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ANOTACE

Tato prace SOC se zabyvé vyuzitim mozkovych organoidi, trojrozmérnych bunéénych
struktur napodobujicich strukturu lidského mozku, pro vytvoieni modelu glioblastomu,
nejcastéjStho a nejagresivnéjsSiho lidského primarniho nadoru mozku. Interakei
mozkovych organoidd, derivovanych z indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k,
se sféroidy vzniklymi z glioblastomovych bunéénych linii jsme vytvofili tzv. GLICO

modely mozkovych nadord.

Pro experimenty jsme pouzili nadorové bunééné linie odvozené od 4 konkrétnich
pacient s glioblastomy, které jsme charakterizovali z hlediska genové exprese na urovni
RNA a vybranych proteinti. Pomoci Light sheet fluorescencni mikroskopie jsme
analyzovali jejich schopnost migrace zdravou tkani mozkového organoidu. Detekovali
jsme vyznamné rozdilné biologické vlastnosti nadorovych bunéénych linii od
jednotlivych pacientti a ukdazali, ze individualizované GLICO modely mohou byt

uzite¢nym nastrojem pro vyzkum a charakterizaci mozkovych nadort.

GLICO modely jsme také uspéSné vyuzili pro testovani novych moznosti cilené
protinadorové terapie, konkrétné pro sledovani efektu inhibitorti kasein kinazy 1 (CK1).
Porovnali jsme efekt dvou riznych inhibitort CK1 (vyrobci Pfizer a MU) a prokazali
jejich vyznamny vliv na zpomaleni ristu nadoru po 30denni kultivaci s GLICO modelem
(po kultivaci s inhibitorem Pfizer se objem nadoru snizil na 59 %, po kultivaci
s inhibitorem MU na 55 % kontrolniho vzorku bez inhibitoru). Ziskané vysledky tak
ukazaly velky potencidl 3D mozkovych organoida pro vyvoj individualizovanych modela

mozkovych nadort a pro testovani novych typti protinadorovych 1éciv.

Klic¢ova slova
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ANNOTATION

This Students” Professional Activities (“SOC”) thesis deals with the application of brain
organoids, three-dimensional cellular structures imitating the structure of the human
brain, to create a model of glioblastoma, the most common and most aggressive human
primary brain tumor. Through interaction of brain organoids, derived from induced
pluripotent stem cells, with spheroids formed from glioblastoma cell lines, we created so-

called GLICO models of brain tumors.

For the experiments, we used tumor cell lines derived from 4 individual patients with
glioblastoma, which we characterized in terms of gene expression at the level of RNA
and selected proteins. Using Light sheet fluorescence microscopy, we analyzed their
ability to migrate through healthy tissue of the brain organoid. We detected significantly
different biological properties of tumor cell lines derived from individual patients and
showed that individualized GLICO models can be a useful tool for brain tumor research

and characterization.

We have also successfully applied GLICO models for testing new options for targeted
antitumor therapy, specifically for monitoring of the effect of Casein Kinase 1 (CK1)
inhibitors. We compared the effect of two different CK1 inhibitors (manufactured by
Pfizer and MU) and demonstrated their significant impact on an inhibition of tumor
growth after 30-day cultivation with the GLICO model (after cultivation with the Pfizer
and MU inhibitors, the tumor size decreased to 59% and 55%, respectively, in comparison
the control non-treated sample). The obtained results thus showed the great potential of
3D brain organoids for the development of individualized models of brain tumors and for

testing of novel types of antitumor drugs.
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SEZNAM ZKRATEK

2D z angl. Two-Dimensional (dvojrozmérny)

3D z angl. Three-Dimensional (trojrozmérny)

APS z angl. Ammonium persulfate (persulfat amonny)

ASCs Z angl. Adult Stem Cells (dospélé kmenové buiiky)

BCP 1-bromo-3-chlorpropan

BPB z angl. Brom-Phenol Blue (bromfenolova modr)

BSA z angl. Bovine Serum Albumine (bovinni sérovy albumin)
CK1 z angl. Casein Kinase 1 (Kasein Kindza 1)

CNS centralni nervova soustava

DC z angl. Detergent Compatible (kompatibilni s detergenty)

DMEM/F12 z angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12

(Dulbekovo modifikované médium/smés zivin F-12)

DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina
ECM extracelularni matrix
EGF z angl. Epidermal Growth Factor (epidermalni riistovy faktor)
ESCs z angl. Embryonic Stem Cells (embryonalni kmenové buriky)
FACS z angl. Fluorescence-Activated Cell Sorting
(fluorescenci aktivované tiidéni bunék)
FBS Z angl. Fetal Bovine Serum (fetalni bovinni sérum)
FGF2 z angl. Fibroblast Growth Factor 2 (fibroblastovy rastovy faktor 2)
GBM Glioblastoma Multiforme
GFAP z angl. Glial Fibrillary Acidic Protein (gliovy fibrilarni kysely protein)
GFP z angl. Green Fluorescent Protein (zeleny fluorescenéni protein)
GLICO Glioblastoma Cerebral Organoid
HRP z angl. Horseradish Peroxidase (kfenova peroxidéaza)
IPSCs z angl. Induced Pluripotent Stem Cells
(indukované pluripotentni kmenové burky)
IVF in vitro fertilizace
KCI chlorid draselny
KH2 PO4 dihydrogenfosfore¢nan draselny
LSFM Light sheet fluorescen¢ni mikroskopie



MCTS multicelularni sféroid

NaxHPO4-2H>0 dihydrat hydrogenfostatu disodného
NaCl chlorid sodny

NeuroCult z angl. Neural Stem Cell Culture Media

(médium pro neuralni kmenové buiky)

NF-L z angl. Neurofilament Light Polypeptide
(neurofilamentovy lehky polypeptid)
NGS z angl. Next Generation Sequencing (sekvenovani nové generace)
NGS Z angl. Normal Goat Serum (normalni kozi sérum)
OLIG2 z angl. Oligodendrocyte Transcription Factor
(oligodendrocytovy transkrip¢ni faktor)
PBS Z angl. Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
PCA z angl. Principal Component Analysis (analyza hlavnich komponent)

Poly-Hema z angl. Polyhydroxyethylmethacrylate (polyhydroxyetylmetakrylat)

PVDF z angl. Polyvinylidene Difluoride (polyvinyliden fluoridova
membrana)

RNA ribonukleova kyselina

RNA-seq z angl. RNA Sequencing (sekvenovani RNA)

RCF z angl. relative centrifugation force (relativni centrifugaéni sila)

rpkm z angl. reads per kilobase milion (pocet ¢teni na milion kilobazi)

SDS z angl. Sodium-dodecyl-sulfate (dodecylsulfat sodny)

SOX1 SRY-Box Transcription Factor 1 (SRY-Box transkrip¢ni faktor 1)

SOX2 SRY-Box Transcription Factor 2 (SRY-Box transkrip¢ni faktor 2)
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Tris Trisaminomethan
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identifikatory)



1 UvoD

Biomedicinsky vyzkum patfi mezi nejrychleji se rozvijejici védecké oblasti, protoze
pfispiva nejenom k poznani biologie a patofyziologie zavaznych onemocnéni, ale také
pfinasi nové moznosti lékaiské diagnostiky, u¢inné moderni 1é¢by i personalizované
mediciny. K uréeni co nejvhodnéjsi terapie pro konkrétni pacienty a objeveni novych
potencidlnich 1¢é¢iv je velmi dulezit¢ nalezeni vhodnych biologickych modeli

onemocnéni, které by co nejptresnéji napodobovaly odpovidajici lidské tkané.

Kli¢ovou technologii, ktera se pro tento ucel v poslednich letech za¢ina vyuzivat, jsou
tzv. organoidy — trojrozmérné (Three-Dimensional, 3D) bunééné struktury napodobujici
strukturu organd in vivo. Prvni 3D bunééné organoidy byly vyvinuty z dospélych
kmenovych bun¢k a napodobovaly tkan tenkého stieva [1]. Nasledoval vyvoj organoidi
modelujicich dalsi lidské tkané a organy, napiiklad mozek, plice, sitnice, zaludek a mnohé
dalsi. Organoid mozku, ktery byl poprvé vytvoien v roce 2013 Lancaster et al. [2], je
vynikajicim nastrojem pro vyzkum fyziologickych procest v mozku, pro vyzkum
neurodegenerativnich onemocnéni i pro vyzkum mozkovych nadord. Ve své praci jsem
se zaméfila na vyvoj 3D mozkovych organoidu, které by modelovaly lidskou mozkovou

tkan s nadorovym onemocnénim — glioblastomem.

Glioblastoma multiforme (GBM, glioblastom) je nej¢astéjsim primarnim nadorem mozku
av Ceské republice jim podle tidajii z Narodniho onkologického registru roéné onemocni
az 500 lidi. Celosvétove je to vice nez 300 tisic lidi a incidence stale nartsta [3]. Vznika
v gliovych buikach, které jsou spolecné s neurony klicovymi slozkami nervového
systému. Vzhledem vysoké agresivité glioblastomu je primérné preziti pacientt jen
velmi kratké. Pokud je nador vcas diagnostikovan a lze ho odstranit radikalnim
chirurgickym zasahem s naslednou radioterapii a chemoterapii, je praimérné pieziti 14
mésict od diagndzy, u nelécenych pacientl pouze 3 mésice a pouze 5 % pacientl Zije
déle nez 5 let od stanoveni diagndzy [4,5]. Z téchto divodu je ziejma akutni potieba
dalsiho vyzkumu tohoto fatalniho onemocnéni a nutnost intenzivniho hledani novych
moznosti 1é¢by. Vzhledem Kk obtiznému vyzkumu primarniho materialu lidské mozkové
tkan¢ za ucelem studia onemocnéni a testovani novych 1é¢iv se organoidy jednoznacné
stavaji nejlepSim biologickym modelem pro studium vlastnosti nadord, charakterizaci
jejich biologickych vlastnosti 1 vyvoj novych terapeutickych moznosti cilenych na

konkrétni pacienty.
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V ramci mé vyzkumné prace jsem se podilela na vytvofeni trojrozmérného modelu
mozkové tkané¢ s nadorem glioblastomem. Tento model vznikl spojenim mozkového
organoidu odvozené¢ho z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék a sféroidu
tvofeného glioblastomovymi buikami, poprvé byl tento typ modelu vytvoten v roce 2019
v USA (48). V nasem vyzkumu jsme experimenty provadeéli s riznymi glioblastomovymi
bunéénymi liniemi odvozenymi z primarnich nadorti konkrétnich pacientt, pro které
dosud 3D modely nebyly nikdy vytvofeny. U téchto novych ,,GLICO“ modela jsme
charakterizovali miru migrace glioblastomovych bunék do mozkového organoidu a tim
ziskali informaci o agresivité nadoru z dané bunééné linie. Funkénost vzniklych modelt
jsme vyzkouseli pomoci testovani potencialnich novych 1é¢iv — inhibitord kasein kinazy
1 (Casein Kinase 1, CK1) PF-670462 (Pfizer) a MU (Masarykova Univerzita), které

ovliviiuji Wnt signalni drahu regulujici bunéénou migraci [6, 7].
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2 CILE PRACE

Cilem préce byl vyvoj 3D modelu mozkového nadoru glioblastomu za vyuziti interakce

mozkovych organoidt derivovanych z indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k,

které simulovaly zdravou mozkovou tkan, a z glioblastomovych bunék derivovanych

Z nadoru konkrétnich pacienti.

Specifické dil¢i cile prace byly:

Charakterizace a srovnani nékolika glioblastomovych bunéénych linii
derivovanych od pacientii s glioblastomovymi mozkovymi nadory, vcetné
srovnani jejich genové exprese pomoci analyzy transkriptomu metodami
sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS) a analyzy

exprese vybranych proteini pomoci imunochemickych metod (Western blot)

Vytvofeni 3D modelu glioblastomu (tzv. GLICO modelu) pomoci interakce

mozkovych organoidil se sféroidy z glioblastomovych bunéénych linii

Analyza proliferace vybranych glioblastomovych bunénych linii a jejich
schopnosti migrovat pies zdravou tkan mozkového organoidu

Pouziti GLICO modelu Kk testovani novych cilenych [é¢iv potencidlné
vyuZitelnych pro 1écbu pacientd s glioblastomy (tzv. kindzovych inhibitort) a

sledovani jejich vlivu na chovani glioblastomovych bunék v rdmci vytvoren¢ho

GLICO modelu

12



3 TEORETICKA CAST

3.1. Glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM, glioblastom) je nejcastéjsi primarni mozkovy nador
dospélych. Tvofi pfiblizn€ 45 % malignich primarnich nadorti mozku a centralni nervové
soustavy (CNS) a diky své vysoké heterogenité ma velmi Spatnou prognozu [4]. Déli se
na primarni, kterych je az 80 % vSech GBM a vyskytuji se piedev§im u starSich pacientil
s prumérnym vékem pii diagndze 62 let, a sekundarni, které vznikaji jako metastazy
jinych nador a vyskytuji hlavné u mladsich pacientli s primérnym vékem 45 let [3]. Dale
se podle typu genovych mutaci a transkripéni aktivity ur¢itych gent déli na tii subtypy —
proneuralni, mesenchymalni a klasicky [8], coZ taktéz ukazuje na heterogenitu téchto
nadord. Median preziti dospélych pacientli s glioblastomem po chirurgické resekci,
radioterapii a chemoterapii protinadorovym lé¢ivem temozolomidem je v soucasnosti 14
meésicu a Sleté preziti je méné nez 5 % [4, 5]. To, ze preziti pacientl se jiz po nékolik
desetileti vyznamné nezlepsSuje a je stale velmi nizké [9], ukazuje na akutni potiebu
zavadeéni novych 1écebnych strategii. Ty vychazeji z vylepsenych biologickych modelt
pro studium glioblastomu a novych analytickych pfistupti ke studiu jeho biologie a
invazivity [10]. Schéma onemocnéni Glioblastoma multiforme je zobrazeno na obrazku

1, celkova zat&z nadory mozku a glioblastomy v CR je zobrazena na obrazcich 2 a 3.

Glioma

Obrazek 1: Schéma lidského mozkového nadoru Glioblastoma multiforme
(https://www.aaroncohen-gadol.com/en/patients/glioma/types/overview)
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Obrazek 2: Celkova zatéZ nadory mozku v CR (Nérodni onkologicky registr, Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky CR)
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Obrizek 3: Celkova zatéz glioblastomy v CR (Néarodni onkologicky registr, Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky CR)
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3.2. Epidemiologie a etiologie GBM

Bylo zjisténo, Ze incidenci glioblastomu ovliviiuje nékolik ruznych faktord. Incidence
glioblastomu se naptiklad zvysuje s vékem, napiiklad v roce 2012 bylo ve Spojenych
statech americkych nejvice pacientl ve vékové skupiné 75 az 84 let [11]. Incidence je
také vy$$i u muzi neZ u Zen a u evropské populace ve srovnani s jinymi [12]. Bylo také
prokazano, ze vystaveni centralniho nervového systému ionizujicimu zafeni zvySuje
riziko vzniku glioblastomu [13]. Latence mezi ozafenim a rozvojem GBM se vsSak
pohybuje od n¢kolika let po n€kolik desetileti [14]. Studie dale prokazaly, ze jedinci
s alergiemi nebo atopickymi onemocnénimi maji mensi riziko vzniku glioblastomu.
Vys$i riziko vzniku glioblastomu ve spojeni s faktory Zivotniho stylu jako je koufeni,

konzumace alkoholu nebo uzivani drog nebylo prokazano [15].

3.3. Lécba GBM

Standardni terapii onemocnéni GBM je chirurgicka resekce nadoru nasledovana
radioterapii a chemoterapii pomoci protinadorového léc¢iva temozolomidu. 1 pies
maximalni resekci nddoru a agresivni terapii ale témét vSechny glioblastomové nadory
po 1é¢bé recidivuji [16]. To mlze byt zplisobeno vysokou heterogenitou nadoru, ktera
zpusobuje rozdilnou odpovéd bunék glioblastomu na 1é¢iva, hematoencefalickou
bariérou mozku, ktera brani kompletnimu doruc€eni 1é¢iv k nddoru, imunosupresivnim
mikroprostiedim nebo neuplnou resekci nadoru [17]. Také se vi, ze glioblastomové bunky
si v pribéhu 1é¢by vytvaii rezistenci k radioterapii i chemoterapii a dale pokracuji v ristu
[18].

3.4. Biologicka lécba glioblastomu

Lécba nadortt mozku stile zistava velkou vyzvou. VétSing pacientd jsou tak kromé
standartni 1éCby nabizeny 1 rizné nové léCebné strategie, jako naptiklad inovace
Vv radioterapii pro lepsi zacileni na nador, rGzné techniky pro lokalni destrukci nadoru,
imunoterapie, inhibitory riistu naddoru nebo bunécna/genova terapie. Dalsi navrhy na
zlepSeni terapie glioblastomu zahrnuji naptiklad i dodavani 1é¢iv ptimo do mozku skrz

hematoencefalickou bariéru pomoci nanoc¢astic a monoklonalnich protilatek nebo
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zavedeni geneticky modifikovanych bakterii do mozku, kde selektivné nici rakovinné
buiky, ale jsou zaroven Setrné ke zdravé mozkové tkéani. Uplatiiuje se také pouziti
vylepsSenych zvifecich modeli pro preklinické testovani 1€Civ a personalizovanou 1écbu
[19]. Vyzkumu téchto novych 1éCebnych strategii je vénovano velké usili a stale se
vyvijeji rizné nové terapeutické pristupy a techniky. Mezi nadé&jné protinadorové 1éky
V soucasnosti patii inhibitory Kasein Kinazy 1. Tento enzym fosforyluje fadu substrati a

ovlivituje také Wnt signalni drahu regulujici buné¢nou migraci [6, 7].

3.5. Kmenové buriky

Kmenové buiiky jsou nediferencované buiiky se schopnosti se délit (proliferovat), které
maji jedine¢nou schopnost diferencovat (pfeménit se) do jinych typt bunck v lidském
téle (napiiklad do neuront nebo svalovych bungk) [20]. Tato jejich schopnost umoziuje
organismu vytvaret buiiky nové, specializované pro rizné typy tkani. Podle ptivodu se
kmenové bunky déli na dva typy — embryonalni kmenové buniky (Embryonic Stem Cells,
ESCs) a dospélé kmenové bunky (Adult Stem Cells, ASCs). Tietim typem jsou
indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs, Induced Pluripotent Stem Cells), které
Se vytvareji v laboratofi a svymi vlastnostmi jsou velmi podobné ESCs.

Kmenové bunky se podle miry schopnosti diferenciace déli na buiky pluripotentni
(mohou diferencovat v jakékoliv bunky kromé trofoblastu), multipotentni (mohou
diferencovat v jakykoli typ bunék, ale pouze v ramci jedné tkan¢) a totipotentni (mohou
diferencovat v jakykoliv typ bun¢k) [21].

3.5.1. Embryonalni kmenové bunky

Embryondlni kmenové bunky jsou pluripotentni bunky, ze kterych v embryu vznikaji
vSechny ostatni somatické buiky. Diky tomu, ze mohou diferencovat na jakékoliv
specializované t€lni bunky, jsou ESCs vyznamnym nastrojem pro in vitro studium
mechanismi vytvafeni riznych typt tkani, tvorby organt a také lidského vyvoje. Diky
své schopnosti proliferace jsou i velkym pfislibem pro regenerativni medicinu [22]. Prvni
my$i embryonélni kmenové buniky byly z mysiho embrya izolovany v roce 1981 Evans
& Kaufman [23] a Martin [24]. Prvni lidské embryonalni kmenové burnky byly izolovany
v letech 1998 a 2000 ze 3-5 dni starych embryi vzniklych pfi in vitro fertilizaci (IVF) [25,

26]. Generovani ESCs vsak vyzaduje kompletni destrukci embrya, coz jiz po jejich prvni
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izolaci vyvolalo zasadni etické otazky. Z téchto divodu se tak védci zaméfili na vyvoj
bunék, které by se svymi vlastnostmi podobaly ESCs, ale zarovei by jejich pouziti nebylo

kontroverzni. Prubéh extrakce embryonalnich kmenovych bun€k z5-7 dni starého

embrya je zobrazen na obrazku 4.

Obrazek 4: Extrakce embryonalnich kmenovych bunék z 5-7 dni starého embrya
(blastocysty)(https://www.researchgate.net/profile/Michael_Telias2/publication/415791
99/figure/figl/AS:277263997259779@1443116296860/Blastocysts-and-early-HESC-
colonies-derived-from-PGD-embryos-A-Day-7-expanded.png)

3.5.2. Dospélé kmenové buiiky

Dospélé kmenové buiky jsou multipotentni nediferencované bunky nachazejici se v
mnoha tkénich v lidském téle. V ptipad€ potfeby mohou proliferovat a diferencovat a
nahradit tak pfirozen¢ umirajici buiiky ve své tkani nebo v pfipad€ zranéni opravit vzniklé
rany. Nékteré, jako naptiklad bunky vlasovych folikuld, se déli neustdle. Diky témto
svym schopnostem maji kmenové builkky potencial 1é¢it fadu degenerativnich
onemocnéni. Jsou vSak povazovany za Casty zdroj malignich (zhoubnych) nadort a
pochopeni mechanismt jejich proliferace by tak mohlo pfispét i k vytvofeni novych
lé¢ebnych strategii vyuzitelnych pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni [20]. Na obrazku 5

jsou zobrazeny hlavni zdroje multipotentnich kmenovych bunék v lidském téle.
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Obrazek 5: Hlavni zdroje multipotentnich kmenovych bunék v lidském téle
(https://www.sciencelearn.org.nz/images/2441-adult-stem-cells)

3.5.3. Indukované pluripotentni kmenové burky

V této praci byly vyuzivany indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSCs), a to pro
tvorbu mozkovych organoidli. Indukované pluripotentni kmenové bunky jsou typ
pluripotentnich kmenovych bunék odvozenych z dospélych somatickych bunék. Tyto
dospélé somatické buiiky byly pomoci genetické manipulace pieprogramovany do stavu,
kdy jsou velmi podobné ESCs [27]. Tvorbu iPSCs z mysich fibroblasti v roce 2006
predstavili Takahashi a Yamanaka. Ve stejné laboratofi se jim poté v roce 2007 podafilo
odvodit iPSCs i z lidskych fibroblasti (zakladni bunky vazivové tkang, jsou rozptyleny
Vv riznych castech téla) [28, 29]. iIPSCs mohou byt vytvoreny témért z jakéhokoliv typu
tkang, podafilo se je vytvofit napiiklad z periferni krve [30], pupecnikové krve [31], ustni
sliznice [32] nebo kozZnich fibroblastt [27]. Objev iPSCs tak védctim umoznil jednoduse
ziskavat pluripotentni kmenové buiky bez nutnosti kontroverzniho pouziti embryi [33].
Bunky jsou navic témét totozné s builkami darce, coz je velmi dulezity faktor
pii modelovani riznych onemocnéni a testovani 1é¢iv, na coz jsou iPSCs v soucasnosti

hojné vyuzivany [27]. Jejich pfiprava je popsana na obrazku 6.

18


https://www.sciencelearn.org.nz/images/2441-adult-stem-cells

Tissue cell type

Reprogramming tools

@9

Fibroblasts

Keratinocytes

Leucocytes

0PEPEE0
00016100610
(0Jofo)o)elofe)o)

Myocytes

@2’7@

e

e
S
OO

O
Pharmacological compounds

iPS cell colonies on MEFs

Obrazek 6: Piiprava iPSCs bunéénych linii

(https://www.thelancet.com/cms/attachment/db82ed51-84e8-463b-9872-c04a05a37f0b/

grl_Irg.jpg)

3.5.4. Glioblastomové bunééné linie

Pro studium GBM se ve vyzkumnych experimentech casto pouzivaji glioblastomové
bunééné linie. V této praci jsem pouzila bunécné linie izolované piimo z vyoperovanych
primarnich nadorti pacienti s glioblastomy 1é¢enymi v Univerzitni nemocnici v Uppsale
ve Svédsku. Bylo prokazano, ze glioblastomové bunééné linie si zachovavaji specifické
biologické vlastnosti ptivodniho nadoru [34]. Po vice nez 30 let se pro vyzkum pouzivaly
prevazné linie U87, U251 a T98G, které se kultivovaly v médiu obsahujicim fetalni
bovinni sérum (Fetal Bovine Serum, FBS). Bylo ale prokazano, ze pifitomnost FBS
v médiu vede k diferenciaci nadorovych kmenovych bun€k (ty jsou schopné pfemenit se
na jakykoliv typ bun¢k v nddoru) a dé se proto oc¢ekavat, Ze se v téchto liniich uz ptivodni
nadorové kmenové builky nevyskytuji, a tim se méné podobaji plivodnim nadortim,

Z nichz byly izolovany [35]. VSechny nov¢jsi glioblastomové bunééné linie jsou tedy
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kultivovany v médiu neobsahujicim FBS. Do téchto kultivacnich médii se navic pro
podporu ristu nadorovych bunék pridavaji ristové faktory — fibroblastovy rustovy faktor
2 (Fibroblast Growth Factor 2, FGF2) a epidermalni rastovy faktor (Epidermal Growth
Factor, EGF).

3.6. 3D bunécné modely

Ve vétsing experimenttl V biologickém a 1ékafském vyzkumu jsou vyuzivany 2D bunécné
kultury, tedy takové, u kterych jsou bunky pfisedlé na dn¢ Petriho misky (adherentni
bunécné kultury), ptipadné burniky volné€ plavou v médiu (suspenzni bunécné kultury). Pii
dvojrozmérmé (Two-Dimensional, 2D) kultivaci Ize buniky dobfe pozorovat a také se
s nimi pomérné snadno manipuluje, avsak nemaji vlastnosti trojrozmérné tkané a tedy
nemohou vytvaiet realné modely organd. Ve formé 2D bunécnych kultur Ize kultivovat
také rtizné typy kmenovych bunék.

Vyzkum onemocnéni Glioblastoma multiforme se v podminkach in vitro donedavna také
zamétoval predevsim na studium zavedenych bunéénych linii odvozenych z primarnich
nadord kultivovanych ve 2D podminkéch jako adherentni bunécné kultury. Tento zptisob
kultivace v§ak vérné nerekapituluje strukturu nadoru in vivo, a proto jsou pro studium

vhodnéj$im modelem 3D nadorové sféroidy.

3.6.1. Sféroidy

Sféroidy jsou jednoduché sférické shluky bun€k bez jasné struktury a organizace tkané,
které se pouzivaji pievazné jako zakladni nadorové modely. Vytvareji se samovolnym
shlukovanim bunék v kultiva¢nim médiu, které pomoci mezibunéénych spoji tvofi
kompaktni sféroidy [36]. K jejich kultivaci se nékdy vyuziva i tzv. bunétné leseni, které
bunkam pomaha se 1épe shlukovat — tim muze byt naptiklad extracelularni matrix (ECM).
Nejcasteji se vSak sféroidy kultivuji jinymi metodami, naptiklad v nadobach pokrytych
neptilnavym substratem. K nejznaméj$im sféroidiim patii multicelularni sféroid (MCTS),
ktery vznika kultivaci nadorové bunécné linie v miskach s nepfilnavym povrchem.
Histologicky se sice prili§ nepodoba matefské tkani, ale zachovava si metabolickou a
proliferacni aktivitu a chemorezistenci [37]. Dale se mezi sféroidy fadi napiiklad
neurosféry, embryoidni téliska nebo hepatosféry [38]. Piiklady sféroida jsou zobrazeny

na obrazku 7.
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Obrazek 7: Priklady sféroidl z bunéénych linii HLaC78, HSmC78, Cal27, PE/CA-

PJ41, HNO210, SCC4, FADU, Hep2, Hep2-Tax, HPaCT9, HLaC79 a HLaC79.
(https://www.researchgate.net/profile/Marianne-Schmidt-2/publication/291367840/figure/fig1/AS:
323131437797377@1454051946790/Spheroids-of-10-different-HNSCC-cell-lines-established-from-5-
000-cells-in-ULA-96-well.png)

3.6.2. Organoidy

Organoidem nazyvame buiiky rostouci v definovaném 3D prostiedi in vitro, které
kopiruji strukturu a funkci urcitého organu in vivo. Organoidy mohou byt tvofeny bud’
Z embryondlnich kmenovych bun€k, indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k,
nebo dospélych kmenovych bunék, a také z nadorovych bunék [39, 2]. Spravné
usporddani bun¢k v organoidu je zprostiedkované signalnimi drahami aktivovanymi
napiiklad mezibuné¢nou hmotou ¢i kultiva¢nimi médii [40]. Organoidy jsou diky své
podobnosti pavodnim lidskym tkédnim velkym pfislibem pro biomedicinsky vyzkum a
preklinické testovani 1éku, nékteré jiz byly dokonce transplantovany zvifatim.
V soucasnosti se hojné vyuzivaji naptiklad pro vyvoj 1é¢iv nebo modelovani a studium

genetickych onemocnéni [41]. Pfiprava riznych typi organoidi je zobrazena na obr. 8.
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Obrazek 8: Ptiprava riznych typt organoidi
(https://cdn.the-scientist.com/assets/articleNo/70354/ilmg/51163/123-1.jpg)

3.6.2.1. Mozkové organoidy

Pluripotentni vlastnosti ESCs a iPSCs umozZiuji generovani organoidii ze vSech tii
zarodec¢nych vrstev, coZ je nesmirné uzite¢né pro studium ranych stadii embryonalniho
vyvoje a riznych jinych organt, kde je ziskavani primarniho lidského materiadlu zna¢né
obtizné [42]. Organoidy lidského mozku byly poprvé vyvinuty v roce 2013 Lancaster et
al. [2]. Vytvorili je ziPSCs, které byly kultivaénim médiem navedeny na neuralni
zarode¢nou drahu. Aby se buiiky mohly déle diferencovat do zralych bunéénych typt,
které se v mozkové tkani nachazi (neurony a glie), bylo jim poskytnuto bunécné leSeni
vV podobé ECM. Pro spravnou diftizi Zivin do jiz relativné velké tkané se celd kultura
provzdusnovala michanim. Lancaster et al. [2] vzniklou tkan nazvali mozkovym
(cerebralnim) organoidem. Pro studium specifickych onemocnéni a jejich 1écby Ize
mozkové organoidy generovat i z iPSCs piimo od konkrétnich pacientti, ¢imz se zachova
specifické mikroprostiedi mozku jedince a vytvoii se tak velmi vérny model onemocnéni

[43]. Tvorba mozkovych organoidi a jejich vyuzZiti jsou popsany na obrazcich 9 a 10.
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Obrazek 9: Tvorba mozkoveho organoidu [2]
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Obrazek 10: Moznosti vyuziti mozkovych organoida [44]
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3.7. Modelovani Glioblastoma multiforme pomoci mozkovych

organoidu

Onemocnéni Glioblastoma multiforme 1ze studovat n¢kolika riznymi zptisoby. Ve 3D
prostiedi byla vyvinuta napiiklad metoda studia takzvanych mozkovych tumoroidu,
neboli vzorkli nadorové tkané ziskané pfimo z nadoru. Studium tumoroidii se tak
zamétuje na nadorovou tkan, coz vsak nepostihne jinak piitomné mikroprosttedi okolni
zdravé mozkové tkané€. Dal$i moznosti je umélé navozeni vzniku glioblastomu pfimo
v mozkovém organoidu mutovanim bunck vedouci ke vzniku nadoru [45, 46, 47].
V takovém ptipad¢ vSak nemusi byt postihnuta heterogenita nadoru do stejné miry, jako
k tomu dochazi u pacientskych nadort. Dalsi zpisob piedstavuje metoda spojovani
glioblastomového sféroidu (odvozeného piimo znddorové bunétné linie) nebo
tumoroidu s mozkovym organoidem do tzv. GLICO modelu [48, 10]. Pravé touto

metodou jsem se zabyvala ve své praci.

3.7.1. GLICO model — 3D model glioblastomu vytvoieny pomoci
mozkového organoidu

GLICO model je model onemocnéni GBM, ktery vznikl spojenim mozkového organoidu
a glioblastomového sféroidu nebo tumoroidu a byl poprvé vytvoien v roce 2019 Linkous
et al. [48]. Glioblastomovy sféroid ¢i tumoroid vV modelu nejen napodobuje puvodni
nador, ale také udrzuje klicové genetické aberace ptivodniho nadoru pacienta a jeho
specifické mikroprostiedi [48]. Mozkovy organoid v modelu piedstavuje zdravou
mozkovou tkan a mikroprostfedi mozku.

Vyvinutou metodologii GLICO modelu nedavno tspésné zavedenou Vv laboratofi mé
Skolitelky, viz protokol Fedorova et al., 2023 [10], jsme uplatnili pro studium novych
glioblastomovych linii, ze kterych GLICO modely nebyly jesté nikdy vytvoreny. GLICO
modely predstavujici 3D modely nadori konkrétnich pacientl byly nasledné vyuzitelné
pro testovani novych 1éCiv, konkrétné inhibitord kasein kinazy 1. Tyto inhibitory
ovlivitujici fosforylaci fady dtlezitych proteini s regulacnimi funkcemi maji velky

potencial v 1é¢bé ruznych typa nadord [6, 7].
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4 MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Bunécné linie glioblastomu

Pro experimentalni praci bylo pouzivano nékolik bunéénych linii nadorovych lidskych
glioblastomovych bun¢k: U-87MG ATCC (RRID: CVCL_0022), U3047MG (RRID:
CVCL_IR79), U3013MG (RRID: CVCL_IR61) a U3118MG (RRID: CVCL_IS01).
VSechny tyto bunécné linie byly derivovany z primarnich nadord pacientli s diagnézou
Glioblastoma multiforme po jejich chirurgické resekci v Univerzitni nemocnici v Uppsale
ve Svédsku.

Glioblastomova linie U3013 byla derivovana z nadoru 78leté pacientky, U3047 z nadoru
66let¢ pacientky, U3118 znadoru S57letého pacienta (vSichni tfi pacienti méli
glioblastomy proneuralniho typu) a linie U87 z mesenchymalniho glioblastomového
nadoru 44leté pacientky (http://www.hgcc.se/#). Morfologie bunéénych linii je zobrazena
na obrazku 11.

Obrazek 11: Glioblastomova linie U87 (LEICA, Z=100x), métitko=200 um
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Obrazek 13: Glioblastomova linie U3047 (LEICA, Z=100x%), mé&Fitko=200 pum

Obrazek 14: Glioblastomova linie U3118 (LEICA, Z=100x%), mé&Fitko=200 pm
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4.1.2. Bunécéna linie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
pouZzita pro pripravu organoidi

Pro ptipravu mozkovych organoidl byla pouzita linie iPSCs MUNIi008 izolovana v roce

2021 Janem Rasgkou a kol. v laboratoti moji skolitelky Dr. Bohaciakové. Buné¢na linie

se kultivovala v komeré¢né dostupném mTeSR médiu (STEMCELL Technologies) na

Petriho miskach s vrstvou Matrigelu® (Corning). Morfologie této bun&éné linie je

zobrazena nize.

Obrazek 15: iPSCs linie MUNIiI008 (LEICA, Z=100x), métitko=200 um

4.2. Kultivace glioblastomovych bunécnych linii

Bunky se kultivuji ve statickém prostiedi v inkubatoru Esco (ESCO) za teploty 37 °C pti
5% koncentraci CO2, Kultivace téchto adherentnich (pfisedlych) bunéénych linii probiha
na sterilnim kultiva¢nim plastu, jehoZ povrch je pro spravny rust a uchyceni buné¢nych
linii U3118, U3013 a U3047 oSetien vrstvou Poly-L-Ornithinu (Sigma-Aldrich) a
Lamininu (Thermo Fisher Scientific).

Bunécné linie U3118, U3013 a U3047 byly kultivovany v médiu obsahujicim tyto slozky:
NeuroCult (Neural Stem Cell Culture Media, STEMCELL Technologies), 1% HEPES
(Thermo Fisher Scientific), 1% GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific), 1% N-2
suplement (Thermo Fisher Scientific), 1% B-27 suplement bez vitaminu A (Thermo
Fisher Scientific), 5 mg/ml ZellShield (Minerva Biolabs), 10 ng/ml FGF2 (Sigma-
Aldrich) a 10 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich).
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Kontrolni bunééna linie U87 byla kultivovana v médiu obsahujicim tyto slozky:
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Dulbeccovo
modifikované médium/smés Zivin F-12, Thermo Fisher Scientific), 10% FBS (Thermo
Fisher Scientific), 1% GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific), 1% neesencialni
aminokyseliny (Thermo Fisher Scientific) a 0,5% Penicilin/Streptomycin (Thermo Fisher
Scientific).

Vymeénu média jsme provadéli u vSech pouzitych bunécnych linii vzdy po 48 hodinach,

ve vSech ptipadech se vyménil cely objem média Vv kultiva¢ni misce.

4.2.1. Rozmrazovani bunéénych linii

Béhem prace byly bunééné kultury vrémci pldnovani jednotlivych experimentl
nékolikrat zamrazovany a rozmrazovany. Pro rozmrazeni bunécné linie pred kultivaci
byla zkumavka se zamrazenymi bunfikami vyjmutymi z kontejneru s tekutym dusikem
nejprve temperovana na pokojovou teplotu a poté byly bunky pipetou pteneseny do 15
ml plastové zkumavky (Falcon). K buiikam se postupné ptikapavalo 5 ml ptislusného
média. Zkumavka se vzniklou bunéénou suspenzi se poté centrifugovala v centrifuze pfi
RCF 200 g po dobu 3 min a nasledné se zkontroloval vznikly bunéény pelet. Bez naruseni
peletu se odsal supernatant a ptidal se 1 ml kultivaéniho média. Bunky se v ném
resuspendovaly a nasadily na pfipravenou sterilni kultivaéni misku. Burnky se dale

kultivovaly v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci COa.

4.2.2. Pasazovani bunécénych linii

Pro udrzeni kultivace bunéénych linii je tieba bunky, jakmile zaplni cca 90% povrchu
kultiva¢ni misky, pfenést do novych misek, aby mély dostatek prostoru pro dalsi rist. Pro
toto pasdzovani bunck bylo z kultivaéni misky s buitkami odsidto médium a ptidan
dostatek enzymu TrypLE (Thermo Fisher Scientific) tak, aby pokryl cely povrch
kultivaéni misky. Vyckalo se, nez se buiiky zacaly odd€lovat od povrchu, a poté byl
enzym TrypLE odsat. K buitkam se déle ptidalo pfisluSné médium a buinky se v ném
resuspendovaly. Vznikla bunécna suspenze se pienesla do 15 ml zkumavky Falcon.
Zkumavka s bunécnou suspenzi byla centrifugovana v centrifuze pii RCF 200 g po dobu
3 min a nasledné se zkontroloval vznikly bunéény pelet. Bez naruseni peletu byl odsat

supernatant a piidal se 1 ml pfislusného média. Buiiky se v ném resuspendovaly a ¢ast
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bunécéné suspenze byla pienesena do nové pripravenych misek s médiem. Bunky se

kultivovaly v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci COo.

4.3. Analyza transkriptomu pomoci sekvenovani nové
generace (NGS)

Sekvenovani je proces, pfi némz se urcuje primarni struktura dané biomakromolekuly.
Vysledkem sekvenovani je linearni kod zvany sekvence, ktery popisuje usporadani
sekvenované molekuly. Nejcastéji se sekvenuje DNA, ale Ize sekvenovat i RNA, proteiny
nebo polysacharidy. V této praci bylo pro podrobnou charakterizaci linii vyuzito RNA
sekvenovani nové generace (NGS RNA-seq), tedy transkriptomu, coz je soubor RNA
transkriptd dané bunky ¢i bunééné populace. Pro analyzu transkriptomu bylo nejdiive
tieba z jednotlivych testovanych glioblastomovych buné¢nych linii izolovat mRNA, coz
je typ RNA, ktery vznikd béhem transkripce DNA a nasledné slouzi jako ,,pfedpis‘
k syntéze bilkoviny b&éhem translace. Soubor piepisovanych mRNA tedy poskytuje
informaci o tom, které geny jsou v bunkach exprimovany a v jaké mifte.

Analyzu transkriptomu pomoci NGS jsme provadeli v Centralni genomické laboratofi
v CEITECu Masarykovy univerzity, kterd poskytuje sekvenaéni sluzby laboratofim
v kampusu Masarykovy univerzity (Dr. B. Tichy, Mgr. T. Kurucova). Nase vzorky RNA
vyizolované z glioblastomovych bunécnych linii jsme pro sekvenaci ptipravili ve tiech
biologickych replikatech lyzou bunék v 1 ml RNA Blue roztoku (Top-Bio). Dale bylo k
vzorkim pfidano 200 pl 1-bromo-3-chlorpropanu (BCP, Molecular Research Center,
Inc.) a smés byla vortexovéana a stocena v centrifuze pii 12 000 rpm o teploté 4 °C po
dobu 16 min. 450 pl supernatantu se poté pieneslo do nové 1.5 ml ,RNase Free*
zkumavky. Bylo pridano 450 ul 96% ethanolu (Sigma-Aldrich), smés byla promichana a
pfenesena do specialni zkumavky. Dal$i purifikace RNA byla provedena pomoci kitu
Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo Research). Tato metodika je uréena pro purifikaci
RNA Z riznych typl biologického materidlu vcetné bunéénych kultur. Vyuziva tzv.
Zymo-Spin™ Column, ve kterém probiha promyvani a eluce RNA. Podrobny protokol,
ktery jsme pouzili, je uveden na webu vyrobcee kitu — viz https://files.zymoresearch.com/
protocols/_r2050 r2051 r2052_r2053_direct-zol_rna_miniprep.pdf. Kontrola kvality
RNA vzorkil byla ovéfena v Genomické laboratoti CEITEC MU pomoci technologie
Agilent RNA ScreenTape Assay na pristroji 4200 TapeStation System (Agilent

Technologies, Inc., Germany).
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Takto purifikované vzorky RNA z glioblastomovych bunéénych linii byly pfipraveny pro
vytvoreni tzv. knihovny RNA fragmentii pro sekvenaéni analyzu pomoci NGS. ,,RNA-
seq“ knihovna byla piipravena pomoci Kitu QuantSeq 3' mRNA-Seq FWD with UDI 12
nt Kit (v.2) (Lexogen). Pro vlastni sekvenaci byly pouzity molekularni identifikatory, tzv.
UMI (Unique Molecular Identifiers), s vyuzitim kitu UMI Second Strand Synthesis
Module for QuantSeq FWD (Lexogen) podle originalniho protokolu od vyrobce, ptic¢emz
se do vstupu pouzilo 500 ng celkové RNA. Koncentrace vyslednych sekvenacnich
knihoven a distribuce jejich délky byla stanovena pomoci kitd QuantiFluor dsDNA
System (Promega) a High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit (Agilent
Technologies). Pool knihoven byl sekvenovany formou servisu v Centralni genomické
laboratoti CEITEC MU na ptistroji NovaSeq 6000 (Illumina) za pouziti kitu S2 Reagent
Kit v1.5 300 cycles (Illumina).

4.4. Bioinformaticka analyza transkriptomickych dat

Data, ktera byla vyprodukovana po sekvenovani vzorktt RNA izolovanych z buné¢nych
linii pacientskych bunék metodou NGS, byla nasledné analyzovana bioinformatickymi
postupy. Tato bioinformaticka analyza transkriptomovych dat byla provedena v Centralni
laboratoti Bioinformatika CEITEC MU (Dr. Vojtéch Bystry a kol.). Bioinformaticky
postup (také workflow nebo pipeline) analyzy exprese jednotlivych genti pro kazdy jeden
vzorek zahrnoval (1) mapovani sekvenacnich ¢éteni (tzv. readi) ke genomické referenci
(ptip. piimo k referenci transkriptomové), (2) odhad relativni genové exprese z dat po
mapovani a (3) normalizaci dat relativni genové exprese na velikost sekvenacni knihovny.
K normalizaci dat jsou nejastéji vyuzivany funkce rpkm (,,reads per kilobase milion®)
nebo tpm (,.transcript per milion*). Geny s nulovou nebo velmi nizkou expresi jsou
Z nasledujici analyzy diferencidlni genové exprese vyrazeny.

Po zpracovani dat podle vySe zminéného postupu se piistoupilo k detekci diferencialné
exprimovanych geni mezi vzorky nebo skupinami vzorkt, v tomto piipadé riznymi
bunécnymi liniemi. Tyto skupiny se mezi sebou z pravidla odlisuji riznymi expresnimi
profily urcitych genti. Parové nebo vicecCetné porovnani exprese genil mezi témito
skupinami se provadélo pomoci statistickych metod, pifedev§im metodami linearni
regrese nebo negativniho binomindlniho rozdé€leni. Statisticky vyznamné vysledky

(p<0,05) Ize povazovat za diferencialn¢ exprimované geny v dané skuping.
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Bioinformaticka analyza sekvenovanych dat byla u nasich vzorkli provedena
Vv Bioinformatické centralni laboratoti CEITEC nésledujicim zpisobem. Kvalita hrubych
sekvenacnich dat ve forméatu fastq byla zkontrolovana pomoci nastroji FastQC, MinlON
a BioBloom. Sekvence adaptérGi byly odstranény pomoci nastroje Trimmomatic.
Sekvenac¢ni ¢teni byla namapovana na referenéni genom GRCh38 pomoci nastroje
STAR. Kvalita mapovanych dat byla zkontrolovana z hlediska obsahu rRNA, mnozstvi
PCR duplikétii, funkéniho déleni mapovanych oblasti a dalSich kontrol kvality pomoci
nastroji FastQ Screen, Picard Tools, DupRadar a RSeQC. Mnozstvi mapovanych ¢teni
pro jednotlivé geny, reprezentujici jejich méfenou expresi, bylo spocitano pomoci
nastroje FeatureCounts. Relativni diferencialni exprese genti mezi jednotlivymi vzorky
byla spocitdna pomoci nastroje DESeq2. Vizualizace byly vytvofeny pomoci balicku

ggplot2 v programovacim jazyce R.

4.5. Analyza exprese vybranych proteinii pomoci metody
Western blot

Pro charakterizaci glioblastomovych linii U3013, U3047, U3118 a U87 byla provedena
analyza exprese vybranych proteinti pomoci metody Western blot. Ta vyuziva gelovou
elektroforézu k separaci proteinii podle jejich velikosti. Po gelové elektroforéze jsou
proteiny preneseny z gelu na povrch membrany, kde je detekuji specifické protilatky.
Nase vzorky z glioblastomovych bunéénych linii byly ve tfech biologickych replikatech
pfipraveny lyzou bunék v 1% dodecylsulfatovém (Sodium-dodecyl-sulfate, SDS) pufru
(50 mM Trisaminomethan-hydroxychlorid (Tris-HCI) pH=6,8, 1% SDS a 10 % glycerol).
Daéle byla zméfena proteinova koncentrace vzorkd pomoci DC (Detergent Compatible,
kompatibilni s detergenty) Protein Assay Kitu (Bio-Rad Laboratories). Pro zjisténi
koncentrace vzorki byla pouZita kalibracni fada vzorkli o zndmé koncentraci, vysledna
koncentrace vzorkt byla upravena na 1 pg/pl. Vzorky byly poté smichany s LAEMMLI
pufrem (0,5M Tris-HCI pH=6,8, 2 ml glycerolu, 4 ml 10% SDS, 0,5 ml 0,1%
bromfenolové modii (Brom Phenol Blue, BPB), 0,5 ml merkaptoethanolu a 10 mi
destilované vody). 10 pg proteinti bylo nasledné naneseno na 10% polyakrylamidovy gel
(Tabulka 1). Proteiny se zde separovaly pomoci gelové elektroforézy a nasledné byly
preneseny na polyvinylidenfluoridovou membranu (PVDF, Millipore). Slozeni
elektroforetického a transferového pufru je popsano v Tabulce 2. Membrana byla dale

vloZena do 5% roztoku mléka v trisovém pufru (Tris Buffered Saline, TBS, Sigma-
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Aldrich) (10 ml 2M Tris-HCI pH=7,4 (10 mM), 11,79 g chloridu sodné¢ho (NaCl) (100
mM), 1 ml 0,05% polyoxyethylenu-20-sorbitan monolaurat polysorbat 20 neiontového
detergentu (TWEEN) a 2 1 destilované vody). V tomto roztoku byly nasledné rozpustény
1 primarnimi protilatky proti jednotlivym proteinim. Do nadoby s roztokem a ptisluSnou
protilatkou se poté vlozila ¢ast membrany uréend pro detekci konkrétniho proteinu.
Membréna se nasledné inkubovala pfes noc pfi teploté 4 °C.

Dalsi den se membrany 3% oplachly roztokem TBS, ve kterém se nechaly promyvat vzdy
15 min. Déle se k nim piidaly konjugované sekundarni protilatky kienové peroxidazy
(Horseradish Peroxidase, HRP) rozpusténé v 5% roztoku mléka v TBS. S témito
sekundéarnimi protilatkami se membrany inkubovaly po dobu 1 h pfi pokojové teplote, po
inkubaci byly membrany 4x oplachnuty TBS. Na vizualizaci proteinll byl pouzit substrat
Biorad Clarity ECM (Bio-Rad Laboratories), ktery se aplikoval pfimo na membrany. Pro
kontrolu naneseni stejného mnozstvi proteinu do vSech vzorki byla detekovana i hladina
B-aktinu, jehoz hladina je ve vSech srovnavanych vzorcich stejna. VSechny pouzité

protilatky jsou shrnuty v Tabulce 3.

Separacni gel (1 gel) Zaostriujici gel (1 gel)

H.O 2,17 ml |H0 1,75 ml

30% akrylamid 2,5ml | 30% akrylamid 417,5 Wl
2,8 ml 312,5ul

1,5 M Tris-HCI pH=8,8 1M Tris-HCI pH=6,8

20% SDS 37,5 ul |20% SDS 12,5 pl

10% persulfat amonny (Ammonium

Persulfate, APS) v H.0 20 ul [10% APS 12,5 ul

Tetramethylethylendiamin

(TEMED) 5ul |TEMED 2,5ul

Tabulka 1: Slozeni 10% separa¢niho gelu a zaostfujiciho gelu pro SDS-
polyakrylamidovou gelovou elektroforézu

Elektroforeticky pufr 21 Transferovy pufr 21
Glycin 28,84 g Glycin 28,84 g
Tris (Trisaminomethan) 6,06 g Tris 6,06 g
20% SDS 10 ml Methanol 400 ml
H.0 1990 mi H.0 1 600 ml

Tabulka 2: Slozeni elektroforetického a transferového pufru pouzivanych pii Western
blotu
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Nazev Katalogové ¢islo/klon Vyrobce

Anti B-actin 3700S Cell Signaling
Anti p53 DO-1 Dr. Vojtések, MOU

Anti GFAP 12389 Cell Signaling
Anti SOX2 4900S Cell Signaling
Anti C-MYC 5605S Cell Signaling
Anti TUJ 5568S Cell Signaling
Anti NF-L 2837 Cell Signaling

Anti OLIG2 HPA003254 Millipore

Tabulka 3: Pouzité protilatky pii Western blotu

4.6. Transfekce bunéénych linii U3047 a U3118

Pro t¢el odliseni bun¢k glioblastomu od buné¢k mozkového organoidu béhem kokultivace
bylo potieba glioblastomové linie fluorescencné oznacit. Pro tento ucel byla pouzita
metoda transfekce, coz je proces, pii kterém je do jadra eukaryotickych bunék pomoci
plazmidového vektoru zavedena cizi nukleova kyselina, v tomto ptipadé gen kodujici
zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein, GFP). Pro vneseni tohoto GFP
proteinu do buné¢nych linii byl pouzit jako vektor plazmid pEGFP-C1 (Addgene) nesouci
gen pro GFP. Optimalizace transfekce byla velmi naro¢na a bylo nutné provést fadu
testovacich experimentli pro nalezeni vhodného plazmidu pro efektivni transfekci
plazmidového vektoru do glioblastomovych bunék. Postup transfekce byl nasledujici:
Z kultiva¢ni misky s ptisedlymi bunikami bylo nejprve odstranéno médium a nasledné
jsme ptidali dostatek enzymu TrypLE (Thermo Fisher Scientific) tak, aby pokryl cely
povrch nadoby. Jakmile se bunky zafaly oddélovat od povrchu nadoby, byl enzym
TrypLE odsat. K buitkam jsme poté ptidali pfislusné kultivaéni médium a buniky se v ném
resuspendovaly. 10 pl bunécné suspenze jsme nasledné vlozili do Biirkerovy komiirky a
spocitali jejich mnozstvi. 300 000 bunék pak bylo pieneseno do 15 ml zkumavky Falcon.
Zkumavka s bunéc¢nou suspenzi se nasledné centrifugovala pti zrychleni 200 g po dobu
3 min. Poté jsme zkontrolovali vznikly bunéény pelet. Bez naruseni bunééného peletu byl
odsat supernatant a pfidano 15 pl R pufru (Thermo Fisher Scientific), ve kterém jsme
bunky rozsuspendovali. Ve zkumavce Eppendorf se dale smichalo 15 pl této suspenze a
3 ul plazmidu pEGFP-C1. 10 pl této tekutiny se nasledn€ opatrné nasalo
elektrotransfekcni pipetou. Elektrotransfekéni pipeta se poté nasadila na kyvetu, kterd
obsahovala 3 ml E pufru (Thermo Fisher Scientific). Nasledn¢ byla v pfistroji Neon

Transfection System (Thermo Fisher Scientific) provedena transfekce piinapéti 1 100 V,
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1 puls trval 30 ms. Transfekované buiiky se poté prenesly do nové piipravené kultivacni
misky s médiem, v niz byly homogenn¢ rozsuspendovany a dale kultivovany pti 37 °C.
Pro selekci uspésné transfekovanych bunék bylo pouzito fluorescenci aktivované tfidéni
bunék (Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS). Timto zpusobem byly pfipraveny
linie U3047 a U3118. Linie U87 byla fluorescencné oznacena jiz difive (stabilné
transfekovand). Obecné schéma transfekce buitky pomoci elektroporace je zobrazeno na

obrazku 16.
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Obrazek 16: Obecné schéma transfekce buiiky pomoci elektroporace
(https://ibidi.com/img/cms/applications/transfection/TR_M_Electroporation.jpg)

4.7. Transdukce bunééné linie U3013

V ptipadé¢ glioblastomové linie U3013 byla i pfes dlouhodobou optimalizaci G¢innost
transfekce velmi nizkd, a proto jsme pro inkorporaci fluorescenné znaceného proteinu
GFP do bun€k zvolili jinou techniku. Pouzili jsme metodu transdukce, ktera pro vneseni
vektoru nesouciho cizorodou DNA vyuzila virové vektory nesouci gen kddujici GFP
protein (eGFP Adenovirus, Vector Biolabs).

Postup transdukce byl nasledujici: K bunééné linii se nejdiive ptidaly virové vektory a
buiiky se s nimi nasledn¢ inkubovaly po dobu 72 hodin. Poté byly buiiky 5x oplachnuty
ve fosfatovém pufru (Phosphate Buffered Saline, PBS) (40 g NaCl, 1 g KCI, 4,3 g
NaxHPO4-2H20, 1 g KH2 PO4 a destilovana voda do objemu 500 ml) a déle kultivovany
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Vv prislusném médiu. Pro selekci uspésné transdukovanych bunék byla pouzita metoda

FACS. Obecné schéma adenovirové transdukce buiiky je zobrazeno na obrazku 17.
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Obrazek 17: Obecné schéma adenovirové transdukce burnky
(https://ibidi.com/img/cms/applications/transfection/TR_M_Adenoviral.jpg)

4.8. Fluorescenci aktivované tridéni bunék (FACS)

Priitokova cytometrie je metoda vyuzivana k analyzovani velkych populaci bun¢k. Tato
metoda miiZze byt vyuZivana také pro separaci bun¢k z dané bunétné populace podle
ur€itého kritéria, napiiklad podle pfitomnosti fluorescenéné znaceného proteinu
Vv bunikach. Pro odliSeni bunck glioblastomu od bunék mozkového organoidu béhem
kokultivace byly glioblastomové linie pomoci metod transfekce a transdukce
fluorescencné oznaceny. Pro nasledné oddéleni fluorescencné oznacenych bunék (tedy
bun¢k obsahujicich GFP) od ostatnich bunék, do kterych nebyl vektor tspéSné vnesen,
byla pouzita metoda FACS. Postup byl takovy, ze bunky vSech pouzivanych
glioblastomovych linii byly nejprve oddéleny od povrchu kultivaéni misky pomoci
enzymu TrypLE (Thermo Fisher Scientific). Pak byly centrifugovany a analyzovany
pomoci BD FACS ARIA III sortovaciho pritokového cytometru (Becton Dickenson).
Tato analyza byla provedena ve spolupraci s laboratofi pritokové cytometrie v Centru

molekularni mediciny CEITEC MU (Dr. Tomas Loja).
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4.9. Priprava sféroidi z glioblastomovych linii

Stéroidy byly pti experimentech pouzity jako zakladni nadorové modely. Byly vytvotreny
z glioblastomovych linii U3013, U3047, U3118 a U87. Byly spojeny s mozkovymi
organoidy, se kterymi vytvofily GLICO model onemocnéni GBM, viz kap. 4.11.

Pro vytvoreni sféroida se aplikoval nasledujici postup: Z kultiva¢ni misky s piisedlymi
bunkami bylo odstranéno médium a ptidan dostatek enzymu TrypLE (Thermo Fisher
Scientific) tak, aby pokryl cely povrch nadoby. Jakmile se buniky zacaly odd€lovat od
povrchu nadoby, byl enzym TrypLE odsat. K buitkam se poté piidalo ptislusné kultivacni
médium a bunky se v ném rozsuspendovaly. 10 pl bunééné suspenze se nasledné vlozilo
do Biirkerovy komirky a spocitalo. Z bunécné linie U87 se pak podle pozadovaného
poctu sféroidit vpravilo vzdy 2 000 bun€k do jedné jamky neadherentni 96 jamkové
desticky, ktera se nasledné centrifugovala pti RCF 200 g po dobu 2 min. Z bunéénych
linii U3013, U3047 a U3118 se pak podle pozadovaného poctu sféroidt vpravilo vzdy 20
tis. bunék do jedné jamky neadherentni 96 jamkové desticky, ktera se nasledné
centrifugovala pfi RCF 200 g po dobu 2 min. Vzniklé sféroidy byly pro kultivaéni

experimenty pouzity po 72 hodinach.

4.10. Priprava mozkovych organoidu

Mozkové organoidy byly pfipraveny z MUNIO0O8 linie iPSCs izolované v roce 2021
Raskou et al. v laboratofi moji Skolitelky Dr. Bohaciakové dle protokolu publikovaného
ve Vanova et al., 2023 [49]. Organoidy se nasledné kultivovaly po dobu 55 dni a po této
dobé byly pouzity k vytvoteni GLICO modelu — viz kap. 4.11. Byly kultivovany v médiu
obsahujicim tyto slozky: 50% DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) a 50% Neurobasal
(Thermo Fisher Scientific) s pfidanymi slozkami = 0,5% N-2 suplement (Thermo Fisher
Scientific), 0,00025% Insulin (Thermo Fisher Scientific), 0,01% GlutaMAX (Thermo
Fisher Scientific), 0,005% neesencialni aminokyseliny (Thermo Fisher Scientific), 0,01%
ZellShield (Minerva Biolabs), 0,01% 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich) a 0,01% B-27
suplement (Thermo Fisher Scientific). K vymén¢ média u organoidi dochazelo vzdy po

48 hodinéch, ve vSech pripadech se vyménil cely objem média v kultiva¢ni misce.
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4.11. Vytvoreni 3D modeli onemocnéni Glioblastoma
multiforme (GLICO)

Spojenim nddorového sféroidu a mozkového organoidu byly vytvofeny 3D modely
onemocnéni GBM (GLICO) viz kap. 4.11.

Postup byl takovy, ze ve 12 jamkové kultivacni desticce, jejiz povrch byl oSetfen Poly-
Hemou (Polyhydroxyethylmethacrylate, Sigma-Aldrich), aby se na néj buniky nemohly
ptichytit, byl do nékolika jamek (dle pozadovaného poctu modeld) pfidan vzdy jeden
mozkovy organoid a jeden sféroid dané glioblastomové¢ linie. Kultiva¢ni desti¢ka se poté
naklonila, aby se organoid a sféroid Iépe spojily, coz se stalo ptiblizné po 72 hodinach.
Tyto modely jsme nasledné kultivovali po dobu 30 dni, kdy byly pouzity k dalsim
experimentim. Modely byly kultivovany na neadherentnich kultiva¢nich miskach na
orbitalni tfepacce v médiu, ve kterém se kultivuji mozkové organoidy. Vymeéna média

probihala po 48 hodinach. Kultivace modelu probihala bez piidani ECM.

4.12. Priprava GLICO modeli pro Light sheet fluorescenc¢ni
mikroskopii (LSFM)

4.12.1. Fixace GLICO modela

Pro mikroskopickou analyzu GLICO modelt bylo potteba vzorky zafixovat. Pii fixaci
dochazi k perforaci bunééné membrany a usmrceni vSech bunék ve vzorku. Pro fixaci
jsme pouzili 3,7 % roztok formaldehydu, ktery byl pfidan ke GLICO modelim po 30
dnech kultivace. GLICO modely v ném zustaly po dobu 1 hodiny a poté byly 2x
oplachnuty v PBS a déle uchovavany ve sterilnim PBS pfi teploté 4 °C.

4.12.2. Metoda CUBIC Clearing

Aby bylo mozné GLICO modely pod mikroskopem spravné analyzovat, bylo nutné je
pomoci histologické metody CUBIC clearing takzvané zprihlednit. Tato metoda byla
provedena ve spolupraci s Mgr. Veronikou PospiSilovou, Ph.D. z laboratofe moji
Skolitelky. Zafixované GLICO modely byly inkubovany v reagentu CUBIC1 = 25%
mocovina (Sigma-Aldrich), 25% N,N,N',N'-Tetrakis(2-Hydroxypropyl)ethylen (Sigma-
Aldrich, 122262-11) a 15% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) na tfepacce pii teploté 37 °C
po dobu 5-7 dnii s jednou vymeénou reagentu CUBIC1 (po 3 dnech). GLICO modely byly
nasledn¢ 3x omyty v promyvacim pufru = PBS (Sigma-Aldrich) a 0,5% Triton X-100
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(Sigma-Aldrich). Dale byl ptidan ,,blocking* pufr = PBS (Sigma-Aldrich), 5% normalni
kozi sérum (Normal Goat Serum, NGS, Sigma-Aldrich) nebo 5% bovinni sérovy albumin
(Bovine Serum Albumine, BSA, Sigma-Aldrich) a 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich).
GLICO modely se v tomto pufru inkubovaly na tfepacce po dobu 3 az 6 hodin (¢as zalezel
na velikosti modelu). Po této inkubaci byly vzorky 3x omyty promyvacim pufrem a dale
po dobu 24 h pfti teploté 4 °C ve tm¢ na tiepacce inkubovany s barvivem Hoechst 33342
(Thermo Fisher Scientific). GFP signal v glioblastomovych bufikach byl natolik silny, Ze
ho nebylo potieba dale posilovat pomoci specifickych protilatek. Butiky byly nakonec 3x
omyty promyvacim pufrem a po 24-36 h ve tm¢ na tiepacce inkubovany s reagentem
CUBIC2 = 50% sachardza (Sigma-Aldrich), 25% mocovina (Sigma-Aldrich), 10%
Triethanolamin (Sigma-Aldrich, 90279) a 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich).

4.13. Analyza migrace glioblastomovych bunék v GLICO
modelu

Analyza migrace glioblastomovych bunék do mozkového organoidu byla provedena
pomoci Light sheet fluorescenéni mikroskopie (LSFM) - mikroskopické techniky, pii
které dochazi k detekci signdlu pouze z roviny ostrosti. VSe probéhlo ve spolupraci s Dr.
Slovackovou z laboratofe mé Skolitelky, dle protokolu Fedorova et al., 2023 [10].
Ptipravené organoidy byly vizualizovany mikroskopem ZEISS Lightsheet 7 (Carl Zeiss
AG) ve Sdilené laboratofi bunétného zobrazovani (CELLIM) v CEITEC MU. Na
zhodnoceni migrace bunék byl pouzit komeréné dostupny software IMARIS 10.0
(Bitplane, South Windsor, USA).

4.14. Aplikace inhibitora ke GLICO modeliim

Kinazy jakozto enzymy provadéjici fosforylaci mnoha bunéénych substrati silné
ovliviiuji signalni transdukci v bunikach [50, 54], a staly se dulezitym nastrojem pro
biologickou 1é¢bu riznych typt nadort. Stale v§ak neni jasné, zda by mohly byt efektivné
vyuzity i k 1é¢bé glioblastomti a jinych nador mozku, a jakou biologicku roli v nich
presné maji [51].

V této praci byl ke GLICO modelim aplikovan inhibitor kasein Kinazy 1, zejména
subtypt delta a epsilon, oznaceny PF-670462 (Pfizer, Obr. 18), ktery byl jiz vyuzivan
naptiklad pro vyzkum in vitro modeli idiopatické plicni fibrozy [52]. Tento inhibitor byl
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porovnan s noveé syntetizovanym inhibitorem CK1 (MU) vyvinutym na Ustavu chemie
Ptirodovédecké fakulty MU. Podrobné informace o tomto novém inhibitoru nemohou byt
zvetejnény z divodu planované patentové ochrany.

Nejdiive bylo tfeba stanovit optimalni koncentrace inhibitoru PF-670462 pro aplikaci ke
GLICO modelim, koncentrace inhibitoru MU byla stanovena na 0,3 uM. Pro tento ucel
tak byla pfipravena fedici fada inhibitoru PF-670462. Ke sféroidim a organoidim se
pridavaly riizné koncentrace inhibitoru a pak se sledovalo, ktera koncentrace je pro buiky
nejméné toxicka. Kontrolnim vzorkem bylo samotné rozpoustédlo dimethylsulfoxid
(DMSO), dale jsme testovali koncentrace inhibitoru 0,3 uM, 1,0 uM a 3,0 uM. GLICO
modely byly inkubovény s inhibitory o vybrané koncentraci po dobu 14 a 30 dni (v
inkubatoru zn. Esco, pii teploté 37 °C pti 5% COz). Ve dnech 14 a 30 byla provedena
analyza proliferace vzorkti pomoci LSFM stejnym zpusobem jako bylo popsano v kap.
4.12. Chemicka struktura inhibitoru PF-670462 je zobrazena na obrazku 18.
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Obrazek 18:

A: Chemicka struktura CK1 inhibitoru PF-670462 (4-[3-cyclohexyl-5-(4-
fluorophenyl)imidazol-4-yl]pyrimidin-2-amine)
(https://file.selleckchem.com/downloads/struct/pf-670462-chemical-structure-s6734.gif)

B: Krystalova struktura CK1delta s inhibitorem PF670462
(zdroj PDB — Protein Data Bank, https://doi.org/10.2210/pdb3UZP/pdb)
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5 VYSLEDKY

5.1. Charakterizace glioblastomovych bunéénych linii
Z hlediska exprese vyznamnych proteini

Glioblastomy jsou nadory vyznacujici se vysokou heterogenitou. Ta ma za nasledek, ze
kazda glioblastomova linie, vznikld z bunck jednotlivych pacientl, muize mit jiné
biologické vlastnosti. V této praci byly pouzivany 4 bunécéné linie glioblastomu
derivované od jednotlivych pacientli, konkrétn¢ linie U87 mezenchymalniho subtypu a
linie U3013, U3047 a U3118 proneuralniho subtypu. Pro analyzu exprese vybranych
proteind charakterizujicich vlastnosti glioblastomovych buné€k byla u vSech linii pouzita
metoda Western blot — viz kap. 4.5. Jako pozitivni kontrola (Positive Control, PC) slouzil
vzorek mozkového organoidu (Obrazek 19).

V glioblastomovych liniich byla analyzovéna pfitomnost téchto neurdlnich proteint:
OLIG2 — marker oligodendrocytl (bunék, které na axonech neuronil vytvaieji myelinové
pochvy), TUJ — marker neuronti, SOX2 — marker neuralnich kmenovych bunék. Dale
byly analyzovany proteiny asociované s vlastnostmi nadorovych bunék, podilejici se na
regulaci bun&éné proliferace: p53 — tumor supresorovy protein a C-MY C — onkogen.
Vzhledem Kk tomu, ze linie U87 je z glioblastomu mezenchymalniho subtypu, tak
neexprimuje neuralni markery. Protein SOX2 jsme detekovali ptedev§im V liniich
proneuralniho subtypu U3013 a U3118, coz dokazuje ptitomnost neuralnich kmenovych
bun¢k. Ve vSech tfech proneurdlnich liniich byl dale detekovan OLIG2 naznacujici
ptitomnost nadorovych bunék vzniklych z oligodendrocytii. Marker neurontt TUJ nebyl
detekovan, protoze nebyly pfitomné zralé¢ neurony. Zvysend hladina tumor supresorového
proteinu p53, kterou jsme detekovali u linii U3013 a U3047, souvisi S jeho mutovanou
formou. Deregulace p53 drahy byla popsana u 84 % pacientt s glioblastomy a u 94 %
glioblastomovych bun&énych linii [53] a mlZe korelovat s agresivitou nadoru.

Dale jsme sledovali hladinu zndmého onkogenu C-MYC, jehoz tvorba je spojovana
s nadory mozku a jeho hladina byla srovnatelnd u vSech linii. Z charakterizace exprese
vybranych proteint je tedy patrné, Ze glioblastomové linie mezi sebou maji vyznamné

rozdily, které mohou mit vliv na jejich dalsi vlastnosti.
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Obrazek 19: Analyza exprese rGznych neuralnich markert a dalSich proteind
Vv glioblastomovych liniich U87, U3118, U3013 a U3047. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit vzorek proteini z mozkového organoidu. Jako kontrola rovnomérného nanaseni
proteint slouzil protein B-aktin.

5.2. Analyza transkriptomu glioblastomovych buné¢nych
linii pomoci sekvenovani nové generace

Pro porovnadni miry genové exprese glioblastomovych bunéénych linii na urovni
transkriptomu jsme ze vSech 4 studovanych linii izolovali RNA. Izolaci jsme provedli
Vv biologickych triplikatech, tedy ze 3 rtiznych vzorki kazdé bunééné linie (celkové jsme
tedy ziskali 12 vzorkd RNA). Kontrolu kvality ziskané RNA jsme provedli pomoci
ptistroje TapeStation (Agilent) v Centralni genomické laboratofi CEITEC MU (ve
spolupraci s Dr. K. Amruz Cernou), u kazdého vzorku byla stanovena koncentrace,
integrita (tzv. RNA integrity Number neboli ,,RIN*) a dal$i parametry charakterizujici
Cistotu vzorku — viz obrdzek 20. VSechny vzorky RNA mély dostatecnou kvalitu pro

pfipravu sekvenacni knihovny pro NGS.
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Obrazek 20: Vysledky kontroly kvality vzorkii RNA — vystupy z pfistroje TapeStation

Pii vlastni sekvenaci vzorkl provedené v Centralni genomické laboratoti CEITEC MU
se podafilo analyzovat primérné 7 miliond ¢teni (tzv. ,readi’) u kazdého vzorku,
pfi¢emz procento ¢teni mapovanych k referenénimu genomu GRCh38-p10 bylo pomérné
vysoké (celkové ~74 %, z toho ~68 % ,,jedine¢né-mapované* a ~6 % ,,multi-mapované*
tedy priblizné¢ 5 miliond mapovanych ¢teni). Kontaminace ribozomalni RNA (rRNA)
byla do 3 %, coz je velmi nizka hodnota. Nasledné bylo provedeno piitazeni jednotlivych
¢teni ke znamym genim kodujicim proteiny v databazi. Pocty pfifazenych cteni
z analyzovanych vzorkt jsou uvedeny na obrazku 21, vysledky u jednotlivych bunéénych

linii jsou vyrovnané a pohybuji se kolem 300 tis. Cteni.
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Obrazek 21: Pocty Cteni pritazenych ke kodujicim gentim pro 4 analyzované bunééné
linie pfed normalizaci (,,raw counts®) a po normalizaci (,,normalized counts®) (analyzu
provedl Dr. V. Bystry, Centralni laboratof Bioinformatika CEITEC MU)
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Vysledky analyzy transkriptomu byly déale zpracovany ne¢kolika bioinformatickymi
metodami s cilem ziskat co nejvétsi spektrum dat pro porovnani vlastnosti studovanych
bunécnych linii (analyzy provedl Dr. V. Bystry z Centralni laboratoie Bioinformatika
CEITEC MU). Ziejmé rozdily v genové expresi jednotlivych linii jsou viditelné
v grafickém vysledku metody ,,Principal Component Analysis® (analyza hlavnich
komponent, PCA) zobrazujicim shluky (,,clustery*) vzorkt s podobnou expresi genti —
viz obrazek 22. Dilezité je, ze vzorky triplikati jednotlivych bunéénych linii maji expresi

velmi podobnou, coz doklada piesnost provedenych analyz.
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Naopak je patrné, ze genova exprese u jednotlivych bunéénych linii je vyznamné
rozdilna. Nejvice se 1iSi genovd exprese linie U87, coz lze zdavodnit jejim
mezenchymalnim pivodem. Ostatni tii linie proneuralniho ptiivodu maji genovou expresi
podobnéjsi (zeyména U3047 a U3118), presto vSak mezi nimi existuji vyznamné jasné

diferencované rozdily.
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Obrazek 22: PCA vizualizace diferencialni exprese vSech 12 sekvenovanych vzorkt
(analyzu provedl Dr. V. Bystry, Centralni laboratof Bioinformatika CEITEC MU)
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Obrazek 23: Teplotni mapa (,,heat-map*) vysledkti shlukové analyzy bunécnych linii
podle jejich genové exprese (analyzu provedl Dr. V. Bystry, Centralni laboratof
Bioinformatika CEITEC MU)

Obdobné vysledky charakterizujici podobnost bunéénych linii z hlediska genové exprese
ukazuje také teplotni mapa na obrazku 23. Nejpodobnéjsi jsou si vzdy vzorky stejné
bunécné linie (v modré uhlopticce). Opét je také jasné vidét podobnost linii U3118 a
U3047, nasledované linii U3013. Linie U87 vykazuje nejvétsi rozdily v genové expresi
ve srovnani v ostatnimi liniemi.

Obréazek 24 pak ukazuje ve formé teplotni mapy diferencidlné exprimované geny u
jednotlivych proneuralnich glioblastomovych linii ve srovnani s mezenchymalni linii
U87 (vzdy 10 nejvice rozdilné exprimovanych genti). Jde tedy zejména o geny, jejichz
genova exprese je specifickd pro jednotlivé proneurdlni linie. Je ziejmé, ze prestoze
z pacienti se shodnou diagn6zou

vSechny studované bunécné linie pochazeji
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Glioblastoma multiforme, jejich genova exprese se vyznamné li§i. Mnohé z nejrozdilngji
exprimovanych genli se Uc€astni vyznamnych bunéénych procesti véetné regulace
bunécného cyklu. Napiiklad rozdiln¢ exprimovany gen RAF1 je soucasti RAS/MAPK
signalni drahy zabezpecCujici bunécnou signalizaci, CDC23 se podili na regulaci
bunééného cyklu, dalsi rozdiln€ exprimované geny se také vyznamné podileji na
dalezitych bunéénych procesech. Analyzy genové exprese tedy ukazuji rozdilné
vlastnosti nadorovych bunék u pacientli se stejnou diagnézou a naznacuji potiebu

individualizované 1é¢by pacientli na zaklad¢ biologickych vlastnosti nadorovych bunék.
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Obrazek 24: Teplotni mapa (,,heat-map*‘) vysledkt shlukové analyzy 3 proneuralnich
bunéénych linii ve srovnani s linii U87 podle jejich rozdilné genové exprese (analyzu
provedl Dr. V. Bystry, Centralni laboratof Bioinformatika CEITEC MU)
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5.3. Fluorescené¢ni znaceni glioblastomovych bunék

Pro zviditelnéni glioblastomovych bunék v GLICO modelu byly glioblastomové bunééné
linie fluorescen¢né oznaceny pomoci transfekce (U3118 a U3047) a transdukce (U3013)
fluorescen¢né znac¢eného vektoru — viz kap. 4.6. a 4.7. Pro transfekci bylo vyzkouseno
nékolik plazmidii nesoucich gen pro GFP, nékterym glioblastomovym liniim se vSak
plazmid do genomu bud’ nedafilo stabilné¢ zaclenit nebo svou fluorescenci postupné
ztracely uml¢ovanim genu pro GFP. Jako nejstabilnéjsi se ukazal plazmid pEGFP-C1
(Addgene). Linie U3013 vSak m¢la nizkou G¢innost transfekce a musela u ni tak byt
provedena metoda transdukce virovych vektorti (Vector Biolabs). Buniky s uspésné
vnesenym GFP jsme od téch neobarvenych oddélili pomoci FACS a jsou zobrazeny na
Obrazku 25. Fluorescen¢né znacené linie jsme dale pouZivali pro tvorbu sféroidi a jejich

nasledné spojovani s mozkovymi organoidy do GLICO modelu.

R o A
Obrazek 25: Fluorescenéné znacené glioblastomové linie U87 (A), U3013 (B), U3047
(C), U3118 (D) (pouzit mikroskop ZEISS LSM 800, Z=100x), métitko=100 pm
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5.4. Srovnani schopnosti migrace glioblastomovych bunék
mozkovym organoidem

Schopnost migrace riznych glioblastomovych bunécnych linii mozkovym organoidem
byla studovana v tzv. GLICO modelu — viz kap. 4.11. a obrazek 26. Pro tvorbu GLICO
modelu jsme pouzili sféroid tvofeny glioblastomovymi buiikami dané linie. Sféroid jsme
nechali pfichytit k mozkovému organoidu a vznikly GLICO model kultivovali po dobu
30 dni. Po 30 dnech jsme provedli fixaci GLICO modelii a jejich zpracovani pro
fluorescen¢ni mikroskopii. Mozkovy organoid (na snimku viditelny modre diky barvivu
Hoechst barvicim jadra buné€k) v tomto modelu simuluje zdravou mozkovou tkan,
zatimco sféroid z glioblastomové linie (obarveny zelené pomoci GFP) ptedstavuje nador.
Na obrazku 26 jsou vidét GLICO modely vizualizované pomoci LSFM. Z obrazki je
patrné, ze bunécna linie U87 (obrazek 26 A) rostla nejrychleji a mozkovy organoid
z velké ¢asti obrostla. Bunééné linie U3013 (obrazek 26 B) a U3118 (obrazek 26 C) mély
miru migrace do mozkového organoidu podobnou, zatimco linie U3047 (obrazek 26 D)
do mozkového organoidu migrovala nejméng.

Glioblastomové linie U3013, U3047 a U3118 byly navic analyzovany pomoci
specidlniho softwaru IMARIS 10.0, ktery umoZznil lepS§i vizualizaci migrace
glioblastomovych bunék do mozkového organoidu. Modie byl obarveny organoid,
migrujici glioblastomové bufiky jsou zobrazeny v barevné skale od fialové po Cervenou
Vv zavislosti na vzdalenosti, kterou migrovaly od ptivodniho sféroidu vyobrazeného Sedé
(obrazek 27). Jednotlivé bunééné linie se lisi schopnostmi migrovat do zdravé mozkové
tkané, v naSem modelu reprezentované modie zbarvenym organoidem, coZ znaci jejich
rozdilny potencial infiltrovat zdravou tkan. Buné&cné linie U3013 a U3118 vykazuji
podobné vysokou schopnost migrace (u linie U3013 bylo detekovano 248 migrujicich
bunék a u linie U3118 325 migrujicich bunék, viz graf na obrazku 28) a bunky navic
migruji do vétSich vzdalenosti od plivodniho sféroidu (stfedni vzdalenost u linie U3013
j€ 90,6 um, u linie U3118 je 134 um), naopak linie U3047 ma schopnost migrace vyrazné
nizsi (71 migrujicich bungk, stiedni vzdalenost je pouze 42 um, viz grafy na obrazku 28).
Tato zjiSténi dobfe koreluji s pfeZitim pacienti, z jejichZ nddort byly bunééné linie
vytvofeny. Pacientka s nddorem, ze kterého byla vytvorena bunécna linie U3013, ptezila
jen 122 dni od diagndzy, zatimco pacientka s méné agresivnimi nddorovymi buiikami
U3047 se dozila 496 dni od diagnézy. U pacienta s bunikami linie U3118 neni celkové

doziti znamo (http://www.hgcc.se/#).
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Obrazek 26: GLICO modely vizualizované pomoci LSFM (A) U87 (B) U3013, (C)
U3118, (D) U3047 (pouzit mikroskop ZEISS Lightsheet 7, Z=50x%), mé&fitko=1 mm
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Obrazek 27: Migrace glioblastomovych linii do mozkového organoidu (A) U3013 (B)
U3047 a (C) U3118 (LSFM, pouzit software IMARIS 10.0), métitko=320 um
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Obrazek 28: Grafy po¢tu migrujicich glioblastomovych bunék do mozkového organoidu
a srovnani vzdalenosti migrujicich glioblastomovych bunék od sféroidu

5.5. Aplikace inhibitori ke GLICO modelim

Pro ovéteni vhodnosti pouZiti GLICO modelu ve funkénich studiich G¢inkd 1é¢iv jsme
vyzkouseli aplikaci inhibitort PF-670462 a MU ke GLICO modeliim — viz 4.12. Nejdiive
bylo potifeba stanovit vhodnou koncentraci inhibitoru pro inkubaci s GLICO modelem.
Testovali jsme koncentrace 0,3 uM, 1uM a 3 puM. Inhibitor PF-670462 nevykazoval na
bunky toxicky ucinek ani pfi nejvyssi pouzité koncentraci, a proto byla pracovni
koncentrace inhibitoru PF-670462 stanovena na 3 uM. Uginky inhibitoru PF-670462
jsme pro nalezeni optimalni koncentrace testovali na sféroidech vytvofenych
z glioblastomové linie U87. Na obrazku 29 jsou zachycené shluky glioblastomovych
sféroidii ve dni 2 a dni 12 inkubace s PF-670462. Koncentrace inhibitoru MU byla

stanovena na 0,3 uM.
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sféry (den 2 inkubace s
inhibitorem)

sféry (den 12 inkubace s
inhibitorem)

Obrazek 29: Testovani vhodné koncentrace inhibitoru PF-670462 na ptidani ke GLICO
modeltim z glioblastomové linie U87 (pouzit mikroskop LEICA, Z=50x), métitko=200
pum

Po vybéru vhodné koncentrace inhibitorli jsme zacali pfidavat inhibitory do kultiva¢niho
média ke GLICO modelim glioblastomové linie U87. Inhibitor PF-670462 byl ptidavan
rozpu$tény v DMSO o koncentraci 3 uM a jeho efekt byl analyzovan ve 2 ¢asovych
intervalech. Jako kontrola slouzila kultivace GLICO modelu pouze v rozpoustédle
(DMSO). Takto ptipravené modely byly zafixovany po 14denni inkubaci (viz obrazky 30
a31) a po 30denni inkubaci. Vzorky byly vizualizovany pomoci Light sheet fluorescen¢ni
mikroskopie (LSFM). Obdobn¢ byl ke GLICO modelim piidan a analyzovan také
inhibitor MU o koncentraci 0,3 uM.
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Obrazek 30: GLICO model z glioblastomové linie U87 po 14denni kultivaci s DMSO
(kontrola) vizualizovany pomoci LSFM v riznych projekcich (pouzit mikroskop ZEISS
Lightsheet 7, Z=50x), méfitko=1 mm

Maximalni ortogonalni
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kolmych rovin)

Ortogonalni projekce
(pohled svrchu, zboku a
zespodu)

Obrazek 31: GLICO model z glioblastomové linie U887 po 14denni kultivaci s 3 uM
inhibitorem PF-670462 vizualizovany pomoci LSFM v riznych projekcich (pouzit
mikroskop ZEISS Lightsheet 7, Z=50x%), méfitko=1 mm
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Obrazek 32: GLICO model z glioblastomové linie U87 po 14denni kultivaci s 0,3 pM
inhibitorem MU vizualizovany pomoci LSFM v rtiznych projekcich (pouzit mikroskop
ZEISS Lightsheet 7, Z=50x), métitko=1 mm

Obdobné jako v ptedchozim piipad€, obrazky 33, 34 a 35 ukazuji GLICO modely po
kultivaci v DMSO (kontrola), po kultivaci s inhibitorem PF-670462 o koncentraci 3 uM
a po kultivaci s inhibitorem MU o koncentraci 0,3 uM vizualizované Light sheet

fluorescenéni mikroskopii, v§echny po 30denni kultivaci.

Obrazek 33: GLICO model z glioblastomové linie
U87 po 30denni kultivaci s DMSO (kontrola)
vizualizovany pomoci LSFM v riznych projekcich
(pouzit mikroskop ZEISS Lightsheet 7, Z=50x),
metitko=1 mm
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(pohled svrchu, zboku a
zespodu)
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Obrazek 34: GLICO model z glioblastomové linie U87 po 30denni kultivaci s 3 uM
inhibitorem PF-670462 vizualizovany pomoci LSFM v riznych projekcich (pouzit
mikroskop ZEISS Lightsheet 7, Z=50x), métitko=1 mm
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Obrazek 35: GLICO model z glioblastomové linie U87 po 30denni kultivaci s 0,3 uM
inhibitorem MU vizualizovany pomoci LSFM Vv rtznych projekcich (pouzit mikroskop
ZEISS Lightsheet 7, Z=50x), métitko=1 mm
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V Tabulce 4 jsou uvedeny primérné hodnoty objemi glioblastom v GLICO modelech
(hodnoty byly vypocteny jako aritmetické pruméry objemtt u 3 nezavislych GLICO
modela). Tyto hodnoty, graficky znazornéné na obrazku 36, ukazuji, Ze po 14denni
kultivaci nepozorujeme velké rozdily v mnoZstvi glioblastomovych bun¢k mezi
kontrolou a pouzitymi inhibitory. K vyraznému zpomaleni riistu glioblastomovych bunék
vSak jednozna¢né doslo po 30denni kultivaci GLICO modelu s obéma inhibitory — viz
graf na obrazku 37. Konkrétné, po kultivaci s inhibitory po dobu 30 dni dosahl objem
glioblastomovych bunék zhruba poloviny v porovnani s kontrolou (v ptipadé PF-670462
1,2 mm?, u MU 1,1 mm? oproti 2,1 mm?v ptipadé kontroly).

Ve srovnani s kontrolnim vzorkem bez inhibitoru tedy doslo ke snizeni objemu nadoru
na 59,14 % po 30dennim pusobeni inhibitoru PF-670462 a na 54,98 % po 30dennim
pusobené inhibitoru MU.

Novy MU inhibitor tedy prokazal G¢innost ve zpomaleni ristu nadoru a redukci jeho
objemu ve srovnani s kontrolou, a navic byl aplikovan v fadové nizsi koncentraci nez
inhibitor PF-670462. Jde tedy o vyborny vysledek naznacujici velky potencial inhibitort

CK1 pro dalsi testovani pro 1é¢bu pacientt s glioblastomy v budoucnu.

Doba inkubace Inhibitor CK1 Objem glioblastomu v
GLICO modelu (um3)
14 dni Kontrola — DMSO 379 835 841
PF-670462 300 735517
MU inhibitor 356 738 559
30 dni Kontrola — DMSO 2084 114 404
PF-670462 1232529461
MU inhibitor 1145928 623

Tabulka 4: Hodnoty objemu glioblastomovych bunék v GLICO modelu po inkubaci 14
a 30 dni s riznymi CK1 inhibitory
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Hodnoty objemu glioblastomovych bunék
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Obrazek 36: Srovnani celkového poctu glioblastomovych bun¢k v GLICO modelu po
14denni kultivaci s DMSO a inhibitory, hodnoty udavaji primérmy objem v um?spolu
s odpovidajici smérodatnou odchylkou
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Obrazek 37: Srovnani celkového poctu glioblastomovych bunék v GLICO modelu po
30denni kultivaci s DMSO a inhibitory, hodnoty udavaji primérny objem v um?®spolu
s odpovidajici smérodatnou odchylkou
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6 DISKUSE

Hlavnim cilem moji prace bylo vytvoreni trojrozmérnych bunéénych modelu
glioblastomu, nejcastéjSiho primarniho nadoru mozku a jednoho z nejmalignéjSich
mozkovych nadorii i nddorovych onemocnéni viibec, s primérnym piezitim Ié¢enych
pacientd pouze 14 mésicti od stanoveni diagndzy. Mortalita pacientd s glioblastomem je
i pfes stavajici moznosti intenzivni 1écby stale velmi vysoka (dle udaji z Narodniho
onkologického registru UZIS) a Sanci na zlepSeni by mohlo piinést zavedeni novych
cilenych biologickych terapii, které¢ by doplnily, pfipadné ¢asem i nahradily klasickou
chemoterapii a radioterapii. Tento trend zavadéni biologické 1€cby se uz fadu let objevuje
u mnoha dal$ich nadort, avSak u nddorti mozku je zatim ve stadiu vyzkumu.

Dtvodem mohla byt i absence vhodnych bunéénych modelt pro testovani novych typl
biologickych terapii. Novy posun v této oblasti nepochybné znamenaji organoidy, 3D
bunécné struktury vérné napodobujici tkan uréitého organu v lidském téle, které mohou
vzniknout z kmenovych bun€k (embryonalnich, dospélych nebo indukovanych).
V ptipadé studia glioblastomu jsme pouzili 3D organoidy vytvarejici strukturu lidského
mozku, jde tedy o jakési ,,minimozky ve zkumavce*, realn¢ spise ,,minimozky* v médiu
na kultivac¢ni misce.

Ve své praci jsem se vénovala studiu interakce nadorovych bunék glioblastomu a
zdravé mozkové tkané, konkrétn€ vyvoji bunéného modelu interakce 3D sféroidi
glioblastomovych bun€k a mozkovych organoidd derivovanych z indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék. Navazujicimi cili mé prace byla charakterizace a
srovnani ne¢kolika glioblastomovych linii derivovanych z nadort konkrétnich pacientt a
sledovani jejich schopnosti migrace zdravou tkani mozkového organoidu. V ramci této
prace SOC se podafilo poprvé vytvorit tfi nové 3D modely glioblastomovych nadori
(z linii U3013, U3047 a U3118) a charakterizovat jejich vlastnosti z hlediska rychlosti
migrace do zdravé tkan€ mozku.

Vzniklé 3D modely glioblastomovych nadori jsme také vyuZili pro testovani lé¢iv
potenciilné pouZitelnych pro terapii pacientii a ke sledovani jejich vlivu na chovani
glioblastomovych bunék v ramci vytvoreného 3D bunécného modelu glioblastomu (tzv.
GLICO model). Jako vhodné latky s potencialnim terapeutickym ucinkem byly pro
testovani vybrany dva kinazové inhibitory, konkrétné inhibitory kasein kinazy 1 (CK1).
Tato kinaza v buiice fosforyluje celou fadu proteint, které jsou zapojeny do regulace

bunécéného cyklu, transkripce a translace nebo signalni transdukce [50, 54]. Signalni
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drahy regulované CK1 inhibitory se podili na regulaci nadorového bujeni a progresi ristu
nadort [55], a proto je inhibice této kindzy moznym néstrojem pro zastaveni ¢i omezeni
expanze nadorovych bunék. Inhibitory CK1 se jiz zacaly testovat na mySich modelech
pro moznou lécbu Alzheimerovy choroby [56] nebo idiopatické plicni fibrozy [52] a
velké nadéje jsou do nich vkladany v souvislosti s 1é¢bou nékterych typi leukémii i
solidnich nadort [7].

V praci byly analyzovany vlastnosti ¢tyr glioblastomovych bunécnych linii U3013,
U3047 a U3118 a linie U87, které vznikly kultivaci primarnich nadorovych bunék
konkrétnich pacientti s mozkovym nadorem. Uvodni charakterizace linii na trovni
proteinti odhalila rozdily v pfitomnosti riznych neurdlni markerti, coz poukazuje na
heterogenitu glioblastomovych linii i v ramci jednoho subtypu glioblastomu. Vyznamné
rozdily mezi glioblastomovymi liniemi byly identifikovany také na urovni transkriptomu.
Tyto rozdily mohou byt podstatou riiznych vlastnosti téchto linii, véetné analyzované
schopnosti migrace.

Pro zviditelnéni glioblastomovych bunék pti mikroskopii vytvoreného GLICO modelu
bylo nutno do nadorovych bunék inkorporovat zeleny fluorescenéni protein (GFP).
Vzhledem k rizné ucinnosti transfekce u bunéénych linii byla kromé metody transfekce
plazmidu pEGFP-C1 (u linii U3047 a U3118) pouzita také virova transdukce (u linie
U3013). Po vneseni zeleného fluorescencniho proteinu do bun¢k byly vytvofeny
glioblastomové sféroidy a ty byly inkubovany s mozkovymi organoidy. Pomoci Light
sheet fluorescenéni mikroskopie jsme detekovali rozdilné vlastnosti jednotlivych
bunéénych linii ve schopnosti proriistani do mozkového organoidu, méfené jednak pocty
migrujicich buné€k a jednak vzdalenosti migrujicich bunék od sféroidu.

Vysledky ukazuji, Ze nadorové buniky ruznych pacientii maji riiznou schopnost
migrace do zdravé mozkové tkané, a tedy i rozdilnou agresivitu. Nejdale a nejvice
migrovala bunécna linie U3118, poté U3013 a nejméné U3047. S t€mito vysledky jsme
porovnali s pfezitim pacienttl, ze kterych byly tyto buriky ziskany (http://www.hgcc.se/#).
Pacientka s nadorem, ze kterého byla vytvorena bunécna linie U3013, prezila jen 122 dni
od diagnézy, zatimco pacientka s méné agresivnimi nadorovymi buiitkami U3047
se dozila 496 dni od diagndzy. U pacienta s buiitkami linie U3118 neni celkové doziti
znamo. Lze tedy uvazovat, zda by bylo mozné takového analyzy migrace vyuzit pro
predikci agresivity onemocnéni a doby dozZiti pacientt s nadory mozku.

Vyvinuté GLICO modely byly dale vyuzity pro testovani vlivu inhibitort kasein kinazy1

jako potencidlnich 1¢é¢iv glioblastomovych nadorti. Byly pouzity dva rtizné¢ CKI1
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inhibitory, jeden z nich komer¢né dostupny od firmy Pfizer (PF-670462) a druhy nové
vyvinuty s oznacenim MU. Oba tyto inhibitory CK1 byly v nasi praci poprvé
testovany pro potencialni vyuZiti u nadori mozku. Nase analyzy ukazaly, ze oba
pouzité inhibitory maji prokazatelny efekt na zpomaleni ristu nadoru. Ve srovnani
s kontrolnim vzorkem bez inhibitoru také doslo ke sniZzeni objemu nadoru po 30denni
kultivaci s GLICO modelem ve zdravé mozkové tkani téméf na polovinu. Novy inhibitor
MU dokonce dosahl stejného efektu v redukci rustu nadoru pii 10x niz$i koncentraci
ve srovnani s inhibitorem Pfizer.

V praci se nam tedy podatilo uspésné vytvorit 3D model glioblastomu s vyuzitim
mozkového organoidu (GLICO model). Tuto technologii jsme vyuzili pro analyzu
bunéénych linii glioblastomovych bunck ziskanych od jednotlivych pacienti a
charakterizovali jejich schopnost migrovat do zdravé mozkové tkané organoidu. GLICO
model jsme také vyuzili pro testovani novych potencidlnich 1é¢iv — inhibitora CK1. Tyto
vysledky ukazuji velky potencial 3D organoidi pro vznik nadorovych modeli a jejich
mozné vyuZziti pro testovani léciv. Také pfinasi nové poznatky o mozném vyuziti CK1

inhibitorii pro 1é€bu glioblastomii.
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ZAVER

Prace nazvand ,,Vyuziti 3D organoidii pro vyzkum mozkovych nadoru‘ si kladla za cil
studium moznosti aplikace trojrozmérnych mozkovych organoidit pro modelovani
nadoru glioblastomu, nejcastéj§iho primarniho nadoru mozku a jednoho
Z nejagresivngjSich lidskych nadorti s primérnym piezitim pacientti ptiblizné rok od
diagnozy. Pro vyzkum jsem pouzila mozkové organoidy derivované z indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék, které si lze predstavit jako ,,minimozky ve
zkumavce®. Ty jsem nechala interagovat se sféroidy vytvorenymi z glioblastomovych
bunécnych linii vzniklych z bun€k konkrétnich pacienti s diagnézou glioblastomu. Tento
model mozkového nadoru, nazvany GLICO, se vramci této prace podafilo poprvé
piipravit ze 3 riznych bunéénych linii odvozenych z nadort pacientt s glioblastomy.
Jednotlivé bunécné linie jsem charakterizovala z hlediska genové exprese na irovni RNA
(analyza transkriptomu) a také jsem detekovala expresi kliCovych proteinii pomoci
Western blotu. Jednotlivé bun&¢né linie se lisily v expresi fady gent a proteind, ale také
ve schopnosti migrovat pies zdravou tkan reprezentovanou mozkovym organoidem, coz
ukazuje rozdilné vlastnosti nadort u jednotlivych pacientti souvisejici také s délkou jejich
doziti.

Provedené analyzy ukazuji, ze GLICO modely vyvinuté pro jednotlivé pacienty mohou
byt vybornym nastrojem pro testovani individualizované protinddorové 1écby. GLICO
modely jsem pouzila pro testovani novych cilenych 1é¢iv, konkrétné inhibitorti kasein
kinazy 1, které jsou potencialné pouzitelné pro 1é¢bu pacientu s glioblastomy. Ziskané
vysledky ukazuji, ze inhibitory CK1 maji po 30denni kultivaci s GLICO modelem
vyznamny vliv na zpomaleni ristu nadoru a jeho velikost (objem nadoru byl po aplikaci
jednotlivych inhibitorti vyrazné¢ mensi a tvofil pfiblizné¢ 55-59 % objemu kontrolniho
vzorku bez aplikace inhibitoru). Tyto poznatky jasné ukazuji vyznamné uplatnéni
organoidl pro vznik individualizovanych 3D modelt mozkovych nadort a také velky

potencidl téchto nadorovych modell pro testovani novych protinddorovych 1é€iv.
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