MASARYKOVA
UNIVERZITA

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Vyznam
tropomyosinu 2
V progresi
osteosarkomu

Diplomova prace

ANDREA ROUSOVA

Vedouci prace: doc. Mgr. Petr Benes, Ph.D.

Ustav experimentalni biologie
Program Molekularni biologie a genetika

Brno 2023






VYZNAM TROPOMYOSINU 2 V PROGRESI OSTEOSARKOMU

Bibliograficky zaznam

Autor: Andrea Rousova
Prirodovédecka fakulta
Masarykova univerzita
Ustav experimentalni biologie

Nazev prace: Vyznam tropomyosinu 2 v progresi osteosarkomu

Studijni program: Molekuldrni biologie a genetika

Vedouci prace: doc. Mgr. Petr Benes, Ph.D.

Rok: 2023

Pocet stran: 74

Klicova slova: Osteosarkom, tropomyosin 2, TPM2.3, izoforma, proliferace, migrace,

prognosticky faktor



VYZNAM TROPOMYOSINU 2 V PROGRESI OSTEOSARKOMU

Bibliographic record

Author: Andrea Rousova
Faculty of Science
Masaryk University
Department of Experimental Biology

Title of Thesis: The role of tropomyosin 2 in osteosarcoma progression
Degree Programme: Molecular biology and genetics

Supervisor: doc. Mgr. Petr Benes, Ph.D.

Year: 2023

Number of Pages: 74

Keywords: Osteosarcoma, tropomyosin 2, TPM2.3, isoform, proliferation,
migration, prognostic factor



VYZNAM TROPOMYOSINU 2 V PROGRESI OSTEOSARKOMU

Abstrakt

Tropomyosiny (TPM) jsou rodina aktin-asociovanych proteinii objevenych ve svalovych
burikach, kde je jejich hlavni tlohou regulovat pripojeni myozinovych hlavic na aktinova
filamenta béhem svalové kontrakce. Vyskytuji se ovSem i v nesvalovych bunkach, kde jako
dllezita slozka cytoskeletu ovliviiuji dynamiku aktinovych vlaken a jejich pristupnost pro
vazbu dalSich aktin-asociovanych proteint. V lidském genomu byly popsany 4 TPM geny,
které diky alternativnimu sesttrihu produkuji vice nez 40 izoforem. Gen TPM2, na ktery jsme
se zamérili v této diplomové praci, dava vznik 4 izoformam - TPM2.1, TPM2.2, TPM2.3
aTPM2.4. Cilem této diplomové prace bylo analyzovat hladinu izoforem TPM2
v osteosarkomovych bunécnych liniich a charakterizovat vliv zvySené hladiny izoformy
TPM2.3 na fenotypové vlastnosti téchto bunék. Pro analyzu hladiny izoforem TPM2 byly
vyuzity 4 osteosarkomové bunécné linie - 2 parentalni (HOS, SAOS-2) a 2 metastatické
(143B, SAOS-LM5). Z vysledkd vyplyva, Ze hladina celkového proteinu TPM2 i vSech
jednotlivych izoforem je sniZend u metastatickych linii. Nejvice exprimované izoformy
ve vybranych bunéc¢nych liniich jsou izoformy TPM2.1 a TPM2.3. Zatimco vyznam izoformy
TPM2.1 v tumorigenezi byl jiZ popsan v nékolika odbornych publikacich, uloha TPM2.3
v progresi nddoru zatim zlistdva neobjasnénd. Proto jsme se rozhodli bliZe analyzovat
izoformu TPM2.3, konkrétné vliv jeji zvySené exprese na vybrané vlastnosti vysoce
metastatické osteosarkomové bunécné linie 143B. Nase vysledky ukazuji, Ze po navySeni
exprese TPM2.3 dochdzi u téchto bunék ke zpomaleni jejich proliferace, sniZené schopnosti
tvorit kolonie v 2D i 3D prostiedi a pomalejsi migraci. Tyto vysledky naznacuji, Ze izoformu
TPMZ2.3 lze povaZovat za moZny nadorovy supresor u osteosarkomu.



VYZNAM TROPOMYOSINU 2 V PROGRESI OSTEOSARKOMU

Abstract

Tropomyosins (TPM) are family of actin-binding proteins discovered in muscle cells, where
they regulate binding of myosin head to actin filament during muscle contraction. However,
they can also be found in non-muscle cells as an important component of cytoskeleton. They
regulate the dynamics of the actin filaments and access for other actin-binding proteins. Four
different TPM genes were described in human genome. These genes produce more than 40
isoforms, due to alternative splicing. In my diploma thesis, we focus on the gene TPM2 and
its four isoforms - TPM2.1, TPM2.2, TPM2.3 and TPM2.4. The aim of this thesis was to
analyse the level of all TPM2 isoforms in osteosarcoma cell lines and characterize the role of
TPM2.3 in regulation of their phenotypic characteristics. The analysis of the level of TPM2
isoforms expression was performed in four osteosarcoma cell lines. Two of them were
parental (HOS, SAOS-2) and two of them were metastatic (143B, SAOS-LM5). The level of
TPM2 protein as well as the level of all individual isoforms was lower in metastatic cell lines.
Moreover, isoforms TPM2.1 and TPM2.3 were the most expressed isoforms in osteosarcoma
cells. The role of TPM2.1 in tumour progression was described previously in several
scientific publications, however, the role of TPM2.3 remains unknown. For this reason, we
chose isoform TPM2.3 for detailed analysis. Specifically, we tested how the higher
expression of TPM2.3 affects phenotypic properties of highly metastatic osteosarcoma cell
line 143B. The results show slower proliferation, reduced 2D and 3D clonogenic capacity and
inhibited migration of 143B cells with increased expression of TPM2.3 compared to parental
cells. These results indicate that TPM2.3 isoform can be considered as tumour suppressor in
osteosarcoma.
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SEZNAM POJMU A ZKRATEK

Seznam pojmu a zkratek
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Uvop

1 Uvod

1.1 Osteosarkom

Osteosarkom je nejcastéjsi maligni onemocnéni kosti. Ma bimodalni rozlozeni v populaci, nejvice
se objevuje u déti a mladistvych a druhou nejpostizenéjsi skupinou jsou jedinci starsi Sedesati let
(Corre et al., 2020). Podle amerického webu Cancer.Net aktualizovaného v unoru 2021
osteosarkom tvofi 2 % nadorovych onemocnéni u déti do 14 let a 3 % u déti mezi 15 a 19 lety.

Piiblizné¢ 10 % diagnostikovanych jsou lidé ptes 60 let (https://www.cancer.net/cancer-

types/osteosarcoma-childhood-and-adolescence/statistics). Cast&ji byvaji postizeni muzi neZ Zeny
(Taran et al., 2017).

Nédor se vyviji pfedevS§im v metafyze dlouhych kosti (femur, tibia, humerus), konkrétné
v blizkosti rustové ploténky. Méné Casto muze vznikat v kostech lebecnich, panevnich nebo
v Celistech (Corre et al., 2020). Rustova ploténka je zodpovédna za aktivni vytvafeni kosti a
elongaci, proto se osteosarkom vétSinou vyskytuje ve véku, kdy probiha nejintenzivnéjsi kostni

rast, tedy i buné¢né déleni, a bunky jsou nachylné na vznik mutaci (Ferguson et Turner, 2018).

Kostni mikroprostiedi je dynamické, vysoce specializované a komplexni mikroprostiedi skladajici
se z kostnich bun¢k (osteocyty, osteoblasty, osteoklasty), stromalnich bun¢k (mesenchymalni
kmenové bunky, fibroblasty), buné¢k cévniho endotelu a pericytli, imunitnich bunék (makrofagy,
lymfocyty) a mineralizované extracelularni matrix (Corre et al., 2020). Vznik osteosarkomu je
stale podnétem diskuze. Jednou z moznych pfi¢in vzniku osteosarkomu je zména v genetické
informaci mesenchymalnich kmenovych bunék (MSCs) a jejich pfeména na maligni
osteosarkomové buniky. Wang et al. (2017) dokazali, ze po vypnuti exprese proteinu Rb a
nadmérné expresi c-Myc dochazi k preméné MSCs a zaroven se zvySuje jejich proliferace a
snizuje rychlost starnuti. Rizné studie také poukazuji na preosteoblasty a osteoblasty, vznikajici

z MSCs, jako na buiiky, zptsobujici vzniku osteosarkomu (de Azevedo et al., 2020).

Pro osteosarkom je typické brzké metastdzovani. V momenté€ diagndzy uz se metastazy vytvorily
priblizné u 20 % pacientti a u 90 % z nich se jedna o plicni metastazy. Pétileta mira pteziti pacientti
s distalnimi metastazemi je pouze 15-30 % (Czarnecka et al., 2020). DalSim castym mistem
s vyskytem metastdz jsou kosti. Pfedpoklada se, ze u vétSiny pacientli bez makrometastatického
nalezu jsou zalozena mikrometastaticka loziska (Taran et al., 2017).
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V prvni fazi metastazovani dochazi k migraci bunék osteosarkomu z mista primarniho nadoru do
okolnich tkani. Tento proces je zavisly na schopnosti degradace bazalni membrany a extracelularni
matrix (ECM), coz mohou zplisobovat piedevs§im proteiny z rodiny metaloproteinaz (MMP)
(Sheng et al., 2021). Nasledn¢ buiiky osteosarkomu piekonavaji bariéru endotelovych bunék a
bazalni membranu cév a dostavaji se do krevniho ob&hu, ze kterého potom pronikaji do cilového
organu. Béhem tfeti faze metastdzovani se vétSina bunék z krevniho ob¢hu dostavéa do plicniho
mikroprostiedi. Pouze mala ¢ast nadorovych bunék je schopna vytvorit detekovatelné metastaze.
V krvi a plicnim mikroprostiedi jsou nadorové bunky vystaveny mnoha negativnim vlivim, které
se lisi od piivodniho kostniho prostfedi. Naptiklad je zde jina koncentrace kysliku a Zivin. Pokud

se bunky adaptuji na tyto podminky, vytvaii mikrometastaze, dochazi k angiogenezi a proliferaci

a vznikaji vaskularizované makrometastatické 1éze (obr. 1) (Sheng et al., 2021).
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' mikro-
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...........

A e
L
~— >

primarni nador kosti plice: nejcastéjsi oblast metastazi u osteosarkomu

Obrazek 1: Schematické zobrazeni tvorby plicnich metastaz u osteosarkomu. Zdroj: Fan et al.,
2020 (upraveno).
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111 Diagno6za a genetické predispozice osteosarkomu

Mezi typické ptiznaky vyskytu osteosarkomu patii lokalni bolest ndsledovana otokem a omezenim
pohybu kloubu. Pfi podezieni na osteosarkom zacind stanoveni piesné diagndzy lékaiskym
vySetfenim s rentgenem. Nejcastéj$imi nalezy po rentgenovém vySetfeni jsou hustd skler6za
metafyzy, rozsifeni mekkych tkani a kalcifikace (Ferguson et Turner, 2018). Dalsim krokem je
magnetickd rezonance (MRI), pomoci které je mozné posoudit stav mékké tkan¢ vzhledem

k okolnim tkanim, cévam a nervim a intra dfefiové rozsifeni.

Diagnéza osteosarkomu nyni probiha i pomoci imunohistochemickych a sérovych marker. Pro
diagnostiku osteosarkomu a predikci vyvoje nadoru je dulezité naptiklad zjistit hladinu alkalické
fosfatazy (ALP) a laktdit dehydrogendzy (LDH). Hladina ALP mize byt u pacientd
s osteosarkomem zvysena az o 40 %, coz pozitivné koreluje s vétsim objemem nadoru a predikuje
krat$i dobu celkového pieziti (overall survival, OS) (Jafari et al., 2020). V poslednich letech se
jako biomarker pro detekci a urceni progndzy zacaly testovat také molekuly miRNA. Diky své
povaze mohou molekuly miRNA inhibovat onkogeny a nadorové supresory, coz naznacuje, ze by
mohly mit roli v onkogenezi. Calin et al. (2002) dokazali, ze miR15 a miR16 chybi nebo maji
snizenou hladinu v pfipad€é chronické lymfocytarni leukemie. Pozdéji byla dysfunkce miRNA
dokdzana 1 v pfipad¢ osteosarkomu. Napiiklad sniZena hladina miR-195 v séru pacientl
s osteosarkomem muze pravdépodobné slouzit jako sérovy marker pro diagnézu osteosarkomu a

zaroven predpovida horsi prognozu (Cai et al., 2015).

DalSim markerem ukazujicim na vyskyt osteosarkomu je zména v hladin€ ur€itych cytokint.
Naptiklad byly u osteosarkomu objeveny zvysené hodnoty TGF-p (transforming growth factor f5),
IL-6 (interleukin 6) nebo MMP-9 (metaloproteinaza 9), a proto mohou byt tyto proteiny vyuzivany
jako biomarkery. IL-6 je produkovan MSCs a podporuje proliferaci a metastazovani a stejné jako
zvySend Uroven MMP-9 negativné ovliviiuje vyvoj osteosarkomu a pomaha predikovat horsi

progndzu pacienta (Zamborsky, 2019).

Existuji syndromy, které predisponuji pacienta k vyvoji osteosarkomu. Jednim z nich je Li-
Fraumeniho syndrom (LFS), pfi kterém je postizen mutaci gen TP53, kodujici protein p53, dobie
znamy jako dualezity nadorovy supresor. Ztrata tohoto proteinu tedy zvySuje Sanci vzniku malignit
nejen u pacienti s Li-Fraumeniho syndromem, protoze i u sporadicky vzniklych piipadt dochazi

Casto k somatické ztraté proteinu p53 (Correa, 2016). Dalsim Casto inaktivovanym genem je Rb,
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ktery také za normadlnich okolnosti funguje jako nédorovy supresor. Jeho mutovana forma
zpusobuje maligni nador oznaCovany jako retinoblastom. Osteosarkom je druhé nejcasté)si
nadorové onemocnéni u pacientt s retinoblastomem (Desphadne et Hinds, 2006). Mutace v BLM
helikaze zpusobuje Bloomiiv syndrom a u téchto pacienti je obecné osteosarkom obvyklejsi
onemocnéni nez u bézné populace (Jafari et al., 2020). Pro vznik osteosarkomu jsou také
predisponovani pacienti trpici Pagetovou chorobou kosti (Shoaib et al., 2021). Pagetova choroba
kosti je chronickd a ohniskovd porucha kostniho metabolismu ustici typicky ve zvétSeni a
deformaci kosti v jedné nebo vice oblastech kostry. Mezi hlavni komplikace onemocnéni patii
neoplasticka transformace poSkozené kosti. VéEtSina vznikajicich nadorli jsou osteosarkomy,
Vv mensi mife i fibrosarkomy a chondrosarkomy. Pfiblizné u 1 % pacientti s Pagetovou chorobou
se vyvine osteosarkom, avSak riziko vzniku osteosarkomu je nékolik tisickrat vyssi nez v bézné
populaci. Odhaduje se, ze asi 20 % pacientli s osteosarkomem starSich 60 let trpi Pagetovou
chorobou kosti. Vznik nadorti signifikantné pfispivd umrtnosti pacientil s timto onemocnénim

(Gennari et al., 2019).

1.2 Lécba

Do roku 1970 byli pacienti s osteosarkomem Ié¢eni vyluéné amputaci postizené koncetiny. V 80.
letech minulého stoleti doSlo k pokroku v operacnich technikach, vyzkumu efektivnéjSich

chemoterapeutik a pre- a post-operac¢ni chemoterapeutické ptidavné 1é¢bé (Zhao et al., 2021)

121 Operace

Cilem operace osteosarkomu je kompletni odstranéni nadoru. Spoleéné s pokrokem
v zobrazovacich technikidch, biomedicinském inZenyrstvi a objevem pozitivniho vlivu
ptedoperacni chemoterapie doslo k piesunu od amputace k tzv. koncetinu zachovavajicim (,,limb

salvage®) operacim (Taran et al., 2017).

122 Chemoterapie

Studie zabyvajici se vlivem chemoterapeutik na osteosarkom zacaly v 70. letech 20. stoleti, kdy
byla chemoterapie pouzivana jako ptidavnd léCba po operaci k zabranéni formovani 1ézi a
metastaz, které nebyly operaci kompletné odstranény. Nasledné¢ se chemoterapeutika zacala

vyuzivat 1 predoperativné jako tzv. neoadjuvantni chemoterapie. Vyznam neoadjuvantni
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chemoterapie spociva naptiklad v moznosti brzké systematické 1écby, kterd poméaha zabranit
vzniku mikrometastaz a snizeni opakovaného vzniku onemocnéni (Zhao et al., 2021). Koncept
neoadjuvantni chemoterapie byl pfijat a pteveden do klinické praxe a je stale vyuzivan. Aktualné
patii mezi nejéastéji vyuzivana chemoterapeutika pro 1é¢bu osteosarkomu doxorubicin,
vysokodavkovy methotraxat, cisplatina a ifosfamid (Zhao et al., 2021). Délka 1é¢by je obvykle
6-12 mésicti. Doxorubicin inhibuje topoizomerazu II, tim ovliviiuje replikaci DNA a zplisobuje
jeji poskozeni (Meredith et Dass, 2016). Jeho vyuziti je omezené kvili moznému kardiotoxickému
ucinku. Druhé nejcastéji pouzivané chemoterapeutikum je cisplatina (Carrle et Bielack, 2006).
Piisobi jako antineoplastické cinidlo, stejné jako doxorubicin zplsobuje poskozeni DNA,
konkrétné vytvaii vazby mezi DNA bazemi, inhibuje replikaci DNA a bunécné déleni (Dasari et
Tchounwou, 2014). Vysokodavkovy methotrexat mtize zpusobit t€Zkou zivot ohroZujici toxicitu,

ale celkové je dobfe tolerovan u mladych pacientt (Carrle et Bielack, 2006).

1.2.3 Imunoterapie

Vyuziti allogennich nadorovych bunék jako imunogenu je povaZovano za jednu z prvnich snah o
aktivni imunoterapii osteosarkomu. Piedchozi studie ukazaly, ze je mozné zvysit Ctyfleté preziti
bez nemoci (DSF, disease-free survival) o 44 % pii kombinaci imunoterapie a operace,

V porovnani s pacienty 1écené pouze operaci (Jafari et al., 2020).

Jednou z moznosti imunoterapie je vyuziti vakcin obsahujici nadorové peptidy, proteiny, autologni
dendritick¢ buniky nebo autologni ¢i allogenni nadorové buiky. Cilem je stimulovat
protinadorovou imunitni odpovéd’ (Jafari et al., 2020). Dendritické bunky spole¢né s nadorovym
lyzatem stimuluji aktivaci cytotoxickych T lymfocytt, zvySuji uroven interferonu y (IFN-y) v séru
a redukuji plicni metastaze (He et al., 2016). Existuji studie, které ukazaly, Ze vyuziti imunoterapie
pomoci dendritickych bunék u recidivujiciho osteosarkomu se zda byt bezpecné bez vaznych

vedlejsich u¢inkl a zpisobuje ocekavanou imunitni odpoveéd’ (Jafari et al., 2020).

K imunoterapii lze zatadit 1 1ébu pomoci mifamurtidu. Jednéd se o synteticky lipofilni analog
muramyl dipeptidu, peptidoglykanu obsaZeného v bakteridlni bunécné sténé, ktery je schopny
aktivovat vrozeny imunitni systém. Jeho tumoricidni efekt na mikroskopické metastize je
pravdépodobné zplisobeny stimulaci monocytli a makrofagli asociovanych se zvySenou trovni
prozanétlivych cytokind. Vyznam vyuziti mifamurtidu v 16¢bé€ osteosarkomu je v jeho schopnosti

napodobit druh infekce napomahajici vymyceni rezidualnich mikrometastaz, které nebyly
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eliminovany systémovou chemoterapii. Kombinace chemoterapie, operace a vyuziti mifamurtidu
by mohlo pfinést lepsi vysledky 1é¢by pro mladé pacienty (Mudry et al., 2021). Dilezitou roli
ve zprostiedkovani efektivni protinddorové imunitni reakce hraji kontrolni body imunitniho
systému (immune checkpoints). Jde pfedevsim o proteiny na povrchu nadorovych bunék, proti
kterym lze cilit protilatky. Bylo dokazano, ze PD-1 (programmed death receptor-1) je zapojen
Vv patogenezi osteosarkomu. Exprese PD-1 je u osteosarkomu vyznamné zvySena a u pacientl
koreluje s neptiznivou prognozou (Yu et Miao, 2016). CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-
4) inhibuje funkci T lymfocytt a suprimuje protinadorovou imunitni reakci. Stejné jako PD-1, byla

u osteosarkomu pozorovana zvysena exprese CTLA-4 (Wang et al., 2016).

1.3  Prognostické markery osteosarkomu

Zavedeni resekce a neoadjuvantni chemoterapie vedlo ke zvyseni pétileté miry pteziti pacientd o
vice nez 60 %. Avsak u velkého mnozstvi pacienti stale dochazi k rozvoji resistence k 1é¢ivim,
tvorbé metastaz a mistnim relapsim, a tedy K neptiznivému pribéhu onemocnéni. Proto je
nezbytné nalézt uzite¢né prognostické markery a moci tak predpoveédét velikost rizika a provést

v¢asnou 1é¢bu za ucelem vylepSeni miry pieziti pacientd s osteosarkomem (Xin et Wei, 2020).

Zménénou hladinu nékterych proteind pii urcitych fazich vyvoje osteosarkomu lze povaZzovat za
ukazatele pribé¢hu onemocnéni. Naptiklad apurinova/apyrimidinova endonukledza 1 (APEIL),
ktera je zapojena do oprav DNA typu bazové excize, apoptdzy a bunécného cyklu mtize hrat roli
V progndze onemocnéni. ZvySena hladina APE1 byla nalezena u nékolika druhti naddora (plic,
vajeCniku nebo prostaty). U osteosarkomu vyssi exprese APE1 koreluje s niz8i dobou pieZiti

(Zamborsky et al., 2019).

Rihova et al. (2022) popsali funkci transkripéniho faktoru c-Myb (kédovan gen MYB) v progresi
osteosarkomu a identifikovali tento protein jako negativni prognosticky marker u osteosarkomu.
Byl rovnéz prokazan jeho vliv na rdst, chemosensitivitu, migraci a metastatickou aktivitu u

osteosarkomovych bun&nych linii (Rihov4 et al., 2022).

Pomoci sekvenovani nové generace (NGS) bylo objeveno nékolik molekul, které mély vyrazné
zménénou hladinu exprese u osteosarkomu. Jednou z téchto molekul je ptiklad cyklin-dependentni
kinaza 4 (CDK4), ktera kontroluje progresi buné¢ného cyklu regulaci tranzice z faze G1 do S faze.
U osteosarkomu byla detekovéana zvySend exprese CDK4 korelujici s metastatickym potencidlem
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a horsi progndzou. Zaroven bylo pozorovano, Ze po inhibici CDK4 dochazi ke snizené bunécné

proliferaci, ristu a migrace u osteosarkomu (Zhao et al, 2020).

Identifikace biomarkeri pro diagnézu a progndézu onemocnéni, predevSim v metastatické fazi,
mize pfinést tolik potfebny néstroj pro v€asnou diagnézu onemocnéni a identifikaci potencialnich

terapeutickych cili (Zamborsky et al., 2019).

Mnoho klinickych studii identifikovalo dalsi biomarkery asociované s osteosarkomem. Nékteré
biomarkery by mohly byt potencidln¢ vyuzity ke sledovani progrese nebo ptredpovédi progndzy
osteosarkomu (Zamborsky et al., 2019), avSak dosud neni zadny z téchto markerd vyuzivan
v klinické praxi. Pro moznost vyuZivat jiz objevené biomarkery pro ptredpovéd prognodzy
u osteosarkomu je diilezité nejen provést dalsi preklinické a klinické studie, ale také neustavat
Vv hledani a objevovani dalSich biomarker, které by mohly slouzit jako potencidlni prognostické

faktory a terapeutické cile u osteosarkomu.

1.4 Tropomyosin

V roce 1946 byl ve svalovych buiikach identifikovan protein, jehoZ hlavni funkci se ukazala byt
regulace interakce tenkych aktinovych vldken s tlustymi myozinovymi vlakny béhem svalové
kontrakce. Na zaklad€ podobnosti se svalovym myozinem, konkrétn¢ ve sloZzeni aminokyselin a
fyzikalnich vlastnostech, dostal tento protein ndzev Tropomyosin (TPM) s ocekavanim, ze by se
mohlo jednat o prekurzor myozinu (Gunning et al., 2008). Nasledujici prace ov§em tuto domnénku
vyvratily a ukazalo se, Ze TPM je dimer dvou identicky velkych podjednotek a vyskytuje se i
V nesvalovych bunkach, ve kterych je jeho hlavni tlohou ovliviiovat stabilitu, respektive dynamiku

aktinovych filament (Wang et Coluccio, 2010).

14.1 Geny pro tropomyosin, isoformy tropomyosinu

V sav€ich buikéach existuji 4 geny kodujici tropomyosin: TPM1, TPM2, TPM3 a TPM4.
Alternativni sestfih téchto geni, vyuziti odliSnych promotori a rizné polyadenylacni signaly maji
za nasledek tvorbu piiblizné 40 odlisnych mRNA s plnou délkou ORF (open reading frame) (obr.
2) (Lin et al., 2008). Geny pro TPM jsou v lidském genomu Siroce rozptylené. Lokalizace TPM1
je na 15. chromozomu v oblasti 15q22, TPM2 se nachazi v oblasti 9p13, TPM3 na lokusu 10922 a
TPM4 na 19p13 (Lin et al., 2008). Historicky byly tropomyosiny také klasifikovany jako
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vysokomolekularni (HMW, high molecular weight) a nizkomolekularni (LMW, low molecular

weight). Vysokomolekularni tropomyosiny se skladaji z 284 aminokyselin a obsahuji exony la a

2, zatimco nizkomolekularni TPM obsahuji 248 aminokyselin a chybi jim exon 2. VSechny TPM

pak obsahuji exony 3-9 (Gunning et al., 2008).

Diverzita TPM izoforem je primarn€ zptsobend alternativnim sestfihem. Alternativni sestfih byl

objeven u Drozofily, kde byly detekovany razné produkty genu Tpml v embryu a hrudniku

(Gunning et al., 2008). Nasledujici studie dokazaly, ze diky alternativnimu sestfihu lidského

TPM1 genu dochazi k produkci svalové i cytoskeletalni izoformy.
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Obrazek 2: 1zoformy tropomyosinu vytvoiené alternativnim sesttihem 4 genli pro tropomyosiny:
TPM1, TPM2, TPM3, TPM4. Zdroj: Geeves, et al., 2015 (upraveno)
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1.4.2 Funkce tropomyosinu

TPM izoformy jsou rizné lokalizované v bunice a ptispivaji tak k mnoha rtiznym funkcim.

Jedna z hlavnich a nejznaméjsich funkci TPM je jeho zapojeni do svalové kontrakce. TPM tvofi
ve svalovych vlaknech komplex s troponinem a cely tento komplex se vaze na aktin. Pii vazbé
Ca?" jonti k troponinu C na troponin-tropomyosinovém komplexu dochazi k posunu tohoto
komplexu a odhaleni vazebného mista pro myosin. Myosinova hlavice se navaze na aktinové
vlakno a pfi spotiebé ATP dochdzi k posunu aktinového vlakna, a tedy ke kontrakci svalu. Pohyb
tropomyosinu nastava 12-17 ms pred tim, nez je mozné detekovat mechanickou odpovéd na

svalovou aktivaci (obr.3) (Gunning et al., 2008).

Bylo dokazano, ze TPM hraje roli také v morfogenezi. Naptiklad morfogeneze kosternich svali je
doprovazena zménami v expresi TPM izoforem. Cytoskeletalni izoformy odvozené od vSech 4
genl jsou exprimované v myoblastech, prekurzorech kosterniho svalu. Béhem tvorby vicejaderné
myotubuly dochézi ke snizeni exprese nékterych izoforem tropomyosinu, napt. TPM3.1, TPM 2.1
a TPM1.6. Tyto izoformy jsou pak nahrazeny izoformami pii¢né pruhovaného svalstva, konkrétné
TPM1.1, TPM2.2 a TPM3.12 (Hardeman et al., 2020).

Existuji alespont dvé izoformy (TPM3.1 a TPM2.1), které reguluji bunécnou adhezi. Interakci
TPM2.1 do aktinovych vldken asociovanych s fokalnimi adhezemi vznika komplex zodpovédny
za vnimani napéti. Vytvari se kontraktilni jednotka podobna sarkomete, ktera fidi kontrakci
ve fokéalnich adhezich a pfedava silu vnéjSi matrix, ¢imZ je ndsledné umoznéno méfit tuhost

extracelularni matrix a regulovat bunéénou proliferaci (Hardeman et al., 2020).
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troponin

Po vazbé Ca®* na troponin-
tropomyosinovy komplex dochézi k
@ posunu tohoto komplexu a odhaleni
aktivniho mista pro vazbu myosinu

— aktivni misto

=

@ Myosinova hlava se véZe na
aktin

Béhem kontrakce se myosinova hlava
ohyba, uvolriuje se ADP a fosfat a
dochézi k posunu myosinu podél

aktinového vldkna.

Nova molekula ATP se vaZe na
@ myosin, ¢imZ ukoncuje vazbu
myosinu na aktin.

ATP hydrolyzuje na ADP a
@ fosfat. Myosin se navraci do
relaxované pozice.

Obrazek 3: Molekularni mechanimus svalové kontrakce. Zroj:
https://openstax.org/books/biology-2e/pages/38-4-muscle-contraction-and-locomotion
(upraveno).

1.4.3 Tropomysin a aktin

Aktinovy cytoskelet je komplexni organizovana sit, slozend z polarnich linearnich aktinovych
vlaken (F-aktin), zapojena do mnoha esencidlnich procesi v buiice. Pomoci koordinované
polymerizace aktinovych vldken se v bufice tvoii tlak, mize dochédzet ke kontrakci bunck a
pfetvafenim zesitovanych aktinovych vldken asociovanych s membranou poméha urcit tvar a
rezistenci bunécného povrchu. Tyto aspekty jsou pak velmi dulezité pro bunéénou migraci,
interakci bunky s prostiedim, mechanické vlastnosti bunééného povrchu, pohyb a morfogenezi

bunécnych organel (Svitkina, 2018). Chovani aktinu je regulovano mnoha aktin-asociovanymi
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proteiny véetné TPM. TPM izoformy naptiklad chrani mikrofilamenta pied gelsolinem, villinem

a ADF/cofilinem, které by zpisobily rozklad aktinovych vldken (Wang et Coluccio, 2010).

Dimer TPM se vaze podél aktinového vlakna a omotava aktinovou spirdlu. Vazba monomeru
k aktinu je slaba, ale tzv. head-to-tail interakce dimeru zvySuje silu vazby (obr. 4) (Wang et
Coluccio, 2010).

Tropomyosin Troponin komplex

Obrazek 4: Vazba tropomyosinu na aktinové vlakno. Zdroj:
https://jackwestin.com/resources/mcat-content/specialized-cell-muscle-cell/presence-of-
troponin-and-tropomyosin (upraveno).

V zavislosti na tom, zda se jednd o HMW nebo LMW izoformu, se TPM dimer rozprostira pies
6-7 aktinovych jednotek. C-koncova doména TPM se mize vazat k N-koncové doméné¢ prilehlého
TPM, coZ napomaha stabilizovat TPM na aktinovém vlaknu. Takto spojeny dimer ma pfiblizné

1000x vyssi afinitu k aktinu nez samotny monomer (Manstein et al., 2020).

Tropomyosinove isoformy cytoskeletu determinuji funkci aktinovych filament tim, Ze ovliviiuji
stabilitu aktinovych filament a podporuji nebo inhibuji vazbu dal$ich aktin-asociovanych proteint.
Knock-down skupiny TPM izoforem v buné¢nych kulturach mél za nasledek redukci specifickych

aktinovych struktur v€etné mezibunécnych spojeni a stresovych vlaken nebo expanzi lamellipodii
(Manstein et al., 2020).

Stresova vldkna jsou paralelni svazky 10-30 aktinovych vlaken, které drzi pohromad¢é pomoci
a-aktininu a dalSich kroslinkujicich proteinti, naptiklad fascinu, filaminu nebo fimbrinu. Existuji
dva druhy stresovych vlaken — ventralni a dorsalni. Ventralni stresova vlakna jsou kontraktilni
struktury umoziujici bunice odpovédét na mechanickou silu, pfetvofit pojivové tkané a vyvinout
silu na sousedici buiniky. Dorsalni stresova vlakna nejsou kontraktilni. Stresova vlakna

v nepohyblivych buiikach jsou silna a relativng stabilni, zatimco v pohyblivych bunkach jsou tenka
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a vice dynamicka (Pellegrin et Mellor, 2007). Hlavni nesvalové izoformy TPM nachézejici se
Vv kontraktilnich stresovych vldknech jsou TPM1.6, TPM1.7, TPM2.1, TPM3.1/3.2 a TPM4.2.
Deplece jakékoli z téchto izoforem zpUsobuje naruseni sité stresovych vlaken (Tojkander et al.,
2011). To naznacuje, Ze tato sit’ je slozena z riiznych typt aktinovych vlaken jejichz funkéni
vlastnosti jsou definovany podle typu asociovaného TPM. Zatim vSak stale neni jasné, jak jsou
konkrétni izoformy organizovany navzajem a jak vzhledem k dal$im aktin-asociovanym
proteinim. Rovnéz nejsou dosud znamy specifické funkce vSech izoforem TPM asociovanych se

stresovymi vlakny (Manstein et al., 2020).

1.5 Tropomyosin 2

TPM2, také oznaCovan jako B-TPM, je kodovan genem TPM2, ktery se sklada z jedenacti exond,
jednoho promotoru a obsahuje vzajemné se vylucujici interni exony 6a a 6b a dva rozdilné C-
koncové exony 9a a 9b. Protein TPM2 vytvaii dimer spiradlovitého tvaru. Molekulova hmotnost
monomeru je ptiblizné 33 kDa a je tvoien 284 aminokyselinami (Wang et Coluccio, 2010). Diky
dvéma formam exont 6 a 9, které se rizn¢ kombinuji pii alternativnim sestfihu proteinu, vznikaji

4 izoformy TPM2 — TPM2.1, TPM2.2, TPM2.3 a TPM2.4 (obr. 2).

TPM2 je exprimovan v buiikach hladkého (izoforma TPM2.1) (Lin et al., 2008) i kosterniho
svalstva (hlavni izoforma sarkomer je TPM2.2) (Manstein et al., 2020). Vyskytuje se vsak i
v nesvalovych bunkach. Izoforma TPM2.1 byla detekovana napiiklad ve stfevnich epitelidlnich
burikach (Lin et al., 2008), v plicnich fibrocytech (Bradbury et al., 2021), prsnich epitelialnich
burikach (Shin et al., 2017) atd.

Ptitomnost TPM2.1 je nutné pro vniméani mechanickych vlastnosti, bunééné adheze (Gunning et
Hardeman, 2017), poméha zakladat fokélni adheze, obnovuje stresova vlakna v transformovanych
bunikdch a ma vyznam v procesu apoptdzy a anoikis (bunééna smrt indukovand oddélenim od
extracelularni matrix) (Manstein et al., 2020). Pfitomnost TPM2.1 ve fokalnich adhezich mize byt
dilezitym faktorem pro vnimani apoptotickych stimuldi, naptiklad zmén v aktinovych filamentech.
Zvysend exprese TPM2.1 v bunikach B35 (mysi neuroepitelialni buiiky) podpofila expresi mnoha
¢lentl vnitini apoptotické drahy. Byla detekovéana zvySend hladina proapoptotickych proteinti Bak

a Bax nebo antiapoptotickych proteinti Mcl-1 a Bcl-2. Po navyseni apoptotickych stimuld pomoci
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jasplakinolidu (JASP), ktery stimuluje apoptdzu cilenim na aktin, doslo k degradaci Mcl-1 a Bcl-
2. TPM2.1 tedy v bunce slouZzi nejen jako sensor pro anoikis, ale také navysuje sensitivitu k vnitini
apoptotické draze zvySenim exprese Bak a Bax a degradace anti-apoptotickych proteinii Mcl-1 a

Bcl-2 (Desouza-Armstrong et al, 2017).

151 TPM2 a mechanické vlastnosti buniky

Mechanosensing popisuje schopnost bunky vnimat informace z mikroprostfedi zahrnujici
komponenty sily, stresu, napéti, tuhost substratu, topologie a ptilnavost. Tato schopnost je pro
buiku kriticka, aby dokazala odpovédét okolnim mechanickym vjemim a ptizplsobit se
ménicimu se prostiedi. Na bunécné trovni se tedy mechanobiologie zajima o to, jakym zpiisobem

burika vnima, interpretuje, odpovida a adaptuje se na mechanické zmény prostiedi (Chen et al.,

2017).

Morfologické a mechanické vlastnosti nddorovych bunék se dramaticky lisi od normalnich bunék.
Nédorové buiiky postradaji naptiklad senzory tuhosti. To mize vysvétlovat jejich riist na mekkych
i tuhych matrix. Obnoveni vnimavosti tuhosti pomoci exprese cytoskeletdlnich proteinil

v nadorovych bunkach je blokovano stavem transformace (Tijore et al., 2021)

Castym jevem u maligni transformace je snizeni hladiny TPM2.1 nebo zvyseni exprese TPM3.
Snizeni poméru TPM2.1: TPM3 zptisobuje ztratu vnimavosti vici tuhosti matrix a umoziuje rust
transformovanym bunkdm. Kvuli ztraté citlivosti vici tuhosti matrix mohou transformované

buriky rist i na mékkych povrsich (Tijore et al., 2021).

1.6 TPM2 a jeho izoformy ve vztahu k nadoram.

TPM byly oznaceny jako biomarkery bunécné transformace pred 40 lety. Pfi bunécné transformaci
bylo pozorovano sniZeni regulace predevsim vysokomolekuldrnich tropomyosinovych izoforem,

coz bylo spojeno se ztratou stresovych vlaken v bunikach (Hardeman et al., 2020).

Hlavni izoforma asociovana s transformaci je dle aktualn¢ dostupné literatury TPM2.1.
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16.1 Vyznam TPM2 v bunécné migraci a metastazovani

Cui et al. (2016) hodnotili expresi TPM2 v bunéénych liniich rakoviny tlustého stieva. Pfedchozi
studie prokazaly, ze exprese TPM2 je snizend u kolorektalniho adenomu v porovnani se zdravou
tkani. To indikuje, Ze ztrata exprese TPM2 muize pfispivat k rozvoji rakoviny tlustého stieva. Cui
et al. (2016) pomoci metylace v promotoru genu TPM2 docilili epigenetického umléeni TPM2.
Po ztrat¢ exprese TPM2 byla pozorovana vyssi proliferace a migrace bunék rakoviny tlustého
stteva. U téchto bunék byla pozorovana také zvySena hladina aktivace RhoA. RhoA patii do rodiny
GTPaz, které reguluji strukturu aktinu a ovliviiuji tak bunéénou migraci. Tyto vysledky tedy
naznacuji, Ze efekt TPM2 na progresi a migraci bunck nadoru tlustého stieva se uplatiiuje

prostfednictvim pfimého nebo nepfimého vlivu na signalni drahu RhoA (Cui et al., 2016).

K podobnému vysledku dosli i Shin et al. (2017) pfi zkoumani vlivu izoformy TPM2.1
na kolektivni a ameboidni migraci u bunék karcinomu prsu. Pomoci metody RNA1 dokézali, ze
hladina exprese TPM2.1 je snizena u nadorovych bunék oproti netransformovanym buikam.
Nasledné byla pomoci RNA interference (RNAI) snizena exprese TPM2.1 a po provedeni wound
healing testu byla pozorovana pomalejsi kolektivni migrace. Shin et al. (2017) také analyzovali
organizaci aktinového cytoskeletu u kontrolnich a TPM2.1 depletovanych bunck. Zatimco u
kontrolnich bun¢k tvofila aktinova vlakna organizované linearni struktury v mezibunéénych
kontaktech, u TPM2.1 depletovanych bun€k bylo pozorovano naruseni kortikélnich aktinovych
vldken. Ztrata TPM2.1 vedla také ke zvySené mife ameboidni migrace a invaze pravdépodobné

prostfednictvim zvyseni Rho signalizace (Shin et al., 2017).

Duan et al. testovali roli TPM2 v progresi plicniho adenokarcinomu. Prvnim vystupem této studio
bylo zjisténi, Ze TPM2 mRNA je vyznamné snizena ve tkéani plicniho adenokarcinomu a pacienti
s niz§i hladinou TPM2 vykazuji kratsi ¢as doZiti. Pomoci zvySeni a sniZzeni exprese TPM2 byla
také studovana role TPM2 v proliferaci, schopnosti tvofit kolonie, v migraci a invazivité. Kromeé
in vitro experimentd byla také testovana rychlost ristu nadoru in vivo, kde se ukazalo, Ze zvySena
exprese TPM2 zplsobila pomalejsi riist nadoru, zatimco rychlej$i postup onemocnéni byl
pozorovan pii snizené hladin¢ TPM2. TPM2 byl tedy oznacen za prognosticky faktor u plicniho
adenokarcinomu, protoze projevuje anti-onkogenni funkci v progresi tohoto nadoru (Duan et al.,

2022). V tomto ¢lanku ovSem neni zminéna konkrétni izoforma, jejiz exprese byla zvySovana.
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Wu et al. studovali vyznam TPM2 v progresi rakoviny prostaty. Zvyseni exprese TPM2.1
v naddorovych bunkach vedlo k vyrazné¢ snizené proliferaci, schopnosti tvofit kolonie a zpomalené
migraci a invazivité. Pomoci hmotnostni spektrometrie a imunoprocipitace byla ovéfena vazba
TPM2 s proteinem PDLIM7, ktery umoznuje prechod transkripéniho kofaktoru YAP1 do jadra,
kde hraje ulohu v regulaci transkripce riznych gent, vCetné gent ovliviiuyjici proliferaci, bunécny
cyklus, migraci a pohyb bunky. Pii zvySeni exprese YAP1 dochézi k rychlejsi progresi rakoviny
prostaty. Pokud je v bunice nadmérné mnozstvi TPM2.1, dochazi pravdépodobné ke kompetici
mezi TPM2.1 a YAP1 o vazbu na PDLIM7. Tento mechanismus pravdépodobné stoji za sniZzenou

progresi nadoru vyvolanou zvySenou expresi TPM2.1 (Wu et al., 2023).

Studium vyznamu TPM2 vSak neni omezeno pouze na nadorova onemocnéni. Bylo dokazéano, Ze
exprese TPM2 je také vyznamné snizena napiiklad ve tkani s aterosklerdzou (chronické zanétlivé
onemocnéni cévni stény). Protoze je TPM2 zapojen v procesu svalové kontrakce, buné¢ném
pohybu a dal$ich biologickych procesech, je mozné, ze snizeni exprese TPM2 vede u aterosklerozy

k porucham ve tvorbé a pohybu bunék hladko svalové vrstvy cév (Meng et al., 2019).

1.7  Preliminarni data z Laboratoie buné¢né diferenciace k expresi TPM2 u
osteogenniho sarkomu

TPM2 byl urcen jako mozny prognosticky marker na zéklad¢ vysledkl bioinformatické analyzy

provedené na nasem pracovisti (obr. 5).

TPM2
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Obrazek 5: Kiivky celkového preziti u pacientil s osteosarkomem na zakladé€ rozdilné exprese
genu TPM2 na urovni RNA v nadorovych tkanich osteosarkomu (dataset GSE66673).
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Vétsina studii zabyvajici se vyznamem TPM2 u nadort byla omezena pouze na izoformu TPM2.1
a zatim nebyl popsan vyznam izoformy TPM2.3 béhem tumorigeneze a nddorové progrese.
U osteosarkomil obecn¢ data o roli TPM2 prakticky zcela chybéji. Z uvedenych divoda jsme se
rozhodli zaméfit praveé na izoformu TPM2.3 a charakterizovat blize fenotyp osteosarkomovych

bunék po zvyseni hladiny exprese této izoformy.
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2 Cile diplomové prace

e Analyza exprese jednotlivych izoforem genu TPM2 u osteosarkomovych bunéénych
linii na arovni RNA a proteind.
e Ptiprava osteosarkomové bunécné linie se zvySenou expresi izoformy TPM2.3.

e Charakterizace fenotypovych vlastnosti bunék s vyssi expresi TPM2.3.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 MATERIALY

3.1.1 Buné¢né linie

HOS — parentalni buné¢na linie odvozena od lidského OSA (McAllister et al., 1971)
143B — metastatickd bunécna linie odvozena od linie HOS (Hensler et al., 1994)
SAQOS-2 — parentéalni bunééna linie odvozena od lidského OSA (Fogh et Trempe, 1975)
SAOS-LM5 — metastaticka bunééna linie odvozena od linie SAOS-2 (Jia et al., 1999)

Kompetentni buitky NEB® Stable Competent Escherichia coli (New England BioLabs Inc.,
C3040)

3.1.2 Kultiva¢ni média
Kompletni kultivaéni médium DMEM (,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium*) high glucose
(Biosera) obohacené o 10% fetalni bovinni sérum (FBS) (Biosera), 2 mM L-glutamin (Lonza),

100 U/ml penicilin (Sigma-Aldrich) a 100 pg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich)

2xDMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich), 400 ml sterilni Milli-Q voda,
3,7 g NaHCOg3, 5 ml D-(+)-Glucose Solution (Sigma-Aldrich), 5 ml smé&s 100 U/ml penicilin
(Sigma-Aldrich) + 100 pg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich), 10 ml 2 mM L-glutamin (Lonza), 10

ml Sodium pyruvate solution (Sigma-Aldrich), 100 ml fetalni bovinni sérum (FBS) (Biosera)

3.1.3 Plazmidy
pCMV3-TPM2.3-HA (SinoBiological)

pcDNAA4/TO (Invitrogen)

3.1.4 Protilatky

Primarni protilatky:

anti-TPM2 (Invitrogen, PA5-91925 a 720307). Redéni 1:10000, krali¢i monoklonalni

protilatka
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anti-a-tubulin (Abcam, ab7291). Redéni 1:10000, my3i monoklonélni protilatka
anti-HA-tag (CST, 2367S). Redéni 1:100, mysi monoklonélni protilatka
Sekundérni protilatky:

krali¢i monoklonalni protilatka IgG konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP) (CST
7076) — tedéni 1:15000

myS$i monoklonalni protilatka IgG konjugovana s HRP (Sigma-Aldrich, A4914) — fedéni
1:15000

3.15 Primery

Primery pro kvantitativni PCR v redlném case (od 5° konce):
TPM 2.1(fw): ATGGCCTCAGAGGAGGAGTATT
TPM 2.1(rev): ACTTTGCCACAGACCTCTCG
TPM2.2(fw): AGGTGGCCGAGAGTAAATGTG
TPM2.2(rev): CTCGACGTTCTCCTCCTTGG
TPM2.3(fw): CCCAGGCGGACAAGTATTCC
TPM2.3(rev): CAGTTCCTCGCTAATGGCCT
TPM2.4(fw): TGGCCTCAGAGGAGGAGTAT
TPM2.4(rev): CTGGCCAAGGTCTCTTCTAGG

hGAPDH(fw): TCGGAGTCAACGGATTTGGT
hGAPDH(rev): TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC

3.1.6 Enzymy
T4-DNA ligaza (New England BioLabs, M0202S)

RNaza A (Macherey-Nagel, 740505)
Proteinaza K (20 ul/ml) (Sigma-Aldrich, P2308)

Hindlll (New England Biolabs, R0104S)
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Xbal (New England Biolabs, R0146S)

Kpnl (New England Biolabs, R0142)

3.1.7 Chemikalie a roztoky
Agardza (Sigma)

Ampicilin (Sigma-Aldrich)

Kanamycin (Biotech)

Zeocin Selection Reagent (Life Technologies)
Trypsin (Sigma-Aldrich)

DMSO (Sigma Aldrich)

1x PBS — 80g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH2POs4, 23,1 g Na2HPO4, rozpusténo v 1 1 destilované H20,

upraveno na pH 7,4 a sterilizovano autoklavovanim 20 minut pii 120 °C.

Clarity and Clarity Max ECL Western Blotting Substrates (Bio-Rad)

Lipofectamine® LTX & PLUS™ Reagent (invitrogen)

Opti-MEM (Gibco)

MTT ¢inidlo (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich)

0,05% krystalova violet’ — 0,25 g krystalova violet’, 13,5 ml 37% formaldehyd, 50 ml 10xPBS, 5

ml methanol, doplnéno destilovanou vodou do 500 ml.
Triton™ X-100 (Thermo Scientific)

BSA (Sigma Aldrich)

3.1.8 Piistroje
centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

centrifuga 5804 R (Eppendorf)

centrifuga 5417R (Eppendorf)
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centrifuga Rotina 420R (Hettich)

centrifuga EBA 12 (Hettich)

spektrofotometr NanoPhotometer (Implen)

inverzni mikroskop DM IL LED (Leica)

laminarni box MSC-Advantage (ThermoFisher Scientific)
CASY® Cell Counter + Analyser Systém Model TT (Roche-Innovatis)
CO2 inkubator Heracell 150 (Thermofisher Scientific)
termobloc¢ky Thermo Shaker TS-100 (Biosan)

aparatura pro elektroforézu (Bio-Rad)

zobrazovaci systém G:BOX Chemi XT (SYNGENE)
ctecka desticek Synergy HT (BioTek)

ttepacka ProBlot™ Rocker (Labnet)

LightCycler® 480 Instrument 11 (Roche)

termocykler MJ Research PTC-200 (DNA ENGINE)

pratokovy cytometr BD FACSVerse (BD Biosciences)

Dalsi pouzité materidly jsou uvedeny u jednotlivych metod.

3.2 METODY

3.2.1 Kultivace a pasaZzovani bunék

Bunééné kultury byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C v atmosféte s 5 % CO». Pti pasazovani
bylo z Petriho misky odsato médium a byly pfidany 3 ml trypsinu. S trypsinem byly burnky
inkubovany pfiblizn€ 2 minuty pii 37 °C. Po uvolnéni byla poZadovana ¢ast bun€k pfenesena do

nové Petriho misky s ¢erstvym médiem.
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3.2.2 ZamraZovani bunék

Z 10ml Petriho misky s bunéénou kulturou bylo odsato zivné médium a byly ptidany 3 ml
trypsinu, se kterym byly buiiky inkubovany pii 37 °C asi 2 minuty. Po uvolnéni byly buiky
preneseny do 15ml zkumavky obsahujici 6 ml média za ucelem inaktivace trypsinu. Nasledné byly
buniky centrifugovany pii 290 g po dobu 4 minut. Po centrifugaci byl odstranén supernatant
a k peletu byl pfidan 1 ml zamraZzovaciho roztoku (DMSO a FBS v poméru 1:9) a bunéc¢na
suspenze byla pfenesena do zamrazovaci zkumavky. Buiiky byly uchovéany v tekutém dusiku pti

-196 °C.

3.2.3 Sklizeni bunék

Z Petriho misky s bunéénou kulturou bylo odsato zivné médium a byly piidany 3 ml trypsinu,
se kterym byly buniky inkubovany pii 37 °C asi 2 minuty. Po uvolnéni byly buniky pfeneseny do
15ml zkumavky obsahujici 6 ml média za ucelem inaktivace trypsinu. Nésledné byly bunky
centrifugovany pii 290 g po dobu 4 minut. Po centrifugaci byl odstranén supernatant, k peletu byl
pfidan 1 ml 1xPBS a suspenze byla pienesena do mikrozkumavky. Nésledné byla bunécna
suspenze centrifugovana pii 290 g po dobu 4 minut. Byl odsat supernatant a bunécény pelet byl

uchovan v — 80 °C, ptipadné byl ihned lyzovan pro dalsi experimenty.

3.2.4 Piiprava bunécénych lyzati pro westernovy prenos

Buiiky byly nasazeny v poétu 5x10° do 10 ml Petriho misky s médiem a byly kultivovany pti 37
°C po dobu 48 hod v ptipadé bunécnych linii 143B a HOS a po dobu 72 hod v ptipad€ bunécnych
linii SAOS-2 a SAOS-LMS5. Nasledné byly sklizeny podle postupu v kapitole 2.2.3.

K bunéénému peletu byl ptidan 2x CSB lyzaéni pufr (6,9 ml H20, 2 ml glycerolu, 2 ml 20% SDS
sodium dodecyl sulfatu (SDS), 1,2 ml 1M Tris-Cl (pH = 6,8), 0,5 ml 0,2% bromfenolové modii
v 1M Tris-Cl (pH 6,8)) bez merkaptoethanolu a bromfenolové modii (objem lyzatu zavisel na
mnozstvi bunééného peletu). Vzorky s lyzacnim pufrem byly 5 min inkubovény pfi teploté 98 °C
a nasledn¢ byla pomoci komer¢niho kitu DC Protein Assay Kit (Biorad) zmétena koncentrace
proteinil ve vzorcich. Koncentrace byla pomoci 2xCSB srovnana na stejnou hodnotu, vzorky byly
smichany s kompletnim 2xCSB pufrem v poméru 1:1 a lyzaty byly naneseny na SDS-PAGE nebo

uchovavany v -20 °C.

38



MATERIALY A METODY

3.2.5 SDS-PAGE: elektroforeticka separace proteint v polyakrylamidovém gelu
Nejprve byl pfipraven polyakrylamidovy gel.

Roztok pro 10% dolni d¢lici gel byl pfipraven smichanim nésledujicich roztokt a chemikalii:

4,9 ml destilovana H2O

2,4 ml 40% akrylamid

2,5ml 1,5M Tris-Cl (pH 8,8)

100 pl 10% SDS 75 pl amonium persulfat (APS)
7,5 ul tetrametyletylendiamin (TEMED)

Roztok pro 4% horni zaostiovaci gel byl pfipraven smichanim nésledujicich roztokt a chemikalit:

5,6 ml destilovana H.O

790 ul 40% akrylamid

940 ul 1M Tris-Cl (pH 6,8)

75,2 ul 10% SDS

30 pl amonium persulfat (APS)

10 pl tetrametyletylendiamin (TEMED)

Po naliti horniho gelu byl mezi skla vloZen hiebinek. Po zatuhnuti byla skla s gelem umisténa do
elektroforetické aparatury, byl dolit elektroforeticky pufr a hiebinek byl vyjmut. 1 x
elektroforeticky (running) pufr byl pfipraven smichanim 10 ml SDS, 100 ml 10x
elektroforetického/prenosového pufru (15 g Tris Base, 72,5 g glycinu, doplnéno destilovanou H>O
do objemu 500 ml) a destilovanou H>O do objemu 1000 ml.

Aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti. Pro prichod hornim gelem bylo aplikovano napéti 80
V, poté¢ bylo napéti zvySeno na 120 V. Elektroforéza byla zastavena v momenté€, kdy hrana

barvicky (bromfenolova modi) opoustéla gel.

3.2.6 Westernovy prenos
Polyvinyldifluoridova membrana (PVDF) byla hydratovana v methanolu. Blotovaci ,,sendvi¢* byl
sestaven Vv prenosovém transfer pufru v pofadi: porézni desticka, 3x filtra¢ni papir Whatman

(Sigma-Aldrich), polyakrylamidovy gel, PVDF membrana, 3x filtra¢ni papir Whatman, porézni
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desticka. Tento ,,sendvi¢ byl uzavien svorkou a ptenesen do ptenosové aparatury spolu s chladici
jednotkou. Celd aparatura byla naplnéna 1x pfenosovym pufrem, ponofena do ledové lazné

a pfenos proteinti probihal 60 min pii konstantnim napéti 100 V.

Ix ptenosovy (transfer) pufr: 100 ml elektroforetického/ptenosového pufru, 200 ml methanolu,

700 ml destilované vody.

3.2.7 Detekce proteinii na membrané pomoci protilatek

Po ptenosu byla membrana blokovéana v 5% roztoku suSeného mléka po dobu minimalné 60 minut
za stalého tfepani. Nasledné byla inkubovana s primarni protilatkou nafedénou v roztoku 5%
mléka pies noc. Po inkubaci byla membrana tfikrat po dobu 5 minut promyta v TBS-Tween (500
ml TBS, 375 ul Tween-20). Dale byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou (v roztoku
5% mléka) konjugovanou s HRP po dobu 60 minut za stdlého tfepani. Opét byla membrana
promyta v TBS-Tween tiikrat po dobu 5 minut a nasledné dvakrat v TBS (12,5 ml Tris-Cl
(pH = 8), 14,4 ml 5M NaCl, 473,1 ml destilované H>0) po dobu 2 minut.

Membrana byla osusena ubrouskem a byl na ni nanesen substrat Clarity ECL Western Blotting
Substrate nebo Clarity Max ECL Western Blotting Substrate a probéhla vizualizace pomoci
pfistroje Vilber Fusion Solo S. Pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi v§ech vzorki byla vyuZita
detekce proteinu oa-tubulinu. Po detekci signalu z protildtek byla membrana nabarvena pro
nespecifickou vizualizace proteini pomoci 0,2% barviciho roztoku amidové Cerni v pro ovétreni

naneseni stejného mnoZstvi proteind.

3.2.8 Izolace RNA

Pro izolaci RNA byly buiiky nasazeny v po&tu 5x10° na 10 ml Petriho misku s ristovym médiem.
Kultivace probéhla pti 37 °C po dobu 48 hod v pfipadé bunécnych linii 143B a HOS a po dobu 72
hod v piipadé bunéénych linii SAOS-2 a SAOS-2-LMS5. Po uplynuti doby kultivace byly bunky
sklizeny podle postupu v kapitole 2.2.3. Izolace RNA probé&hla pomoci komer¢niho kolonkového
kitu GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) podle doporuceného
postupu vyrobce. Koncentrace a Cistota RNA byly zméfeny na spektrofotometru a RNA byla
skladovéna piti -80 °C.
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3.2.9 Prepis RNA do cDNA
K piepisu izolované RNA do cDNA byl vyuzit komer¢ni kit QuantiTect® Reverse Transcription

Kit (Qiagen) a postupovalo se na zdklad¢ doporuc¢eni od vyrobce. Teplota pro skladovani cDNA

byla -20 °C.

3.2.10 Kvantitativni PCR v realném case

Pro kazdou reakci byla pfipravena 20ul smés obsahujici 10 ul KAPA SYBR® FAST qPCR Master
Mix, 2x, 2 pl smési primerti (5 uM forward i reverse) (viz 2.1.5), 7 ul PCR vody a 1 ul cDNA.
Jednotlivé reakéni smési byly pipetovany do jamek 96 jamkové desticky. Bylo analyzovano
mnozstvi jednotlivych izoform TPM2 (TPM2.1, TPM2.2. TPM 2.3 a TPM2.4) a hGAPDH.
Kvantifikace hGAPDH byla pouzita pro normalizaci mnozstvi ¢cDNA mezi vzorky.

K vyhodnoceni byla vyuZzita metoda AAC:.

Podminky PCR reakce:
Pocatecni denaturace 95 °C, 10 min
45 cykld amplifikace 95 °C, 30 sec
60 °C, 60 sec
Kiivka tani 95 °C, 5 sec — 65 °C, 60 sec — zvySovani teploty o 0,06 °C
za sekundu az do 97 °C
Chlazeni 40 °C, 30 sec

3.2.11 Konstrukce expresniho vektoru pCDNA4/TO-TPM2.3-HA
Cilem experimentu bylo vystépit DNA fragment odpovidajici TPM2.3-HA z plazmidu pCMV3-
TPM2.3-HA a ptenést jej do plazmidu pCDNA4/TO.

Nejprve byla pfipravena reakéni §tépici smés smichanim 1 pg plazmidu pCMV3-HA-TPM2.3, 2
ul 10x restrikéniho pufru NEBuffer™ 2.1 (New England Biolabs, B7202S), 1 pl restrikéniho
enzymu a H2O do celkového objemu 20 pl. Druha $tépici smes obsahovala 1 pg plazmidu
pCDNA4/TO, 2 ul 10x restrikéniho pufru NEBuffer™ 2.1 (New England Biolabs, B7202S), 1 ul
restrikéniho enzymu a H2O do celkového objemu 20 pl. Smési byly inkubovény pii 37 °C 3
hodiny. Produkty stépeni byly separovany pomoci agardzové elektroforézy (viz kapitola 3.2.12)
a DNA fragmenty byly z gelu izolovany pomoci komer¢niho kitu Column DNA Lego Kit (Top-

Bio). Pfi izolaci se postupovalo podle navodu vyrobce. Nasledovala ligaéni reakce (viz kapitola
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3.2.13). Liga¢ni smés byla uchovana na ledu a poté byla pouzita k transformaci bakterii E. coli

(viz kapitola 2.2.10).

Pro konstrukci expresniho vektoru pCDNA4/TO-TPM2.3-HA byly vyuzity tfi restrikéni
endonukledzy: HindIIl, Xbal a Kpnl. Bylo pfipraveno celkem 5 reak¢nich §tépicich smési, které

obsahovaly nasledujici enzymy/kombinace enzym:

—

. Stépici reakce obsahovala 1 pl HindIIl a 1 pl Xbal

2. stépici reakce obsahovala 1 pl Kpnl a 1 pl Xbal

3. Stépici reakce obsahovala 1 pl HindIII

4. stépici reakce obsahovala 1 pl Xbal

5. Steépici reakce obsahovala 1 pl Kpnl
Dvé ruzné kombinace restrikénich endonukleaz (HindIIl/Xbal a Kpnl/Xbal) byly pouzity z toho
divodu, Ze plazmid scilovym fragmentem TPM2.3-HA (pCMV3-TPM2.3-HA) obsahuje
restrikéni mista pro vSechny tfi enzymy a teoreticky tak bylo mozné ob¢ tyto kombinace vyuzit

k ziskani DNA sekvence TPM2.3-HA (obr. 6)

pCHV-HA-ORF
L _ ORF
"R

MRl W N 3
P N Kbt

SV40 earty promoter

‘BGH reverse primer

T7 primer bnding site

TAATACGACTCACTATAGGG GCCGCCACC AALK

Obrazek 6: Pouzité plazmidy pCMV3-TPM2.3-HA (a), pPCDNA4/TO (b) a ¢asti sekvence DNA
téchto plazmidil s vyznaCenymi cilovymi misty pro jednotlivé restrikéni enzymy. c: DNA
sekvence pCMV3, d: DNA sekvence pCDNA4/TO.
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3.2.12 Agardézova elektroforéza

Pro ptipravu 2% agardzového gelu byl 1 g agardzy rozpusténo v 50 ml 1 x TAE pufru (40 mM
Tris, 20 mM kyselina octovd, 1 mM EDTA). Po rozvaieni a ochlazeni na cca 55 °C bylo pfidano
barvivo GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) v poméru 1:20 000 a agardza byla nalita do
vanicky s hiebinkem. Po zatuhnuti byl gel pienesen do elektroforetické aparatury tak, aby jamky
byly u zaporného poélu a po odstranéni hiebinku byla vanicka naplnéna 1x TAE pufrem. Vzorky
byly naneseny po smichani s nanaSecim pufrem (6x Gel Loading Dye Purple — New England
Biolabs). Elektroforéza bézela pii konstantnim napéti 80 V, dokud nebyla bromfenolova modt
ve ¥ délky vani¢ky (pfiblizné 1 hodinu). DNA byla vizualizovany pomoci pfistroje SYNGENE
G:BOX Chemi XT. Jako velikostni marker byl pouzit 2-log DNA ladder (0,1-10,0 kbp) (New
England BioLabs, N3200)

3.2.13 Ligacni reakce

K ligaci bylo smichano 1 pl §tépeného plazmidu, 3 pl fragmentu DNA kodujiciho TPM2.3-HA a
4,5 ul PCR vody. Smés byla inkubovana pii 45 °C 5 minut a nasledné pfenesena na 2 minuty na
led. Dale byl piidan 1 pl 10x liga¢niho pufru (T4-DNA Ligase Reaction Buffer - New England
Biolabs, B0202S), 0,5 ul T4-DNA ligazy a smés se ligovala pies noc pii 16 °C v termocycleru MJ
Research PTC-200.

3.2.14 Transformace bakterii teplotnim Sokem

K 15 ul kompetentnich bun¢k E. coli byl piidan 1 pl ligacni smési a tato smés byla ponechana
30 min na ledu. Nasledné byl proveden teplotni Sok pti 42 °C po dobu 45 s a smés byla opét
umisténa 5 min na ledu. Poté bylo ptidano 600 pl ristového LB média (trypton 10 g/l, kvasinkovy
extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l) a bakterie byly inkubovany 60 min pfi teploté 37 °C. Dale byla smés
centrifugovana pii 6000 g 1 minutu, byl odpipetovan téméef vSechen supernatant, pelet byl
suspendovan, nanesen na agarovou plotnu s ampicilinem (50 pg/ml ) a rozetfen pomoci hokejky.

Nakonec probéhla inkubace ptes noc pii 37 °C.

3.2.15 Izolace plazmidové DNA
Jedna bakterialni kolonie E. Coli byla pomoci sterilniho oc¢ka inokulovana do 5 ml LB média

s ptidavkem ampicilinu (50 pg/ml) a kultivovana pfes noc pfi stalém tfepani pii teploté 37 °C.
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Plazmidova DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu E.Z.N.A. ® Plasmid DNA Mini Kit |
(Omega Bio-Tek) dle doporuceného postupu vyrobce. Vysledna koncentrace a Cistota byly méfeny
na spektrofotometru.

3.2.16 Priprava bunék 143B se zvySenou expresi TPM2.3

Plazmidova DNA pCDNA4/TO-TPM2.3-HA byla pouzita k transfekci metodou lipofekce (viz
kapitola 3.2.17). Po 24 hodinach od transfekce byla provedena selekce pomoci roztoku zeocinu.
K 143B lacZ mCherry buiikdm na 10 ml misce bylo ptiddno 40 pul zeocinu. Vysledna koncentrace
zeocinu byla 0,4mg/ml. Selekce probihala 14 dni. Pfezivsi buiiky byly expandovany, nasledné
spocitany pomoci piistroje CASY® a natedény kultivaénim médiem na vyslednou koncentraci
3 buitkky na 1 ml média. Z této zkumavky bylo pipetovano 200 pl smési do kazdé jamky na
96-jamkové desti¢ce. Takto byly bunky kultivovany v termostatu pti 37 °C. Po ptiblizné¢ 10 dnech
byly vybrany jamky, které obsahuji pravé jednu kolonii naddorovych bunék. Po dostatecném
nartstu byly builky pfeneseny na vétsi 24-jamkovou a nasledn€ 1 na 6-jamkovou desticku.
Identifikace klonti, u nichz doslo ke zvySeni exprese TPM2.3 probéhla pomoci westernového
ptrenosu a detekce primarni protilatkou anti-TMP2 a anti-HA-tag. Jako kontroly byly pouzity
parentalni bunécna linie 143B mock-transfekované buniky, které byly transfekovany plazmidem

PCDNA4/TO.

3.2.17 Transfekce metodou lipofekce

Buriky byly nasazeny v poétu 5x10° na 10 ml kultivaéni misku a byly kultivovany 24 hodin pii
37 °C. Nasledné& bylo smichano 100 pl média Opti-MEM (Invitrogen), 1,5 pg plazmidové DNA a
1,5 ul ¢inidla Lipofectamine Plus (Invitrogen). Smés byla inkubovana 10 minut pti pokojové
teploté. V dals$i mikrozkumavce bylo smichano 100 pl Opti-MEM s 4 ul Lipofectamine LTX
Reagent (Invitrogen) a tato smés byla inkubovéana 5 minut pii pokojové teploté. Po uplynuti doby
inkubace byla smés z prvni zkumavky pfenesena do druhé zkumavky a po smichéni prob¢hla dalsi
inkubace 30 minut pifi pokojové teplote. Poté bylo 200 ul transfekéni smési nakapadno na misku

S bunikami. Bunky byly nésledné inkubovany pii 37°C.
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3.2.18 Analyza proliferace (sestrojeni ristové krivky)

Buriky byly nasazeny soucasné na étyfi 6-jamkové desti¢ky v poétu 2x10* bunék (¢as = 0) do 2 ml
kultivacniho média s 10 % sérem. Po 24, 48, 72 a 96 hodinach od nasazeni byl zjistovan celkovy
pocet bunék v jamce pomoci ptistroje CASY®. Po 48 hodinach od nasazeni bylo viem zbyvajicim

bunikdm vyménéno médium.

3.2.19 2D klonogenni analyza

Buriky byly nasazeny v poétu 5x10 na 5 ml misku. Po 3 dnech bylo buiikdm vyménéno médium.
Po 7 dnech bylo buiitkam odsato médium, bylo pfidano 2 ml 0,05% krystalové violeti a buiiky byly
barveny po dobu 20 minut za stalé¢ho tfepani. Nasledn¢ byla krystalova violet’ odstranéna a misky
byly omyty pod tekouci destilovanou vodou. Po vyschnuti (cca 24 hodinach) byly kolonie

spocitany.

3.2.20 3D klonogenni analyza (test tumorigenicity)

Nejprve bylo pfipraveno 2xDMEM médium a sterilni 1,2% a 0,3% agardza ve vod¢. Rozvarena
sterilni 1,2% agardza byla vytemperovana na 42 °C a poté smichana s pfipravenym 2xDMEM
médiem v poméru 1:1. Takto byla smés nanesena po 2 ml do jamek na 6-jamkové destiCce
a ponechana 30 minut do uplného zatuhnuti. Nasledné byly pfipraveny buniky. Do 15ml zkumavky
bylo ptfeneseno 1500 bunék do 3 ml média 2xDMEM. 0,3% agardza, byla rozvafena
a vytemperovana na 42 °C. Vytemperovand agaréza a médium s buikami byly smichany 1:1
ananeseny do jamek tak, aby bylo nasazeno 5x10? bun&k na jamku. Takto pfipravend smés
V jamkach byla ponechana zatuhnout 30 minut pifi pokojové teploté a nasledné bylo do kazdé
jamky pfidéno 1,5 ml kompletniho kultivaéniho média DMEM s 10 % séra. Médium bylo ménéno
pravidelné po 3 dnech a kultivace bun&k probé&hla v inkubatoru pii 37°C po celkovou dobu 14 dni.
Po 14 dnech bylo do kazdé jamky pfidano 100 pl 500 pg/ml MTT, probéhla 2hodinova inkubace

a nasledné byly jamky vyfoceny a byly spocitany vytvofené kolonie.

3.2.21 Scratch assay
Kontrolni buiiky 143B lacZ mCherry a 143B lacZ mCherry pCDNA4/TO byly nasazeny v poctu
2,6x10° na 24 jamkovou desticku do 0,5 ml kompletniho kultivaéniho média s 10 % sérem.

Bunécné klony 143B lacZ mCherry TPM2.3 up C1 a B3 byly vzhledem k pomalejsimu ristu
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nasazeny v poétu 3x10° na 24 jamkovou desticku. Buiiky byly kultivovany 24 hodin v inkubétoru
pti 37 °C. Po 24 hodinach byly v jednotlivych jamkach Spickou pipety vytvoreny ryhy. Buiiky
byly vyfoceny v ¢ase 0 a nasledné po 3, 6, 9 a 12 hodinach. Po dokonéeni experimentu byly

velikost a podil ryhy vyhodnoceny pomoci programu ImagelJ.JS.

3.2.22 Testovani migrace metodou xCELLigence

Buiiky byly nasazeny v poétu 1x10° a kultivovany v médiu DMEM s 10 % FBS pii 37 °C po dobu
24 hodin. Po 24 hodindch bylo médium vyménéno za DMEM bez séra a k buitkdm byl pfidan
mitomycin C v koncentraci 0,001 mg/ml. Nasledovala kultivace pti 37 °C po dobu 3 hodin. Poté
byly buiiky odlepeny ode dna kultivacni misky s pomoci EDTA v 1xPBS, pfevedeny do bunééné
suspenze a spocitany. Déle byly buiiky nafedény do vysledné koncentrace 7x10%ml. Do jamek
spodni desticky bylo pipetovano 175 pl média DMEM s 10 % sérem a do jamek horni desticky
byly nasazeny buiiky v poétu 7x10% v objemu 100 pl. Méfeni migrace probihalo po dobu 5 hodin.

3.2.23 Statistické zpracovani dat
Ke statistické analyze ziskanych dat byl pouzit program GraphPad Prism 8. Pro testovani rovnosti
dvou stfednich hodnot (priméri) byl pouzit neparovy Mann-Whitney test. Za statisticky

vyznamny byly povaZovéany hodnoty p < 0,05.
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4 Vysledky

4.1  Stanoveni hladiny TPM2 u osteosarkomovych bunéénych linii

41.1 Stanoveni hladiny TPM2 na trovni proteini

Nejprve byla stanovena hladina TPM2 na trovni proteinti u Ctyt lidskych osteosarkomovych
bunécnych linii (parentalni HOS, SAOS-2 s nizkou metastatickou aktivitou a od nich odvozenych
vysoce metastazujicich linii 143B a SAOS-LMS5) pomoci metody westernového pienosu (obr. 7).
Pfi porovnani mnozstvi TPM2 v parentélni linii ve srovnani s metastatickou linii bylo prokazano,
ze v parentalnich liniich je vy$§i mnozstvi TPM2. Vyraznéjsi rozdil byl pozorovan u dvojice

SAOS-LM5 a SAOS-2.

wou - e TPM2
amidoblack
CEREE o e A —am—— a-tubulin
“ QX o "2
&) )
£y

Obrazek 7: Celkova hladina TPM2 u parentdlnich (HOS, SAOS-2) a metastatickych (143B,
SAOS-LMDb) osteosarkomovych bunéénych linii byla detekovana pomoci westernového pienosu.
Pro kontrolu naneseni stejného mnoZstvi proteint v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce
a-tubulinu a nespecifické barveni proteinti 0,2% roztokem amidové Cerni.

41.2 Stanoveni hladiny jednotlivych izoforem TPM2 na urovni RNA
Ke stanoveni hladiny TPM2 na urovni RNA byla vyuZzita metoda kvantitativni PCR v redlném
Case. Z vysledkli vyplyvé, ze hladina mRNA vSech izoforem TPM?2 je niz$i u metastatickych

bunéénych linii 143B a SAOS-LM5 vV porovnani s parentdlnimi bunéénymi liniemi HOS a
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SAOS-2. Déle lze pozorovat, ze izoforma TPM2.2 se Vv téchto bunécnych liniich témér

nevyskytuje, zatimco izoformy TPM2.1 a TPM2.3 jsou nejvice abundantni (obr. 8).

TPM2 isoformy HOS, 143B TPM2 isoformy SAOS-2, LM5
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Obrazek 8: Relativni mnozstvi mRNA izoforem genu TPM2 v parentalnich (HOS, SAOS-2)
a metastatickych (143B, LM5) osteosarkomovych bunéénych liniich detekovand pomoci metody
kvantitativni PCR v redlném case s vyuzitim specifickych primerii. Data jsou primérem z péti
nezavislych opakovani. Chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky. *, **: statisticky
vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,05, p<0,01. Hodnoceno Mann-Whitneyho testem.

4.2  Ptiprava expresniho vektoru

Zvyseni hladiny exprese izoformy genu TPM2.3 u bunééné linie 143B bylo provedeno pomoci
§tépeni plazmidi pCMV3-HA-TPM2 a pCDNA4/TO (obr. 9). Stépeni probéhlo 3 rtiznymi
restricnimi enzymy — HindIll, Kpnl a Xbal. Pouziti jednoho enzymu v restrikéni smési bylo
vyuzito jako kontrola, ze je dany enzym funk¢ni, zatimco $tépeni dvéma restrikénimi enzymy
slouzilo k vystépeni pozadovaného fragmentu. Pro vystépeni celého fragmentu TPM2.3-HA byly
vyuzity dv€ kombinace enzyml (HindIII/Xbal a Kpnl/Xbal). Po linearizaci plazmidu
pCDNA4/TO a ziskdni poZadovaného useku TPM2.3-HA doslo k jejich spojeni za vzniku
expresniho vektoru pPCDNA4/TO-TPM2-HA.
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Obrazek 9: Snimek z agar6zové elektroforézy zobrazujici vysledek Stépicich reakci plazmidi
pPCDNA4/TO a pCMV3-TPM2.3-HA restrikénimi enzymy HindIIl, Xbal, Kpnl. Sipkami jsou
oznaceny vystépené fragmenty DNA obsahujici sekvenci genu TPM2.3-HA.

Uspésna konstrukce expresniho vektoru pCDNA4/TO-TPM2.3-HA byla ovéfena $tépenim

vysledného vektoru (obr. 10) a nasledné také sekvenaci.

Na zakladé vysledkl $tépeni findlniho vektoru a kontrolniho plazmidu a rozdéleni Gsekit DNA
pomoci agardézové elektroforézy byl pro pfipravu bunék s nadmeérnou expresi vybran vektor
PCDNA4/TO-TPM2.3-HA pripraveny Stépenim restrikénimi enzymy Kpnl a Xbal. Divodem
zvoleni této kombinace enzymi namisto kombinace HindIIl/Xbal bylo vyStépeni neostrého a

mensiho fragmentu DNA pfi pouZité téchto enzymi v porovnani s kombinaci Kpnl/Xbal.
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Obrazek 10: Snimek z agardzové elektroforézy zobrazujici vysledek Stépicich reakei vysledného
vektoru pCDNA4/TO-TPM2.3-HA a kontrolniho plazmidu pCDNA4/TO restrikénimi enzymy
HindIII, Xbal, Kpnl. Sipkami jsou oznaceny vystépené fragmenty DNA obsahujici sekvenci genu
TPM2.3-HA.

4.3  Pfiprava bun€¢k s nadmérnou expresi genu TPM2.3
Bunky 143B byly metodou lipofekce transfekovany vytvofenym expresnim vektorem
pCDNA4/TO-TPM2.3-HA. Nasledné probéhla selekce Zeocinem a metodou limitniho fedéni byly

vytvofeny klony pochazejici z jediné bunky.

U vsech bunéénych klonti byla detekovana hladina TPM2 pomoci westernového pienosu. Hladina
TPM2 byla porovndvana vici kontrolnim bunkdm 143B lacZ mCherry. Pro ovéfeni nadmérné
exprese TPM2 Dbyla nejprve pouzita specificki monoklonalni protilatka proti

Hemagglutininovému tagu (obr. 11).

Celkem bylo ziskdno 18 klont se zvySenou expresi TPM2.3 a pro dalsi experimenty byly pouZzity

dva nezavislé klony B3 a C1
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Obrazek 11: Ovéfeni zvySeni exprese TPM2.3 na Urovni proteinii. Pro detekci TPM2.3 byla
pouzita specificka protilatka anti-HA-tag. Pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi proteint
Vv jednotlivych vzorcich byla provedena detekce a-tubulinu a nespecifické barveni proteinti 0,2%
roztokem amidové Cerni.

Nasledné byla pro vizualizaci TPM2 v nasSich bunkach pouzita protilatka anti-TPM2 (PA5-91925)

Obrazek 12: Ovéfeni zvySeni exprese TPM2.3 na urovni proteint. Pro detekci TPM2.3 byla
pouzita specificka protilatka anti-TPM2 (PA5-91925). Pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi
proteint v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce a-tubulinu.
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4.4 Vliv nadmérné exprese TPM2.3 na proliferaci bun¢k 143B

Viechny buiiky byly nasazeny v poétu 2x10* na 6jamkové desticky do kompletniho kultivaéniho
média s 10% FBS (&as = 0). Nasledn& byly buiiky spocitany pomoci ptistroje CASY® po 24, 48,
72 a 96 hodinach. Celkem byly provedeny 4 nezavislé opakovani, v kazdém opakovani byly bunky
nasazeny v duplikatu. Nakonec probéhlo statistické vyhodnoceni rozdild mezi jednotlivymi klony
a kontrolnimi buitkami (obr. 13). Klony zvysené¢ exprimujici TPM2.3 rostly pomaleji nez kontrolni
wt a mock-transfekované bunky. Rozdil mezi rychlosti proliferace kloni a kontrol je statisticky

vyznamny.
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Obrazek 13: Zvyseni exprese TPM2.3 snizuje rychlost proliferace bunék 143B. Data jsou
primérem ze Ctyf nezavislych opakovani. Chybové Usecky predstavuji smérodatné odchylky. *:
statisticky vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti p<0,05. Hodnoceno Mann-Whitneyho testem.

4.5 2D klonogenni analyza u TPM2 up klon

Béhem klonogenni analyzy sledujeme, zda a v jaké mife se z jednotlivych bun€k vytvari bunécné
kolonie. Buiiky byly nasazeny v po¢tu 5x10? bunék na 5 ml misku do kompletniho kultiva¢niho
média s 10% FBS. Po 7 dnech byly buiky fixovany, obarveny krystalovou violeti a bunécné
kolonie byly spocitany (obr.15). Celkem byly provedeny 4 nezavislé opakovani, v kazdém

opakovani byly buiiky nasazeny v duplikatu. Vysledky ukazuji, Ze klony zvySen€ exprimujici
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TPM2.3 maji v 2D prostiedi statisticky vyznamné¢ sniZenou klonogenni kapacitu oproti buitkdm

kontrolnim (obr. 14 a 15).
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Obrazek 14: Zvyseni exprese TPM2.3 snizuje schopnost bunék 143B vytvaret kolonie v 2D
prostiedi. Vysledny pocet kolonii je primérem ze Ctyi nezavislych opakovani. Chybové tsecky
pfedstavuji smérodatné odchylky. ***: statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti
p<0,001. Hodnoceno Mann-Whitneyho testem.
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Obrazek 15: Reprezentativni piiklad vysledku 2D klonogenni analyzy. Foceno po 7 dnech
kultivace a nasledné fixaci a obarveni kolonii krystalovou violeti.
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4.6 3D klonogenni analyza (test tumorigenicity)

Schopnost bungk tvofit kolonie bez pfichyceni k substratu byla otestovana pomoci 3D klonogenni
analyzy. Buiiky byly nasazeny v poétu 5x10? bunék na 6jamkovou desti¢ku do média obsahujiciho
0,15 % agardzy. Buiiky byly kultivovany pii 37 °C po dobu 14 dni a kompletni kultiva¢ni médium
s 10 % FBS bylo ménéno vzdy po 3 dnech. Po 14 dnech byly kolonie obarveny 500 ug/ml MTT
a nasledn¢é po dvou hodinach spocitany (obr. 17). Celkem byly provedeny 4 nezavislé opakovani,
V kazdém opakovani byly buiiky nasazeny v duplikatu. Z vysledki 1ze odvodit, ze zvySena hladina
TPM2 ovliviiuje schopnost vytvaret kolonie i v prostfedi bez pfichyceni k pevnému podkladu

(obr. 16 a 17).
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Obrazek 16: Zvyseni exprese TPM2.3 sniZzuje schopnost bunck 143B vytvarfet kolonie v 3D
prostiedi. Vysledny pocet kolonii je primérem ze ¢tyt nezavislych opakovani. Chybové Usecky
pfedstavuji smérodatné odchylky. ***: statisticky vyznamny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti
p<0,001. Hodnoceno Mann-Whitneyho testem
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Obrazek 17: Reprezentativni piiklad vysledku 3D klonogenni analyzy. Foceno po 14 dnech
kultivace a nasledném obarveni kolonii pomoci MTT.

4.7  Vliv nadmérné exprese TPM2.3 na migraci bun¢k 143B

4.7.1 Sledovani migrace pomoci Scratch assay

Rychlost migrace byla testovana pomoci metody scratch assay. Buiikky byly nasazeny v poctu
3x10° v ptipadé TPM2 up klontt C1 a B3 a v poétu 2,6x10° v ptipadé kontrolnich bungk 143B
lacZ mCherry a 143B lacZ mCherry pCDNA4/TO na 24-jamkovou desticku do 0,5 ml
kompletniho kultivaéniho média. Rozdilny pocet nasazenych bunék byl z divodu pomale;jsi
proliferace TPM2.3 up klonl. Pro dosazeni 100% konfluence bun€k 24 hodin po nasazeni bylo
nutné nasadit vétSi mnoZstvi téchto klonl. Po 24 hodinach kultivace pii 37 °C byly v
jednotlivych jamkach Spickou pipety vytvoreny ryhy. Buiiky byly vyfoceny v ¢ase 0 a nasledné
byly foceny pravidelné po 3 hodinach po dobu 12 hodin (obr. 18). Po dokonceni experimentu byly
velikost a podil ryhy vyhodnoceny pomoci programu Imagel.JS. Celkem byla hodnocena migrace

u 12 nezavislych jamek.

Pomoci statistického vyhodnoceni bylo prokézano, Ze bunééné klony 143B TPM2.3 up B3 a C1
migruji pomaleji (tzn. ryha se zmenSuje pomaleji v Case) oproti kontrolnim 143B mock-

transfekovanym i 143B wilde type buiikam (obr. 19).
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Obrazek 18: Reprezentativni fotky prib&hu migrace.
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Obrazek 19: Zvyseni exprese izoformy TPM2.3 inhibuje migraci bunék 143B. Chybové tsecky
predstavuji smérodatné odchylky. U kazdého vzorku bylo hodnoceno 12 nezéavislych jamek. **,

***. statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,01; p<0,0001. Hodnoceno Mann-
Whitneyho testem
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4.7.2 Sledovani migrace pomoci pristroje xCELLigence
Pred zaCatkem experimentu bylo nutné inkubovat builky v DMEM médiu bez séra s piidanim
mitomycinu C v koncentraci 0,001 mg/ml po dobu 3 hodin. Do jamek desticky bylo nasazeno

7x10* bunék a migrace byla sledovana 5 hodin.

Po 5 hodinach 1ze pozorovat statisticky vyznamny rozdil v naméfeném bunécném indexu a tedy 1
migraci mezi klonem s vyssi expresi TPM2.3 C1 a mock-transfekovanymi bunikami (obr. 20).
Klon B3 migruje také pomaleji nez mock-transfekované burky, ale rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Bunéény index vyjadiuje schopnost bunék migrovat. Tedy ¢im vyssi bunéény index,
tim vys$8i migrace bunék. Vzhledem k tomu, Ze jsem doposud provedla pouze 3 opakovani tohoto
experimentu, povazuji vysledky za prelimindrni data a v budoucnosti budou provedena dalsi

opakovani.

Migrace - xCELLigence

143B lacZ mCherry

143B TPM2.3 up B3

143B lacZ mCherry pCDNA4/TO
143B TPM2.3 up C1

Bunéény index

Obrazek 20: Zvyseni exprese izoformy TPM2.3 zplisobuje pomalej$i migraci bun¢k 143B oproti
mock-transfekovanym bunkam. Vysledny bunéény index v Case je primérem ze tii nezavislych
opakovani. Chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky. *: statisticky vyznamny rozdil na
hladin¢ vyznamnosti p<0,05. Vzhledem k nizkému poctu opakovani hodnoceno t- testem.
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5 Diskuze

Osteosarkom je nejmalignéjs$i onemocnéni kosti a jeho 1é¢ba uz nékolik desitek let probiha pomoci
chemoterapeutik, ktera vykazuji fadu nezadoucich G¢ink a jejichz G€innosti proti metastazujici
formé nemoci neni dostatecna. I proto ma vyzkum osteosarkomu in vitro pomoci lidskych
osteosarkomovych buné¢nych linii smysl pro hledani nejen prognostickych a diagnostickych
markert, ale také mozné alternativni cilené 1éCby, ktera by mohla doplnit nebo dokonce nahradit

stavajici 1écbu.

Tropomyosin reguluje zmény v dynamice aktinovych filament b&hem bunééné migrace,
morfogeneze a cytoplazmatické migrace. Umlceni exprese TPM2 bylo pozorovano u vice typi
nadoru (Meng et al., 2019). U prsniho karcinomu je snizena hladina TPM2.1 indukovana hypoxii
spojend s hor§i prognézou onemocnéni, tvorbou metastdzi v lymfatickych uzlinach,
chemorezistenci na paclitaxel a krat§im celkovym ptezitim (Zhang et al., 2018). Hladina TPM2 je
vyrazné snizena i v tkanich kolorektalniho adenomu a kolorektalniho karcinomu (Luo et al., 2009)
nebo u spinocelularniho karcinomu (Jazii et al., 2006), glioblastomu (Mitchell et al., 2019) a
dalsich.

Béhem tvorby metastaz se nadorové bunky odde€li od ptivodni nddorové tkané a migruji do oblasti
nového cilového organu. ProtoZe jsou tyto procesy neodmysliteln€ spojené s bunécnym pohybem,
a tedy 1 bunénym cytoskeletem, je mozné, Ze aktin-asociovany protein TPM2 je zapojeny
V procesu tvorby nadoru a metastdz (Meng et al., 2019). A pravé metastaze jsou nejCastéjsi

pfic¢inou umrti pacientii s nadorovymi onemocnénimi, véetné pacienti s osteosarkomem.

Jak bylo zminéné vySe (kapitola 1.2), gen TPM2 je po translaci alternativné sestfiZzen a tvoii 4

izoformy lisici se exony 6 a 9 — TPM2.1, TPM2.2, TPM2.3 a TPM2.4.

Zatimco vyznam tropomyosinové izoformy TPM2.1 v progresi riznych typi nadorovych
onemocnéni byl popsan jiz v nékolika odbornych ¢lancich, zatim neexistuje studie zabyvajici se
konkrétné izoformou TPM2.3. Také z tohoto dlivodu jsme se rozhodli zaméfit pravé na izoformu
TPM2.3, kterd je v osteosarkomovych bunkach vysoce exprimovana, a charakterizovat blize

fenotyp téchto bunék po zvyseni hladiny exprese této izoformy.
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5.1  Porovnani hladiny TPM2 u ¢tyi osteosarkomovych linii

V této diplomové praci byla nejprve métena hladina exprese TPM2 na urovni proteintl, a to pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy a westernového prenosu. Byla porovnavana hladina TPM2
u Ctyf bunécnych linii, z nichz dvé byly parentalni (HOS, SAOS-2) a dvé metastatické (143B,
SAOS-LMb). Z vysledku je patrné, Zze u kazdé dvojice se nizsi hladina TPM2 vyskytuje
U metastatické bunééné linie. Tyto vysledky koresponduji s celkovou hladinou proteinu, tedy

s expresi vSech izoforem, protoZe neexistuje protilatka specifickd pro konkrétni izoformu TPM2.

Exprese TPM2 na tirovni RNA byla méfena pomoci kvantitativni PCR v redlném cCase. Zde uz
bylo mozné analyzovat mnozstvi kazdé izoformy zvlast. Z vysledki je patrné, Ze v testovanych
osteosarkomovych bunéénych liniich se prakticky témét nevyskytuje RNA izoforma TPM2.2,
zatimco izoformy TPM2.1 a TPM2.3 jsou vysoce exprimované. Také 1ze pozorovat, Ze stejn¢ jako
u hladiny celkového TPM2 na urovni proteinu se snizuje i mnozstvi RNA kazdé izoformy

u metastatickych bunécnych linii 143B respektive SAOS-LM5.

Tyto vysledky tedy ukazuji, Ze deregulace hladiny TPM2.3 pravdépodobné piispiva rovnéz

k poklesu celkové hladiny TPM2 pozorované metodou westernového pienosu.

5.2 ZvySeni exprese TPM2.3 u metastatické osteosarkomové linie 143B

Pro zvyseni exprese TPM2.3 a nasledujici in vitro experimenty byla vybrana bunééna linie 143B.
Tato buné¢na linie je odvozena od osteosarkomové bunééné linie HOS. Vznikla transformaci HOS
bunék onkogenem KRAS (Hensler et al., 1994) a je charakteristicka velkou agresivitou a vysokym

metastatickym potencidlem.

5.3  SniZena proliferace bunck s vyssi expresi TPM?2.3

Jednou z hlavnich charakteristik transformovanych bunék je jejich zvysena rychlost proliferace
mimo jiné i z dvodu schopnosti tvorby vlastnich riistovych signald, a tedy jejich nezavislosti na
ristovych faktorech tvofici se v mikroprostfedi normalni zdravé tkané¢ (Hanahan et Weinberg,
2000). Rychlost proliferace zajiméa autory v mnoha publikacich zabyvajicich se vlastnostmi nadori
a nadorovych bun¢k. Vliv zvysené a snizené exprese TPM2 na proliferaci studovali Duan et al.
U plicniho adenokarcinomu. Z vysledkli jejich studie vyplyva, Ze zvySena exprese TPM2
zpomaluje
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bunécny riist a naopak, snizena exprese TPM2, které bylo dosazeno za pomoci shRNA, urychluje

proliferaci bun¢k plicniho adenokarcinomu (Duan et al., 2022).

Stejného vysledku dosahli také Cui et al., jejichz studie prokazala, ze pii vys$si expresi TPM2.2
bunky kolorektalniho karcinomu proliferuji pomaleji nez buiiky s nizsi expresi TPM2.2 (Cui et

al., 2016).

K vyrazné snizen¢ proliferaci doslo také po zvySeni exprese TPM2.1 v bunkéch rakoviny prostaty

(Wu et al, 2023).

Nas experiment tento trend potvrdil 1 u osteosarkomové bunécné linie 143B v ptipad¢€ izoformy
TPM2.3. Souhrnné lze tedy uzaviit, ze zvySena exprese izoforem genu TPM2 snizuje rychlost
proliferace u fady ruznych nadorovych bunécnych linii. Lze tedy uzaviit, Ze rozdilné izoformy
TPM2 ovliviwuji rychlost proliferace metastatickych osteosarkomovych buné¢k a ze zvyseni exprese

TPMZ2.3 potlacuje rlst osteosarkomové bunééné linie 143B.

5.4  SniZena klonogenni kapacita bunék s vyssi expresi TPM2.3

Pomoci klonogenni analyzy 1ze méfit schopnost jediné buiiky vytvofit bunéénou kolonii, kterd je
standardné definovana jako alesponn 50 bun¢k vytvofenych délenim pivodné z jedné buiky
(Franken et al., 2006). Schopnost vytvofit kolonii je dilezity fenotypovy znak vyzadujici urcity
cas a n€kolik bunéénych déleni. Pro vyvoj nadoru je schopnost tvofit kolonie z jedné bunky

klicova naptiklad pfi tvorbé metastaz.

Klonogenni analyza je vyznamny Siroce pouzivany experimentalni pfistup stale vyuzivany jako
tzv. zlaty standard pro testovani naptiklad vlivu lé¢iv nebo genomovych uprav na proliferativni
vlastnosti bunék in vitro. Schopnost tvofit kolonie V 2D prostiedi na kultivaéni misce v klasickém
kultiva¢nim médiu byla analyzovana u vytvofenych kloni nadmérné exprimujicich TPM2.3. Po

tydenni kultivaci jsme u téchto klont pozorovali snizenou klonogenni kapacitu.

Dalsi vlastnosti nadorovych bun€k je schopnost rist na mekkych i tuhych podkladech. Tato
vlastnost jim umoznuje osidlovat odlisné tkan€. U mnoha typti nadorovych bunék, které jsou
schopny rist na mé€kkém podkladu byla pozorovdna velmi nizka hladina TPM2.1. Upraveni
hladiny TPM2.1 zpiisobilo, Ze burky ztratily schopnost riistu na mékkém podkladu. Wolfenson et

al. (2016) otestovali vliv TPM2.1 na rtst bez pevné matrix pomoci testu na mékkém agaru.
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Zatimco prsni epitelové buiky MCF-10A bez zmény hladiny TPM2.1 nepiezily dvoutydenni
kultivaci, jejich derivaty s vypnutou expresi TPM2.1 proliferovaly a tvofily kolonie. Timto bylo
potvrzeno, ze TPM2.1 je nutny pro spravné snimani tuhosti podkladu, a tedy potlacuje rast na
mékkych matrix (Wolfenson et al., 2016).

Schopnost rist v prostfedi bez ukotveni k membrané byla v mé praci otestovana pomoci testu
tumorigenicity. Bunky byly nasazeny do 3D prostiedi tvofeném dvéma riznymi procentualnimi
koncentracemi mékkého agaru. Po 14-denni kultivaci bylo mozné sledovat nizsi klonogenni
kapacitu klonti u bun¢k se zvysSenou expresi TPM2.3 v porovnani s kontrolnimi buitkami. Bylo
tedy potvrzeno, Ze zvySeni exprese TPM2.3 pfispiva nejen k snizené klonogenni kapacité, ale také

sniZzena schopnost bunc¢k rlst bez ptichyceni k pevnému podkladu.

5.5  SniZena rychlost migrace bunék s vyssi expresi TPM2.3

Bunécnd migrace je nedilnou soucdsti metastdzovani a je potiebna prakticky v kazdém kroku
metastatické kaskady (Poulinot et al., 2013). Je definovana jako fizeny pohyb bun¢k po substratu,
napiiklad po bazalni membrané, extracelularni matrix (ECM) nebo plastové desce (Kramer et al.,
2013). ProtoZe bunétna migrace je zavisla na dynamické polymeraci/depolymeraci aktinu (Schaks
etal., 2019) a dynamiku aktinu ovliviiuje fada aktin-asociovanych proteinti, mezi nimi i TPM2, je

relevantni studovat rychlost bunécné migrace u bunék s vyssi hladinou TPM2.

Z odborné literatury je zfejmé, Ze zména exprese TPM2 ovliviiuje schopnost migrace bunck.
SniZzeni hladiny TPM2 vedlo k rychlejsi migraci bunék plicniho adenokarcinomu (Duan et al.,
2022) Naopak po zvySeni exprese TPM2.2 bylo mozné pozorovat snizenou rychlost migrace
u bunék kolorektalniho karcinomu (Cui et al., 2016) nebo v ptipadé¢ TPM2.1 u bunék rakoviny
prostaty, kde byla zpomalen4d migrace a invazivita zpiisobena pravdépodobné prostiednictvim

kompetice TPM2 s transkrip¢nim faktorem YAP1 o vazbu s proteinem PDLIM7 (Wu et al., 2023).

Ja jsem pro méfteni rychlosti migrace vyuzila metodu Scratch assay nebo také Wound healing
assay. Jednd se o metodu, kterd je Siroce vyuzivand ke studiu migrace bunék na 2D povrchu.
Pomoci Spicky pipety se na kultivaéni misce obsahujici konfluentni vrstvu bunék vytvoii ryha a
pomoci mikroskopu Ize sledovat migraci bun€k z intaktni zony smérem do mista ryhy. Bunéény
pohyb lIze pak spocitat méfenim zmenSovani plochy ryhy v riznych ¢asovych intervalech, dokud
se ryha ,,nezahoji*. Vyhodou této metody je jeji jednoduché provedeni, snadné vyhodnoceni a
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analyza a samoziejmé nizkd cena. Mezi nevyhody patii Castokrat nestejna velikost ryhy,
nedostatéend standardizace metody mezi laboratofemi a nemoznost vyuziti pro neadherentni

bunky nebo chemotaxi (Kramer et al., 2013).

Z pozorovani migrace bunék se zvysenou hladinou TPM2.3 pomoci Scratch eseje je mozné
vyvodit, Ze zvySena hladina TPM2.3 u 143B potlacuje jejich migraci. Na obrazku 18 lze vidét
jasné rozdily v rychlosti migrace klont 143B TPM2.3 up B3 a C1 oproti kontrolnim buiikam.

Tento trend byl potvrzen i po statistickém vyhodnoceni dat.

V kapitole Vysledky je uvedeno, Ze kontrolni wilde type a mock-transfekované bunky byly
nasazeny V poétu 2,6x10°, zatimco klony s vySenou expresi TPM2.3 byly nasazeny v poctu
3,0x10°. Diivodem rozdilného poétu nasazenych bunék byla nutnost dosazeni 100% konfluence,
ke které doslo az po optimalizaci a takovémto poctu nasazenych bun¢k (pravdépodobné z diivodu

pomalejsi proliferace TPM2.3 up klont).

Tento experiment bude zopakovén s pouzitim mitomycinu C, ktery zastavuje bunécnou proliferaci
a umoznuje tak sledovat migraci bun¢k bez mozného ovlivnéni vysledkd pomalejsi proliferaci

bun¢k zvysene exprimujici TPM2.3.

Dalsi metoda, ktera umoZznuje sledovat rychlost migrace bun€k je s vyuzZitim pfistroje
xCELLigence. Jedna se o technologii, kterd je zaloZzend na principu Boydenovy komirky,
umoznujici sledovani bunééného pohybu v redlném case. Bunéény analyzator v redlném case
zahrnuje analytické a kontrolni jednotky a specialni jednorazovou kultivaéni desku zapojenou do
elektrického obvodu. Mikroelektrody s napétim 22 mV pokryvaji 80 % povrchu desticky a
umoznuji tak kontinualni monitorovani bun€k. Nasazeni bun¢k do jamek vede ke zvySené
impedanci elektrického proudu, podle toho, jak buiikky adheruji na povrch mikroelektrod a
zabranuji tak elektrickému proudéni. Tento systém umoziiuje sledovani bunééné migrace,
invazivity, proliferace, adheze a efektu chemotaxe a cytotoxicity v realném ¢ase (Bouchalova et
Bouchal, 2022).

Vysledky pozorovani migrace v redlném case pomoci piistroje xCELLigence z¢asti potvrzuji to,
co bylo pozorovano pomoci metody scratch assay, a tedy, Ze bunétné klony s vyssi expresi
TPM2.3 migruji pomaleji nez kontrolni mock-transfekované bunky. Ovsem rychlost migrace

kontrolnich 143B wilde type bunck byla vyrazné niZsi.

62



Diskuze

Abychom mohli pozorovat migraci bun¢k bez vlivu bunééné proliferace, byly buniky kultivovany
s mitomycinem C, a to po dobu 3 hodin. Na zakladé niz$iho pocétu opakovani a snizené
duvéryhodnosti kontrolnich wilde-type bun¢k povazujeme tato data za preliminarni a v budoucnu
planujeme meéteni doplnit o dalSi opakovani a pro kontrolu vyuzit 143B lacZ mCherry builky

Z jiného zamrazeni.

5.6  Navazujici experimenty

DalSim navazujicim krokem pro potvrzeni ulohy genu TPM2 v progresi osteosarkomu by méla
byt charakterizace fenotypu lidskych osteosarkomovych bunék 143B po sniZeni hladiny exprese
genu TPM2. K tomuto tc¢elu by mohla byt pouZita metoda CRISPR-Cas9 mutageneze a vytvoifeni
bunéénych klonti bez exprese genu TPM2. Druhou moznosti by mohlo byt vyuziti RNAI i, kdy by
k umlcéeni exprese TPM2 doslo na posttranskripéni tirovni. Pfi snizovani hladiny TPM2 by bylo
mozné vytvofit buiiky bez celkové hladiny TPM2 nebo zacilit na exon 6b specificky pro izoformy
TPM2.2 a TPM2.3. ProtoZe z analyzy hladiny izoforem pomoci metody kvantitativni PCR
Vv redlném case vyplyva, ze izoforma TPM2.2 se v nasich bunikach prakticky nevyskytuje, mohlo

by to byt brano jako specificky knock-out izoformy TPM2.

V této diplomové praci byly experimenty in Vvitro provedeny na vysoce metastatické lidské
bunécné linii 143B. Dalsim krokem pro evaluaci vysledk by bylo vhodné vyuzit dalsi lidské

osteosarkomové bunécné linie a ovéfit na nich vysledky ziskané na linii 143B.

Z vysledkl vyplyva, Zze zvyseni hladiny TPM2.3 vede ke sniZzené migraci bunék, coZ naznacuje
mozny vliv na metastatickou aktivitu bunék. Tento poznatek by bylo vhodné otestovat také i in
vivo. Bylo dokazano, ze u atymickych mysi dochazi po intratibialni injekci bunék 143B k tvorbé
plicnich metastdz uz po 4 tydnech od injekce. Po 6 tydnech byl pozorovan podobny vysledek,
pouze metastatické 1éze byly vétsi (Luu et al., 2005). Ve studii Rihova et al (2022) bylo mozné
pozorovat plicni metastaze dokonce uz po 3 tydnech od injekce v imunodeficientnim mySim kmeni

NRG (Rihova et al., 2022).

Protoze tropomyosin 2 patii mezi aktin-asociované proteiny a ovliviiuje jeho stabilitu a dynamiku,
pochopitelné¢ by mohla byt studovana dynamika aktinu, a to naptiklad pfi proliferacnich
experimentech nebo pii studovani bunéfné migrace. Déle by bylo jist¢ zajimavé porovnat

interakce dalSich aktin-asociovanych proteinil v buiikach se zménénou (zvySenou/sniZzenou)
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expresi TPM2.3 vici kontrolnim buiikam. Stejné¢ tak by mohlo byt zajimavé u téchto bunék

pozorovat jejich mechanické vlastnosti.

Lécba osteosarkomu dnes probiha tradicné pomoci kombinované 1éCby skladajici se
Z chirurgického odstranéni primarniho nadoru a podavanim chemoterapeutik pred- |
postoperativné.  Standardni chemoterapeuticky protokol pro 1écbu vysokostupiiového
osteosarkomu zahrnuje vysokodavkovy methotrexat, doxorubicin, cisplatinu a/nebo ifosfamid
(Meazza et Scanagatta, 2016). Protoze uml¢eni TPM2 vedlo ke stabilizaci lysozomu a cytoskeletu
mimo jiné i u bunek osteosarkomu (konkrétné u bunééné linie U-2-OS), a tedy ke zvySeni citlivosti
vuci cisplatiné (Groth-Pederson et al., 2012), mohlo by byt zajimavé pozorovat vliv zménéné
hladiny TPM2.3 na citlivost/rezistenci vi¢i bézné pouzivanym chemoterapeutikim. DalSim
ptikladem vlivu TPM2 k rezistenci vic¢i chemoterapii je studie Zhang et al. (2018). V této studii
byl zkouman vliv nizké exprese TPM2.1 na citlivost k chemoterapii v buitkdch nadoru prsu.
Konkrétn¢ testovali jedno z nejpouzivanéjSich terapeutik pifi 1écbé nadoru prsu, paclitaxel.
Z vysledk jejich studie vyplyva, ze pacientky s nizkou expresi TPM2 jsou méné citlivé na 1é¢bu

timto chemoterapeutikem a tento druh 1é¢by pro né neni doporuc¢ovan (Zhang et al., 2018)

V neposledni fadé by bylo mozné provést i klinickou studii analyzujici prognosticky vyznam

TPM2 u pacienti s osteosarkomem.
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6 Souhrn

Vyznam tropomyosinu 2 v progresi osteosarkomu

1. Pomoci westernového prenosu jsme porovnali mnozstvi TPM2 na urovni proteinti u Ctyt
lidskych osteosarkomovych bunécnych linii. Byla detekovana vys$i hladina TPM2
U parentalnich bunéénych linii vhledem k metastatickym.

2. Protoze produkt genu TPM2 je alternativné sestfizen a tvoii 4 rizné izoformy, u téchto
osteosarkomovych bunécnych linii byla pomoci metody kvantitativni PCR v redlném case
porovnana také hladina téchto izoforem na trovni RNA. Hlavnim vystupem tohoto
experimentu je zji$téni, ze ve vybranych bunéénych liniich se téméf nevyskytuje izoforma
TPM2.2 a ze mnozstvi RNA vSech izoforem je vyssi u parentalnich bunéénych linii.

3. Dale byl vytvotren konstrukt obsahujici sekvenci pro tvorbu izoformy TPM2.3, ktery byl
transfekci pfenesen do metastatické bunééné linie 143B a byly tak vytvorené bunééné
klony s trvale zvySenou expresi izoformy TPM2.3. Izoforma TPM2.3 byla vybrana protoze
dosud nebyla popséna jeji role v tumorigenezi a tvorbé metastaz.

4. Po vytvofeni bunéénych klonii s vyssi expresi TPM2.3 byly charakterizovany jejich
fenotypové vlastnosti. Vzhledem ke kontrolnim buikdm bylo u téchto klonti mozné
sledovat snizenou rychlost déleni, snizenou schopnost tvofit kolonie v 2D nebo 3D
prostiedi a také niz§i schopnost migrovat.

5. Na zaklad¢ uvedenych vysledkl se izoforma TPM2.3 jevi u osteosarkomu jako nadorovy

supresor.
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/7 Summary

The role of tropomyosin 2 in osteosarcoma progression

1. The level of TPM2 protein was analysed using western blotting in 4 human osteosarcoma
cell lines. TPM2 expression was higher in parental cell lines in comparison to the
metastatic ones.

2. Four different isoforms are created by alternative splicing of TPM2 transcript. Thus, we
evaluated the RNA level of all 4 isoforms in osteosarcoma cell lines using gquantitative
real-time PCR. The results showed that isoform TPM2.2 barely occurs in the cell lines and
that the RNA level of all isoforms is higher in parental cell lines.

3. Next, a construct containing a sequence of isoform TPM2.3 was created and transfected to
the highly metastatic osteosarcoma cell line 143B. Clones with stable overexpression of
TPM2.3 were selected. The isoform TPM2.3 was chosen as there are no data about its role
in tumorigenesis and metastasis formation.

4. We performed several experiments to analyse phenotypic properties of TPM2.3
overexpressing 143B cells. We observed slower proliferation, lower ability to form
colonies in 2D and 3D conditions, and reduced ability to migrate in these cells co.

5. For making concrete conclusions about the role of TPM2 in osteosarcoma progression,
subsequent research is needed. However, according to our preliminary results, TPM2.3

might be a tumour suppressor in osteosarcoma.
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