuje pomocou spektrofotometra (SigmaAldrich, 2009).
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Obrizok 8 Stiepenie tetrazolovej soli na formazan pomocou mitochondrialnej
dehydrogenazy
(Zdroj: Biovision, 2013)

Zivotaschopnost’ bola testovana u bunkovej linie U87MG, ktoré boli nasadené do
96 jamkovych mikrotitracnych dosti¢iek a umiestnené do bunkového inkubétora.
Nasledne sa druhy deni odsalo povodné médium a k bunkdm sa pridal TMZ v réznych

koncentraciach. Mikrotitratné dosti¢ky sa vloZzili do CO; inkubatoru a boli inkubované

pri teplote 37°C a 5% COz, po dobu 48 hodin.

Po stanovenej dobe inkubdcie sa pripravil pracovny roztok, ktory obsahoval
reagenciu WST-1 a médium v pomere 1:20. Z dosticky sa odsalo médium s TMZ
a nasledne sa do kazdej jamky pipetovalo 100 pl roztoku WST-1 v médiu. Mikrotitracna
dosticka sa vlozila spat’ do CO; inkubatora na 2 hodiny pri teplote 37°C a 5% COx.
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Po uplynuti inkubaénej doby sa zmerala absorbancia pri vinovej dizke 450 nm (za

pouZitia referenénej vinovej dizky 690nm) na spektrofotometry Tecan Infinite M200.

5.2 Transfekcia buniek US7TMG

Transfekcia je Siroko pouzivana laboratorna technika kultivacie buniek, pri ktorej
sa do buniek vnasaju cudzie nukleové kyseliny (NK). Je to vykonny nastroj, ktory
umoznuje Stadium funkcie génov a génovych produktov v bunkach (Fus-Kujawa a kol.,

2021).

V sucasnosti pokrok v technoldgiach biologickych vied umoziuje transfekciu
roznych typov nukleovych kyselin do buniek cicavcov vratane: DNA, RNA ako aj malych
nekodujicich RNA (napr. siRNA, shRNA a miRNA). Vyber spravnej transfekénej
metddy zavisi od typu buniek a formy vnasania NK do buniek. Na vnaSanie NK sa
pouzivaju fyzikalne (napr. mikroinjekcia, opticka transfekcia, elektroporacia), chemické
(napr. katalyzuje sa transport DNA cez membranu pomocou Ca®" fosfatu alebo
polykatiénov) alebo, v praxi najpouZzivanejsie, biologické metody (napr. NK sa do buniek

dostavajii pomocou virusov) (Fus-Kujawa a kol., 2021).

Vneseny geneticky materidl (DNA a RNA) moze byt v bunkéch stabilne alebo
prechodne. Pri stabilnej transfekcii sa zavedeny geneticky material (transgén), ktory
vykonava selekciu, véleni do gendému hostitel’skej bunky a umoZziiuje expresiu transgénu
aj po replikacii bunky. V pripade prechodnej transfekcie dochadza len k Casovo
obmedzenej expresii transfekovaych génov a nedochadza k ich zacleneniu do genému,
Z bunky sa odstrani bud’ vplyvom prostredia alebo zavislosti od delenia bunky. Preto pri

vybere transfekcie je nutné zvazit ciel’ experimentu (Kim a Eberwine, 2010).
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W/

transfekeia

Obrazok 9 Stabilna a prechodna transfekcia
(Zdroj: Kim a Eberwine, 2010)

5.2.1 Transfekcia buniek U87MG pomocou STAT3 —siRNA a
transfe¢ného reagens X-tremeneGENE siRNA
Bunky U87MG boli kultivované v 6-jamkovej dosticke v koncentracii 150 tisic
buniek na jamku po dobu 24 hodin. Nasledujtci dent sa pripravili roztoky siRNA zo

zasobného roztoku (SignalSilence STAT3 siRNA II.) o koncentracii 10uM. Roztoky sa

pripravili podl'a nasledujucej tabul’ky (viz nizsie).

Tabul’ka 1 Priprava roztoku si-RNA

Kontrolna siRNA | siRNA | si RNA
siRNA 100 nM {10 nM | 50 nM | 100 nM

MnozZstvo siRNA 10 pl 1l S5ul 10 pl
Mnozstvo OptiMEM 90 pl 9Oul | 95ul 90 pl

Na pripravu kontrolnej siRNA sa vyuzil SignalSilence Control siRNA (Florescein
conjugated) a na pripravu testovanej siRNA sa vyuzil konkrétny druh Signal Silence
(Signal Silence STAT3 siRNA II). SiRNA sa riedila vzdy do bezsérového média Opti-

MEM (1x) a pripravené roztoky sa nechali stat’ maximalne 5 mintt.

Na pripravu transfekéného reagens X-tremeGENE v médiu Opti-MEM pre jednu
jamku sa zmieSalo 5 pul X-tremeGENE a 45 ul Opti-MEM. Pridalo sa ekvivalentné
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mnoZstvo transfekéného reagens k jednotlivym roztokom siRNA. Spicka s roztokom
transfekéného reagens sa ponorila do polovice objemu v skimavke a pomaly sa vypustil

do transfek¢éného reagens.

Roztok sa premieSal na vortexe pri vel'mi nizkej rychlosti po dobu 5 sekund
a nasledne sa inkuboval 15 — 20 minuat pri pokojovej teplote. Dosticky s bunkami sa
vybrali z inkubéatora a do kazdej jamky sa po kvapkach pridalo 100ul prislusného roztoku
siRNA:X-tremeGENE. Dosticky sa jemne zamieSali krazivym pohybom a vlozili naspat’

do inkubétora, kde sa inkubovali 24 hodin pre spravne prebehnutie transfekcie.

5.2.2 Transfekce buniek US§7MG pomocou STAT3—Human gene
knockout (CRISPR) a transfekéného reagens Turbofectin 8.0

Pre tato trasfekciu bolo potrebné nasadit’ bunkovu liniu US7MG o koncentracii
3x10° buniek/jamku do 6-jamkovej dosticky. Nasledujiici defi sa skontrolovala

konfluence, ktora by mala dosahovat’ 50-70%.

Pripravili sa celkom 3 sterilné¢ skimavky, pridanie jednotlivych reagens muselo
byt presne v predpisanom poradi aby sa ziskali optimalne podmienky transfekcie. Do
kazdej skimavky sa pridalo 250 pl OPTI-MEM 1 (Life Technologies). Do prvej
skimavky sa pridalo 10 pl gRNAT (gRNA vektor (SKU KNxxxxxxG1, KNxxxxxxG2),
5 ng DNA v TE pufru), do druhej skimavky sa pridalo 10 pl gRNA2 (gRNA vektor (SKU
KNxxxxxxG1, KNxxxxxxG2), 5 ug DNA v TE pufru) ado tretej sa pridalo 10 pl
»scramble control* (lyofilizovany kontrolny vektor). VSetky skimavky sa opatrne
premiesali na vortexe. Po premieSani sa do kazdej skimavky pridalo 10 pl donorove;j
DNA aopit sa zvortexovalo. Nasledne sa pridalo 6 ul transfekéného reagens
(Turbofectin 8.0) a opatrne sa premieSalo pipetou. Zmes sa nechala stat’ 15 min pri

pokojovej teplote.

Do pripravenej 6-jamkovej dosticky s bunkami U87MG sa po kvapkach pridala
pripravena zmes a opatrne sa premiesala s médiom kyvavym pohybom zo strany na
stranu, aby doslo ku kompletnej distribucii a premieSaniu. Dosticky sa vlozili do 5% CO»

inkubatoru a nechali inkubovat’ 48 hod.

Po trasfekcii sa bunky spasaZovali v pomere 1:10 a vytvorili sa duplikaty (2 jamky

pre kazdu trasfekciu = celkovo 6 jamiek). Bunky rastli d’alSie 3 dni a znovu sa spasazovali
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v pomere 1:10. Po kazdej pasazi sa odobrala vzorka do DNA pufru, ktory sa uchovaval v

mrazaku pri teplote -80 °C.

Po 6. pasazi sa bunky vlozili do 10 cm Petriho misky. gRNAT1 sa dalo do prvej
Petriho misky, gRNA2 sa dalo do druhej a SC sa dalo do tretej Petriho misky. Bunkova
suspenzia sa zaliala 12 ml média s puromycinom v koncentracii 2,5 pg/ml, aby sa

vyselektovali transfekované bunky.

5.3 Stanovenie hladiny DNA pomocou PCR metod

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je technika, ktora sa vo velkej miere
pouziva v zékladnych a biomedicinskych vedach. Ide o laboratérnu techniku pouzivanu

na amplifikaciu Specifickych segmentov DNA (Ghannam a Varacallo, 2022).
Zikladné komponenty PCR:

Templat DNA je vzorka DNA, ktora obsahuje cielova sekvenciu. Na zaciatku

PCR sa na tuto vzorku posobi vysokou teplotou a dochadza k oddeleniu vlakien od seba.

DNA polymeraza je ur€ity typ enzymu, ktory zabezpefuje vytvorenie novych

vldkien komplementarne k cielovej sekvencii. NajCastejSie pouzivanym enzymom je
TagDNA-polymeraza (Thermis aquaticus). Dal§im &asto pouZivanym enzymom je
PfuDNA-polymeraza (Pyrococcus furiosus). Oba tieto enzymy st vhodné k vyuZivaniu
pre PCR, vd’aka ich termostabilite a tvorbe novych vldkien DNA, pomocou templatu

DNA a primerov.

Nukleotidy (ANTP) st stavebny prvok pre replikdciu DNA. Pomocou polymerazy
sa pridd komplementarna baza do nového rastuceho vlakna DNA, podl'a parovania A-T

aC-G.

Primery sa pouZzivaji na dosiahnutie selektivnej amplifikacie.  Su to
jednovldknové useky, ktoré sa syntetizuji chemicky a musia byt komplementarne
s oboma koncami danej sekvencie, ktora sa bude amplifikovat. Velkost’ primerov je

zvyc€ajne od 10 do 30 nukleotidov (Kadri, 2020).
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Princip PRC:

Prvy krok (tzv. denaturacia) zahfna denaturdciu DNA, pri ktorej dochadza
k oddeleniu komplementarne vlakna od seba. To sa deje pri teplote viac ako 90°C.
V d’alSom kroku (tzv. anealing), dochadza pri teplote 50-55°C k hybridizécii primerov.
Pri reakcii sa pouzivaji 2 primery. Jeden primer je nalavo (5”) a druhy napravo (3") od
cielovej sekvencie, ktora sa amplifikuje. V poslednom kroku (tzv. polymerizacia), sa pri
teplote 72°C pomocou Tag-polymerazy sa pripajaji jednotlivé dNTP, ¢im dochadza
k syntéze komplementarneho vlakna k templatovej DNA. (National Laboratory of
Enteric Pathogens a kol., 1991; https://biopedia.sk/molekularna-biologia/polymerazova-

retazova-reakcia-pcr)

1 molekula DNA E——

“ : 3
1. cyklus PCR: 2 molekuly DNA  —— —

~ ",
o \\\ /x" .

s - & -

2. cykius PCR: 4 molekuly DN A S e e

po n cyklech: 2” molekul DNA

Obrazok 10 Amplifikdcia DNA PCR metddou
(Zdroj: https://labguide.cz/metody/pcr)

Detekcia PCR:

Pozname 2 metody vizualizacie produktov PCR. V prvej metdde moze dochédzat’
k farbeniu  uz  amplifikovaného  produktu = DNA  chemickym  farbivom
(napr. etidiumbromid). Dochadza k tomu, ze farbivo sa zaleni medzi vldkna duplexu
alebo primery (prip. nukleotidy) sa oznacujii pomocou florescenénych farieb (napr.
fluorofory) pred amplifikaciou. Druhd metdda umozZiuje zaclenenie znaciek priamo do

PCR produktov (Garibyan a Avashia, 2013).

5.3.1 Izolacia DNA

Pre izolaciu DNA sa pouzilo 500 pl bunkového lyzatu v DNA lyzacnom pufre
»Genomic Lysis Buffer v 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky. Pridalo sa 180 pl
,Buffer ATL* a 20 pl proteinkindzy K. Skimavka sa zvortexovala a inkubovala pri
teplote 56 °C, po dobu 1 hod az kym nedoslo k uplnej lyze.
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Po inkubdcii sa pridalo 200 pl ,,Buffer AL a premiesalo na votexe po dobu 15 s.
Nasledovala inkubacia pri teplote 70 °C; po dobu 10 min, potom sa pridalo 200 pl 96%
etanolu, skumavka sa zvortexovala a kratko scentrifugovala. Vzniknuta zmes sa
napipetovala na kolonku ,,QIAamp Mini spin column® umiestnenua v ,,Collection Tube®.
Nasledovala centrifugécia pri 8 000 rpm 1 min. Nésledne sa kolonka preniesla do nove;j
,Collection Tube* a pridalo sa 500 ul ,,Buffer AW1“. Nasledovala centrifugacia pri 8 000

rpm na 1 min.

Po centrifugécii sa pridal sa ,,Buffer AW2“ o objeme 500 pl. Nasledovala
centrifugacia pri 14 000 rpm. po dobu 3 min. Na zaver bola kolonka prenesend do 1,5 ml
mikrocentrifugacnej skimavky ana kolonku bolo pridanych 200 pl ,.Buffer AE®.
Nasledovala mintitova inkubécia pri pokojovej teplote a centrifugacia pri 8 000 rpm po

dobu 1 min

5.3.2 Amplifikacia DNA pomocou PCR metody

Pre PCR amplifikaciu sa pripravili dva ,,Master mix“ pre Q5 polymerazu (Q5
High-Fidelity DNA Polymerase - New England Biolabs; iBioTech) a pre Taq polymerazu
(OneTaq Quick-Load DNA Polymerase - 2500 units - New England Biolabs; iBioTech).
Pre prvy ,Master mix*“ bolo na jednu vzorku pouzitych 25 ul pufru, 0,25 pl Q5
polymerézy, 2 ul dNTPs, 0,5 pl ,,Forward primer*, 0,5 ul ,,Reverse primer*, 15,75 ul
vody.

Pri druhom ,,Master mixe* sa pouZilo na jeden vzorek 5 pul pufru, 0,1 pul Taq
polymerézy, 2 ul dNTPs, 0,5 ul ,,Forward primer®, 0,5 ul ,,Reverse primer* a 15,9 ul
vody. Do PCR mikroskimavky sa napipetovalo 24 pl ,Master mixu“ ku ktorému
sapridalo 1 pl templatu. Skimavky sa opatrne premieSali na vortexe. Nasledovala

amplifikacia v PCR cykléry po dobu 1,5 hod.

5.3.3 Gélova elektroforéza

NajrozsirenejSou metddou analyzy PCR produktov je pouzitie agarézovej gélovej
elektroforézy. Dochadza k oddeleniu jednotlivych produktov na zdklade ich naboja
a velkosti. Elektroforéza umoznuje vizualizdciu a analyzu PCR produktov (urcuje
pritomnost’ a vel'kost’ produktov). Na gél sa vopred napipetuje ureny subor produktov

DNA o znamej velkosti, ide o tzv. Standardizované molekuldrne markery, ktoré sa
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porovnavaju so vzniknutymi produktami a pomdahaji urcit’ ich velkost (Garibyan

a Avashia, 2013).

Pripravil sa 1% gél zmieSanim 0,5 g praskovej agar6zy s 50 ml TAE pufru. Cela
zmes sa zahriala na 1 min v mikrovlnnej triibe a po miernom vychladnuti sa naliala do
formy. Vo forme bol zasunuty hreben, ktory vytvoril v géle jamky pre nanesenie vzorku.
G¢l sa nechal 45 min tuhnut’ pri laboratérnej teplote. Zatuhnuty gél sa preniesol do

elektroforetickej vane. Nasledne sa vana naplnila TAE pufrom, tak aby prekryvala gél.

Na parafilm sa pridalo 1 pl farbiva a 5 ul vzorku, zmes sa premiesala a naniesla
na dno prislusnej jamky na gély. Do prvej jamky sa nanieslo 10 ul DNA Standardu. Po
naneseni vsetkych vzoriek do jamiek, sa opatrne nasadilo veko elektroforetickej vane.
Elektrody sa zapojili do zdroja napétia. Delenie vzoriek DNA prebieha pri 100 V po dobu

30 min a 60min, po ktorom nasledovala detekcia pomocou UV Zziarenia.

5.4 Stanovenie hladiny mRNA metodou RT-PCR

Real-Time Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) predstavuje dalSiu
moznost’ vyuzitia polymerazovej reakcie. Kym klasicka PCR umoziuje iba kvalitativhu
analyzu, teda stanovenie pritomnosti alebo nepritomnosti urcitej sekvencie, real-time
PCR umoziiuje aj kvantitativnu analyzu, teda stanovenie mnoZstva danej sekvencie

(Cichova a Proksova, 2012).

MnozZstvo DNA je detekované pritomnost'ou fluorescencného substratu, ktory sa
viaZe na danit DNA. Florescencia sa vyZzaruje aZ po naviazani substratu na DNA. Hladina

fluorescencie odraZza mnozstvo pritomnej] DNA (https://labguide.cz/metody/real-time-
per/).

Ako zdroj fluorescencie sa Casto vyuZziva SYBRgreen. Ide o neSpecificky
fluorescencny substrat, ktory sa viaze na dvojvlaknovia DNA, ¢o znamend, zZe ak je

v reakcii pritomna len jednovlaknova DNA, molekuly SYBRgreenu zostavajii vo vol'nom

stave a nefluoreskuju (Bohacova, 2021).

5.4.1 Izolacia mRNA

Bunky sa kultivovali v 6-jamkovych kultivacnych dosti¢kach. Po uplynuti
kultivacnej doby sa médium odstranilo a do kazdej jamky bolo pridané 'adové PBS

o objeme 3 ml. Kyvavym pohybom doslo k oplachnutiu buniek a PBS sa odsalo. Potom
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sa pridal TRISOL o objeme 200 pl a bunky sa nechali lyzovat priblizne 2 minuty.

Pomocou skrabky sa bunky zoskrabovali a preniesli sa do 1,5 ml skimavky.

K lyzovanym vzorkdm sa pridalo 200 pl 100% etanolu a zl'ahka sa to premiesalo.
Premiesand zmes sa preniesla do ,,Zymo-Spin IIC Column® (kolonky) vloZenej do
,»Collection Tube®. Nasledovala centrifugacia pri 13 000 rpm a teplote 4°C po dobu 30 s.
Po centrifugécii sa kolonky preniesli do novej ,,Collection Tube* a pipetou sa pridalo 400

ul ,,RNA Wash Buffer”. Nasledovala centrifugacia (13 000 rpm, 4°C, 30 s.).

V ,RNAsa-free“ mikroskimavke bola pripravena zmes DNAsy v ,DNA
Digestion buffer. Pre jednu reakciu bolo potrebné zmieSat’ 5 ul DNAsy a 75 ul pufru.
Takto vytvorena zmes sa preniesla na kolonky a nechalo sa to stat’ pri pokojovej teplote
15 min. Po uplynuti ¢asu sa na kolonku napipetovalo 400 ul ,,Direct Zol RNA PreWash*
a centrifugovalo sa pri 13 000 rpm a 4°C, po dobu 30 s. Predchadzajuci krok sa zopakoval
znovu. Nasledne sa na koldonku napipetovalo 700 ul ,,RNA Wash Buffer a opat’ doslo
k centrifugécii pri 13 000 rpm, pri teplote 4°C, po dobu 2 min.

V poslednom kroku boli kolonky prenesené do Cistej 1,5 ml ,,RNAsa-free*
mikroskiimavky. Aby doslo k vymytiu RNA z koldnky, tak sa priamo na koldnky sa
pridalo 20 ul DEPC vody a centrifugovalo pri 13 000 rpm a 4°C po dobu 30 s. Ziskané
vzorky sa pouzili na zmeranie koncentracie RNA pomocou spektrofotometru NanoDrop

200. Pre d’alSie spracovanie sa vzorky uchovavali pri teplote -80°C.

5.4.2 Priprava cDNA

V sterilnej skiimavke (bez nukledz) bola pripravena zmes A. Zmes A pozostavala
z 1 pg celkovej RNA, 1 ul ,,Random hexamer primer* a doplnend ,,DEPC treated water*
do objemu 11 pl. Zmes sa opatrne premieSala pipetou a stoila sa v centrifiige.

Inkubovalo sa to pri teplote 70 °C, po dobu 5 min a nasledne sa to zachladilo.

Pocas inkubacie sa pripravila zmes B, kde pre jednu vzorku bolo potrebné zmieSat’
4 ul 5x reakéného pufru, 2 pl 10mM dNTP mix, 1 pl ,,RiboLock RNAsa inhibitor* (20
U/ul) a 2 pl ,M-MulV Reverse Transcriptase® (20 U/pl).

Takto vzniknuta zmes B sa pridala k zmesi A a opatrne sa premiesala. Inkubovalo
sa 5 min pri pokojovej teplote a nasledne 60 min pri 37°C. Reakcia sa ukoncila zahriatim

na 70 °C, po dobu 5 min.
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5.4.3 PCR amplifikacia jednoret’azovej cDNA

Vzorky z predchadzajiiceho kroku sa riedili podl'a pomeru 1:5 pre cielovi mRNA
amplifikaciu (pridalo sa 80 pul DEPC k 20 pl zmesi A+B) av pomere 1:40 pre
amplifikaciu housekeepingového génu (195 pul DEPC vody a 5 pl zriedeného vzorku)

Nasledne sa pripravila zmes C, kde pre 1 vzorku bolo potrebné zmiesat’ 25 pl
»SYBR Green“, 1 ul ,,Forward primer* pre cielovi mRNA (10 mM), 1 ul ,,Reverse
primer* pre cielova RNA (10 mM) a 13 pl vody.

Do dosticky pre LightCycler 96 sa napipetovala zmes C o objeme 20 ul. (v
duplikatoch pre kazdu vzorku). Nésledne bolo do prislusnych jamok pipetované 5 pl
nariedeného vzorku zmesi A+B pre cielovi mRNA. Dosticka sa prikryla foliou
a premieSala sa na ThermoMixeru pri laboratornej teplote. Analyza sa vykonala pomocou

LightCycler 96 pristroja.

5.5 Stanovenie mnoZstva proteinu metodou Western blot

Western blot je zdkladnou metddou na identifikaciu a kvantifikaciu Specifického
proteinu komplexnej zmesi extrahovanej z buniek alebo tkaninového lyzatu (Meftahi a
kol., 2021). Pri tejto technike sa zmes proteinov oddeluje na zaklade molekulovej
hmotnosti, pomocou gélove] elektroforézy. Takto rozdelené proteiny st nasledne
pomocou Western blotu prenesené na membranu, ktord sa ndsledne inkubuje
s protilatkami pre Specificky protein. Nenaviazana protilatka sa premyje a ponecha sa len
naviazana protilatka na Specificky protein. Naviazané protilatky sa potom vizualizuju

(Kim, 2017).

5.5.1 Priprava bunkového lyzatu a stanovenie koncentracie bielkovin
pomocou BCA stanovenia
Proteinovy test BCA patri medzi najpouzivanejSie testy na stanovenie

koncentrécie bielkoviny. Jeho hlavné vyhody st rychla doba stanovenia, Siroky rozsah

linearity a kompatibilita s detergentami.

Bunkovy lyzat v Eppendorf skimavkéch bol uloZzeny v mrazéku pri teplote -20°C.
Po rozmrazeni sa lyzat homogenizuje pomocou striekacky a injekénej ihly nasatim

a vysatim (celkom 10x) a neché sa 20 min inkubovat na 'ade. Nasledne sa lyzat vlozil do
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predchladenej centrifigy a centrifugoval pri teplote 4°C na 10 minat. Supernatant sa

preniesol do novej skimavky a zmeral sa jeho objem.

V bunkovom lyzate bola stanovenad koncentracia proteinov pomocou metddy
s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Prvy krok zahfiia redukciu Cu?" na Cu'" proteinom
v alkalickom prostredi. Tato reakcia sa oznacuje ako ,,Biuretovd®™. V druhom kroku
reaguje Cu'™ s dvoma molekulami kyseliny bicinchononovej (BCA) za vzniku fialovo
zafarbeného produktu. Tento komplex vykazuje absorbanciu pri vinovej dizke 562 nm

a je priamo umerny s koncentraciou bielkoviny (Frasco a kol., 2019).

Pre kazdu vzorku bolo v duplikdtoch pripravené 50ul 10x zriedeného vzorku.

Nasledne sa pripravili roztoky pre stanovenie kalibra¢nej krivky podl'a tabul’ky nizsie.

Tabulka 2 Riedenie kalibra¢nych roztokov

Koncentracia 1% roztok Destilovana

BSA voda
1. 0 pg/ml 0l 500 pl
2. 200 pg/ml 10 pl 490 pl
3. 400 pg/ml 20 pl 480 pl
4. 600 pg/ml 30 pl 470 pl
5. 800 pg/ml 40 pl 460 pl
6. 1000 pg/ml 50 ul 450 pl

V d’alSom kroku sa pripravil pracovny roztok C, ktory vznikol zmieSanim roztoku
A ( kyselina bicinchoninova, uhli¢itan sodny, hydrogenuhlicitan sodny v 0,1M NaOH)

a roztoku B (4% (w/v) pentahydrat siranu med’natého) v pomere 50:1.

Nasledne sa do kazdej jamky v 96-jamkovej dosticke napipetovalo 200 ul
pracovného roztoku C a 10 pl kalibraéného roztoku BCA alebo zriedené¢ho vzorku.
Dosticka sa inkubovala pri teplote 37 °C, po dobu 30 minut za konStantného trepania. Po
inkubécii sa absorbancia merala na spektrofotometri Tecan Infinite M200 pri vlnove;j

dizke 562 nm.

Pri vyhodnocovani sa od¢ital priemer hodnot absorbancie slepého vzorku od
priemernej hodnoty absorbancie prislusného vzorku. Pomocou rovnice kalibracnej krivky

sa nasledne vypocitala koncentracia bielkoviny vo vzorke.
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5.5.2 Elektroforéza proteinu na polyakrylamidovom géle

Podl'a obsahu bielkoviny sa vzorky nariedili tak, aby vyslednd koncentracia
bielkoviny vo vzorku bola 1 pg/ul, pomocou 4xSDS pufru a lyza¢ného pufru s roztokom

inhibitorov proteaz.

Podl'a nasledujtcich tabuliek (Tabul'ka 3 a Tabul'ka 4) sa pripravil separacny

a zaostrovaci gél.

Tabul’ka 3 Zlozenie separacného gélu

10% - 2gely; 1,5 mm (hrubka gelu)
Redestilovana voda 8,1 ml
Pufr 1,5M Tris-HCI pH 8,8 5 ml
Roztok AA+bis AA 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml
iniciacia polymeracie

10% roztok APC 200 pl
TEMED 16 ul

Tabul’ka 4 Zlozenie zaostrovacieho gélu

15% - 2 gely; 1,5 mm (hrubka gelu)

Redestilovana voda 6,1 ml

Pufr 0,5M Tris-HCI pH 6,8 2,5ml

Roztok AA+bis AA 1,3 ml

10% SDS 0,1 ml
iniciacia polymeracie

10% roztok APC 200 pl

TEMED 16 pl

Pripravil sa stojan, sklo, sklo so spacerem, spony a hrebei. Skla sa prilozili k sebe,
spojili sponami a poloZili so nalievacieho stojanu. Pripraveny roztok separa¢ného gélu
bol ihned’ pipetou naliati medzi skla do vysky cca 4,5 cm od spodného okraja. Nasledne

sa prevrstvilo cca 200 pl isobutanolu nasytenym vodou a nechal polymerovat’ 60 mintt.

Po uplynuti 60 min sa isobutanol opatrne odstranil a nasledne sa pomocou pipety
nalial medzi skla zaostrovaci roztok az po horny okraj. Opatrne sa vsunul hreben

a nechalo sa to opat’ polymerovat’ 30 min.

Po polymeracii boli gély vytiahnuté zo stojanu, oplachnuté vodou, bol vytiahnuty

hrebeit a gély boli nésledne vlozené do pripraveného stojanu na elektroforézu. Do

44



vnutorného elektrodového priestoru bol naliaty elektrodovy pufr tak aby bol cely gél
ponoreny. Do vonkajSiecho elektrédového priestoru sa nalial elektrodovy pufr, tak aby

hladina bola vzdy nad elektrédovym drotom.

Pred nanesenim na gél boli vzorky 5 min povarené v termobloku; pri teplote
95 °C. Do prvej jamky sa napipetoval molekularny Standard o objeme 5 pl. Do d’alSich
jamok sa napipetovali vzorky o objeme 30 pl. Po napipetovani sa stojan dal na I'ad

spustila sa elektroforéza pri konstantnom napati 120 V.

5.5.3 Western blot a chemiluministen¢na detekcia proteinu

Pre imunoblotting sa pripravil blotovaci pufr. Navazilo sa 6,06 g TRIS (25mM)
a 28,8 g glycinu (192 mM). Navéazend zmes sa rozpustila v 500 ml redestilovanej vody
a pridal sa metanol v objeme 400 ml. Po rozpusteni sa roztok prelial do odmernej banky
a doplnil vodou do 2000 ml. Vzniknuty blotovaci pufr sa prelial do fl'aSe a uchovaval sa

v chladnicke.

Po dokonceni elektroforézy bol odstraneni zaostrovaci gél a zo separaéného gélu

bola odstranend dolna ¢ast’ s modrym farbivom.

Pre immunoblotting je potrebné aktivovat’ PVDF membranu, ktord sa namocila
do metanolu na 5 min. Po aktivacii sa membrana spolu so separa¢nym gélom vlozila do
plastovej krabicky s vieckom a zaliala blotovacim pufrom. Do d’al$ej plastovej krabicky
sa vlozil filtraény papier a blotovacia hubka a opit’ sa to zalialo blotovacim pufrom.

Vsetko bolo ponechané v blotovacom pufri 20 min.

Po ubehnuti 20 min sa vytvoril blotovaci sendvi¢, ktory pozostaval z 1 blotovace;j
hubky, na ti sa polozil filtratny papier, gél, PVDF membrana, filtracny papier

a blotovacia hubka. Blotovaci sendvi¢ sa zavrel a vlozil do blotovacieho nastavca.

Blotovaci nastavec sa vlozil do vani a do vol'ného priestoru sa vloZilo leditko. Aby
nedochddzalo k priliSnému zahrievaniu, vaiia sa vlozila do I'adového kupela. Viecko
s kdblami sa pripojilo na vaiiu a pripojilo sa k zdroju. Prenos proteinov z gélu na PVDF

membranu prebiehal po dobu 1,5 hod pri konStantnom napéti 100V a prade 0,25A.

Membrana sa opatrne preniesla pinzetou do plastove] misky s vieCkom. Do

krabic¢ky sa naliala destilovand voda a kyvavym pohybom sa membrana oplachla. Na
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membranu sa potom nalialo 25 ml 5% roztoku mlieka v TBST pufru a plastova miska sa

polozila na kyvacku a nechalo sa blotovat’ 2 hod.

Po uplynuti doby sa mlieko zlialo a membrana sa oplachla destilovanou vodou.
Nasledovalo pridanie primarnej protilatky (zasobna protilatky zriedend podla instrukcii
vyrobcu 5% BSA, ¢i 5% mliekom v TBST pufru). Membrana s primarnou protilatkou
sa inkubovala cez noc pri teplote 4 °C. Druhy den sa protilatka odstranila a membréna sa

oplachla TBST pufrom 4x po dobu 5 min.

Po opléachnuti sa pridala sekundéarna protilatka (zasobna protilatka zriedena podl'a
inStrukeii vyrobcu 1:10 000 — 1:20 000 s 1% BSA v TBST pufru). Inkubéacia membrany
trvala 2 hod. Nasledovalo oplachnutie TBST pufrom 4x po dobu 5 min.

Pre chemiluministenéni detekciu sa pouzil ,,Amersham ECL Prime Western
Blotting detection reagent®, ktory vznikol zmieSanim roztoku A (,,luminol solution®)

a roztoku B (,,peroxide solution*) v pomere 1:1.

Z plastovej krabicky sa vylial prebytocny TBST pufr a na povrch membrany sa
napipetoval dany substrat v objeme cca 1,5 ml na membrénu a nechalo sa to inkubovat’
5 min. Po inkubacii sa membrany nechala odkvapkat’ a bola vlozena do pristroja Azure

¢600. Kvantifikacia sa stanovila pomocou programu AzureSpot.

5.6 In vivo experiment
5.6.1 Implantacia buniek do modelového organizmu

Na tento experiment boli implantované bunkové linie U87MG a U87MG-STAT3-
KO. Pripravené bunkové suspenzie boli implantované subkutanne podla rozpisu.
Aplikovala sa suspenzia v PBS alebo v kolagéne. Bunky boli implantované do 7 nu-nu
mysi. Testované modelové organizmy boli rozdelené do 4 skupin podl'a nasledujiacej

tabul’ky nizsie.

46



Tabul’ka 5 Rozdelenie nu-nu mysi do skupin a typy implantovanych buniek

- < Koncentracia| Bunky
. Pocet Pocet . . . .
Skupina mvsi voichov Typ buniek buniek na | zriedené
y P 100l v:
1. 3 2x U8TMG 1 mil. PBS
. Kolagén
2. 2 2x US7TMG 1 mil. (Geltrex)
3. 1 2x U87MG STAT3 1 mil. PBS
4. 1 2x USTMG STAT3 1mil, | Rolagen
(Geltrex)

Nadory zo vsetkych skupin sa nechali rast’ po dobu max. 4 tyzdiov (v zavislosti

od zdravotného stavu mysi a vel'’kosti nadoru). Rast nddorov bol sledovany 2x do tyzdia.

Po usmrteni boli cielové tkanivad odobrané do predom pripravenych skimaviek
a podrobené d’al$im analyzam. Vzorky pre histopatologicku analyzu boli odobrané do 4%
formalinu, vzorky pre d’alSiu analyzu RNA a proteinov boli odobrané do ¢istych 2ml

sktimaviek a uchované pri -80°C.

5.6.2 Imunohistochemicka analyza nadorov

Odobrana c¢ast’ nadoru bola fixovand v 4% formaldehyde anésledne boli
spracovan¢ na parafinové blocky. Tieto bloc¢ky sa narezali na tenké platky o vel'kosti 2 az
3 um. Ako primarne protilatky sa pouzila STAT3 a taktieZ sa pouzila protilatka pre
proliferacny marker ki67. Naviazanie protilatok na Specifické antigény sa vykonala na
pristroji Ventana Benchmark Ultra machine. Po naviazani protilatky, boli tkanivové rezy
nafarbené kontrastnou latkou hematoxylinom a sklicka boli analyzované pomocou

svetelného mikroskopu.

5.6.3 Spracovanie nadorov pre analyzu RNA

Nédory znu-nu mysi sa najskor rozstrihali pomocou noznic na malé kusky.
Nédory sa d’alej homogenizovali pomocou pristroja TissueLyser LT pridanim 200 pl
TRISOL reagentu akovovej gulicky. Vzniknuty homogenat sa nechal odstat’ pri

pokojovej teplote Smin.

K izolacii RNA znadoru sa pouzil komerény kit ,,GeneAll RNA Purification
System*. V prvom kroku sa k homogenatu pridalo 200 pl chloroformu. Zmes sa

premieSala a2 min sa inkubovala pri pokojovej teplote. V druhom kroku sa zmes
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centrifugovala pri otackach 12 000 g a teplote 4°C na 15 min. Vrchna (vodnd) vrstva sa
odobrala do Cistej skimavky. Nasledne sa do skimavky pridal rovnaky objem RBI pufru

a zmes sa premiesala.

Zmes sa preniesla na kolonku (max. 700 pl) a centrifugovalo sa to pri 10 000 g,
teplote 4°C, po dobu 30 s. Po centrufugicii sa na kolonku pridal SWI pufr v objeme
500 pl. Nasledovala d’alsia centrifugacia pri 10 000 g, teplote 4°C, po dobu 30 s.

Potom sa pridalo 500 ul RNW pufru a opét’ prebehla centrifugacia pri 10 000 g,

teplote 4 °C, po dobu 30 s. A nakoniec eSte d’alSia 1 min pre vylucenie zbytkovej tekutiny.

Pre elicii sa RNA kolonky preniesli do distej 1,5 ml , RNAsa-free”
mikroskiimavky. Priamo na kolonku sa pridalo 50 pul ,,RNAsa-free water* a nechalo sa to
stdt’ 1 min. Po uplynuti prebehla posledna centrifugécia pri 10 000 g a teplote 4°C, po
dobu 1 min. Koncentracia RNA sa zmerala pomocou pristroja NanoDrop 200. Dalsie
spracovanie vzoriek a samotnd analyza prebehla, ako je popisane v predchadzajicich

kapitolach.
5.6.4 Spracovanie nadorov pre analyzu proteinov

K nddoru znu-nu mys$i sa pridala kovova gulicka a 100 pl lyzaéného pufru.
Nédory sa homogenizovali pomocou TissueLyser LT pristroja. Potom sa vzorky
homogenizovali eSte pomocou injekénej striekacky s ihlou (10x opakovanie nasat’
a vypustit).Vzniknuty homogenat sa nechal 20 min stit’ na lade a nasledne sa

centrifugoval pri 13 000 rpm a 4°C po dobu 10min.

Supernatant sa odobral do ¢istych 1,5 ml skimaviek. Tieto vzorky podobne ako
pri in vitro analyze sa pouzili pre stanovenie koncentracie bielkoviny pomocou Western
Blot metody. Dalsie spracovanie vzoriek a samotna analyza prebehla, ako je popisane

v predchadzajtcich kapitolach

5.7 Statistickd analyza

Vysledky merania st vyjadrené ako priemerna hodnota + SD z aspont dvoch
nezavislych merani. Statisticka analyza sa vykonala pomocou Two-Way ANOVA testu.
Statisticka vyznamnost’ sa oznadila ako * a odpoveda hladine vyznamnosti p < 0,05.

K analyze bol pouzity program GraphPad Prism 6.0.
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6 VYSLEDKY

6.1 Hodnotenie efektivity transfekcie pomocou STAT3-siRNA
u buniek US7MG
6.1.1 Hodnotenie efektivity na arovni mRNA

Hodnotenie ucinnosti transfekcie pomocou STAT3-siRNA bolo vykonané na
urovni mRNA, a to stanovenim relativneho mnozstva STAT3 mRNA pomocou metody
RT-PCR. Pre toto stanovenie boli pouzité bunky U887MG, ktoré boli transfekované
pomocou siRNA proti STAT3 o koncentracii 50 nM po dobu 24h.

1.54

-
k=]
1

relativini mnoZstvi
STATI mRNA
o
i

0.0-
Kontrolni bufky STAT3-siRNA (50nM)

Obrazok 11 Stanovenie relativneho mnozstva STAT3 mRNA pomocou metody
RT-PCR u bunkovej linie U§7MG transfekovanych pomocou siRNA. *p<0,05 vs
neovplyvnend kontrola

Na vysSie uvedenom grafe je znidzornené relativne mnozstvo STAT3 mRNA
u buniek kontrolnych (netransfekovanych), aubuniek transfekovanych pomocou

STAT3-siRNA.

Vysledky ukazali, ze po transfekcii buniek US87MG pomocou STAT3-siRNA
dochadzalo k signifikantnému poklesu relativneho mnozstva STAT3 mRNA v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou. Tento pokles bol Statisticky vyznamny, ¢o potvrdilo

uspesnost’ vykonanej transfekcie.

6.1.2 Hodnotenie efektivity transfekcie na arovni proteinov

Hodnotenie uspesSnosti transfekcie proti STAT3 dalej prebehlo na turovni

proteinov pomocou metdédy Western blot. Transfekcia bola opit’ vykonand u buniek

49



U87MG pomocou STAT3-siRNA o koncentraciach 10 nM, 50 nM a 100 nM a pomocou
kontrolnej siRNA o koncentracii 100 nM.

USTMG USTMG  USTMG USTMG  USTMG
K siRNA K siRNA 10 siRNA 50 siRNA 100

Beta-aktin e w— c— a— —

STAT3 e L JS—
1,00 130 043* 036* 039"

2

Obrazok 12 Stanovenie expresie markeru STAT3 na trovni proteinov pomocou
metddy Western blot u bunkovej linie U87MG transfekovanej pomocou siRNA.
*p<0,05 vs neovplyvnend kontrola

U buniek transfekovanych pomocou STAT3-siRNA dochadzalo k zniZeniu
hladiny proteinu STAT3, tento pokles bol Statisticky vyznamny u vSetkych testovanych
koncentraciach oproti neovplyvniteI'nej kontrole. K najvacSiemu zniZeniu hladiny STAT3
dochadzalo pri pouziti STAT3-siRNA o koncentracii 50 nM, ¢o naznaluje, ze tato

koncentracia bola najicinnejsia pri potlaCovani expresie proteinu STAT3 v bunkach.

PouZitim kontrolnej siRNA nedochadzalo k Statisticky vyznamnym zmenam

hladiny STAT3 u buniek US7MG.

6.2 Ucinnost transfekcie pomocou STAT3 Human Gene
Knockout (CRISPR) u buniek US7MG

Uspesnost transfekcie a jej hodnotenie zavisi od mnohych faktorov, ako st typ
bunky, pouzitd CRISPR metdda a d’alsie. Preto je dolezité pri hodnoteni G¢innosti
transfekcie pouzit’ viacero roznych metod, ktoré spolocne poskytuji Co najpresnejsie
vysledky. Hodnotenie uspesnosti STAT3-knockoutu prebiehalo u buniek US87TMG
transfekovanych pomocou STAT3 Human Gene Knockout kitu za vyuZitia dvoch

vodiacich sekvencii RNA — gRNAT a gRNA2.
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6.2.1 Hodnotenie uc¢innosti transfekcie na urovni DNA

Hodnotenie uspesnosti transfekcie na urovni DNA prebehlo pomocou metddy
PCR na agarazovom géle. Pre prvotnll optimalizaciu metody boli pouzité¢ bunky US7MG
transfekované pomocou vodiacej sekvencie RNA oznacené ako gRNA1. Optimalizacia

prebiehala za vyuzitia dvoch typov polymeraz, Q5 a Taq polymeraza.

M K gRNAl
— K gRNAl
 —
15kbp —-—-f-\\ e
bz
Qs Taq

Obrazok 13 Hodnotenie ucinnosti transfekcie metddou CRISPR-Cas9 na trovni
DNA pomocou PCR metod

M - marker od spolocnosti Neb; K- kontrolne bunky, netransfekované;, gRNAI-
transfekované bunky pomocou vodiacej sekvencie gRNAI1; gRNA2- transfekované bunky
pomocou vodiacej sekvencie gRNA2

Pre optimaliz4ciu metodiky a overenie U€innosti knockoutu sa pouZili netransfe-
kované bunky (,,K*) a bunky transfekované a po vyselektovani knockoutovanych buniek
(,,gRNAT*). Boli navrhnuté¢ Specifické primery pre dant oblast’ (odpovedajucej sekvencii
kodovane; gRNAL1) a pre spravnu optimalizadciu metddy sa pouzili 2 typy polymeraz
(Q5 aTaq polymeraza). V prvom stipci s oznadenim M sa nachadza rebriek od
spolo¢nosti Neb. V druhom (K) moézeme pozorovat aplifikovany fragment PCR
o velkosti 1 484 kbp, ktory vykazuje povodnt vel'kost, teda netransfekovanu sekvenciu.
V stipci gRNA1 sa nachadza fragment o velkosti 3 969 kbp, ktorého velkost sveddi
o zaclenini vodiace sekvencie gRNAT1, a knockoutu genu pre STAT3. Obe tieto vysledky

st viditelné pri pouziti Q5 polymerazy.

Pri pouziti Taq polymerazy je viditelny amplifikovany fragment povodnej

sekvencie u kontrolnych vzoriek, ale nebolo mozné pozorovat’ ziadny vysledok u vzoriek
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ziskanych z transfekovanych buniek. Pre tento experiment tak nebola Taq polymeraza

vhodna a pre d’alSie experimenty bola pouzita Q5 polymeraza.

Uz vd’aka prvotnému overeniu a optimalizacii bolo mozné potvrdit’ knockout
génu pre STAT3 na tUrovni DNA pritomnostou fragmentu o vacSej velkosti

u testovaného vzorku.

Nésledne sa po prvotnom overeni, stanovovala ucinnost’ transfekcie postupne
ziskanych buniek z jednotlivych subkultivécii (,,P1-P10%), ktoré boli transfekované
pomocou vodiacej sekvecie gRNAI1, vysledné bunkové linie ziskané transfekciou
pomocou vodiacek sekvencie gRNA1 (,,gRNA®), buniek transfekovanych pomocou
vodiacej sekvencie gRNA2 (,,gRNA2“) oproti kontrolnym bunkam (,,P43), kde sa jedna
o bunky U87MG pred transfekciou. Pri gRNA2 bunkach sa pouzila vodiaca sekvencia
gRNA2, kde z nich bola pouzité len jedna vzorka z dovodu, ze v médiu réastli pomaly a po
pouziti puromycinu neostalo dostato¢né mnozstvo buniek. Pre toto hodnotenie sa pouzila

Q5 polymeraza.

Qs
M
P P2 P P4 pz Ps P7 PS P9 P10 P43 gRNAL
Ei gRNAZ
l..-l- o P FA L] L] #a b

Obrazok 14 Hodnotenie u¢innosti transfekcie metddou CRISPR-Cas9 na trovni
DNA pomocou PCR met6dy

M - marker od spolocnosti Neb;, PI-P10 bunky z jednotlivych subkultivacii; P43-
kontrolne bunky, netransfekované; gRNAI- transfekované bunky pomocou vodiacej sekvencie
gRNAI; gRNA2- transfekované bunky pomocou vodiacej sekvencie gRNA2

Na obrazku vyssie bolo vykonané hodnotenie tc¢innosti u viacerych postupne
ziskanych vzoriek (jednotlivé subkultivacie a vysledné bunkové kultury vzniknuté
transfekciou vodiacich sekvencii gRNA1 a gRNA?2), tieto vysledky su nejednoznacné

a vyzaduju tak d’alSiu optimalizaciu metodiky.
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6.2.2 Hodnotenie uc¢innosti transfekcie na irovni mRNA

Hodnotenie ucinnosti transfekcie pomocou STAT3 Human Gene Knockout
(CRISPR) na urovni mRNA, bolo vykonané stanovenim relativneho mnozstva STAT3
mRNA pomocou metédy RT-PCR. Pre toto stanovenie boli pouzité bunky U87MG-
STAT3-KO (knockoutovana pomocou sekvencie gRNAI1), ktoré boli porovnané

s normalnou bunkovou liniou US7MG.

1.5

-
o
1

STAT3 mRNA
o
ik

relativni mnozstvi

Us7TMG UB7MG-STAT3-KO

Obrazok 15 Stanovenie relativneho mnozstva STAT3 na tirovni mRNA pomocou
metddy PCR bunkovej linie U§7MG u transfekcie pomocou CRISPR-Cas9. *p<0,05 vs
neovplyvnena kontrola

Unovo vytvorenej bunkovej linie U887MG-STAT3-KO dochadza k poklesu
hladiny STAT3 mRNA v porovnani s netransfekovanymi bunkami U87MG. Toto
zniZzenie relativneho mnoZstva mRNA je u buniek US87MG-STAT3-KO S$tatisticky

vyznamné

6.2.3 Hodnotenie ucinnosti transfekcie na virovni proteinov

Hodnotenie uc¢innosti transfekcie pomocou STAT3 Human Gene Knockout
(CRISPR) dalej prebehlo na tirovni proteinov pomocou metddy Western blot. Pre toto
stanovenie boli pouzité¢ bunky US7MG-STAT3-KO (knockoutované pomocou sekvencie
gRNAT1 a gRNA2), ktoré boli porovnané s normalnou bunkovou liniou U§7MG.
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USTMG USTMG USTMG

K STAT3gRNA1  STAT3gRNA2
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STAT3 PR -
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Obrazok 16 Stanovenie expresie markeru STAT3 na Grovni proteinov pomocou
metoddy Western blot u bunkovej linie U§7MG transfekovanej pomocou CRISPR-Cas9.
*p<0,05 vs neovplyvnend kontrola

Na urovni proteinov bolo mozné pozorovat znizenie hladiny STAT3 u buniek
transfekovanych pomocou sekvencie vodiacej RNA oznacene ako gRNAI, kde
dochadzalo k Statisticky vyznamnému zniZeniu proteinu STAT3 v porovnani

s neovplyvnenou kontrolou.

U buniek transfekovanych pomocou vodiacej sekvencie RNA oznacenej ako

gRNA2 dochéadzalo naopak k Statisticky vyznamnému zvySeniu hladiny proteinu STAT3.

Na zédklade jednotlivych stanoveni bolo mozné potvrdit vytvorenie
knockoutovanej bunkovej linie U§7MG-STAT3-KO, ktora vznikla transfekciou pomocou
metddy CRISPR-Cas9 za pomoci vodiacej sekvencie RNA oznafenej ako gRNAI1
z povodnej bunkovej linie US7TMG.

6.3 Vplyv TMZ na Zivotaschopnost’ buniek US7MG a U87MG-
STAT3-KO

Vplyv TMZ na proliferaciu buniek bol testovany pomocou metody WST-1.
Proliferacia buniek GBM bola stanovovana na bunkovych linidcch U87MG a U87TMG-
STAT3-KO. Bunky boli po dobu 48 hod vystavené roznym koncentraciam liec¢iva TMZ
(12,5 uM; 25 uM; 50 uM; 100 puM; 150 puM; 250 pM; 500 uM; 1 000 uM; 1 500 uM ).
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Obrazok 17 Stanovenie vplyvu TMZ na proliferaciu buniek US7MG a U87MG-
STAT3-KO metodou WST-1. *p<0,05 vs. neovplyvnena kontrola

Pri bunkach U87MG pozorujeme Statisticky vyznamné zniZenie Zivotnosti buniek
po ovplyvneni koncentraciami TMZ 1 000 uM a 1 500 uM.. U novo vytvorenej bunkovej
linie US7MG-STAT3-KO mozZeme pozorovat’ Statisticky vyznamné zniZenie Zivotnosti
buniek az pri ovplyvneni TMZ o koncentrécii 1 500 uM. U buniek U§7MG-STAT3-KO
sme vSak pozorovali zvySenu citlivost’ k podaniu TMZ, predovSetkym pri ovplyvneni
niz§imi koncentraciami TMZ, preto sme pristupovali k porovnani citlivosti oboch

bunkovych linii k TMZ.
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Obrazok 18 Porovnanie vplyvu TMZ na proliferaciu buniek US7MG a U87MG-
STAT3-KO metédou WST-1. *p<0,05 vs. US’MG

Na vyssie uvedenom grafe vidime porovnanie zivotnosti dvoch bunkovych linii,
U87-MG a U87MG-STAT3-KO, po ovplyvneni chemoterapeutickym lie¢ivom TMZ. Po
ovplyvneni niz§imi koncentraciami TMZ (12,5 uM a 25 pM) bolo mozné pozorovat’
zvySeny efekt na zivotnost buniek u US7MG-STAT3-KO, pricom tento rozdiel bol oproti
efektu na bunky U87MG Statisticky vyznamny. Naopak pri ovplyvneni vysSimi
koncentraciami (1 500 uM) bolo mozné pozorovat’ znizeny efekt na Zivotnost’ buniek
U87MG-STAT3-KO, atento rozdiel oproti efektu na zivotnost' buniek U87MG bol

taktieZ Statisticky vyznamny.

6.4 Implantacia buniek US7MG a US7MG-STAT3-KO
do modelového organizmu

6.4.1 Porovnanie rastu nadoru a prolifera¢ného indexu Ki67 u nadorov
odvodenych z US7MG a US7MG-STAT3-KO

Pre implantaciu buniek do modelového organizmu (nu-nu mysi) sa pouzili

bunkové linie U87MG a U87MG-STAT3-KO, ktoré boli zriedené v PBS

a v kolagéne. Bunkov¢ linie boli implantované do nu-nu mysi a nddory sa nechali rast’

po dobu 4 tyzdiov.
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Kusmrteni nu-nu mysi doSlo po 4 tyzdioch anddory boli zvazené
a zaznamenané v tabul’ke nizsie.
Tabulka 6 Priemery vyslednych velkosti nadoru po implantacii bunkovych linii

US7MG a U87MG-STAT3-KO implantovanych v PBS a kolagéne do nu-nu mysi;
*p<0,05 vs US7MG (PBS), #p<0,05 vs US7MG (kolagén)

priemerna vaha [g] SD [g] pocet nadorov
U87MG (PBS) 0,398 +0,234 n==6
U87MG (kolagen) 0,955%* +0,309 n=4
U87MG-STATS3- « _
KO (PBS) 0,16 +0,040 n=2
U87MG-STAT3- 4 _
KO (kolagén) 0,425 +0,295 n=2

Na zéklade nasich vysledkov bolo mozné pozorovat zvysené hmotnosti nadoru
po jeho implantovani v kolagéne, kedy dochadzalo k zisku nadoru o $tatisticky vyznamne

vysSej priemernej hmotnosti.

Velkost” nddoru buniek vzniknutych po implantacii US7MG-STAT3-KO bolo
Statisticky vyznamne znizena oproti nddorom vzniknutych z normalnych buniek US7MG,

a to pri oboch typoch pouzitého implantacného prostredia (PBS a kolagénu)

Néasledne sa stanovovala hodnota Ki67, €o je antigén, ktory sa exprimuje
v bunkéch v aktivnej faze bunkového cyklu. Ked'Ze rychlost’ delenia buniek méze byt
dolezitym ukazovatelom nadorového rastu a metastaz, stanovovanie hodnoty ki67 sa

pouziva na urenie proliferacnej aktivitu, tvz. proliferatného indexu.

Pri detekcii Ki67 sa sledovalo mnoZstvo antigénu v jadrach buniek. Pozitivne
hodnoty st potom vyjadrené ako percentudlny podiel Ki67 pozitivnych buniek
z celkového poétu nadorovych buniek. Cim vyssie percento Ki67, tym vicsia

pravdepodobnost’, Ze sa nddor bude rychlejsie delit’.
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Tabul’ka 7 Stanovenie proliferacného faktoru Ki67 u bunkovych linii U§7MG
a US7MG-STAT3-KO implantovanych v PBS a v kolagéne (vysledok je uvedeny ako
pozitivita vzorku v percentach)

prolifera¢ni marker
Ki67 [%]
US7MG (PBS) 80
U87MG (kolagen) 70
US7MG-STAT3-KO (PBS) 95
US7MG-STAT3-KO
90
(kolagen)

U nadorov vzniknutych z oboch dvoch implantovanych linii, U§7MG a U87MG-
STAT3-KO nedochéadzalo k vyznamnym zmendm v hodnotach proliferacného markeru

Ki67 v zavislosti na pouzitom implantaénom prostredi (PBS a kolagén)

U nadorov vzniknutych po implantécii bunieck US§7MG-STAT3-KO sme mohli
pozorovat’ zvySenl hodnotu proliferaéného markeru Ki67, ateda proliferaciu tychto

nadorov, toto zvysenie vSak nie je Statisticky vyznamné.

6.4.2 Imunohistochemické stanovenie hladiny STAT3 u nadorov

odvodenych z buniek US7MG a US7MG-STAT3-KO

U nadorov ziskanych po implantacii buniek US7MG a US7MG-STAT3-KO do
modelového organizmu bola stanovena tiez hladina markeru STAT3 pomocou
imunohistochemickej analyzy.

Tabul’ka 8 Imunohistochemické stanovenie hladiny STAT3 u nadorov odvodenych

z buniek US7MG a U87MG-STAT3-KO implantovanych v PBS a kolagéne (vysledok je
uvedeny ako pozitivita vzorku v percentach)

STAT3
pozitivita [%]
US7MG (PBS) 80
U87MG (kolagen) 90
U87MG-STAT3-KO (PBS) 30
U87MG-STAT3-KO (kolagen) 10

Na vysledkoch z imunohistochemickej analyzy sa potvrdilo, ze sa podarilo
vykonat” STAT3-knockout ubunkovej linie U87MG. Naviac pri implantacii do

modelového organizmu nedochadza k obnoveniu expresie tohto transkripéného faktoru.

58



Zaroven sme nepozorovali ziadny vyznamny vplyv pouzitého implantaéného prostredia

(PBS a kolagén) na hodnoty STAT3 pozitivity u vzniknutych nadorov.

Obrazok 19 Snimky z imunohistochemickej analyzy buniek US7MG v kolagéne
a US7MG-STAT3-KO v kolagéne (zvicsenie 200x, mieridlo 50um)

Znizenu expresiu STAT3 u naddorov vzniknutych po implantacii U§7MG-STAT3-
KO do modelového organizmu moézeme dalej pozorovat na ilustraénych
mikroskopickych fotografii ziskanych behom imunohistochemickej analyzy. U nadoru
vzniknutého z buniek U87MG-STAT3-KO dochddzalo predovsetkym k farbeniu
prerastajuceho tkaniva mysi, ale nedochadzalo k samotnému farbeniu vzniknutého

nadoru.

6.4.3 Stanovenie relativneho mnozstva STAT3 mRNA

U nadorov odobranych po ukonceni experimentu sa stanovovalo relativne
mnozstvo STAT3 mRNA pomocou metdédy RT-PCR. Stanovenie sa vykonalo u nadorov
odvodenych z buniek US87MG a U87MG-STAT3-KO implantovanych do nu-nu mysi.

%81 USTMG a USTMG-STAT3-KO g us7MG (PBS)

Bl USTMG (kolagen)
BB UBTMG-STAT3-KO (PBS)
UBTMG-STAT3-KO (kolagen)

e
@
L

relativni mnozstvi
STATI mRMNA
o o
I'\:.r E -

0.0-

Obrazok 20 Stanovenie realtivneho mnozstva STAT3 na tirovni mRNA pomocou
RT-PCR po implantécii bunkovych linii U§7MG a US§7MG-STAT3-KO zriedenych
v PBS a kolagéne do nu-nu mysi; ; *p<0,05 vs US7MG (PBS), #p<0,05 vs US7TMG
(kolagén)
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Na vyssie uvedenom grafe sme pozorovali, Ze dochédzalo k znizeniu relativneho
mnozstva STAT3 mRNA unadorov odvodenych zbunieck US87MG-STAT3-KO
implantovanych v PBS oproti kontrolnym nadorom odvodenych zbuniek U887MG
implantovanych v PBS, atento pokles bol Statisticky vyznamny. TieZ unadorov
odvodenych zbuniek U87MG-STAT3-KO implantovanych v kolagéne dochadzalo
k Statisticky vyznamnému zniZeniu relativneho mnozstva STAT3 mRNA oproti

kontrolnym nadorom odvodenych z buniek U87MG implantovanych v kolagéne.

K Statisticky vyznamnému rozdielu tiez dochadzalo u relativneho mnozstva
STAT3 mRNA unddoroch odvodenych zbunieck U887MG implantovanych v PBS
a v kolagéne, a sice bolo mozné pozorovat’ zniZenie relativneho mnoZstva STAT3 mRNA

pri implantécii v kolagéne oproti implantacii v prostredi PBS.

6.4.4 Stanovenie relativneho mnoZstva proteinu STAT3

U odobranych nadorov sa d’alej stanovovala hladina STAT3 proteinu pomocou
metddy Western blot. Stanovenie bolo vykonané unadorov odvodenych z buniek
U87MG a US7TMG-STAT3-KO, implantovanych do nu-nu mysi, ktoré boli rozdelené¢ do
skupin, 1SK (U87MG v PBS); 2SK (U87MG v kolagéne); 3SK (U87MG-STAT3-
KO v PBS); 4SK (U87MG-STAT3-KO v kolagéne)

) ; : USTMG-STAT3-KO USTMG STAT3 KO
US?MG] (PBS) US7TMG |(kolagen) okl e
|
1SK 1SK 28K 28K 35K 4SK
M1 N2 M2 N1 M1 N2 M2 N1 M1 N2 M1 N2

PCNA — -— — — -— -
STAT3 — -

1,00 0,41% 0,01* 0,02 * 0,05% 0,02*

Obrazok 21 Stanovenie hladiny STAT3 na trovni proteinov pomocou Western
blotu u naddorov odvodenych z bunkovych linii U§7MG a U87MG-STAT3-KO
zriedenych v PBS a kolagéne do nu-nu mysi; ; *p<0,05 vs US7MG (PBS), #p<0,05 vs
U87MG (kolagén)
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Na vyssie uvedenom obrazku sme pozorovali, ze dochadzalo k zniZeniu hladiny
proteinu STAT3 u nadorov odvodenych z buniek U87MG-STAT3-KO implantovanych
v PBS oproti kontrolnym nadorom odvodenych zbuniek U87MG implantovanych
v PBS, a tento pokles bol Statisticky vyznamny. Tiez u nddorov odvodenych z buniek
US7MG-STAT3-KO implantovanych v kolagéne dochadzalo k Statisticky vyznamnému
znizeniu hladiny proteinu STAT3. K Statisticky vyznamnému poklesu doslo aj
u kontrolnych buniek US7MG implantovanych v kolagéne oproti bunkdm U87MG

implanotavnych v PBS, ¢o potvrdzuje predchadzajice vysledky na irovni mRNA.
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7 DISKUSIA

Glioblastoma multiforme (GBM) patri medzi najmalignejSie a najviac
vyskytujici sa typ primarnych astrocytomov. Predstavuje priblizne viac ako 60%
vSetkych nddorov mozgu u dospelych I'udi. Naprieck modernym lieCebnym postupom
patri medzi smrtel'né ochorenia s vel'mi zlou prognoézou. Medidn prezitia sa pohybuje

okolo 1 roku (Hanif a kol., 2017).

Pri terapii glioblastomu sa pouziva niekolko liecebnych postupov, sucasnym
zlatym Standardom terapie je maximalna moznéd chirurgicka resekcia, nasledovana
kombinovanou réadio- achemoterapiou. Pri chemoterapii sa uplatiiuje alkylacné
chemoterapeutikum TMZ, velkym problémom je vSak rezistencia GBM na tato liecbu.
Jednym z cielov sucasného vyskumu je tak nachadzat nové potencionalne cielové
molekuly, ktoré vykazuju Specifické zmeny v GBM pre zlepsenie terapeutického uspechu
moznou aplikaciou cielenej terapie. Existuje niekolko S$tadii, ktoré sa zaoberali
moznostou pdsobit’ na zvySenu expresiu niektorych génov, ako je gén pre EGFR, protein
tyrozinkinazy alebo autotaxinu (ATX). V tychto stadiach bolo zistené, Ze signalne drahy
podporujuce invazivitu GBM moézu byt novymi vhodnymi cielmi na manipulaciu
spravania mozgovych nadorov aich zablokovanie by mohlo zlepSovat’ terapeuticky

uspech (Hoelzinger a kol., 2005).

Medzi transkripcny faktor podielajuci sa na abnormalnej regulécii bunkovych
cyklov patri v GBM tiez STAT3, ktorého kontinudlna aktivacia v tomto nadore vedie
k zvySenej bunkovej proliferacii, invazivite a angiogenéze. Aktivované STAT3 naviac
ovplyviuje radu dalSich signalnych dréh, vo vysledku veducich k zvySenému preZitiu
nadoru a jeho odolnosti voci chemoterapii (Ping a kol., 2020). Inhibicia jeho aktivity by

mohla byt vhodnym cielom nadorovej terapie a mnohych nadorov, vratane GBM.

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit model GBM buniek s knockoutovanym génom
kodujuci molekulu STAT3. Pomocou tohto modelu bude v nasledujucich projektoch
mozné testovat’ vplyv tohto knockoutu na chovanie a prezivanie bunieck GBM a ziskat’

tak d’alSie poznatky o moZne vhodnosti vyuzitia STAT3 ako ciel’ nddorovej terapie.

Pre vyber vhodnej bunkovej linie pre tento projekt bolo najprv vykonané umlc¢anie
expresie STAT3 pomocou vhodnej siRNA. Cielom transfekcie pomocou siRNA, bolo
zistit’ ¢i zvolené bunky U87MG su vhodné pre transfekciu systémom CRISPR-Cas9.
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Utinnost’ transfekcie bola potvrdena na urovni mRNA a na trovni proteinov, kde v oboch
pripadoch dochddzalo k Statisticky vyznamnému poklesu hladiny STAT3 pri pouziti
siRNA proti STAT3 o koncentracii 50 nM. Zaroven sme nepozorovali Ziadny vplyv na
hladinu proteinu STAT3 pri pouziti kontrolnej siRNA, ¢im doslo tiez k vyluceni vplyvu
transfekénych reagencii na hladiny tohto proteinu. Na zaklade tohto prvého testovania

bola bunkova linia US7MG zvolena pre d’alSie experimenty.

Jednou z metdd na znizenie alebo knockout akéhokol'vek vybraného proteinu je
vyuzitie metdody CRISPR-Cas9. Systém CRISPR-Cas9 umoziiuje presny zdsah do
expresie onkogénov, ¢im zaroven dochadza k zmene ich aktivity veducej az k pripadne;j
inhibicii rastu nadoru. V §tadii od Li W. akol., (2019) bolo zistené, ze pouZzitim
Specifického systému CRISPR-Cas9 dochadza ku knockoutu génu CD133, ¢o vedie vo
vysledku k zniZeniu expresie intermedidrneho filamentu vimentinu v bunkach rakoviny
hrubého ¢reva, vyznamnému znizZeniu proliferacie buniek a tvorbe kolonii. Vyuzitie tohto
systému tak nie len umoznilo dok4zanie vyznamného inhibi¢ného ucinku knockoutu
CD133 na migraciu a invaziu, ale tiez moZnost’ vyuzitia samotného systému CRISPR-

Cas9 ako terapeutického prostriedku (Li W. a kol., 2019).

Daldim krokom nasho projektu bolo vykonanie STAT3 knockoutu u buniek
U87MG za vyuzitia systému CRISPR-Cas9. V ramci tejto prace bol pouzity komercéne
dostupny kit a dve vodiace sekvencie RNA — gRNA1 a gRNA2, ¢o viedlo k vzniku dvoch
bunkovych kultar (U§7MGgRNA1-STAT3-KO a US7MGgRNA2-STAT3-KO). Avsak
pri pouZiti systému CRISPR-Cas9 v kombinécii s vodiacou sekvenciou gRNA1 doslo
k vzniku viabilnej bunkovej linie, u ktorej bolo pri prvotnom testovani na urovni
proteinov potvrdené tieZ zniZenie hladiny proteinu STAT3. U bunkovej kultary
vzniknutej pri pouziti vodiacej sekvencie gRNA2 naopak dochéadzalo k zvySenej hladine

proteinov STAT3 a nebol pozorovany Ziadny efekt naznacujici knockout tejto molekuly.

Na zaklade tychto prvotnych vysledkov sme d’alej pristapili k overeniu u¢innosti
vykonaného knockoutu na urovni DNA. Najprv doslo k optimalizacii metddy, kde sa
pouzili dve typy polymerdz — Q5 a Taq. Podl'a nasich prvotnych vysledkov bola vybrana
pre d’alSie testovanie Q5 polymeraza, ktord vykazovala va¢siu vhodnost’ pre kombinaciu
zvolen¢ho typu buniek a pouzitie navrhnutych primerov. Pri Taq polymeraze nebolo

mozné pozorovat’ ziadny vysledok.
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V tomto prvotnom experimente zaroven doslo k potvrdeniu zaclenenia vodiacej
sekvencie gRNA1 do DNA transfekovanych buniek US7MG, o ¢om svedcila aj zmenena
velkost' fragmentu pozorovaného na agarazovom géle po vykonani PCR stanovenia
(3969 bp so zaClenenou gRNA1 oproti 1484 bp u kontrolnych buniek). Po tomto
uspesnou prvotnom potvrdeni sme d’alej testovali vacSiu sadu vzoriek, zahritujicich
jednotlivé subkultivacie transfekovanych buniek vratane vyslednej vzniknutej bunkove;j
linie, avSak vysledky tohto testovania neboli jednoznacné a naznacuju nutnost’ d’alSej
optimalizacie metodiky, predovSetkym podmienok vykonania PCR amplifikacie

a gélovej elektroforézy.

Pre findlne potvrdenie vykonaného STAT3 knockoutu sa pristipilo k stanovani
ucinnosti transfekcie pomocou CRISPR-Cas9 met6dy na trovni mRNA. Pre tento tcel
bola vyuzita novo vytvorena bunkova linia U87MG-STAT3-KO, vzniknutd za vyuzitia
vodiacej sekvencie gRNAT, u ktorej bolo mozné pozorovat’ pokles relativneho mnozstva
STAT3 mRNA v porovnani s jeho relativnym mnozstvom u netransfekovanych buniek
U87MG. Na zdklade jednotlivych stanoveni bolo mozné potvrdit vytvorenie
knockoutovanej bunkovej linie U87MG-STAT3-KO, ktora vznikla transfekciou
pomocou metddy CRISPR-Cas9 za pomoci vodiacej sekvencie RNA oznacenej ako

gRNA1 z pdvodnej bunkovej linie US7MG.

V poslednej Casti in vitro experimentu sa testoval vplyv bezne pouzivaného
chemoterapeutického lie¢iva TMZ na novo vytvorenti bunkovu lintu US7MG-STAT3-
KO, predovsetkym za Uc¢elom moZnych zmien v citlivosti takto vzniknutych buniek
oproti pdvodnym bunkovym linidm. Testoval sa efekt r6znych koncentracii TMZ na
zivotnost’ buniek, kde sa najprv tento efekt testoval na kontrolnych bunkach U87MG.
Bolo pozorovang, Ze po podani vyssich a klinicky nedosiahnutelnych koncentracii TMZ
(1000 uM a 1500 pM) dochadzalo k Statisticky vyznamnému zniZeniu Zivotnosti
buniek, zatial’ ¢o pri pouziti nizSich koncentracidch nebol pozorovany Ziadny efekt na
zivotnost buniek U87MG. Nasledne sa testovala citlivost bunkovej linie
s knockoutovanou STAT3, US7MG-STAT3-KO, k posobeniu lie¢iva TMZ pri rovnakych
koncentréaciach. TieZ tu dochddzalo k vyznamnému zniZeniu Zivotnosti buniek po podani
vyssich a klinicky nedosiahnutel'nych koncentracidch TMZ (1 500 uM), zaroven vSak
bolo moZné pozorovat’ tieZ znizenie Zivotnosti buniek pri podani nizSich koncentracii
TMZ (12,5 uM a 25 uM), avSak tieto zniZenia neboli Statisticky vyznamné. Na zaklade

tychto vysledkov sa pristupilo k porovnaniu citlivosti oboch bunkovych linii k podaniu
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TMZ a bolo zistené, ze pri nizsich koncentraciach TMZ (12,5 uM a 25 uM) bolo mozné
pozorovat’ Statisticky vyznamné zvyseny efekt na zivotnost’ bunieck U§7MG-STAT3-KO
oproti efektu tychto koncentracii TMZ na povodné bunky U887MG. Tento vysledok
naznacuje mozny efekt inhibicie expresie, pripadne tiez aktivaciu molekuly STAT3 na
posobenie TMZ na bunky GBM a potencionalny ucinok lieciva. Cieleny knockout
molekuly STAT3 alebo jej inhibicie pomocou Specifického inhibitoru alebo iného lieciva
poOsobiaceho na tato signalnu drahu by mohol prispiet’ k zvySenému terapeutickému
potencialu TMZ, jeho efektu na prezitie bunieck GBM a d’alej k znizeniu potrebnych
davok tohto lieCiva. Tento efekt je nutné podrobit’ d’alSiemu testovaniu, nase vysledky

vSak naznacuju zaujimavy smer d’alSieho vyskumu potencionélnej terapie GBM.

Nami ziskané vysledky boli d’alej overované in vivo na modelovych organizmoch.
Ako modelové organizmy boli vybrané nu-nu mysi, do ktorych bola implantovana
kontrolna bunkové linia US7MG a novo vytvorena bukova linia US7MG-STAT3-KO.

Ako implanta¢né médium bolo pouzité PBS a kolagén.

Nase vysledky ukazuju, ze po implanticii novo vytvorenej bunkovej linie
U87MG-STAT3-KO dochadzalo k vzniku Statisticky vyznamne mensich nadorov, a to
v oboch typoch pouzitétho implantacného média. Velkost néadoru vzniknutého
znormalnych buniek U87MG vykazovalo zvySeni hmotnost, vyznamne zvySena
hmotnost’ bola tiez u buniek, ktoré boli implantované v kolagéne v porovnani s bunkami
implantovanymi v PBS. Podobny efekt bol tiez pozorovany po implantacii buniek
US7MG-STAT3-KO, kde implantaciou v kolagéne dochadzalo k vzniku Statisticky
vyznamne vic¢Sich nadorov. Tieto vysledky naznacujii moZny benefit pri pouziti kolagénu
ako implanta¢ného média u buniek U87MG a ich knockoutovanej varianty, umoziujuce;j

vznik vac¢sich naddorov a tym zisk vac¢Sieho materialu pre d’alSie testovanie.

Pre d’alSie potvrdenie tychto vysledkov bol d’alej testovany proliferaény faktor
Ki67 u naddorov vzniknutych implantaciou oboch bunkovych linii v oboch implanta¢nych
médiach. Pri porovnani implantacie v PBS a v kolagéne neboli pozorované Ziadne
zmeny, takZze mozeme potvrdit’, Ze pouzitim rdéznych implantacnych médii nedochadza
k zmene proliferacného stupiia. Hodnoty markeru Ki67 bola vSak miene zvySena
u nadoroch vzniknutych po implantacii bunieck U87MG-STAT3-KO, toto zvySenie
nebolo Statisticky vyznamné. Nase vysledky teda ukazuju, ze hoci po vyradeni STAT3

dochadza k zniZeniu rastu nddoru z hladiska jeho hmotnosti, nedochadza k zniZeniu
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miery proliferacie, a teda absencia tejto molekuly nemoéze stuvisiet’ so zlepsenim klinicke;j

progndzy alebo zmenou histopatologického stupiia nadoru.

Nadorové tkanivo ziskané znu-nu mysi bolo d’alej analyzované na urovni
proteinov a na urovni mRNA. Podobne ako pri experimente u bunkovych linii, bolo
mozné pozorovat znizenie relativneho mnozstva STAT3 mRNA aj hladiny STAT3
proteinu u nddorov vzniknutych po implantacii buniek U87MG-STAT3-KO. Toto
zniZzenie bolo pozorované pri nadoroch vytvorenych implantaciou v oboch typoch
implanta¢nych médii (PBS a kolagén), ¢im sa potvrdili nase predchadzajice vysledky
ziskané v experimentoch in vitro. Zaroven bolo mozné potvrdit, Ze pocas implantacie
knockoutovanych buniek nedochadza k obnoveniu expresie knockoutovaného génu, v
naSom pripade STAT3, v dosledku prostredia modelového organizmu, a zvoleny

modelovy organizmus je teda vhodny na d’alSie pouzitie novovytvorenej bunkovej linie.

Znizena pritomnost’ STAT3 bola d’alej potvrdena pomocou imunohistochemicke;j
analyzy, kde opdt bolo mozZné pozorovat Statisticky vyznamné zniZenie STAT3
u nddorov vzniknutych implanticiou bunieck U87MG-STAT3-KO (v oboch typoch
implantacného média), ¢o umoznilo potvrdenie predchadzajucich zaverov pomocou

d’alSieho metodického postupu.

Zaujimavy trend bol vSak pozorovany porovnanim vysledkov ziskanych
znadorov vzniknutych implantaciou oboch typoch buniek v réznych implantaénych
médiach, a to ako na urovni mRNA, tak na urovni proteinov. Bolo moZzné pozorovat’
vyrazné zniZenie relativneho mnozstva STAT3 mRNA a tiez hladiny STAT3 proteinu
u nadorov vzniknutych implantaciou v kolagéne. Tento vysledok tak naznacuje, Ze zatial
¢o pouzitie kolagénu ako implantaéného média sa javi ako vhodné pre zisk vécSieho
mnozstva materialu, je nutné zvazit' jeho pouzitie v pripade potreby overenia expresie
niektorych mRNA a proteinov, pretoZze ich hladiny moézu byt pouzitim tohto

implanta¢ného média zniZené.

Na zéklade naSich vysledkov je moZzné konStatovat, ze za pouzitia systému
CRISPR-Cas9 bola tspesne vytvorena knockoutovana bunkova linia US7MG-STAT3-
KO, ktord vykazuje zvySenu citlivost’ k niz§im koncentraciam beZne uzivaného lieciva
TMZ atiez znizend schopnost’ rastu in vivo v modelovom organizme. Tieto zistenia
naznacuji mozné vyuzitie cieleného knockoutu molekuly STAT3, alebo zniZenia jeho

expresie €1 aktivacie pomocou Specifickych inhibitorov k zvySeniu terapeutického uc¢inku
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TMZ a zlepSenie terapie GBM. Ako predchadzajuci stidie naznacuji, tak samotné
vyuzitie CRISPR-Cas9 mdéze byt vhodnou alternativou pri cielenej liecbe nadorov,
pretoze umoziuje presnu genetickl modifikdciu buniek atym zniZenie expresie
cielového génu. Na ziskanie d’alSich presnejSich informacii veducich ku konkrétnym
zaverom a odpovediam na vysSie uvedené hypotézy je potrebné d’alSie pokracovanie

experimentu, vratane rozsirenia testovania na d’alSie typy GBM buniek.
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8 ZAVER

bodov:

Na zéklade vykonanych experimentov mozeme vysledky zhrmut' do niekol’kych

Bola vykonana tspesna transfekcia buniek U§7MG pomocou STAT3-siRNA, ¢o
bolo dokdzané signifikantnym poklesom relativneho mnozstva STAT3 mRNA

a znizenim hladiny proteinu STATS3.

Overenie knockoutu STAT3 u buniek U§7MG metdédou CRISPR-Cas9 na trovni
DNA dokazalo uspeSnejSiu transfekciu u findlnej subkultiviacie buniek.
Optimalizacia metodiky pre overenie u¢innosti knockoutu STAT3 na urovni DNA
ukézala, ze Q5 polymeraza bola pre tento projekt vhodnejsia ako Taq polymeraza.
Testovanie u¢innosti knocnoutu STAT3 pomocou CRISPR metddy (pri pouziti
Q5 polymerazy) u postupne ziskanych vzoriek z jednotlivych subkultivéacii
vykazovalo nejednoznacny vysledok. Knockout STAT3 u buniek US7MG pri
pouziti vodiacej sekvencie gRNAT1 bol overeny na tirovni mRNA a proteinov,
kedy dochadzalo k vyraznému poklesu oproti kontrolnym bunkam. Pri pouziti
vodiacej sekvencie gRNA?2 doslo k zvySenej expresii STAT3 oproti referencnému
proteinu, ¢o naznacovalo, Ze ku knockoutu u buniek US7MG pri pouziti tejto

sekvencie nedochadzalo

Pri porovnani citlivosti buniek U§7MG a novo vytvorenej linie U§7MG-STAT3-
KO na chemoterapeutické liecivo TMZ bolo zistené, Ze o koncentracii TMZ
12,5 uM a 25 pM znizuje Zivotnost' buniek U887MG-STAT3-KO viac oproti

kontrolnym bunkdm

Po implanticii nddorovych buniek do modelového organizmu bolo mozné
pozorovat,, ze po implantacii kontrolnych buniek U87MG dochadzalo k vzniku
nadoru o zvysenej hmotnosti oproti nddorom vzniknutych po implantéacii buniek
U87MG-STAT3-KO. STAT3 knockout unadorov vzniknutych po implantacii
buniek U87MG-STAT3-KO bol dokdzany jeho zniZenou hladinou, a to za pomoci
IHC analyzy a tieZ na irovni mRNA a proteinov. Implantacia oboch typov buniek
do modelového organizmu s pouzitim kolagénu ako implantacného média viedla
k zvySenému rastu nddoru, ale k zniZeniu expresie STAT3 na Grovni mRNA a

proteinu
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9 POUZITE SKRATKY

5-ALA — kyselina 5-aminolevulova

AIC — 5—aminoimidazol-4—karboxamid

ATCC — ,,American Type Culture Collection*
CDKN2A — cyklin-dependentna kindza 2A
CLCF1 — cytokinovy faktor 1

CNS - centralny nervovy systém

CNTF — ciliarny neurotroficky faktor

CRISPR — ,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat*
CT — pocitacova tomografia

CT-1 — kardiotrofin 1

DSB — dvojvlédknovy zlom

EGFR — epidermalneho rastového faktoru

GBM - glioblastoma multiforme

Gy — Gray

IDH1 — zocitratdehydrogenaza 1

IL-6 — interleukin 6

INF — interferon

JAK — Janusové kinaza

LIF — leukemicky inhibi¢ny faktor

LITT — laserova intersticialna termoterapia
MDSC — odvodené myeloidné supresorové bunky
MGMT — O%-metylguanin-DNA metyltransferdzu

MTIC — 5—(3— metyltriazen—1-yl) imidazol-4—karboxamid
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NK — nukleové kyselina

NP — nanocastice

OSM - onkostatin M

PD-L1 — ligand 1 protein programovanej bunkovej smrti
PET — pozitronova emisnd tomografia

PTEN - fosfatdzovy a tenzinovy homolog

RTK — receptorova tyrozinkinaza

STAT — prevodnik signalu a aktivator transkripcie
TALEN — transkrip¢ny aktivator

TK- tyrozinkinaza

TMZ — temozolomid

WHO — Svetové zdravotnicka organizécia

WST — Water-Soluble Tetrazolium 1

ZFN — nukleazy so zinkovymi prstami
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