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Definice expresniho vzorce ,,DASH systému* v transformovanych glidlnich bunkich,

ko-exprese proteinu aktivovanych fibroblasti a dipeptidylpeptidazy-IV.

Celkova charakteristika

Disertace ma 59 A4 strojopisnych stran v anglictiné a 5 Pfiloh, dokumentujicich
publikacni aktivitu autorky (2 primarni a 1 pfehledova publikace v impaktovanych
Casopisech a 3 posterové prezentace z mezinarodnich védeckych akci)

Cile

Prace vychazi z vysledkl fady svétovych i domaciho pracovisté o expresi DPP-V a
proteinu aktivovanych fibroblastl (FAP) v rtiznych typech nadord, v¢. mozkovych
gliomi a o Ucasti téchto molekul v regulaci jejich rlstovych viastnosti.

Cilem bylo studovat:

(a) lokalizaci a regulaci exprese DPP-1V a FAP v lidském glioblastomech in situ a
v primarnich astrocytarnich kulturach, odvozenych z nadorovych bioptickych vzorkd.

(b) expresi DPP IV a FAP molekul a DPP IV-like enzymaticke aktivity v
transfektovanych komerénich liniovych nadorovych burikach v extra situ kulturach a
dopad takto vyvolanych zmén na jejich riistové viastnosti.

Tyto cile jsou podloZeny obsahlym a vystiznym Gvodnim prehledem soucasnych
poznatkl o tzv. Dipeptidylpeptidase-IV Aktivitou a/nebo Strukturou Homolognich,
molekul (DASH), mezi které DPP-IV | FAP patfi, v&. pfehledu poznatkii o jejich
vyskytu a funkci v nadorovych burikach.

Biologicky material a metodiky

Material. V praci byly pouzity bioptické vzorky glioblastoma multiforme a bunédné
kultury odvozené z t&chto vzork(. Dale, pouzity byly komeréni buné&éné linie
U138MG a U8B7MG a U373, odvozené z lidskych gliom( WHO grade Il a |V.
Bunky linie U87MG byly transfekovany genovym konstruktem DPP-IV a linie
U373 i konstruktem FAP

Pouzité metody: Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), konstrukce DPP-IV a
FAP cDNA vektorll, bunééné transfekce, reverzni polymerazova fetézova reakce v
realném Case (RT-PCR),enzymatické eseje, gelova filtrace a chromatografie,
Western blotting a zymografie, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).
Imunocytochemie a imunohistochemie. Mé&feni adheze a rozprostreni bunék v
kulturach




Vysledky .

(1) V biopsiich glioblastom{i byla DPP IV piitomna hlavné v gliovém
parenchymu, zatimco v perivaskularnim kompartmentu se vyskytovala pouze
sporadicky. FAP byl vyrazné pfitomen v obou t&chto tkanovych oddilech a ve
srovnatelném mnozstvi.

FAP pozitivni burky v gliovém parenchymu bioptickych vzorkd obsahovaly
rovnez DPP IV, Gliovy Fibrilarni Kysely Protein (GFAP) a transkripéni faktor
SOX-2, svédcici pro neuroektodermaini fenotyp t&chto bunék, véetné jejich
prekurzorovil. Tyto bufiky nevykazovaly naopak molekuly specifické pro cévni
endothel a mesenchymalni buniky.

Perivaskularmi FAP pozitivni struktury byly, na rozdil od parenchymu, vW,
GFAP, CD105 a SOX-2 negativni a pouze se sporadickou expresi SMA, TEM-1 a
fibroblastickeho antigenu, vaziciho TE-7 protilatku, coZ doklada mesenchymalni
povahu téchto struktur. Vyskyt FAP pozitivity byl CastéjSi v okoli dysplastickych a
hypertrofickych cév.

(2) V primarnich kulturach odvozenych z GBM byla zjiSténa ko-lokalizace
DPP IV a FAP proteind a jejich mRNA. Membrane overlay assay, s pouZitim H-Gly-
Pro-AMC, potvrdila DPP-IV-like enzymatickou aktivitu obou t&chto molekul, Vy§si
obsah téchto molekul byl provazen pomalejsi proliferaci bunék

(3) Buriky linie U87MG a U138MG ko-exprimovaly DPP-IV a FAP a jejich geny
byly prokdzany na chromosomu 2. V kulturach s bezsérovym médiem se DPP-V-
like enzymaticka aktivita zvySovala, spolu se vzestupem proteinu a mRNA obou
studovanych techto molekul. Podobné jako v primarnich kulturach mol. hm. FAP a
DPP IV byla cca145 kDa a obé& molekuly vykazovaly DPP-IV-like enzymatickou
aktivitu, ktera byla dale analyzovana gelovou filtraci.

(4) Analyza exprese FAP in DPP-IV v transfekovanych burikach linie US7MG
ukazala, Ze exprese proteind t&chto molekul je na sobé nezavisla.

(5) V transgennich U373 burikach s up-regulovanou DPP-IV | FAP se snizila
bunécna adhese na riistové podloZky potazené kolagenem I. Tento Gginek nemély
mutovane a enzymaticky neaktivni molekuly DPP-1V a FAP .

Autorka proto uzavira:

(1) V glioblastoma multiforme (GBM) jsou DPP-IV a FAP ko-lokalizovany na
gliomovych burikach s GFAP a SOX-2

(2) Pritomnost FAP v mesenchymalnich bufikach GMB je Castéji vazana na dys-a
hyperplastické cévy.

(3) Ko-lokalizace DPP-IV a FAP je vysledkem spolecné transkripéni kontroly.

(4) Zvysena exprese DPP IV a FAP v transgennich buiikach zhorsuje jejich adhezi,
zatimco enzymaticky inaktivni molekuly tento efekt nevykazovaly




(5) Predpoklada se u¢ast DPP-IV a FAP ve vaskularizaci gliom{

Zapojeni DPP IV a FAP do sité molekul uéastnicich se degradace molekul
extracelularni matrix je shrut v zavéreénych Perspektivach a Fig.9.

Otazky a komentare
Moje dotazy se tykaji pfevazné cytologicke ¢asti disertace.

Dotaz 1: Jaka byla reprezentativhost bioptickych vzork( pro cely GBM? Byla
exprese DPP IV a FAP v parenchymu stejna v jednotlivych vzorcich a pfitomna u
vSech pacient(i? Byl cévni endotel vzdy DPP IV a FAP negativni? Byly sledovany
néjaké znamky aktivace endotelu?

Dotaz 2: Co povazuje autorka za moZnou primarni pri¢inu vyvolavajici zvyseni DPP-
IV .a FAP v gliomech in situ? Co je mozZny/pravdépodobny strukturaini
nosi¢/senzor?

Dotaz 3 Jsou v literatufe informace o tom, zda DPP-IV je exprimovana v nezralych
neadorvych gliovych burikach, & podobné jako FAP ve fibroblastech, se jgji aktivita
zvysSuje v diferencované glii po fyziologické &i patologické zatézi?

Dotaz 4 Byla sledovana korelace DPP-IV a FAP s pat-anat nalezy &i klinickym
pribéhem pacientti s GBM (proliferace, nekrozy, vaskularizace, EGFR, Ki67, doba
preziti a pod) ?

Prace je velmi pedlivé, pfehledné a é&tive zpracovand, a to jak v anglické &asti, tak
v eském souhrnu.

K formalni strance disertace, nicmené, poznamenavam:

1.V relativné podrobném popisu materialu ve strojopisné ¢ast disertace neni
uveden zdroja pat-anat charakteristiky biopsii a jejich pfipadna variabilta v ramci
nadoru. U komerénich gliomovych linii nejsou uvedeny polty pfedchozich pasazi,
coZ mlZe byt dllezité pfi reprodukci experiment v jinych laboratofich.

2. Ve vyctu perivaskularnich struktur postradam astrocytarni obaly mozkovych cév
a extravasalni mononukleary.

3.V Tab.1 by mohla byt citace na DASH molekuly v meningeomech, kde je jiné
jejich zastoupeni neZ v gliomech (Stremefiova et al. 2010).

3. Mikrofotograficka dokumentace imunocytochemicky detekovanych molekul
cévniho fecisté v GMB je malo zfetelna. Pomohlo by oznaceni a blizsi fenotypicka
specifikace imunopozitivnich struktur v téchto obrazcich.

4. Proc se v praci, s vyjimkou Fig.8, nevyskytuje akronym CD267?




Zaver

Predlozena disertace predstavuje uceleny soubor prioritnich poznatku o
lokalizaci DPP IV a FAP v neuroektodermalnim a mesenchymalnim
kompartmentu glioblastomt mozku, jejich expresi na genomové urovni a
dopadu na rustoveé vlastnosti bunék v extra situ kulturach.

Disertace je jasné a vystizné napsana/sestavena.

Disertace je tématicky velmi kompaktni a je v ni patrné soustiedéné usili
cilené fesit alohu DASH molekul v nadorovych bunkach mozku.

Vysledky byly publikovany v kvalitnich mezinarodnich casopisech.
Vyzdvihnout je tfeba naroény multimetodicky a mezioborovy pfistup.
Studovana tématika je nesporné velmi perspektivni a zavazna pro
experimentalni a klinickou onkologii.
Predlozenou disertaci doporucuji k obhajobé a udéleni védecké hodnosti
Ph.D.
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