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1 ABSTRAKT

Glioblastom multiforme (GBM) je agresivni nddor mozkové tkan€ s neptiznivou
progndzou a medianem preziti 14-16 mesict. [1] GBM je povazovan za onemocnéni celého
mozku, protoze obsazené nadorové bunky jsou vysoce infiltrativni. Tato vlastnost komplikuje
uplnou resekci nadoru a vede k Castym recidivam, které jsou hlavni pti¢inou umrti. [1] GBM se
vyznacuje molekularni i morfologickou heterogenitou. Kromé nadorovych bunék obsahuje
endotelialni bunky, neurony, astrocyty, oligodendrocyty, mikroglie i nebunécné komponenty,
napt. apokrinni a parakrinni signalni molekuly, exozomy a dalsi. [2] Tyto slozky se nachazeji
v nékolika anatomicky odlisnych oblastech tzv. nadorovych nikach, které se mohou
morfologicky a funk¢né liSit 1 v ramci jednoho nadoru. Spole¢né spolu tvoii nadorové
mikroprostfedi (TME). Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) jsou molekuly RNA o délce 200
nukleotidl a vice, které nejsou dale translatovany. Jejich exprese je vysoce specificka a jsou
zapojeny do regulace mnoha bunécnych procest. Bylo dokazano, ze nékteré lidské choroby
vcetné rakoviny jsou propojeny s deregulacemi IncRNA, coz znich déld potenciondlni
terapeutické cile a biomarkery hife diagnostikovatelnych onemocnéni. [3] K jejich dilezitosti
ve vyzkumu GBM pfispiva i skutenost, ze v mozkové tkani je zastoupeno nejvice typti IncRNA.
Ty jsou zapojeny do regulacniho systému a napomahaji ve vyvoji a udrZzovani velkého mnoZzstvi
ruznych bunék obsazenych v mozkové tkani. [4] Studie ukazuji spojitost mezi molekulami
IncRNA a téméf vSemi procesy zapojenymi do etiopatogeneze mnoha nadorti véetné¢ GBM. Tato
prace zahrnuje aktudlni pfehled IncRNA spojenych s GBM. Vybrané IncRNA byly v této studii
vystaveny pusobeni all-trans-retinové kyseliny (ATRA). Tento derivat vitaminu A je dulezitym
modulatorem mnoha biologickych procesti véetné vyvoje, rastu a diferenciace normalnich
i nadorovych buné€k. [5] V nékterych ptfipadech je ATRA v kombinaci s dalSimi a¢innymi
latkami doporucovéana k 1écbe difuznich gliomti véetné GBM. [6] Tato prace prokazala, ze
ATRA ovlivituje expresi IncRNA v zavislosti na typu TME, jez byly nasimulovany pomoci
bunécné linie U-87 MG. Po vystaveni ATRA byl pozorovan nariist mnozstvi pronadorové
adhezni molekuly ICAM-1 a inhibice IncRNA PARTICL, markeru kmenovych bunék
promininu-1 a tumor supresorové IncRNA GASS5. ATRA zvysila schopnost proliferace bunék
v zavislosti na TME. Tyto biomolekuly byly analyzovany ex vivo v histologickych preparatech
tkané GBM v plvodnim prostiedi. V této praci byla poprvé identifikovana IncRNA PARTICL
v puvodni GBM tkéni a v bunécné linii U-87 MG.



2 ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is an aggressive tumour of brain tissue with
unfavourable prognosis and a median survival of 14-16 months. [1] GBM is considered a disease
of the whole brain because the involved cells are highly infiltrative. This feature complicates
complete tumour resection and leads to frequent recurrences, which are the main cause of death.
[1] GBM is characterised by both molecular and morphological heterogeneity. In addition to
tumour cells, it contains endothelial cells, neurons, astrocytes, oligodendrocytes, microglia and
non-cellular components, e.g. apocrine and paracrine signalling molecules, exosomes and others.
[2] These components are found in several anatomically different areas, so-called tumour niches,
which can be morphologically and functionally present even within a single tumour. Together,
they form the tumour microenvironment (TME). Long noncoding RNAs (IncRNAs) are RNA
molecules of 200 nucleotides or more in length, which are not further translated into proteins.
Their expression is highly specific and they are involved in the regulation of many cellular
processes. Some human diseases, including cancer, have been shown to be linked to the
deregulation of IncRNAs, making them potential therapeutic targets and biomarkers of difficult-
to-diagnose diseases. [3] Their importance in GBM research is also due to the fact that most
types of IncRNAs are represented in brain tissue. They are involved in the regulatory system and
assist in the development and maintenance of large number of different cells contained in brain
tissue. [4] Studies show a connection between IncRNA molecules and almost all processes
involved in the etiopatogenesis of many tumours, including GBM. This work includes an up-to-
date review of IncRNAs associated with GBM. In this study, selected IncRNAs were exposed to
all-trans-retinoic acid (ATRA). This vitamin A derivative is an important modulator of many
biological processes including development, growth and differentiation of normal and tumour
cells. [5] In some cases, ATRA, in combination with other active substances, is recommended
for the treatment of diffuse gliomas, including GBM. [6] This work demonstrated that ATRA
releases IncRNAs depending on the TME types, which were simulated using the U-87 MG cell
line. After exposure the increase of protumor adhesion molecule ICAM-1 and the inhibition of
IncRNA PARTICL, stem cell marker prominin-1 and tumour suppressor IncRNA GASS were
observed. ATRA increased cell proliferation in a TME-dependent manner. These biomolecules
were analysed ex vivo in the histological slides of GBM tissues in original TME. In this work,
the IncRNA PARTICL was identified for the first time in the original GBM tissue and in the
U-87 MG cell line.



3 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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4 HYPOTEZA A CILE PRACE

Rezistence vici terapii a Casta recidiva glioblastomu multiforme (GBM) je ovlivnéna
nadorovym mikroprostfedim a specificky exprimovanymi biomolekulami véetné dlouhych
nekodujicich RNA (IncRNA). Piedpoklddame, Zze tyto molekuly maji jak pozitivni tak
1 negativni vliv na molekularni mechanismy v zavislosti na daném mikroprostiedi. Molekuly
IncRNA a proteiny mohou hrat roli v etiopatogenezi GBM a ve vyvoji novych lécebnych
postupti.

Cile této prace jsou:

. Stanovit vliv all-trans-retinové kyseliny (ATRA) pfi jeji expozici na GBM
buné¢nou linii.

o Stanovit vliv ATRA na vybrané biomolekuly vetn€ IncRNA pfi jeji
expozici na GBM bunéénou linii.

. Charakterizovat vlastnosti téchto biomolekul v nddorovém mikroprostredi
resekované GBM tkang pacientii s diagnézou GBM.

o Vytvofit aktudlni pfehled IncRNA zapojenych do molekularnich procesit
v GBM.

12



5 LITERARNI PREHLED

5.1 Klasifikace mozkovych nadoru

Gliomy jsou nadory pochazejici z gliovych bunék centralniho nervového systému (CNS),
jsou nejcast¢jSimi primarnimi malignimi nadory mozku u dospélych (80 %) a tvoii ptiblizné
30 % vsSech nadord mozku a CNS. [7] Podle typu gliovych bunék, z kterych vznikaji, se
gliomy dale déli na nékolik podskupin. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) pravidelné
zvetejnuje informace o jednotlivych podskupindch, které na zakladé védeckych poznatkt
upiesiiuji taxonomii velké skupiny nadortt mozku a CNS a doporucuji vhodné lécebné
postupy. Velkd zména nastala v roce 2016, kdy byly v ramci klasifikace gliomil zohlednény
nejen histologické zmeény, ale také molekuldrni zmény uvniti bun¢k a byla zavedena tzv.
integrovana diagnostika, ktera zahrnuje analyzu fenotypu i genotypu. [8] [9] Nejnové;si
védecké poznatky a kritéria zavedené WHO do klasifikace mozkovych nadori v roce 2021
nadéle posiluji roli molekularni genetiky v diagnostice gliomli vSech typd. [10] Pfesné
rozliSeni naddord CNS na zaklad¢ histologickych znakii a molekularnich abnormalit je
dalezité pro odhad prognézy pacienta a zarazeni optimalniho 1écebného postupu pro
dosazeni co nejlepsiho vysledku.

Mozkové nadory jsou rozdéleny do Ctyt stupnid malignity (I-IV). Nadory prvniho stupné (I)
se vyznacuji pomalym rdstem bez znadmek malignity, dobrou prognézou a dlouhou dobou
preziti. Pro nadory druhého stupné (II) je typicky pomaly difuzné infiltrativni rast. Nadory
prvniho a druhého stupné (tzv. nizkych stupnil) vykazuji benigni vlastnosti, mohou ovSem
transformovat v maligni nddory vysSich stupiiti (III, IV). Pro tfeti stupeii je charakteristicka
mitotickd aktivita a anaplazie. Nejagresivnéjs§i formy, vyznacujici se navic vysokou
mitotickou aktivitou, mikrovaskularni proliferaci a nekr6zou, jsou oznaceny jako nadory

¢tvrtého stupné. [9] [11]

5.1.1 Glioblastom multiforme

Podle klasifikace WHO z roku 2021 jsou nadory CNS rozdéleny do 12 hlavnich skupin
podle jejich vlastnosti. Gliomy, které jsou jednou z nejvétSich skupin, zahrnuji podtypy
vSech Ctyf stupnilt malignity. NejagresivnéjSim zdastupcem je glioblastom multiforme
(GBM), ktery je nejCastéji se vyskytujicim se malignim nddorem mozku u dospélych

(42,5 %). [12] Jedna se o astrocytarni difuzni gliom ¢tvrtého stupné malignity s neptiznivou
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progndzou a medianem pieziti 14-16 mésict (bez 1écby 10 mésicit). Incidence tohoto vysoce
maligniho nadoru je 3-4 na 100 000 obyvatel. VEk, pohlavi a etnicky pivod ovliviiuji miru
vyskytu, ktera se exponencialné zvysuje s vékem od 40. roku, s primérnym vékem diagnozy
v 65. roce. GBM se vyskytuje 1,59krat Castéji u muzli nez u Zen (s nejveétsimi rozdily
v obdobi menopauzy; se zvySujicim se vékem se rozdily v ¢etnosti zmensuji) a témet 2krat
Castéji u europoidni rasy ve srovnani s afroamerickymi pacienty. [1] [13] Vyskyt je
sporadicky (s vyjimkami spojenymi s nékterymi dédicnymi syndromy). Rizikovym
faktorem se na zaklad¢ studii zda byt ptfedchozi vystaveni CNS ionizujicimu zafeni ve
sttednich az vysokych davkach, obvykle béhem 1éCby jiné rakoviny napt. détské leukémie
nebo pii situacich radioaktivni kontaminace. [14]

Dle ptvodni klasifikace byly GBM rozliSovany podle pivodu na primdrni, které
vznikly de novo, a sekundarni, které se vyvinuly z astrocytomt. Od roku 2021 (Obrazek 1)
je primarni GBM Kklasifikovan jako IDH-wildtype IV. stupné, ktery postihuje predevSim
star$i pacienty (prumérné v 62. roce). Sekundarni GBM je nov¢ klasifikovan jako astrocytom
IV. stupné IDH-mutant, ktery se vyskytuje Castéji v mlad$im véku (primérné ve 45. roce).
[10] Tato klasifikace je zaloZena na pfitomnosti mutace R132 genu /DH 1 nebo mutace R172
genu /DH?2, kodujicich enzym isocitratdehydrogenaza (IDH), ktery katalyzuje pfeménu
isocitratu na o-ketoglutarat v citratovém cyklu. Mutovana forma IDH katalyzuje navic
redukci produktu o-ketoglutardtu na D-2-hydroxyglutarat, ktery je povaZzovan za
onkometabolit a nepfimo inhibuje transkripci tumor supresorovych genil, které jsou
zodpovédné za vznik IDH-mutovanych difuznich gliomi. [15]

Difuzni gliomy II. a III. stupné IDH-wildtype nesouci molekularni znaky GBM jsou
nove klasifikovany také jako GBM i pes neptitomnost histologickych znakt pro IV. stupen
malignity. [1] Dle nejnové¢jsi klasifikace WHO (2021) se v souvislosti s IDH-wildtype
gliomy vySetfuji Ctyfi nejCastéji se vyskytujici genetické alterace, z nichZ pro potvrzeni
diagnozy GBM stac¢i nélez jedné z molekularnich zmén v kombinaci s histologickym
obrazem. Amplifikace genu pro receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) na
7. chromozomu s naslednou zvySenou expresi danych receptorti je detekovana u 50 % GBM
IDH-wildtype. U poloviny téchto piipadi lze prokazat ptfitomnost intragenové delece
odpovidajici 267 aminokyselindm z extracelularni domény, ktera se projevuje neschopnosti
vazat ligand, coz vede k produkci trvale aktivni formy EGFR (EGFRVIII). Tu lze detekovat
imunohistochemicky. [15] U pfiblizné 80 % ptipadi GBM se nachazi mutace v promotoru

genu pro telomerdzovou reverzni transkriptdzu (TERT), kterd zvysuje aktivitu telomerdz
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Obrazek 1: Schématické a zjednodusené zobrazeni klasifikace gliomu a identifikace daného typu podle WHO (od roku 2021). IDH — gen
kodujici isocitratdehydrogenazu; EGFR - gen pro receptor epidermalniho riistového faktoru; TERT - gen pro telomerdazovou reverzni

transkriptazu
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a tim 1 prodlouZeni telomer. [16] Cytogenetickym biomarkerem je kombinovany zisk celého
chromozomu 7 a ztrata celého chromozomu 10 (+7/-10). [10]

Dalsi nalezené genetické alterace, kterymi jsou napi. amplifikace rastového faktoru
odvozeného z krevnich desticek (PDGFR), onkogenni fuze genu kédujici receptor pro
fibroblastovy rastovy faktor (FGFR) s kodujicimi doménami TACC [ (z angl. transforming
acidic coiled-coil containing protein 1) & TACC 3, mutace BRAF"*"E amplifikace genu pro
cyklin-dependentni kinazu 4 a 6 (CDK4, CDK®6), mutace/delece PTEN (z angl.
Phosphatase and Tensin homolog) nebo genu pro fosfatidylinositol-3-kinazu (PI13K). Mutace
¢i delece zékladnich tumor supresorovych genti (RBI, TP53,...) se vyskytuji méné Casto
a zatim nejsou klinicky vyuzivany pro diagnostiku. Vétsina molekularnich zmén se tyka tii
zakladnich regulacnich drah: p53 (87 %), RB1 (78 %) a PI3K/MAPK (88 %). Na zaklad¢
analyzy transkriptomu a kombinaci nalezenych molekularnich zmén, 1ze GBM rozdélit do
¢ty homogennéjsich podtypt (klasicky, mezenchymalni, proneurdlni a neurdlni), které
nejsou zatim klinicky vyuzivany. [1] [17] [18]

Na druhé strang, stav methylace promotoru O®-methylguanin-DNAmethyltransferazy
(MGMT) je nejvice prediktivnim a prognostickym molekularnim biomarkerem. Pacienti,
u kterych je se vyskytuje hypermethylace této oblasti (40 % vSech piipadi GBM), maji lepsi
prognoézu a odpoved’ na terapii alkylaénimi cytostatiky veetné temozolomidu. Temozolomid
ma schopnost alkylovat guanin v DNA a vytvaret tak kovalentni adukty. MGMT toto
poskozeni opravi a cytostatikum je neti¢inné. Pokud je promotor hypermethylovan, dochazi
k zastaveni transkripce MGMT a poSkozena DNA neni opravena. Pacient Iépe odpovida na
1é¢bu. [19] VysSetfeni methylace promotoru MGMT tedy piinasi dilezité informace
prediktivniho charakteru a ovliviiuje zahdjeni a typ 1écby daného pacienta. Na zaklade¢
vysledkl tohoto vySetieni mizZe byt u vybranych pacientd indikovana po chirurgické resekci
pouze chemoterapie ve formé tablet poddvanych v doméacim prostfedi bez zatéZujiciho
ozatovani. [19] [20] Studie naznacuji, Ze stfedni doba celkového pieziti pacientd 1é¢enych
radioterapii v kombinaci s podavanim temozolomidu se 1iSi u pacienti
s hypermethylovanym promotorem MGMT (24,59 meésice) ve srovnani s pacienty bez
hypermethylace (14,11 meésice). [21] Vliv temozolomidu u pacientli bez hypermethylace
promotoru MGMT zatim neni jasné definovan. [1] [21]

Existuje fada piekdzek pro vyvoj U¢inné molekularni lecby u GBM, véetné
intra/intertumorové heterogenity, poruch signalnich drah a nedostatku aktivnich a do mozku

pronikajicich cilenych terapii. Pfistupy zaloZené na studiich molekuldrnich biomarkert
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a mechanismech na zvySeni penetrace hematoencefalické bariéry by mély vést k pokrokiim
v cilené 1écbé GBM. [1]

GBM se typicky projevuje progresivnimi neurologickymi piiznaky béhem dnt az
tydnii. K symptomiim, které indikuji pacienta k vySetfeni, patfi pfiznaky zvySeného
intrakranidlniho tlaku, napt. bolest hlavy, nevolnost, zvraceni, o¢ni obrna, ztrata sluchu,
epilepticky zachvat, zménény dusevni stav a tinava. Zakladnim diagnostickym vySetfenim
je zobrazeni mozku pomoci magnetické rezonance se zvySenym kontrastem. Ve vétsing
piipadi je v dobé diagnozy pramér nadoru 5-10 cm. Doporucenym zptisobem 1éCby je
maximalni chirurgické resekce (ztizena infiltraci GBM bun¢k do okolni tkang) s naslednou
chemoradioterapii, ktera muze byt individualizovana na zdkladé¢ molekularni diagnostiky.
[8] Naprosta vétsina GBM recidivuje do 12 mésicii s medidnem doby doziti 6 mésici po
prvni progresi v okoli primarni 1éze. Prozatim neni popsany Zadny standardizovany postup
1écby recidivujictho GBM, je tfeba individudlné zvazit moznosti reoperace, reradiace,

systémové terapie nebo paliativni 1écby. [1] [22]

5.1.1.1 Nadorové mikroprostiedi glioblastomu

Néadorové mikroprostiedi GBM je vysoce heterogennim a komplexnim systémem,
ktery se sklada z bunéénych i nebunéénych slozek a zahrnuje i interakce mezi nadorovymi
a standardnimi bunkami pfimo v nadorové tkani nebo v jejim blizkém okoli. V nadorovém
mikroprostiedi (z angl. tumor microenvironment; TME) se vyskytuji kromé rakovinnych
bunék také endotelidlni buiiky, neurony, astrocyty, oligodendrocyty, rezidentni imunitni
buiiky napf. mikroglie a cirkulujici imunitni buniky infiltrujici nddor. Nachéazeji se zde
1 nebunécné slozky, jakymi jsou napf. apokrinni a parakrinni signalni molekuly, exozomy
aslozky extracelularni matrix. (Obrazek 2) To vSe pfispivd ke vzniku hypoxickych
a nekrotickych oblasti, k infiltraci nadorovych bun€k do okolni tkang, k vaskularni
proliferaci ¢i k rezistenci vici chemo/radioterapii. Vzhledem ke své komplexnosti

a dynamice hraje TME dilezitou roli v odolnosti rakovinnych bun¢k vici terapii. [23] [24]
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Obrazek 2: Prvky nadorového mikroprostiedi. Pfevzato a upraveno z [2].
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TME je roz¢lenéno do n€kolika anatomicky odliSnych oblasti tzv. nadorovych nik,
které mohou vykazovat rizné vlastnosti, a kde se vyskytuji gliomové buiiky s vlastnostmi
kmenovych bunék, tzv. nddorové kmenové bunky (angl. glioblastoma stem-like cells; GSC),
které maji klicovou ulohu v procesu tumorogeneze. V prostfedi niky jsou GSC chranény
pred okolnimi vlivy, napft. extracelularnimi signaly pro apoptdézu. Nadorové niky jednoho
nadoru se mohou morfologicky a funkéné lisit, coz je typické pro GBM, kde bylo popsano
vice charakteristickych typi nik liSicich se napf. mirou vaskularizace. Jednotlivé niky
obsahuji specifické typy bun¢k a proteinti, které jsou zodpoveédné za specifické molekularni
mechanismy a interakce s GSC v nikéch. (Obrazek 3) GBM mikroprostiedi je velmi
dynamické, jednotlivé niky mohou podléhat zméndm a v pribéhu Casu prechazet jedna

v druhou (i v reakci na terapii). [25]
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Obrazek 3: Niky nddorového mikroprostiedi GBM a rozlozeni bunék. Pfevzato a upraveno
z [22].
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5.1.1.1.1 Nadorové kmenové bunky

Nadorové kmenové buiiky (z angl. cancer stem cells; CSC), také znamé jako builky
iniciujici nador ¢i bunky propagujici nador, jsou podobné normalnim kmenovym buitkam
astejné jako ony se vyznacuji schopnosti sebeobnovy a multipotence. Glioblastomové
nadorové bunky (GSC) mohou diferenciovat do riznych nadorovych bunék, charakteristicka
je pro n¢ schopnost sebeobnovy, proliferace, migrace, reparace DNA a terapeuticka
odolnost. Témito vSemi vlastnostmi pfispivaji k progresi GBM. [26] Dale se GSC buiiky
prostfednictvim ptimé diferenciace na endotelialni buniky podileji na vaskularizaci nadoru.
[27]

GSC predstavuji v ramci nadoru specifickou mensinovou subpopulaci, ktera zahrnuje
spektrum bunék od primarnich kmenovych bunék po progenitory v riznych stadiich
diferenciace. GSC vznikaji neoplastickou transformaci normalnich nervovych kmenovych
bun¢k (NSC) nebo progenitorii nebo také dediferenciaci zralych gliovych bunék. [28]
Alternativné jsou charakterizovany pouze funkénim stavem zdvislym na vlivu TME. [29]
GSC tvofti in vitro nddorové sféry (sphere formation assay) s trvalou proliferaci a in vivo
tumory po sériové transplantaci. [30] GSC se vyznacuji vyznamnou plasticitou, miize tedy
nastat vzajemna konverze mezi GSC a non-GSC buiikami na zékladé ptisobeni riznych
faktorii vcetné nedostatku zivin, hypoxie, ozafovani a chemoterapeutickych cinidel. [30]
Svymi vlastnostmi se GSC podileji na charakteristickém obrazu GBM, ke kterému patii
proliferace, invazivita, udrzovani nddoru, maligni relaps a velmi vzacn€ metastazovani. [31]

GSC maji schopnost se adaptovat v jednotlivych nadorovych nikdch a mohou tvofit
subpopulace s mirn¢ odliSnymi vlastnostmi. LiSi se v reakcich na molekularni signaly,
exprimuji odligné transkripéni profily a markery. [32] [33] Uéinnymi mechanismy, které
umoziuji tyto reverzibilni zmeény bez zmén primarni sekvence DNA, jsou epigenetické
modifikace, napt. methylace DNA. Methyldzy a demethylazy jsou, ve srovnani s NSC,
v GSC deregulovany, coz ptispiva k heterogenité GBM a jeho rezistenci vici terapii. [34]
GSC z hypoxickych oblasti nddoru se vyznacuji vysokou hladinou nuklearniho faktoru
kappa B (NF-kB) a vysokou expresi prozanétlivych gent. Peritumorova oblast je takeé
charakteristicka vysokou hladinou NF-kB, ale nizkou expresi prozanétlivych geni. GSC
z jadra nadoru vykazuji vysokou proliferacni kapacitu a nizkou expresi diferenciac¢nich
markeri. Ve srovnani s periferii, jadro nadoru se li§i genetickymi abnormalitami.
V nekrotickych oblastech nadoru je vyrazné hypoxické prostfedi se zvySenym vyskytem

GSC s expresi markert CD133 (CD133+) a nestin. Periferni oblasti tumoru se vyznacuji
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zvySenou vaskularizaci, expresi diferencia¢nich markert, citlivosti k chemoterapii, nizkym
indexem proliferace a mensim mnozstvim GSC. [33]

Na zakladé¢ molekularni analyzy jsou GSC Kklasifikovany do dvou fenotypové
odlisnych podtypti: proneurdlni a mezenchymalni. Mezenchymalni GSC jsou spojovany
s horsi prognézou, vyssi proliferaci a radiorezistenci. Terapie ¢i jiné zmény TME mohou
vyvolat dynamicky ptechod z jednoho podtypu v druhy. [35] V zavislosti na stavu TME
a stupni tumorogeneze se GSC vyskytuji v klidovém nebo v proliferativnim modu. Nizka
hladina kysliku indukuje u GSC posun z proliferativniho moédu do klidového, ktery je
charakterizovan reverzibilni zastavou bunék v GO fazi a vyssi odolnosti vici 16cbé. [34]

GSC lze identifikovat na zakladé urcitych molekul exprimovanych typicky u téchto
bunék. Uzivanymi biomarkery jsou povrchové molekuly CD133, CD15, CD24 a CD44;
transkripcni faktory SOX2 (z angl. sex determining region Y box 2; SRY-box2) a Oct-4
(z angl. octamer-binding transcription factor 4); proteiny nanog anestin. [30] [31]
Intracelularni molekuly nelze vyuzit pro izolaci zivych bunék. [33] Nejuzivangj$im
markerem je povrchovy glykoprotein CD133, pomoci kterého 1ze sledovat diferenciaci GSC,
kdy dochazi ke snizeni jeho exprese na povrchu bunék [27] Markery GSC nejsou zcela
specifické, v nekterych ptipadech jsou pouzivany specifictéjsi kombinace vice markert. Pro

diagnostiku v klinické praxi nejsou prozatim vyuzivany. [30]

5.1.1.1.2 Nadorové niky

Perivaskularni nika (Obrazek 3) se vyskytuje v bezprostiednim okoli cév vyzivujicich
nador, které se vyznacuji abnormalni strukturou a funkci. [31] Cévy jsou dilatované
a propustné, dochazi tak ke zménam pritoku krve, které ovlivni zasobeni tkané kyslikem.
[36] Perivaskularni nika slouZzi jako zadsobnik GSC. Je sloZena z mnoha typl bunék (napf.
endotelialnich, pericytt, makrofagl, neutrofili, GSC a dalSich) a latek, diky kterym
poskytuje podpiirné prosttedi pro GSC. Vyznacuje se t€z silnou abnormalni nepravidelnou
vaskularizaci. Krevni kapilary nejsou pravidelné obklopeny pericyty, jak je tomu ve zdravé
tkani. Angiogeneze je indukovana angiogennimi faktory v ¢ele s VEGF, ktery zpisobuje
odchlipeni pericyti a degradaci bazalni membrany krevnich cév, jejichz nasledkem jsou
prosakovani a mikrohemoragie. [25] TGF-B je exprimovan v blizkosti kapildr nadoru
a podporuje zivotaschopnost kmenovych bunék, stejné jako aktivaci opravnych mechanismil
DNA a expresi matrixové metaloproteindzy 9 (MMP9), ktera se podili na invazi bunék a je
biomarkerem progrese nadoru. [32] GSC a perivaskularni nika spolu vzajemné interaguji

aovliviiuji se. GSC plsobi na perivaskuldrni niku skrze produkci vysokych hladin
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angiogennich faktori véetn¢ VEGF a tim vyvolavd zmény v cévni siti GBM vcetné
mikrovaskularni hyperplazie. [32] [37] GSC maji schopnost diferenciace v jiné typy bunék,
napf. pericyty, které jsou nutné pro tvorbu nik. [36]

V mistech oslabené¢ vaskularizace dochdzi k pomalejSimu pritoku krve
a nekonzistentnimu okysli¢ovani dané oblasti. Vznikaji tak lokalni mista hypoxie, ktera se
pfeménuji v mista nekrotickd, pokud dojde k ucpani cévy a k tiplnému odtiznuti od piivodu
okyslicené krve. Okolni buiniky reaguji na vznik nekrozy prodlouzenim svych jader
a sefazenim do pravidelnych fad kolem nekrozy do tvaru tzv. palisady, jez je typickym
morfologickym znakem GBM. Tyto burky se vyznacuji nizkou mirou proliferace a migruji
smérem z mista centralni nekrézy. Pseudopalisadové oblasti spolu s nekrotickym jadrem
tvoti hypoxickou niku (Obrazek 3), né¢kdy nazyvanou perinekrotickd nika. Hypoxicky stres
vytvaii subpopulaci buné€k ptizptisobenou k pteziti za podminek s omezenym piijmem zivin.
Rovnéz dochazi k Warburgové efektu, kdy nadorové bunky spotiebovavaji vice glukdzy
a premeénuji ji na laktat. [32] Z nekrotické tkan¢ v centru hypoxické niky jsou uvolnovany
prozanétlivé signaly do okolniho mikroprostiedi. Hypoxické prostiedi podporuje expanzi
GSC prostrednictvim proteintt HIF-1 a HIF-2 (z angl. hypoxia-induced factor). Podjednotky
alfa téchto proteinti se vyskytuji v hypoxickych oblastech a po translokaci do buné¢ného
jadra, kde vytvaii heterodimery s podjednotkami beta, funguji jako transkripcni faktory
hypoxickych gent. [38] [39] Proteiny (napf. nanog, notch, TGF-1, VEGF, IL-8), jezZ jsou
takto indukovany hypoxickym mikroprostfedim, jsou zapojeny do metabolismu GSC —
jejich sebeobnovy, udrzovéani fenotypu, migrace a invaze, schopnosti tumorogeneze,
zapojeni do angiogeneze, dediferenciace a do ochrany pred chemoterapii a radioterapii. Tim
umociiuji pluripotentnost GSC a podporuji rist a progresi GBM. [40] [41] [42] Hypoxie také
zvySuje transdiferenciaci GSC do bunék podobnych endotelu a podporuje jejich zaclenéni
do nédorovych cév, a proto je v mnoha pifipadech pozorovana mikrovaskularni hyperplazie
v tésné blizkosti pseudopalisddové nekrdzy. [43] [44] Tyto zmény jsou vyznamnymi
prognostickymi markery, jez signalizuji Spatnou prognézu u difuznich gliomi a jejich
vysoky stupeni malignity. [25] Hypoxicka/perinekrotickd nika indukuje metabolické zmény
GSC, které umoznuji jejich pfeziti v podminkach s omezenym piisunem Zivin, expresi
klidového fenotypu odolného viici 1€¢bé a infiltraci zdravé tkané. [34]

Ptechod mezi nddorem a zdravou tkéni tvofi invazivni niku (Obréazek 3), jez
predstavuje specifické mikroprostfedi. Je zde funkéni krevni sit, kterd usnadiiuje invazi
nadorovych bunck do okolni zdravé tkan€. [25] Ve vétsi mite se zde vyskytuji mikroglie,

astrocyty, oligodendrocyty, GSC. [34] Buiiky maji dobfe vyvinutou schopnost migrovat do
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okolni zdravé tkan¢. Migrace a invaze GSC je podporovana solubilnimi faktory z TME,
jakymi jsou napt. TGF-B1 (z angl. transforming growth factor B1) a adenosin. TGF-1 je
vyluCovan mikrogliemi a aktivuje receptor TGF-B2 na GSC, ¢imz zvySuje bunécnou invazi.
Hypoxie podporuje extracelularni produkeci adenosinu v GSC, ktery dale reguluje bunécénou
migraci a invazi pfes receptor adenosinu A3. [45] Invaze bunék GBM do okolni zdravé tkané
¢ini tplnou chirurgickou resekci nemoznou a je ¢astecné zodpovédnd za recidivu nadoru.
[25]

Vaskularni abnormality mohou ovlivnit funkci hematoencefalické bariéry (z angl.
blood-brain barrier; BBB), ktera je sloZzena z endotelidlnich bun€k tvoficich kapilary,
pericytil a astrocytll. Jeji spravné fungovani je velmi dilezité, nebot’ oddéluje mozkovou
tkan od obéhového systému, je selektivné permeabilni a reguluje tedy pfenos iontli a molekul
mezi tkani a krvi. Diky BBB je tkan mozku do zna¢né miry také izolovana od imunitniho
systému. Komunikace mezi CNS a imunitnimi buiikami je vysoce regulovana a selektivni.
[25] [46] U GBM byly s riznou mérou pozorovany vyssi propustnost BBB a selhani jejich
bariérovych vlastnosti v celé jeji plose. Mista BBB u GBM vyznacujici se nadmérnou
vaskularizaci a pozménénymi vlastnostmi jsou nazyvana hematoencefalickd nédorova
bariéra (BBTB). Zména propustnosti BBB v diisledku ptisobeni GSC a zvysené hladiny
VEGF umoziuje prosakovani plazmy a tekutiny do nddorové tkané a vyvolava intersticialni
tlak a edém mozku. BBTB umoziuje transport nékterych latek a bunék, které pres BBB
neprojdou. K nadorové tkani GBM se tak mohou v oblastech BBTB dostat napft. cirkulujici
imunitni buiiky, imunoglobuliny nebo nékteré protinadorova léciva. [25] [47]

Makrofagy asociované s nadory (z angl. tumor-associated macrophages; TAM) jsou
nejcastéji se vyskytujicimi zanétlivymi buikami infiltrujicimi GBM, které tvoii az 30 %
masy GBM. [31] [42] Jejich vysoké zastoupeni je spojovano s hor$i prognézou. Akumulace
pronddorovych TAM v nik4ch indukuje sekreci prozanétlivych cytokini (RAGE, COX2,
NF-kB) ve vétsi mife, coZ prispiva k progresi nadoru a Zivotaschopnosti GSC. [31] TAM se
vyskytuji ptevazné v blizkosti CD133+ GSC kolem krevnich cév a v nekrotickych oblastech,
coz umoznuje interakce TAM s GSC. [36]

TME je velmi dynamickym prostfedim, které je ovliviiovano nejen chemickymi
faktory jako pH nebo mnozstvi kysliku, ale i mezibunéénymi interakcemi, bunénymi
metabolickymi produkty a zménami v bunééném slozeni. Na komunikaci mezi nadorem
a okolnimi buiikami se podileji cytokiny, chemokiny, enzymy a rlstové faktory. Dale jsou

k interakcim v extraceluldrnim prostfedi vyuzivany exozomy, volnd DNA, nekodujici RNA,
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horizontalni pfenos DNA ¢i mezerové spoje. Dulezity zdroj pfenosu informace ptedstavuji

cirkulujici nddorové bunky. [23]

5.1.1.2 Standardni postup lé¢by

Standardni terapie GBM spocivd v maximalni chirurgické resekci a nasledné
radioterapii a chemoterapii. Je podrobné popsdna v Adaptovaném doporuceném postupu:
Gliomy mozku — diagnostika a 1écba [48] aktualizovaném v roce 2022 a dostupném
v Narodnim portalu klinickych doporu¢enych postupt.

Radiacni terapie (RT) pusobi pfimo nebo prostfednictvim reaktivnich forem kysliku
(ROS), které interaguji s makromolekulami DNA, lipidi a proteini. Bunky reaguji
zahdjenim opravnych mechanismti a aktivaci kinazovych drah kontrolnich bodu, které
zpomaluji bunéény cyklus, aby mohla probihat oprava DNA. V ptipadech, kdy je DNA
nevratné poskozena, je indukovadna apoptdza nebo senescence nebo mitoticka katastrofa
anasledn¢ bunka ztradci reprodukcni schopnost. Timto mechanismem mutze RT branit
nadorovym buinkam v dal$i proliferaci. Teoreticky mtze byt kazd4d (nddorovd) bunka
usmrcena pomoci RT s dostateCnou intenzitou, kterd je vSak omezena kapacitou okolni
zdravé tkané. Nastaveni davky zéafeni pii RT je ovlivnéno obéma protichidnymi faktory.
Razné subpopulace nadorovych bun¢k se mezi sebou lisi v reakei na RT, GSC se fadi k méné
radiosenzitivnim buiikdm. [26] Radiorezistence GSC je spojena se zménami
v mechanismech aktivace kontrolnich boda v reakci na poSkozeni DNA. U ozéafenych GSC
nesoucich glykoprotein CD133 (CD133+) byla pozorovana niz$i aktivace kaspazy 3
a pomalej$i nastup apoptézy, ve srovnani s CD133- buitkkami. Po ozafeni CD133+ bunck
byla také pozorovana v reakci na poskozeni DNA vyrazn€ zvySena aktivace nékolika
proteinli kontrolnich bodi (napt. kindz Chkl, Chk2, ATM a proteinu RAD17). Navic byla
detekovana u GSC nadmérna exprese genll spojenych s opravnymi mechanismy — RADS5 1,
BRCAI a BRCA2. [49] Dal§im faktorem ovliviiujicim reakci nddoru na RT je mikroprostiedi
ajeho interakce s GSC. [25] [27] Vzhledem k tomu, Ze RT piisobi 1épe na rychle proliferujici
buiiky, GSC v klidovém stavu jsou 1épe chranény a mohou pak zptsobit recidivu. [26]

Temozolomid (TMZ) je peroralni alkylaéni cytostatikum pro lécbu GBM
a anaplastickych astrocytomti uzivané od roku 2005. TMZ je maléd lipofilni molekula
(194 Da), ktera prochazi hematoencefalickou bariérou. Podstatou jeho ucinku je navazani
methylové skupiny na purinové baze do polohy N’ a O° guaninovych zbytkl
a N? adeninového zbytku béhem replikace DNA. Alkylace guaninu/adeninu vede

k nespravnému parovani bazi a nasledné k zastaveni celého bunécného cyklu v G2/M fazi
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akapoptoze. [30] [50] VySe zminénd MGMT demethyluje mutovanou bazi
O°-methylguanin zpét na guanin a u¢inné tim brani zastaveni bun&éného cyklu. O%-alkylové
skupina je pienesena na aktivni misto MGMT, ¢imz je enzym deaktivovan a poté
degradovan pomoci ubikvitin-proteazomového systému. [50] Aktivita MGMT zvySuje
rezistenci pacientii vici 1écbé TMZ. Nekteti pacienti vykazuji rezistenci vaci TMZ i pies
hypermethylaci promotoru genu pro MGMT, coz naznacuje, Ze existuji dalsi faktory
ovlivitujici chemoterapeutickou rezistenci (napf. mikroprostiedi a v ném obsazené

biomolekuly). [30]
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5.2 Vybrané biomolekuly

5.2.1 CD molekuly

V membranach na povrchu bunék se vyskytuji molekuly s riznymi funkcemi, které
jsou souhrnné oznacovany jako CD (z angl. cluster of differentiation) molekuly. Mezi nimi
se nachazi napf. receptory, ligandy nebo adhezni molekuly (angl. cell adhesion molecule;
CAM). Zastoupeni CD molekul je typické pro rtizné typy buné€k i pro jejich diferenciacni
a proliferacni stddia a mohou byt tak vyuzivany jako markery hledanych bunck. Nekteré
CD molekuly jsou charakteristické pro patologické stavy bunék nador a mohly by byt cilem
pti 1é¢bé za pomoci monoklondlnich protilatek. [51] CD molekuly jsou obecné pouzivany
k identifikaci a izolaci kmenovych nadorovych bunék (z angl. cancer stem cells; CSC); napf.
CD44 je detekovana na membranach CSC u buné€k rakoviny tlustého stfeva, jicnu, zaludku,
slinivky, prsu, vaje¢niki, prostaty, plic a mozku; CD133 je spojovana s rakovinou tlustého
stieva, jicnu, zaludku, slinivky, plic, vajeCnikil, prostaty, jater, klize a s gliomy. Vyskyt
CD molekul se u jednotlivych nadorovych onemocnéni 1isi a k jejich vyzkumu je potieba
pfistupovat individualné pro dany typ nédoru. K identifikaci a izolaci CSC se pouzivaji

kombinace téchto markert charakteristickych pro dany typ vySetifovaného nadoru. [26]

5.2.1.1 Adhezni molekuly

Adhezni molekuly zvySuji pfilnavost bun€k, ic€astni se prenosu signalu mezi bunkami
a podileji se na interakci buiky s okolnim prostfedim. Jsou soucésti procesti jak
fyziologickych (proliferace, signalizace, diferenciace, obnova tkéni, imunitni reakce), tak
1 patologickych (angiogeneze, zanét, metastazovani). [52] [53] [54] Cytokiny mohou
indukovat zvySenou expresi adheznich proteint a tim aktivaci ptislusnych bun¢k v signalni
kaskadé. Nadmérna exprese mize zpisobit poruchy mikrocirkulace a poskozeni tkani. Podle
strukturnich vlastnosti se déli na ¢tyii podskupiny: integriny, kadheriny, selektiny a adhezni

molekuly imunoglobulinové rodiny. [51]

5.2.1.1.1 ICAM-1/CD54

Intercelularni adhezivni molekula (ICAM-1), patfici do imunoglobulinové rodiny
(IgSF), je transmembranovy glykoprotein, jehoZ velikost se pohybuje v rozmezi 60-114 kDa
v zavislosti na rozsahu glykosylace. [55] Je sloZzen celkem z péti domén — z N-koncové

dvoudoménové struktury (D1 a D2) a ze tii C-terminalnich domén (D3, D4, DS5). [56]
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Na extracelularnim C-konci tohoto glykoproteinu dochéazi k interakci s jinymi proteiny,
hydrofobni ¢ast prochazi membranou.

Gen pro ICAM-1 se nachazi na kratkém raménku 19. chromozomu (19p13.2),
obsahuje sedm exonli oddélenych Sesti introny. [57] V populaci bylo popsano nékolik
jednonukleotidovych polymorfismii (SNP) tohoto genu, nékteré jsou asociovany s uréitymi
chorobami. [58] Regulace exprese ICAM-1 probiha bunééné specifickym zplisobem a zavisi
na dostupnosti specifickych receptori pro extracelularni signaly a pozadovanych
transkrip¢nich faktort. Transkripce genu pro ICAM-1 je regulovana prostiednictvim NF-«kB,
ktery muze byt indukovan nejriznéjSimi transkripénimi faktory. Posttranskripéné miize
dochdzet k alternativnimu sestiihu a tim ke vzniku nékolika variant tohoto proteinu vcetné
jeho rozpustné formy (sICAM-1). [59]

Tyto adhezivni molekuly se vyskytuji v riznych typech bunék nejen imunitniho
systému (granulocyty a lymfocyty), ale i ve fibroblastech a endotelidlnich buiikach. [60]
Jejich funkce je ovlivnéna riznymi faktory napt. alternativnim sestfihem, mirou
glykosylace, hypoxii v mikroprostiedi ¢i molekulami miRNA. Podileji se hlavné na migraci
leukocytl z krevnich cév do tkani. Ve fyziologickém stavu danych bun€k jsou molekuly
ICAM-1 exprimovany na povrchu bun¢k v nizSich koncentracich. ZvySena exprese je
indukovana prozanétlivymi cytokiny napf. tumor nekrotizujicim faktorem (TNF-a),
interleukinem 1 (IL-1) a interferonem (IFN), odpovéd’ na zvySenou hladinu cytokind je
specifickd a méni se v zavislosti na typu bunky. [60] [61] Vys$si hladina ICAM-1 zesiluje
imunitni odpovéd’ a zvySuje pocet leukocyti v misté zanétu. Integriny, jez jsou exprimovany
na leukocytech, interaguji s prvni atfeti doménou molekuly ICAM-1, které obsahuji
potfebnd vazebnd mista. [62] [56] Hladina exprese ICAM-1 také roste v souvislosti
s virovou infekci, oxida¢nim stresem nebo kyselinou retinovou. Na druhé strané exprese
ICAM-1 je inhibovéna glukokortikoidy. [57]

Exprese ICAM-1 hraje dulezitou roli pti patofyziologickych stavech - aterosklerdze,
autoimunitach a nadorech (napft. u rakoviny plic, zaludku, zlu¢niku, slinivky, prsu a prostaty
a také v gliomech). [52] [54] [63] U gliomi vys$ich stupiiti (véetné GBM) byla detekovéana
pfitomnost ICAM-1, u gliomd nizSich stupnii byl ICAM-1 slabé exprimovan pouze
v nékterych ptipadech. U vétSiny glioml prvniho a druhého stupné nebyla piitomnost
ICAM-1 potvrzena, stejn¢ jako nebyla nalezena ve zdravé mozkové tkéani. [64] ICAM-1
a VCAM-1 se podileji na interakci mezi GBM a imunitnimi buitkami a maji klicovou roli
pfi adhezi rakovinnych bunék k endotelu v zanétlivém mikroprostfedi, kde je obecné

ICAM-1 exprimovan ve vyssi mife. [65] Krevni cévy ptritomné v GBM jsou velmi
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heterogenni a vyznacuji se permeabilitou, angiogenezi a zvySenou expresi ICAM-1, ktera
muze byt dale zvySovana ionizujicim zafenim. [66] [67] I[CAM-1 se tak podili na rozvoji
postradiacnich zmén zanétlivého charakteru. [68]

Exprese ICAM-1 v GBM tkani je téz indukovana tkanovym nedostatkem kysliku,
ktery je typickym rysem mnoha solidnich nadorti vcéetné GBM a ovliviluje jejich
zivotaschopnost. [69] ICAM-1 je také zapojen do procesu migrace a invaze bunck GBM
rezistentniho vic¢i chemoterapii. [70] Inhibice ICAM-1 snizila invazi gliomu in vitro
1in vivo. [71]

Solubilni izoforma molekuly ICAM-1 (sICAM-1) je odvozena z mRNA transkriptu
postradajiciho transmembranovou doménu, ale vznikd 1 proteolytickym Stépenim
membranové vazané formy. [72] Jeji exprese je také bunécné specificka. Tato izoforma je
detekovatelna v séru zdravych jedinci, zvySena hladina poukazuje na zanéty a malignity.
Rozpustné formy adheznich molekul, SICAM-1 a sVCAM-1, hraji roli v procesech bunécné
proliferace i invaze nadoru a angiogeneze. [73] Vyssi hladina SICAM-1 v séru se vyskytuje
u pacientl s aterosklerézou, ischemickou chorobou srdecni, s roztrousenou sklerdzou,
nékterymi typy rakoviny (napf. rakovina prsu a plic, kolorektalni karcinom) a vypovida
o mife zanétu. V nckolika studiich bylo vyuzito sledovani hladiny sICAM-1 v séru jako
nastroj k monitorovani 1éCby a reakci na 1€civé latky. [55] Podle dostupnych studii neléceni
pacienti s GBM nevykazovali vyssi hladiny SICAM-1 v séru oproti kontrolni skuping. [74]
[75] Tyto rozdily mezi odliSnymi typy nadorovych onemocnéni pravdépodobné reflektuji
rozdily v imunitni odpovédi uvnitt a vné mozku. V dostupné literatufe nebyl nalezen
dostatek dat pro zhodnoceni urovné hladiny SICAM-1 v mozkomisnim moku v souvislosti
s GBM. lonizujici zéafeni indukuje zvySeni sICAM-1 v mikroprosttedi GBM 1 v séru
a expresi ICAM-1 v exponovanych buiikach. [59] [76]

V nékolika experimentech byly zkoumany rozlicné latky a jejich vliv na expresi
(s)ICAM-1 v GBM bunécnych liniich. V bunkach vystavenych expozici interleukinu-1
(IL-1B) byla pozorovéana zvySena hladina ICAM-1 nasledovéana zvySenymi interakcemi mezi
GBM buiikami a monocyty, které ovliviiuji progresi nadoru. Mnozstvi SICAM-1 v GBM
mikroprostiedi také rostlo v zavislosti na expozici IL-1fB. [77] IL-1B je jeden z hlavnich
cytokinli v zanétlivém mikroprostitedi nadoru. V GBM bunécéné linit U-87 MG byla
potvrzena piitomnost ICAM-1 v jadie acytoplazmé, hladina exprese korelovala
s koncentraci pfidané all-trans-retinové kyseliny (ATRA). [78] Na druhé strané
antiangiogenni cytostatikum tivozanib snizilo hladinu exprese ICAM-1 a tim 1 adhezivni

schopnost GBM bun¢k. [79] Lécebné podavany melatonin inhiboval IL-1B indukovanou
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expresi [ICAM-1 a VCAM-1 v zavislosti na ddvce. Lécba melatoninem pravdépodobné
prerusi interakci mezi endotelialnimi bunikami a neutrofily zprostfedkovanou ICAM-1. [80]

Studie ukazuji, ze ICAM-1 napomaha invazi a migraci GBM bun¢k a je tedy
povazovan za pronaddorovou molekulu. [70] U karcinomu plic, zaludku, prsu a dutiny astni
se tato molekula také podili na podpofe rakovinového bujeni. Na druhé stran€, zvySena
exprese ICAM-1 detekovana u kolorektalniho karcinomu a Non-Hodgkinova lymfomu

v

korelovala s ptiznivéjsi prognozou. [55] [81] [82] [83] [84]

5.2.1.2 Prominin-1/CDI133

Prominin-1, znamy jako CD133, je exprimovan v kmenovych bunikach véetné¢ CSC
a v epitelidlnich buiikdch mnoha tkani napt. mlécné zlazy, varlat, placenty, prudusSnice
a traviciho traktu. DileZitou ulohu mé také ve fotoreceptorovych buiikach, na bi¢icich
spermii béhem spermatogeneze a v diferenciaci neuroepitelidlnich bunék. Jeho exprese je
davana do souvislosti s nékterymi onkologickymi onemocnénimi napft. rakovinou zaludku,
prsu, vajecniku, plic, slinivky, prostaty, s melanomem a s gliomy. [85]

Prominin-1 (CD133) je transmembranovy glykoprotein, kterého tvofi tfi extracelularni
N-termindlni domény, tfi intraceluldrni C-terminalni domény a pét transmembranovych
domén (Obrazek 4), jez ho rozdéluji na dveé velké extracelularni a dvé mal¢ intracelularni
smycky. V extracelularnich smyckach obsahuje devét N-glykosylaénich mist a v zavislosti
na mife glykosylace se vysledna velikost proteinu pohybuje v rozmezi 70-120 kDa.
Glykosylace méni celkovou terciarni strukturu a stabilitu CD133. [86]

CD133 se vyskytuje v membranovych strukturdch apikalnich bunéénych povrchl
napt. v mikroklkdch a v stereociliich. V interakci s lipidovymi rafty (membranoveé
mikrodomény bohaté na cholesterol, sfingolipidy a gangliosidy) je soucasti organizace
bunécné membrany a signalizace. [85] Mimo membranu byl detekovan pfedevsim v jadrech
nadorovych bun€k napt. karcinomu prsu, kolorektdlnim karcinomu a nemalobunééném

karcinomu plic. [85] [87]
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Obrazek 4: Struktura promininu-1 / CD133. Pievzato a upraveno z [86].
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Gen PROM1 se nachézi na kratkém raménku 4. chromozomu (4p15.32), obsahuje
34 exontl a pét alternativnich promotorovych sekvenci (P1-P5), které koduji rizné izoformy.
[88] P1-P3 jsou lokalizovany v oblasti CpG ostriivku a jejich aktivita je ovlivnéna methylaci,
ktera neptimo koreluje s mnozstvim mRNA CD133 v riznych rakovinovych bunéénych
liniich. Methylace promotorG by mohla vysvétlit ztrdtu povrchové exprese
v diferenciovanych bunkdch a mohla by poslouzit jako potencionalni epigeneticky
biomarker pro stanoveni prognézy a lécby. Hypoxické mikroprostiedi prostfednictvim
HIF-1a zvySuje expresi OCT4 a SOX2, kter¢ jsou pfimo spojeny s P1 a zvySuji tak expresi
CD133 v rakovinnych buné¢nych liniich. [89] Zména exprese CD133 byla pozorovana
1 v zavislosti na inhibici enzymt podilejicich se na modifikaci histontl. [89] Alternativnim
sestithem muze vzniknout 1 vice nez 28 variant proteinu CD133, jednotlivé varianty jsou
tkanove specifické a mohou plnit mirné odlisné funkce. [90] Nadto glykosylace zvysuje
pocet moznych variant CD133 a ztéZuje proces identifikace tohoto proteinu. [89]

Navzdory ne zcela jasné funkci CD133 byl tento protein nalezen u vice typt nadort.
To svéd¢i o tom, Ze suprese CD133 indukuje zménu lokalizace B-kateninu, jehoz aktivita

v signalni draze Wnt je pak snizena. [86] Tato draha hraje daleZitou roli pii sebeobnové
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a diferenciaci CSC. [91] Rada studii prokézala, ze CD133 uzce koreluje s velikosti nadoru,
horsi prognézou, vyssi mirou metastdz do lymfatickych uzlin a rezistenci viici terapii. [90]

CD133 je vyuzivan pro identifikaci a izolaci kmenovych bun€k z rozlicnych tkani
(kostni dien, mozek, ledviny, prostata, jatra, slinivka, kize) i CSC (rakovina prostaty,
slinivky, plic, tlustého stfeva, vajecnikll). [89] Predstavuje jeden z hlavnich markert pro
izolaci populace CSC predevsim z gliomid a melanomi. Kvuli velkému mnozstvi variant
CD133 je v nekterych ptipadech identifikace CSC pouzita kombinace vice markert. VétSina
studii dokazuje, Ze bunky CD133+ se podileji na iniciaci nadort, kdezto buiikky CD133- tyto
vlastnosti postradaji. [90] Molekula CD133 muze byt maskovdna a bunky CD133- pak
vykazuji stejny ucinek jako bunky CDI133+. Toto zkresleni je zplsobeno rozdilnou
glykosylaci, alternativnim sestfihem, epigenetickymi modifikacemi ¢i mikroprostiedim
nadoru. [89]

Pro identifikaci molekuly CD133 imunohistochemickymi metodami a prutokovou
cytometrii je zapottebi specifické protilatky. Mira glykosylace ovlivituje interakci mezi
CD133 a danou protilatkou. Dva glykosylované epitopy, které jsou nejcastéji vyuzivany,
mohou byt nedostupné pro danou interakci v disledku rozdilné glykosylace nebo
alternativniho sestiihu. Dochdzi i ke kiizovym reakcim mezi protilatkou a jinymi podobnymi
glykosylovanymi oblastmi. [86] Vysledkem je, ze jednotlivé protilatky nejsou schopny
rozeznat vSechny sestiihové a glykosyla¢ni varianty a miize tedy dochazet pfi experimentech
k nekonzistentnosti vysledka. [90]

Exprese CD133 koreluje s klinicko-patologickymi parametry u gliomt a zvysuje se se
stupném malignity. [91] U pacientd s GBM je vysoka exprese CD133 spojovéana s horsi
prognozou a také recidivou. [87] [92] V neposledni fadé mlize CD133 regulovat expresi
VEGEF a tim se podilet na neovaskularizaci a angiogenezi a podporovat tak progresi GBM.

[85]
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5.2.2 Nekédujici RNA

V lidském genomu bylo identifikovano ptes 20 000 genii (Obrazek 5) a vice nez
100 000 transkriptd, které nejsou dale translatovany a nekdduji proteiny. [3] Nekodujici
RNA (ncRNA) jsou velkym heterogennim souborem funk¢nich molekul RNA, které jsou
transkribovany z riznych mist v celém genomu. I kdyz nejsou translatovany do proteind,
maji dulezitou roli v bunéénych fyziologickych procesech a v regulaci genové exprese.
Dilezitost nekddujiciho transkriptomu potvrzuje piima korelace mezi podilem ncRNA

v genomu organismu a jeho vyvojovou slozitosti. [93] [4]

Obrazek 5: Rozlozeni kodujicich a nekddujicich genti v lidském genomu podle ENCODE
Release verze 45 [94]. LncRNA — dlouhé nekodujici RNA, sncRNA — kratké nekddujici
RNA.

LIDSKY GENOM — KODUJICi & NEKODUJICI GENY

IncRNA

sncRNA

PROTEIN
KODUJICI
GENY PSEUDOGENY

Na zékladé€ jejich funkce se ncRNA déli na dvé skupiny — provozni (housekeeping)
ncRNA a regulaéni ncRNA. Do prvni skupiny patifi molekuly ncRNA, které jsou
transkribovany ve vSech bunkéch stejnym zptisobem a tadi se k nim napft. ribozomalni RNA
(rRNA), transferovd RNA (tRNA) a mal¢ jaderné RNA (snRNA). Molekuly RNA
s regulacni funkci ovliviiuji nejen expresi genl kodujicich proteiny, ale i jiné molekuly
RNA. Na zakladé délky transkriptu jsou déleny na kratké a dlouhé nekodujici RNA
(IncRNA). Kratké nekddujici RNA se vyznacuji délkou pod 200 nukleotidl a patii k nim
napf. malé interferujici RNA (siRNA), mikroRNA (miRNA) a dal$i podskupiny, které se
lisi délkou a funkci. Transkripty o délce vétsi nez 200 nukleotidi patii do velké skupiny
IncRNA. [4] [95] Jejich celkovy pocet stale stoupa diky citlivéj§im metodam detekce a je

vetsi nez soucet vSech genil kodujicich proteiny. [96]
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5.2.2.1 Dlouhé nekodujici RNA
Molekuly IncRNA jsou velmi heterogenni a 1isi se délkou transkriptu (od 200

nukleotidii vySe), svoji funkci, umisténim v genomu a lokalizaci v bunkach ¢i tkénich.
Obvykle jsou transkribovany polymerazou II a ndsledné¢ mize dochazet k posttranskripénim
upravam. Svoji funkci se zapojuji do mnoha bunécnych procest vcetné diferenciace
aregulace exprese mnoha gend, ovliviiuji 1 epigenetické mechanismy. [4] [95] [97]
V buiikach byly detekovany v jadie, jadérku, cytoplazmé i v mitochondriich. [3] Existuji
dikazy o propojeni nékterych lidskych chorob véetné rakoviny s mutacemi a dysregulacemi
IncRNA, coz z IncRNA molekul déla potenciondlni terapeutické cile a biomarkery hiife
diagnostikovatelnych onemocnéni. [3]

Sekvence, z kterych jsou IncRNA piepisovany, se mohou vyskytovat téméf kdekoliv
v lidském genomu. Na zéklad¢ jejich umisténi v genomu lze molekuly IncRNA rozdé¢lit do
nékolika vétsich skupin (Obrazek 6). Sekvence pro intronové IncRNA se nachazeji
v intronech gent kodujici protein, intergenové IncRNA (lincRNA) v oblasti mezi dvéma
kédujicimi geny, enhancerové IncRNA (elncRNA) jsou lokalizovany v enhancerovych
oblastech gent kodujicich proteiny. Sekvence pro IncRNA mohou byt lokalizovany
ivoblastech DNA, kde se vyskytuji geny kodujici proteiny. Mohou se piekryvat jak
s exonovou, intronovou ¢i obéma ¢astmi genu, tak mohou piekryvat celou sekvenci genu
kodujiciho protein. Sekvence pro IncRNA mohou byt lokalizovany na obou vlaknech DNA
a transkribovany obéma smeéry. Genomové sekvence mohou byt vramci téchto
transkripénich jednotek sdileny nejen s kodujicimi oblastmi ale 1 mezi sebou v sense
1 antisense sméru. [3] [98]

Tyto sekvence jsou ve vétsin¢ piipadd transkribovany RNA polymerazou II,
vyjimecné RNA polymerdzou I nebo III. [99] Vzniklé transkripty mohou byt
posttranskripéné¢ modifikovany béznym zplisobem vcetné navazani 7-methylguanosinu na
5" konci, polyadenylace na 3" konci nebo sestfihu priméarniho transkriptu. [96] [97] Zpétnym
sestithem transkriptu mohou vzniknout cirkularni RNA (circRNA), které jsou dal$im
podtypem IncRNA. Tvoti kovalentné¢ uzaviené smycky a jsou rezistentni vici nukledzam.
Byly detekovany v krvi 1 mo€i, coZ z nich ¢ini potenciondlni biomarkery. Né&které jsou

spojovany s rakovinou hrtanu, zaludku, mocového méchyte, jicnu a s gliomy. [97] [98]
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Obrazek 6: Typy dlouhych nekodujicich RNA (IncRNA) podle jejich lokalizace v genomu.
Vytvoteno podle [100] pomoci Biorender.com.
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Exprese IncRNA je vysoce specifickd, rozdily byly detekovany mezi rozdilnymi
tkdnémi 1 bunikami, pii patofyziologickych stavech ¢i v zavislosti na cirkadiannich rytmech.
[97] [101] Skute¢nost, Ze IncRNA vykazuji vyrazn€ vyS$si stupenn tkanové specifity ve
srovnani s geny kodujicimi proteiny, pfispiva k teorii o IncRNA jako regulatorech genové
exprese ve specifickych typech bunck. [4] Nejvice riznych typi IncRNA bylo nalezeno
v mozku, ktery je slozen z velkého mnozstvi riznych typt bunék, které vyzaduji slozity
regulacni systém. Ten je ovliviiovan IncRNA, které maji dtilezitou roli pti vyvoji, udrzovani
neurontl a ovliviiuyji funkénost. Soubor IncRNA lidské mozkové tkdné€ se od primatt odlisuje
vyraznéji nez kddujici geny, velikost tohoto souboru koreluje s vyvojovou slozitosti
organismu. [4]

Dosavadni vyzkumy dosvédcuji zapojeni IncRNA do témét vSech procest regulace
genové exprese (Obrazek 7), vcetné inaktivace chromozomd, imprintingu, dynamiky

chromatinu, modifikaci proteind a stability nukleonovych kyselin. [102] Exprese IncRNA
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muze byt ovlivnéna riznymi faktory vcetné prostredi, stresu a patofyziologickym stavem
buniky. Geny pro IncRNA mohou podléhat epigenetickym modifikacim napt. methylaci
promotoru. [103]

U velkého mnozstvi IncRNA neni pfesna funkce dosud znama, podle lokalizace
IncRNA 1Ize predikovat jeji pravdépodobnou tlohu v buiice. Transkripty, které zlstavaji
v jadre, se podileji na regulaci genové exprese, modifikaci chromatinu a imprintingu. Ty,
které jsou transportovany do cytoplasmy, se ucastni sestithu mRNA, regulace translace,
mohou byt i prekurzory po sncRNA. [104]

Regulaci bunécnych procesti IncRNA ovliviluji za pomoci interakci RNA-RNA,
RNA-DNA, RNA-protein a tvorbou vétsSich komplexii. S DNA mohou tvofit heteroduplexy
nebo triplexy (RNA-DNA-DNA) a regulovat genovou expresi in cis i in trans. Cis pisobici
IncRNA (napt. Xist) reguluji expresi sousednich gend, trans plsobici IncRNA (napf.
HOTAIR) reguluji expresi gent na vétsi vzdalenosti i na jinych chromozomech. K interakci
mezi IncRNA a cilovymi molekulami dochdzi nejen na zaklade sekvence a parovani bazi ale
1 za pomoci strukturniho rozpozndvani. Diky své délce IncRNA mohou tvofit slozité
sekundédrni a tercidrni struktury, prostfednictvim kterych mohou interagovat s rliznymi
proteiny, regulatory, sekvencemi DNA i RNA. Tyto struktury také ovliviiuji mechanismus

ucinku danych IncRNA a jejich stabilitu. [105]

35



Obrazek 7: Schématické zndzornéni vlivu dlouhych nekodujicich RNA (IncRNA) na expresi
gentl (vytvoieno podle [106] pomoci Biorender.com). Molekuly IncRNA mohou ovliviiovat
genovou expresi nékolika moznymi zptisoby: Molekuly IncRNA ovliviiuji expresi inhibici
polymerazy II (1) nebo remodelaci chromatinu (2). Hybridizuji s pre-mRNA, obsazuji jejich
sestithova mista a indukuyji tak alternativni sestiih primarniho transkriptu (3). Vznikly duplex
muze interagovat s endoribonukleazou Dicer za vniku endogennich siRNA (4). LncRNA
vazbou k mikroRNA zptisobuji jejich umlceni (5). Spojenim se specifickym proteinem
IncRNA reguluji jeho aktivitu (6), jsou zapojeny do strukturnich a organizacnich roli buniky
(7), méni umisténi proteinu (8) a v neposledni fad¢ ovlivituji epigenetické procesy (9).
Z IncRNA mohou také vzniknout kratké nekodujici RNA (10). [42] LncRNA — dlouhé
nekodujici RNA; siRNA — malé interferujici RNA; RNApIl — RNA polymeraza II;
sncRNA — kratké nekodujici RNA; miRNA — mikroRNA.
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Existuji ¢tyfi zakladni molekuldrni mechanismy, jakymi IncRNA mohou interagovat
s okolnimi biomolekulami:

1. Signaly (angl. Signals) — Tyto IncRNA jsou transkribovany na konkrétnim misté
v konkrétni Cas. Jejich transkripce, ktera je specificka pro urcity bunécny typ,
indukuje aktivni signalni udalost.

2. Néavnady (angl. Decoys) — Transkripty IncRNA slouzi jako ndvnady pro cilové
proteiny, jejich navazanim je obsazeno vazebné misto a proteiny nemohou
interagovat s DNA. (Obrazek 8) Takto mohou interagovat s transkripénimi
faktory, represory, modifikdtory chromatinu i jinymi proteiny. Mohou také
interagovat s nékterymi miRNA. (Obrazek 9) Dané IncRNA pak ptisobi jako tzv.
houba (angl. Sponge) pro vybrané miRNA, tj. IncRNA se navaZze na miRNA
a tim blokuje jeji plisobeni.

3. Prlivodci (angl. Guides) — Tyto molekuly IncRNA fidi umisténi
ribonukleoproteinovych komplexti na konkrétni cilova mista. (Obrazek 10)

4. LeSeni (angl. Scaffold) — Transkripty funguji jako leSeni pro dal§i molekuly,
které se mohou navéazat na danou IncRNA a vytvofit tak ribonukleoproteinovy
komplex. (Obrazek 11)

Na zaklad¢ téchto mechanismii nelze striktné rozdélit IncRNA do ctyf skupin, protoze
pomérné velka ¢ast IncRNA vyuziva k regulaci bunéénych procesti vice nez jeden z vysSe

popsanych mechanismi a mohou tak vykonavat vice funkci. [98] [107]

Obrazek 8: LncRNA s funkci navnady (Decoy). Transkripty IncRNA slouzi jako navnady
pro cilové proteiny, jejich navdzanim je obsazeno vazebné misto a proteiny nemohou
interagovat s DNA. Vytvofeno pomoci Biorender.com.
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Obrazek 9: LncRNA s funkci houby (Sponge) interaguji s nékterymi miRNA. Dané IncRNA
pak piisobi jako tzv. houba (angl. Sponge) pro vybrané miRNA, tj. IncRNA se navaZe na
miRNA a tim blokuje jeji ptisobeni. Vytvoteno pomoci Biorender.com.
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Obrazek 10: LncRNA s funkei privodce (Guide) tidi umisténi ribonukleoproteinovych
komplexil na konkrétni cilova mista. Vytvofeno pomoci Biorender.com.
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Obrazek 11: LncRNA s funkci leSeni (Scaffolds) funguji jako leSeni pro dal$i molekuly,
které se mohou navazat na danou IncRNA a vytvofit tak ribonukleoproteinovy komplex.
Vytvoteno pomoci Biorender.com.
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Molekuly IncRNA provazeji téméf vSechny pochody v buiice, jsou zapojeny do jejiho
rustu, vyvoje i diferenciace. Jsou zapojeny v mnoha signalnich drahach vcetné p53, ucastni
se procesu produkce ristového hormonu, metabolismu glukézy, exprese cytokint, V(D)J
rekombinace imunitnich buné¢k i zanétu. [99] Mutace nebo zménéné exprese IncRNA mohou
zpusobit patofyziologické zmény a jsou spojovany nejen s nddorovymi onemocnénimi
a genetickymi chorobami (napt. fenylketonurie). Piestoze urceni piesné funkce dané
molekuly IncRNA je slozité (zména v expresi ve vétSiné piipadii nezpusobi vyraznou
fenotypovou zménu a nelze tak snadno propojit danou molekulu s funkci), nékterym
IncRNA byla na zaklad¢ studii pfif¢ena onkogenni (MALATI1, PCA3, HOTAIR, H19, ...)
nebo tumor supresorova schopnost (GASS, MEG3, TERRA a dalsi). [99] [98] Nékteré
IncRNA mohou vykazovat protichidné vlastnosti v zavislosti na typu rakoviny. Molekuly
IncRNA jsou specificky exprimovany u urcitych typil rakoviny a n€které z nich mohou byt
detekovany v krvi nebo v moci. S ohledem na pomérné velké mnozstvi riznych typh
IncRNA a jejich velkou tkanovou specifitu se IncRNA zdaji byt vhodnym biomarkerem.
Dobrym ptikladem mize byt IncRNA PCA3, jejiz zvySena exprese je typicka pro rakovinu
prostaty a muze byt spolu s dalsimi IncRNA MALAT1 a LincRNA-p21 detekovana
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neinvazivné v moci. Bylo dokazano, Ze hladiny exprese né¢kterych IncRNA specifickych pro
dany typ rakoviny koreluji s jeji agresivitou, stidiem, metastazemi ¢i prognézou. [98] [108]
Jsou také spojovany s rezistenci vici terapii a naslednou recidivou nadoru. [109]

Vzhledem kvelkému mnozstvi typi IncRNA vezdravé mozkové tkani
a intratumoralni heterogenit¢ GBM tkang, je nutné vzit v Givahu tyto transkripty pfi hledani
novych 1é¢ebnych postupti. Studie ukazuji spojitost mezi molekulami IncRNA (Tabulka 1;
strana 47) a mnoha procesy, které jsou zapojeny do vzniku a rtstu GBM. Transkripty
IncRNA jsou zapojeny do proliferace (TUG1), apoptézy bunck, imunitnich procesu
(DGCRS), migrace bunék, angiogeneze (H19), genomové nestability nadorovych bunék,
zmén metabolismu nadorové tkané, multipotence nédorovych bunék a do reakci na
poskozeni DNA. Mohou interagovat ptimo nebo skrze miRNA, za pomoci methylace nebo
ovliviiuji modifikaci chromatinu. [109] Regula¢ni roli maji IncRNA také v mikroprostiedi
GBM, kde mohou plisobit na cytokiny a rustové faktory. [110] Molekuly IncRNA ovliviiuji
rakovinné kmenové buiky a podileji se tak na tumorogenezi a recidivé a rezistenci vici
terapii. [ 109] Terapie zacilena na IncRNA by mohla v budoucnu pomoci s 1é€bou primarniho
1 recidivujiciho GBM. [109]

Profily exprese riiznych IncRNA v resekované tkdni mohou slouzit k uréeni stupné
gliomu a k jeho podtypu. [111]

V séru pacientl byly nalezeny vys$si hladiny IncRNA ANRIL, HOTAIR, LINC00641,
LINCO00565, MALATI1, SAMMSON, a snizena hladina GASS ve srovnani se zdravymi
kontrolami, tyto IncRNA se mohou stat potencionalnim  diagnostickym
biomarkerem. [2] [112] [113] [114] [115] [116][117] S ohledem na  nedostupnost
tkanovych vzorkl pro ucely v€asné diagnostiky a nejednoznacnosti zobrazovacich technik
v Casnych stadiich onemocnéni, poskytuje hodnoceni profilu exprimovanych IncRNA v séru
pacientli neinvazivni metodu pro ¢asnou detekci tohoto zhoubného nédoru, kterd by mohla

zvysit ispeésnost 1€cby.

5.2.2.1.1 PARTICL

Mezi IncRNA patii molekula PARTICL (z angl. Promoter of MAT2A-Antisense
RadiaTion Induced Cirlulating Long non-coding RNA), ktera je zapojena do regulace
exprese n¢kolika dal§ich molekul. Gen pro tuto molekulu je lokalizovan na kratkém raménku
druhého chromozomu (2p11.2) v promotoru genu MAT2A, ktery koduje podjednotku

methioninadenosyltransferazy (MAT) a skrze adenosylmethionin (SAM) se podili na
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dostupnosti methylu v buiice. PARTICL je transkribovan na 1432 bp dlouhy transkript,
jehoz pritomnost byla potvrzena analyzou EST ve vSech normadlnich lidskych tkanich,

Jako nékteré jiné IncRNA (napi. MEG3) se PARTICL muze ucastnit specifické
interakce s dvousroubovici DNA a vytvotit tak tzv. triplex (RNA-DNA-DNA), kdy se
jednovldknova molekula IncRNA spoji s dvousroubovici v jejim velkém zldbku a tento
komplex je stabilizovan tvorbou Hoogstenovych vazeb mezi molekulou IncRNA a vlaknem
DNA. [119] [120] Triplexova mista, kam se PARTICL muze navazat, byla nalezena
v mnoha riiznych genech a vybrané IncRNA mohou skrze tvorbu triplexu regulovat expresi
nékterych genii. Nejvice prostudovany jsou regulacni mechanismy zalozené na tvorbé
triplexu u zpétnovazebné regulace MAT2A a tumor supresorového genu WWOX, ktery je
lokalizovédn na Sestnactém chromozomu ve fragilni oblasti FRA216D a je zapojen do
regulace bunécénych procesii nezbytnych pro karcinogenezi. U pacientii s GBM je pozorovan
pokles exprese tohoto genu. Skute¢nost, ze nadmérné exprese WIWOJX je spojena se zvysenou
radiosenzitivitou GBM bunék dosvédcuje tumor supresorovou funkci WWOX. Hladina
exprese tohoto genu je regulovdna nékterymi cirkulujicimi IncRNA napt. PARTICL
a CircMTO1. [121] Aktivita promotoru genu WWOX je inhibovana zvySenou hladinou
PARTICL. [120]

Zvysend hladina PARTICL byla popsana u nékolika lidskych bunéénych linii po
vystaveni piisobeni nizkych davek zateni (0,25 Gy) v ndvaznosti na zvySeni exprese MAT2A.
(Obrazek 12) In vivo byla piechodné zvySena hladina exprese PARTICL detekovana
v zavislosti na expozici nizkych davek zareni v rozli€nych tkanich, v maligni tkani ve vyssi
urovni oproti zdravé kontrolni tkani. ZvySené hladiny PARTICL byly také pozorovany
v plazmé pacientil po radiacni terapii. [120] [122] [123] [124] [125]

Prozatimni vysledky ukazuji, Ze jedna z moZnych tloh cirkulujici IncRNA PARTICL
spoc¢iva v negativni regulaci tumor supresorovych gent. [78] [120] [123] [126] Na zaklad¢
dosavadnich studii 1ze fici, Ze zapojeni PARTICL do buné¢nych procesii je komplexni a jeho
exprese muze ovlivilovat chovani GBM na nékolika urovnich, stejné tak jeho exprese
a zavisejici geny miiZze byt ovlivnéna vice rozli¢énymi faktory. Pfesné mechanismy piisobeni
a dasledky je potieba déale zkoumat, nebot’ PARTICL hraje diilezitou roli v methylaci a tim

ovlivituje epigenetické mechanismy, které jsou podstatné nejen v procesu karcinogeneze.
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Obrazek 12: Exprese IncRNA PARTICL po expozici nizkych davek zafeni. Pievzato
a upraveno z [124]. MAT2A — methionin-adenosyltransferaza; MAT - podjednotka MAT2;
SAM — S-adenosyl-methionin; PRC2 — polycomb represivni komplex 2; G9A — lysin DNA
methyltransferaza; MVB — multivezikularni téliska
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5.2.2.1.2 GASS

Dalsi IncRNA, kterd je spojovana s mnoha typy nadorovych onemocnéni, je GASS
(z angl. Growth Arrest Specific 5). Snizend exprese této tumor supresorové IncRNA je
detekovéana u riznych typi rakoviny vcetné karcinomu mlécné Zlazy, rakoviny prostaty
ivajeénikit a délozniho Ccipku, kolorektalniho karcinomu, rakoviny zaludku, ledvin,
mocového meéchyie, plic, slinivky, endometria, ledvin, dale také u melanomu,
osteosarkomu, neuroblastomt a gliomt. [127] GASS se pfirozené¢ hromadi v buiikach po
zastavé ristu, kterd je vyvoldana napf. nedostatkem Zivin. GASS5 ovliviluje progresi
bunécéného cyklu a je nezbytny pro normalni zastaveni bunééného ristu. Vysoké hladiny
exprese GASS inhibuji progresi bunééného cyklu, zatimco sniZzena exprese GASS sniZuje

apoptozu a podporuje zrychlené déleni bunék. [127]
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Gen GAS3S, ktery byl poprvé popsan v roce 1988, je lokalizovan na 1g25.1 a obsahuje
12 exonil s kratkymi ¢tecimi ramci a 11 intront. [128] [129] Kromé IncRNA koduje malé
jaderné RNA (snoRNA), miRNA a PIWI-interagujici RNA a kratky peptid
(50 aminokyselin). Diky pfitomnosti alternativnich 5’-sestfihovych mist v sedmém exonu
mohou vzniknout dvé varianty IncRNA GAS5a a GAS5b. Gen obsahuje sedm nukleotidii
dlouhou 5 oligopyrimidinovou sekvenci, ktera mize ptsobit jako cis regula¢ni motiv. [130]
Gen GASS je vysoce polymorfni. [130] Nékteré in/del polymorfismy v genu GASS (napf.
rs145204276) ovliviuji transkripci a funkénost dané IncRNA bunécéné specifickym
zpisobem a jsou spojovany s nachylnosti aprogresem rakoviny. [131] [132]
GAS5-antisense-1 je transkript kddovany na opaéném fetézci, ktery je povazovan za tumor
supresor ve spojitosti s nemalobunéénym karcinomem plic. [133]

GASS ve své sekundarni struktufe se vyznacuje schopnosti pfimo interagovat s DNA
vazebnou doménou glukokortikoidniho receptoru v reakci na fyziologicky stres napf.
nedostatek zivin. (Obrazek 13A) Tato skutecnost ovliviiuje interakci mezi DNA vazebnou
doménou glukokortikoidniho receptoru glukokortikoidnimi responzivnimi elementy —
specifické palindromové sekvence DNA lokalizované v promotorech cilovych genti. GASS
tak jako kompetitivni inhibitor tohoto receptoru muze regulovat apoptézu. Komplementarni
sekvence obsazené v GASS mohou interagovat i s nékterymi jinymi receptory pro steroidni
hormony napft. androgennim a progesteronovym receptorem. V buiikach rakoviny prostaty
byla nalezena mutace téchto komplementarnich sekvenci, diky které GASS5 nemiiZe
interagovat s androgennim receptorem. [134]

Byly popsany tfi mechanismy, kterymi se GASS zapojuje do signdlnich drah
a bunécnych procesii. GASS muZe slouZit jako signalni molekula a miiZze byt velmi rychle
transkribovana jako ostatni molekuly IncRNA. Po specifické transkripci, kterd je aktivovana
danymi spoustécimi mechanismy, se Ucastni prenosu signalu v fad¢ dualezitych bunéénych
procesti. V bunkach lidské kolorektalni tkané je IncRNA GASS5 zapojena do aktivace
signalni drahy p53 skrze snoRNA a podili se tak pfimo na jeji regulaci. [129] GASS miZze
byt také navnadou (angl. Decoys; strana 37) a umlcet svym navazdnim nékteré dalsi
biomolekuly. (Obrazek 13B, Obrazek 13C) Kromé vyse popsaného mechanismu s vazebnou
doménou glukokortikoidniho receptoru se GASS vaze napt. na miR-21 (jedna z nejvice
studovanych onkogennich miRNA spojovanych se solidnimi nadory véetné GBM), ¢imz

zabranuje jejimu inhibi¢nimu navadzani na tumor supresorové geny PTEN a PDCD4
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a zvySuje tak jejich expresi. [129] Mezi dalsi miRNA spojenymi s gliomy, u kterych byla
pozorovana interakce s GASS, patfi napt. miR-222, miR-196a-5p, miR-10b, miR-18a-5p
amiR-34a. [135] [136] [130] Timto zptisobem GASS5 brani represi tumor supresorovych
genli zapojenych do inhibice bunécné proliferace, migrace, invaze a podpory bunécné
apoptdzy u nékterych nadorovych onemocnéni, jako je kolorektalni karcinom, karcinom
prsu a rendlni karcinom a také u bunécénych linii véetné¢ GSC. Dal§im zdokumentovanym
mechanismem pusobeni GASS je transportni funkce, kterda mize pomahat navadét (strana
37) dalsi biomolekuly ke specifickym mistim v bunice, napt. transkrip¢ni faktor E2F1 na

promotor genu pro inhibitor cyklin-dependentni kindzy 1. [129]

Obréazek 13: Tti mechanismy plsobeni IncRNA GASS. Pievzato a upraveno z [128].
GR- glukokortikoidni receptor; GRE — glukokortikoidni responzivni elementy.
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Regulace proliferace, apoptozy, migrace, invaze
a terapeuticke rezistence v nadoru

Mnozstvi GASS v buiice miize byt ovlivnéné také posttranskripéné, kdy v navaznosti
na vysokou aktivitu kindzy signalizani kaskddy mTOR (z angl. mammalian target of

rapamycin) v aktivné rostoucich bunikdch dochazi k degradaci téchto transkripti. [134]
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Exprese IncRNA GASS je snizena v rostoucich buiikach, ale zvySena v obdobi stagnace
rustu, coz odpovidd mensimu mnozstvi GASS v naddorové tkani ve srovnani se zdravou tkani.
V T-lymfocytech nadmérna exprese indukuje apoptéozu a snizuje pocet bunck v S-fazi
bunécného cyklu. [127]

GASS je povazovan za tumor supresivni IncRNA ve spojitosti s mnoha malignimi
nadory, u kterych byla detekovana snizena exprese tohoto transkriptu. Klinicko-patologické
charakteristiky, ke kterym patfi doba pteziti, doba bez relapsu, pfitomnost vzdalenych
metastaz, piitomnost metastaz v lymfatickych uzlinach, velikost a progrese nadoru inverzné
koreluji s hladinou exprese u riznych typt rakovin, coz naznacuje, ze by se GASS mohl stat
diagnostickym a prognostickym biomarkerem. Krom¢ toho ma také potenciadl pro
monitorovani terapeutickych odpovédi. [128] Bunééné linie danych rakovin maji tendenci
vykazovat také sniZenou expresi GASS5. Experimenty ukazuji, Ze modulace GASS5 vyvolava
zmény v bunécné proliferaci, apoptdze, invazi, metastazach i v terapeutické rezistenci. [ 134]
Navic vynucena exprese GAS5 IncRNA v nadorovych bunkéch inhibuje rist nadoru
v modelech xenografti, které 1épe odpovidaji klinickym nalezlim v jednotlivych nadorech.
[134] V mnoha typech bunék GASS5 zastavuje bun&fny cyklus ve fazi GO nebo Gl,
knockdown GASS je spojen s kratsi délkou bunécného cyklu soucasné se snizenym podilem
bun¢k v GO/G1 a zvySenym podilem bun€k v S-fazi vzhledem ke kontroldm. [134]

Tumor supresivita GASS je spojovana s gliomy a hladina exprese této IncRNA
koreluje se stupném malignity nddoru a dobou pieZiti pacienta. U niz§ich stupnii se GASS
transkribuje vice ve srovnani s gliomy vysSich stupiili véetné GBM. [137] Nizké hladiny
exprese GASS, které byly v GBM pozorovany ve srovnani se zdravou kontrolou, koreluji se
Spatnou prognézou. Nadmeérnd exprese GASS snizila v GBM tkdnich a GBM bunéénych
liniich Zivotaschopnost buné€k, potlacila migraci a invazi bunék a sniZila proliferaci GSC.
[137] GASS se v souvislosti s GBM také podili na uspéSnosti terapie cytostatikem TMZ,
rezistence vi¢i tomuto léku je spojovana s OS-methylguanin-DNAmethyltransferazou
(MGMT), (kapitola 5.1.1). Bylo publikovéano, Ze exprese MGMT je negativné regulovana
miR-222, kterd mize byt umlcena navazanim IncRNA GASS5. Vyssi hladiny GASS v séru
pacientl po chirurgické resekci a nasledné terapii korelovaly s lepsi progndzou a mensi

pravdépodobnosti recidivy. [116]
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 LncRNA asociované s nadorovym onemocnénim GBM

Byl vytvofen systematicky piehled IncRNA, jejichz exprese je deregulovana ve
spojitosti s GBM. Zmény v expresi byly detekovany in vitro, ex vivo i in vivo — v GBM
bunécnych liniich, v GBM primarnich tkéanich, v xenograftech, v tkani resekovanych
nadort, v krvi pacientti s diagnostikovanym GBM. V komplexnim piehledu je kazda
IncRNA identifikovdna svymi nejbézné€j$imi nazvy, Ensembl identifikatorem a svou
chromozomovou lokaci. Dale je uveden jeji typ a funkce ve spojitosti s GBM, smér

deregulace exprese, typ experimentalniho materialu a reference.

46



Tabulka 1: Systematicky ptehled dlouhych nekdédujicich RNA (IncRNA) spojovanych s nddorovym onemocnénim glioblastom multiforme;
IncRNA — dlouhé nekodujici RNA, GBM — glioblastom multiforme, TMZ — temozolomid, potenc. — potenciondlni.

lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM zapojeni v GBM experimenty zdroj
AC016405.3 8q24.13 supresorova potlaceni proliferace klinické asociace; [138]
/RP11-44N11.2/ obousmérna a invaze GBM primarni tkang;
/Inc-DERL1-3 / ENSG00000272384 GBM bunééné linie
ADAMTSs9-AS2 03pl14.1 onkogenni TMZ rezistence klinické asociace; [139]
/ NONHSAT090261 / antisense GBM bunécéné linie
ENSG00000241684
AGAP2-ASI1 02q14.1 onkogenni proliferace, GBM primarni tkang; [140]
/ HSALNG0091650 / antisense zivotaschopnost GBM bunécéné linie
ENSG00000255737
AHIF 14q23.2 pronadorova invaze, GBM bunééné linie; [141]
/ Inc-TMEM30B-9 / antisense zivotaschopnost, GSC mezenchymalni linie
/ HIFiA-AS2 / ENSG00000258777 radia¢ni odolnost, GSC
ANRIL 09p21.3 onkogenni bunécna proliferace GBM bunééné linie; [111]
/ CDKN2B-AS1/ antisense GBM tkan; [113]
ENSG00000240498 sérum GBM pacientt
IncRNA-ATB 14q11.2 pronadorova invaze bunék GBM bunééné linie [142]
intergenova
CASC2 10g26.11 supresorova inhibitor proliferace GBM bunééné linie; [143]
antisense GBM tkan;
ENSG00000177640 xenograft
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lokace genu

funkce

nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
CASC7 8q24.3 supresorova ! inhibitor proliferace, GBM primarni tkang; [144]
/ Inc-AGO2-1/ intergenova regulace bunécéného cyklu GBM bunééné linie
ENSG00000259758
CASC9 8g21.13 onkogenni 1 tumorogeneze GBM bunééné linie [145]
/ LINC00981 / intergenova
/RP11-697M17.1-003 /  ENSG00000249395
CCND2-ASI 12p13.32 pronadorova 1 proliferace a riist GBM bunééné linie; [146]
antisense tkan pacientt s GBM
ENSG00000255920
CRNDE 16q12.2 onkogenni 1 proliferace, invaze, migrace, GBM bunécné linie; [147]
/ Inc-IRX3-80 / antisense inhibice apoptdzy tkan pacienti s GBM
ENSG00000245694
DCSTI1-AS1 01g21.3 pronadorova 1 proliferace klinické souvislosti; [148]
antisense GBM primarni tkang;
ENSG00000232093 primarni kultivace
DGCRS 22ql11.21 supresorova l proliferace, migrace, GBM bunééné linie; [149]
antisense invaze, apoptoza GBM tkan
ENSG00000237517
DLEU1-ASI1 13q14.3 potenc. biomarker 1 proliferace, bunéény cyklus, GBM bunééné linie; [150]
intergenova autofagie; GBM tkan
ENSG00000186047 korelace s horsi prognézou
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
ECONEXIN 05q14.3 pronadorova 1 proliferace GBM bunééné linie; [151]
/ LINCO00461 / intergenova GBM tkan;
ENSG00000245526 analyza TCGA
FAM66C 12p13.31 - T mikroprostiedi nadoru GBM bunécné linie; [152]
antisense GBM tkan;
ENSG00000226711 analyza TCGA
GAS5S 01g25.1 supresorova ! inhibice proliferace, invaze GBM bunééné linie; [153]
antisense a zivotaschopnosti GBM tkan;
ENSG00000234741 sérum GBM pacientti
H19 11p15.5 pronadorova 1 proliferace, invaze, angiogeneze GBM bunééné linie [154]
/D11S813E/ intergenova
/ ASM1/ ENSG00000130600
HMMR-AS1 05q34 pronadorova 1 tumorogeneze, GBM bunécné linie [155]
antisense proliferace, invaze,
ENSG00000251018 radia¢ni odolnost
HOTAIR 12q13.13 pronadorova 1 proliferace, invaze, klinické asociace; [156;
antisense rezistence vici terapii, tkan/sérum pacienti s GBM; 114]
ENSG00000228630 remodelace chromatinu bunécéné linie;

xenoimplantaty;
sérum pacientd
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
HOTAIRM1 07p15.2 onkogenni 1 proliferace, invaze, klinické asociace TCGA; [156]
/ HOXA-AS1/ antisense zivotaschopnost GBM primarni tkang;
ENSG00000233429 GBM bunééné linie
HOXA-AS2 07p15.2 pronadorova 1 migrace, invaze, zivotaschopnost GBM tkang; [157]
antisense GBM bunécéné linie
ENSG00000253552
HOXB13-AS1 17q21.2 pronadorova 1 proliferace, GBM tkang; [158]
/ Inc-HOXB13-1/ intergenova progrese GBM bunécéné linie
ENSG00000159184
HOTTIP 07p15.2 protinadorova ! inhibice GBM tkang; [159]
/ HOXA-AS6 / antisense bunécného cyklu, GBM bunécéné linie
ENSG00000243766 indukce apoptdzy
HULC 06p24.3 pronadorova 1 proliferace, GBM bunééné linie; [160]
/ Inc-BMP6-106 / intergenova angiogeneze, GBM tkan od pacientt
ENSG00000285219 aktivita MGMT
KTN1-AS1 14q22.3 supresorova 1 zivotaschopnost GBM tkang; [161]
antisense a invaze bunék; GBM buné¢né linie;
ENSG00000186615 korelace se Spatnou prognézou TCGA analyza
LINCO00467 01q32.3 pronadorova 1 proliferace a invaze GBM bunécéné linie [162]
/NR_026761 / intergenova
ENSG00000153363
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
LINCO00565 13q34 potenc. biomarker 1 korelace s progn6zou sérum GBM pacientli [115]
intergenova
ENSG00000260910
LINCO00641 14ql11.2 potenc. biomarker 1 korelace s prognozou sérum GBM pacient [115]
intergenova
ENSG00000258441
LINCO01393 07g31.2 potenc. biomarker 1 progrese nadoru; GBM tkan; [163]
intergenova korelace se $patnou prognézou GBM bunééné linie;
ENSG00000225535 TCGA analyza
LINCO01426 21q22.12 onkogenni 1 proliferace, invaze, klinické asociace TCGA; [164]
intergenova zivotaschopnost GBM primarni tkang;
ENSG00000234380 GBM bunécéné linie
LINCO01446 07p12.1 pronadorova 1 tumorogeneze, klinické asociace; [165]
intergenova progrese GBM bunééné linie;
ENSG00000205628 xenografty
LINC01494 02qg35 onkogenni 1 proliferace, invaze klinické asociace; [166]
intergenova GBM tkan;
ENSG00000228135 GBM bunééné linie
LINCO01503 9q34.11 onkogenni; 1 migrace, invaze, apoptdza; GBM tkan; [167]
intergenova potenc. biomarker korelace se stupném GBM bunééné linie;
ENSG00000233901 malignity a progndzou TCGA analyza
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
LINCO01711 20q13.32 pronadorova 1 proliferace, migrace, invaze GBM tkan; [168]
intergenova korelace se $patnou prognézou GBM bunééné linie
ENSG00000268941
LINC02283 04q12 onkogenni 1 korelace GSC linie od pacient(; [169]
intergenova s expresi PDGFRA, xenoimplantaty;
ENSG00000248184 malignita GBM tkan
LINC-ROR 18q21.31 - Tl GSC GBM tkari; [170]
/ROR/ intergenova GBM bunécné linie
ENSG00000258609
Inc-TALC 09q21.31 pronadorova 1 rezistenci vici TMZ, TMZ-selektované GBM bunééné  [171]
/ LNCARSR / intergenova recidiva nadoru linie
/ linc-GNAQ-7 / ENSG00000233086
MAFG-DT 17925.3 pronadorova 1 proliferace GBM tkan; [172]
/ MAFG-AS1-001 / intergenova GBM bunééné linie
ENSG00000265688
MALATI1 11q13.1 - T invaze, proliferace, klinické asociace; [112]
intergenova migrace, apoptdza, tkan a sérum pacientll s GBM;
ENSG00000251562 permeabilita BBB, GBM bunééné linie;
chemosenzitivita xenograft
MATNI1-ASI 01p35.2 supresor ! inhibice proliferace GBM primarni tkanové linie; [173]
intergenova a invaze GBM bunécné linie
ENSG00000186056
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
MDCI1-AS 06p21.33 supresor ! inhibice proliferace GBM bunécné linie [174]
antisense
ENSG00000224328
MEG3 14g32.2 supresor ! inhibice proliferace GBM tkan; [175]
/ Inc-DLK1-3 / intergenova GBM bunééné linie
ENSG00000214548
MIAT 22ql2.1 onkogenni 1 proliferace, GBM tkan; [176]
intergenova migrace, metastaze GBM bunécné linie
ENSG00000225783
MIR210HG 11pl5.5 potenc. biomarker 1 hypoxie, invaze, GBM bunécné linie; [177]
intergenova TMZ rezistence; xenografty; [178]
ENSG00000247095 korelace se $patnou prognézou TCGA analyza;
plasma GBM pacientl
MNX1-AS1 07q36.3 onkogenni 1 proliferace, GBM tkang; [179]
/ CCATS/ intergenova migrace, invaze GBM bunécné linie
/ LOC645249 / ENSG00000243479
NCK1-AS1 03g22.3 pronadorova 1 TMZ rezistence primarni tkan; [180]
/ SLC35G2-AS1/ antisense GBM bunécné linie
/NCK1-DT/ ENSG00000239213
NEAT1 11q13.1 pronadorova 1 proliferace, GBM primarni tkang; [181]
/ LINC00084 / intergenova glykolyza bunééné linie;
ENSG00000245532 xenograft
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
PART1 05q12.1 supresorova ! inhibice progrese klinické asociace TCGA; [182]
antisense a rastu nadoru GBM tkang;
ENSG00000152931 GBM bunééné linie
PARTICL 2pl1.2 regulace supresorQ - mikroprostiedi nadoru, dynamika GBM bunééné linie [78]
/ PARTICLE / cirkulujici chromatinu GBM tkan [126]
ENSG00000286532
PCATI 08q24.21 - T zivotaschopnost, GBM bunécné linie [183]
/PCAL/ intergenova oprava DNA
ENSG00000253438
PVTI1 08qg24.2 onkogenni 1 tumorogeneze, GBM tkan; [184]
/ IncRNA1331/ intergenova progrese GBM bunééné linie;
ENSG00000249859 xenoimplantaty
RBPMS-ASI 08p12 protinadorova l radiosenzitivita, GBM tkan; [185]
antisense apoptodza GBM bunééné linie;
ENSG00000254109 xenoimplantaty
RPSAP52 12q14.3 potenc. biomarker 1 korelace klinické asociace; [186]
antisense se $patnou prognézou GBM primarni tkan;
ENSG00000241749 GBM bunécéné linie
RUNXI1-IT1 21g22.12 pronadorova 1 bunéény cyklus, GBM tkan; [187]
intergenova proliferace GBM bunécné linie
ENSG00000159216
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM 11 zapojeni v GBM experimenty zdroj
SAMMSON 03p13 onkogenni; 1 proliferace, GBM tkan; [188]
/LINCO01212/ intergenova potenc. biomarker zivotaschopnost, GBM bunécné linie;
ENSG00000240405 invaze, apoptoza sérum GBM pacientti
SOX2-0OT 3q26.3 potenc. biomarker 1 migrace a invaze,; GBM tkan; [181]
prekryvajici korelace se stupném nadoru GBM bunééné linie
ENSG00000242808
TALNEC2 02q31.1 pronadorova 1 tumorogeneze, klinické asociace TCGA; [189]
/LINCO1116/ intergenova radia¢ni odolnost GBM primarni tkan;
ENSG00000163364 GBM bunééné linie
TP73-AS1 01p36.32 potenc. biomarker 1 korelace s prognézou; klinické asociace TCGA; [190]
/ Inc-LRRC47-78 / antisense rezistence a metabolismus GSC linie
/ KIAA0495 / ENSG00000227372 TMZ v GSC
TSLC1-AS1 11g23.2 supresorova ! inhibice bunécné proliferace, GBM tkan; [111]
/ Inc-NXPE2-1/ antisense migrace a invaze GBM bunééné linie
/RP11-713B9 / ENST00000546273
TUSC7 03q13.31 supresorova ! inhibice, GBM bunééné linie; [191]
/ LINC00902 / antisense rezistence vici TMZ, tkan pacientd s GBM TMZ
ENSG00000243197 malignita nadoru rezistentnich
TUGI1 22ql12.2 - T propustnost BBB, GBM tkan; [192]
antisense kmenovost bun¢k GBM bunécné linie
ENSG00000253352
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lokace genu funkce
nazev IncRNA typ IncRNA ve spojitost exprese provedené
/ alternativni nazev / Ensembl ID genu is GBM /1 zapojeni v GBM experimenty zdroj
TUNAR 14q32.2 - 1 regulace progrese nadoru, GBM bunécné linie [193]
intergenova bunéény cyklus
ENSG00000250366
UCALI 19p13.12 pronadorova 1 proliferace, GBM tkan; [194]
/UCAT1/ intergenova invaze, migrace; GBM bunécné linie
/ onco-IncRNA-36 / ENSG00000214049 glykolyza
XIST Xql3.2 pronadorova 1 permeabilita BBB, GBM tkan; [195]
intergenova angiogeneze, proliferace CSC, GBM bunécné linie
ENSG00000229807 migrace, invaze
ZEB1-AS1 10p11.22 pronadorova 1 bunécna proliferace, GBM bunééné linie [196]
antisense migrace, invaze
ENSG00000237036
ZBED3-ASl1 05q13.3 potenc. biomarker l TMZ rezistence TMZ-rezistentni GBM [197]
antisense bunééné linie a tkané
ENSG00000250802
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6.2 Laboratorni metody

6.2.1 GBM bunécna linie

Pro kultivaci bunécné linie Uppsala 87 Malignat Glioma {(U-87 MG); ECACC
#89081402} bylo pouzito Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium {(DMEM); Gibco™
#11965092} s pridavkem 10% roztoku fetdlniho bovinniho séra {(FBS); Gibco™
#A4766801} a s 1% antibiotickym roztokem penicilinu a streptomycinu {Sigma-Aldrich
#P(0781}. Bunky byly kultivovany v inkubatoru s 5% obohacenim CO: pti 37 °C {Innova
CO-48} svyménou média kazdé tfi dny. Po dosazeni 80% konfluence byly buiky
pasazovany za pomoci trypsinu a kyseliny ethylendiamintetraoctové {(EDTA); Gibco™

#25200056}.

6.2.2 Histologické preparaty GBM tkané

Pacienti (n =4) s diagnézou GBM (rok 2019) podstoupili chirurgickou resekci ve
vétsSing piipadi nasledovanou chemoterapii temozolomidem (Tabulka 2) a byli 1é¢eni podle
standardniho protokolu (kapitola 5.1.1.2) ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady
v Praze. Resekovand tkan byla zalita do parafinu a za pomoci mikrotomu byly vytvoieny

Sum fezy, z kterych byly zhotoveny histopatologické preparaty.

Tabulka 2: Prehled informaci k histologickym preparatim. TMZ — temozolomid; /DH — gen
kodujici isocitratdehydrogenazu.

rok rok rok primarnl - rnpr o tace

pacient pohlavi narozeni  diagnozy  Gmrti/* nador 1écba TMZ
Pl 7 1962 2019 2019/1 ano wildtype
P2 M 1949 2019 2020/9 ano pozitivni netolerovana
P3 M 1952 2019 2020/15 ano wildtype ano
P4 M 1943 2019 2020/18 ano wildtype ano

*pocet mesicl od diagnézy do zacatku paliativni péce
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6.2.3 All-trans retinova kyselina

All-trans retinova kyselina {(ATRA); Thermo Scientific Chemicals #207341000} byla
rozpusténa v dimethylsulfoxidu {(DMSO); Sigma-Aldrich #D8418}, ¢imz byl vytvofen
zasobni roztok o koncentraci 10 mM, ktery byl pfed aplikaci rozpustéen v DMEM na
konec¢nou koncentraci 100 uM. K bunkam U-87 MG bylo ptidano urc¢ité mnozstvi zdsobniho
roztoku ATRA pro vytvofeni koncentraéni fady vrozmezi 107-10% M. Buiky byly

exponovany po dobu az 7 dnd.

6.2.4 Testy proliferace

6.2.4.1 Test proliferacnich schopnosti (Scratch-wound assay)

Bunky U-87 MG byly kultivovany v 6-jamkové kultiva¢ni desticce {Thermo
Scientific #130184} do 80% konfluence. Uprostied kazdé jamky v pase Sirokém 10 mm byly
bunky seSkrdbnuty, ¢imz vznikl tzv. proliferacni pas (LE, z angl. leading edge), diky
kterému bylo mozné méfit zdkladni parametry bunécné migrace. Po opakovaném promyti
jamek fosfatem pufrovanym solnym roztokem {(PBS); Gibco™ #10010023} bylo pfidano
DMEM s ATRA vrozsahu koncentraci 107 M - 10*% M. Exponované buiky byly
pozorovany po dobu 7 dnti ve dvou rozli¢nych zonéch: tedy v souvislé vrstvé bun¢k (ECM,
z angl. established cellular monolayer) a v zon€ LE. Prolifera¢ni schopnosti bun¢k byly
monitorovany pomoci mikroskopu {Nikon Eclipse TS100}. Po 7 dnech byly migra¢ni
schopnosti exponovanych i neexponovanych bunék posouzeny za pomoci hodnoceni genové
exprese, které ptredchazela izolace RNA z bunc¢k vyskytujicich se v obou zdénach,

a za pomoci prutokové cytometrie.

6.2.4.2 Stanoveni proliferace pomoci pritokové cytometrie

Ke kultivovanym buiikdm (LE 1 ECM z6ny) byl na poslednich 48 hodin pfidan roztok
2'-deoxy-5-ethynyluridinu {(EdU); Invitrogen™ #C10632}, ktery se inkorporuje do DNA
behem syntézy misto thymidinu, jehoz je analogem. Oddélené buiiky byly centrifugovany
pti 4000 x g, resuspendovany v 4% paraformaldehydu {Thermo Scientific Chemicals
#J19943. K2} rozpusténém v PBS. Po 15minutové inkubaci ve tm¢ byly buniky promyty ve
3 ml PBS s 1% ptidavkem hovéziho sérového albuminu {(BSA); Sigma-Aldrich #A7030}
s naslednou centrifugaci 4000 x g. Bunky byly resuspendovany v reakénim roztoku z kitu
Click-iT™ Plus EdU Alexa Fluor™ 488 Flow Cytometry Assay Kit {Invitrogen™
#C10632} po dobu 15 minut. Reakéni smés byla inkubovana po dobu 30 min ve tmé pfi
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laboratorni teploté. Bunky byly pfed pienesenim do specidlnich zkumavek pro méteni
priatokovym cytometrem {Corning #352054} promyty podle dodaného protokolu. Procento
bun¢k v S-fazi bylo stanoveno standardnimi metodami pratokové cytometrie {BD
Biosciences #BD FACSVerse™}. Data byla analyzovdna pomoci programu BD
FACSuite™.

6.2.5 Analyza nukleonovych Kyselin

6.2.5.1 Izolace RNA 7 kultivovanych bunék

Buiiky z LE 1 ECM byly lyzovany pomoci 2-merkaptoethanolu {Sigma-Aldrich
#M6250} a z lyzatu byla izolovana RNA pomoci kitu GenElute™ Mammalian Total RNA
Miniprep Kit {Sigma-Aldrich #RTN350-1KT} spocivajiciho v interakci mezi RNA
a silikagelovou membranu. Béhem izolace byl pfesn€ dodrzen pracovni protokol pro dany
kit. Koncentrace celkové RNA byla spektrofotometricky zmétfena a jeji Cistota stanovena

vypocitanim pomeéru absorbanci pti 260 nm a pii 280 nm {Thermo Scientific NanoDrop

1000}. Izolovana RNA byla skladovéna v -80 °C.

6.2.5.2 Izolace RNA z histologickych prepardatit GBM tkané

Dlouh¢ nekddujici RNA (IncRNA) byly izolovany z histologickych preparatt tkané
GBM dle [198]. Z preparath byla odstranéna veskera GBM tkan pomoci ostré Cepele, ktera
byla pfedem vycisténa xylenem. Odebrané vzorky byly deparafinovany pifidanim 1 ml
xylenu a naslednou inkubaci ve vodni lazni pii 56 °C po dobu 10 minut. Smés byla
centrifugovana pii 14 000 RPM pfii pokojové teploté po dobu 10 minut. Tento krok byl
nasledn¢ dvakrat opakovan vzdy s likvidaci supernatantu. Po Ctvrté centrifugaci (2 minuty)
byl ke vzorkim pfidan 1 ml absolutniho ethanolu a smési byly opét centrifugovany 10 minut
s likvidaci supernatantu. Pro odstranéni ethanolu byly vzorky centrifugovany 5 minut.
Po pfidani 500 pl PBS a nésledné centrifugaci byly vzorky inkubovéany v 37 °C po dobu
5 minut. K smési bylo pfidano 400 pl lyzaéniho pufru, ktery byl pfipraven smichdnim
20 mM Tris HCI pH 8,0 {Sigma-Aldrich #1185-53-1}; 1 mM CaCl, {Penta #10043-52-4};
0,5% dodecylsulfatu sodného {Sigma-Aldrich #151-21-3} a proteinazy K. Po hodinové
inkubaci pii 56 °C byly vzorky pfemistény na led. Po 2 minuty trvajici inkubaci s 1 ml trizolu
{Sigma-Aldrich #93289} bylo pfidano ke kazdému vzorku 200 pl chloroformu
{Sigma-Aldrich #67-66-3} s naslednou S5minutovou inkubaci. Cela smés byla

centrifugovana pii 13 000 RPM v 4 °C. Poté byly oddéleny jednotlivé faze. RNA byla
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precipitovana ptidanim 600 pl isopropylalkoholu {Lach:Ner #20037} a naslednou inkubaci
pti -20 °C ptes noc. Nasledujici den byly vzorky stoceny pii 13 000 RPM v 4 °C po dobu
15 minut. Po odstranéni supernatantu bylo pfidano ke kazdému vzorku 500 ul chlazeného
75% ethanolu. Po 15minutové centrifugaci pii 10 000 RPM a 4 °C byl supernatant odstranén
a peleta suSena pfi 37 °C 5 minut. Izolovanda RNA byla nafedéna 40 pl vody a jeji

koncentrace a Cistota zmétena spektrofotometricky.

6.2.5.3 Reverzni transkripce izolované RNA

K precisténi RNA izolované z kultivovanych bunék a histologickych preparati
anasledné reverzni transkripci byl vyuzity kity ezDNase™ Enzyme {Invitrogen™
#11766051} a SuperScript™ IV First-Strand Synthesis Systém {Invitrogen™ #18091050}.
Reverzni transkripce probchla podle doporuc¢eného teplotniho protokolu v termocykleru
{Bio-Rad C1000 Thermal Cycler}. Transkribovand cDNA byla skladovana v -20 °C a déle

zpracovana pomoci kvantitativni PCR.

6.2.5.4 Kvantitativni PCR IncRNA a endogennich kontrolnich genii

Byla provedena kvantitativni PCR genl pro IncRNA PARTICL a GASS a pro gen
GAPDH jako endogenni kontrolu. Reakce byla sestavena z transkribované cDNA (az do
4 ul), 10 ul TagMan™ Gene Expression Master Mix {Applied Biosystems™ #4369016},
vody bez nuklaz {Qiagen #17000} a TagMan™ Gene Expression Assay {Applied
Biosystems™ #4331182}, které byly pfedem navrZzeny pro dané IncRNA a endogenni
kontrolu. V reakcich negativnich kontrol nebyla obsaZena templatova cDNA. Kvantitativni
PCR byla nastavena na 2 min - 50 °C, 10 min - 95 °C a poté na 40 cykld, kazdy 15 s - 95 °C
a Imin - 60°C v StepOnePlus™ Real-Time PCR Systém {Applied Biosystems™
#4376600}. Vysledné prahové hodnoty cyklt (Cy) byly relativné kvantifikovany (2C44),
vzorky neexponované ATRA byly normalizovany na hodnotu jedna a nasledné porovnany

s exponovanymi vzorky pomoci MS Excel.
6.2.6 Analyza proteini

6.2.6.1 Extrakce proteinu

Pro extrakci proteinti z bun€k U-87 MG byl pouzit T-PER™ Tissue Protein Extraction
Reagent {Thermo Scientific™ #78510} doplnény inhibitory protedz {Roche
#04693116001}. Po pfidani 100 pl roztoku 1x10°bunék byla smés homogenizovana
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a sonifikovana pro naruseni membrany po dobu 20 s {Diagenode Bioruptor®}. Homogenat
byl centrifugovan po dobu 5 minut pfi 10 000 x g pro odstranéni bunécnych zbytku.
Koncentrace proteinil byla stanovena bicinchonovou metodou {(BCA); Thermo Scientific™

#23227}.

6.2.6.2 Elektroforéza a western blot

K bunéénym lyzatim (25 pg, 10 pl) bylo pfidéno 2,5 ul NuPAGE™ LDS Sample
Buffer 4X {Invitrogen™ #NP0007}, sm¢s byla zahtivana po dobu 5 minut pii 70 °C a poté
nanesena na 12% Bis-Tris polyakrylamidovy gel {Invitrogen™ #NP0342BOX} v pufru
{Invitrogen™ #NP0001}. Elektroforéza byla nastavena na 180 V a 4 °C. Separované
proteiny byly pfeneseny na blotovaci membranu {Whatman® #WHA10416294} za
standardnich podminek s pfidanim 5% BSA v tris-pufrovaném fyziologickém roztoku
obohaceném o Tween 20 {Sigma-Aldrich #P9416} (TBST), ktery blokuje nezadouci
interakce mezi membranou a pozd¢ji pridavanymi protilatkami. Membrana byla inkubovana
pfes noc pii 4 °C s kralicimi monoklonalnimi protilatkami proti molekule prominin-1
{(anti-CD133); Abcam #ab216323}, s krali¢imi monoklonalnimi protilatkami proti ICAM-1
{(anti-CD54); Cell Signaling Technology #4915} nebo s mySimi monoklonalnimi
protilatkami proti GAPDH {(anti-GAPDH); Santa Cruz Biotechnology #sc-47724}.
Po promyti TBST byly membrany inkubovany po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté
v pfitomnosti sekundarnich protilatek: anti-krali¢ich kozich protildtek konjugovanych
s alkalickou fosfatdzou {Sigma-Aldrich #A-3687} nebo anti-mySich kozich protilatek
{Sigma-Aldrich #A-3562}. Vybrané proteiny CD133, CD54 a GAPDH byly vizualizovany
pomoci barviciho roztoku p-toluidinu {Sigma-Aldrich #B0274} a nitroterazoliové modii
{Sigma-Aldrich #N5514}. Western bloty byly fotografovany pomoci FluorChem HD2
{Alpha Innotec} se specifickymi intenzitami pro proteinové pasy, které byly kvantifikovany

pomoci programu ImageJ {NIH}.

6.2.7 Cytogenetické metody

Buriky byly kultivovany do 60-70% konfluence s expozici ATRA (10™* M), promyty
PBS a inkubovany po dobu 17 hodin v kultivatnim médiu obohaceném o mitoticky jed
kolchicin {Thermo Scientific Chemicals #227125000} o koncentraci 250 pl/ml pii 37 °C.
Po 17 hodinach byly buiiky uvolnény z kultiva¢ni nadoby za pomoci roztoku trypsinu.
K uvolnénym buiikdm byl ptidan 37 °C teply hypotonicky roztok a smes byla inkubovana
pfi 37°C po dobu 20 minut. Po opakovaném proplachnuti hypotonickym roztokem
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a centrifugaci 1000 x g po dobu 10 min byla peleta resuspendovana ve fixaénim roztoku
sloZzeném z 3 dilu methanolu {Lach:Ner #20038} a 1 dilu ledové kyseliny octové {Lach:Ner
#10047}, v kterém byla dalSich 20 minut uchovavana pfti 4 °C. Po centrifugaci a opakovani
piedchoziho kroku byla vysledna peleta resuspendovana ve 200 ul kyseliny octové. Roztok
bunécné suspenze (25 ul) byl aplikovan z vysky na studena mokra piredem sterilizovana

mikroskopické sklicka, kterd byla dale susena pfi teploté 50 °C po dobu 15 min.

6.2.7.1 Klasické barveni chromozomit pomoci Giemsa

Mikroskopicka sklicka s bunéfnou suspenzi byla ve vertikalni poloze ponofena
do barviciho roztoku, ktery byl pfipraven smichanim fosfatového pufru o pH 6,8 dle
Sorensena (SPB) a Giemsa roztoku {Thermo Scientific Chemicals #B21172.18} v poméru
20:1 po dobu 5 minut. Sklicka byla promyta destilovanou vodou pro odstranéni
pfebytecného barviva a poté ususena na vzduchu. Pfi 1000nasobném (10x100) zvétSeni
pomoci optického mikroskopu {Olympus BX43} byly pozorovany jednobarevné

metafazové chromozomy.

6.2.7.2 Pruhovani chromozomii

Mikroskopicka skli¢ka s bunéénou suspenzi byla zahtata na 95 °C po dobu 20 minut.
Poté byla sklicka ponotfena na 20 s do SPB, do kterého byl pfidan trypsin s vyslednou
koncentraci 2 pug/ml. Plsobeni trypsinu bylo zastaveno naslednym ponotenim sklicek do
SPB obohaceného o FBS s kone¢nou koncentraci 10 %. Po 30 s byla sklicka vytaZena
a oplachnuta ¢istym SPB a ponechana na vzduchu oschnout. Sklicka byla horizontalné
poloZzena do roztoku smichané¢ho z 1 dilu Wrigthova roztoku {Sigma-Aldrich #32857}
az3dild hydrionu {Micro Essential Laboratory #60784-226} po dobu 1 minuty.
Po obarveni byla sklicka oplachnuta destilovanou vodou a ponechdna na vzduchu pfes noc.

Pfi 1000n4asobném zvétseni (10x100) byly pozorovany pruhované chromozomy v metafazi.

6.2.8 Histologicka barveni

6.2.8.1 Histologické barveni hematoxylin — eosin

Preparaty byly odparafinovany ponofenim do xylenu {Lach:Ner #20060} ttikrat
po dobu 10 minut a do absolutniho ethanolu {VWR Avantor #20821} tfikrat po dobu
S minut. Poté byly preparaty rehydratovany ponofenim do 90% a 75% ethanolu po

5 minutach a promyty pod tekouci vodou po dobu 2 minut. Preparaty byly obarveny pomoci
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roztoku hematoxylinu, ktery byl pfipraven podle standardniho protokolu pro pfipravu dle
Mayera [199]. Po promyti pod tekouci vodou (15 minut) byly preparaty ponoteny do roztoku
eosinu {Thermo Scientific Chemicals #152885000} na dobu 2 minut a poté ponoieny do
70% a 95% ethanolu. Dehydratace preparatii byla provedena ponofenim do absolutniho
ethanolu tfikrat po dobu 5 minut. Barveni bylo dokon¢eno ponoifenim do xylenu na celkovou
dobu 30 minut, po 10 minutach byl xylen vyménén za novy. Po obarveni byly preparaty

prekryty krycim sklickem.

6.2.8.2 Histologické barveni Kliiver-Barrer

Histologické preparaty byly zbaveny parafinu ponofenim do xylenu po dobu 30 minut
(se 3 vyménami xylenu po 10 minutach). K odstranéni xylenu byl pouzit absolutni ethanol:
preparaty byly tfikrat ponofeny do absolutniho ethanolu po dobu 5 minut. Pro naslednou
hydrataci byl pouzit 95% ethanol po dobu 5 minut. Preparaty byla obarveny 0,1% roztokem
Luxol Fast Blue {Thermo Scientific Chemicals #212171000} pies noc pti 50 °C. Dalsi den
byly preparaty oplachovany v 95% ethanolu po dobu 1 minuty a néasledné omyty tekouci
vodou. Po ponotfeni do 0,05% roztoku uhli¢itanu lithného (15 sekund) byly preparaty
ponofeny do 70% ethanolu (se 2 vyménami ethanolu po 1 minuté). Ve tfeti histologické
kyveté se 70% ethanolem byly preparaty ponechany 10 minut. Po mikroskopické kontrole
byly preparaty omyty tekouci vodou a oplachnuty v destilované vodé. Druhé barveni 0,1%
roztokem krystalové violeti {Penta #548 62 9} trvalo 10 minut pfi 37 °C. Nasledné byly
preparaty ponechany v roztoku 95% ethanolu a dvou kapek 10% kyseliny octové po dobu
7 minut. Pro lepsi diferenciaci byly preparaty ponofeny do 95% ethanolu a absolutniho
ethanolu po jedné minuté. Po mikroskopické kontrole byly preparaty dehydratovany
v absolutnim ethanolu (se 2 vyménami ethanolu po 5 minutach). Barveni bylo dokonceno
ponofenim preparatu do xylenu na 30 minut (se 3 vyménami xylenu po 10 minutach).

Ptipravené preparaty byly piekryty krycim sklickem.

6.2.9 Imunofluorescen¢ni metody

6.2.9.1 Detekce vybranych CD molekul u U-87 MG bunécné linie

Buniky U-87 MG byly kultivovany na mikroskopickych sklickach. Po dosazeni 80%
konfluence bylo médium odstranéno a bunky byly dvakrat promyty PBS. Pro zafixovéani
bunék byla sklicka inkubovéana v 4% paraformaldehydu po dobu 1 hodiny. Po opétovném
promyti v PBS byla sklicka ponofena do TBS s piidavkem 0,5% Triton™ X-100
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{Sigma-Aldrich #9036-19-5} na 1 hodinu. Po promyti v ¢ist¢ém TBS byla sklicka ponoiena
do blokovaciho roztoku (TBS; 5% FBS; 0,5% Triton) po dobu 1 hodiny pfi laboratorni
teploté. Poté byly buiiky inkubovany v blokovacim roztoku obsahujicim anti-CD54 nebo
anti-CD133 v poméru 200:1 pti 4 °C. Po promyti bun¢k v ¢istém TBST po dobu 15 minut,
které bylo trikrat opakovano, nasledovala hodinova inkubace v pfitomnosti sekunddrnich
protilaitek s fluorescencnim barvivem Alexa Fluor 488 {ThermoFischer #A30006}
pii laboratorni teploté ve tmé. Sklicka byla opét tiikrat promyta TBST a suSena ve tm¢.
Na sklicka byl aplikovan ochranny film ProLong™ Gold Antifade Mountant {Invitrogen™
#P36930} obsahujici fluorescencni barvivo DAPI {Invitrogen™ #D1306} pro zvyraznéni
jader. Ke sbéru dat byl pouzit konfokalni systém Leica TCS SP8X {Leica Microsystems}
s objektivem HCX PL APO 40x%, excitatnimi lasery o vlnové délce 405 nm a 488 nm

a s ptislusnym programem.

6.2.9.2 Detekce vybranych CD molekul na histologickych prepardtech
Histologické preparaty byly zbaveny parafinu ponofenim do xylenu po dobu 30 minut
(se 3 vyménami xylenu po 10 minutach). K odstranéni xylenu byl pouZit absolutni ethanol:
preparaty byly tfikrat ponofeny do absolutniho ethanolu po dobu 5 minut. Pro naslednou
hydrataci byl pouzit 95% ethanol po dobu 5 minut. Po deparafinizaci byly preparaty
ponofeny do roztoku do PBS s 0,4% Triton™ X-100 (PBST) na 30 minut. Po promyti
v ¢istém PBS (3 X 10 minut) byly preparaty ponofeny do blokovaciho roztoku (PBS;
5% BSA) na 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byly buniky inkubovany v blokovacim
roztoku obsahujicim anti-CD54 nebo anti-CD133 v poméru 200:1. Po promyti bunék
v PBST po dobu 15 minut, které bylo tfikrat opakovano, nasledovala hodinova inkubace
v pfitomnosti sekundéarnich protilatek s fluorescencnim barvivem Alexa Fluor 488 pfi
laboratorni teploté ve tmé. Skli¢ka byla tiikrat promyta PBS a suSena ve tmé. Na skli¢ka byl
aplikovan ochranny film ProLong™ Gold Antifade Mountant obsahujici fluorescencni
barvivo DAPI pro zvyraznéni jader. Ke sbéru dat byl pouZzit konfokalni systém Leica TCS
SP8X s objektivem HCX PL APO 40x, excitatnimi lasery o vlnové délce 405 nm a 488 nm

a s pfisluSnym programem.
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6.2.9.3 Detekce GFAP (glialni fibrilarni acidicky protein) v histologickych

prepardtech

Histologické preparaty byly zbaveny parafinu ponotenim do xylenu po dobu 30 minut
(se 3 vyménami xylenu po 10 minutach). K odstranéni xylenu byl pouzit absolutni ethanol:
preparaty byly tiikrat ponofeny do absolutniho ethanolu po dobu 5 minut. Pro naslednou
hydrataci byl pouzit 95% ethanol po dobu 5 minut. Po deparafinizaci byly preparaty
ponofeny do roztoku do PBST na 30 minut. Po promyti v ¢istém PBS (3 x 10 minut) byly
preparaty ponofeny do blokovaciho roztoku (PBS; 5% BSA) na 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Histologické preparaty byly oSetfeny dle protokolu pro dvojité barveni dodaného
s protilatkami anti-CD54, anti-CD133 a anti-GFAP (myS$i monoklonélni protilatky proti
markeru astrocyt — GFAP; {ThermoFischer #53-9892-S2} v poméru 200:1. Na preparaty
byly aplikovany kombinace anti-CD54 s anti-GFAP a anti-CD133 s anti-GFAP. Po promyti
bunck v PBST po dobu 15 minut, které bylo tiikrat opakovano, néasledovala hodinova
inkubace v pfitomnosti sekundarnich protilatek s fluorescen¢nim barvivem Alexa Fluor 488
pii laboratorni teploté ve tmé. Sklicka byla tfikrat promyta PBS a susena ve tmé. Na sklicka
byl aplikovan ochranny film ProLong™ Gold Antifade Mountant obsahujici fluorescenéni
barvivo DAPI pro zvyraznéni jader. Ke sbéru dat byl pouzit konfokalni systém Leica TCS
SP8X s objektivem HCX PL APO, excitacnimi lasery o vinové délce 405 nm a 488 nm
a s prislusnym programem. Kolokalizace mezi signalem pro GFAP a CD54 / CD133 byla
stanovena pomoci doplnkli programu Image] (Just Another Colocalisation Plugin

a Colocalization Finder).

6.2.9.4 Fluorescencni in situ hybridizace IncRNA PARTICL a GASS

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byla provedena podle pokynii pro Stellaris®
RNA FISH pro histologické preparaty. Histologické preparaty byly ponofeny do xylenu na
10 minut, po vyméné xylenu byly ponofeny podruhé na 5 minut. Poté byly preparaty
ponoieny do absolutniho ethanolu dvakrat po 10 minutich s vymeénou ethanolu,
do 95% ethanolu na 10 minut a do 70% ethanolu na 1 hodinu. Po promyti pomoci PBS
(2-5 minut) byly preparaty vloZeny do roztoku proteindzy K 10 pg/ml {Qiagen #19131}
rozpu$téné v PBS o teploté 37 °C s inkubaci 20 minut ve stejné teploté. Deparafinace byla
dokoncena promyvanim v PBS (2 x 2-5 minut). Preparaty byly polozeny do promyvaciho
pufru Stellaris RNA FISH Wash Buffer A {Biosearch Technologies #SMF-WA1-60}

na 2-5 minut. Preparaty, na které byl nanesen hybridizaéni pufr, byly inkubovany ve tmé pti
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37 °C za udrZeni vlhkosti ptes noc. FISH sondy, které byly navrzeny pomoci Stellaris
Designer software pro konkrétni dlouhé nekdédujici RNA PARTICL (NR _038942.1) a GASS
(NR 152521.1), byly obsazeny v hybridiza¢nim pufru. Po promyti preparatii v promyvacim
pufru po dobu 30 minut pii 37 °C bylo naneseno barvivo DAPI s inkubaci 30 minut pii
37 °C. Po promyti bylo pfidano montazni médium {Vector Laboratories #H-1000} a kryci
sklicko. K vyhodnoceni fluorescence byl pouzit konfokalni systém Leica TCS SP8X
s objektivem HCX PL APO 40x, excitatnimi lasery o vlnové délce 488 nm a 509 nm

a s prislusnym programem.

6.2.9.5 Analyza fluorescence

Data ziskdna z konfokalniho mikroskopu byla kvantifikovana za pomoci analyzy
intenzity v programu ImagelJ. Neupravené¢ RGB fotografie byly pfevedeny do 8bitoveho
cernobilého formatu a analyzou stupiii Sedi zjiSténa intenzita v mistech specifického
fluorescen¢niho znaceni. Analyza intenzity signalu byla provedena vzdy ve vice oblastech
zajmu (ROI; z angl. region of interest) v jedné zon¢ a dale statisticky vyhodnocena. Rovnéz

byla métena plocha fluorescenc¢nich oblasti, k ¢emuz byla vyuzita funkce programu Imagel.

6.2.10 Statistické zpracovani dat
K statistickému zpracovani dat byl pouzit program MS Excel. Pro porovnani dat dvou
odlisnych skupin byl pouzit dvouvybérovy t-test. Data jsou prezentovdna jako stfedni

hodnoty + smérodatna odchylka s hladinou vyznamnosti p = 0,05.

66



6.3 Vysledky

6.3.1 Bunécna linie U-87 MG

Bunééna linie U-87 MG byla ziskana v roce 1966 ve Svédsku z tkané od 44leté
pacientky s diagnostikovanym GBM. [200] Zadanim klicovych slov pro GBM a jednotlivé
GBM bunécné linie bylo potvrzeno, ze U-87 MG je nejvice pouzivanou GBM linii pro
vyzkum tohoto nadoru.

Byl sestaven karyotyp bunécéné linie U-87 MG z 10. paséaze (P#10) pro potvrzeni jejiho
puvodu. (Obrazek 14) Béhem kazdé nésledujici pasdze byla odebrana cast bunék pro
cytogenetickou analyzu. Byly odhaleny c¢etné chromozomalni abnormality — delece
na kratkych raménkdch prvnich chromozomi, abnormality na kratkych raménkéch
chromozom 9, delece na dlouhych raménkéach chromozomu 6, mezichromatidové vymény
1 dicentrické chromozomy a difragmenty. U vétSiny zkoumanych mitéz byla pozorovéana
monozomie u chromozomu ¢. 11, 13, 14 a 21. Skutecnost, ze karyotypy sestavené
z jednotlivych pasazi (az do P#17) nebyly identické a u nékterych chromozomau (5, 6, 8, 9,
11, 13, 14, 15, 17 a 18) byly pozorovany zmény s vysSim cCislem pasaze, vypovida

o dynamic¢nosti této bunécné linie.

Obrazek 14: Sestaveny Zensky karyotyp U-87 MG s monozii chromozomu 11, 13, 14 a 21.
Sipky vyznacuji delece.
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6.3.2 Kyselina all-trans-retinova

Kyselina all-trans-retinovd (ATRA), derivat vitaminu A, je dilezitym modulatorem
mnoha biologickych procesii. ATRA je spojovéana s diferenciaci, potlacenim proliferace
a apoptozou u nékterych nadorovych bunék véetné GBM bunéénych linii. [5] V nékterych
pfipadech je ATRA v kombinaci s dal$imi u¢innymi latkami doporuc¢ovana k 1¢¢bé difuznich
gliomt (1 GBM). [6]

Bylo zjisténo, Ze ATRA ovliviluyje buiiky linie U-87 MG rozlicnym zplsobem
v zé&vislosti na mikroprostiedi. ATRA ovliviiuje proliferaci U-87 MG bun¢k v zéné¢ LE
v zavislosti na jeji koncentraci. (Obrazek 15) Pii vyssi koncentraci ATRA (catra = 104 M)
builkky vykazovaly zvySenou schopnost (p=0,028) proliferace ve srovnani
s neexponovanymi buiikami. (Obrazek 16) V zéné ECM nebyla pozorovana statisticky

vyznamna zmeéna.

Obrazek 15:Vliv koncentrace ATRA na bunéénou linii U-87 MG v z6né proliferace.
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Obrazek 16: Proliferacni aktivita U-87 MG (P#5) po expozici ATRA ve dvou odlisnych
mikroprostiedich — ECM a LE. Histogramy byly vytvotfeny z cytometrickych dat; *p < 0,05.
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6.3.3 Histologicka analyza preparata

U vsech zkoumanych histologickych preparati GBM tkan¢ ziskané od pacientl
s diagndzou tohoto nadoru byly pozorovany po obarveni hematoxylin-eosinem
histopatologické znaky typické pro GMB, které odpovidaly IV. stupni malignity podle WHO
a klinickému stavu pacientil. PfestoZe se pacienti lisili v reakci na 1é€bu TMZ (Tabulka 2),
histologickeé rysy byly podobné. Tkan jednoho vzorku byla velmi heterogenni s nekrozami
obklopenymi pseudopalisadujicimi  buiitkami, mnohoCetnymi mitézami, zvySenou
mikrovaskularizaci, shluky proliferujicich bun¢k, nekrézami, anaplaziemi a morfologickymi
atypiemi jader i celych bunék. Mezi jednotlivymi vzorky pacientll nebyly pozorovany
vyznamné rozdily.

Obrazek 17: Histopatologické znaky GBM po chirurgické resekci a barveni
hematoxylinem a eosinem: (A) shluky nadorovych buné¢k (bila Sipka) a nekrotické oblasti
(¢ervené Sipky); (B, C) vysoce vaskularizované oblasti nadoru s proliferativnimi bunikami
(Cervené Sipky) pfiléhajici k mikrocévam (bilé Sipky); (D) heterochromni polymorfni jadra
(bila Sipka) spojend s rozsahlou nekrozou (Cervena Sipka); (E) proliferujici buiiky (Cervena
Sipka) obklopujici apoptické zény (Cernd Sipka); (F) pleomorfni jadra vyskytujici se

v nddorovych bunkach.
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Obrazek 17: Histologické znaky GBM popsané vyse.
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6.3.4 Analyza vybranych molekul in vitro a ex vivo

6.3.4.1 Adhezni molekula ICAM-1 (CD54)

ICAM-1 je exprimovana v gliomech vysSich stupna (véetné¢ GBM), u vétSiny gliomt
prvniho a druhého stupné nebyla pfitomnost ICAM-1 potvrzena stejné¢ jako ve zdravé
mozkové tkéani. [64] Studie ukazuji, ze ICAM-1 je zapojena do procesu migrace a invaze
bun¢k GBM rezistentniho vii¢i chemoterapii. [70]

U bunécné linie U-87 MG byla ICAM-1 detekovana rovhomérné v celé populaci
kultivovanych bun¢k. V bunkéch této linie se vyskytuje v jadie a v cytoplazmé. (Obrazek
18) Exprese ICAM-1 byla analyzovdana pomoci metody western blot za standardnich
podminek a po ptidani ATRA o riznych koncentracich. Bylo zji§téno, Ze se zvySujicimi
koncentracemi pfidané ATRA se zvySuje exprese ICAM-1 v bunkach U-87 MG.
Pfi porovndni bunék exponovanych (catra=10°M) po dobu 7 dni a bunék
neexponovanych byla zjisténa statisticky vyznamnd zmeéna (1,2+4%; p=0,005)
v mnozstvi ICAM-1. Pii zvyseni koncentrace ATRA (catra = 10* M) bylo naméieno dalsi

statisticky vyznamné zvysSeni mnozstvi ICAM-1 (3,3 £ 3 %; p = 0,0004). (Obrazek 19)

Obrazek 18: Imunohistochemickéd detekce ICAM-1 v buiikkach U-87 MG (CD54 - Alexa
fluor 488, zelend; DAPI, modra — bunécna jadra).
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Obrazek 19: Analyza exprese ICAM-1 v buitkdch U-87 MG vystavenych ATRA pomoci
metody western blot.
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V histologickych preparatech tkdné pacientl s diagndézou GBM byl protein ICAM-1
imunohistochemicky detekovan v celém rozsahu tkané. (Obrazek 20, zeleng) V preparatech
byla rozpoznana mista s vyssi koncentraci tohoto proteinu v porovnani se zbytkem tkang.
(Obrazek 20 — oznaceno Sipkami) ZvySend intenzita ICAM-1 byla zjiSténa v menSich
ohrani¢enych zdénach, které byly identifikovany jako oblasti mikrovaskularni proliferace, jez
jsou charakteristické pro GBM. Vysledky z meéfeni hladiny fluorescencni intenzity
v jednotlivych vzorcich poukazuji na rozdily mezi jednotlivymi pacienty a koreluji s rozdily
v terapeutickych pfistupech mezi nimi (Tabulka 2). Porovnani mezi jednotlivymi pacienty

ukazalo statisticky vyznamné rozdily mezi P2 a P3 (p = 0,0005) a mezi P2 a P4 (p = 0,0037).

Obrazek 20: Imunohistochemické detekce ICAM-1 (zeleng) v histologickych preparatech.
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6.3.4.2 Marker kmenovych bunék prominin-1 (CD133)

Exprese CD133 koreluje s klinicko-patologickymi parametry u gliomi a zvySuje se se
stupném malignity. [91] Pro identifikaci CDI133 imunohistochemickymi metodami
a prutokovou cytometrii je zapotiebi uziti specifické protilatky, spolecna interakce mize byt
ovlivnéna mirou glykosylace CD133.

Ptitomnost CD133 byla zkouméana pomoci protildtek anti-CD133 {abcam
#ab216323}, které¢ vykazuji vysokou specifitu pro tento protein. CD133 byl detekovan
v cytoplazmé U-87 MG naprosté vétSiny bunék (92,4 + 3 %) v mikroskopickém zorném poli
(FoV =20). CD133 nebyl detekovan v perinukledrnim prostoru. (Obrazek 21 — bilé Sipky)

Obrazek 21: Imunohistochemicka detekce promininu-1/ CD133 v bunikach U-87 MG.
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Exprese proteinu CD133 byla analyzovana po sedmidenni expozici ATRA v riznych
koncentracich pomoci metody western blot. Mnozstvi CD133 negativné korelovalo
s koncentraci ATRA, ktera byla pfiddna k bunkdm pfi kultivaci. Pii porovnani bunck

exponovanych (catra = 10°M) po dobu 7 dnii a bun&k neexponovanych byl zjistén
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vyznamny pokles (p = 0.003) mnozstvi exprimované¢ho CD133, pti vyssi koncentraci ATRA

(catra = 10 M) byl pokles vyrazngjsi (p = 0.000024). (Obrazek 22)

Obrazek 22: Analyza exprese promininu-1 / CD133 v buiikach U-87 MG vystavenych

ATRA pomoci metody western blot.
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V histologickych preparatech tkané pacientd s diagnézou GBM byla potvrzena

pfitomnost proteinu CD133 imunohistochemicky. Vys$si koncentrace tohoto glykoproteinu

byla detekovéana v palisadujicich buiikach kolem nekrotickych oblasti (Obrazek 23 — bilé

Sipky), které jsou charakteristickym znakem GBM a byly pozorovany ve vSech zkoumanych

histologickych preparatech pacientii P1-P4. Protein CD133 nebyl kolokalizovan s GFAP,

ktery nebyl detekovan v pseudopalisadach. Byla analyzovéna sila intenzity signalu CD133

ve vzorcich pacientli P1-P4. Nejvyssi intenzita signalu byla zaznamenéana ve vzorku GBM

tkané pacienta P2 (Obrazek 23C), u kterého nebyla tolerovdna adjuvantni terapie

temozolomidem.
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Obrazek 23: Imuhistochemickd detekce promininu-1 / CD133 (zelen€) v histologickych
preparatech.

I mm

1 mm

6.3.4.3 IncRNA PARTICL

Dlouhé nekddujici RNA PARTICL hraje diilezitou roli v methylaci a tim ovliviiuje
epigenetické mechanismy, které jsou podstatné nejen v procesu karcinogeneze. [122]
Zvysena hladina PARTICL byla popsana u n¢kolika lidskych bunéénych linii po vystaveni
pusobeni nizkych davek zateni (0,25 Gy) v navaznosti na zvyseni exprese MAT2A. [124]

Pomoci analyzy dat ziskanych kvantitativni PCR bylo zjisténo, Ze hladina exprese
IncRNA PARTICL je proménliva v zavislosti na koncentraci ATRA a typu mikroprostredi.
Bunécnd linie U-87 MG byla vystavena po dobu 7 dnl expozici ATRA v rGznych
koncentracich (107-10* M) ve dvou odlisnych mikroprosttedich — v z6n& LE a v z6né ECM.
V z6n€ LE byla detekovana sniZzend exprese PARTICL ve srovnani s neexponovanymi

kontrolami. Hladina exprese inverzné korelovala se zvySujici se koncentraci ATRA.
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V druhém mikroprostfedi, zon¢ ECM pfi zachovani stejnych podminek a koncentrace

ATRA se tento trend neprokézal. (Obrazek 24)

Obrazek 24: Porovnani relativné kvantifikované exprese PARTICL (224Y) k GAPDH ve
dvou odlisnych mikroprostiedich.
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Hladina exprese PARTICL byla porovnavana i v pribc¢hu kultivace bunck mezi
jednotlivymi pasazemi. Exprese PARTICL v bunkich U-87 MG exponovanych ATRA
o koncentraci 10* M vyznamné poklesla (p=0,029) pfi porovnani pasaze &. 5 (P#5)
a pasaze ¢. 15 (P#15).

V histologickych preparatech tkané pacientl s diagnézou GBM byla IncRNA
PARTICL detekovana v jaddrech nadorovych bunék v nekrotickych a perinekrotickych
oblastech. Tato bunécn4 jadra se vyznacovala atypickym tvarem. V jinych kompartmentech
jadernych bun¢k nebyla pfitomnost IncRNA PARTICL zjisténa. V téchto oblastech nebyla
zaznamenana rovnomérna exprese IncRNA PARTICL, pomoci imunohistochemickych
metod byla vyssi koncentrace PARTICL detekovéna vzdy na jedné strané (peri)nekrotické
niky. (Obrazek 25) Ptitomnost IncRNA PARTICL v tkani GBM byla potvrzena za pomoci
metody kvantitativni PCR. Detekce PARTICL v deparafinovanych histologickych
preparatech GBM tkané pacientii pomoci qPCR svéd¢i o vyrazném zvySeni exprese
PARTICL v GBM tkéni.
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Obrazek 25: Exprese PARTICL v histologickych preparatech. (A) Konfokalni
mikrofotografie exprese PARTICL (rtzova) vedle bezbunécnych oblasti naddoru (Seda
Sipka). Pfitomnost jader zobrazena DAPI barvenim (modra). (B, C, D) Exprese PARTICL
(I a IT analyzované oblasti) pfevazné na jedné strané bezjadernych oblasti (C, D - ohrani¢ené

oblasti); métitko 1 mm.
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6.3.4.4 IncRNA GASS5

GASS je povazovan za tumor supresivni IncRNA ve spojitosti s mnoha malignimi
nadory, u kterych byla detekovéana sniZena exprese tohoto transkriptu. Klinicko-patologické
charakteristiky, ke kterym patii doba pieziti, doba bez relapsu, ptfitomnost vzdalenych
metastaz, pfitomnost metastaz v lymfatickych uzlinach, velikost a progrese nadoru inverzné
koreluji s hladinou exprese této IncRNA u riznych typt rakovin. [128]

Analyzou dat ziskanych kvantitativni PCR bylo zji$téno, Ze hladina exprese IncRNA
GASS se méni v zavislosti na koncentraci ATRA a typu mikroprostfedi. Bunécné linie
U-87 MG byla vystavena po dobu 7 dnii expozici ATRA v riznych koncentracich
(107-10* M) ve dvou odlisnych mikroprosttedich — v zéné LE a v z6n& ECM. V zoné LE
doslo k vyraznému poklesu exprese GASS ve srovndni s neexponovanymi kontrolami.
Hladina exprese GASS inverzn¢ korelovala se zvySujici se koncentraci ATRA. V druhém
mikroprostiedi, zon¢ ECM pfi zachovani stejnych podminek a koncentrace ATRA nebyly

patrné vyznamné zmény v expresi GASS. (Obrazek 26)

77



Hladina exprese GASS5 byla porovnavéna i v prubéhu kultivace bunék mezi
jednotlivymi pasdzemi. Exprese GASS5 v bunkiach U-87 MG exponovanych ATRA

o koncentraci 10 M vyznamné vzrostla (p = 0,019) pii porovnani P#5 a P#15.

Obrazek 26:Porovnani relativné kvantifikované exprese GASS (2024Y) k GAPDH ve dvou
odlisnych mikroprosttedich.
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V histologickych preparatech tkané pacientii s diagn6zou GBM byla IncRNA GASS
identifikovana v cytoplazmé a v perinuklearnim prostoru bunék rozli¢nych nadorovych
mikroprostfedich, v nichz se liSila 1 mirou exprese. Vys$i hladiny byly pozorovany
v nekrotickych oblastech ve srovnani s pfilehlymi proliferativnimi zénami (aZ 82% narist;
p=0,003) Rozdily v expresi GASS byly znatelné i mezi jednotlivymi pacienty a to
v zé&vislosti na reakci na adjuvantni terapii. Ve vzorcich GBM tkéan¢ pacienti, u kterych byla
zaznamenana pozitivni odpovéd’ na TMZ terapii (P3 a P4), byla hladina exprese této tumor
supresorové IncRNA vyznamné vys§i ve srovnani s pacientem, u kterého TMZ nebyl
tolerovan. U tohoto pacienta byl GASS5 exprimovan v hypoxickych oblastech ve vysSich
hladinach, ve srovnani s tkani z jinych typt nik. Téchto vysledkti bylo dosazeno pomoci
metod in situ hybridizace, amplifikace IncRNA GASS5 izolované z histologickych preparati

se nezdarila.
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7 DISKUZE

Glioblastom multiforme je nejCastéjSim a nejagresivnéjSim malignim mozkovym
nadorem u dospélych, ktery odolavéa postuptim konvencni terapie. Ta se aktudlné sklada
z maximalni mozné chirurgické resekce a nasledné radioterapie a chemoterapie. [12] GBM
je povazovan za onemocnéni celého mozku, protoze obsazené nadorové buiiky jsou vysoce
infiltrativni. Tato jejich vlastnost komplikuje uplnou resekci nadoru a vede k castym
recidivam, které jsou hlavni ptfi¢inou umrti. [ 1] I pfes pomérné nizkou incidenci 3-4 ptipady
na 100 000 obyvatel, je nezbytné se zabyvat vyzkumem tohoto onemocnéni kvili jeho
zavaznosti a vysoké mortalité. Primérné se 1éceni pacienti dozivaji 14-16 mésict od prvni
diagnozy, pouze 5-10 % pacienti se doziva 5 let od manifestace choroby. [1] Uéinnost 1é¢by
1 pokrok ve vyzkumu jsou znesnadiiovany charakteristickymi vlastnostmi tohoto nadoru,
predevsim schopnosti se infiltrovat do okolni zdravé tkan¢ a velkou heterogenitou nadorové
tkang.

V nadorovém mikroprosttedi (TME) GBM se vyskytuji kromé& rakovinnych bun&k
také endotelidlni buiiky, neurony, astrocyty, oligodendrocyty, rezidentni imunitni bunky
napf. mikroglie, cirkulujici imunitni buiiky infiltrujici nador a nebunééné slozky, jakymi jsou
napft. apokrinni a parakrinni signalni molekuly, exozomy a slozky extracelularni matrix. [2].
TME je roz¢lenéno do n€kolika anatomicky odlisSnych oblasti tzv. nddorovych nik, které se
mohou morfologicky a funkéné lisit 1 v ramci jednoho nadoru. Jednotlivé niky obsahuji
specifické typy bun€k a proteinl, které jsou zodpovédné za specifick¢é molekularni
mechanismy a interakce s glioblastovymi nadorovymi kmenovymi bunikami (GSC)
v nikéach. Tkan celého nadoru je velmi riznorod4 a je tedy pochopitelné, Ze jednotlivé oblasti
se mohou lisit i1 v reakci na terapeutické postupy. GBM mikroprostiedi je velmi dynamické
a jednotlivé niky mohou tak podléhat zménam a v pribéhu Casu ptechazet jedna v druhou
(1 vreakci na terapii). [25] Kvili témto charakteristickym vlastnostem je velmi obtizné
vytvotit model pro vyzkum molekuldrnich mechanismt a pro vyvoj novych 1éc¢iv, ktery by
kvalitn€ simuloval heterogenni mikroprostfedi GBM a jeho proménlivost.

Jednim ze zakladnich modell pro studium molekularnich mechanismi jsou bunééné
nadorové linie. Mezi nejpouzivanéji bunééné GBM linie patii U-87 MG, U-251 MG
(U-373 MG), T98-G, A-172, které jsou odvozeny zodebrané tkdn¢ od pacientii
s diagnostikovanym GBM. [201] Jednotlivé linie se lisi svymi vlastnostmi vcetné

exprimovanych proteind, poctu chromozomu a epigenomu. Tato prace byla zaméfena na
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bunécnou linii U-87 MG, ktera je nejuzivanéjsi bunécnou linii pro vyzkum GBM. Vyuziti
bunécnych linii pro studium vlivt riznych latek na dany nador, v tomto piipadé¢ ATRA na
GBM, ma n¢kolik vyhod. Bunécéné linie jsou pomérné snadno dostupné v urcitém standardu.
Lze je jednoduse kultivovat a manipulovat s nimi za opakovatelnych podminek. Protoze jsou
odvozeny z nadorové tkané, vyznacuji se podobnymi vlastnostmi. Ty lze jednoduseji
definovat, protoze nejsou ovlivnény dal$imi slozkami naddoru. Jednotlivé bunééné linie jsou
homogenni a pisobeni zkoumanych latek neni ovlivnéno interakcemi s okolnim prostredim.
Odpadaji téz eticka hlediska v piipadé nékterych metod. Vyuziti bunéénych linii jako
modelu pro vyzkum nadoru obzvlast¢ GBM ma také nesporné né€kolik negativ. V buikach
bunécné linie dochézi ke genetickym zménam vcetné chromozomalnich aberaci v prabéhu
pasdzovani. U bunécné linie U-87 MG, pro kterou je typické velké mnozstvi
chromozomalnich aberaci [202], bylo v této studii pozorovdno zvySeni aberaci v pribéhu
pasazovani jiz od 10. pasaze. Po 16. pasazi byla pozorovana vyrazna polyploidie u vétSiny
chromozom. Toto zjisténi podporuje studie [203], jez se zabyvala zménami charakteristik
bunééné linie U-87 MG pii 100. pasaZzovani. U-87 MG je dynamickd bunécna linie a méni
své vlastnosti v pribéhu pasdzovani. Pro zachovani stability a reprodukovatelnosti
experimentalnich dat je tedy tieba se vyvarovat dlouhodobému pasazovani a provadét
experimenty ve stejnych nebo velmi blizkych pasazich. Mezi opakujicimi chromozomalnimi
aberacemi nalezenymi v této bunécné linii byly pozorovany delece na kratkych raménkach
prvnich chromozomil, abnormality na kratkych raménkach chromozoml 9, delece na
dlouhych raménkach chromozomi 6, mezichromatidové vymény i dicentrické chromozomy
a difragmenty. U vétSiny zkoumanych mit6z byla pozorovana monozomie u chromozomui
¢. 11,13, 14 a 21. Sestavené karyotypy z jednotlivych pasaZi nebyly identické, coz potvrzuje
dynamic¢nost U-87 MG.

V prostiedi bunééné linie chybi bunééné i nebunécné komponenty realného TME,
které je v pfipadé GBM velmi heterogenni. [2] I pfestoZze bunécna linie nemlZe vhodné
imitovat komplexnost nddorového prosttedi, v této praci se povedlo nasimulovat alespon
dvé odlisna mikroprosttedi pomoci bunécné linie U-87 MG. V téchto dvou mikroprostiedich
byly pozorovany odlisné reakce na stejny podnét ve formé vystaveni plisobeni
all-trans-retinové kyseliny (ATRA).

ATRA jako derivat vitaminu A je dilezitym modulatorem mnoha biologickych
procest véetné vyvoje, riistu a diferenciace normalnich i nddorovych bunék. [5] Pod ndzvem
tretinoin je vyuzivan k 1é€bé nékterych dermatitid a akutni promyelocytarni leukémie

s rizikem nékterych nezddoucich ucinkii vCetné syndromu kyseliny retinové. [204] Podle
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jedné studie [205] by mohl byt vznik gliomil iniciovan nerovnovahou v metabolismu
endogenni kyseliny retinové a jejich receptort. V nékterych pripadech je ATRA v kombinaci
s dal$imi G¢innymi latkami doporuCovéna k 1écbé difuznich gliomt, i GBM. [6] Bylo
prokazano, ze ATRA inhibuje proliferaci nékterych gliomovych bunéénych linii véetné
U-251 MG. [206] Béhem experimenti této prace bylo zjisténo, ze ATRA ovlivituje buiiky
linie U-87 MG rozlicnym zptisobem v zavislosti na mikroprostfedi. V oblasti LE byla
pozorovana vyssi mira proliferace v dusledku expozice ATRA, v prostiedi ECM tento efekt
nebyl pozorovan. Rozdilné ucinky ATRA na zkoumana mikroprostiedi spolu s opacnym
ucinkem na jiné gliomové bunécéné linie poukazuje na nejednoznacnou roli ATRA
v onkologické terapii. K potvrzeni této hypotézy piispivaji i dalsi vysledky experimenti této
prace, kde byl zkouman vliv ATRA na vybrané biomolekuly s pro- i proti- nddorovymi
ucinky.

Transmembranovy glykoprotein ICAM-1, znamy také jako molekula CD54, se
vyskytuje v riznych typech bunék napt. v granulocytech a lymfocytech, ale 1 ve
fibroblastech a endotelidlnich buiikach. [60] Fyziologicky je exprimovan na povrchu téchto
bunck v nizSich koncentracich, zvySend exprese je indukovéna napt. TNF-a, IL-1,
oxida¢nim stresem nebo kyselinou retinovou a zesiluje imunitni odpovéd’. [57] [60] [61]
Exprese ICAM-1 byla pozorovana v buiikach rozlicnych nadorG vcetné rakoviny plic,
zaludku, Zluéniku, slinivky, prsu a prostaty a také v gliomech. [52] [54] [63] ICAM-1 je
exprimovan v gliomech vyssich stupni (véetné GBM), u vétsiny gliomi prvniho a druhého
stupné nebyla pfitomnost [CAM-1 potvrzena, stejné tak ve zdravé mozkové tkani. [64]
Studie ukazuji, ze ICAM-1 je zapojen do procesu migrace a invaze bunék GBM
rezistentniho vii¢i chemoterapii. [70] Jeho inhibice sniZila invazi gliomu in vitro 1 in vivo.
[71] ICAM-1, ktery napoméha invazi a migraci GBM bunék, je tedy povaZovéna za
pronadorovou molekulu ve spojeni s GBM. [70] V bunécéné linii U-87 MG byl ICAM-1
detekovan v jadrech a cytoplazmé bunék celé populace. Na zvySujici se koncentraci ATRA
reagovaly buiikky zvySenou expresi tohoto glykoproteinu. ATRA v nizSich 1 vySSich
koncentracich indukuje zvySenou expresi pronadorové molekuly ICAM-1. To potvrzuji data
z experimentll na jinych typech nadori. [207] Zaméteni na adhezni molekulu ICAM-1 nabizi
potencial pro pfekonani rezistence GBM vii¢i antiangiogenni 1é€bé a pro zlepSeni progndzy
tohoto agresivniho nadorového onemocnéni. [70]

Transmembranovy glykoprotein prominin-1, zndmy také jako molekula CD133, je
vyuzivan pro identifikaci a izolaci kmenovych bun¢k z rozli¢nych tkani véetné kostni dien¢,

mozku a ledvin, 1 k identifikaci nadorovych kmenovych bunék napi. rakoviny prostaty,
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slinivky, vajec¢nikii a v gliomech. [89] Exprese CD133 koreluje s klinicko-patologickymi
parametry u glioml a zvySuje se se stupném malignity. [91] Hypoxické mikroprostiedi
zvysuje expresi CD133 v rakovinnych bunécnych liniich. [89] Pro identifikaci CD133 za
pomoci protilatek je zapotiebi zvazit jejich specificnost, protoze spolecna interakce muze
byt ovlivnéna mirou glykosylace CD133 nebo existenci alternativnich sestfihovych variant.
Je prokézano, ze CD133 uzce koreluje s velikosti nddoru, horsi prognézou, vyssi mirou
metastaz do lymfatickych uzlin a rezistenci vici terapii. [90] Detekce markeru kmenovych
buné¢k CD133 pomohla Iépe charakterizovat bunécnou linii U-87 MG. Tento glykoprotein
byl zjistén v cytoplazmé vétSiny bunck. Expozice ATRA vyvolala u bun¢k inverzni expresni
odpovéd’ — se zvysujici koncentraci bylo detekovano snizujici se mnozstvi CD133. Tato data
ptispivaji k potvrzeni diive publikovanych informaci, Ze ATRA inhibuje maligni
charakteristiky CD133+ bun¢k v bun&cnych liniich riznych nadorovych onemocnéni napf.
rakoviny S§titné zlazy. [208] Dle [209] ATRA muze indukovat diferenciaci a apoptozu
gliomovych bun¢k. Exprese CD133, kterd koreluje s klinicko-patologickymi vlastnostmi
gliomi, je inhibovana ATRA. U-87 MG obsahuje velké mnozstvi CD133+ bunék, lze ji tedy
vyuzit pro vyzkum GSC.

V lidském genomu bylo identifikovano pies 20 000 genti a vice nez 100 000
transkriptl, které nejsou dale translatovany a nekoduji proteiny (ncRNA). [3] Dilezitost
nekodujiciho transkriptomu potvrzuje existence piimé korelace mezi podilem ncRNA
v genomu organismu a jeho vyvojovou sloZitosti. Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) jsou
molekuly RNA o délce vetsi 200 nukleotidii. Svoji funkei se zapojuji do mnoha bunéénych
procestt véetn¢ diferenciace a regulace exprese mnoha gend, ovliviiuji i epigenetické
mechanismy. [4] U velkého mnozstvi IncRNA neni piesna funkce dosud zndma, podle
lokalizace IncRNA 1ze predikovat jeji pravdépodobnou tllohu v buiice. Nékteré IncRNA jsou
spojovany s nadorovou aktivitou, mohou vykazovat onkogenni i tumor supresorové
vlastnosti, u n¢kterych byla prokazana oboji aktivita v zavislosti na typu rakoviny. Rtzné
molekuly IncRNA jsou specificky exprimovany u urcitych typi rakoviny a nékteré z nich
mohou byt detekovany v krvi (Pfiloha III, strana 148) nebo v moci a zdaji se byt vhodnym
neinvaznim biomarkerem. [98] S ohledem na skute¢nost, Ze ve zdravé mozkové tkani bylo
nalezeno nejvice typti IncRNA [4], a na intratumoralni heterogenitu GBM tkang¢, je zadouci
vzit v ivahu tyto transkripty pti hledani novych 1é¢ebnych postupti.

Dlouhd nekddujici RNA PARTICL (ENSG00000286532) hraje dilezitou roli
v methylaci a tim ovliviiuje epigenetické mechanismy, které jsou podstatné nejen v procesu

karcinogeneze. [122] ZvySend hladina exprese PARTICL byla popsana po vystaveni nizkym
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davkam zéfeni (0,25 Gy) in vitro u nékolika lidskych bunécnych linii v ndvaznosti na
zvySeni exprese MAT2A a in vivo v maligni tkani. [124] Prozatimni vysledky ukazuji, ze
jedna z moznych uloh cirkulujici IncRNA PARTICL spociva v negativni regulaci tumor
supresorovych gent. [120] [123] PARTICL byla detekovana i v bunécné linii U-87 MG.
Hladina jeji exprese byla proménliva v zavislosti na typu mikroprostfedi a na koncentraci
ATRA. Se zvySujici se koncentraci ATRA byl PARTICL exprimovdn v niz§ich
koncentracich v proliferacnim pasu. V druhém typu mikroprostfedi tento trend nebyl
pozorovan, coz zdiraznuje dulezitost mikroprostiedi v regulaci biomolekul v nadoru.
Hladina exprese byla také porovnavana v prubéhu dlouhodobého pasazovani, kdy dochazelo
k vyznamnému poklesu této IncRNA. Na zaklad¢ téchto dat a dosavadnich studii Ize fici, ze
zapojeni PARTICL do bunéénych procesii je komplexni a jeho exprese mize ovliviiovat
chovani GBM na nékolika tGrovnich, stejné tak jeho exprese a zavisejici geny mohou byt
ovlivnény vice rozlicnymi faktory v€etné mikroprostfedi. Molekuldrni mechanismy zapojeni
PARTICL do regulace procesi v GBM nejsou prozatim znamy, ale pozorované zmény
v expresi v GBM bunééné linii ptikladaji této IncRNA dileZitost ve spojitosti s moZznym
novym terapeutickym vyuZzitim.

GASS5 (ENSG00000234741) je fazena mezi tumor supresorové IncRNA a jeji snizena
exprese je detekovana u riznych typl rakoviny véetné karcinomu mlécné zlazy, rakoviny
prostaty i vajec¢nikl a délozniho ¢ipku, kolorektalniho karcinomu, rakoviny zaludku, ledvin,
mocového méchyie, plic, slinivky, endometria, ledvin, dale také u melanomu, osteosarkomu,
neuroblastomi a gliomi. [127] U glioml je prokdzana negativni korelace mezi expresi
GASS5 a stupném malignity gliomu, hladina exprese je také spojovana s dobou preziti.
V gliomech nizsich stupiiti se GASS transkribuje vice ve srovnani s gliomy vys$ich stupiiil
véetné GBM. [137] Transkript GAS5 byl v U-87 MG detekovan a jeho exprese reagovala
v zavislosti na mikroprostfedi a na expozici ATRA. V zén€ LE byl pozorovan pokles této
IncRNA jako odpovéd’ na zvySujici se koncentraci ATRA. V prubéhu dlouhodobého
pasazovani bylo naopak pozorovano zvyseni exprese GASS. V této praci bylo prokdzano, Ze
exprese tumor supresorové IncRNA GASS je inhibovéana expozici ATRA v zavislosti na
mikroprostiedi. Snizend exprese GASS plisobi proti aktivaci apoptdzy a podporuje zrychlené
déleni buné€k, na druhé strané zvysend exprese GASS inhibuje progresi bunécného cyklu.
[127]

Na zéklad¢ molekularni analyzy vybranych biomolekul in vitro nelze jednoznacné
urcit piinos ATRA v terapii GBM. Expozice ATRA zvySuje expresi transmembranového

glykoproteinu ICAM-1. Ten napoméhd invazi a migraci GBM bunék a je povaZzovan za
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pronddorovou molekulu ve spojeni s GBM. [70] ZvySend exprese této biomolekuly pfi
terapii neni zadouci. Na druhé strané exprese markeru naddorovych kmenovych bunék
CD133, ktera koreluje s klinicko-patologickymi vlastnostmi gliomii, je inhibovana ATRA.
U obou detekovanych IncRNA byla exprese ovlivnéna expozici ATRA v zavislosti na
mikroprostiedi. Exprese IncRNA PARTICL, kterdA ma schopnosti inhibovat tumor
supresorové geny, klesa po expozici ATRA. To by mohl byt zadouci efekt pii vyvoji novych
terapeutickych postupii. Naproti tomu exprese IncRNA GASS, ktera je povaZzovana za tumor
supresorovou molekulu a hladina jeji exprese koreluje s dobou preziti, klesa v zavislosti na
expozici ATRA. Pro jednozna¢né stanoveni funkce a vlivu ATRA v terapii GBM je nutné
otestovat dopad na vice molekul a vénovat pozornost také nadorovému mikroprostredi
ajednotlivym nikdm. GBM bunky se li§i vreakci na ATRA v zévislosti na typu
mikroprostfedi, jak bylo prokdzano v této dizertacni préci.

Vybrané biomolekuly byly také analyzovany v histologickych preparatech tkané
resekovanych nadort od pacientt s diagnostikovanym GBM, kde mohly byt analyzovany
v jejich pfirozeném mikroprostfedi. Pomoci histologickych preparati 1ze dobie zachytit
komplexnost nadorového mikroprostfedi a charakterizovat histologické vlastnosti celého
tumoru. Na druhou stranu, dojde k zastaveni biologickych dé&jti a mikroprostiedi je
zachyceno pouze v daném okamziku. Histologické vlastnosti jsou ve velké mife pouzivany
pro potvrzeni diagnézy nejen GBM, nové i v kombinaci s molekularni diagnostikou. [10]
V této praci byly analyzovany histologické preparaty vytvorené z resekované GBM tkané
od Ctyf pacientd. Po obarveni byly pozorovany histologické znaky typické pro GBM
a odpovidajici IV. stupni malignity v souladu s dostupnymi informacemi. [10] [42] Nalezy
odpovidaly téz klinickému stavu pacientli. Tkdn v rdmci jednoho vzorku byla velmi
heterogenni s nekr6zami obklopenymi palisddujicimi buiikami, mnohocetnymi a atypickymi
mitézami, zvySenou mikrovaskularizaci, shluky proliferujicich bunck, nekrozami,
anaplaziemi a morfologickymi atypiemi jader i1 celych bunék. Pfestoze se pacienti lisili
v reakci na 1é€bu TMZ, histologické rysy riznych vzorki byly velmi podobné. V porovnani
s touto skute¢nosti, v expresi diive zminénych biomolekul byly nalezeny rozdily kopirujici
rozdily v odpovédi na 1é€bu.

Adhezni protein ICAM-1 byl exprimovan v celé sledované ¢€asti tkané, v nékterych
mistech byla jeho koncentrace vyssi. Ty byly identifikovany jako oblasti mikrovaskularni
proliferace. V této praci byly nalezeny vyznamné rozdily mezi pacientem netolerujicim
TMZ a pacienty reagujicimi na adjuvantni terapii. Vztah mezi mirou exprese ICAM-1

areakci na TMZ terapii nebyl prozatim potvrzen. CD133 nebyl detekovan v celém rozsahu
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tkané GBM, coz odpovidd modelu nadorovych nik s obsahem CD133+ bunék. [87] CD133
byl detekovan piedevsim ve dvou oblastech — v palisddujicich bunikach obklopujicich
nekrozy a vesténach cév. Tato mista exprese byla jiz dfive pozorovana v jinych
experimentech. [210] Téz byly pozorovany rozdily v expresi CD133 mezi jednotlivymi
pacienty. Nejvyssi koncentrace CD133 byla zaznamenana u pacienta pozdéji netolerujiciho
TMZ.

V této praci byla poprvé identifikovana IncRNA PARTICL v tkani GBM. Jeji exprese
nebyla rovnomérna, opisovala heterogenitu tkané. Spolu s vysledky z experiment
s bunécnou linii Ize tvrdit, ze exprese PARTICL v GBM je zéavisla na typu nadorového
mikroprostiedi. ZvySend exprese byla detekovdna v nadorovych bunkach sousedicich
s nekrotickymi oblastmi. Tyto buiiky pfevazovaly vice na jedné stran¢ nekrotického
vyklenku. To naznacuje mozné zapojeni do proliferace nadorovych bunék jako modulétoru
sméru ristu nadoru. Jiz dfive byla prokdzana pronadorova role této IncRNA. [120] Detekce
IncRNA v GBM tkani. [153] Bylo prokdzano, ze exprese tumor supresorové IncRNA GASS
inverzné koreluje s celkovym pfezitim pacientll s diagnézou GBM. [2] [130] Této
skuteCnosti odpovidaji i rozdily mezi hladinami expresi GASS jednotlivych pacientt.
U pacienta netolerujictho TMZ byla detekovana vyrazné nizSi exprese této tumor
supresorové IncRNA ve srovnani s ostatnimi pacienty.

I pfes nizky pocet vzorki tato studie naznacuje n¢kolik trendd, které by pii potvrzeni
na veétsim mnozstvi vzork mohly ptinést pokrok v terapii GBM. Byla poprvé identifikovana
IncRNA PARTICL v resekované tkani GBM. S ohledem na skutecnost, ze zvySeni jeji
exprese je indukovano vystavenim zafeni, mohla by tato IncRNA mit roli v radiorezistenci
nékterych GBM bunék. Tomu nasvédCuje i1 fakt, Ze gen WWOX, ktery je spojovan
s radiosenzitivitou GBM bunék, je regulovan cirkulujicimi IncRNA vcetné PARTICL. [120]
[121]

V pribéehu této prace byl také vytvoren systematicky piehled IncRNA molekul, které
byly zkoumany ve spojeni s GBM. Jejich exprese je vysoce specifickd, rozdily byly
detekovany mezi rozdilnymi tkdnémi i bunikami i pfi patofyziologickych stavech. [97] [101]
Bylo dokazano, ze nékteré lidské choroby vcetné rakoviny jsou propojeny s deregulacemi
IncRNA, coz z téchto molekul déla potencionalni terapeutické cile a biomarkery hufe
diagnostikovatelnych onemocnéni. [3] Klinicky vyuZzivanym biomarkerem je IncRNA
PCA3. V roce 2012 byl americkym Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA; z angl. Food

and Drug Administration) schvalen diagnosticky test karcinomu prostaty zalozeny na
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detekci IncRNA PCA3 v moci. [98] Deregulované hladiny riznych IncRNA byly
detekovany také v krvi pacientd s diagnostikovanym GBM. (Ptiloha 3, strana 152)
Na zaklad¢ probihajicich vyzkumii a dostupnych dat by mohla byt vytvofena sada IncRNA
deregulovanych u GBM pacienta tzv. IncRNA podpis, ktery by mohl pomoci s v€asnou
diagno6zou, presnéjsi progndzou a s monitorovanim odpovédi na 1écbu.

K dilezitosti IncRNA ve vyzkumu GBM pfispiva jiz diive zminéna skutecnost, ze
v mozkové tkani je zastoupeno nejvice typi IncRNA. Ty jsou zapojeny do regulacniho
systému, ktery napomaha vyvoji a udrzovani velkého mnozstvi riznych bun¢k obsazenych
v mozkové tkani. [4] Studie ukazuji spojitost mezi molekulami IncRNA a téméf vSemi
procesy zapojenymi do tumorogeneze. Prestoze urceni ptesné funkce dané molekuly
IncRNA je slozité (zména v expresi ve vétSing pripadit nezplsobi vyraznou fenotypovou
zménu a nelze tak snadno propojit danou molekulu s funkci), nékterym IncRNA byla na
zaklad¢ studii pfifcena ve spojitosti s GBM  funkce onkogenni (MIAT, HOTAIR,
SAMMSON, ...), tumor supresorova (GASS5, MEG3, PART1 a dalsi) nebo diagnosticka
(SOX2-0OT, MIR210HG,...). Molekuly IncRNA jsou zapojeny do mnoha procesti v GBM -
proliferace (MIAT), apoptézy bunék (MALATI), invaze bunék (IncRNA-ATB),
angiogeneze (HULC), reakce na posSkozeni DNA (PCAT1), regulace bunécného cyklu
(CASC7), regulace mikroprostiedi nadoru (FAM66C), hypoxie (MIR210HG), propustnosti
BBB (TUGI), progrese nadoru (TUNAR), recidivy (Inc-TALC), TMZ rezistence
(ADAMTSs9-AS2), radiacni odolnosti (HMMR-AST1) a dalSich. (Tabulka 1, strana 46) Jak
bylo prokazano v této praci, pii experimentech s IncRNA ve spojitosti s GBM, je nutné
vénovat pozornost heterogenit¢ GBM tkan€ a moZnym odliSnym reakcim v jednotlivych
nikéch.

K IncRNA, které jsou nejvetsi skupinou nekodujicich transkript (Obrazek S,
strana 32), je v posledni dobé upnuta velkd pozornost. Jejich vyzkum se neustéle rozviji
a kazdy rok je identifikovino mnoho dalSich transkripth. [211] Pro utfidéni a sdileni
informaci bylo vytvofeno né€kolik databazi specializovanych na IncRNA, nékteré byly
pouzity pfi psani této prace (napi. LNCipedia 5.2; IncRNAfunc). Databaze obsahuji mnoha
data k jednotlivym IncRNA, vcetn¢ alternativnich jmen a rtiznych identifikatorti napt. ID
genu, Hugo nomenklatury, Ensembl identifikatorti genu i transkriptu. Ve vétSing databazi
nejsou uvedeny vSechny udaje a vSechny nazvy pro danou IncRNA, nékteré pouzivaji
1 vlastni systém identifikace IncRNA. To zté¢Zuje hledani informaci o konkrétni molekule

IncRNA nejen v databazich, ale i v odbornych ¢lancich.
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Piinosem by bylo pouZzivani jednotného znaceni IncRNA nebo vyuziti jedné
z existujicich identifikacnich signatur, aby nedochazelo napt. k zaméné nebo duplikaci
jednotlivych molekul. Vzhledem k neustdle novym objevim v souvislosti s IncRNA
dochazi v mnoha piipadech po odhaleni funkce dané molekuly k jejimu pfejmenovani. [212]
Data k této molekule je pak nutné dohledavat pod dvéma i vice nazvy, které lze snadno
identifikovat jako vice odliSnych IncRNA. Pro lepsi ptehlednost byly IncRNA v ptrehledu
vytvofeném v této praci popsany nejen vyctem nejuzivangjSich nazvu, ale 1 lokalizaci jejich
genll na chromozomech a pouzitim Ensembl genového identifikatoru (ENSG). Podobné
vyzvé Celi 1 klasifikace gliomi, kdy je asto vyuzivan pojem gliom i pro experimenty s GBM

bunéénymi liniemi a pro tkané pacientd s potvrzenou diagn6zou GBM.
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8 ZAVER

Vysledky z provedenych experimentii v rdmci této prace 1ze shrnout do né¢kolika bodu:

e Bylo prokdzano, ze ATRA, derivat vitaminu A, v zdvislosti na jeji koncentraci

a typu nadorového mikroprostfedi ovliviiuje bunécnou linii U-87 MG. V zoné

proliferace se buiiky exponované ATRA vyznacuji zvySenou schopnosti proliferace

ve srovnani s buitkami neexponovanymi.

e Po expozici ATRA byly stanoveny rozdily v expresi vybranych biomolekul
v bunééné linii U-87 MG:

Exprese transmembranového  glykoproteinu ICAM-1/CD54,
povazovaného za pronadorovou molekulu ve spojitosti s GBM, byla
vyznamné zvysena expozici ATRA o riznych koncentracich.
Marker nadorovych kmenovych bunék prominin-1/CD133 byl
exprimovan mén¢ a jeho exprese negativné korelovala s koncentraci
ATRA.

Exprese IncRNA PARTICL, ktera patii mezi negativni regulatory
tumor supresorovych gent, byla poprvé detekovana u U-87 MG.
V z6n¢é proliferaéniho pésu, po expozici ATRA byla exprimovéana
v mensi mife.

Exprese tumor supresorové IncRNA GASS5 byla inhibovdna po
expozici ATRA. V zoné€ proliferace byl pozorovan jeji pokles jako

odpovéd’ na zvysujici se koncentraci ATRA.

e VySe zminéné biomolekuly byly analyzovany v histologickych preparatech tkané

GBM resekované od pacientl s touto diagnoézou. Byly pozorovany rozdily mezi

jednotlivymi pacienty, ktefi se liSili v odpovédi na terapii TMZ. Cirkulujici IncRNA
PARTICL byla poprvé detekovana v tkdni GBM.

e Byl vytvofen seznam IncRNA zapojenych do molekularnich procestt v GBM. Pro

lepsi ptehled byly pouzity identifikatory jednotlivych IncRNA
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