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ULOHA SEROTONINOVYCH RECEPTORU A JIMI ZPROSTREDKOVANE SIGNALIZACE
U NEUROBLASTOMU

Abstrakt

Neuroblastom je maligni détsky nador, ktery je charakteristicky vysoce variabilnim
klinickym priibéhem. Zatimco nékteri pacienti trpi vysoce agresivni formou onemocnéni
s Casnymi metastazami, v jinych pripadech naopak dochazi ke spontanni regresi nadoru.
Tento nddor vychazi nejcastéji z oblasti diené nadledvin, kterd predstavuje derivat
neuralni liSty. Béhem prenatalniho vyvoje se v této oblasti vyskytuje prechodna populace
bunék zvanych bridge cells, jez je charakteristickd mj. expresi HTR3A, podjednotky
receptoru pro serotonin (HTR3). Nékteré recentni studie poukazuji na moznou souvislost
deregulace této populace se vznikem neuroblastomu. Cilem této prace proto bylo bliZe
a systematicky prozkoumat moznou roli HTR3A v patogenezi neuroblastomu. Soucasti
prace je charakterizace exprese HTR3A vramci panelu Sesti neuroblastomovych
bunécnych linii a nasledné posouzeni vlivu farmakologické modulace aktivity tohoto
receptoru na fenotyp neuroblastomovych bunék. Prace také zahrnuje vysledky
experimentalniho umlceni exprese HTR3A metodami CRISPR a RNA interference.

Pfi charakterizaci bunécnych linii byly zjistény vyrazné rozdily v expresi HTR3A,
ktera pritom korelovala s expresi onkoproteinu c-MYC. Plisobeni agonistti HTR3 vedlo u
linii s vysokou expresi HTR3A k vyraznému potlaceni riistovych parametrt. Vliv agonistl
na kmenovost a fenotyp neuroblastomovych bunék pritom nebyl pozorovan. Korela¢ni
analyzy exprese HTR3A a vybranych markeri spolu s netispéSnymi pokusy o zisk modelu
s uméle utlumenou expresi HTR3A naznacuji, Ze HTR3A ma pro neuroblastomové buriky
znacny vyznam a muZe mit souvislost s agresivitou konkrétniho nddoru. Zavéry této prace
dokladaji, Ze HTR3A miiZze predstavovat dilezity marker odrazZejici heterogenitu
onemocnéni. To ¢ini HTR3A zajimavym cilem pro studie zamérené na zhodnoceni jeho
prognostického potencialu stejné jako pro dalsi vyzkum tykajici se bunécného piivodu

neuroblastomu.



ULOHA SEROTONINOVYCH RECEPTORU A JIMI ZPROSTREDKOVANE SIGNALIZACE
U NEUROBLASTOMU

Abstract

Neuroblastoma is a malignant pediatric tumor characterized by a highly variable
clinical course. While some patients suffer from a highly aggressive form of the disease
with early metastases, in other cases, spontaneous tumor regression occurs. Most
commonly, this tumor arises from the adrenal medulla, which is a derivative of the neural
crest. During prenatal development, a transient population of so-called bridge cells is
present in this area. Among other features, bridge cells are characterized by the
expression of HTR3A, a subunit of the serotonin receptor (HTR3). Recent studies have
suggested a possible link between deregulation of this population and the development
of neuroblastoma. Therefore, the aim of this thesis was to thoroughly investigate the
possible role of HTR3A in the pathogenesis of neuroblastoma. This thesis focused on the
characterization of HTR3A expression within a panel of six neuroblastoma cell lines
followed by an assessment of the effect of pharmacological modulation of the HTR3A
activity on the phenotype of neuroblastoma cells. Experimental silencing of HTR3A
expression by CRISPR and RNA interference methods was also performed.

Expression analyses of the examined cell lines revealed significant differences in the
levels of HTR3A, which correlated with the expression of the c-MYC oncoprotein. The
treatment with HTR3 agonists led to a significant suppression of growth parameters in
the cell lines with high levels of HTR3A. The effect of agonists on stemness and phenotype
of neuroblastoma cells was not observed. Correlation analyses of HTR3A expression and
selected markers, together with unsuccessful attempts to obtain a model with artificially
silenced HTR3A, suggest that HTR3A is of considerable importance for neuroblastoma
cells and may be related to the aggressiveness of a particular tumor. The findings of this
thesis demonstrate that HTR3A may represent an important marker reflecting the disease
heterogeneity. This makes HTR3A an interesting target for studies aimed at evaluating its
prognostic potential as well as for further research regarding the cellular origin of

neuroblastoma.



MASARYKOUA UNIVERZITA

I\II U I\I I PRIRODOVEDECKA FRKULTA
KOTLARSKA 2, Bl1 37 BRNO

Il: onozleaad

S C ]: DIC: cZoo2le22s

ZADANTI
DIPLOMOVE PRACE

Akademicky rok: 2019/2020

Ustav: Ustav experimentalni biologie

Student: Be. Lukas Sourada

Program: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi - Lékafska genetika a molekularni
diagnostika

Obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi - Lekafska genetika a molekularni
diagnostika

Reditel Ustavu experimentdini biologie PFF MU Vam ve smyslu Studijniho a zkusebniho Fadu MU uréuje diplomovou
praci s nazvem:

Nazev prace: Uloha serotoninovych receptorl a jimi zprostiedkované signalizace u neuroblastomu
Nazev prace anglicky: The role of serotonin receptors and the serotonin receptor-mediated signaling in neurob-
lastoma

Oficialni zadani:

Aktualni studie dokazuji, Ze pro wvaoj nadledvinek je dulezita specificka populace bunék odvozena od prekurzorl bu-
nék Schwannovych. Existuje pfedpoklad, Zze deregulace pravé teto populace bunék, ktera se vyznacuje expresi genu
HTR3A kodujiciho receptor pro serctonin, by mohla byt jednou z pFiéin vzniku neurcblastomu. Cilem diplomoveé prace
bude proto analyza Ulohy serotoninovych receptor( a jimi zprostredkovaneé signalizace u buné&énych linii derivovanych
z neuroblastomu. Experimentalni pfistupy budou zahrnovat spektrum molekularnich a bunééné biologickych metod,
pficemz vysledky ziskane in vitro mohou byt nasledné ovéfeny na mysim modelu. Vystupem prace bude posouzeni
moZznosti modulace serotoninové signalizace z hlediska pfipadneho vyuziti v 1éEb& neuroblastomu.

Jazyk zaveérecne prace: Ceétina
Vedouci prace: RNDr. Jan Skoda, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Petr Chlapek, DiS., Ph.D.

Datum zadani prace: 1.10. 2019
V Brné dne: 3.10. 2019

Souhlasim se zadanim (podpis, datum):

Be. Lukas Sourada RMNDr. Jan Skoda, Ph.D. RNDr. Pavel Lizal, Ph.D.

student vedouci prace zastupce reditele Ustavu expe-
rimentalni biologie pro pedago-
gicke zalezitosti



ULOHA SEROTONINOVYCH RECEPTORU A JIMI ZPROSTREDKOVANE SIGNALIZACE
U NEUROBLASTOMU

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem svoji diplomovou praci vypracoval samostatné pod vedenim
vedouciho prace s vyuZitim informacnich zdroji, které jsou v praci citovany. Text prace
jsem vypracoval podle pravidel a zodpovidam za jeho jazykovou spravnost.

V disledku protiepidemickych opatieni v souvislosti s pandemii COVID-19 byly nékteré
experimenty replikovany ¢i provedeny Cleny laboratore, ve které byla prace reSena, a jsou
pro Uplnost zatfazeny do diplomové prace. Veskeré analyzy finalnich soubort dat, grafické
zpracovani i interpretaci téchto vysledkli jsem provedl samostatné pod vedenim
vedouciho prace. NiZe je uveden piehled vysledki na jejichZz vzniku se experimentalné
podileli dalsi osoby, v€etné rozsahu praci provedenych konkrétni osobou:

Graf 9 - 4 z 5 biologickych opakovani byla provedena dr. Petrem Chlapkem

V Brné 24. kvétna 2021 T
Lukas SOURADA



ULOHA SEROTONINOVYCH RECEPTORU A JIMI ZPROSTREDKOVANE SIGNALIZACE
U NEUROBLASTOMU

Podékovani

Na tomto misté bych rad podékoval svému Skoliteli RNDr. Janu Skodovi, Ph.D.
za vénovany cas a velice vstiicny a motivujici piistup. Velmi si vaZzim mozZnosti kdykoli
konzultovat detaily provadénych experimentli a v neposledni radé také zprostiedkovani
staZe na Medizinische Universitat ve Vidni, ktera mi otevrela zcela nové obzory.

Dale bych chtél podékovat svému konzultantovi RNDr. Petru Chlapkovi, DiS., Ph.D.
za odborné rady a pripominky, a také kolegyni Mgr. Karoliné Borankové za cenné rady
k provadéni experimentli a asistenci s feSenim mnohych technickych problémi. Své
podékovani chci také vyjadrit nasi laborantce Johané MareSové, diky niZ jsem si osvojil
zakladni kultiva¢ni postupy. Dékuji také Mgr. Tomasi Lojovi, Ph.D. za odbornou pomoc
a poskytnuti technického vybaveni pti provadéni FACS.

Nakonec bych rad podékoval celému kolektivu Laboratofe nadorové biologie
pod vedenim prof. RNDr. Renaty Veselské, Ph.D., M.Sc. za vytvoreni prijemné pracovni
atmosféry, pomoc a podporu pfti realizaci mnohych experimenti.

Tato prace byla podporena z Evropského fondu pro regionalni rozvoj - projekt ENOCH
(reg. ¢.: CZ2.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868).



OBSsAH

Obsah

Seznam zKkratek 12
1 Uvoda problematika 15
1.1  Neuroblastom (INB) ........coooiiiiiiiiiiiiiec ettt ee e 15
1.1.1  Pfiznaky OnemMOCNENT.......eeeiuiieeiiieeiieeeiee e eeiee e e e e e e eaae e e 15
1.1.2  Diagnostika NB........c.cooiiiiiiiieiiieeeee e 16

1.1.3 Prognlza NB ........ooiiiii e 17
1.1.4  Molekuldrni biomarkery a genetické zmény u NB ............ccceeviiiinennen. 18
1.1.5  Soucasné moznosti IECbY NB .......ccccoviiiieiiiiiieceeecee e 20

1.2 Serotonin (5-HT) a serotoninove reCePLOTY........eevurirriiieniieenieeenieeenireessieeennne 22
1.2.1  Biochemie 5-HT ..ot 23
1.2.2  Rozmanitost serotoninovych receptoril ..........cecvverveerueeniienieniieeieeeeeenes 24
1.2.3  HTR3 ettt sttt 25
1.2.4  Modulace SignaliZace..........ccueeeieieeiiiieriieeeiieeeieeestee et e eaeeeeeeeeaaee e 28
1.2.5  Serotonergni signalizace v prenatdlnim obdobi.........c.cccceevveeriiiinniennnnee. 30

1.3 Vyvoj nadledvin a etiologie NB .........ccccoeiiiiiiiiiieieeeeeee e 30
1.3.1  Migrace neurdlnich progenitori béhem ontogeneze...........c.ccceveeeeveennnee. 31
1.3.2  Klasicky model vyvoje nadledvin...........ccoocueeeviiiiniiinniiinieeiiceeeeeeee, 32
1.3.3  Novy model bunééného plivodu nadledvin..........ccccueeeviieeniieeniiennieennee. 34
1.3.4  Etiologie a bunécny pivod NB .......cccoooiiiiiiiiiiiieeeeeecee e 37

2 Cil diplomové prace 39
3 Material a metody 40
3.1 BUNECENE HNIC..c..eiiiiiiiiiiiieiece ettt 40
3.2 Kultivacni podmMinKY .......ccocviiiiiiiiiiieeiiie ettt ettt et eesveeeeveeseneeenes 40
3.3 Ptiprava vzorkli RNA a proteinti z bunéénych lyzatii..........ccoooeeviiiiieniinnenn. 41
3.4  Reverzni transkripce a QPCR .......cccoiiiiiiiiiiie e 42
3.5 WESEEIN DIOTHINE ..eouevieiiiiieiiieeiiee ettt ettt ettt e e e sbeee e 44
3.6 Ovliviiovani bunék a testy viability a proliferace ...........ccccceevevveercieeenveeenneenns 46
3.7  Funk¢ni testy nddorovych kmenovych bun€k (tvorba sfér) .........ccocvenienin. 48
3.8  Editace genu HTR3A metodou CRISPR .........cccooiiiiiiiiiieceeeee e 48
3.9 RNA INEEITEIEICE ....oouiiiiiiiiieiieiieeee ettt 49

4  Vysledky 51

4.1 Porovnani exprese HTR3A u Sesti bunécnych linii NB...........ccccoeviiinniinnnnnn. 51



4.2  Korelacni analyza exprese vybranych markerti bunéénych populaci diené
nadledvin a jejich preKurzorli........ccoooeeeiieiieniieieeieee e
4.3  Testy viability a proliferace bun¢k a modulace serotonergni signalizace.........
4.4 Test tvorby bunécnych SfEr in Vitro..........coocveeviiiiviiiiiiiiiiiieeceeeee
4.5 Umlceni exprese genu HTR3A pomoci metody CRISPR ...........ccccvvviiennnnn.
4.6 RINA INEITETENCE .....eoviiiiiiiiiiiieiieeeeteeee ettt e
5 Diskuze
5.1 Exprese HTR3A a vybranych markeri u Sesti bunéénych linii NB...................
5.2 Modulace SIZNAlIZACE .......cccueerriiiiiiiiiiiiiie e
5.3 Pokusy o utlumeni eXprese HTR3A ........ooouieeiiieeiieeeie et esieeesveeeseveesevee e
5.4  Klinicky potencidl HTR3A UNB ......cooiiiiiiiiiiiieseeeeteee e
6  Souhrn

7  Summary

8 Literatura

72
73
76
78
81

83

84

85



SEZNAM ZKRATEK

Seznam zKkratek

S-HT
AADC
AAVS1

ALK
AMPK

anti-GD2
ASCLI1

ATRA
BDNF
BMPs
CaMK
CAR
CINV

CNVs
CREB

CSCs
Ct

DAG
DBH
DDC
DMEM
DMSO
EMT
ERBB3
FBS
BEDG
FGFs
GAP43

5-hydroxytryptamin; serotonin
aromatic amino acid decarboxylase; dekarboxyldza aromatickych aminokyselin

adeno-associated virus integration site 1; misto integrace adeno-asociovanych
vird

anaplastic lymphoma kinase; kindza anaplastického lymfomu

adenosine monophosphate-activated protein kinase; proteinkiniza aktivovana
adenosinmonofosfatem

monoklondlni protildtka namifend proti disialogangliosidu (GD2)

Achaete-scute homolog 1; t€Z MASH I, trankrip¢ni faktor regulujici diferenciaci
neurdlnich progenitort

all-trans-retinoic acid; kyselina all-frans retinova (konkrétni izomer kyseliny)
brain-derived neurotrophic factor

bone morphogenetic proteins; kostni morfogenetické proteiny
Ca**/kalmodulin dependentni kindza

chiméricky antigenni receptor

chemotherapy-induced nausea and vomiting; nevolnost vyvolana 1écbou
cytostatiky (nékdy téZ CIE; chemotherapy-induced emesis)

copy number variations; variabilni pocty kopii segmenti DNA

cAMP response element binding protein; transkripéni faktor, jehoZz aktivita je
regulovdna mj. hladinou cAMP

cancer stem cells; nddorové kmenové bunky

threshold cycle; pocet cykla, ktery vznikajici fluorescence potiebuje
k ptekroceni prahu detekce respektive pozadi (t€Z baseline)

diacylglycerol

dopamin-f-hydroxyldza

dopa-dekarboxyldza

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Dulbeccova modifikace Eaglova média
dimethylsulfoxid

epithelial-mesenchymal transition; epitelo-mezenchymalni tranzice
receptorova tyrozinkindza z rodiny receptori pro epidermdlni riistové faktory
fetalni bovinni sérum

fluorodeoxyglukéza s izotopem fluoru '8F

fibroblast growth factors; fibroblastové ristové faktory

growth associated protein 43
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SEZNAM ZKRATEK

GIT gastrointestindlni trakt

GPCRs G protein-coupled receptors; receptory spojené (sptazené) s G proteinem
HRM high resolution melting; analyza kiivky tani

HSP90AB1 Heat shock protein 90 alpha family class B member 1

HTRs 5-hydroxytryptamine receptors; serotoninové receptory

HVA homovanilova kyselina

ChB chromafinni (neuroendokrinni) buiiky dien¢ nadledvin

CHGA chromogranin A; gen kddujici kysely protein neuroendokrinnich tkani

CHRNA3 Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 3 Subunit; nikotinovy cholinergni
receptor alfa 3

IBS irritable bowel syndrome; syndrom drdzdivého tra¢niku

ICso half maximal inhibitory concentration; koncentrace Cinidla, jeZ vyvola sniZeni
viability ¢i proliferace bun¢k o 50 %

IGF-2 insulin-like growth factor 2; inzulinu podobny ristovy faktor 2
INRGSS International Neuroblastoma Risk Group Staging System

INSS International Neuroblastoma Staging System

1P3 inositol-1,4,5-trifosfat

KDO Klinika détské onkologie

LDH laktatdehydrogenaza

LGIC ligand-gated ion channel; ligandem fizeny (vratkovany) iontovy kanal
m-CPBG m-chlorfenylbiguanid

MIBG metaiodobenzylguanidin

MKI mitosis-karyorrhexis index; index mit6za-karyorexe

MRD minimal residual disease; minimalni rezidudlni nemoc — jde o stav, kdy v téle

zustavaji pouze nadorové buiky, které nejsou béZnymi metodami prokazatelné,
ale mohou byt pfi¢inou relapsu onemocnéni

NB neuroblastom
NCSCs neural crest stem cells; kmenové butiky neurdlni liSty
NDRGI1 N-MYC downstream regulated gene 1

NEAA non-essential amino acids; neesencidlni aminokyseliny
NGF nerve growth factor; nervovy ristovy faktor

NMQ N-methylquipazine

NSE neuronspecifickd enoldza

NTRK2 neurotrophic tyrosine kinase receptor 2

PBG fenylbiguanid

PBS phosphate-buffered saline; pufrovany fyziologicky roztok
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RT-qPCR
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scRNA-seq
SEM
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Tm
TPH
TrkB
VMA
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UvoD A PROBLEMATIKA

1 Uvod a problematika

1.1 Neuroblastom (NB)

Neuroblastom (NB) je maligni embryondlni nddor vychdzejici z tkan¢ sympatického
nervového systému. Z histogenetického hlediska patii mezi neuroektodermdlni tumory. Jde
a je zodpovédny za 15 % uUmrti na nddorovd onemocnéni v détském véku, tedy
neproporcionalné vyznamnou ¢ast (Newman a Nuchtern, 2016). Jen v Ceské republice je roéné
diagnostikovano asi 25 piipadi NB a uddvand incidence ve svété je 1:100 000 déti roéné (Stérba
et al., 2004; Newman a Nuchtern, 2016).

VeétSinu pacientl s NB tvoii malé déti, pfi¢emz medidn v€ku v dobé diagnézy je 2 roky
a vrchol vyskytu je v 18 mésicich, nicméné asi 10 % piipadil tohoto typu nadoru postihuje
jedince v druhé dekad¢ zivota ¢i pozdéji (§térba et al., 2004; Mazanek, 2016). Drtiva vétSina
ptipadl je sporadickych, pouze u 1 % nemocnych se jedna o familidrni vyskyt s autozomalné
dominantni dédi¢nosti (Newman a Nuchtern, 2016).

NB vznika z prekurzorovych pluripotentnich buné¢k neurdlni liSty v rizném stupni
diferenciace, které béhem embryondlniho vyvoje migruji do celého téla a davaji vzniknout mj.
veSkerym strukturdm periferniho nervového systému (Brodeur, 2003). Primarni nddor je pak
nejCastéji lokalizovdn v dfeni nadledvin, méné casto vychazi z paraspindlnich ganglii
retroperitonea, panve, hrudniku ¢i krku (Maris et al., 2007).

NB piedstavuje velmi heterogenni onemocnéni a je typicky svym variabilnim klinickym
projevem, pokud jde o agresivitu a s ni souvisejici Sanci na vyléceni. Zatimco u nékterych
pacientl (obvykle starSi déti s metastdzami) vykazuje NB agresivni fenotyp rezistentni vici
multimodélni terapii zahrnujici cytostatika, radioterapii, chirurgickou resekci 1 biologickou
1é¢bu, v jinych piipadech (obvykle u novorozenct a kojenct s lokalizovanym onemocnénim)
naopak pozorujeme dokonce spontdnni regresi nddoru bez nutnosti lékaiské intervence

(Matthay et al., 1999; Nuchtern et al., 2012; Mazanek, 2016).

1.1.1 Priznaky onemocnéni

Pfiznaky NB jsou zna¢né variabilni a zavisi na lokalizaci nddoru a stddiu onemocnéni.
Casto jsou navic prvnimi pfiznaky nemoci az ty souvisejici s vyskytem metastdz, které jsou
piitomny zhruba u poloviny pacienti s NB a nejcastéji napadaji kostni dfenl, lymfatické uzliny

ajatra (Maris et al., 2007; Luksch et al., 2016). Do téchto nespecifickych systémovych ptiznakt
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UvoD A PROBLEMATIKA

spadaji horecky, vdhovy tbytek, nevolnost a ztrata chuti k jidlu, malatnost a celkova tinava,
dale miZe jit o poruchy vyprazdiiovani, bledost v dusledku anémie, no¢ni poceni, bolesti kosti
a kloubu a bolestivou chuzi (§térba etal.,2004; Maris et al., 2007; Mazanek, 2016). V dasledku
proristani tumoru do pdatefniho kandlu a lokdlni miSni komprese se mohou objevit
i neurologické ptiznaky, napiiklad ochrnuti koncetin (De Bernardi et al., 2014). Specifickym
piiznakem NB je tzv. Hornerovo trias, zahrnujici trojici symptomt — pokles vicka (ptdza),

zuzZeni zornice (midza) a oko vkleslé do ocnice, tedy zd4nlivy enoftalmus (Mazéanek, 2016).

1.1.2 Diagnostika NB

Vedle klinickych ptiznaki, které u znacné ¢asti pacientli nemusi byt zfeteln€ rozvinuty,
vede k podezieni na NB ¢asto ndhodny ndlez pfi ultrazvukovém vySetieni z jiného diivodu, kdy
je typicky v bfisni dutin€ objevena nddorova masa o velikosti né¢kolika centimetrti, kterou lze
Casto detekovat i palpacné (Mazanek, 2016). Z hlediska klinické biochemie ma zdsadni vyznam
vySetieni katecholamint a jejich metabolitli v moci. Jedna se o kyselinu homovanilovou (HVA)
a vanilmandlovou (VMA), déle dopamin, adrenalin a noradrenalin (Mazédnek, 2016). V krvi
pacientll jsou zase detekovany zvySené hodnoty nespecifickych markerit NSE (neuronspeci-
ficka enoldza), LDH (laktatdehydrogendza), ferritinu a kyseliny mocové (Luksch et al., 2016).

Mimo ultrasonografie se jako dopliujici diagnostické zobrazovaci vySetfeni pouziva
magnetickd rezonance, kterd slouZzi k detailn&jSimu piehledu o rozsahu onemocnéni, a z metod
nukledrni mediciny poté scintigrafie skeletu s vyuzitim **™Tc — tzv. SPECT (jednofotonova
emisni vypodetni tomografie), dile PET (pozitronov4 emisni tomografie) s vyuzitim '*FDG
(fluorodeoxyglukézy) a predevsim celot&lovd scintigrafie '*’I-MIBG (Leung et al., 1997,
Brisse et al., 2011). Toto specifické vySetteni slouzi k detekci metastdz a spociva v nitroZilni
aplikaci radioaktivné znaceného metaiodobenzylguanidinu (s izotopem joédu '2I),
oznacovaného téz jako faleSny neurotransmiter, jenz je jakoZto analog noradrenalinu selektivné
vychytdvan naddorovou tkdni produkujici katecholaminy (Maris et al., 2007; Taborska, 2011).
Pod detekénim systémem se pak specificky rozzaii mista v téle infiltrovand NB.

VétSina ze zminénych zobrazovacich metod se pouzivéd téZ ke sledovani uspéSnosti
1é¢by a behem nasledného dlouhodobého sledovéani po ispesné 1éEbe a navozeni remise. Vzdy
je samozifejm¢e preferovano vySetieni s co nejmensi radiacni zatézi, zaroven ale s dostateCnou
senzitivitou a specificitou (Vazquez et al., 2003; Stérba et al., 2004; Federico et al., 2015).

Nezastupitelnou roli ma v diagnostice NB histologické vySetfeni biopsie primarniho
tumoru, ptipadné metastdz (napiiklad v podobé& dobie dostupnych lymfatickych uzlin), spolu
s aspiraci a trepanobiopsii kostni diené, které spolecné s cytogenetickymi a molekuldrné
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genetickymi metodami slouZi k piesné charakterizaci nddoru a k urceni rozsahu nemoci
(Ambros et al., 2009; Brisse et al., 2011; van Wezel et al., 2016). Z hlediska morfologie je NB
charakteristicky malymi kulatymi bufikami s hyperchromnim jaddrem a minimalnim lemem

cytoplazmy (Newman a Nuchtern, 2016).

1.1.3 Prognéza NB

Po stanoveni diagnézy NB je v souCasné dobé klicova pifesnd stratifikace pacientl
do riznych rizikovych skupin dle prognézy, kterd by méla odriZet vyraznou genetickou
i klinickou heterogenitu onemocnéni a posléze umoZnit individualizovanou terapii
— od pouhého monitorovani stavu aZ po velmi agresivni multimodalni 1é¢bu (Stérba et al.,
2004). Ke stanoveni stddia nemoci se vyuzivd v ponékud modifikované podobé¢ jiz témét 30 let
stary systém INSS (International Neuroblastoma Staging System), ktery je zaloZeny na urceni
moznosti resekce nddoru chirurgem v Case diagnézy a odhadu rozsahu nemoci dle

zobrazovacich metod a zahrnuje pét kategorii (Brodeur et al., 1993):

» Stadium 1: lokalizovany nddor s moznosti kompletni chirurgické resekce

» Stadium 2: lokalizovany nddor, pouze nekompletni chirurgické odstranéni

» Stadium 3: neresekovatelny bilaterdln¢ lokalizovany nador (tedy piekracujici
patet), nekompletni chirurgické odstranéni; piipadné¢ unilaterdlni tumor
s infiltraci lymfatickych uzlin

» Stadium 4: jakykoliv primarni nddor se vzddlenymi metastdzami v kostech,
lymfatickych uzlinéch, jatrech (vyjma ptipadt zahrnutych v 4S)

» Stadium 48S: specificky piipad; primarni nador stddia 1 a 2 u ditéte mladsiho

12 mésict s metastdzami v kiiZi, jatrech nebo kostni dfeni

Na zédkladé modernéjsiho klasifikacniho pfistupu vychdzejictho z kritérii INRGSS
(International Neuroblastoma Risk Group Staging System) jsou pacienti rozdé€leni do kategorii
nizkého, sttedniho ¢i vysokého rizika (Cohn et al., 2009). Zatimco u NB nizkého rizika se dafi
vylécit vice nez 90 % déti, u pacienti s NB vysokého rizika je uspésSnost 1écby stdle
neuspokojivd, a sice necelych 50 % (Irwin a Park, 2015; Dobrotkova et al., 2019).

Do INRGSS jsou zahrnuty prognostické faktory klinické, biologické a genetické. Mezi
klinické faktory patii stddium nemoci (L1, L2, M a MS — vesmés analogické stadiim 1, 2/3, 4
a 4S v INSS) a vék, kdy kli¢ova je hranice 18 mésicti (Cohn et al., 2009). Do skupiny faktorti
biologickych nalezi tzv. MKI — mitosis-karyorrhexis index (procentudlni zastoupeni bun¢k
v mitéze a bunék s jadrem rozpadlym na malé fragmenty), stupen diferenciace neuroblasti,

17



UvoD A PROBLEMATIKA

stupeni ploidie (diploidie/hyperdiploidie/polyploidie) a zastoupeni stromatu ze Schwannovych
bunék v histologickém preparatu (Cohn et al., 2009; Irwin a Park, 2015). Z genetickych zmén
ma pak vyznam amplifikace onkogenu MYCN a aberace chromozomu 11q (Cohn et al., 2009).

NejagresivnéjSi tumor dle INRGSS zarazeny do kategorie vysokého rizika pak
reprezentuje nediferencovany diploidni NB se vzddlenymi metastdzami (v¢etné¢ infiltrace kostni
dren¢), ktery je chudy na stroma ze Schwannovych bun¢k, ma vysoky index MKI, amplifikaci
MYCN adeleci 11q a je diagnostikovan u jedince starSiho 18 mésicti (Cohn et al., 2009; Luksch
et al., 2016).

1.1.4 Molekularni biomarkery a genetické zmény u NB

Biomarkerem obecné¢ rozumime jakykoli znak, ktery 1ze objektivn€ zméfit a pouZit jako
indikdtor fyziologickych ¢i patologickych procesii v téle, dle charakteru se pak tradi¢né
biomarkery dé€li na klasické (napiiklad histologie nddoru, pfitomnost metastdz, vék, pohlavi)
a molekularni, kterymi jsou kupiikladu biomolekuly genomu, transkriptomu ¢i metabolomu
(de Castro et al., 2013; Foretova et al., 2014). Dle jejich vyuZziti 1ze biomarkery rozdélit do ti{
hlavnich skupin: 1) diagnostické, jejichz vyskyt je asociovan s pfitomnosti ¢i rozsahem urcité
nemoci, 2) prognostické, které jsou spojovany s prezitim pacientd, a 3) prediktivni, které
predpovidaji odpoveéd’ onemocnéni na ur€ity druh terapie (Brooks, 2012; de Castro et al., 2013).
Neékdy se jesté vyclenuje Ctvrtd skupina biomarkert rizika, jez slouzi k identifikaci osob
se zvySenym rizikem rozvoje ur¢itého onemocnéni oproti obecné populaci a vedou k nalezité
primarni a sekundarni prevenci (Foretova et al., 2014).

V poslednich letech nartistd v onkologii vyznam biomarkerti na drovni nukleovych
kyselin (Brooks, 2012). V praxi by se v pfipadé NB mohl uplatnit napiiklad panel péti mRNA
markert, ktery je s vyuZitim RT-qPCR (kvantitativni PCR po reverzni transkripci) schopen
detekovat nadorové builky ve vzorku kostni diené¢ s mnohem vétsi senzitivitou nez klasické
histologické vySetteni (van Wezel et al., 2016). V ramci navrzeného panelu se vyhodnocuje
exprese téchto péti genli: PHOX2B (paired-like homeobox 2B), DDC (dopa-dekarboxyldza),
TH (tyrosin hydroxylaza), CHRNA3 (nikotinovy cholinergni receptor alfa 3) a GAP43 (growth
associated protein 43), pticemz pouZziti komplexniho panelu dava lepsi vysledky nez informace
o expresi pouze jediného genu ze souboru (van Wezel et al., 2016). PHOX2B kéduje
transkripéni faktor zapojeny do diferenciace neuroblasti, stejné jako GAP43, ktery je kliCovy
pro vytvofeni axonu, zatimco produkty gentt DDC i TH jsou enzymy biosyntézy katecholaminti
v nadledvinich a CHRNA3 ma roli v neurotransmisi (Nakagawara efal., 2018). Dalsi
potencidlni molekuldarni biomarkery NB odhalili Chen et al. (2021), ktefi pomoci

18



UvoD A PROBLEMATIKA

bioinformatickych analyz dat z mikroCipt, dostupnych v elektronickych databéazich, nalezli
dokonce 238 odlisn¢ exprimovanych genti u NB.

Z cytogenetickych abnormalit pfitomnych u NB jsou vyznamné zejména amplifikace
onkogenu MYCN, delece v oblasti 1p36 a 11q, a déle zisk genetického materidlu v oblastech
1q, 2p a 17q, pficemz NB je vSeobecné¢ charakteristicky znaénym mnoZstvim CNVs (copy
number variations) (Depuydt et al., 2018). Gen MYCN (2p24) kédujici transkripéni faktor
N-MYC byva amplifikovan ve vice neZ 10 kopiich zhruba u 22 % pacientti s NB a je tak jednou
z nejCastéjSich pozorovanych aberaci u NB (Newman a Nuchtern, 2016). Jeho nézev je odvozen
od homologniho v-Myc u viru pta¢i myelocytomatézy a amplifikace je spojena se Spatnou
prognézou (Irwin a Park, 2015). Nadprodukce N-MYC vede k deregulaci rastu a proliferace
bungk, a proto je amplifikace tohoto genu dokonce povaZovana za jeden ze spoustécu (,,driver®)
onemocnéni (Newman a Nuchtern, 2016). Plsobeni proteinu N-MYC je vysoce komplexni
a zasahuje do Sirokého spektra signdlnich drah, naptiklad PI3K/AKT, MAPK, TGF-B ¢i EGFR,
u nichZ konkrétn¢ byla prokdzana nepiima regulace ptes potlaceni exprese inhibitoru rtstu
NDRGI1 (N-MYC downstream regulated gene 1) (Kovacevic et al., 2016).

Nizkd exprese samotného NDRGI je pfitom asociovdna s nepfiznivou progndzou
iu pacienti bez amplifikace MYCN (Matsushita et al., 2013). Né¢které NB se Spatnou
prognézou vykazuji rovnéZ vysokou expresi transkripniho faktoru c-MYC, ktery funkcné
zastupuje N-MYC, coby ¢len stejné rodiny protoonkogenti (Yang et al., 2017; Wei et al., 2020).
Nedochdzi ptritom piimo k amplifikaci celého genu jako je tomu u MYCN, ale obvykle je
aberantni exprese diisledkem amplifikace nebo translokace zesilovact transkripce, pficemz
také tato genetickd udédlost mize predstavovat spousté¢ onemocnéni (Zimmerman et al., 2018).

V oblasti 1p36, kterd byva Casto deletovana u pacient s NB, je kédovano hned nékolik
kandidatnich nddorovych supresorti, které mohou byt kauzalné¢ zapojeny do patogeneze NB.
Jde naptiklad o gen KIF'1Bf, kédujici motorovy protein ze skupiny kinezini, diilezity v regulaci
apoptozy, nebo gen CHDS, jehoz produkt je zapojen do remodelace chromatinu a vedle
apoptozy kontroluje i proliferaci a buné¢nou senescenci (Nakagawara et al., 2018). Naopak
kandiddtni onkogeny v oblasti 17q reprezentuje napiiklad gen BIRCS koédujici inhibitor
apoptozy survivin (Irwin a Park, 2015).

Vyzkumy zaméfené na familidrni piipady NB odhalily moZné genetické predispozice
ke vzniku NB. ZvySend incidence NB byla popsdna napiiklad v kontextu neurofibromatézy
typu 1 a prvni zarodeCnou mutaci, u nizZ bylo prokdzano, Ze predisponuje k rozvoji NB, byla
missense mutace v genu PHOX2B v oblasti 4p12 (Trochet et al., 2004; Schleiermacher et al.,
2014). Dalsimi geny, které byvaji u NB mutované, jsou BARDI a ALK (anaplastic lymphoma
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kinase) v oblastech 2q35 a 2p23 (Schleiermacher et al., 2014). Je pozoruhodné, Ze
v bezprostiedni blizkosti lokusu pro ALK se nachédzi i MYCN. Mutace ALK vedouci ke vzniku
konstitutivné aktivni varianty této receptorové tyrosinkinazy se vyskytuji u 8—10 % vSech NB
a obvykle jsou spojovany s nepiiznivou prognézou (Schleiermacher et al., 2014).

S nepfiznivou prognézou je ddle spojovana nadmérnd exprese TrkB (tropomyosin
receptor kinase B) z rodiny transmembranovych receptorovych tyrosinkiniz, kédované genem
NTRK?2 (neurotrophic tyrosine kinase receptor 2) v oblasti 9922 (Brodeur et al., 2009).
V ptipadé koexprese TrkB a jejiho ligandu BDNF (brain-derived neurotrophic factor) byva NB
vysoce invazivni, metastazujici, angiogenni a ¢asto rezistentni na protinddorovou terapii (Iyer
et al., 2016). Naopak exprese piibuznych receptor TrkA a TrkC, kédovanych geny NTRK1
a NTRK3 v oblastech 121 a 15925, je charakteristicka pro NB nizkého rizika (Brodeur et al.,
2009). TrkA, majici dlohu v diferenciaci neuroblastii, je aktivovdna vazbou ligandu NGF (nerve
growth factor), zatimco ligandem TrkC je neurotrophin-3 (Brodeur et al., 2009). Dokonce se

zd4, ze draha NGF/TrkA je kliCovym faktorem pfii spontanni regresi NB (Iyer et al., 2016).

1.1.5 Soucasné moznosti 1é¢by NB

Vysoka klinicka heterogenita NB podmifiuje rovnéz vysokou variabilitu terapeutickych
strategii. Dle zatazeni do jedné z rizikovych skupin a konkrétnich molekularnich charakteristik
nadoru je tak u kazdého pacienta stanoven individualni 1é€ebny protokol (Luksch et al., 2016).
Obecné se v soucasnosti daff navodit remisi u piiblizné 70 % pacienti, nicméné u NB vysokého
rizika samostatné je to pouze necelych 50 % (Laverdiere et al., 2009; Irwin a Park, 2015).

U pacientt s NB nizkého rizika, tedy typicky u déti do 6 mésict véku a prenatdlnich
diagnéz, je pomérné vysokd Sance spontdnni regrese nddoru a Casto se tedy pfistupuje pouze
k pribéznému sledovani stavu (ultrazvuk, katecholaminy) (Nuchtern et al., 2012). Zatimco
u pacientil v kategorii NB stfedniho rizika je obvyklym postupem chemoterapie a chirurgicky
zakrok, v ptipadé NB vysokého rizika je 1écba velmi komplexni a zahrnuje nékolik 1é¢ebnych
modalit, od induk¢ni chemoterapie pres chirurgicky zakrok a radioterapii az po konsolidacni
terapii, diferenciacni bioterapii a imunoterapii (Matthay et al., 1999; Irwin a Park, 2015).

Mezi konkrétni cytostatika poddvana v ramci nékolika cyklt indukéni chemoterapie
patii inhibitory topoizomerdz topotecan, etoposid a doxorubicin, interkaldtor cisplatina,
alkyla¢ni Cinidlo cyklofosfamid a inhibitor polymerace mikrotubull vinkristin (Simon et al.,
2011; Veselska et al., 2019). Béhem poddvani cytostatik trpi pacienti vedlej$imi ucinky jako je
alopecie (vypaddvani vlasl), nevolnost a pancytopenie projevujici se zdnéty a krvdcenim
ze sliznic, téZkymi prijmy a imunodeficitem (Demaria ef al., 2016; Nurgali et al., 2018).
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Cilem nésledného chirurgického zdkroku je minimalizovat zbytky nadoru v téle.
Pro sniZzeni zdvaznosti pooperacnich komplikaci se provadi resekce rezidua ptfitomného
v oblasti primdrniho tumoru obvykle laparoskopicky (Kelleher er al., 2013). Poté pacienti
vétSinou podstupuji ozafovani této oblasti (nejcastéji brisni dutiny), ptipadné vyznamnych mist
metastaz, pficemz NB je jednim z nejvice radiosenzitivnich nadorti (Irwin a Park, 2015).

Konsolida¢ni chemoterapii se rozumi pouziti specifické kombinace cytostatik
v maximalni tolerovatelné ddvce, jeZ ma vymytit posledni zbytky nemoci v téle (Ladenstein
etal., 2017). Tato tzv. vysokoddvkova myeloablativni chemoterapie ma vyrazny cytotoxicky
efekt, byva proto ndsledovana autologni transplantaci CiSténych progenitort krvetvorby, jez
byly odebrany pacientovi v pribéhu prvnich mésicti 1é¢by a jejichz tkolem je osidlit nefunk¢ni
kostni dfefi pacienta a obnovit hematopoézu (Matthay et al., 1999; Stérba er al., 2004).
Pouzivanymi cytostatiky jsou vedle alkylanich Ccinidel melfalanu s busulfanem také
interkaldtor karboplatina a inhibitor topoizomerazy II etoposid (Ladenstein et al., 2017).

Po dosazeni minimdlni rezidudlni nemoci (MRD; minimal residual disease) je déle
pouZzivéna biologicka 1é¢ba indukujici diferenciaci bun€k, jeZ spociva v dlouhodobém podavéni
retinoidu (derivatu vitaminu A), konkrétné ATRA (all-trans retinoic acid) nebo izotretinoinu
(chemicky 13-cis-retinoic acid) (Matthay et al., 1999; Dobrotkova et al., 2019). Dalsi 1écebnou
modalitou je imunoterapie, kterd vyuZziva odliSnosti v antigenni vybavé nadorovych bun¢k.
Klinicky pouzivané jsou napiiklad monoklondlni protilatky antigangliosiddzy (anti-GD2),
jejichz piikladem je dinutuximab (Yu et al., 2010; Newman a Nuchtern, 2016).

Nové poznatky o molekuldrni biologii NB, jako je identifikace konkrétnich gent
zapojenych do tumorigeneze a rozkryti molekuldrnich drah, umoziuji zavadét do 1é¢ebnych
postupil nové metody (Almstedt et al., 2020). Takovym piipadem je inhibitor histon deacetylaz
Cpd2 (Rettig et al., 2015), inhibitor ALK crizotinib (Mossé et al., 2013), nebo alisertib, coz je
inhibitor Aurora kindzy A, kterd ma roli ve stabilizaci N-MYC (DuBois et al., 2016). Nadéjnym
se jevi také regorafenib, inhibitor celé fady kindz v¢. MAPK i PI3K (Subramonian et al., 2020).

Po tspésné onkologické 1€cbé by méli byt pacienti v remisi dlouhodobé¢ sledovéni pro
vCasny zachyt ptipadného relapsu onemocnéni nebo sekundarni malignity vyvolané agresivni
1éEbou cytostatiky €1 ozafovdnim, z nichZ dominuji akutni myeloidni leukémie a karcinomy
Stitné zlazy, prsu, jater Ci ledvin (Laverdiere et al., 2009; Martin et al., 2014; Luksch et al.,
2016). Jejich kumulativni incidence do 15 let po 1€¢b¢ ptitom muze dosahovat az 34 % (Martin
et al., 2014). Dalsi vyzvou je vcasné odhaleni, IéCba ¢i zmirnéni pozdnich 1é¢ebnych nasledkil
jako jsou poruchy plodnosti, zhorSena funkce Stitné Zlazy, hypertenze, chronické poskozeni plic

a ledvin ¢i ztrata sluchu (Laverdiere et al., 2009; Elzembely et al., 2018).
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1.2 Serotonin (5-HT) a serotoninové receptory

Serotonin, chemicky 5-hydroxytryptamin (5-HT), patii mezi monoaminy a jde o jednu
zevoluéné nejstarSich signdlnich molekul, kterou muiZeme nalézt uZ u nékterych
jednobunéénych organismti (Hannon a Hoyer, 2008). Nazev ziskal diky svému vyskytu v séru,
odkud byl také ve 40. letech 20. stoleti izolovan, a diky tomu, Ze byl popsan jeho vliv na tonus
hladkého svalstva stén cév (Rapport et al., 1948). 5-HT je molekulou nervového i endokrinniho
systému — jde tedy o hormon a sou¢asné neurotransmiter. Jak ob¢é dvé funk¢ni role, tak zdsoby
5-HT jsou pfitom diky hematoencefalické bariéte oddé€lené a odhaduje se, Ze az 95 % veskerého
5-HT v téle je lokalizovéano a syntetizovano mimo CNS (Sahu et al., 2018).

Krom¢é neuronti se 5-HT nachdzi v buinikdch gastrointestindlnitho traktu (GIT)
a v leukocytech, jejichZ funkce (v€etné fagocytézy) reguluje (Mossner a Lesch, 1998). Je také
piitomen v krevnich destickach, jez vychytavaji 5-HT pochazejici z GIT a posléze jej jakozto
jeho hlavni nosi¢e v krevnim feciSti dopravuji do riiznych ¢asti téla a uvoliuji napiiklad
v mistech tkdnového poSkozeni, kde napomdha v udrzeni hemostidzy a v regeneraci tkdné
(Lesurtel er al., 2006). Konkrétn€ po aktivaci desti¢ek je 5-HT spolu s dalSim obsahem
denznich granul v cytoplazmé sekretovan do okoli a podili se na agregaci trombocyti a lokalni
vazokonstrikci (Berger et al., 2009).

Jakozto hormon, pfesnéji autokrinni, parakrinni i endokrinni faktor, ovliviiuje 5-HT
proliferaci, migraci i apoptézu bunék a je také zapojen do regulace metabolismu lipida
a glukdzy ¢i do kontroly dychacich pohybii (Manzke et al., 2010; El-Merahbi et al., 2015; Sahu
etal.,2018). Zajimavym jevem je tzv. serotonylace, kterd predstavuje posttranslacni modifikaci
proteinti, pfi niZ 5-HT slouzi jako substrat pro enzym transglutamindzu, ktera jej prendsi na
glutamin v polypeptidovém retézci (Walther ez al., 2003a). Poprvé byla serotonylace prokdzdna
u trombocytil, kde slouZi jako signdl pro exocytézu a-granul (Walther et al., 2003a). Déle k ni
dochdzi naptiklad v bunikdch hladké svaloviny cév, kde méd vyznam pfi svalové kontrakci
(Guilluy et al., 2007). 5-HT zasahuje prostiednictvim této modifikace i do epigenetickych
procesti. Béhem diferenciace neurdlnich progenitorti byla totiZ pozorovdna serotonylace
histonil vedouci ke zméndm genové exprese (Farrelly et al., 2019).

Pokud jde o CNS, je prokazan vliv 5-HT na pamét’ a u€eni, kognitivni funkce, vnimani
bolesti, termoregulaci, piijem potravy i cirkadidnni rytmus a kvalitu spanku (Berger et al., 2009;
Jenkins et al., 2016). Pro svou roli v regulaci nalady je 5-HT také oznaCovan za hormon Stésti
a pravé nedostatek 5-HT je jednou z pficin depresi (Jenkins et al., 2016). Nadbytek 5-HT

(obvykle v souvislosti s lécbou depresi) muze naopak zplisobovat hypertenzi, poceni,
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tachykardii, bolesti hlavy, tfesavku, mimovolni svalové zaSkuby a celkové piehfati organismu,

tedy ptiznaky souhrnné oznacované jako serotoninovy syndrom (Boyer a Shannon, 2005).

1.2.1 Biochemie 5-HT

Aminy obecné jsou jednou ze skupin dusikatych derivati uhlovodikl, biogenni
monoaminy lze navic povazovat za deriviaty aminokyselin, které obsahuji aminoskupinu
(NH2 —) pfipojenou k aromatickému kruhu pies uhlikovy fetézec. Konkrétné S5-HT
je derivitem tryptofanu a spadd mezi biogenni monoaminy slouZici jako neurotransmitery, kam
se dale tadi katecholaminy dopamin, adrenalin a noradrenalin, jez jsou odvozené
od fenylalaninu respektive tyrosinu (Sahu et al., 2018; Yeung et al., 2019).

Ackoli 5-HT jako takovy je v potravé bézn¢ pfijiman, organismus si jej pro biologické
funkce tvoifi sim a hematoencefalickou bariérou jsou schopny projit pouze prekurzory 5-HT

(Jenkins et al., 2016). Biosyntéza 5-HT probiha ve dvou metabolickych krocich (Obr. 1).

HO HO
(0] (0]
| " 1pH I o AADC I
HN NH, HN NH, HN NH,
L-tryptofan 5-hydroxytryptofan 5-hydroxytryptamin

Obrazek 1: Biosyntéza serotoninu. Nejprve je esencidlni aminokyselina tryptofan pfijatd v bilkovinné
potravé hydroxylovédna na 5-hydroxytryptofan pomoci enzymu tryptofan hydroxylazy (TPH), posléze
dochdzi k dekarboxylaci 5-hydroxytryptofanu pomoci dekarboxyldzy aromatickych aminokyselin
(AADC). (El-Merahbi et al., 2015; upraveno)

Syntéza 5-HT jakoZto medidtoru v rdmci CNS probihd ve specidlnich neuronech
Raphovych jadérek mozkového kmene (Jenkins er al., 2016). Periferni 5-HT coby hormon
v systémové cirkulaci je tvofen stfevnimi myenterickymi neurony a enterochromafinnimi
buinikami, coZ jsou specializované endokrinni buiiky, z nichz se poté 5-HT dostdva do krevniho
reCisté (Yano et al., 2015; Jenkins et al., 2016). Pti biosyntéze 5-HT v GIT je pficitana velka
role i stfevni mikrofléie (Yano et al., 2015). Celkove téméi 95 % veskerého 5-HT v téle pochazi
z GIT (Berger et al., 2009). Stoji za povSimnuti, ze zatimco v GIT vznika 5-HT plisobenim
izoenzymu TPH1, v mozku je kliCovym enzymem jeho tvorby TPH2 (Walther et al., 2003b).

Naopak odbourdvéani 5-HT zajiSt'uje v neuronech, jatrech, plicich a buitkdch GIT enzym
monoaminooxiddza typu A spolu s acetaldehyd dehydrogendzou, vyslednym metabolitem je
potom 5-hydroxyindolacetat vylu¢ovany z téla moci (Tyce, 1990; Jenkins et al., 2016). Dalsi
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katabolickou drahou je syntéza ,hormonu spanku“ melatoninu pies meziprodukt

N-acetylserotonin, kterd probiha v epifyze v mezimozku (Tyce, 1990).

1.2.2 Rozmanitost serotoninovych receptori

Mezi vSemi monoaminovymi neurotransmitery je 5-HT vyjime¢ny nesmirné Sirokym
spektrem receptorti, jeZ jako ligand aktivuje (Hannon a Hoyer, 2008). Dosud bylo
identifikovdno 14 funk¢né i strukturné odliSnych subtypl transmembranovych receptor pro
serotonin (HTRs; 5-hydroxytryptamine receptors), které jsou vedle neuroni CNS a PNS
(periferni nervovy systém) pfitomny také na povrchu enterocytli, lymfocytli, monocyti
a makrofagti (Mossner a Lesch, 1998; Hoffman et al., 2012; Sahu et al., 2018). Serotonergni
neurony inervuji rizné oblasti mozku a v CNS tvofi diftzni sit’ (Jenkins et al., 2016). Dosud
bylo definovano sedm rodin HTRs (HTR1-7) a odhaduje se, Ze jednotlivé rodiny se zacaly
odd¢€lovat zhruba pted 750 miliony let (Hannon a Hoyer, 2008), zatimco pocétky jejich
klasifikace sahaji do roku 1957 (Gaddum a Picarelli, 1957). K jesté vEtsi heterogenité systému
HTRs pfispiva alternativni sestiih a také tvorba heteromernich HTRs sloZenych z vice typt
podjednotek (Hannon a Hoyer, 2008).

Kromé& HTR3, ktery je iontovym kandlem (viz nizZe), se jednd o metabotropni receptory
spojené s G proteinem (GPCRs, G protein-coupled receptors), které za pomoci druhych posli
prendsi signdl k efektorim (Hannon a Hoyer, 2008). GPCRs se sklddaji z extracelularniho
N-konce, transmembrdanové domény tvorené a-helixy, kterd sedmkrit prochdzi membrénou,
a z C-konce v cytoplazmé (Pierce et al., 2002). Po vazb¢ ligandu dochédzi ke zméné konformace
receptorového proteinu a k interakci intraceluldrni ¢asti s G proteinem, z n¢jZ je poté uvolnén
GDP a nahrazuje jej GTP a néasleduje disociace G proteinu na podjednotku o a dimer By (Pierce
et al., 2002). Dle typu G proteinu (respektive jeho o podjednotky), s kterym jsou HTRs
sptazeny, pak dochdzi k rtiznym déjam v bunce.

HTR2 sptazeny s podjednotkou Gq aktivuje hydrolyzu PIP> (fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat) na IP3 (inositol-1,4,5-trifosfait) a DAG (diacylglycerol) fosfolipdzou Cf
(Van Oekelen et al., 2003; Hannon a Hoyer, 2008). Vysledkem je aktivace membrinové
proteinkindzy C a narGst intraceluldrni hladiny Ca?* vlivem uvolnéni iontl
z endoplazmatického retikula a findlni odpovédi buniky je zména genové exprese Ci excitace
(Van Oekelen et al., 2003).

HTR4, HTR6 a HTR7 interaguji s G a stimuluji tak enzym adenylatcyklazu (Hannon
a Hoyer, 2008). Nésledny narast hladiny cAMP pak ovliviiuje aktivitu dalSich iontovych kanéli
a také aktivuje proteinkindzu A, kterd fosforyluje celou fadu substrati vcetné transkripéniho
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faktoru CREB (cAMP response element binding protein), coz vede ke zméndm genové exprese
(Hannon a Hoyer, 2008).

Signalizace skrze HTR1 a HTRS spojené s G; plsobi naopak na adenyldtcykldzu
inhibi¢né a konecnym bunéénym efektem miiZe byt hyperpolarizace membrany a inhibice
prenosu vzruchu, i kdyz nékteré vyzkumy naznacuji i odliSné ucinky a sptrazeni s jinymi
G proteiny v zavislosti na typu bunék (Cowen, 2007; Hannon a Hoyer, 2008).

Z uvedeného je ziejmé, Ze pusobeni 5-HT na jednotlivé bunky je ddno spektrem
receptord, které tyto bunky exprimuji na svém povrchu. Byly také pozorovany odliSnosti
v signalizaci pres konkrétni HTR v zdvislosti na typu tkané, ve které probihd (Cowen, 2007;
Sahu et al., 2018). Obecné lze shrnout, Ze aktivace HTRs ligandem spousti kaskadu d&ju
spojenych s modulaci intraceluldrni hladiny Ca®>* & cAMP, piipadné se zménou
membranového potencidlu, pficemZ vysledny ucinek mlze byt velmi komplexni a zahrnuje
zmény v genové expresi, aktivaci rtznych proteinkindz a modulaci uvoliiovani dalSich
neurotransmiterd i hormonti (Cowen, 2007; Hannon a Hoyer, 2008; Sahu et al., 2018).

Zrecentni studie, kterd zmapovala serotoninovou drdhu, vyplyva, Zze HTRs navic
zasahuji do Sirokého spektra signdlnich drah a biologickych procest, z nichz vétSina neni
kontrolovéana pouze jednim typem HTR, ale obvykle jde o vysledek kombinace aktivit nékolika
ruznych receptort, které tak tvoii provazanou sit’ (Sahu et al., 2018). Jde naptiklad o MAP
kindzovou dridhu (téZ Ras-Raf-MEK-ERK) nebo signalizaci pies PI3K/AKT, které zdsadnim
zpisobem reguluji proliferaci, rist bunék i apoptézu (Sahu et al, 2018). Z urcitého wGhlu
pohledu tak 1ze 5-HT vzhledem k jeho tloze v proristovych signdlnich drahdch povaZovat

i za rastovy faktor (Cowen, 2007).

1.2.3 HTR3

Na rozdil od ostatnich HTRs je HTR3 ligandem fizeny iontovy kandl (LGIC;
ligand-gated ion channel) pro draslikové, sodikové i vapenaté ionty (Niesler et al., 2008; Sahu
et al., 2018). V souvislosti s tématem této prace je zajimavé, Ze byl identifikovan a izolovdn
z bunénych linii NB (Maricq et al., 1991). Diky snimkiim z elektronového mikroskopu vime,
Ze HTR3 je pentamer slozeny z péti symetricky uspotfddanych podjednotek obklopujicich
centralni kanal (Boess et al., 1995; Obr. 2). Kazda podjednotka HTR3 se skldad4 z extracelularni
domény vazajici ligand, transmembranové domény ze ¢ty a-helixa a cytoplazmatické domény,
kterd ovliviuje propustnost kandlu pro ionty (Thompson et al., 2010; Obr. 3).

Dnes je zndmo pét typti podjednotek kédovanych geny HTR3A az HTR3E v lokusech
11923 (A, B) respektive 3q27 (C, D, E) (Niesler et al., 2008; Holbrook et al., 2009). Nejbézné&jsi
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podjednotka HTR3A, kterd je jako jedind ze vSech péti podjednotek schopna tvofit funkéni
homopentamer, ma 487 aminokyselin, zatimco HTR3B sestdvd z 441 aminokyselin (Maricq
et al.,1991; Dubin et al., 1999; Niesler et al., 2008). Zbylé tfi podjednotky, objevené na zdklad¢
sekven¢ni homologie, maji pravdépodobné mensi vyznam, jejich pfesna role dosud nebyla
objasnéna a jejich distribuce a exprese je tkanové specifickd (Niesler et al., 2003; Holbrook
et al., 2009). Kupiikladu podjednotky D a E jsou exprimovany prakticky vyhradné v GIT
(Niesler et al., 2003). Funkéni diverzitu HTR3 ddle navySuje také alternativni sestfih, ktery se
uplatiiuje u HTR3A 1 HTR3C (Karnovsky et al., 2003).

e
Obrazek 2: HTR3 na snimku z elektronového mikroskopu. Jedna se o HTR3 ziskané z bunéénych

lyzati purifikovanych pomoci afinitni chromatografie a nasledné nanesené na médénou miizku
a barvené (metodou negativniho kontrastu) 1% uranyl acetitem. Receptory zardmované ¢tvercem jsou
HTR3 pfi pohledu shora (podél osy), zakrouzkovany HTR3 piedstavuje boc¢ni pohled na receptor.

v s vz

Meéfitko = 10 nm. V levé dolni ¢asti obrazku je potom zvétSeny pentamer HTR3 z nasledné spektralni
analyzy. Bilé méfitko = 5 nm. (Boess et al., 1995)

Maximdlni aktivitou a propustnosti kandlu se vyznacuje HTR3 s heteromerni kombinaci
podjednotek HTR3A a HTR3B, coZ odpovida i fyziologickému vyskytu v téle (Davies et al.,
1999). Homopentamer sloZeny pouze z péti podjednotek HTR3B naopak funk¢ni receptory
vibec netvoii (Boyd et al., 2002). Propustnost kandlu je také ovlivnéna posttranslacnimi
modifikacemi receptorovych proteinti, naptiklad fosforylaci konkrétnich aminokyselin
(Van Hooft a Vijverberg, 1995). Zna¢ny funkéni dopad mohou mit i drobné strukturni zmény,
napiifklad zdména jedné aminokyseliny (Yakel et al., 1993).

HTR3 maé oproti ostatnim HTRs niZ8i afinitu k 5-HT, ale velmi rychle se aktivuje,
konkrétné v fddu n€kolika milisekund (GellyncH et al., 2013). Nachdzi se na presynaptickych
1 postsynaptickych nervovych zakoncenich v CNS 1 PNS, kde jeho aktivace spousti rychlou
depolarizaci a excitaci neuront, kter4 je zprostfedkovana vtokem Na* a Ca>* do buriky sou¢asné

s vypusténim K* z neuronu (Hannon a Hoyer, 2008). Zvysend koncentrace vapenatych iont
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v cytosolu poté spousti nespocet dalSich efekti v bunce (Hannon a Hoyer, 2008;
Garcia-Gonzélez et al., 2017). Jako sekundarni poslové aktivuji dalsi proteiny bud’ pfimo nebo
prostfednictvim kalmodulinu, jednoho z bunéénych senzorti pro Ca*, ktery poté pies rtizné
kinazy z rodiny CaMK (Ca?*/kalmodulin dependentni kindza) zasahuje napiiklad do signdlni
drahy MAPK nebo AMPK (adenosine monophosphate-activated protein kinase) a také reguluje
genovou expresi pies fosforylaci transkripéniho faktoru CREB (Tebar et al., 2002; Fujiwara
et al., 2016).

cytoplazmaticka transmembranova extracelularni
doména doména doména
6 nm 4 nm 6 nm
PLAZMATICKA
MEMBRANA S

8 nm

VAZEBNE MiSTO

Obrazek 3: Model kvartérni struktury HTR3 (bo¢ni pohled). Dvé z péti podjednotek jsou barevné zvyraznény,
konkrétné Cervené a modfe. Lze si vSimnout a-helixi v transmembranové doméné, charakteristické smycky
v extraceluldrni doméné (*) i mista vazby ligandu. Prichod receptoru plazmatickou membrdnou je naznacen
Sedym podbarvenim. (Thompson et al., 2010; upraveno)

Aktivace HTR3 muze fidit naptiklad migraci bunék nebo mlize mit proapoptoticky efekt
(Cowen, 2007; Garcia-Gonzalez et al., 2017). V neuronech pak signalizace pies tyto receptory
rovnéZ moduluje uvolnéni dalSich neurotransmiterti jako je dopamin, GABA, acetylcholin
¢i glutamét a vede také k uvolnéni samotného 5-HT, coz mlze naznacovat existenci jakési
pozitivni zpétné vazby (Martin et al., 1992; Kim et al., 2017). V rdmci PNS m4d HTR3 vliv
na kardiovaskuldrni systém i1 GIT, kde reguluje motilitu stfev, peristaltiku i exokrinni sekreci
(Thompson a Lummis, 2006; Hannon a Hoyer, 2008). Inhibice aktivace HTR3 ma antiemetické,
anxiolytické a antipsychotické uc¢inky a HTR3 tak pfedstavuje vyznamny terapeuticky cil
v 1é¢bé nevolnosti, deprese ¢i uzkosti (Thompson a Lummis, 2006).
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1.2.4 Modulace signalizace

S HTR3 interaguje selektivné, pfipadné neselektivné, velké mnozstvi ligandi. Mezi
agonisty patii 2-metyl-5-hydroxytryptamin, NMQ (N-methylquipazine), SR57227 (4-amino-
1-(6-chloro-2-pyridyl)-piperidine), m-CPBG (m-chlorfenylbiguanid), PBG (fenylbiguanid)
a dals{ arylbiguanidy i arylguanidy (Dukat et al., 1996; Thompson a Lummis, 2006; Hannon
a Hoyer, 2008; Obr. 4). Mezi sebou se lisi svou t¢innosti ve srovnani s 5-HT, pficemz naptiklad

m-CPBG je desetkrat Gi¢inn€jsi nez ptirozeny ligand HTRs (Thompson a Lummis, 2006).

Al Ho
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K/N N = N CH
NH, CHg H 3
SR57227 m-CPBG 2-metyl-5-HT
+CH
FBNTlh ai e
0 N,
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Obrazek 4: Vybrani agonisté (A) a antagonisté (B) HTR3. Pouzité zkratky: 2-metyl-5-HT, 2-metyl-
5-hydroxytryptamin; m-CPBG, m-chlorfenylbiguanid; NMQ, N-methylquipazine; SR57227, 4-amino-
1-(6-chloro-2-pyridyl)-piperidine. (Thompson a Lummis, 2006; upraveno)

Mezi antagonisty se fadi granisetron, ondansetron, tropisetron, dolasetron, bemesetron,
alosetron, zacopride a VUF10166, ktery ale pfi vys$Sich koncentracich ptisobi také jako parcidlni
agonista (Thompson a Lummis, 2006; Thompson et al., 2012; Obr. 4). Antagonisté sdili
zédkladni aromatickou strukturu s 5-HT 1 agonisty, ale oproti nim maji vétsi vzdalenost mezi
aromatickym kruhem a aminovou skupinou, a vétSina z nich plsobi jiZ v nanomoldrnich
koncentracich (Thompson a Lummis, 2006). Navzdory odliSnym funkénim vlastnostem
homomernich a heteromernich receptort je obvykle afinita agonistli a antagonistii nezdvisla
na podjednotkovém slozeni pentamerit HTR3 (Hannon a Hoyer, 2008). VSechny tyto latky jsou
tedy u€inné proti HTR3A a jejich efekty na bunku jsou zdvislé pravé na pifitomnosti této
podjednotky, kterd je zdsadni pro tvorbu funk¢niho receptoru.

Z dalsich modulatortt HTR3 jsou vyznamné né&které dvojmocné ionty (napiiklad Ca*,

Mg?*, Zn?*), které mohou piisobit jako inhibitory receptoru (Gill et al., 1995). Serotonergni

systém a konkrétné HTR3 je také zodpovédny za nékteré z ti¢inkd sedativ, celkovych anestetik
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trichloretanolu, halotanu, isofluranu, ketaminu, metohexitalu a lokdlnich anestetik prokainu,
tetrakainu, lidokainu i kokainu, jeZ na n¢j ptisobi inhibi¢né (Parker et al., 1996). Signalizaci
pfes HTR3 inhibuji i1 steroidni hormony estradiol a progesteron (Wetzel et al., 1998).

Hlavni klinické vyuziti HTR3 spocivd v potlacovdni nevolnosti vyvolané 1écbou
cytostatiky (CINV; chemotherapy-induced nausea and vomiting) a v 1écbé syndromu
drazdivého tra¢niku (IBS; irritable bowel syndrome) (Thompson a Lummis, 2006). Pokud jde
o CINV, antagonisté HTR3 slouzi uz nékolik let jako zlaty standard pii 1écbé tohoto vibec
nejcastéjStho nezddouciho ucinku chemoterapeutik, pficemz konkrétné blokuji HTR3
na bloudivém nervu, ktery zvraceni vyvolava (Schnell, 2003). U IBS se zase antagonista HTR3
alosetron uplatiiuje jako analgetikum a také zpomaluje prichod trdveniny stievy a zvysuje
absorpci (Jones et al., 1999; Thompson a Lummis, 2006). HTR3 jsou déle cilem 1ékii proti
uzkosti, svédéni, ranni nevolnosti béhem té¢hotenstvi a antagonisté HTR3 maji vyznam i v 1é¢bé
schizofrenie, deprese €i epilepsie (Thompson a Lummis, 2006; Kim et al., 2017).

Agonisty ostatnich HTRs reprezentuje napiiklad sumatriptan a gepirone u HTRI,
psylocibin a 5-methoxytryptamin u HTR2, cisaprid a BIMU1 u HTR4 a renzaprid u HTRS
(Barnes a Sharp, 1999; Hannon a Hoyer, 2008). Z antagonistli jsou vyznamné napiiklad
ritanserin a WAY 100635 u HTRI1, ketanserin, mesulergin, mianserin a spiperon u HTR2
¢i klozapin a metitepin u HTR6 (Barnes a Sharp, 1999; Hannon a Hoyer, 2008).

Vedle HTRs je dalsim vyznamnym a terapeuticky vyuzivanym cilem serotoninovy
transportér (SERT), ktery je zodpovédny za prenos extraceluldrntho 5-HT do bunék, a tedy
regulaci hladiny 5-HT schopného aktivace serotonergni signalizace (Sahu et al., 2018).
V piipad¢ trombocytd, jez shromazduji 5-HT v granulich v cytoplazmé, jde o vychytavani
nasyntetizovaného 5-HT uvolnéného do cirkulace, zatimco u neuronti se jednd o zpétné
vychytavani volného 5-HT v synaptické Sté€rbin€ po probehlé signalizaci a jeho odklizeni
do vackl v presynaptické ¢asti (Ramamoorthy et al., 2011; Sahu et al., 2018).

SERT, kédovany genem SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4) v oblasti 17q11,
tvofi dvanict transmembranovych o-helixi a nachdazi se vedle neuroni atrombocytd
i na povrchu lymfocyti, monocytli a makrofagii (Mdossner a Lesch, 1998; Mercado a Kilic,
2010; Ramamoorthy et al., 2011). Mechanismem pienosu je symport 5-HT a Na* s CI’
a soucasn¢ antiport K*, pfi¢emz vSe je pohanéno pravé gradienty iontd, které jsou vytvafeny
Na*/K* pumpou (Murphy et al., 2004). Mutace v SERT jsou asociovany s nékterymi
vyvojovymi poruchami, napiiklad s autismem (Sutcliffe et al., 2005).

Latky blokujici SERT a zvySujici tak extraceluldrni koncentraci 5-HT jsou pouZivéany

jako antidepresiva a anxiolytika, ptipadné také pti 1é¢bé alkoholismu ¢i migrény (Murphy et al.,
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2004; Sahu et al., 2018). Jde o psychoaktivni 1é¢iva oznaCovana jako tzv. selektivni inhibitory
zpétného vychytdvani serotoninu (SSRI; selective serotonin reuptake inhibitors), které
predstavuji viibec nejcastéjsi typ antidepresiv (Gualano et al., 2014). Inhibici SERT dochézi
ke hromadéni 5-HT v synaptické Stérbiné a ten tak muze opétovné aktivovat HTRs, ¢imz
dochazi ke kratkodobému zvySeni serotonergni signalizace (Ramamoorthy et al., 2011). Mezi
nejcastéji predepisovand antidepresiva ze skupiny SSRI patii escitalopram (komerén¢ zndmy
jako Cipralex ¢i Lexapro), sertralin (Zoloft) ¢i fluoxetin (Prozac) (Ramamoorthy et al., 2011;
Kirino, 2012). Alternativnim antidepresivem k SSRI je prekurzor 5-HT, tedy
5-hydroxytryptofan, ktery 1ze koupit v 1€karn¢ jako doplnék stravy (Kious et al., 2017).

1.2.5 Serotonergni signalizace v prenatalnim obdobi

Béhem embryogeneze a fetdlniho obdobi vynikd vedle dalSich uloh 5-HT zejména jeho
pusobeni jakoZto rGstového faktoru. Je totizZ nezbytny pro spravny vyvoj mozku a také osy
hypotalamus-hypofyza-nadledviny, kliCové pfi stresové reakci (Oberlander, 2012). Pokud jde
o vyvoj CNS 1 PNS, 5-HT konkrétné reguluje tvorbu synapsi, myelinizaci a diferenciaci bunék
(Oberlander, 2012). Fyziologicky vyvoj pfitom mlzZe byt narusen vlivem zmén v serotonergni
signalizaci, vyvolanych napiiklad stresem prozivanym matkou ¢i antidepresivy ze skupiny
SSRI uzivanymi béhem téhotenstvi (Oberlander, 2012). V této souvislosti bylo prokazéano,
Ze psychické rozpoloZeni matky spoluutvari mozek plodu a promitd se do Zivota potomka, kdy
ma vliv napfiklad na jeho chovani ¢i inteligenci (Oberlander, 2012).

Vramci CNS fidi serotonergni systém také chemotaxi neurdlnich progenitort
zprostfedkovanou HTR3, kdy 5-HT tvofeny neurony Raphovych jadérek moduluje rychlost

a smér migrace bun¢k (Garcia-Gonzélez et al., 2017). Migrace neurdlnich progenitort je

zasadni i pfi vyvoji dfen& nadledvin (Stérba et al., 2004).

1.3 Vyvoj nadledvin a etiologie NB

Prvni ndznak adrendlniho primordia na dorzolateralni stran€ ledviny lze pozorovat jiz
na zacatku 4. tydne gestace (Crowder, 1957). Tato kortikdlni masa, odvozené od coelomového
epitelu ventrdln¢ od aorty, pozd¢ji rapidn€ roste a tvoii se také vazivové pouzdro a cévni
zasobeni skrze sinusoidy, pficemz tésné po porodu pak dochazi k degeneraci fetdlni kiry a jeji
celkové reorganizaci (Crowder, 1957; Turkel a Itabashi, 1974; Mora a Gerald, 2004). Fakticky

vznik dfen¢ nadledvin je diisledkem invaze neurdlnich progenitorti, které béhem extenzivni
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migrace penetruji tkan¢ stojici v cesté, véetné jiz vzniklé klry nadledvin, jeZ je rozruSena

a kortikdlni buniky jsou rozdéleny do klastrit (Crowder, 1957).

1.3.1 Migrace neuralnich progenitori béhem ontogeneze

Dien nadledvin je tradi¢né¢ oznaCovand za derivat neurdlni liSty, jez piredstavuje
prechodnou populaci nediferencovanych pluripotentnich bunék vzniklou z embryondlniho
ektodermu dorzdlné od uzavirajici se neurdlni trubice (Hall, 2000; Stérba et al., 2004; Szabé
a Mayor, 2018; Obr. 5). Bunky neurdlni liSty ozna¢ované také jako NCSCs (neural crest stem
cells) prochdzi tzv. delaminaci, tedy odd€lenim od neuroepitelu (Szabé a Mayor, 2018).
Delaminace je zprostiedkovana procesem EMT (epitelo-mezenchymadlni tranzice), kterd je
koordinovana zejména signalizaci pfes Wnt, BMPs (kostni morfogenetické proteiny), FGFs
(fibroblastové ristové faktory) a malé G proteiny z rodiny Rho GTP4z, pticemz se predpoklada,
Ze deregulace této signalizace miiZe stit za vznikem NB (Johnsen ef al., 2019).

Buiiky neurdlni liSty tak ziskdvaji vysoky migracni potencidl a po opusténi oblasti
neurdlni trubice v embryondlni fazi vyvoje extenzivné migruji do nejrizngjSich ¢asti téla
a osidluji sympatickd ganglia, dfen nadledvin iktZzi, kde néasledn¢ diferencuji a dévaji
vzniknout melanocytim, sympatickym neuroniim, enterickym nervovym vldknim,
Schwannovym i jinym gliovym bunkdm a také buiikkdm chrupavky, kosti, hladké svaloviny,
pojivové tkdn¢ i chromafinnim (neuroendokrinnim) buiikkdm (ChB) diené nadledvin (Szabd
a Mayor, 2018; Obr. 5). S ohledem na takto obrovsky diferencia¢ni potencidl byva neurdlni liSta
dokonce n¢kdy oznacovéna jako Ctvrtd zarodecna vrstva (Hall, 2000).

Schopnost migrace je u NCSCs regulovdna zejména prostfednictvim signalizace
Hedgehog a Wnt indukujici expresi transkripniho faktoru N-MYC (Jiang et al., 2011).
V casnych fazich vyvoje N-MYC blokuje diferenciaci a udrzuje vysoky replikacni potencidl,
ale v pozdéjsSich fazich naopak navozuje diferenciaci (Wakamatsu et al., 1997). Exprese
N-MYC je klicova pro spravny vyvoj PNS, jak dokldda niZsi pocCet neuronii v gangliich PNS
u my3i s deleci tohoto genu (Wakamatsu ef al., 1997). Uplna ztrita funkce MYCN je v ramci
mySiho modelu embryondlné letdlni (Stanton et al., 1992). Naopak na rybim modelu Danio
rerio i na transgennich mysich bylo ukdzano, ze nadmérné exprese MYCN u migrujicich bunék
neurdlni liSty znemoziiuje zrani a diferenciaci v ChB a také nezbytnou apoptdzu nadbytecnych
jako hlavni spousté¢ NB, zatimco ALK pouze urychluje jeho vyvoj (Jiang et al., 2011; Zhu
etal., 2012). N-MYC blokuje diferenciaci bun¢k naptiklad prostiednictvim suprese signalni
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drahy NGF/TrkA skrze nepiimé sniZzeni exprese NTRKI ptes interferujici miR-18a (Dzieran
etal.,2018).

A Epiderm@!nl ektoderm
Neuralni Sk ©

lista @ e

o © | °

Neuroektoderm
(Neuralni trubice)

B  Pojivova Chrupavka Gliové buiiky | Pojivova | Gliové buriky| | Chromafinni | Melanocyty |Schwannovy |Gliové buiiky
tkan a kost a neurony tkan a neurony bunky ] buriky a neurony

PPA

Kosti Oblic¢ejové Entericky Dren
lebky kosti a vazy nervovy systém nadledvin nervu

Obrazek 5: Diferencia¢ni potencial bunék neuralni listy a jeji derivaty. A, Pivod neurdln{ listy
v dorzaln{ oblasti embrya na pomezi epidermalniho ektodermu a neuroektodermu, ktery piedstavuje jiz
uzaviend neurdlni trubice. Po delaminaci buiiky migruji ventrdlnim smérem, a to bud’ kolektivné, nebo
samostatné, obvykle ale v rdmci dané oblasti podél anteroposteriorni osy embrya. B, Derivity neurdlni
listy, tedy potomci migrujicich bunék, a cilové organy v oblasti hlavy (zelen¢), hrudniku (modre)
a bricha ¢i panve (hnédg). Navadéni bun€k béhem migrace je zprostfedkovano interakcemi samotnych
bunék a zejména pak komponentami extraceluldrni matrix (versican, fibronektin), chemoatraktanty
(Sdfl = stromal cell-derived factor 1, PDGF, VEGF, FGFs, BMPs) a chemorepelenty (ephriny,
semaforiny) v okolnich tkédnich. (Szab6 a Mayor, 2018 a Kholodenko et al., 2018; upraveno)

1.3.2 Klasicky model vyvoje nadledvin

Neurdlni progenitory, exprimujici vedle MYCN také transkripéni faktor SOX170, béhem
migrace reaguji na morfogenni signély z dorzélni aorty (napiiklad BMP2, BMP4, BMP7) a poté
se vtéto oblasti shlukuji (Mora a Gerald, 2004; Jiang et al., 2011). Vznika tak tzv.
sympatoadrendlni linie neuroblastii. BMPs urcuji osud bun€k a indukuji jejich diferenciaci tim,
Ze stimuluji expresi transkripcnich faktort ASCLI (Achaete-scute homolog 1; tézZ MASHI)
a PHOX2B (Jiang et al., 2011). Tyto transkrip¢ni faktory nasledné reguluji expresi TrkA, TrkB,
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TrkC typickych pro neurony sympatiku a TH, DBH (dopamin-B-hydroxyldza) a dalSich enzymu
potifebnych pro biosyntézu katecholaminl charakteristickou spise pro ChB (Mora a Gerald,
2004; Jiang et al., 2011). Jemnym vyladénim hladin vSech téchto proteini je pak ddno oddé¢leni
sympatické a adrendlni linie, pficemz tato determinace osudu bungk je spojena s jejich dalsi
migraci, konkrétn¢ do oblasti budoucich paraspinédlnich ganglii, respektive dfené¢ nadledvin,
kde pak bunky dokonci diferenciaci (Jiang et al., 2011). Markery této diferenciace jsou dale
BCL-2, N-MYC, NSE, CD44 u sympatoadrendlni linie; pozd¢ji pak BCL-2, GAP-43
a neuropeptid Y u sympatické neurondlni linie a IGF-2 (inzulinu podobny riistovy faktor 2)
a fenyletanolamin-N-metyltransferdza (PNMT) u adrendlni linie (Mora a Gerald, 2004).
Fetdlni dfeni nadledviny obsahuje tfi razné typy bunék: 1)jiZz diferencované ChB,
2) podpirné buiiky, podobné Schwannovym bunikdm (z angl. Schwann-like cells), a 3) nezralé
neuroblasty, které tvoii avaskuldrni shluky (téZ hnizda ¢i noduly) obklopené bunikami kury
prvnich mésicti gestace a béhem 17.-20. tydne dosahuji maximdlni velikosti i poctu, kdy je
v dfeni n€kolik desitek nodulli o velikosti kolem 60 um (Turkel a Itabashi, 1974; Mazanek,
2016). Poté jiz nové noduly nevznikaji, stdvajici noduly postupné vyzrdvaji a regreduji
a struktura dfené se postupné homogenizuje. V dob¢ porodu jiz noduly s neuroblasty nebyvaji
detekovatelné, bud’'to jsou neuroblasty pln¢ diferencovany v ChB a zralé gangliové neurony,
nebo odumiraji apoptézou (Mora a Gerald, 2004; Mazanek, 2016). Nicmén¢ pokud nékteré
z nich pfetrvaji do postnatidlniho obdobi, mohou byt podle nékterych autorti pfic¢inou NB a
cystickych zmén v dfeni (Mazanek, 2016). Proto jsou noduly u novorozenct nékdy oznacovany
jako ,,neuroblastom in situ®, i kdyz jini autofi je povazuji za neSkodné, respektive za soucast
vyvojového programu a pfirozenou variabilitu v ontogenezi (Turkel a Itabashi, 1974).
Samotné ovélné neuroblasty v nodulech jsou velké zhruba 3,5-6 pum a jsou
charakteristické tizkym lemem cytoplazmy a prominentnimi jadérky (Turkel a Itabashi, 1974).
Na periferii nodult jsou pak polyhedralni kortikalni buiiky produkujici glukokortikoidy, které
se pres sinusoidy dostdvaji k neuroblastim a stimuluji jejich diferenciaci v tfikrat vétsi ChB
produkujici a skladujici katecholaminy (Turkel a Itabashi, 1974; Mora a Gerald, 2004). Finaln{
diferenciace neuroblastii v neurony sympatiku probihd pasobenim NGF, IGFs, FGFs,
neurotrophinu-3 a kyseliny retinové (Mora a Gerald, 2004). Pfitomnost NGF je velmi dulezita
pro pieziti diferencujicich buné€k, zaroven ale velka ¢ast vyvijejicich se neuron podstupuje
apoptézu (Nakagawara et al., 2018). Apopt6za ma pti vyvoji PNS obecné velky vyznam a jeji

naruSeni u bun¢k neurdlni listy mtze vést k jejich nddorové transformaci (Jiang et al., 2011).
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Béhem prvnich dnd a tydnl po porodu dochdzi spolu s involuci kiry ke kompletni
reorganizaci celé nadledviny, kdy se ChB a neurony plivodné rozmisténé po celé fetdlni klre
shlukuji okolo centrdlni zily (Crowder, 1957; Turkel a Itabashi, 1974). Béhem prvnich tif let
Zivota pak celd dienn zvétSuje svlj objem v dusledku expanze ChB. Tento proces piestavby
spojené i s pokracujici diferenciaci neurdlnich progenitorit v nervovd vldkna a ChB poté
probihd se sldbnouci intenzitou jesté¢ v prubéhu celé prvni dekddy Zivota (Turkel a Itabashi,
1974). Remodelace nadledvin v détstvi je regulovdna hladinami EGF, FGFs a IGF-2 (Jiang
et al.,2011). Pfehledné shrnuti anatomie a fyziologie adultni nadledviny poskytuje Obr. 6.
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Obrazek 6: Anatomie a fyziologie nadledvin. Tyto endokrinni Zlazy trojihelnikovitého tvaru meéii
nadélku asi 5cm a na §itku asi 3 cm, jejich tloustka je potom kolem 1cm. V dfeni se tvoii
katecholaminy adrenalin a noradrenalin, kira je z hlediska fyziologie rozdé€lena na tfi ¢asti produkujici
rizné steroidni hormony: ve vnitini zona reticularis se syntetizuji androgeny jako
dehydroepiandrosteron (DHEA) i testosteron; stfedni zona fasciculata produkuje glukokortikoidy,
zejména kortizol (t€Z hydrokortizon); vnéjsi zona glomerulosa tvori mineralokortikoidy, predevs$im

aldosteron. (Utiger, 2019; upraveno)

1.3.3 Novy model bunééného piivodu nadledvin

Vyse popsané poznatky o formovani dien€ nadledvin z bun¢k sympatoadrendlni linie,
jez relativné pozdné segreguji v sympatoblasty a ChB, byly v poslednich letech zpochybnény.

Furlan et al. (2017) totiz zjistili, Ze znacnd ¢ast dfen¢ je odvozend od prekurzorti bunck
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Schwannovych (SCPs; Schwann cell precursors) migrujicich podél pregangliovych vldken
inervujicich danou oblast. Vysledky studie provedené na mySich vyvraci existenci spole¢né
sympatoadrendlni linie a ukazuji, Ze k rozdéleni NCSCs na sympatickou a adrendlni linii
dochdzi mnohem dfive, nez se doposud myslelo. SCPs jsou multipotentni gliové bunky
se schopnosti sebeobnovy, které se §iii po téle spolu s postupujici inervaci a davaji vzniknout
také melanocytim, neurontim i gliim a vétSiné parasympatického PNS obecné (Adameyko
et al., 2009; Dyachuk et al., 2014). Predpoklada se, Ze SCPs vznikaji z bun€k neuralni liSty, jez
se po migraci zprostiedkované EMT usadily na povrchu perifernich nervi, aniZz by se néjak
dramaticky zménil jejich fenotyp (Furlan a Adameyko, 2018).

U mysi 1ze prvni SCPs detekovat ve stadiu E9.5, tedy desdty den od oplozeni (respektive
kopulace), pricemz délka biezosti u mysi je obvykle 20 dnii (Furlan a Adameyko, 2018).
Pti vyvoji SCPs je piikladan velky vyznam signalizaci Notch a molekuldm z rodiny EGF
zvanym neureguliny (Furlan a Adameyko, 2018). Na rozdil od pouze piechodné¢ se vyskytujici
populace NCSCs existuji SCPs v téle i po narozeni (Furlan a Adameyko, 2018). Zatimco
NCSCs migruji voln€, SCPs migruji podél nervd, a jejich piitomnost v nadledving je tak zdvisla
na jeji inervaci — ablace pregangliového motorického vlakna vedla k ubytku ChB o 78 %
(Furlan et al., 2017). Autoifi zminéné studie také experimentdln¢ zamezili diferenciaci SCPs
a poté mohli v dfeni detekovat pravé tyto prekurzory namisto zralych ChB (Furlan et al., 2017).

Ve studiich tohoto typu se vyuziva techniky tzv. mapovani osudu bunék (fate mapping;
téz cell lineage tracing), kdy se ve specifické fazi vyvoje ozna¢i bunikky zdjmu dle exprese
konkrétniho markeru pomoci reportérového genu (naptiklad YFP) a posléze lze detekovat jejich
veskeré potomky. V piipadné této studie byl jako marker SCPs a jejich potomkt pouzit SOX10
soucasn¢ s PLPI (myelinovy proteolipidovy protein 1), jehoz exprese byla pfitom diky
genetické modifikaci piftomné u pouZité mysi linie ROSA26 (PlplC*ERT+. R26RYITY)
provdazana s expresi reportérového genu YFP (Furlan et al., 2017). Tu bylo navic mozné spustit
specificky v ur€itém vyvojovém stadiu (napiiklad E11.5) skrze aplikaci tamoxifenu, ktery
aktivuje Cre rekombindzu (konstitutivné exprimovanou pouze v buitkdch zdjmu diky umistnéni
za promotor genu zajmu) a indukuje tak rekombinaci mezi loxP misty ohranicujicimi tzv. STOP
sekvenci, jeZ je timto vyStépena (Furlan ef al., 2017). Jako marker gliovych bunék poslouZzil
SOX10 samostatn¢ a jako marker ChB se uplatnila exprese TH (Furlan et al., 2017).

Komplexni vyvojovy program diferenciace SCPs v ChB je regulovany prostfednictvim
specifickych zmén v genové expresi (Furlan et al., 2017). Metodou scRNA-seq (sekvenovani
RNA z jednotlivych buné€k) bylo objeveno, ze SCPs diferencuji v ChB pfes pfechodné stddium

tzv. bridge cells (Furlan et al., 2017; Obr. 7). Prostiednictvim charakteristického expresniho
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profilu bunék, ktery se dynamicky méni, Ize pfitom mapovat cely proces diferenciace a 1ze ho

rozdélit do tif fazi dle klicovych exprimovanych genti (Furlan et al., 2017; Obr. 7).
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Obrazek 7: Bridge cells a komplexni vyvojovy program diferenciace SCPs v ChB z pohledu
genové exprese. A, B, Metodou scRNA-seq byla sekvenovdna RNA jednotlivych bun¢k izolovanych
z dfené nadledvin mySich embryi ve stddiu E12.5. K interpretaci sekvena¢nich dat byla pouZzita
bioinformatickd metoda tzv. ,,pseudotime analysis®, kterd umoZiluje rekonstruovat a vizualizovat
plynulé zmény v transkriptomu bunék. Algoritmus umistuje kazdou butiku na konkrétni pozici na
virtudlni ¢asové ose (pseudotime) tak, aby buniky s podobnym expresnim profilem byly v grafu blizko
sebe. A, Exprese 1480 genil asociovanych s diferenciaénim programem (funkce ,,pseudotime‘),
sefazenych tak, aby geny vytvofily jakési tfi umélé shluky v grafu: 1) geny exprimované Casné
(charakteristické pro SCPs), 2) geny s piechodnou expresi (typické pro bridge cells) a3) geny
exprimované nejpozdéji (ptizna¢né pro ChB). Graf pak uchopitelné vizualizuje populaci bridge cells,
jez je z hlediska genové exprese na pomezi SCPs a ChB. B, Vybrané geny, jejichZ exprese se v Case
dynamicky méni a charakterizuje konkrétni buné€énou populaci — SCPs, bridge cells nebo zralé ChB.
KaZzda tecka reprezentuje jednu buiiku, jejiz soufadnice v grafu jsou dany expresi daného markeru
(osay) ajeji pozici na virtudlni ¢asové ose dle celkového expresniho profilu (osa x). Pozice v§ech bunék
pak vykresli jakysi trend a diky tomu lze pak vidét dynamiku exprese kliCovych genl v Case.
C, Imunohistochemické barveni fezu nadledvinou mysiho embrya stddia E12.5. Lze identifikovat
bunky, které exprimuji HTR3A (hodnoceno skrze detekci exprese reportéru EGFP). Jak je patrné
z vyfezu, tyto buiiky jsou TH negativni a odpovidaji expresnimu profilu bridge cells. Exprese SOX10,
markeru SCPs i zralych gliovych bunék, je u nékterych znich zachovdna. Pouzitd zkratka:
SG = sympatické ganglion. (Furlan er al., 2017; upraveno)

V transkripénim profilu diferencujicich buné€k Ize rozeznat Casné stidium s vysokou
expresi SOX10 a ERBB3 (receptorova tyrozinkindza z rodiny EGFR), piechodné stadium
bridge cells s klicovymi geny ASCLI, HTR3A a PHOX2B a pozdni vysledné chromafinni
stddium, v némZ dominuje exprese CHGA (chromogranin A) a TH (Furlan et al., 2017). SCPs
i bridge cells se také vyznacuji expresi vysokych hladin onkogenti MYCN a SOX2, které maji
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roli v ristu a proliferaci bunék, respektive v udrzeni pluripotence a kmenového potenciélu
(Adameyko et al., 2012; Furlan et al., 2017). Bridge cells, jez jsou lokalizovany disperzné
v dfeni, dosahuji u mySi maximélniho poctu okolo stidia E12.5, kdy se také v nadledviné
objevuji prvni ChB, a n€kolik jich pretrvava do pozdé&jSich obdobi (Furlan et al., 2017).

Podle nového modelu vyvoje nadledvin pfedstaveného vySe tedy pfevazna c¢ast ChB
nevznika ze spolecnych sympatoadrendlnich progenitort, jak pfedpoklada klasicky model, ale
ze SCPs diferenciaci pres stadium bridge cells. Neurony sympatiku potom vznikaji pifimo
z NCSCs. V dfeni nadledvin se pfitom nachdzi celkem tfi typy bun€k: vedle ChB a zdsoby
multipotentnich nediferencovanych SCPs jsou to jest¢ zralé gliové buniky odvozené rovnéz
od SCPs. Samotné SCPs vznikaji z buné¢k neurdlni liSty, usazenych na povrchu perifernich
nervl. Nicméné vztah mezi SCPs a NCSCs muZe byt i opacny, protoZe nelze vyloucit, Ze by
dokonce celd neurdlni liSta mohla vznikat ze SCPs (Furlan a Adameyko, 2018).

Ackoli tento novy model stoji na vysledcich jediné komplexni studie, existence SCPs
a bridge cells byla jiz potvrzena i nezavislymi vyzkumy, jeZ také poukdzaly na ptimy ptvod
ChB v SCPs (Dong et al., 2020; Hanemaaijer et al., 2021; Jansky et al., 2021). Zatimco u mysi
byla populace bridge cells detekovana okolo stadia E12.5, u lidskych embryi se tato prechodna
populace bun€k objevuje kolem 7.-8. tydne gravidity (Furlan et al., 2017; Jansky et al., 2021).

1.3.4 Etiologie a buné¢ny pivod NB

Prestoze etiologie NB nebyla dosud spolehlivé vysvétlena, obecné lze fici, Ze piiCina
rozvoje NB tkvi v deregulaci bunéénych procesii béhem Casné embryogeneze (Johnsen ef al.,
2019). NB totiZ vznikd maligni transformaci bun¢k odvozenych od neurdlni liSty v rizném
stupni diferenciace, tradi€n€ (a spiSe nepfesn€) oznaCovanych také obecnym pojmem
neuroblasty (Mora a Gerald, 2004; Stérba et al., 2004). Vyznam tohoto pojmu vSak neni ustalen
a ve skute¢nosti se muze jednat o multipotentni NCSCs, nebo SCPs, bridge cells ¢i jiné neurdlni
progenitory. Kauzdlni pificinu NB na bunécné drovni mizZe piedstavovat blok v procesu
diferenciace neurdlnich progenitori v ChB nebo neurony sympatiku (Johnsen et al., 2019).

V ramci kazdé heterogenni niddorové masy se obvykle vyskytuje urcitd, vétSinou mala
subpopulace vysoce tumorigennich buné¢k oznaCovanych jako nddorové kmenové buiky
(CSCs; cancer stem cells), kterd je zodpoveédna za rezistenci k 1é¢bé, tvorbu metastdz i relaps
nadoru (Batlle a Clevers, 2017). Pro udrZeni schopnosti sebeobnovy, kmenového potencidlu
a dediferencovaného stavu bun¢k je v piipadé NB dulezitd exprese SOX2, MYCN a OCT4
(Nakagawara et al., 2018). CSCs by pfitom konkrétn€¢ u tohoto niddoru mohly vychézet
z populace NCSCs, ale i z jinych bunék, jak naznacuji experimenty s dediferenciaci navozenou
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napiiklad hypoxii pfes expresi HIF (Nakagawara et al., 2018). Jednu z pfi¢in vzniku NB by
mohla predstavovat také patologickd deregulace SCPs nebo populace bridge cells
exprimujicich vysoké hladiny onkogentt MYCN a SOX2 (Furlan et al., 2017).

Pro bridge cells je navic charakteristicka exprese HTR3A (Furlan et al., 2017). Z tohoto
pohledu je zajimavé, Ze nckteré studie davaji vznik NB do souvislosti s uzivanim nékterych
typt antidepresiv, analgetik, diuretik, pohlavnich hormont, sedativ, kanabinoidd, halucinogent
a stimula¢nich drog v pribéhu té¢hotenstvi, pficemz vSechny tyto latky plisobi pfes serotonergni
systém, respektive ovliviiuji serotoninovou signalizaci (Bluhm er al., 2006; Johnson et al.,
2008). Konkrétni prukaz maligni transformace bunék neurdlni liSty vyvolané t€émito 1éky ale
zatim chybi, i1 kdyZ v této souvislosti je pozoruhodné, Ze u mysi reguluje hladina 5-HT v krvi
matky migraci a morfogenezi bunck neurdlni liSty vyvijejictho se embrya (Johnson et al., 2008).
Toto vSe naznacuje, Ze by mohla existovat korelace mezi expresi HTR3A, deregulaci bridge
cells a vznikem NB.

Voditkem k odhaleni buné¢ného piivodu NB mulzZe byt porovnani transkripénich profilt
bunék NB s bunkami jednotlivych vyvojovych stddii, fyziologicky pfitomnych v dfeni
nadledvin. Zatimco Hanemaaijer ef al. (2021) a Jansky et al. (2021) poukézali na fenotypovou
podobnost bunék NB s neuroblasty (ve smyslu prekurzort sympatickych neuronti), v piipadé
studie ¢inskych védct byl fenotyp bunék NB podobny spise fenotypu ChB (Dong et al., 2020).
Protichtidné zavéry tif zminénych recentnich studii zkoumajicich NB a nadledviny na drovni
jednotlivych bun€k snad mohou byt vysvétleny odliSnou anotaci bunck (zejména v pitipadé
hojné¢ pouzivaného pojmu neuroblast) ataké pouzitim riznych markerti jednotlivych
bunécnych populaci (Dong et al., 2020; Hanemaaijer et al., 2021; Jansky et al., 2021).
Problematika buné¢ného ptivodu NB tedy zlstava stdle oteviend a na zaklad¢ nékolika malo
prulomovych studii zatim nelze jednozna¢né fict, zda NB nejcastéji vychazi z NCSCs, SCPs,
bridge cells, ChB nebo neuroblastti v uz$im slova smyslu.

Ve svétle vSech téchto novych poznatkli se nabizi otdzka, zda v soucasné dob¢ nejsou
jako NB oznacovany minimaln¢ dvé rtizné biologické entity, které maji velmi podobny klinicky
projev vzhledem k totoZznému tkanovému ptivodu, ale jejichzZ bunécny pivod je zcela odliSny.
V tomto sméru je také tieba vzit v ivahu existenci dalSiho nadoru vychézejictho z nadledvin,
kterym je feochromocytom. Ten sice predstavuje nador postihujici dosp€lé pacienty, ale n¢které
analyzy odhalily fadu spolecnych rysit NB a feochromocytomu (Szabd et al., 2012). Neni tedy
vyloucené, Ze nékteré nddory klasifikované jako NB (s ohledem na détsky vek pacientll) by

ve skute¢nosti mohly pfedstavovat feochromocytomy a mozna i vice versa.
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2 Cil diplomové prace

Nékterda epidemiologickd data poukazuji na souvislost mezi rozvojem NB u déti
a uzivanim latek ovliviiujicich serotonergni signalizaci v prubéhu téhotenstvi (Bluhm et al.,
2006; Johnson et al., 2008). AvSak systematickd analyza role HTRs a 5-HT v patogenezi tohoto
nejcastéjSiho extrakranidlntho solidniho nddoru déti dosud nebyla provedena. Exprese
nc¢kterych HTRs (véetné HTR3) u NB byla sice prokdzéana jiz v 90. letech bezprostfedné
po identifikaci a izolaci HTR3 pravé z bunécnych linii NB (Maricq et al., 1991; Pranzatelli
a Balletti, 1992), ale jejich vyznam v patogenezi NB zlstdva nejasny.

Hlavnim cilem prace proto bylo prozkoumdni vyznamu serotonergni signalizace
u bunécnych linii derivovanych z NB se zaméfenim na HTR3A. Z hlediska potencidlniho
preneseni ziskanych poznatki do praxe a jejich vyuZiti v prevenci ¢i terapii NB bylo dilezitou
soucdsti prace také posouzeni moZznosti modulace aktivity HTR3A a zhodnoceni vlivu této
intervence na viabilitu a fenotyp bun¢k NB in vitro.

Realizace prace probéhla v Laboratofi nddorové biologie, kde je NB jednim z nejvice
studovanych nadorti. Na zdklad¢ pilotnich vysledkii byla vyslovena hypotéza, Ze existuje
korelace mezi expresi HTR3A a kmenovosti, dediferenciaci a tumorigenicitou bun€k NB.
V ramci diplomové prace bylo tedy také posuzovano, zda by exprese HTR3A u NB mohla
reflektovat vznik téchto bunck skrze deregulaci nediferencovanych bridge cells, které vychazeji
ze SCPs a vyznacuji se mj. expresi vysokych hladin HTR3A, SOX2 a MYCN. Dil¢i cile

diplomové prace byly stanoveny takto:

1) Charakterizace souboru vybranych bunécnych linii NB z hlediska exprese HTR3A na trovni
mRNA i proteinu

2) Posouzeni citlivosti jednotlivych bunéénych linii k vybranym latkdm modulujicim
serotonergni signalizaci z hlediska piisobeni na viabilitu a fenotyp buné¢k NB

3) Experimentdlni validace vysledkli pomoci umlceni exprese HTR3A metodami CRISPR

a RNA interference
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3 Material a metody

3.1 Bunéc¢né linie

Jako experimentdlni materidl bylo v diplomové praci vyuzito celkem Sest bunéénych
linii NB zahrnujicich Siroce pouZzivanou referencéni sbirkovou linii SH-SYS5Y (ECACC
94030304), déle linie CHLA-15 a CHLA-20 (Children’s Oncology Group Cell Line &
Xenograft Repository), které pochdzeji od jednoho pacienta, ale 1i$i se klinickou
charakteristikou zdrojového primarniho nadoru (pted terapii vs. po relapsu onemocnéni), a také
linie NBL-28, NBL-38 a NBL-40. Ty byly derivovany ze vzorki nddorové tkané, jez byly
béhem standardni 1é€by na zdklad€ informovaného souhlasu odebrany pacientiim z Kliniky
détské onkologie (KDO) FN Brno v ramci vyzkumného projektu NR/9125-4 (IGA MZCR).
Projekt byl schvélen Etickou komisi Lékaiské fakulty MU (Approval No. 23/2005). Jedna se o
adherentni linie roustouci pomaleji nez adherentni linie SH-SY5Y ¢i polosuspenzni linie
CHLA-15 a CHLA-20.

Pro nékteré experimenty byla jako pozitivni kontrola pouZita adherentni sbirkové linie

maligniho pluripotentniho embryonélniho karcinomu NTERA-2 (klon D1; ECACC 01071221).

3.2 Kultiva¢ni podminky

Kultivace bun&tné linie NTERA-2 probihala v DMEM (Dulbeccova modifikace
Eaglova média; kat. ¢. LM-D1112/500; Biosera, Nuaillé, Francie) s ptidavkem 10 % fetdlniho
bovinniho séra (FBS). Pro kultivaci buné¢nych linii NBL-28, NBL-38, NBL-40 a SH-SY5Y
byla vyuzita smés médii DMEM/F12 v poméru 1:1 (kat. ¢. LM-D1224/500; Biosera)
obohacend o 20 % FBS a 1 % neesencidlnich aminokyselin (NEAA; Biosera). Bunécné linie
CHLA-15 a CHLA-20 byly kultivovany v DMEM/F12 s pfidavkem 10 % FBS, 1 % NEAA
a 0,12 % ITS-X (roztok ve slozeni 5 pug/ml inzulinu, 5 ug/ml transferinu, 5 ng/ml kyseliny
seleniCité; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). VSechna pouZivand média
obsahovala navic také 2 mM L-glutaminu, 100 IU/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu (vSe
Biosera).

Kultivace vSech uvedenych bunéénych linii probihala v piislusSném médiu
v kultiva¢nich lahvich pro tkanové kultury (kat. ¢. 70075; SPL Life Sciences, Naechon-myeon,
Jizni Korea) za standardnich podminek pii teploté¢ 37 °C, s vysokou vzduSnou vlhkosti,

v atmosfére obsahujici 5 % COz. VSechny bunécné linie byly pasdZovany zhruba 1-2x tydné
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v zavislosti na rychlosti rastu a stupni konfluence. Adherentni bunécné linie byly rutinné
pasdzovany s vyuZzitim 4x fedéného 0,05% roztoku trypsinu s EDTA (kat. ¢. SH30236.01;
HyClone, Cytiva, Marlborough, MA, USA). Pfi pasdZovani polosuspenznich linii CHLA-15
a CHLA-20 byla pouZita akutdza (kat. ¢. LM-T1735/100; Biosera). Ta napomédha rozvolnéni
shlukii bunék a jakozto Setrnéjsi enzym byla vyuZita pii nasazovani bunc¢k na jakékoli
experimenty.

Bunééné linie byly pomoci kryokonzervace pribézné archivovany pro piipadny dalsi
vyzkum. Pelet bun€k urcenych ke kryokonzervaci byl pfeveden do 1ml FBS s 10 %
kryoprotektantu dimethylsulfoxidu (DMSO; Penta, Chrudim, CR). Pozvolného zchlazeni
bunék (1 °C/min) bylo dosaZeno uzitim mrazici nddobky CoolCell LX (Brooks Life Sciences,
Chelmsford, MA, USA) a uloZenim do —80 °C. Po 24 hodinach byla kryoampule pfemisténa
do hlubokomrazicitho boxu s teplotou kolem —150 °C. RozmraZeni pak probihalo rychlym
rozpuSténim pii pokojové teploté a postupnym piidavanim 4 ml média chlazeného na ledu
rychlosti 0,2 ml/min. Po centrifugaci a resuspendovani v kompletnim médiu (37 °C) byly

buiiky preneseny do kultivaéni lahve.

3.3 Piiprava vzorki RNA a proteinii z bunécnych lyzata

Pro ziskani vzorkiit RNA byly buné¢né linie nasazeny na povrchové osSetfené Petriho
misky pro tkdfiové kultury s plochou 57,5 cm? (90x20 mm; kat. &. 20101; SPL Life Sciences).
Po nésledné nékolikadenni kultivaci (1-5 dni; v zavislosti na rychlosti riistu nebo konkrétnim
experimentu) byly buiiky dvakrit oplichnuty ledovym PBS (phosphate-buffered saline).
Nésledné bylo ptiddano 500 pl lyzacniho roztoku s 5 pl 2-merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich,
Merck, Darmstadt, Némecko; soucdst kitu — viz nize). Po 1-2 minutdch inkubace na led¢ byl
vznikly lyzéat stazen do malé zkumavky. Z lyzatu pak byla RNA izolovdna a purifikovdna
pomoci kitu GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) doplnéném
o krok Stépeni genomické DNA (s vyuzitim On-Column DNase I Digestion Set;
Sigma-Aldrich).

Vysledkem celého procesu byl roztok RNA v elu¢nim pufru o objemu 50-80 pl, ktery
byl poté uchovavan pii —80 °C. Koncentrace a Cistota RNA v jednotlivych vzorcich byla
stanovena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific)
na zdklad¢ absorbance roztoku pii vinové délce 260 nm a pomeéru Azeo/A2g0 a Azso/A230. Pro
nasledné analyzy byla pouzita jen nekontaminovand RNA s pomérem Azeo/A280 = 2

a Aoso/A230 > 2, pticemz izolace byla provedena u 3-5 biologickych replikatti od kazdé linie.
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Pfiprava proteinovych lyzata probihala obdobné, ale po dvojndsobném oplachu
ledovym PBS byl jako lyzacni roztok pouzit RIPA pufr (50mM TrisCl pH 7,4; 150mM NaCl;
0,1% SDS; 1% NP40; 0,5% deoxycholit sodny; 2mM EDTA) s inhibitory protedz
(cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail, kat. ¢. 4693124001; a PhosSTOP™,
kat. ¢. 4906837001; Sigma-Aldrich) v objemu 300 pl na jednu Petriho misku. Lyza probihala
po dobu 20 minut na led€. Stazeny lyzat byl po pfeneseni do zkumavky centrifugovan 20 minut
pfi 4 °C a 12 000 g. Supernatant byl ndsledné prenesen do nové mikrozkumavky a vzorky byly
poté uchovavany pii —20 °C (kritkodobé) ¢i —80 °C (dlouhodobé). Koncentrace proteinti byla
zmétena pomoci kolorimetrického kitu DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Jako standard pro kalibracni fadu slouzil BSA (Sigma-Aldrich) rozpustény v RIPA.
Koncentrace byla stanovena zméfenim absorbance pii 620 nm na piistroji Sunrise Absorbance
Reader (Tecan, Minnedorf, Svycarsko) s analytickym softwarem KIM vZdy v technickych
triplikdtech na 96jamkové mikrotitracni desticce.

Od kazdé bunécné linie byly takto pfipraveny proteinové lyzaty minimaln¢ ze tii pasazi
(obvykle ale ze ctyf ¢i péti pro pripad kontaminace ¢i nedostacujici koncentrace)
predstavujicich tf1 biologické replikaty. Jejich koncentrace se nachédzely v rozmezi 0,66-8,15

mg/ml.

3.4 Reverzni transkripce a qPCR

Exprese HTR3A na urovni mRNA byla detekovana s vyuZitim reverzni transkripce
s naslednou kvantitativni PCR v redlném ¢ase (RT-qPCR). U vSech vzorktli byla izolovand RNA
nejprve nafedéna PCR Ultra H,O (Top-Bio, Praha, CR) tak, aby jeji koncentrace ve vysledné
reak¢ni smési pro reverzni transkripci byla 25 ng/ul. K nafedéné RNA o objemu 35 ul bylo poté
pfidano 3,5 pul ANTP mixu (kazdy z nukleotidi v koncentraci 10 mM; Top-Bio) a 3,5 pl oligo-
dTis.18 primerti o koncentraci 50 uM (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR). Po kratkém stoceni
byly zkumavky inkubovany 5 minut pii 65 °C pro rozvolnéni sekundérnich struktur na RNA
a dimerti primert. Po rychlém zchlazeni na ledu bylo nédsledné v podobé mastermixu do kazdé
zkumavky ptiddno 14 pl 5x koncentrovaného M-MLV reakéniho pufru, 7 pl 100mM DTT
adale 7 pl (25 U) M-MLYV reverzni transkriptazy (kat. ¢. M024; vS§e Top-Bio) nebo 7 ul PCR
Ultra H>O v piipad¢ negativnich kontrol (no-RT kontroly pro kazdy vzorek RNA zvlast).

Celkovy objem findlni reakéni smési byl tedy 70 pl. Samotny zpétny prepis mRNA
do cDNA probihal v termocykleru TAdvanced 96 G (Biometra, Analytik Jena, Jena, Némecko)
pfi 37 °C po dobu 60 minut. Na zavér byl pfidan krok zajist'ujici denaturaci M-MLV reverzni
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transkriptazy, ktery spocival v zahtati zkumavek na 80 °C po dobu 15 minut. Po reverzni
transkripci byla cDNA skladovéna pii —20 °C a pozd¢ji pouZita pro qPCR analyzu.

gPCR byla providdéna v 96jamkové MicroAmp™ desticce (kat. €. 4483354; Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) v reakénim objemu 10 ul s vyuzitim kitu KAPA
SYBR® FAST (kat. ¢. KK4618; Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA). Samotna reakce
probihala v piistroji 7500 Fast Real-Time PCR System a data byla analyzovdna pomoci
pocitatového programu 7500 Software v. 2.0.6 (vSe Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific). Jako endogenni referencni kontrola slouZzil provozni (housekeeping) gen
HSP90ABI (Heat shock protein 90 alpha family class B member 1).

Byly pouzity primery pro lidsky HTR3A (referencni sekvence NM_213621.3)
a HSP90ABI (referencni sekvence NM_001271969.2) s nasledujicimi sekvencemi navrzenymi
s vyuzitim ndstroje NCBI Primer-BLAST (velikosti produkti PCR jsou uvedeny v zdvorce):

*  HTR3A (174 bp): Piimy primer 5- AGGAAGCCAACCACCGTATC - 37
Reverzni primer: 5°- GTCCGTGGGGATGGACAACT - 37

*  HSP90ABI (169 bp): Pifimy primer 5- CGCATGAAGGAGACACAGAA - 37
Reverzni primer: 5°- TCCCATCAAATTCCTTGAGC - 37

Primer mixy o zasobni koncentraci 25 uM byly pfipraveny smichidnim pfislu§ného pifimého
a zpétného primeru (Elisabeth Pharmacon) v poméru 1:1 a findlni koncentrace primeria v kazdé
jamce pak byla 0,4 pM.

Do jednotlivych jamek bylo pipetovdno 6 pl pfipravené reakéni smési (SYBR master
mix s primery) a 4 pul cDNA, kterad byla predtim 4x fedéna v PCR Ultra H>O. Desticka byla
poté piekryta optickou adhezivni f6lii (MicroAmp™ Optical Adhesive Film; Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) a po kratké centrifugaci byla umisténa do termocykleru.
Teplotni profil qPCR lze shrnout takto: pocatecni denaturace pii 95 °C po dobu 5 minut,
nasledovand 40 (ptipadné 45) cykly denaturace (95 °C/3 s) a naseddni primert s elongaci
fetézce (60 °C/45s). Na zaver byla zarazena analyza kfivky tani (HRM; high resolution
melting) pro odhaleni ptfipadnych nespecifickych produkti. Genova exprese byla hodnocena
¢islem Ct (threshold cycle) neboli poctem cykli, ktery odpovida nartstu fluorescence nad
prahovou hodnotu (tzv. baseline) ur¢enou softwarem.

Pro exaktni vyhodnoceni exprese jednotlivych gent byly od kazdé bunécné linie
analyzovany celkem tii biologické replikéty (tii pasdze; na tfech deskach) hodnocené ve tfech
technickych opakovanich (pro HTR3A i pro HSP90ABI; na jedné desce). Pro vylouceni

zkresleni vysledkl piitomnosti genomické DNA ¢i kontaminaci mastermixu byly v kazdém
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experimentu zatazeny vzorky no-RT kontrol, respektive negativni technické kontroly
obsahujici 4 ul PCR Ultra H,O misto piislusné fedéné cDNA. JelikoZ samotnda qPCR muze dle
cilovych sekvenci pouzitych primeril probihat s odli§nou G¢innosti, bylo tfeba pted provadénim
vSech experimentd nejprve stanovit tuto ucinnost pro HTR3A i HSP90ABI, aby bylo mozné
exaktné hodnotit rozdily v Ct mezi cilovym a referen¢nim genem. K tomu bylo vyuzito analyzy
koncentracni fady vstupni cDNA v log2 Skédle pro HTR3A a logl0O skéile pro HSP90ABI
s ndslednou lineérni regresi.

Pro statistickou analyzu dat z qPCR byl vyuzit program MS Excel a GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Relativni kvantifikace byla provedena metodou
komparativni Ct. Primérné hodnoty Ct analyzovanych cDNA v technickych triplikatech byly
normalizovany za pouziti referenéniho genu HSP90ABI podle vzorce: ACt(cilového genu)
= Ct(cilového genu)-Ct(referencniho genu); a relativni exprese HTR3A byla zjiSténa dle
vzorce: RQ (relative quantity) = 2-ACuctlového genw) “Hiading exprese HTR3A u jednotlivych
bunécnych linii byla vztazena k expresi u bunééné linie SH-SYSY. Relativni genova exprese
HTR3A pak byla vypoéitand metodou 2724t (Livak a Schmittgen, 2001) celkem pro tii
biologické replikdty. Jako pozitivni kontrola slouzila linie NTERA-2. V rdmci statistické
analyzy dat byl pouZit test analyzy rozptylu (ordinary one-way ANOVA) s Dunnettovou
metodou mnohondsobného porovnavani s korekci p-hodnot (post-hoc test). Za signifikantni

rozdily byla pfitom povazovana hladina vyznamnosti p < 0,05.

3.5 Western blotting

Krom¢é¢ HTR3A byla pomoci western blottingu v rdmci rGznych experimentd
detekovana také exprese TH, SOX2, SOX10, c-MYC, N-MYC, PROMI a Stépené kaspazy 3.
Jako nanaSeci kontrola slouZzila detekce hladiny proteinu GAPDH nebo a-tubulinu.

Naredéné vzorky proteinovych lyzat byly po denaturaci pii 95-100 °C po dobu 5 minut
naneseny na 10% polyakrylamidovy gel (Acrylamide/Bis-acrylamide, 30% solution;
kat. €. A3574; Sigma-Aldrich) o Sifce 1,5 mm (10-30 pg proteinu v kazdé jamce dle
konkrétniho experimentu, obvykle ale 15 ¢i 20 pg). Do prvni a posledni jamky gelu byl nanesen
vzorek markeru (Precision Plus Protein Dual Color Standards; kat. ¢. 1610394; Bio-Rad
Laboratories). Pfi ndsledné SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electro-
phoresis; elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného) bylo
pro priichod proteinti hornim zaostiovacim gelem pouzito napéti 80 V (cca 25 minut), prichod

spodnim rozdé€lovacim gelem pak probihal pii napéti 120 V (po dobu cca 50 minut). Poté
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probéhl westernovy pienos separovanych proteini na metanolem aktivovanou PVDF
membranu (polyvinylidene difluoride; kat. ¢. 1620177; Bio-Rad Laboratories) pii 100 V
po dobu 60-70 minut, respektive pozd¢ji metodou semi-dry transfer (Trans-Blot Turbo
Transfer System; kat. ¢. 1704150; Bio-Rad Laboratories) pii 25 V (1 A) po dobu 30 minut.
Membrana byla ndsledné blokovdna 60 minut v 5% roztoku suSeného mléka
v TBS-Tween pfi pokojové teploté a poté inkubovana s ptisluSnou primarni protildtkou (Tab. 1)
fedénou v 5% roztoku suSeného mléka v TBS-Tween pii 4 °C pres noc. Druhy den byla
membrana promyta v TBS-Tween (3x5 minut) a inkubovdna se sekundarni protildtkou

konjugovanou s kienovou peroxiddzou (HRP; horseraddish peroxidase; Tab. 1) opét fedénou

v 5% roztoku suSeného mléka v TBS-Tween po dobu 1 hodiny pti pokojové teplot¢.

Tabulka 1: Pouzité primarni i sekundarni protilatky véetné pouzivaného redéni

POUZITi | ANTIGEN TYP PROTILATKY KLON | KATALOGOVE CiSLO (VYROBCE)* | REDENI

primarni c-Myc (60 kDa) krali¢i monoklonalni IgG D84C12 | 5605 (Cell Signaling Technology) 1:1000
primami | HTRGA (55KkDa) | krdlcipoyklondinilga | < |. ab10897 (Abcam) | - 15000
primami | NMyc (62kDa) | krdlici monokionaini g6 | D1V2A | 84406 (Cell Signaling Technology) | 1:1000
primami | Prominin-1 (CD188) | krdlci polyklondinilga | < |. ab19898 (Abcam) | - 1000
primami | SOX2 (35kDa) | kralici monokionaini g6 | DeDY | 3579 (Cell Signaling Technology) | - 1000
primami | SOX10(60KDa) | kozipoykondnilga | > |. AF2864.SP (BioTechne) | - 12000
primarn /S/f\esfjr;as /k(ﬂipﬁéz)s kraliéi monoklonlni IgG 9664 (Cell Signaling Technology) 1:1000
primami | TH@E0kDE) |4 (alicipolyklonaini 196~ | ><_| NB300-109 (BioTechne) | - 1000
primarni a-tubulin (50 kDa) mys$i monoklonalni IgG DM1A | ab7291 (Abcam) 1:10000
primami | GAPDH (36kDa) | krdici monoklondini lgG | 14G10 | 2118 (Gel Signaling Technology) | 1:10000
sekundarni | kozi imunoglobulin mysi IgG konjugovana s HRP sc-2354 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000
sekundérmi | kralict imunoglobulin | kozi IgG konjugovand s HRP | < | 7074 (Cell Signaling Technology) | 1:10000
sekundari | mysi imunoglobulin | kofisk 1gG konjugovana s HRP | >><_ | 7076 (Cell Signaling Technology) | 1:10000

*Vyrobci: Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; Abcam, Cambridge, VB; Bio-Techne,
Minneapolis, MN, USA; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA.

Po opétovném promyti membran v TBS-Tween (3x5 minut) byla provedena

chemiluminiscenéni vizualizace proteind pomoci detekéniho systému ECL (ECL"™ Prime

GERPN2236; GE Healthcare, Cytiva).

Western Blotting Detection Reagent; kat. ¢.

W

Chemiluminiscence byla poté detekovana pomoci dokumentacniho systému Azure c600 (Azure

Biosystems, Dublin, CA, USA), pfipadn€ vyvolanim na svétlocitlivé filmy v temné komore.
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Vyhodnoceni a zpracovani dat v¢etné¢ denzitometrické analyzy nasnimanych membran
bylo provedeno s vyuZzitim volné dostupnych programii FastStone Image Viewer a Image].
Pro statistickou analyzu dat v programu GraphPad Prism 9.0 byl pouZit neparovy jednostranny
t-test s Welchovou korekci. Za signifikantni rozdily byla pfitom povaZovana hladina

vyznamnosti p < 0,05.

3.6 Ovliviiovani bun€k a testy viability a proliferace

Viabilita, proliferace a metabolickd aktivita buné€k byla hodnocena kolorimetricky
pomoci MTT testu. Tato analyza je zaloZena na detekci metabolické pfemény Zluté rozpustné
tetrazoliové  soli MTT  (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid)
na nerozpustny formazan ve formé fialovych krystalki (Foretova et al., 2014). Ty jsou poté
rozpustény piidavkem silného detergentu (DMSO). Vyhodnocenti je spektrofotmetrické, kdy se
stanovuje absorbance roztoku pfi vinové délce 570 nm. Této redukéni pifemeény jsou schopny
pouze Zivé metabolicky aktivni buiiky s funkénimi dehydrogendzami (Foretova et al., 2014).

Nejprve bylo tieba piipravit Cerstvé bezsérové médium (bez FBS), aby 5-HT piitomny
v séru nezkresloval vysledky pokusu. Jednalo se 0o médium DMEM/F12 (s NEAA a antibiotiky)
s ptidavkem 10 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich), 20 ng/ml FGF2 (Sigma-Aldrich), 2 % B-27
supplement w/o vit. A (Gibco) a 2 mM L-glutaminu (a v ptipad¢ linii CHLA-15 a CHLA-20
rovnéz 0,12 % ITS-X). Bunky byly oplachnuty pomoci PBS a pifevedeny na suspenzi
pusobenim akutdzy. Po centrifugaci byl pelet bun¢k ve zkumavce resuspendovan v 3—4 ml
média bez FBS. Pomoci Biirkerovy komirky byl s vyuZitim trypanové modfi, kterd pronika
pouze do mrtvych bun€k, uren celkovy pocet Zivych bun€k v suspenzi. Ta byla poté findlné
nafedéna v médiu bez FBS tak, aby koncentrace bun€k odpovidala 50 000 bun¢k/ml média
v pfipadé pomalu rostoucich linii (NBL-28, NBL-38, NBL-40) a 10 000 bunék/ml média
u rychleji rostoucich linii. Bunky byly poté nasazeny na 96jamkovou mikrotitracni desticku
v objemu 100 pl suspenze na jamku odpovidajici 5000, respektive 1000 bun€k na jamku tak,
aby nedoslo k ptfedcasné kontaktni inhibici rastu bunék v jamkach.

Po 24 hodindch od nasazeni byly bunky ovliviiovdny aplikaci jednoho z cinidel
modulujicich serotonergni signalizaci. Do kazdé jamky bylo ptidédno dalSich 100 pl Cerstvého
bezsérového média s 5S-HT ¢i danym agonistou ¢i antagonistou HTR3 v riiznych koncentracich
(Tab. 2). V piipad¢ antagonisti byl pro stimulaci HTR3 navic v médiu piitomen 5-HT
v koncentraci 1 uM, aby bylo mozné zhodnotit vliv inhibice HTR3A. Pro danou koncentraci

¢inidla bylo vzdy u kazdé linie testovano celkem pét technickych replikétii a byla snaha ziskat
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vysledky z alespon tif biologickych replikatii (riznych pasazi). Jako negativni kontrola slouZzily
neovlivnéné bunky, které byly kultivované pouze v bezsérovém médiu s odpovidajici

koncentraci ptislusného rozpoustédla.

Tabulka 2: Pouzita ¢inidla modulujici serotonergni signalizaci a testovana rozmezi koncentraci

¢INIDLO* CELY NAZEV (WROBoE o | KoNGENTRACE
NMQ (agonista) N-methylquipazine dimaleate 0566 (Tocris, Bristol, VB) 0-200 pM
-CPBG (agonista) | 1-{3-chiorophenyllbiguanide hydrochioride | G144 (Sigma-Aldrich) | 01000 M|
SR57227 (agonista) | SRS7227 hydrochloride | 1208 (Tocris) | 0400 uM |
Granisetron (antagonista) |granisetron hydrochloride |, 2003 (Tocs) | 0-2004M
VUF10166 (antagonista) |VUFfotes | 432 (Tocis) | 01000 M|
SHT (pfirozeny igand) | serotonin hydrochloride | Hos23 (Sigma-Aldrich) | 0100 uM |

*V piipadé NMQ, SR57227 a VUF10166 bylo jako rozpoustédlo pouZito DMSO, ostatni ¢inidla byla

rozpusténa ve vodé.

Proliferacni a metabolickd aktivita bun€k byla analyzovana po péti dnech od ovlivnéni.
K200 pl média vjamce bylo pfidano 20 pl zdsobniho roztoku MTT (kat. ¢. M2128;
Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 mg/ml (fedéno v PBS). Po 2,5-3 hodinach inkubace pti 37 °C
bylo médium odsito a nahrazeno 200 pl DMSO pro rozpusténi vzniklého produktu. Obsah
jamek byl dikladné zhomogenizovén pipetou a ndsledn¢ byla zméfena absorbance pti 570 nm
s referenéni vlnovou délkou 620 nm na pfistroji Sunrise Absorbance Reader (Tecan)
s analytickym softwarem KIM. Statistickd analyza dat a jejich grafickd vizualizace byla
provedena s vyuZitim programu GraphPad Prism 9.0. Po aplikaci logistického regresniho
modelu bylo mozné ze sigmoiddlniho pribehu kiivky stanovit hodnotu ICso (half maximal
inhibitory concentration).

Pro posouzeni vlivu €inidel na expresi nékterych konkrétnich markeri jednotlivych
bunécnych populaci, respektive markert diferenciace (TH — ChB; HTR3A - bridge cells;
SOX10 — SCPs), kmenového potencidlu (SOX2, c-MYC, N-MYC) a apoptézy (St€pend
kaspdza 3), bylo provddéno ovlivnéni bun€k vysazenych pifimo na Petriho misky (linie
SH-SY5Y a NBL-28). Ktomu byl pouzit agonista HTR3 NMQ o koncentraci 50 uM,
respektive 25 pM. Jako negativni kontrola slouZzily buiiky ovlivnéné odpovidajici koncentraci
ptislusného rozpoustédla (DMSO). Po péti dnech kultivace byly z bun€k ziskany proteinové

lyzaty, které byly posléze analyzovdny metodou western blottingu.
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3.7 Funk¢ni testy nadorovych kmenovych bunék (tvorba sfér)

Test tvorby bunéCnych sfér slouzi k identifikaci CSCs in vitro a pro urCeni schopnosti
sebeobnovy, diferenciace a proliferace bunék. Tento test hodnoti frekvenci, se kterou jsou
schopny nasazené bunky v suspenzi vytvaret kulovité klondlni shluky (sféry), a to v tekutém
médiu s definovanym obsahem rastovych faktorti a v podminkach, které zabraiiuji adherenci
bunék.

Nejprve byly kultivované bunky sklizeny pomoci akutdzy, kterd zajistila disociaci
shlukil na jednotlivé buiiky v suspenzi. Po centrifugaci byl pelet resuspendovén v bezsérovém
médiu (sloZeni viz vyse). Po spocitani bun¢k v Biirkerové komiirce bylo odpovidajici mnozstvi
bunék (200, 100, 50, 25, 5 a 1 na jamku) vysazeno v 0,5 ml média vzdy do 4 jamek 24jamkové
desticky (Corning® ultra-low attachment 24-well plate; kat. ¢. CLS3473; Corning, NY, USA).
Buriky byly poté kultivovany pii 37 °C po dobu 7 dni, pficemz 3. a 5. den bylo do jamek pfidano
50 ul média s Cerstvym EGF a FGF2. V zavéru experimentu byly jamky nasnimdny pod
svételnym mikroskopem a byla vyhodnocena pfitomnost sfér v jednotlivych jamkach. Jako
stéry byly zapocitany pouze utvary o velikosti > 50 um. Pocet jamek se sférami pak odpovida
zastoupeni CSCs v heterogenni bunécné populaci, protoze pouze CSCs jsou schopny vytvaret
kompaktni klondlni shluky. V piipadé¢ testd, které hodnotily vliv NMQ na kmenovost bun¢k,
byly buniky nejprve vystaveny pétidennimu ptsobeni 75 uM NMQ ¢i piislusné koncentraci

rozpoustédla (DMSO) a poté vysazeny do bezsérového média dle postupu vySe.

3.8 Editace genu HTR3A metodou CRISPR

Buiikky linie SH-SYS5Y byly po zpasdZovani nasazeny v kompletnim médiu
na 6jamkovou desticku s oSettenym povrchem (kat. ¢. 30006; SPL Life Sciences). Po dvou
dnech kultivace (konfluence cca 50 %) byly bunky transfekovdny pfipravenou smési
lipofekéniho ¢inidla (Lipofectamine™ CRISPRMAX™ (Cas9 Transfection Reagent;
CMAX00008; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), rekombinantni nukledzy Cas9-GFP
(CAS9GFPPRO; Sigma-Aldrich) a konkrétni syntetické sgRNA (SygRNA® Synthetic
CRISPR guide RNAs; Sigma-Aldrich) v médiu Opti-MEM (kat. ¢. 31985062; Gibco, Thermo
Fisher Scientific). Z pfedem navrzenych sgRNA byly vybrany celkem tfi riizné sgRNA cilici
na gen HTR3A (referen¢ni sekvence NM_001161772; exony 3 a 5), dile dvé negativni kontroly,
které by nemély cilit na Zddnou sekvenci v lidském genomu, a také pozitivni kontrola, cilici
proti lokusu AAVSI (adeno-associated virus integration site 1; misto integrace
adeno-asociovanych virt). Prehled pouZzitych sgRNA poskytuje Tab. 3.
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Tabulka 3: Pouzité sgRNA v ramci metody CRISPR

MISSION™ gRNA ID | Oznaceni |Lokus |Sekvence: 5'-3' PAM | Viakno | Exon | Koordinaty
HSPD0000020297 sgHTR3A#1 | HTR3A | GACCACCUACAUCUGGUAC CGG + 3 113979253
HSPD0000020295 | sgHTR3A#2 [ HTR3A | AUGCCGAAUAUACACGUAC GGG - 5 [113983147
HSPD0000020298 | sgHTR3A#3 [ HTR3A | GCAGUUCUGGACAUCGAAG |GGG - 5 [113983237
HScontrol_AAVS1 sgAAVS1 AAVS1 | GGGGCCACUAGGGACAGGAU | TGG + 11102837
NegativeControl1 sgNC1 CGCGAUAGCGCGAAUAUAUU |NGG

NegativeControl2 sgNC2 GCGCGAUAGCGCGAAUAUAC |NGG

Postup transfekce vychédzel z protokolu pro lipofekci dodavaného vyrobcem
lipofek¢niho ¢inidla (Thermo Fisher Scientific). Nejprve byl pfipraven roztok Opti-MEM
média s 37,5 pmol Cas9 a75 pmol pfiislusné sgRNA, paraleln¢ bylo v Opti-MEM médiu
nafedéno lipofekcni ¢inidlo CRISPRMAX. Poté byl obsah obou zkumavek smichidn a po
15 minutich inkubace pfti pokojové teploté (vznik komplexti) byla smés (250 ul) pipetovana
k bunkdm v 6jamkové desticce.

Po 24 hodinach od transfekce byly buniky promyty PBS, stazeny akutdzou a pievedeny
do FACS pufru (5 mM EDTA v PBS s3 % FBS). Nésledné¢ byly s vyuzitim pritokové
cytometrie sortrovdny buiiky, u nichZ probéhla transfekce s vysokou tuc€innosti (buiky
s fluorescencnim signalem diky GFP — soucast rekombinantni nukledzy Cas9). Tyto buniky byly
nasazeny do jamek s kompletnim médiem (celkem dvé 96jamkové desky pro kazdou sgRNA).
Kromé 192 bun¢k kultivovanych jednotlivé v jamkach byl na dalsi desce kultivovdn rovnéz
zbyly pool bunék. Pro sorting byl vyuzit prutokovy cytometr se softwarem BD FACS Diva (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Po nékolikadenni az nékolikamési¢ni kultivaci v zavislosti na rychlosti proliferace
jednotlivych bunék byly od kazdého vzniklého klonu (a také od Sesti pooll) ziskany proteinové

lyzaty, které byly ndsledné analyzovény, co se tyce exprese HTR3A (western blotting).

3.9 RNA interference

Pro posttranskripcni umlcéeni exprese HTR3A pomoci siRNA byly buiiky nejprve
nasazeny na 6jamkové desticky. Po 24 hodinach kultivace v kompletnim médiu (konfluence
cca 50 %) byly bunky transfekovany 250 pl pfipravené smeési lipofekéniho cinidla
(Lipofectamine® RNAiIMAX Transfection Reagent; kat. ¢. 13778150; Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) s konkrétni siRNA (Silencer™ Pre-Designed siRNA; Ambion, Thermo
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Fisher Scientific) v médiu Opti-MEM podle pokynil vyrobce (postup analogicky s metodou
CRISPR). Byly vybrany celkem tii rizné siRNA cilici na mRNA genu HTR3A (referen¢ni
sekvence NM_001161772.2; exony 2 a 4; Tab. 4). Vyrobce sekvenci siRNA
ani komplementéarni oblast na mRNA neuvadi, je vZdy uvedena pouze jedna koordindta cile

a konkrétni exon.

Tabulka 4: Pouzité siRNA v ramci RNA interference

siRNA ID |Oznaceni |Koordinata cile [Sekvence mRNA v okoli cile (50 bazi): 5'-3'

1989 sHTR3A#1 125 (G, exon2) giSeC%?ﬁ(;g)C UGCUGAGGCU GUCGGAUUAC CUUUUGACCA ACUACAGGAA

2084 sHTR3A#2(318 (A, exon 4) (L::)EZC:SQ%%ES?ACCCUGAG GACUUUGACA ACAUCACCAA GUUGUCCAUC CCC

105417  |siHTR3A#3(189 (C, exon2) (L[J;;EZAS%?-Q%L)JGGAGGAA GCCAACCACC GUAUCCAUUG ACGUCAUUGU CUAU

Byly vyzkouSeny celkem ¢Ctyfi rizné podminky: dvé rizné koncentrace siRNA
v kombinaci s riznym mnoZstvim lipofek¢niho ¢inidla (findlni mnoZstvi siRNA v jedné jamce
bylo 25 pmol, respektive 125 pmol; a objem cinidla v jamce byl 3,75 ul, respektive 7,5 pl).
Vedle dvou negativnich kontrol, jez necili Z4ddny genovy produkt a vyrobce
garantuje minimdlni efekt na genovou expresi (siNC1, kat. ¢ 4390843; siNC2,
kat. €. 4390846), byla do experimentu zafazena také jedna pozitivni kontrola siPROMI1
interferujici s transkriptem genu PROMI (prominin-1; CD133), ktery je u pouzité linie
SH-SYS5Y exprimovén (siRNA ID: s16879) a jehoZ posttrankripéniho umlceni bylo v rdmci
nasi laboratofe jiZ diive dosaZeno. Pro ovéteni tspéSnosti umléeni genu HTR3A byly z bunék
po 48 hodindch a 72 hodindch od transfekce pfipraveny proteinové lyzaty, které byly

analyzovany pomoci metody western blotting.
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4 Vysledky

4.1 Porovnani exprese HTR3A u Sesti bunéénych linii NB

Jako experimentdlni materidl jsem v diplomové praci vyuZil celkem Sest bunécnych linii
NB. Tento soubor jsem nejprve charakterizoval z hlediska exprese HTR3A na trovni mRNA
1 proteinu. Analyza exprese na drovni mRNA byla provedena pomoci RT-qPCR. Na zacatku
jsem ov¢fil icinnost gPCR pro jednotlivé cile (produkty), tedy HTR3A a HSP90OABI1 tak, aby
bylo mozné exaktné urcit hodnoty ACt a AACt (Graf 1).

Uginnost reakce pro HSP90AB1
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Graf 1: Stanoveni G¢innosti qPCR pro HTR3A a HSP90ABI. K tomuto tdcelu jsem pouzil
templdtovou cDNA linie SH-SYS5Y, kterd byla fedéna geometrickou fadou (celkem pét hodnot).
Hodnota 5 u relativniho mnoZstvi vzorku pfitom pfedstavuje nefedény vzorek, hodnota 1 pak vzorek
cDNA fedény 16 x (u HTR3A), respektive 10 000 x (u HSP90ABI). Z rovnice regresni piimky byl
zjistén sklon kiivky (@) a vypoltena u¢innost reakce (E) dle vzorce E = -1 + 10", respektive
E =-1+2%, Viechny hodnoty Ct, jeZ byly vystupem ndslednych analyz, byly poté korigovany
na 100% tucinnost podle vzorce Ctgigo = Ct x log (1+E) / log 2 (Livak a Schmittgen, 2001). Pro vypocet
hodnot ACt a AACt jsem pak pouZil praveé hodnoty Ctgigo.
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Samotnd analyza exprese provedend v ramci panelu NB linii odhalila statisticky
vyznamné rozdily v expresi HTR3A (Graf 2), na jejichZ zaklad¢ jsou linie NBL-28, NBL-38 a
NBL-40 v rdmci price souhrnné oznacovany jako HTR3A"¥, jelikoZ u nich byla detekovana
velmi nizkd exprese HTR3A (Ctgioo v rozmezi 32—42, v nekterych technickych replikdtech
dokonce nedetekovano). Naopak linie SH-SY5Y, CHLA-15 a CHLA-20 jsou dale oznaCovany
jako HTR3AMe" protoZe v jejich piipadé byla exprese HTR3A (Ctgioo v rozmezi 23-27)
podobnd jako u pozitivni kontroly NTERA-2 (Ctg100 v rozmezi 18-20).
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(27,2829)  (31,3538)  (30,32,34)  (1516,17)  (16,19,20)  (18,19,20)  (25,31,31)

Bunécné linie (a pouzité pasaze)

Graf 2: Relativni exprese HTR3A na drovni mRNA detekovana pomoci RT-qPCR. Exprese
jednotlivych linii (primér + smérodatnd odchylka; N = 3) je vztaZena k expresi sbirkové linie
SH-SY5Y. Linie NTERA-2 slouzila pouze jako pozitivni kontrola exprese HTR3A. Pro statistickou
analyzu dat byla pouZzita jednofaktorovd ANOVA (ordinary one-way ANOVA) s Dunnettovou metodou
mnohondsobného porovnavani s korekci p-hodnot (post-hoc test), kdy byla kazd4 linie srovndna vuci
linii SH-SYSY. ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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S ohledem na moZnou posttranskripni regulaci genové exprese bylo nutné vyse
uvedené vysledky ovéfit také na drovni exprese proteinu metodou western blotting. Touto
metodou byla opakované potvrzena rozdilnd exprese HTR3A u linif HTR3AMe" a HTR3A*Y také
na drovni proteinu (Obr. 8).

Denzitometrickd analyza nasnimanych membran jasn¢ ukdzala odliSny trend v expresi
proteinu HTR3A u HTR3A"Y a HTR3AM¢" lini{ (Graf 3), ackoliv tyto rozdily, zejména vzhledem
k vétsi technické variabilité (zména detekEniho systému v priubéhu realizace diplomové price),

nebyly vyhodnoceny jako statisticky signifikantni.
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Obrizek 8: Exprese HTR3A na trovni proteinu. Rozdily mezi HTR3A™ a HTR3AMé" liniemi jsou
patrné 1 na urovni exprese proteinu HTR3A, nicméné biologickd opakovdni vykazovala vysSsi
(i technickou) variabilitu a tyto rozdily proto nebyly vzdy tak markantni. Zobrazeny jsou tfi
reprezentativni obrazky z celkem 6 experimentt. NanaSeci kontrola: GAPDH.
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Bunéc¢né linie (a pouzité pasaze)

Graf 3: Relativni exprese HTR3A na trovni proteinu. Primérna exprese + stfedni chyba priméru
(SEM; standard error of the mean) u jednotlivych linif vztaZend k expresi u sbirkové linie SH-SYSY.
Denzitometricka data pro HTR3A byla vZdy normalizovéna k piislusné nanéSeci kontrole (GAPDH).
U NBL-28, NBL-38 a NBL-40 byla pozorovana pfiblizné 2—-5x nizZ$i exprese HTR3A oproti referencni
linii SH-SYS5Y. Vzhledem k nehomogenité rozptylu byl pro statistickou analyzu dat pouZzit neparovy
jednostranny t-test s Welchovou korekci, kdy jsem testoval hypotézu o odlisné expresi HTR3A
u HTR3A™ linii oproti linii SH-SY5Y. Pozorované rozdily v expresi HTR3A na trovni proteinu
nedosahly statistické vyznamnosti ani u jedné z té€chto tif linii. N = 3.

4.2 Korela¢ni analyza exprese vybranych markeri bunéénych
populaci direné nadledvin a jejich prekurzoru

Na zaklad¢ zjiSténé variability exprese HTR3A v rdmci panelu bunéénych linif jsem se
rozhodl posoudit, zda Ize pozorovat také rozdily v expresi n¢kterych dalSich markert typickych
pro riznd vyvojova stddia bunc¢k dfené¢ nadledvin (SCPs, bridge cells, ChB) ¢i markera
souvisejicich s kmenovosti bunck. Proto jsem provedl screening exprese TH, SOX2, SOX10,
c-MYC a N-MYC na trovni proteinu metodou western blotting (Obr. 9) s cilem ziskat alespon
letmy vhled do bunécného piivodu zkoumanych linii NB, ktery by mohl naznacit nékteré dalsi
obecné rozdily mezi HTR3AMe" a HTR3A' liniemi ¢&i poukdzat na pifpadnou korelaci exprese

HTR3A se zkoumanymi proteiny.
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Vysledky tohoto screeningu skuteéné ukézaly, ze HTR3AME" linie exprimuji oproti
HTR3A™ linifm vy3$3i hladiny onkoproteinu c-MYC, pfi¢emZ u dvou HTR3A' linii, NBL-28
a NBL-40, nebyl c-MYC dokonce viibec detekovéan (Obr. 9). Pozoruhodné jsou zna¢né rozdily
v expresi TH, jejiZ hladina je vyrazné vyssi u linii CHLA-15 a CHLA-20 oproti v§em ostatnim
liniim a droven exprese TH tedy nekoreluje s rozdily v expresi HTR3A. SOX2 byl detekovéan
pouze u linie SH-SYSY. Kvalitni vystupy v ptipadé SOX10 a N-MYC se nepodafilo ziskat.
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F&&e e
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— 75 kDa
c-MYC - . -
— 50 kDa
75 kDa
N-MYC
— 50 kDa
— 75 kDa
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kratka S S
expozice 50 kDa
TH — 75 kDa
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expozice .
— 50 kDa
a-tubulin P T R s s wsees | 50 kDa
GAPDH | e s s S s e — 37 kDa

Obriazek 9: Exprese ¢-MYC, N-MYC, SOX10, SOX2 a TH na trovni proteinu. HTR3A"" linie
vykazuji oproti HTR3A™" linifm rovné&Z vys§i expresi onkoproteinu c-MYC. U liniif NBL-28 a NBL-40
nebyl c-MYC detekovan. Déle byly pozorovany zna¢né rozdily v expresi TH, které nicméné nekoreluji
s rozdily v expresi HTR3A. SOX2 byl detekovdn pouze u linie SH-SYSY. Vystupy v piipad¢ detekce
N-MYC a SOX10 bohuZel nejsou optimdlni a vzhledem k tomu, Ze nebylo moZné experiment

zopakovat, nelze vysledky s jistotou interpretovat. Presto je patrny trend vysSi exprese N-MYC
u HTR3AM" 1inif. Nanaseci kontrola: GAPDH, a-tubulin.
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S ohledem na rozdily v expresi marker riznych vyvojovych stadii bun¢k diené
nadledvin jsem se zaméfil i na morfologické srovndni bun€k jednotlivych linii. Buiky
HTR3AMe" byly celkové mensi a morfologicky pfipominaly nezralé neurdlni progenitory,

zatimco buiiky HTR3A™¥ linif byly charakteristické del§imi vyb&zky (Obr. 10).

Obriazek 10: Morfologické srovnani HTR3AM! linii CHLA-20, SH-SYSY a HTR3A"™ linii NBL-28
a NBL-38. HTR3AM¢" linie vykazuji oproti HTR3A"*" liniim mensi velikost bunék a krat3i vyb&zky.
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4.3 Testy viability a proliferace bunék a modulace serotonergni
signalizace

V nédvaznosti na zjisténé rozdily v expresi HTR3A v ramci panelu linii NB bylo dal$Sim
logickym cilem této priace porovnat vybrané linie NB zhlediska vlivu 5-HT, agonisti
a antagonistit HTR3 na proliferaci a viabilitu bun¢k. K tomuto tcelu jsem vyuzil MTT test a na
modelovém paru HTR3A"e" linie SH-SYS5Y a HTR3A!Y linie NBL-28 jsem nejprve zhodnotil
li¢inky ptisobeni samotného 5-HT (ve formé serotonin hydrochlorid). Zadny jasny trend ani

rozdil v Gi¢inku 5-HT na buniky linie SH-SYS5Y a NBL-28 vSak nebyl pozorovan (Graf 4).
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Graf 4: Vysledky MTT testu u bunék ovlivnénych 5-HT po dobu tFi dnii. V daném rozsahu
koncentraci nebyl pozorovdn Zadny vliv 5-HT na viabilitu ¢i proliferaci bun€k, a to jak v piipadé
vybraného zédstupce HTR3AM¢" 1inii, tak i v pfipadé zdstupce HTR3A™" linii. Relativni mnoZstvi bunék
v procentech pfedstavuje vyjadieni hodnot absorbance normalizovanych na hodnotu absorbance
negativni kontroly. Hodnoty v grafu jsou primérem hodnot péti technickych replikatt. Osa x je pro
prehlednost zobrazena v logaritmickém meéftitku. Kvli opatfenim v souvislosti s pandemii COVID-19
jsem data ziskal pouze pro jeden biologicky replikat pro dané koncentrace, ale u linie SH-SYSY je
pouZita jemné&jsi koncentra¢ni fada nez u linie NBL-28 diky dvéma fyzickym provedenim experimentu

(pokazdé s jinym rozmezim koncentraci).

Nésledné jsem se s vyuzitim stejného modelového paru linii NB zaméfil na ovliviiovani
bunék antagonisty HTR3 — VUF10166 a granisetronem (ve form¢ granisetron hydrochlorid).
Ani inhibice aktivity HTR3A témito Cinidly vSak neméla vyrazny vliv na riistové parametry

bun¢k NB (Graf 5).
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Konkrétné v piipadé VUF10166 nebyl v daném rozsahu koncentraci pozorovan zadny
vliv, diskutabilni je pouze pusobeni granisetronu na bunky linie SH-SY5Y, které vykazovaly
pfi nejvyssi pouzité koncentraci pokles viability ¢i proliferace o 40 %, zatimco rlstové
parametry bunék zistupce HTR3AY linii touto koncentraci &inidla ovlivnény nebyly.
S ohledem na pouze jeden biologicky replikat pro koncentrace nad 100 uM je ale tieba tento

vysledek brét s rezervou.

VUF10166 (+ 1 pM 5-HT)

>
o
T 150
2 A A :
R 125 A A A ® ? ° HTR3AMg"
> ° ° °
§ 100 2 ® SH-SY5Y [20.,40.p]
2 ]
s 754
(] 4
9 s0- HTR3A""
E _
€ 25 A NBL-28[28.p]
£ _
s O ' T ' T ' T T T
o 0 200 400 600 800 1000
Koncentrace VUF10166 [nM]
5‘ Granisetron (+ 1 yM 5-HT)
‘g‘ 125
= 1 N HTR3AMg
S 100 A A
5 2 e 4 A ® SH-SY5Y [20.,40.p]
c A 4
S 75 ® 0 (]
2 o o 4
S 4 ) °
"z" T T HTR3A|ow
o) 4
c
E 25 A NBL-28[28.p]
= |
2
E O T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
e 0 50 100 150 200

Koncentrace Granisetronu [uM]

Graf 5: Vysledky MTT testu u bunék ovlivnénych VUF10166, respektive granisetronem po péti
dnech piisobeni. Aby bylo moZné zhodnotit vliv inhibice HTR3, byl v kazdé jamce vedle antagonisty
pfitomen také 5-HT v koncentraci 1 uM. Relativni mnoZstvi bunék v procentech predstavuje vyjadreni
hodnot absorbance normalizovanych na hodnotu absorbance negativni kontroly. Kvili opatfenim
v souvislosti s pandemii COVID-19 jsem data z vice replikatd (N = 2; hodnoty zobrazeny jako primeér
+ smérodatnd odchylka) ziskal pouze pro nékteré koncentrace u linie SH-SYSY, v ostatnich piipadech

je N =1 a hodnoty v grafu jsou primérem hodnot péti technickych replikati.
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Naopak vyznamné rozdily v odpovédi HTR3AME linif a HTR3A®¥ linif ale byly zjistény
u bun¢k ovlivnénych agonistou NMQ (ve formé N-methylquipazine dimaleate). Po péti dnech
pusobeni NMQ byl totiZ pozorovan vyrazny pokles viability ¢i proliferace u bunck linie
SH-SYSY (HTR3AMeh), zatimco na riistové parametry bunék linie NBL-38 (HTR3A"") mél

tento agonista spise opacny vliv (Graf 6).
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Graf 6: Vysledky MTT testu u bunék ovlivnénych NMQ po péti dnech pusobeni. Pii vysSich
koncentracich ¢inidla byla proliferace bunék linie SH-SYSY prakticky zastavena. Naopak linie NBL-38

Y

vykazovala pfi vysSich koncentracich agonisty zvySenou proliferaci oproti kontrole. Relativni mnoZstvi
bunék v procentech pfedstavuje vyjadieni hodnot absorbance normalizovanych na hodnotu absorbance

negativni kontroly. N = 1.

Rozdilny d¢inek NMQ jsem poté ovéril i u ostatnich Ctyt pouzivanych bunécnych linii,
kdy se u linii CHLA-15 a CHLA-20 podafilo docilit pfi nejvyssi koncentraci ¢inidla poklesu
viability ¢i proliferace prakticky o 90 %, zatimco rastové parametry bunck linie NBL-28
a NBL-40 nijak negativné ovlivnény nebyly (Graf 7). Po aplikaci logistického regresniho
modelu jsem mohl pro HTR3A"e" Jinie stanovit hodnoty ICso. Ty byly uréeny jako ~70 uM pro

linii SH-SYSY, ~60 uM pro linii CHLA-15 a ~95 pM u linie CHLA-20.
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Graf 7: Vysledky MTT testu u kompletniho panelu linii ovlivhénych NMQ po péti dnech
pusobeni. Pfi vyssich koncentracich ¢inidla byla absorbance u HTR3AME" linii vyrazné sniZend
(pravdépodobné vlivem zpomaleni proliferace). Naopak HTR3A"™ linie nebyly piisobenim Cinidla
ovlivnény. Relativni mnoZstvi bun€k v procentech pifedstavuje vyjadieni hodnot absorbance
normalizovanych na hodnotu absorbance negativni kontroly. Hodnoty v grafu vyjadiuji primér + SEM
ze tii biologickych replikatli (nicméné v piipadé linie NBL-38 je N =1 aulinie SH-SYS5Y je u n¢kterych
koncentraci ¢inidla N = 1, u jinych N = 2).

Pro ovéfeni inhibi¢niho plisobeni agonistii HTR3 na HTR3AM¢" linie jsem dale testoval
ucinek dalsi latky ztéto skupiny Cinidel, a sice m-CPBG (ve formé
1-[3-chlorophenyl]biguanide hydrochloride) na rtistové parametry buncék linie CHLA-15,
CHLA-20, NBL-28 a NBL-40. Podle o¢ekavani zpiisobil agonista ve vyssich koncentracich
pokles viability ¢&i proliferace u HTR3AME" linii, nicmén& podobny pokles byl pozorovén
i v piipad¢ linie NBL-40 coby zdstupce HTR3A'™" linii (Graf 8). Linie NBL-28 reagovala
rovneZ poklesem oproti kontrole, ktery ale nebyl tak vyrazny a dochazelo k nému az pti vysSich
koncentracich nez v piipad¢ ostatnich linii. Hodnoty ICso byly ureny jako ~250 uM pro linii
CHLA-15, ~310 uM pro linit CHLA-20, ~400 uM v ptipadé€ linie NBL-40 a na ~530 uM u linie

NBL-28.
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Graf 8: Vysledky MTT testu u bunék ovlivhénych m-CPBG po péti dnech pisobeni. Pii vysSich
koncentracich ¢inidla byla absorbance u bunék HTR3A"" linif vyrazné snizend (pravdépodobné vlivem
zpomaleni proliferace). Plisobenim ¢inidla byly negativné ovlivnény rovnéz HTR3A™™ linie, i kdyZ
v ptipadé linie NBL-28 neni pokles absorbance tak vyrazny. Relativni mnoZstvi bun¢k v procentech
pfedstavuje vyjadfeni hodnot absorbance normalizovanych na hodnotu absorbance negativni kontroly.

N = 3; data jsou zobrazena jako primér + SEM.

Vzhledem k nejednoznacnému vysledku testovani vlivu m-CPBG na buiiky bylo tieba
provést obdobné pokusy jesté s dalSim agonistou HTR3. Byl zvolen SR57227 (ve formé
SR57227 hydrochloride), ptfi¢emzZ bylo hodnoceno jeho piisobeni na buiiky linie SH-SY5Y
aNBL-28. MTT testy po ovlivnéni bunék timto CcCinidlem potvrdily zdvéry ziskané
z experimenti s NMQ ohledné rozdilné citlivosti HTR3A"e" linif a HTR3A'°" linii k agonistim.
Ackoliv nelze tvrdit, Ze by linie NBL-28 nebyla piisobenim agonisty ovlivnéna, Ize shrnout, Ze
vliv agonisty na tuto linii je patrny az pfi vysSich koncentracich (Graf 9). Hodnota ICso byla

pro linii SH-SYS5Y stanovena na ~120 uM, zatimco u linie NBL-28 nedosdhla hodnoty ICsg ani

nejvyssi testovand koncentrace 400 uM.
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Graf 9: Vysledky MTT testu u bunék ovlivnénych SR57227 po péti dnech pusobeni. Se vzristajici
koncentraci €inidla se hodnoty absorbance u linie SH-SYS5Y vyrazné sniZovaly (pravdépodobné vlivem

Y

zpomaleni proliferace). Linie NBL-28 reagovala aZ na vySS§i koncentrace ¢inidla a pokles viability
¢i proliferace u ni neni tak patrny. Relativni mnoZstvi bun¢k v procentech predstavuje vyjadieni hodnot
absorbance normalizovanych na hodnotu absorbance negativni kontroly. N = 5; data jsou zobrazena

jako primér £ SEM.

Z vysledkit MTT testi samotnych neni mozné jednoznac¢né urcit, zda byl pokles
nameétfené absorbance po piisobeni agonistll zplsoben cytotoxickym, Ci spiSe cytostatickym
efektem. Nepiitomnost plovoucich odumielych bun¢k pfi kontrole v optickém mikroskopu
vSak naznacovala spiSe druhou moZnost. Pro ovéfeni této hypotézy jsem v dalSim experimentu
po pétidennim ovlivnéni bunék NMQ detekoval pomoci western blottingu St€penou kaspazu 3,
jakozto marker probihajici apoptézy. Diky zafazeni pozitivni kontroly pro apoptézu pak
vysledky téchto pokusi jednoznacné dokazuji, Ze k indukci tohoto typu bunécné smrti po

pusobeni NMQ nedochdzi (Obr. 11). Tento agonista ma tedy spiSe cytostaticky tcinek.
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Obrazek 11: Detekce apoptozy u linii SH-SYSY a NBL-28 ovlivnénych NMQ. V zZidném
ze zkoumanych vzorkl nebyla Sté€pend kaspaza 3 detekovana, coz naznacuje, Ze pokles viability bunék
po pusobeni NMQ nesouvisi s indukci apoptdzy a jde spiSe o cytostaticky efekt. Bunky byly vystaveny
Sdennimu plsobeni NMQ ve dvou koncentracich (25 pM; 50 pM). Jako negativni kontrola slouzilo
ptislusné rozpoustédlo (DMSO; 0 uM). Pozitivni kontrola: CHLA-20 [35.p] (100 nM staurosporin/24
hodin). Nanéseci kontrola: GAPDH.

Po posouzeni vlivu ¢inidel na riistové parametry bun¢k mé zajimalo, jakym konkrétnim
zpusobem je ovlivnén fenotyp buné€k NB, tedy zda agonist¢ HTR3 zasahuji napiiklad
do diferenciace a kmenového potencidlu bun¢k. Proto jsem posléze pomoci metody western
blotting sledoval vliv agonistli na expresi nékterych konkrétnich markerdt (HTR3A, TH, SOX2,
c-MYC aN-MYC). Z agonisti jsem zvolil opét NMQ, jehoZ plsobeni na bunky bylo
v predchozich experimentech nejvyrazngjsi. V rdmci dvou biologickych replikatt se v piipadé
linii SH-SYS5Y a NBL-28 nepodafilo prokdzat zménu exprese u zddného z analyzovanych

markert (Obr. 12).
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Obrazek 12: Exprese HTR3A, TH, SOX2, c-MYC a N-MYC po modulaci serotonergni signalizace
agonistou HTR3 NMQ. Nebyl prokdzan zadny konkrétni dopad této intervence. Zajimavym zjisténim,
které je v rozporu s pfedchozimi experimenty, je v jednom z opakovéni vyS$i exprese onkoproteinu
¢c-MYC u HTR3A™ linie oproti HTR3AMe" [inii. S ohledem na nekvalitni vystupy (zna¢né nespecifické
pozadi na membrdng, nepfesnosti v nanaseni, protichtidné vystupy dvou replikatd) bohuZzel nebylo
mozné exaktné vyhodnotit vysledky pomoci denzitometrické analyzy. Z dosazenych vysledku
kaZdopéadné€ neni jasny piipadny trend zmény a experimenty by bylo zapotiebi zopakovat. Pouzité
koncentrace NMQ pro pétidenni kultivaci: 50 pM, 25 puM + negativni kontrola (NK) pouze
s rozpoustédlem pouZivanym u NMQ (DMSO). NandSeci kontrola: GAPDH.

4.4 Test tvorby bunécnych sfér in vitro

Potencidlni dopady modulace serotonergni signalizace by se mohly projevit rovnéz
ve schopnosti tvofit sféry. DalSim krokem proto bylo posouzeni kmenovosti zkoumanych linii
pomoci testu CSCs in vitro. Z pohledu porovnani zastoupeni CSCs v ramci heterogenni masy
bunék tato analyza dokldd4 jednoznacné rozdily mezi HTR3AME" a HTR3A' liniemi. Buiiky
linie CHLA-20 coby zdstupce HTR3AM" linii tvoii sféry s mnohem vétii frekvenci ne%
HTR3A™ linie NBL-28 a NBL-38 (Obr. 13; Graf 10).

Naopak v rdmci jednotlivych linii nebyl pozorovan zadny vyrazny rozdil mezi buiitkami
ovlivnénymi pétidennim pusobenim NMQ (75 uM) pied zahdjenim experimentu

a neovlivnénou kontrolou (Graf 10). V souladu s vysledky analyz exprese markerti kmenovosti

64



VYSLEDKY

tedy zaddny zdsah do kmenového potencidlu bun€k pfi ovlivnéni agonistou HTR3 nebyl

pozorovan.

CHLA-20 [40.p] NBL-28 [26.p] NBL-38 [15.p]

iy 2y sy SOum

Obrazek 13: Srovnani vybranych linii z hlediska schopnosti tvorby bunéénych sfér in vitro.

Pfitomnost sfér v jamkéach byla vyhodnocovédna po sedmi dnech kultivace v bezsérovém médiu. Jako
sféry byly pocitany pouze kulovité kompaktni klondlni dtvary o velikosti > 50 um. Na tomto obrizku
toto kritérium splituje pouze linie CHLA-20, kterd obecné vykazovala zna¢né vysokou schopnost tvofit
sféry, jak doklad4 i spodni ¢ast obrazku s né€kolika sférami v zorném poli (konkrétné §lo o jamku, kde
bylo nasazeno celkem 100 jednotlivych bunék). Naopak u linie NBL-38 byly pozoroviny pouze
jednotky sfér a v pipad¢ linie NBL-28 se vytvorila sféra pouze v jediné jamce v rdmci experimenti.
Pro srovnini morfologie nejCastéji pozorovanych tutvari zde tedy nejsou v piipad¢ téchto dvou
HTR3A" linii zachyceny sféry, ale pouze men3i klonaln{ dtvary.
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Graf 10: Test tvorby bunécnych sfér in vitro u linie CHLA-20 a NBL-38 a testovani vlivu ptisobeni
NMQ. Pred zahijenim testu byly bunky vystaveny Sdennimu pisobeni 75 uM NMQ (~ICsp pro
HTR3AM¢" linie) nebo DMSO (negativni kontrola). Pfitomnost sfér v jamkach byla vyhodnocovéana po
7 dnech kultivace. Linie CHLA-20 vykazovala schopnost tvofit sféry i v jamkéch, kde bylo nasazeno
pouze 5 bunék; v piipad€ 200, 100 ¢i 50 nasazenych bunék na jamku byly pfitomny sféry ve vSech
¢tyfech vyhodnocovanych jamkach. Naopak u linie NBL-38 byly sféry pozorovdny pouze pfi nasazeni
200 bunck na jamku a linie NBL-28 vykazovala nejnizsi schopnost tvorby sfér. V piipadé této linie totiz
byla pozorovana dokonce pouze jedna sféra v jediné jamce negativni kontroly pfi nasazeni 200 bun¢k
na jamku. Vyrazny vliv NMQ na zastoupeni jamek se sférami nebyl pozorovan ani u jedné z testovanych
linii, protoze rozdil v jedné jamce ze Ctyft nelze s ohledem na pouze jeden biologicky replikat povazovat
za vypovidajici.

4.5 Umlceni exprese genu HTR3A pomoci metody CRISPR

Pro ovéfeni, zda ma pritomnost podjednotky HTR3A na povrchu bunék NB opravdu
vyrazny vliv na jejich fenotyp a zda odlisna odpovéd” HTR3AMe" a HTR3A' linif na pisobeni
agonisti tohoto receptoru je skutecné kauzdlni, jsem ndsledn¢ pfistoupil k piiprave
experimentilniho modelu HTR3A"e" linie s uméle snizenou expresi HTR3A. Metodou prvni
volby byla ptiprava geneticky modifikované linie SH-SYSY s uplnym uml¢enim (knockoutem)
genu HTR3A. Za timto ucelem byly vyuZity ribonukleoproteinové Castice Cas9-GFP/sgRNA
apo lipofekci byly uspéSné transfekované buiiky (vysoce pozitivni pro GFP) sortroviny
pomoci FACS jako 1) jednotlivé buniky do 96jamkovych desticek a 2) smés bunék (déle
oznacovana jako pool) do kultivacni lahve pro dal$i kultivaci. Celkem byly vyuZity tii sgRNA
specifické pro HTR3A (sgHTR3A#1, sgHTR3A#2 a sgHTR3A#3) a tii kontrolni sgRNA — dvé
negativni kontroly (sgNC1 a sgNC2) a jedna pozitivni kontrola cilici proti lokusu AAVSI1
(sgAAVS1). Od kazdé varianty dle pouZité sgRNA z celkovych 192 jednotlivé izolovanych
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transfekovanych bunck se podafilo ziskat zhruba 15-25 klondlné rostoucich populaci, coz
odpovida asi 10 % viabilnich bunék, jez absolvovaly transfekci a sortrovani. Ostatni sortrované
buniky nebyly viabilni. Nékteré z téchto klond ale rostly tak pomalu, Ze po tfech mésicich
kultivace a klondlni expanze se podafilo ziskat proteinové lyzity pouze z 95 klonli a

6 smésnych (pool) linii (Tab. 5).

Tabulka 5: Ziskané proteinové lyzaty z jednotlivych bunéénych Kkloni po transfekci, sortrovani
jednotlivych bunék a nasledné dlouhodobé kultivaci

sgAAVS1 sgNC1 sgNC2 | sgHTR3A#1 | sgHTR3A#2 | sgHTR3A#3

1|pool pool pool pool pool pool
2|klon 5 klon 3 klon 5 klon 2 klon 1 klon 10
3|klon 20 klon 5 klon 12 klon 4 klon 8 klon 14
4|klon 8 klon 10 klon 15 klon 21 klon 2 klon 11
5|klon 23 klon 15 klon 17 klon 3 klon 5 klon 12
6 (klon 10 klon 6 klon 6 klon 22 klon 13 klon 9
7 (klon 11 klon 14 klon 9 klon 6 klon 18 klon 13
8|klon 18 klon 4 klon 14 klon 11 klon 3 klon 15
9(klon 19 klon 11 klon 16 klon 7 klon 9 klon 1

10|klon 15 klon 8 klon 2 klon 13 klon 10 klon 2

11 |klon 21 klon 3 klon 24 klon 11 klon 3

12|klon 22 klon 13 klon 1 klon 17 klon 7

13| klon 3 klon 18 klon 17 klon 4 klon 5

14 |klon 12 klon 1 klon 19 klon 7 klon 4

15|klon 17 klon 7 klon 20 klon 14

16 |klon 4 klon 8 klon 18 klon 12

17 [klon 14 klon 11 klon 12 klon 16

18|klon 6 klon 4 klon 9

19|klon 9 klon 19 klon 5

20|klon 16 klon 8

21 klon 15

V tabulce jsou zaznamenany vSechny proteinové lyzaty fazené do Sesti skupin dle pouzité sgRNA
v poradi, v jakém byly ziskavany. Jednd se celkem o 95 klonl a 6 poold, pficemZ pomoci metody
western blotting byla nasledné analyzovana exprese HTR3A celkem u 70+6 z nich (Sedé podbarveni).
Tucéné zvyraznény jsou potom klony (a jeden pool), které podle vysledkd analyzy vykazuji oproti
ostatnim klontim sniZenou expresi HTR3A (viz téz Obr. 14 a Obr. 15).

Nasledné jsem provedl screening exprese proteinu HTR3A u 38 jednotlivych klont
a 6 pooll bunék s cilem ovéfit dspéSnost metody a vytipovat klony, u kterych bylo dosazeno

inaktivace genu HTR3A (Obr. 14). BohuZel se v expresi HTR3A ani jeden z poolu, tedy
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sgHTR3A#1-pool, sgHTR3A#2-pool ani sgHTR3A#3-pool, neliSil od kontrolnich ani
puvodnich netransfekovanych bunék. Ackoli tento prvni screening poukdzal na nékteré
konkrétni klony, u nichZ byla hladina HTR3A oproti ostatnim klontim o néco niZsi, rozhodné
neni moZné tyto klony oznacit jako dspéSné knockoutované, protoZe rozdil v expresi nebyl ani
zdaleka tak markantni jako je tomu v porovnani HTR3AMe" linif oproti HTR3A"®¥ liniim.
Screening jsem ndasledné doplnil o dalSich 32 klont, jez byly v ramci konkrétnich
protokolli pro western blotting testovany spole¢né s nékterymi jiz diive analyzovanymi klony,

Vv s

které byly vytipovany jako klony vykazujici niz§{ hladinu HTR3A a mohly by tak byt vyuZity
jako model HTR3A"° bunék, jeZ jsou na stejném genetickém pozadi jako ptivodni HTR3AMeh
linie (Obr. 15). U Zadného z 32 klonl nebylo snizeni exprese piesvédCivé a nizs$i hladina
HTR3A nebyla stabilni ani v rdmci dalSich biologickych replikati konkrétnich vytipovanych
klont. VétSinou se tedy jednalo spiSe o projevy biologické variability jednotlivych klonti, kterd
je v ptipad¢ ne€kolika desitek analyzovanych vzorka ocekavatelna.

Zaveérem lze tedy shrnout, Ze analyza exprese pomoci metody western blotting ukazala,
Ze v porovnani s negativni kontrolou sgNC1 a sgNC2 nedoslo u zddného klonu ze skupiny
sgHTR3A#1, sgHTR3A#2 ani sgHTR3A#3 k signifikantnimu sniZeni exprese proteinu
HTR3A a pokus o knockout genu HTR3A pomoci metody CRISPR tak nebyl dspésny. Lze
pouze spekulovat o tom, zda doslo u nékterych kloni k editaci genu HTR3A alespon v rdmci
jedné ze dvou alel. Pro ucely valida¢nich experimentl by vSak ani takové klony nebyly vhodné,
protoZe by nebylo mozné vyloucit, Ze skrze kompenzacni mechanismy nedojde v pribéhu

dlouhodobé kultivace k obnové vyssi hladiny exprese HTR3A.
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Obrazek 14: Screening exprese HTR3A u 38 jednotlivych klonii a 6 poolii odvozenych z bunék
linie SH-SY5Y transfekovanych prisluSnymi CRISPR RNP. Vzorky z bunék, u kterych byla vyuZita
sgRNA cilici na HTR3A a u nichZ byla o¢ekadvéna inaktivace tohoto genu, jsou oznaceny rameckem
s popiskem HTR3AX®. Tu¢né zvyraznény jsou vzorky, které oproti ostatnim vykazuji mirné sniZen{
exprese HTR3A. Tyto rozdily nicméné nelze srovnavat s rozdilem v hladiné HTR3A u kontrolnich
netransfekovanych bunék linie SH-SYSY (PK) a linie NBL-38 (NK). [jpln)’l knockout genu HTR3A l1ze
tedy u vSech analyzovanych klonil vyloucit. NanaSeci kontrola: GAPDH.
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Obrazek 15: Exprese HTR3A u dalSich 32 jednotlivych klonii odvozenych z bunék linie SH-SYSY
transfekovanych prisluSnymi CRISPR RNP. Vzorky z bunék, u kterych byla vyuZita sgRNA cilici

na HTR3A a u nichZ byla o¢ekdvéana inaktivace tohoto genu, jsou oznaceny rdmeckem s popiskem

HTR3AX°. Tu¢né zvyraznény jsou vzorky, které oproti ostatnim vykazuji mirné snizeni exprese HTR3A.

Tyto rozdily nicméné nelze srovnévat s rozdilem v hladiné HTR3A u kontrolnich netransfekovanych
bunék linie SH-SYSY (PK) a linie NBL-38 (NK). Jedinou vyjimkou by mohl byt klon 9 ze skupiny
sgHTR3A#2. Vpravo dole je potom druhy biologicky replikat ¢tyf konkrétnich klont, které byly na

zéklad¢ screeningu vytipovany jako klony s rozdilnou expresi HTR3A. Rozdilnd exprese se ale u druhé

s s

analyzované pasdze nepotvrdila. Pozn.: Rovnéz analyza dalSich dvou pasdzi klonu9 ze skupiny
sgHTR3A#2 sniZeni exprese patrné u 3. pasdze nepotvrdila. Nanaseci kontrola: GAPDH.
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4.6 RNA interference

Po neudspéSném utlumeni exprese HTR3A pomoci metody CRISPR byla zvolena dalsi
alternativa, posttrankripéni umlceni exprese pomoci tii rdznych siRNA navrZenych proti
transkriptu genu HTR3A (siHTR3A#1, siHTR3A#2 a siHTR3A#3). BohuZel ani s vyuZitim této
metody se mi pii pilotni optimalizaci podminek transfekce nepodafilo ziskat experimentalni
model se sniZzenou expresi proteinu zadjmu (Obr. 16). Funk&nost metody pfitom byla ispéSné

ovéfena diky zafazeni pozitivni kontroly, siRNA cilici na transkript genu PROM1 (siPROM1).
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Obrazek 16: Vysledky western blottingu v ramci pokusu o posttranskripéni umléeni exprese
HTR3A pomoci siHTR3A#1 u linie SH-SY5Y. Na trovni proteinti se nepodatilo dosahnout sniZeni
exprese HTR3A po 48, ani 72 hodindch po transfekci. Vedle optimalizace ¢asového intervalu pro
transfekci bun€k bylo pfitom vyzkouSeno rizné mnozstvi siHTR3A#1 a také rtizné mnoZstvi
lipofek¢éniho Ccinidla (oznaceni Y2Lip odpovidd poloviné mnoZstvi RNAIMAX doporuceného
vyrobcem). Pozitivni kontrola: siPROM1 proti transkriptu genu PROMI (kédujiciho povrchovy
protein CD133). Negativni kontrola: siNC1. NandSeci kontrola: GAPDH. Pozn.: RovnéZ pfi pouZiti
dalSich dvou siRNA (siHTR3A#2 a siHTR3A#3) nepotvrdila analyza pomoci western blottingu sniZeni
exprese HTR3A.
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5 Diskuze

NB piedstavuje relativné Casty détsky nddor piiznacny svym variabilnim klinickym
projevem. U nékterych pacientli dochazi ke spontdnni diferenciaci, maturaci ¢i regresi nadoru,
zatimco jini pacienti jsou postizeni vysoce agresivni formou onemocnéni s ¢asnymi
metastdzami, u niZ je progndza velmi nepifizniva a mortalita dosahuje stale vice nez 50 %, a to
i ptes dlouholeté usili védecké komunity a zavadéni novych 1é¢ebnych modalit (Irwin a Park,
2015; Veselska et al., 2019; Tas et al., 2020). Usp&snost 1é¢by NB je hluboko pod pramérem
ostatnich diagn6z v détské onkologii, ktery €ini asi 80 % (Adamson, 2015). Pravé neproporéné
vysokd mortalita spolu s relativné vysokou mirou incidence NB (8 % vSech détskych malignit,
ale 15 % umrti v pediatrické onkologii) motivuje klinické onkology a védce k hledani novych
biomarkeri onemocnéni, jez by umoZnily pfedpovidat pribéh onemocnéni u konkrétniho
pacienta (Irwin a Park, 2015; Newman a Nuchtern, 2016). Zptesnéni stratifikace pacientl
a zvySeni spolehlivosti prognézy by mohly poskytnout vyzkumy ohledné bunééného pavodu
NB a identifikace novych biomarkerti, jez by reflektovaly pravé odliSnou etiologii NB
u konkrétnich pacienti (Jansky et al., 2021; Hanemaaijer et al., 2021).

Ackoli je tkanovy pivod NB jasné definovdn, jeho bunécny plivod ziistdvd zahadou.
Casny vék v dobé& diagnézy a heterogenita onemocnéni vedly k predpokladu, Ze NB vznikd
v disledku deregulace vyvoje neurdlni listy, respektive jejich derivati (Mora a Gerald, 2004;
Johnsen et al., 2019). Neni ale jasné, jaké konkrétni okamziky béhem ontogeneze mohou byt
spojeny s procesem nadorové transformace. Hned nékolik recentnich studii se proto zamétilo
na zkoumdni NB na udrovni jednotlivych bun€k a hleddni souvislosti s fyziologickymi
vyvojovymi procesy v nadledvin€ (Dong et al., 2020; Hanemaaijer et al., 2021; Jansky et al.,
2021). Zatimco Dong et al. (2020) dospéli k zavéru, Ze vétSina bunék NB fenotypoveé odpovida
ChB, podle jinych védct jsou transkripcni profily bunék NB podobné ptevazné neuroblastiim
(ve smyslu prekurzorit sympatickych nervovych vldken) a konkrétni klinické subtypy NB lze
navic mapovat do odliSnych piechodnych stadii v procesu diferenciace neuroblast
(Hanemaaijer et al., 2021; Jansky et al., 2021). Dle Jansky et al. (2021) jsou mezi NB nizkého
rizika nejvice zastoupeny buiiky podobné pozdnim, relativné zralym stadiim neuroblasti,
vyznacujicich se expresi markerd GAP43 ¢i NTRK1, zatimco u NB vysokého rizika, a zvlasté
v ptipadé NB s amplifikaci MYCN, jsou nddorové builkky podobné spiSe casnéjSim
prekurzortim, napiiklad populaci bridge cells.

V ndvaznosti na recentni studie prenatdlniho vyvoje dien¢ nadledvin, které poukazuji

na moznou souvislost bridge cells srozvojem NB, tato price zkouma klinicky potencidl
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HTR3A, jehoz exprese a funk¢ni dloha u NB dosud nebyla systematicky studovana (Furlan
etal., 2017; Furlan a Adameyko, 2018). Nicméné¢ uz v 90. letech byl diskutovan klinicky
vyznam HTRs u NB obecné, kdyZ byla poprvé prokazana pritomnost HTR3 a HTR1 na povrhu
nadorovych bunéck, pricemz autofi spekulovali o mozZzné souvislosti HTRs s agresivitou

konkrétniho nadoru (Pranzatelli a Balletti, 1992).

5.1 Exprese HTR3A a vybranych markeri u Sesti bunéénych
linii NB

Vychodiskem pro tuto préci bylo stanoveni exprese HTR3A u Sesti bunécnych linii
derivovanych z NB. Vramci analyzovaného panelu byly rozdily vexpresi HTR3A tak
vyznamné, 7e umoznily jednoznacné rozdéleni linii na HTR3AME" a HTR3A™Y linie.
V budoucnu by bylo zajimavé zam¢éfit se na studium exprese HTR3A u SirSiho panelu linii NB,
protoZe se nabizi otdzka, zda 1ze vSechny linie NB jednoznac¢né rozd¢€lit do diskrétnich kategorif
HTR3AMe o HTR3A™. Tyto poznatky by snad vice napovédély, do jaké miry souvisi exprese
HTR3A s bunéénym pivodem NB.

Podle nového modelu vyvoje nadledvin je exprese HTR3A u mysi omezena na diskrétni
stddium v podobé bridge cells (Furlan et al., 2017). Dle jiné studie ale u ¢lovéka dochdzi jesté
v prubéhu diferenciace v ChB k dal§imu nértstu exprese HTR3A, zatimco jeji pokles doprovazi
pouze diferenciaci v sympatoblasty (Dong et al., 2020). Bylo by tedy oSidné na zdkladé exprese
jediného markeru hledat mozny ptivod HTR3AME linii pouze v bridge cells. Stiddium bridge
cells pfitom mulze predstavovat klicovou populaci v obdobi kritickém pro spravny vyvoj
nadledvin (Furlan et al., 2017). S ohledem na roli 5-HT pfi intrauterinnim vyvoji obecné lze
spekulovat, zda se pravé v tomto stadiu diky piitomnosti HTRs na povrchu diferencujicich
bunék nadledviny neuplatiiuje jakdsi zpétnovazebna smycka v expresi 5-HT a reakci na néj,
ktera by byla nidchylné na naruSeni (Johnson et al., 2008; Oberlander, 2012; Garcia-Gonzalez
etal.,2017; Lv a Liu, 2017).

V dalsi fazi feSeni své diplomové prace jsem se u NB linii zaméfil také na vztah mezi
expresi HTR3A, expresi markeri kmenovosti a markeri charakteristickych pro SCPs i ChB,
abych mohl jednotlivé linie blize charakterizovat a pokusit se nastinit, jaké fyziologické
protéjsky ve smyslu riznych vyvojovych stadii adrendlnich buné¢k mohou zkoumané linie NB
reprezentovat. Tento screening naznacil, Ze exprese c-MYC koreluje s expresi HTR3A.
Exprese c-MYC je pfitom povazovana za znak vysokého kmenového potencidlu a agresivity

nadorovych bun¢k, véetné¢ NB (Yang et al., 2017; Zimmerman et al., 2018; Skoda et al., 2019).

73



Diskuze

Tato skutecnost nds opét privadi k prvni studii zkoumajici HTRs u NB, v niz byla diskutovana
moZnd souvislost agresivity nddoru a exprese HTRs (Pranzatelli a Balletti, 1992).

Pokud jde o transkripéni faktor N-MYC, je patrny trend vySSi exprese N-MYC
u HTR3AM" linif, pfestoZe detekce pomoci western blottingu nebyla technicky optim4lni.
Vysoka exprese MYCN je fyziologicky detekovédna v pritbéhu embryondlniho vyvoje napiiklad
u migrujicich bun¢k neurdlni listy, ale jeho hladina je striktn¢ regulovdna a béhem vyvoje
postupné klesa (Jiang et al., 2011; Johnsen et al., 2019; Hanemaaijer et al., 2021). Lze proto
spekulovat, zda neni v ur¢itém obdobi prenatdlniho vyvoje lokus MYCN néchylnéjsi k mutaci
¢i amplifikaci vzhledem k jeho zvySené transkrip¢ni aktivité v neurdlnich progenitorech a zda
N-MYC se podili na udrZeni nediferencovaného proliferujiciho stavu bun¢k a jeho protéjSkem
je TrkA, kdy exprese této kindzy je naopak typickd pro NB s vysokym stupném diferenciace
a byva spojovana s regresi NB (Zhu et al., 2012; Brodeur a Bagatell, 2014).

Exprese SOX10 je typickd pro ¢asnéjsi stddia bun¢k v rdmci vyvoje neurdlni listy
a jejich derivati (v¢. SCPs), diferenciace v ChB ¢i sympatoblasty je potom spojena s plynulym
poklesem exprese tohoto transkripéniho faktoru (Dong ef al., 2020). V ramci diplomové price
se u panelu Sesti linif NB bohuZel nepodatilo SOX10 spolehlivé stanovit, nicmén¢ jeho vysoka
exprese byla nedavno asociovana s pfiznivou prognézou NB (Yang et al., 2020).

Velmi zajimava je fddové vyssi exprese TH u linii CHLA-15 a CHLA-20 oproti
referencni linii SH-SYSY. Vyznamné rozdily v expresi TH v rdmci mnou studovaného panelu
linii mohou samy o sob& poukazovat na odlisny bunéény piivod NB, nebo na rizny stupen
diferenciace u bunék jednotlivych linii. Exprese tohoto enzymu biosyntézy katecholaminil je
u NB piitom jiz delsi dobu zndmym faktem a byla zvaZovédna také jako marker pro
monitorovidni MRD (Wang et al., 2000). Autofi studie upozoriiovali na vyssi diagnostickou
senzitivitu markeru na bazi sledovani exprese TH neZ u standardné vyuZivané detekce produkce
katecholaminli. Zna¢na variabilita v expresi TH pozorovand mezi jednotlivymi bunécnymi
liniemi v rdmci mé diplomové prace je v souladu s vysledky autorq, ktefi expresi TH zkoumali
u sedmnécti linii NB (Wang et al., 2000). Extrémné vysokd exprese TH u linii CHLA-15
a CHLA-20 potom nuti k zamySleni nad jejich bunénym plivodem, protoze TH typicky
exprimuji spiSe diferencovanéjsi stddia bun¢k v dfeni nadledvin, tedy pfedevSim ChB, ale
rovnéZ neuroblasty (Dong et al., 2020). S ohledem na soucasnou expresi TH a HTR3A u téchto
dvou linif NB by nejjednodussim vysvétlenim byl ptivod v buiikdch odvozenych od bridge cells,
jez uz byly vramci diferenciacni drdhy bliZze k fenotypu ChB, ale zatim neztratily expresi

HTR3A. Samoziejm¢ je potfeba mit stdle na paméti, Ze v piipadé naddorové transformace by
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k dosazeni tohoto stavu mohlo dojit i skrze ¢astecnou dediferenciaci bunék, kterd je u nadora
pomérné Castéd (Edsjo et al., 2007).

Naopak linie SH-SYSY jako dal¥i zastupce HTR3A™" linif by mohla vychazet pfimo
z bridge cells. Pouze u této linie jsem totiZ prokdzal expresi transkripéniho faktoru SOX2, jehoz
vysoké hladiny exprimuje pravé tato bunééné populace (Furlan et al., 2017). Neni pfekvapivé,
Ze exprese tohoto markeru kmenovosti je spojena s pokrocilejSim onemocnénim a s vySsi
tumorigenicitou a niz§im stupném diferenciace bunck NB (Yang et al., 2015). Naopak Ize
uvazovat o tom, Ze vSechny tii HTR3A"" linie by s ohledem na nizkou expresi HTR3A, TH,
c-MYC a SOX2 i s ohledem na jejich morfologii mohly piedstavovat spiSe vice ¢i mén¢ zralé
sympatoblasty. Tyto linie jsou totiZ charakteristické vétSimi vybézky piipominajicimi nervova
vldkna, zatimco vechny tii HTR3AME" linie jsou tvofeny kompaktngjsimi butikami.

JelikoZ jsem zkoumal pouze Sest bunécnych linii a jednotky markert, poskytuji tyto
analyzy exprese pouze letmy vhled do problematiky buné¢ného ptivodu NB. Do budoucna by
bylo nesmirné zajimavé rozsitit studovany panel linii NB, coZz by mohlo umoznit vytvoreni
jakési Casové osy, na niZ by byly umistovany jednotlivé linie na zdkladé modelu diferenciacni
drahy navrzeného autory jedné z recentnich studii (Hanemaaijer et al., 2021; Jansky et al.,
2021). Pak by snad bylo moZné i ptiblizn¢ odhadnout, kdy béhem ontogeneze doslo k nddorové
transformaci. PfekdZkou k dosazeni tohoto cile je nicméné¢ skutecnost, Ze i kazda z bunécnych
liniif NB je sama o sob¢ dosti heterogenni a Ze buiky nddorové linie kultivované in vitro nemusi
nutné byt fenotypovée shodné s pivodnimi butikami v primdrnim nddoru, s ohledem na mozZnost
spontdnni diferenciace ¢i indukované dediferenciace (Edsjo et al., 2007; Persson et al., 2017,
van Groningen et al., 2017; Jansky et al., 2021).

K odhaleni molekuldrni podstaty heterogenity NB pfitom mlze vyznamne¢ piispét prave
porovnavani expresnich profili nadorovych bunck sjejich fyziologickymi protéjsky
diskutovanymi vySe. Napftiklad Jansky et al. (2021) ukazali, Ze aCkoli Ize mnohé NB oznacit za
NB vychdzejici pifevazné z neuroblastli, proporce tohoto typu bun¢k v rdmci nddorové masy
neni nikdy 100 %. Pomoci analyzy transkriptomu jednotlivych buné€k bylo zjisténo, Ze linie
SK-N-SH, z niZ je mimochodem odvozena i linie SH-SYSY vyuZitd v rdmci mé price, zahrnuje
nejen buiiky podobné neuroblastiim (35 %), ale také bunééné populace, které svym expresnim
profilem odpovidaly charakteristikim SCPs (30 %), bridge cells (15 %), ChB (10 %) a bun¢k,
jez predstavuji bezprostfedni potomky bridge cells (10 %) (Jansky et al., 2021).

Vedle screeningu exprese vybranych vyznamnych marker (v¢. markerd kmenovosti
SOX2 a ¢-MYC) byly v ramci diplomové price provedeny také funkéni testy CSCs, které

umoznily posoudit, zda se zastoupeni CSCs v rdamci heterogenni masy bunék liS§i mezi
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jednotlivymi liniemi, zejména s piihlédnutim k rozdéleni na HTR3AM&" a HTR3A™Y linie.
Prestoze byly tyto experimenty provedeny pouze pro tii vybrané linie z panelu, jejich vysledky
naznacuji, Ze schopnost tvorby sfér pravdépodobné koreluje s expresi HTR3A. Frekvence CSCs
byla totiz fddové niz&i u HTR3A™ linif, coZ je konzistentni s niZ$i hladinou onkoproteinu
c-MYC. Pro ovéfeni hypotézy ohledné rozdilné kmenovosti HTR3A"e a HTR3A®Y linif vSak
bude tfeba v prvni fad¢ provést obdobné testy alesponi u zbylych tif linii v rdmci panelu, protoze
mozné vysvétleni pozorovanych vysledki 1ze hledat i v tom, Ze vysokd schopnost tvofit sféry
je specificka pro linit CHLA-20 jakoZto polosuspenzni linii.

Béhem dlouhodobé kultivace bunécnych linii jsem také empiricky vypozoroval, Ze
HTR3AMe! Jinie vykazovaly obecné rychlejsi riist a krat§i generaéni dobu. Tyto rozdily bude
vSak nutné experimentdlné ovéfit a souCasnd pozorovani v zadném piipad€ neprokazuji

kauzalni souvislost mezi expresi HTR3A a ristovymi parametry bunék NB.

5.2 Modulace signalizace

HTR3A je nejvyznamnéjsi podjednotkou receptoru HTR3 zapojeného do serotonergni
signalizace, jehoz aktivace ligandem spousti nespocet dalSich efekti v buiice
zprostfedkovanych vtokem Na* a Ca?* do buiiky soucasné s vypusténim K* (Hannon a Hoyer,
2008). Modulace aktivity HTR3A by tedy mohla mit vyznamny vliv napfiklad na viabilitu
arastové parametry bunék ¢i expresi nékterych konkrétnich markert diferenciace
a kmenovosti. Testy MTT po n€kolikadennim ovlivnéni bun€k neprokazaly zadny vyznamny
vliv samotného 5-HT na buiiky a ani ptisobeni antagonistit HTR3, granisetronu a VUF10166,
nevedlo k vyznamnym rozdilim ve viabilité ¢i proliferaci bun¢k. Pouze v pfipad¢ nejvyssich
koncentraci granisetronu (ve form¢ granisetron hydrochlorid) byl pozorovan pokles viability
¢i proliferace u linie SH-SYSY. Lze ale spekulovat, zda tento efekt nemuze byt zptisoben
pouhou vyssi koncentraci kyseliny chlorovodikové v diisledku vyuziti dané formy 1é€iva.

Naopak experimenty s agonisty HTR3 naznacuji, e u HTR3AM&" linii zptisobuje
nadmérnd aktivace receptoru zastaveni proliferace, coz ale neni spojeno s cytotoxickym
efektem. To dokldd4 nékolik zjiSténi: 1) béhem plisobeni agonistt HTR3 nebyla empiricky
pozorovédna Zadnd selekce bunck ani plavajici mrtvé bunky v jamkdch, 2) Stépend kaspiza
jakozto marker apoptézy nebyla detekovdna ani u bunék ovlivhénych NMQ, 3) exprese
markert diferenciace ¢i kmenovosti ziistala nezménéna. Zpomaleni Ci zastava proliferace je

tedy nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim pozorovaného t¢inku agonistii na HTR3AMe" buiiky,

ackoliv v pifpadé m-CPBG nebyly rozdily mezi reakci HTR3AME" a HTR3A'" linif tak vyrazné.

76



Diskuze

Rozdiln4 odpovéd HTR3AMe" a HTR3A¥ linif na pisobeni agonistt HTR3 je svym
zpusobem ocekavatelnd, protoZe rozdilnd exprese HTR3A by méla odpovidat rozdilnému poctu
funkcnich receptort na povrchu bun€k. S ohledem na fakt, Ze dalsi podjednotky HTR3 nejsou
schopny tvofit funkéni homopentamery a jejich distribuce a exprese je tkanove specifickd
(Niesler et al., 2003; Niesler et al., 2008; Holbrook et al., 2009) je ziejmé, Ze uroven exprese
HTR3A zéasadné ovliviiuje reakci na testovana Cinidla.

Pozorovany ttlum proliferace po plisobeni agonistl, zejména NMQ a SR57227, je
z molekuldrniho pohledu ponékud piekvapivy, protoZe u agonisti lze z podstaty jejich aktivity
ocekdvat stejny efekt jako v piipad¢ ptirozeného ligandu 5-HT, jehoZ hlavnim efektem po
navazani na HTR3 je vzrust koncentrace vapenatych iont v cytoplazmé (Hannon a Hoyer,
2008). Nadbytek Ca’* sice miZe zptsobit tibytek bungk diky své toxicité po precipitaci
s fosfatovymi skupinami ATP (Lange et al., 2019), ale tento mechanismus je v rozporu
s cytostatickym déinkem agonistd HTR3, ktery byl pozorovan u HTR3A"e" Jinif NB v ramci
této prace. Vzriist koncentrace Ca®* v cytoplazmé je navic obecné povaZzovan za prortstovy
signdl spojeny s prichodem bunéénym cyklem (Kahl a Means, 2003; Monaco et al., 2015).

Ackoliv ziskané vysledky ohledné¢ plsobeni agonisti HTR3 na buiikky NB jsou
v kontextu vysSe uvedenych poznatkli neCekané, vysvétleni by bylo mozné hledat ve vysoké
vazebné afinité a nefyziologické nadmérné aktivaci HTR3A, kterou tato 1éCiva zpusobuji. Lze
se domnivat, ze koncentrace 5S-HT a agonisttl, jez by vyvolaly stejnou fyziologickou odpovéd’,
se fadové 1isi. Role samotného Ca** jakoZto sekundarniho posla je navic nesmirné komplexni.
Ca2* zasahuje do Sirokého spektra signdlnich drah a ndsledné tak nepiimo reguluje expresi fady
gent, véetné mnohych tranksripénich faktorti (Fujiwara et al., 2016; Patergnani et al., 2020).
Stoji za zminku, Ze pifimo na sbirkové linii SH-SYSY bylo demonstrovdno, Ze narusSeni
pfirozené dynamiky a oscilace intraceluldrniho Ca** vedlo k navozeni klidového stavu (angl.
quiescence) a vstupu do Go faze bunécného cyklu (Cecchi et al., 2000).

Jedno z moZnych vysvétleni piisobeni Ca>* poskytuje také studie zkoumajici neuronalni
diferenciaci a rust neuritli, jejiz vysledky dokladaji, Ze CaMK reguluji prodluZzovani axonti
ajsou schopny indukovat diferenciaci NB (Schmitt er al., 2004). Detailni hodnoceni
diferenciace nebylo pfedmétem této diplomové prace. Navic po plisobeni agonistli nebyl
v ramci pilotnich experimentl pozorovan pokles vybranych markert neurdlnich prekurzori.
Ptesto je nutné pfipomenout, Ze jednou z 1é¢ebnych modalit pouzivanych u NB vysokého rizika
je pravé diferenciacni terapie pomoci izotretinoinu (Dobrotkova et al., 2019). Nékteré studie
pfitom naznacuji, Ze indukce diferenciace pomoci izotretinoinu miZe byt zprostiedkovana

skrze stejné efektory, jez jsou ovlivnény signalizaci pres Ca** (Biernat et al., 2002).
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Ackoliv tuto hypotézu nelze opfit o zadné dosud publikované prace, jako
nejpravdépodobnéjsi pii€ina pozorovaného tutlumu proliferace se jevi moZnost naruseni
celkové homeostazy Ca®* pti dlouhodobé aktivaci HTR3 nefyziologickymi hladinami ligandu,
ktera jiz byla nastinéna vySe. Pro otestovani této hypotézy by bylo kazdopadné vhodné provést
elektrofyziologické méteni aktivity iontovych kandlii a na zdkladé zmétenych toku ionth urcit,
jaké intraceluldrnni hladiny Ca®" jsou dosaZeny po pisobeni syntetickych agonisti HTR3
ve srovnani s pfirozenym ligandem.

Pro otestovani, zda a jak se méni fenotyp bunc¢k po plisobeni agonistd, byl nasledné
posuzovan vliv pétidenniho ptisobeni NMQ také na zastoupeni CSCs v ramci bunécné populace
a schopnost tvofit sféry. Zasah do kmenovosti bun¢k pfitom nebyl pozorovan u zastupct
HTR3AMe" ani HTR3A™ linii. Funkéni testy CSCs tedy v souladu s vysledky analyz exprese
spiSe naznacuji, Ze kratkodoba aktivace HTR3A nema vyrazngjsi vliv na diferenciaci bunék
a nesnizuje viabilitu bun¢k s fenotypem CSCs, coZ je velmi zajimavé v kontextu potlacené
proliferace HTR3A"#" linif detekované pomoci MTT testu.

Lze tedy shrnout, Ze krom¢ absence apoptézy nebyl prokazan zZadny konkrétni dopad
pusobeni NMQ na buiiky. PiestoZe se nepodafilo prokazat korelaci mezi poklesem proliferace
a diferenciacnim statutem bungk, je nicméné mozné, Ze jsem konkrétni mechanismus ptisobeni
pouze nezachytil. Z dosazenych vysledkii analyz exprese fady markerti po ptisobeni NMQ sice
neni jasny trend zmény, ale bylo by potfeba tyto experimenty zopakovat s ohledem
na nedostatek kvalitnich opakovani analyzy pomoci western blottingu. Piinosné by v tomto

sméru mohly byt experimenty s diferenciaci bungk HTR3AMh

linie navozenou pomoci ATRA
a nasledné posouzeni citlivosti takto ovlivnénych bun€k k piisobeni NMQ spolu s analyzou
exprese HTR3A, protoZe tyto fenotypové vlastnosti by se indukci diferenciace mohly zménit,
jako je tomu ostatn¢ v ptipadé zmén v expresi fady jinych genti (Chlapek et al., 2010).

Pro ovéfeni, Ze pozorované efekty vramci experimenti sagonisty HTR3 byly
zpusobeny skutecné modulaci HTR3A, by bylo vhodné vyuZit testovani piisobeni kombinace
antagonisty HTR3 s jeho agonistou, tedy naptiklad pouziti NMQ v koncentraci ICso spole¢né

s riznymi koncentracemi granisetronu.

5.3 Pokusy o utlumeni exprese HTR3A

Jelikoz jednotlivé bunécné linie mohou nést fadu mutaci, jez by mohly vysvétlit jejich
odli$né chovani nezdvisle na serotonergni signalizaci, bylo nasledné¢ tieba provést experimenty

s uméle navozenym snizenim exprese HTR3A u nékteré z HTR3AMe" linif a ovéfit tak hypotézu
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ohledn¢ souvislosti HTR3A s kmenovosti a tumorigenicitou bun¢k, kterd vzesla z korelanich
analyz. Pouziti metod CRISPR ani RNA interference u zvolené sbirkové linie SH-SYSY
nicméné nevedlo ke kyZenym vysledkéim a model HTR3A°Y bungk, jeZ by byly na stejném
genetickém pozadi jako pvodni HTR3AMe" linie SH-SY5Y, se nepodatilo vytvofit. Pfitom
v piipad¢ RNA interference byla funkcnost metody ovéfena zatazenim pozitivni kontroly. To
je samo o sob¢ zajimavé zjisténi, které vede k fad¢ otdzek ohledné toho, do jaké miry jsou
HTR3AMe" buiiky z4vislé na expresi HTR3A. Nékteré z klon@i v rémci metody CRISPR mély
totiZ zna¢né¢ omezené rustové schopnosti a jejich dlouhodob4 kultivace byla netdspésna.

Obecné mohu konstatovat, Ze prakticky u vSech klonti jsem pozoroval zpomaleny rust
po transfekci a celém procesu spojeném s metodou CRISPR oproti netransfekovanym bunkam
linie SH-SYSY. V ptipadé€ jednotlivych izolovanych transfekovanych buné€k v rdmci metody
CRISPR, kterych bylo celkem 192 od kazdé pouzité sgRNA, bylo moZzné ocekdvat zisk
rostoucich klonii pouze z nékterych z nich, protoze v ramci heterogenni nddorové masy je
zastoupeni CSCs schopnych dat vznik nové populaci obecné velmi nizké. Piesto bylo
pozoruhodné vSimat si znacné variability v rastovych parametrech jednotlivych klont
a extrémniho zpomaleni rlstu u nékterych z nich. Zatimco od nékterych klond bylo mozné
ziskat lyzaty jiz po tiech tydnech kultivace (za tii tydny tedy jedna sortrovand buiika dala
vzniknout né€kolika milionim dcefinnych bunék), u jinych klonti se podafilo ziskat lyzaty
az po tiech mésicich. Konkrétné¢ bylo nasledné¢ mozné analyzovat kolem 20 klonti od kazdé
pouzité sgRNA — zdaleka ne v kazdé jamce tedy bunky pfezily, coz se ale tykalo 1 sgAAVSI,
sgNC1 a sgNC2.

VySe popsand variabilita v rychlosti rastu nicméné¢ mohla byt ddna heterogenitou
pritomnou u linie SH-SYS5Y jiz pfed zahdjenim experimentu a nemusi se nutn¢ jednat o projev
rozdilné uspéS$nosti knockoutu. Interindividudlni i intraindividudlni heterogenita je jednim
z nejcharakteristictéjSich rysi NB a jeji pozorovani v ramci jednotlivych CRISPR kloni
odvozenych od linie SH-SYS5Y je v souladu s vysledky studie, kterd se zabyvala mj. linii
SK-N-SH, od niZ byla tato linie odvozena (Jansky et al., 2021).

S ohledem na tyto skutecnosti tedy nelze v soucasné chvili s jistotou tvrdit, Ze k editaci
genu HTR3A touto metodou nedoslo. Z pribéhu experimentu a z dosazenych vysledki vSak
vyvozuji, Ze metodicky je velmi problematické bunky s knockoutem HTR3A zkoumat, protoze
rustové parametry takovych bunék, alespon v piipad¢ linie SH-SYSY, zfejmé znemoziuji
zéakladni kultivacni postupy. Zjisténi, Ze vSechny rostouci klony exprimovaly HTR3A, pouze
potvrzuje, Ze bunky této sbirkové linie zkritka potfebuji HTR3A pro aktivni proliferaci

a schopnost rastu se tak u nich neslucuje s dplnym vypnutim exprese HTR3A. Analyza
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smésnych (pool) linif transfekovanych bun¢k predstavuje v tomto sméru ujisténi, Ze by mi snad
nem¢ly uniknout klony se sniZzenou expresi HTR3A, protoZe i v pfipad¢ heterogenity by se
sniZeni exprese m¢lo na této trovni alespon trochu projevit.

Rovnéz v piipadé RNA interference bylo mozné si v§imnout toho, Ze bunecna linie
SH-SY5Y transfekovand siHTR3A#1 vykazovala odliSnou dynamiku nérGstu bunécné
populace nez kontrolni vzorky. Ani tato metoda nevedla k zisku experimentalniho modelu se
sniZenou expresi proteinu zdjmu. Pokud jde navic o analyzy exprese na drovni proteinu, je
mozné, Ze v piipadé HTR3A se efekt uml¢eni pomoci siRNA nemusi z kratkodobého hlediska
viubec projevit. Lze totiz soudit, Ze u HTR3A jakozto podjednotky receptoru nedochdazi
v piipad¢ aktivace ligandem k internalizaci (Hannon a Hoyer, 2008) a je proto mozné, Ze
ackoliv mnozstvi transkriptu genu HTR3A bylo uspéSné sniZeno, stailo na pokryti obratu
proteinu. PrestoZze jsem na Zadnou studii zabyvajici se problematikou obratu HTR3A
v dostupné literatufe nenarazil, bylo by urcité pfinosné zaméfit se po RNA interferenci také na
zhodnoceni exprese HTR3A na urovni mRNA. Dalsi mozné vysvétleni netspéchu této metody
muze byt stejné jako v ptipadé metody CRISPR, tedy neslucitelnost experimentalniho zdsahu
s proliferaci a metabolickou aktivitou bun€k, coZ by se na drovni bunécné populace projevilo
niz§im zastoupenim bunék s dspéSnym umlcenim exprese HTR3A (zistavajicich v klidovém
stavu), jehoz efekt by prekryly ostatni nezasazené buiiky.

Netuspéesné snahy o piipravu modelu se snizenou expresi HTR3A pro ndsledné valida¢ni
experimenty tedy naznacuji, Ze HTR3A ma4 zfejmé dlleZitou tlohu v rlstu bun¢k a jeho exprese
muze korelovat i s kmenovosti bunék, pricemz zlistdva otdzkou, zda u HTR3A™ linii nemtZe
mit v piipad¢ této biologické funkce zastupnou roli né€jaky jiny receptor ze skupiny HTRs.
To mé& opét ptivadi k hypotéze, ze HTR3A'™ NB vychdzi pravdépodobné z jinych bunék nez
HTR3AMe" Jinie. Jisté by bylo pifnosné provést screening exprese dalich podjednotek HTR3
a také dal§ich 13 subtyptt HTRs u HTR3A"*¥ linii. Nicméné z4stupna role HTRs mimo HTR3
je nepravdépodobnd, protoZze HTR3 je mezi vSemi HTRs jediny LGIC, ostatni receptory patii
mezi GPCRs (Hannon a Hoyer, 2008).

O utlumeni exprese HTR3A se snaZzila fada vyzkumnikd, jejichZ vysledky podporuji ma
pozorovéni. U bunék kolorektdlniho karcinomu a karcinomu plic bylo totiZ zjiSténo, Ze tento
experimentalni zdsah vede k dtlumu proliferace, zastavé bunééného cyklu, a navic také indukci
apoptozy (Tang et al., 2018; Tone et al., 2020). Co se ty¢e podminek in vitro, mize se zdvaznost
zasahu, a tedy proveditelnost metody, asi liSit dle pouzité bunécné linie. Vysledky dalsi studie,
v niZ autofi zkoumali dcinek antidepresiv pusobicich ptes SERT, dokladaji, Ze knockout

HTR3A je proveditelny i na trovni celého organismu (Martin et al., 2017). To bylo potvrzeno
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i vramci jiné studie, kterd vSak poukdzala na naruSenou schopnost migrace neurdlnich

progenitorti u kmene mysi s knockoutem tohoto genu (Garcia-Gonzalez et al., 2017).

5.4 Klinicky potencial HTR3A u NB

Tato diplomova préce si také klade za cil nastinit mozny potencidl HTR3A v klinické
onkologii. Poc¢ate¢ni vyhlidky byly takové, Ze by se HTR3A moZna mohl uplatnit jako novy
terapeuticky cil v pfipad¢ 1écebnych modalit na bazi indukce diferenciace. BohuZel vyuziti
agonistd HTR3 v 1é¢bé NB je podle mého ndzoru spise nepravdépodobné, protoZe podle mych
vysledki nemd modulace serotonergni signalizace cytotoxicky tcinek a pravdépodobné¢ by tedy
vedla v nejlepSim piipadé pouze ke zpomaleni progrese onemocnéni, nehledé¢ na to, Ze
mechanismus piisobeni agonistli zatim neni viibec jasny. Navic by bylo nutné uvazit, jaka davka
respektive koncentrace NMQ ¢i SR57227 je tolerovatelnd v podminkéch in vivo, ptipadné jak
zajistit dopraveni ¢inidel pouze do nddorové tkané.

Nicméné stoji za zminku, Ze modulace serotonergni signalizace je jiz onkology pfi 1écbé
NB vyuzivana, a sice v ramci zmirnéni neZadoucich ucinki cytostatik v podobé CINV (Schnell,
2003). Zde se konkrétné vyuziva antagonismu HTR3 a nejcastéji jsou pacientim poddviny
granisetron, ondansetron ¢i dolasetron (Schnell, 2003). V pifipadé potencidlniho vyuZiti
agonistl je tedy tfeba myslet i na moznou interferenci s t€émito 1éky a potencidlni vzdjemné
vyruSeni u¢inkl. Nabizi se ale také otdzka, zda 1écba CINV samotnd nebo napiiklad uzivani
antidepresiv pusobicich pies serotonergni systém nemuze mit vliv na progresi NB, at’ uz
pozitivni nebo negativni, nebo zda nemtze ovlivnit dspéSnost 1écby. V tomto sméru by mohly
byt piinosné pribézné dlouhodobé studie u pacientti s NB.

Terapeuticky potencidl HTR3A tedy sice nebude nikterak vyznamny, ale jinak je tomu
v pfipadé potencidlu diagnostického respektive prognostického, protoze na zakladé
provedenych korelacnich analyz a nedspéSnych pokusti o utlumeni exprese HTR3A jsem
presvédCen o tom, Ze exprese HTR3A by se mohla ukazat jako citlivy prognosticky biomarker
a mohla by tak v budoucnu doplnit sadu kritérii pouzivanych v ramci klasifikacniho systému
INRGSS a zlepsit stratifikaci pacientil do jednotlivych skupin rizika. Nicmén¢ pro ovéifeni
tohoto potencidlu HTR3A bude nutné rozsifit panel studovanych linii NB a pfedevSim se
zam¢fit na izolaci RNA piimo z bioptickych vzorkti NB. Na zdklad¢ pozorované variability

v expresi HTR3A snad poté bude mozné validovat rozdéleni na HTR3AMe» a HTR3A"Y linie

a stanovit jejich Cetnost mezi vSemi pacienty s NB a ddle napiiklad pouze mezi skupinou
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Diskuze

pacientl s NB vysokého rizika apod. Neni vyloucené, Ze budouci vyzkumy ukdZzi, Ze je exprese
HTR3A podobné¢ vyznamnym prognostickym faktorem jako amplifikace MYCN.

Hlavni pfinos vyzkumu HTR3A nicméné vidim v rozkryvani bunééného plivodu NB,
protoZe spolu s dal§imi markery by analyzy exprese HTR3A mohly pomoci objasnit, kdy béhem
ontogeneze miiZze potencidlné dojit k nddorové transformaci. Vyzkumy tohoto typu vSak
komplikuje skutecnost, Ze ohledné nékterych aspektli vyvoje nadledvin nepanuje ve védecké
komunité shoda. Zastanci klasického modelu vyvoje nadledvin piedpoklddaji existenci

Vv s

spolecné sympatoadrendlni linie, jeZ poté segreguje v sympatoblasty a ChB, kdy ventralné;jsi
subpopulace bunék formuje dien nadledvin a dorzdlnéjsi subpopulace se sbiha v sympaticka
paraspindlni ganglia (Mora a Gerald, 2004; Jiang et al., 2011). Podle nového modelu vyvoje
nadledvin dochdzi k segregaci bun€k o néco diive a bunky nadledvin tak vznikaji pfevazné
ze SCPs pres stddium bridge cells a s neurony v gangliich maji vzdalengjSiho spole¢ného
predka v Casnéjsich fazich ontogeneze (Furlan et al., 2017). Oba modely se tedy 1isi predevSim
v nacasovani udalosti a také ptedpokladanou oblasti, kde dochazi k segregaci dvou linii.

I v ptipad€ nového modelu je vSak tfeba pocitat v ivahdch s moznou komunikaci dfené
nadledvin s neurony ¢i neuroblasty v okolnich sympatickych gangliich a je také tfeba vzit
v Gvahu faktory pfitomné ve fetdlni kiife nadledvin. Ta bezesporu miize mit vliv na vyvoj dien¢
nadledvin, jelikoz neurdlni progenitory pravé skrz vrstvu kiry migruji (Crowder, 1957). Také
nesmime zapominat na jeden z faktorti v ramci klasifikacniho systému INRGSS, kterym je
zastoupeni stromatu ze Schwannovych bunék v bioptickém vzorku, jeZ by mohlo mit souvislost
s populaci SCPs (Irwin a Park, 2015; Hanemaaijer et al., 2021). Samotnda piitomnost stromatu
by pfitom nemusela piimo znamenat ptivod NB v SCPs, ale spise poukazuje na duleZitost
nadorového mikroprostiedi, jehoZ odliSnosti se projevuji na trovni klinickych charakteristik
nadoru. Slovy klasikii vyzkumu na poli nddorové biologie: ,,Nadorové buiiky nevyvoldvaji
nemoc samy, ale svad¢ji a korumpuji ostatni buniky ve svém okoli, aby se postavily mimo zdkon
bunécné spolecnosti.”“ (Hanahan a Coussens, 2012).

Vv s

Bohuzel tedy nemohu zaujmout jasnéjsi stanovisko k hypotéze, zda deregulace bridge
cells miiZe predstavovat jednu z pfic¢in vzniku NB. Mohu pouze konstatovat, Ze linie SH-SYS5Y
coby zastupce HTR3A"#" Jinif je dobrym kandiddtem NB vychdzejiciho pravé z této populace.
Najevo totiz nevysly Zadné skutecnosti, jeZ by odporovaly této hypotéze. V piipad¢ linie
CHLA-15 a CHLA-20 je pavod v bridge cells jiz mén¢ pravdépodobny a vSechny zkoumané
HTR3A™¥ linie z tohoto pohledu reprezentuji pravdépodobné spise NB s fenotypem

neuroblastu.
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SOUHRN

6 Souhrn

Tato price sndzvem Uloha serotoninovych receptorii a jimi zprostiedkované
signalizace u neuroblastomu se zamétuje na vyznam HTR3A v patogenezi NB, ktery je
nejcastéjSim détskym extrakranidlnim solidnim niddorem se znacné variabilnim klinickym
pribéhem. NB nejcastéji vychdzi z oblasti dfen¢ nadledvin, jeZ ptfedstavuji derivat neurdlni
liSty. Podle poslednich vyzkumt maji agresivni NB vys$si zastoupeni bunék, které fenotypem
pfipominaji ptfechodnou populaci bun€k nadledvin, tzv. bridge cells. Ta je pfitom
charakteristickd expresi HTR3A, jejiz funkéni role uNB dosud nebyla systematicky
prozkoumaéna.

Cilem predkldadané prace bylo stanovit expresi HTR3A v ramci panelu Sesti bunéénych
linif NB a posoudit moZnosti modulace serotonergni signalizace z hlediska vlivu na viabilitu
a fenotyp bunék NB. Soucésti prace byly také pokusy o experimentdlni utlumeni exprese
HTR3A. Na zdklad€ provedené analyzy exprese HTR3A na tirovni mRNA i proteinu bylo moZné
rozdélit bunééné linie do dvou diskrétnich skupin oznadenych HTR3AMe" a HTR3A"Y, pficemz
vysokd exprese HTR3A byla navic asociovdna s vysokou expresi onkoproteinu c-MYC.
Bunééné linie ze skupiny HTR3AME" také na rozdil od HTR3A™Y linif reagovaly na piisobeni
agonistd HTR3. To u téchto linii vedlo k potlac¢eni riistovych parametrii u testované bunécné
populace. Dalsi experimenty, pfi nichZ nebyl prokdzan vliv této intervence na diferenciaci
a kmenovost bun¢k ani indukci apoptézy, vedly k zavéru, Ze nejpravdépodobnéjsim efektem
plsobeni agonistt HTR3 na buriky HTR3AM&" linii je zpomaleni & zastaveni proliferace.
Pokusy o ptipravu experimentdlntho modelu s uméle snizenou expresi HTR3A metodami
CRISPR a RNA interference bohuZel nebyly uspésné adokladaji tak dulezitost této

podjednotky receptoru u bunék HTR3AMe"

linii, jejichZ ristové schopnosti byly timto experi-
mentdlnim zdsahem znac¢né negativné ovlivnény, coz znemoznovalo dalsi kultivacni postupy.
Vysledky této prace poukdzaly na pravdépodobné odlisSny pavod jednotlivych
studovanych bunéCnych linii NB a naznacuji, Ze agresivnéjsi fenotyp je charakteristicky pro
HTR3AMe! Jinie, které by tak mohly fenotypem odpovidat populaci bridge cells. Na zakladé
dosazenych vysledkii lze shrnout, Ze vyzkum HTR3A ma potencidl zejména z hlediska
zpteshovani progndzy pacientil s NB a jsem také presvédcen o tom, Ze studium HTR3A spolu
s dal§imi markery miZe pomoci odhalit bunéény ptivod NB a vyznam serotonergni signalizace

pro regulaci fyziologického vyvoje nadledvin.
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SUMMARY

7 Summary

This thesis, The role of serotonin receptors and the serotonin receptor-mediated signaling
in neuroblastoma, deals with the role of HTR3A in the pathogenesis of neuroblastoma (NB), a
common pediatric extracranial solid tumor with a highly variable clinical course. The majority
of NB arises from the adrenal medulla, which represents a derivative of the neural crest.
According to recent studies, aggressive NBs have a higher proportion of cells that
phenotypically resemble a transient population of cells in adrenal glands, the so-called bridge
cells. These cells are characterized by the expression of HTR3A. However, a functional role of
HTR3A in NB has not been systematically investigated.

The aim of this thesis was to determine the expression of HTR3A within a panel of six NB
cell lines and to assess the potential of modulating serotonergic signaling in terms of its effect
on the viability and phenotype of NB cells. Approaches to experimentally silence the HTR3A
expression were also part of the thesis. Based on the analysis of HTR3A expression at both
mRNA and protein levels, it was possible to categorize the cell lines into two distinct groups:
HTR3AMEM and HTR3A™Y. Importantly, high HTR3A expression was associated with elevated
expression of the c-MYC oncoprotein. Unlike HTR3A""Y cells, HTR3AM" cells were also
sensitive to the treatment with HTR3 agonists, which resulted in the suppression of growth
parameters in the tested HTR3AMe" cell lines. Further experiments did not show any effects
of this intervention on cell differentiation and stemness or induction of apoptosis, which
suggests that the effect of HTR3 agonists in the HTR3AM" cell lines was most likely caused by
their inhibitory activity on cell proliferation. Unfortunately, the attempts to create an
experimental model with artificially silenced HTR3A expression by CRISPR and RNA
interference methods were not successful. These experimental interventions severely affected
the growth ability of HTR3AMe" cell lines, making their in vitro cultivation impossible, which
further highlights the importance of HTR3A in HTR3AM¢" NB cells.

The results of this thesis pointed to the likely different origin of the studied NB cell lines
and suggest that HTR3AM" lines are associated with a more aggressive phenotype and could
therefore phenotypically correspond to the bridge cell population. Overall, this thesis indicates
that HTR3A research has a potential to provide new prognostic tools for NB patients. Future
studies focusing on HTR3A, together with other markers, may contribute to unraveling the
cellular origin of NB and elucidate the importance of serotonergic signaling in the regulation

of physiological development of the adrenal glands.
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