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Souhrn

Glioblastom (GBM) predstavuje nejagresivnéjsi primarni nador mozku u dospélych pacientl
a je charakterizovan vyraznou bunéc¢nou heterogenitou a komplexni komunikaci mezi nado-
rovymi burikami a nadorovym mikroprostiedim. Extraceluldrni vezikuly (EVs) a jimi pfendsené
mikroRNA (miRNA) predstavuji vyznamné mediatory mezibunécné signalizace a soucasné
potencialni zdroj biomarkerl vyuzitelnych v diagnostice gliom0. Pro studium téchto procest
jsou nezbytné experimentéalni modely schopné zachovat biologické vlastnosti pGvodniho
nadoru. V této praci jsme pripravili glioblastomové organoidy (GBO) odvozené z nddorové
tkané pacientl a analyzovali extracelularni miRNA pfitomné v EVs izolovanych z kondicio-
vanych médii. Soucasné byly analyzovdny miRNA obsazené v EVs izolovanych z mozkomis-
niho moku (CSF) pacientd s gliomy rdzného stupné malignity. Celkem bylo Uspésné zalo-
Zeno, dlouhodobé kultivovano a kryokonzervovano 12 GBO kultur. Imunohistochemicka
analyza potvrdila pfitomnost markerl typickych pro glioblastomové bunky (nestin, GFAP,
Sox2). U ¢asné kultivovanych organoidd byly sou¢asné detekovany i bunéc¢né populace re-
prezentujici nadorové mikroprostredi, v¢. endotelidlnich bunék (CD31) a mikroglii (CD163).
V nékterych ptipadech byly pfitomny také reaktivni astrocyty a neurony. V EVs izolovanych
z kondiciovanych médii GBO a primarnich GBM kultur byly identifikovany vysoce abundantni
miRNA, v¢. hsa-miR-21-5p, ¢lend rodiny let-7, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-125b-5p a dalsich. Tyto
miRNA byly soucasné detekovany také v EVs izolovanych z CSF pacientd s GBM a high-grade
gliomy. Naopak miR-204-5p, dominantné zastoupend v CSF vzorcich, byla v EVs z nadorovych
kultur zastoupena minimalné, coz naznacuje mozny plvod této miRNA v nenddorové moz-
kové tkani. Prezentovana data podporuji vyuziti GBO odvozenych z nadorové tkané pacientl
jako vhodného modelu pro studium mezibunécné komunikace a extracelularni signalizace
v GBM a soucasné ukazuji potencial EV-asociovanych miRNA jako biomarker( nadorového
mikroprostredi.
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Summary

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive primary brain tumor in adult patients and is characterized by significant cellular heterogeneity
and complex interactions between tumor cells and the tumor microenvironment. Extracellular vesicles (EVs) and the microRNAs (miRNAs)
they carry are important mediators of intercellular signaling and, at the same time, a potential source of biomarkers useful in the diagnosis of
gliomas. Experimental models capable of preserving the biological properties of the original tumor are essential for studying these processes.
In this study, we prepared glioblastoma organoids (GBOs) derived from patient tumor tissue and analyzed extracellular miRNAs present in EVs
isolated from conditioned media. Concurrently, we analyzed miRNAs contained in EVs isolated from cerebrospinal fluid (CSF) of patients with
gliomas of varying degrees of malignancy. A total of 12 GBOs cultures were successfully established, long-term cultured, and cryopreserved.
Immunohistochemical analysis confirmed the presence of markers typical of glioblastoma cells (Nestin, GFAP, Sox2). In early-stage organoids,
cell populations representing the tumor microenvironment were also detected, including endothelial cells (CD31) and microglia (CD163). In
some cases, reactive astrocytes and neurons were also present. Highly abundant miRNAs were identified in EVs isolated from conditioned media
of GBO and primary GBM cultures, including hsa-miR-21-5p, members of the let-7 family, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-125b-5p, and others. These
miRNAs were simultaneously detected in EVs isolated from the CSF of patients with GBM and high-grade gliomas. In contrast, miR-204-5p, which
was predominantly present in CSF samples, was minimally represented in EVs from tumor cultures, suggesting a possible origin of this miRNA
in non-tumor brain tissue. The presented data support the use of GBOs derived from patient tumor tissue as a suitable model for studying
intercellular communication and extracellular signaling in GBM and simultaneously demonstrate the potential of EV-associated miRNAs as

biomarkers of the tumor microenvironment.
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Uvod

Glioblastom (GBM) predstavuje nejag-
resivnéjsi primdrni nador centralni ner-
vové soustavy dospélych a navzdory
pokrokdim v chirurgické Iécbé, radiote-
rapii a systémové terapii z(stava spo-
jen s nepfiznivou prognézou [1,2]. Jed-
nim z hlavnich davodu terapeutického
selhani je vyrazna bunécnd heteroge-
nita nadoru a komplexni interakce mezi
nadorovymi bunkami a nadorovym mi-
kroprostfredim [3,4]. Studium téchto
procesl vyzaduje experimentalni mo-
dely, které co nejvice zachovavaji bio-
logické vlastnosti pdvodni nadorové
tkané.

V poslednich letech se jako perspek-
tivni model ukazuji glioblastomové or-
ganoidy (GBO) odvozené pfimo z na-
dorové tkané pacient( [5,6]. Na rozdil
od klasickych dvourozmérnych kultur
umoznuji zachovat prostorovou orga-
nizaci nadoru, buné¢nou heterogenitu
a Castec¢né i slozky nadorového mikro-
prostredi. Soucasné predstavuji vhodny
systém pro studium mezibunécéné ko-
munikace zprostfedkované extracelular-
nimi vezikulami (EV).

EV jsou vyznamnymi medidtory me-
zibunééné signalizace. Pfenaseji pro-
teiny, lipidy i nukleové kyseliny v¢. mik-
roRNA (miRNA), které mohou ovlivriovat
biologické chovani cilovych bunék [7].

EV asociované miRNA jsou proto inten-
zivné studovany jako potencialni bio-
markery gliomu a souc¢asné jako regula-
tory nadorové progrese [8].

Cilem této prace bylo pfipravit GBO
odvozené z nadorové tkané pacientd,
charakterizovat jejich bunéc¢né slozeni
a analyzovat miRNA pfitomné v EV izo-
lovanych z kondiciovanych médii orga-
noidl. Ziskané vysledky byly nasledné
porovnany s profily miRNA detekova-
nymi v EV izolovanych z mozkomi$niho
moku (cerebrospinal fluid — CFS) pa-
cientld s GBM.

Material a metody

Pacienti a odbér biologického
materialu

Nadorova tkan byla ziskdna od 20 pa-
cientd s histologicky potvrzenym GBM
béhem standardniho neurochirurgic-
kého vykonu. Vzorky CSF byly ode-
brany pfed zahdjenim chirurgického z&-
kroku pomoci lumbdlni punkce, ktera
byla standardné provadéna v mezi-
obratlovém prostoru L3/L5, od 57 pa-
cientl s GBM. Vzorky CSF vykazuijici pfi-
més krve byly ze studie vylouceny.Vsichni
pacienti podepsali informovany souhlas
se zafazenim jejich biologického mate-
rialu do studie. Projekt byl schvélen Lo-
kalni etickou komisi FN Brno pod cislem
EKV-2021-082.

Priprava a kultivace
glioblastomovych organoidti
Bezprostfedné po odbéru byla nédo-
rova tkan promyta ve fosfatem pufro-
vaném fyziologickém roztoku (phos-
phate-buffered saline — PBS) a zbavena
nekrotickych a hemoragickych &asti. Na-
sledné byla mechanicky rozmélnéna na
fragmenty tkdné o velikosti pfiblizné
0,5-1mm. Po inkubaci v erytrocytarnim
lyza¢nim pufru a opakovaném promyti
byly fragmenty pfeneseny do ultra-low
attachment kultiva¢nich destic¢ek a kul-
tivovany v definovaném médiu obsahu-
jicim DMEM/F12, Neurobasal medium,
N2 a B27 suplement, GlutaMAX, neesen-
cidlni aminokyseliny, humanni inzulin,
penicilin/streptomycin a epidermalni riis-
tovy faktor (epidermal growth factor —
EGF) a fibroblastovy rdstovy faktor (fib-
roblast growth factor — FGF). Organoidy
byly zhodnoceny pomoci imunohisto-
chemické analyzy za Ucelem prikazu
marker( Nestin, GFAP, Sox2, Olig-2, CD31,
CD163 a CD3. Organoidy byly kultivovany
po dobu 14 dnd, poté bylo odebrano kon-
diciované médium urcené k izolaci EV.

Izolace extracelularnich vezikul

Extraceluldrni vezikuly byly izolovany
jak z CSF pacient(, tak z kondiciovanych
médii metodou diferencidlni ultracent-
rifugace podle protokolu Théry etal. [8]
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s vyuzitim 30% sachar6zového polstare
pro finalni purifikaci. Fyzikalni charak-
teristiky izolovanych vezikul byly hod-
noceny metodou Multi-Angle Dynamic
Light Scattering (MADLS) na pfistroji Ze-
tasizer Ultra.

Small RNA-Seq

Celkovad RNA obohacend o kratké RNA
byla z EV izolovdna pomoci kitu
miR-Neasy Serum/Plasma Kit. Small
RNA knihovny byly pfipraveny pomoci
QlAseq miRNA Library Kit a sekveno-
vany na platformé NextSeq 500 v reZimu
single-end 75 bp. Bioinformatické zpra-
covani zahrnovalo kontrolu kvality po-
moci FastQC, odstranéni adaptorovych
sekvenci néstrojem cutadapt, odstra-
néni PCR (polymerazova fetézova reakce)
duplikatd na zakladé UMI (unikatni mo-
lekuldrni identifikator) sekvenci, ma-
povani na databdazi miRBase v21 po-
moci nastroje miraligner a statistickou
analyzu v prostfedi R za vyuziti bali¢ku
DESeq2.

Vysledky

Z 20 ziskanych vzorkl nadorové tkané
se povedlo Uspésné zalozit 12 GBO kul-
tur. Imunohistochemicka analyza pro-
kazala expresi markert Nestin, GFAP,
Sox2 a Olig-2, které silné nasvédcuji
pfitomnosti naddorovych, resp. GBM
bunék. Soucasné byly v ¢asné kultivo-
vanych organoidech detekovany CD31
pozitivni endotelidlni buriky a CD163
pozitivni bunky — mikroglie ¢i makro-
fagy. Naopak pfitomnost CD3 pozi-
tivnich T-lymfocytl pozorovédna ne-
byla. Tyto vysledky dokladaji zachovani
nejen nadorovych bunéénych popu-
laci, ale také c¢asti bunék nadorového
mikroprostiedi.

Pomoci Small RNA-Seq bylo nasledné
identifikovano celkem 854 unikatnich
miRNA pfitomnych jak v EV ziskanych
z CSF 57 pacientd s GBM, tak v EV izo-
lovanych z 12 vzork( kondiciovaného
média po kultivaci GBO. Pi pouziti prahu
vice nez 10 ¢teni bylo identifikovano
47 miRNA spolec¢né pfitomnych v EV izo-
lovanych z organoidl i v EV ziskanych
z CSF pacient(. Naopak 759 miRNA bylo
nizce zastoupenych v obou typech ana-
lyzovanych vzork{. Analyza diferencialni
exprese odhalila skupinu miRNA zvy-

Sené zastoupenych v EV produkovanych
organoidy. Mezi nejvyznamnéjsi patfily
miR-100-5p, miR-126-3p, miR-140-3p,
miR-143-3p, miR-151a-3p, miR-191-5p,
miR-21-5p, miR-221-3p, miR-24-3,
miR-25-3p, miR-27a-3p, miR-29a-3p,
miR-93-5p a miR-99b-5p. Naopak mezi
miRNA s nizsim zastoupenim v EV orga-
noidl ve srovnanis CSF patfily miR-10a-5p,
miR-1298-5p, miR-150-5p, miR-184,
miR-1911-5p, miR-203a-3p, miR-205-5p,
miR-34c-5p a miR-9-5p. Zvlastni pozor-
nost zaslouzila hsa-miR-204-5p, ktera
byla vyrazné zastoupena ve vzorcich
CSF, zatimco v EV produkovanych orga-
noidy byla pfitomna pouze minimalné.

Diskuze

Predlozend studie naznacuje vyuZzitel-
nost GBO odvozenych pfimo z nadorové
tkané pacientli jako modelu pro studium
extraceluldrni komunikace v GBM. Vyho-
dou pouzité metodiky je skutecnost, ze
organoidy byly vytvareny z malych frag-
mentd nadorové tkané bez Uplné diso-
ciace na jednotlivé bunky. Tento pfistup
pravdépodobné pfispiva k zachovani
bunélné heterogenity a mezibunéc-
nych interakci pfitomnych v plivodnim
nadoru.

Imunohistochemicka analyza prove-
dend po 28 dnech kultivace GBO pro-
kadzala pritomnost markerd Nestin,
GFAP, Sox2 a Olig2, které jsou charak-
teristické pro GBM bunky a gliomové
kmenové populace. Soucasna detekce
CD31* a CD163* bunék naznacuje za-
chovéni endotelidlnich a imunitnich slo-
zek nadorového mikroprostiedi. CD31*
a CD163* jsme u vybranych GBO kul-
tur pozorovali dokonce i po 8 mé-
sicich jejich kultivace (data nejsou
prezentovana). Tyto vysledky tedy jed-
noznacné podporuji vyuziti organoidd
jako biologicky relevantniho modelu,
ktery lépe odrazi komplexitu nadoru
nez bézné pouzivané dvourozmérné
kultury.

Vyznamnym zjisténim studie je vysoka
mira shody miRNA profild mezi obéma
typy vzorka. Vedle 47 miRNA hojné za-
stoupenych jak v EV izolovanych z orga-
noidd, tak v EV ziskanych z CSF pacientt
bylo dalSich 759 miRNA nizce zastoupe-
nych v obou analyzovanych souborech.
Celkem tedy 806 z 854 identifikovanych

miRNA vykazovalo shodny profil v EV
produkovanych organoidy i v EV pfitom-
nych v CSF pacientd.

Tento vysoky stupen prekryvu nazna-
Cuje, ze GBO zachovavaji podstatné cha-
rakteristiky extracelularni komunikace
probihajici in vivo. Vysledky tak podpo-
ruji jejich vyuziti jako biologicky rele-
vantniho modelu pro studium miRNA
asociovanych s EV a naznacuji, ze orga-
noidy mohou slouzit jako vhodna expe-
rimentalni platforma pro analyzu me-
chanizm regulujicich slozeni EV v CSF
pacientl s GBM.

Soucasné byla identifikovdna mensi
skupina miRNA vykazujici rozdilné za-
stoupeni mezi obéma typy vzorkd. Tyto
rozdily mohou odrézet vliv nenadoro-
vych slozek mozkového mikroprostredi,
systémovych faktord pfitomnych invivo
nebo zmény vznikajici béhem kultivace
organoidu. Analyza téchto odlisné expri-
movanych miRNA mdze v budoucnu pfi-
spét k lepsimu pochopeni plvodu jed-
notlivych EV a jejich biologickych funkci
v nadorovém mikroprostfedi. Zajima-
vym nélezem je rozdilna distribuce miR-
-204-5p. Jeji vysoké zastoupeni v CSF
a souc¢asné minimalni pfitomnost v EV
produkovanych organoidy naznacuji,
Ze tato miRNA nemusi pochdazet pri-
marné z nadorovych bunék. Pravdé-
podobnym zdrojem mohou byt bunky
okolni mozkové tkané nebo dalsi slozky
nadorového mikroprostiedi. Tento vy-
sledek podporuje hypotézu, ze pro-
fil extraceluldrnich miRNA v CSF od-
razi nejen biologii samotného nadoru,
ale také odpovéd okolni tkané na jeho
pfitomnost.

Zaveér

GBO odvozené z nadorové tkané pa-
cientll predstavuji vhodny model pro
studium extracelularni komunikace
v GBM. Zachovavaiji klicové bunééné po-
pulace plvodniho nadoru a soucasné
reprodukuji vyznamnou ¢ast extrace-
luldarniho miRNA profilu detekovaného
v CSF pacientd. Vysledky podporuji vy-
uziti pacientskych organoidl pfi studiu
biologickych funkci EV a pfi hledani no-
vych biomarkert GBM. Souc¢asné nazna-
Cuji, Ze nékteré miRNA mohou odrazet
biologickou aktivitu nenddorovych slo-
zek mozkového mikroprostiedi.
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