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ABSTRAKT
Univerzita Karlova
Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Monika Steigerova
Skolitel: doc. PharmDr. Iva Bousova, Ph.D., RNDr. Veronika Skarkova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: U¢inek flubendazolu na glioblastoma multiforme in vitro a in

vivo.

Glioblastoma multiforme (GBM) predstavuje nejcastéj$i maligni gliom centralni nervoveé
soustavy. Primérnd doba pteziti se i pres systematickou komplexni terapii pohybuje
okolo 14 mésicti. Anthelmintikum flubendazol (FLU), potencionalni protinadorové
1é¢ivo, je nyni pro své antiprolifera¢ni ucinky zkoumano na né€kolika typech nadorovych
bunék (1). Cilem naseho projektu bylo vyhodnotit vliv FLU na bunétné linie GBM
U118MG (stabilizovand bunécnd linie) a GBM69 (primolinie) in vitro, na rust nadort in
vivo, a jeho efekt na irovni mRNA a proteinli vybranych markert epitelo-mesenchymalni
tranzice (EMT) a markerl rezistence. Jako pozitivni kontrola bylo pouZito cytostatikum
prvni volby, temozolomid (TMZ). Ob¢ testované bunécné linie byly v porovnani s TMZ
citlivéjsi na FLU. FLU u téchto linii také oproti TMZ zpusobil vyraznéjsi morfologické
zmény. FLU signifikantné ovliviioval hladiny mRNA a proteini E-kadherinu,
N-kadherinu, vimentinu a stejn¢ tak i MGMT a MRP-1. Subkutanni ektopicka implantace
bun¢k U118MG do imunodeficitniho athymického mysSiho modelu Nude-Foxnl™
potvrdila ndmi zjisténa in vitro data. FLU (10 mg/kg) signifikantné potlacil rist nadoru
v my$im modelu, coz se zaroven projevilo i na proliferacnim markeru ki67. Hodnoty
mesenchymalniho markeru N-kadherinu byly v odebranych néadorech taktéz
signifikantné snizeny. Zavérem tedy lze konstatovat, Ze FLU signifikantn¢ ovliviiuje
viabilitu GBM bunék in vitro a taktéz ma vliv na riist nadort in vivo v mysich modelech.

Efekt FLU byl ve vétsiné ptipadl vyraznéjsi nez vliv TMZ.

Kli¢ova slova: Glioblastoma multiforme, flubendazol, in vitro a in vivo efekt, markery

epitelo-mesenchymalni tranzice, markery rezistence.
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Title of diploma thesis: Effect of flubendazole on glioblastoma multiforme in vitro and

in vivo.

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common malignant glioma of the central
nervous system. Despite systematic complex treatment, the median survival of this
malignity is 14 months. Anthelmintic and potential anticancer drug flubendazole (FLU)
is recently studied for its antiproliferative effect in various tumor cells (1). The aim of our
project was to investigate the effect of FLU on GBM cell lines U118MG (stabilized cell
line) and GBMG69 (primary cell line) in vitro, tumor growth in vivo, and its effect on
mRNA and protein levels of selected markers of epithelial-mesenchymal transition and
drug resistance. First-line chemotherapeutic temozolomide (TMZ) was used as a positive
control. Both tested cell lines were more sensitive to FLU treatment in comparison with
TMZ. Indeed, FLU caused more apparent morphological changes than TMZ in these
cells. FLU significantly influenced mRNA and protein levels of E-cadherin, N-cadherin,
vimentin, as well as resistance markers MGMT or MRP-1. In addition, subcutaneous
ectopic implantation of U118MG cell line into the immunodeficiency athymic mouse
xenograft models Nude-Foxnl™ confirmed our in vitro data. FLU (10 mg/kg)
significantly suppressed tumor growth in mice, which was also manifested in proliferation
marker ki67. The level of mesenchymal marker N-cadherin in excised tumors was
significantly decreased as well. In conclusion, FLU significantly affected GBM cell
viability in vitro, as well as tumor growth in athymic immunodeficient mice. Moreover,

FLU effect was mostly more prominent than the effect of TMZ.

Keywords: Glioblastoma multiforme, flubendazole, in vitro a in vivo effect, markers of

epithelial-mesenchymal transition, markers of drug resistance
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1. UVOD

Glioblastoma multiforme (GBM) pfedstavuje nejcastéjsi a nejagresivnéjsi maligni gliom
centralni nervové soustavy s primérnou dobou pieziti 1é¢en¢ho pacienta okolo 14 az 15
mésict. Incidence se pohybuje mezi 3 az 4 pacienty na 100 000 obyvatel za rok.
Etiopatogeneze GBM je zatim nejasnd. Kvili velmi Spatné prognoze, kterd se nedafi
zlepsit ani systematickou komplexni terapii zahrnujici neurochirurgickou resekei,

radioterapii, chemoterapii, se neustale hledaji nové moznosti 1écby (2-6).

Vyzkum a vyvoj nové chemické entity pro lé€bu nadorového onemocnéni je velice
nakladny. V dnesni dobé¢ proto roste trend vyuziti jiz diive objevenych a registrovanych
1é¢iv v novych indikacich (6). Mezi takova 1éCiva patii pravé flubendazol (FLU),
benzimidazolové veterinarni anthelmintikum s antiprolifera¢nimi ucinky. Efekt FLU je
jiz zkouman jak na solidnich tumorech (kolorektalni karcinom, rakovina prsu a prostaty,
gliomy, melanom), tak hematologickych nadorovych onemocnénich (1,6-10). FLU
vazbou na B-tubulin zpomaluje rast a proliferaci bun€k a inhibuje procesy zavislé na
funkci mikrotubul (7). FLU také dale inhibuje d&j epitelo-mesenchymalni tranzice (EMT)
(1), a tim taktéz zpomaluje proliferaci a migraci nddorovych bunék. FLU je zaroven

1é¢ivem o nizké toxicité s piipadnymi mirnymi nezadoucimi t¢inky (1).

V nasem projektu jsme se zaméfili na stanoveni a porovnani in vitro a in vivo u¢inku FLU
na nadorové linie GBM U118MG (stabilizovana bunécna linie) a GBM69 (primolinie).
Jako pozitivni kontrola byl u vSech provedenych testii pouZzit temozolomid (TMZ),

cytostatikum prvni volby.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Glioblastoma multiforme

2.1.1 Uvod

Termin Glioblastoma multiforme zastituje skupinu geneticky a fenotypové heterogennich
mozkovych nadort s primérnou dobou pieziti okolo 14 az 15 mésict. Jedna se o
nejcastéjsSi a nejagresivnéjSi nador centrdlni nervové soustavy, ktery dle histologické
klasifikace malignity Svétové zdravotnické organizace pada do IV. tifidy. Az u 90 %
pifipadii glioblastoml se jednd o primdrnimi nadory — tedy nadory vyvinuté de novo
z astrocytll ¢i oligodendrocytii béhem par mésict, typicky se vyskytuji u starSich lidi.
Zbyvajicich 10 % ptipadl postihuje mladsi pacienty, vyviji se z nddort niz8iho stupné
malignity — z gliomd II. tfidy ¢i z anaplastického astrocytomu III. tfidy — béhem nékolika

let a maji lepsi prognozu (2-4).

2.1.2 Epidemiologie

Incidence glioblastomu se pohybuje mezi 3 az 4 pacienty na 100 000 obyvatel za rok.
Procentudlné zastupuje 12-15 % vSech intrakranidlnich nadort. Primérny ve&k
diagnostikovanych pacientl je 64 let a Castéji jsou postizeni muzi neZ zeny v pomeéru
1,26:1. Piestoze je 1écba velmi radikalni, tak vétSina pacientli umird do tii az péti let (2,

4, 11).

2.1.3 Kancerogeneze

Vznik nadoru je komplexni a dlouhodoby d¢j a tfadu jeho pficin se jesté nepodafilo
odhalit. Kancerogeneze je mnohostupiiovy proces, ktery zahrnuje tfi zakladni faze:
iniciace, promoce a progrese. Béhem tohoto procesu vznika novéa abnormalni tkan, ktera
v organismu neplni zadnou fyziologickou funkci, roste neregulovanym zptisobem a
vymyké se kontrolnim mechanismim bunééného cyklu. Maligni transformace bunky
vznika na podkladé akumulace mutaci specifickych gent kontroly bunécného cyklu, které
naru$i rovnovahu mezi stimula¢nimi a inhibi¢nimi signdly. Mutace postihuje nejcastéji

geny dvou hlavnich tfid: onkogentl a genti kodujicich nadorové supresory (12-14).

Onkogeny jsou aktivovany mutaci zzv. protoonkogenu (= {fyziologické geny

zodpovédné za rist a diferenciaci bun€k). Mutace onkogenti jsou dominantni, takze staci,
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aby doslo k alteraci pouze v jedné zalel, napt. translokaci protonkogenu z jednoho
chromosomu na druhy, bodovou mutaci genu ¢i narusenim DNA retroviry. Retrovirova
RNA se pomoci reverzni transkriptazy piepiSe na DNA, kterd se zabuduje do
hostitelského genomu (tzv. vlozena mutageneze). Druhou moznosti vzniku alterace je
transdukce, tzv. zachyceni gent hostitelské buniky virovym genomem — tento nové
pozmeénény virovy genom se piesune do dalsi buiikky — napt. lidsky papilomavirus, ktery

souvisi s karcinomem délozniho ¢ipku (13, 14).

Onkogeny produkuji onkoproteiny — aktivaci onkogenu dochazi k pozménéni aktivity
onkoproteinu (zvySeni ¢i snizeni) nebo k jeho nadbytecné ¢i snizené produkci. Dle (14)

se onkogeny déli do péti kategorii podle funkce kédovaného onkoproteinu:

1. onkogeny pro riistové faktory,
onkogeny pro receptory rustovych faktord,
onkogeny pro nereceptorové proteikinasy,

onkogeny pro transkrip¢ni faktory,

DR W

onkogeny pro faktory bunécné signalizace (transdukcni, regulacni faktory).

Termin nadorovy supresor neboli antionkogen oznacuje gen, jehoz koédujici protein
inhibuje vznik a rozvoj nadorového bujeni — reguluji bunéény cyklus, opravné
mechanismy DNA a vstup buiiky do faze apoptdzy. K inaktivaci téchto nadorovych
supresortt dojde recesivni mutaci obou alel daného genu a tato alterace muze vést
k indukci rozvoje kancerogeneze (napt. retinoblastomovy protein RB1, protein p53) (13,

14).

K iniciaci nadorové transformace nepiispiva jen hromadéni mutaci ve struktute DNA ale
taktéZ nezddouci aktivace kli¢ového enzymu telomerasy. Fyziologicky je tento enzym
v somatickych buiikach inaktivovan (aZ na zarode¢né¢ a kmenové bunky) a b&hem
kazdého bunécného cyklu dochazi ke zkraceni telomer. V momentu, kdy dojde ke
zkraceni téchto repetitivnich sekvenci koncti chromosomt na hrani¢ni délku, bunika ztraci
schopnost se znovu replikovat (15). U 90 % tumort dochazi k vysoké expresi telomerasy,

a ty jsou tak schopné trvale proliferovat (14).

2.1.4 Etiopatogeneze glioblastomu
Etiologie glioblastomu je zatim nejasna. 99 % piipadl se vyviji spontanné a jejich
geneticky podklad je jiny, nez u zbyvajiciho 1 % piipadt familiarni formy onemocnéni
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(2). Vyskyt nadoru byl taktéz zaznamenan u pacientl se vzacnymi genetickymi

onemocnénimi — Turcotiv syndrom, neurofibromatéza typu I, Li Fraumeni syndrom (16).

Mezi rizikové faktory se fadi radioaktivni zafeni (radioterapie hlavy a krku) zptsobujici
bodové mutace, muzské pohlavi, vék nad 50 let, chromosomalni abnormality na 10. a 17.
chromosomu, vyse zminéné vzacné genetické syndromy, excesivni piti alkoholu (16).
Dale vysoky index télesné hmotnosti, infekce lidskym cytomegalovirem a chemicka

agens — pesticidy, rozpoustédla, polycyklické aromatické uhlovodiky (2).

Nalez postihuje néjcastéji oblast hemisfér, mozkovy kmen nebo cerebellum. Ob¢ varianty
— jak primarni, tak sekundarni glioblastom — vznikaji na podkladé nahromadéni rtiznych
genetickych mutaci. VSechny tyto alterace ovlivni budouci proliferaci a bunéény cyklus
a bunika se dostava do patologického stavu. U primarniho pivodu Ize nalézt: v 70 %
ztratu heterozygotnosti na raménku chromosomu 10q,  amplifikaci receptoru
epidermdlniho rtistového faktoru (EGFR) u 36 % nalezili, homozygotni deleci p1 6™*4A na
9q chromosomu u 31 %, mutaci genu PTEN u 25 %. Sekundarni glioblastom se Casto
zvrhne z primarniho gliomu na podkladé mutace genu nadorového supresoru p53 tzv.
TP53 mutace a velmi Casto je pfitomna i methylace promotoru genu MGMT (0-6-
methylguanin-DNA-methyltransferasy).  Zasadnim  prognostickym  molekularnim
markerem u sekundarnich GBM je mutace IDHI (isocitratdehydrogenasy 1) — jeho

pozitivita zvySuje celkovou dobu pieziti (3, 4).

Ztrata heterozygotnosti na raménku 10g

Jev, pfi kterém je jedna alela genu nddorového supresoru jiz mutovana (bud’ je zdédéna
od rodice Ci vznikla de novo bodovou mutaci) a druhd alela genu je stale funk¢ni. Funkce
nadorového supresoru je v tento moment jeste stale zachovana, k inaktivaci dochazi pii
mutaci i1 druhé alely — dojde ke zméné na recesivni homozygot (Obrazek 1). U znacné
¢asti primarnich i sekundarnich glioblastomti dochézi k inaktivaci nddorovych supresort
PTEN (tzv. Phosphatase and tensin homolog) ztratou heterozygotnosti. Bunka, ktera nese
jednu mutovanou alelu nadorového supresoru, pii segregaci chromosomil na konci

mitozy ztraci funkéni alelu (3, 4, 17).
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Obrazek 1 Ztrata heterozygotnosti (18)

Amplifikace receptoru epidermalniho rustového faktoru

EGFR, receptor epidermalniho riistového faktoru, jeden z tyrosinkinasovych receptord,
je transmembranovy receptor pro extracelularni ligandy — rstové faktory. Pii interakci
s nimi pfendsi dovniti bunky fosforylaci signdl vybranému intraceluldrnimu cili a podili
se tak na signalizacnich kaskadach komunikace vnitiniho a vnéjsiho prostiedi bunék.
Mutace genu EGFR vede k amplifikaci EGFR, které vyusti ve zvySenou signalizaci a tim

1 proliferaci (3, 4, 17).

Methylace 0-6-methylguanin-DNA-methyltransferasy

DNA bunék nepodléha jen mutacim, miru exprese rtznych gena taktéz ovliviuji
epigenetické zmény zavislé na okolnim prostiedi. Nejcastéj$i takovou zménou je
methylace cytosinu v DNA na methylcytosin. Transkripce genti s pfiliSnou methylaci v
promotorové oblasti (v oblastech bohatych na cytosin-guanin nukleotidy) je utlumena.
Razné fenotypy subtypli glioblastomu s odliSnou mirou methylace maji rozdilnou
prognozu (3). Enzym MGMT chrani buiiky pfed karcinogeny odstrafiovanim riznych
nestandardnich alkylovych zbytkd — u pacientli s vysokou mirou exprese MGMT je tento
mechanismus bohuzel zodpovédny za rezistenci na chemoterapii TMZ. V ptipadé, ze je
promotor genu pro MGMT methylovan, jeho exprese je utlumena a odpovéd’ na 1écbu je

vysoka (19).

Mutace onkogenu isocitratdehydrogenasy 1

IDHI1 je enzym, ktery se vyskytuje v péti riznych isoforméch, a katalyzuje zékladni
reakce energetického metabolismu — naptf. béhem Krebsova cyklu, metabolismu
glutathionu atd. Mutace vyusti v produkci onkometabolitu R(-)-2-hydroxyglutaratu a

spusténi dalSich signaliza¢nich kaskdd podporujicich angiogenezi a vaskuldrni
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hyperpermeabilitu. Tato alterace se vyskytuje hlavné u sekundarnich glioblastomt a je

spojena s lepsi prognozou (3, 4, 17).

2.1.5 Epitelo-mesenchymalni tranzice a EMT markery

EMT tranzice je reversibilni biologicky proces, ktery v lidském organismu probiha jak
pti fyziologickych pochodech (embryogeneze, regenerace tkdni a hojeni ran), tak i béhem
téch patologickych (kancerogeneze). Termin oznacuje proces, pii némz dochazi ke zméné
z epitelidlniho fenotypu builkky na mesenchymalni typ. Pro epitelialni buiky, nebo-li
epitely, jeden ze zakladnich typt tkani, je typické, Ze jsou polarizované (tzn. maji apikalni
a bazalni pol), jsou spolu navzdjem ve velmi t€sném kontaktu pomoci mezibunéénych
spoju a lezi na bazalni membrang. Jejich tésné spoje zabranuji nadmérnému déleni bun¢k
a pohybu. Naproti tomu mesenchymalni builky nejsou polarizované, typicky je
vietenovity tvar, maji odoln&j§i mechanickou stavbu, jsou pohyblivé a mohou
diferencovat (obvykle na buiiky pojivové tkanég, hladké a srdecni svaloviny, krvetvorné
tkan¢, bunky cévniho systému). Behem EMT tranzice dochazi nejen ke zmén¢ tvaru a
funkci bunék, ale méni se 1 exprese typickych markerti, proteint a gent. Aktivace EMT
procesu vede k akceleraci kancerogeneze, k rekurencim nddord, k hor$i prognoze,

k rezistenci vii¢i chemoterapii i radioterapii, k zakladani sekundarnich lozisek (20, 21).

Vyzkum EMT procest je zaméfen na transmembranovy protein E-kadherin, ktery je
soucasti tésnych spoju (tight junctions). Gen pro tento protein spadd do tiidy tumor
supresorovych genti a jeho exprese ukazuje na epitelidlni typ bunék. Pii aktivaci EMT
dochazi k vyraznému poklesu az ztrat¢ exprese E-kadherinu a zvySuje se exprese
transkripcnich faktort (Snail, Slug, ZEBI), proteint (vimentin, N-kadherin), rastovych
faktord (transformujici ristovy faktor p), méni se aktivita riznych signdlnich cest
(p-katenin) atd. Exprese vSech téchto EMT markertd tlumi az pln€ inhibuje expresi
E-kadherinu vyustyjici ve ztratu bunéénych spojli a zménu fenotypu na mesenchymalni.

Déle je exprese téchto molekul spojena s vyskytem nadorovych kmenovych bunék (20).

Spouste¢ EMT procesu je nyni prfedmétem vyzkumu. Mechanismus je zalozen nejspise
na epigenetickych zménach. Piedpoklada se, ze diilezitou roli méa hypoxické prostredi
nadoru, zanétlivé procesy v nadorovém parenchymu, migrace myeloidnich bunck ze
sousedni tkan¢ do nadoru a také mikroRNA - kratké sekvence nukleotidi, které

posttranskripéné fidi genovou expresi (20).
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V této diplomové praci byly v rdmci RT-qPCR a Western blot analyz ve vzorcich méfeny
hladiny E-kadherinu, N-kadherinu a vimentinu. Kadheriny jsou skupina adhezivnich
molekul, které se podileji na stavbé mezibunécnych spojti. Jedna se o transmembranové
proteiny, jejichz aktivita je Ca**-dependentni. E-kadherin je typicky pro epitelialni buiiky,
N-cadherin pro buitky mesenchymadlni (22). Vimentin, jeden z vyznamnych proteind
cytoskeletu, se fadi mezi intermediarni filamenta III. tfidy. Typicky jej lze nalézt
v bunikdch mesenchymalniho typu, u nadorovych bunék jeho vysoké exprese koreluje se

schopnosti migrace, invazivity a progresi onemocnéni (23).

2.1.6 Markery rezistence

2.1.6.1 MGMT

vvvvvv

alkyla¢nimi cytostatiky, se fadi o-6-methylguanin-DNA methyltransferasa. Mechanismus

je popsan v textu vyse.

2.1.6.2 MRP-1, MRP-2

Multidrug Resistance Protein 1 (MRP-1) spada do rozsahlé rodiny transmembranovych
ABC transportérii. Je sloZzen z domény vazajici ATP (od toho zkratka ABC — ,, ATP-
binding cassette”) a z jednotky prochazejici membranou. Hlavni funkci téchto
transportéri je aktivni transport exogennich latek (1é¢iv a dalsich xenobiotik) z bunky ven
(efflux), transport nutrientl a endogennich latek dovnitf (influx). ABC transportéry lze
fyziologicky nalézt na apikalnim (Zlucovém) polu hepatocytl (pfenaseji své substraty
z jater do Zluce), u enterocytii a v peritubularnich kapilarach zajist'ujicich renalni exkreci
latek proti koncentracnimu gradientu. Tyto transportéry chrani organismus pied

pusobenim xenobiotik, bohuzel jsou exprimovany i v buitkdch glioblastomu (24, 25).

MRP-1 transportuje lipofilni substraty, jak antineoplastika (vinkristin, doxorubicin), tak
hraje roli v uCinnosti 1 riznych antibiotik, anodyn, antivirotik a statini. MRP-1 je
pri¢innou rezistence nadorii na fadu chemoterapeutik a jeho zvySena exprese byla
pozorovana u hematologickych i solidnich nddort — zvySené hodnoty tohoto markeru jsou
spojeny s hor§i prognézou a odpoveédi na chemoterapii (25). Multidrug Resistance
Protein 2 (MRP-2) transportuje hlavné lipofilni konjugaty glutathionu, konjugaty

s kyselinou glukuronovou (bilirubin), skyselinou sirovou (tedy produkty II. faze
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biotransformace). MRP-2 tak taktéZ zasahuje do metabolismu mnoha 1é¢iv (irinotekan,

etoposid, vinblastin, vinkristin, methotrexat, statiny atd.) (26).

2.1.6.3 MDR-1

MDR-1 (multi drug resistence 1), transmembranovy protein znamy jako P-glykoprotein,
je taktéz clenem skupiny ABC transportérii. Jedna se o dalsi energeticky-dependentni
transportér prenasejici své substraty z bunck ven. Mira exprese MDR-1 genu muze stejné
jako u MPR-1 a MPR-2 ovlivnit G¢inek 1é¢iva a negativné tak snizit klinickou odpovéd’
na 1é¢bu. Dle DrugAgency, a.s. je v CR registrovano pies 300 1¢¢iv, které jsou substraty
P-glykoproteinu, 130 latek, které inhibuji jeho ¢innost a 25 molekul, které¢ naopak
P-glykoprotein indukuji (26).

2.1.7 Morfologie

Glioblastoma multiforme se morfologicky sklada z n¢kolika mensSich subpopulaci bun€k
charakteristickych polymorfismem, anaplasii a anisokaryosou — tzn. Ze kazda bunka ma
jiny tvar a jinou velikost jadra. Buniky tumoru proristaji okolni zdravou tkan a nddorova
masa neni jasn¢ odliSitelnd od svého okoli. Metastazovani neni typické, ale jsou
zaznamenany piipady infiltrace bunék do sleziny, pleury, plic, lymfatickych organt, jater,
kostni tkan€, a to jak cévami, tak cerebrospinalni tekutinou (2). Histologicky od sebe
témef nelze odlisit primarni a sekundarni glioblastom, rozdily jsou patrné az pii genetické

a epigenetické analyze (4).

Bunky maji polygondlni tvar, obsahuji acidofilni cytoplazmu, jadro je podlouhlé nebo
ovalné. Nador je slozen z n¢kolika subpopulaci, pfi¢emz je dnes rozSifena teorie tzv.
nadorovych kmenovych bun¢k. Dle (27) tidi rist a pfeziti nadorové masy mala
subpopulace CD133" majici charakter neuralnich kmenovych bunék, které se od ostatnich
li$i zachovalou schopnosti sebeobnovy, neomezené proliferace, diferenciace, velké
pohybivosti, schopnosti produkovat markery a celkové podporovat rist nadoru. Ze studii
vyplyva, Ze pravé tyto CD133" bufiky jsou vysoce rezistentni vii¢i radio a chemoterapii a

pravé z tohoto ditvodu je 1é¢ba GBM neuspésna.

Pro GBM je typicka bohatd vaskularizace. Nové vzniklé cévy jsou morfologicky velmi

podobné renalnim glomerultim, jejich endotelidlni bunky se od téch standardnich ale 1isi
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— jsou rtizné velké, riznych tvarii a rizné€ se prekryvaji. Nedokonaly povrch endotelu a

nadorové mikroprostiedi vede ke vzniku mikrotrombii, poskozeni cév a extravazaci (28).

Makroskopicky je tumor slozen ze dvou ¢asti — perifernich nddorovych buné€k tvoticich

tzv. pseudopalisady a vnitini ¢asti — nekrotickym sttedem diky nedostate€nému cévnimu

zéasobeni (28). Histologicky fez glioblastomem je ukazan v Obrazku 2.

Obrazek 2 Histologicky rez Glioblastoma multiforme s typickym pseudopalisadovanim a
nekrotickymi loZisky (barveni hematoxylin a eosin) (29).

2.1.8 Klinicky obraz

Projevy onemocnéni se odviji od lokalizace tumoru a miry postupného nartstani
intrakranidlniho tlaku. Mezi nejéastéjsSi symptomy patii bolest hlavy (byva vétsi béhem
rdna po probuzeni), ataxie, nauzea, zavraté, zmeény vidéni (diplopie, rozmazané vidéni),
synkopa, parcialni i generalizované epileptické zachvaty. Diky témto nespecifickym

symptomum mtize byt prvotni diagndza bohuzel chybna (2, 16).

2.1.9 Diagnostika

Diagnostika intrakranialnich nadorii je zalozena na pfimém zobrazeni nadoru pomoci
magnetické rezonance (MR), vypocetni tomografie (CT) a provedeni histopatologického

rozboru.

Nalez postihuje néjcastéji oblast hemisfér, mozkovy kmen nebo cerebellum. Dle
doporucenych postupil (5) se za¢ind MR s gadoliniem. Gadolinium je smési kontrastnich
latek zvySujici kontrast a rozliSeni struktur na snimku. U pacientti, kteti z divodu napf.

kovovych implantatd, kardiostimulatord atd. nemohou byt vySetfeni pomoci MR, se voli
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CT hlavy a krku. Snimky mozkovych struktur pomoci CT ale nemusi byt tak pfesné (30).
Pomoci zobrazovaci metody se nador lokalizuje a urci se jeho velikost, struktura a vztah
k okolnim tkanim. Dale se né¢kdy vyuziva pozitronova emisni tomografie (PET) bud’
samostatné nebo v kombinaci s CT — tzv. PET-CT scan. PET s ('*F)-fludeoxyglukosou
se vyuziva hlavné pro zjisténi metabolickych zmén tkani a diferencidlni diagnostice
nadoru — pro mozné rozliSeni zanétlivého loziska (abscesu) ¢i depozitu patologického

materidlu (amyloidom, kalcifikace) od nadorové tkané (31).

Pro dalsi postup je pii diagnostice zasadni odbér vzorku nélezu — biopsie.

2.1.9.1 Histopatologicka diagnostika

Histologické, molekularné genetické a cytogenetické vysetieni je zakladem pro spravné
a presné stanoveni diagndzy a vzajemné odliSeni intrakranidlnich naddori od sebe. Detailni
analyza nddoru umozni rozdéleni pacientl dle subtypli glioblastomu, progndzy a

poskytnuti individualné;jsi 1éCby.

U kazdého nalezu se dle klasifikace Svétové zdravotnické organizace urCuje tzv. typing,
grading a staging. Glioblastom je ptiivodem neuroepitelovy astrocytarni nador (,,typing*)
histologického c¢tvrtého stupné diferenciace (,,grading”) — bunky jsou malo
diferencované. Termin ,,staging™ oznacuje urceni klinického stddia tumoru u daného

pacienta (5, 14).

Z molekularné genetického a cytogenetického vySetfeni ma nejvét§i vyznam urceni
mutaci genu IDH1 a IDH2, methylace promotoru genu MGMT a kodelece 1p/19q
ramének chromosomu (32). Klinicky dulezité molekularni markery u high-grade gliomi

a jejich prognosticky a prediktivni vyznam jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Prehled dulezZitych markerii u agresivnich high-grade gliomii

Prognosticky vyznam Prediktivni vyznam
IDH1/2 Tumory s touto mutaci jsou Pii wild-type IDH je
prognosticky priznivé;si. metylace promotoru MGMT

u pacientil s anaplastickym
astrocytomem prediktorem
pro lécbu TMZ.

1p/19q kodelece Tumory s kodeleci jsou Ptitomnost této kodelece je

(u diagnostiky GBM se zatim prognosticky piiznivéjsi. prediktorem pro lécbu

nepouziva, svéd¢i pro cytostatikem PCV.
oligodendroglialni nador (5))

Metylace promotoru Methylace promotoru Methylace promotoru
MGMT MGMT je ptiznivym MGMT predikuje benefit z
prognostickym faktorem u terapie alkylacnimi ¢inidly u

anaplastickych gliomt a glioblastomu.

glioblastomt 1éCenych
radioterapii a/nebo
chemoterapii.

IDH — isocitratdehydrogenasa;, MGMT — O-6-metylguanin-DNA-metyltrasferasa; PCV — prokarbazin,
lomustin, vinkristin; TMZ — temozolomid; GBM — glioblastom (5, 32)

Jako primarni protilatky pro imunohistochemickou analyzu (IHC) byly v této diplomové
praci vybrany protilatky proti ki67, N-kadherinu a IDH1. Ki67 je nuklearni protein, ktery
je vbunce ve vysokych koncentracich béhem Gl1, S, G2 a M fadze — podle jeho
koncentrace a mista navazani lze urcit stddium bunécného cyklu a vysi proliferace (neni
detekovan pti GO fazi). V high-grade gliomech jej nalezneme ve vysokych koncentracich.
Fyziologické humanni bunky tento marker neexprimuji (33). N-kadherin pfedstavuje
epitelidlni EMT marker. IDH1 je enzym, jehoZ vysoka exprese je spojena s lepsi

prognozou pacientd.

2.2 Lécba glioblastomu

Lécebny postup zdvisi na charakteru tumoru, na jeho lokalizaci v mozku a vztahu
k okolnim tkanim, velikosti, véku a celkovém zdravotnim stavu pacienta! (5). Pfestoze
1écba je velmi radikdlni — co nejdokonalejsi chirurgické odstranéni 1éze, radioterapie,

chemoterapie — prognoza pacienti je Spatna.

I' Celkovy zdravotni stav je hodnocen dle $kily Karnofského skore (Karnofsky

performance status, KPS) ¢i dle testu Mini-Mental State Examination (MMSE).
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2.2.1 Neurochirurgicka lécba

Neurochirurgicka 1écba stoji na pocatku celé komplexni onkologické 1€cby pacienta.
Principem je co nejpiesnéjsi odstranéni maximalniho mozného mnozstvi tkdn¢ tumoru
bez poSkozeni dilezitych funk¢nich €asti mozku. Jak jiz ale z vlastnosti glioblastomu
vyplyva — velmi invazivné proristd do okolnich tkani; nddorova tkan je Spatné odliSitelna
od okolni atd. — nelze tento postup vzdy dodrzet. U odebrané tkané se stanovuji
histopatologické vlastnosti nadoru a provadi se molekularné¢ biologické vySetfeni. I
pfesto, Ze resekce neni kurativniho charakteru, chirurgicky zakrok ma velmi pozitivni
vliv na prognézu pacienta — prodluzuje celkovou dobu pteziti (tzv. Overall survival, OS),
¢as do progrese onemocnéni (tzv. Progression-free survival, PFS) a odstrafiuje nebo
alespoil zmirfiuje symptomy onemocnéni. Pokud se nador nachdzi v tzv. elokventnich
zondach — lokalizovan v ptili§ hlubokych ¢astech mozkové tkan¢ nebo funkéné dalezitych
lokusech, je indikovéana alesponl stereobiopsie. (Pomoci zobrazovaci techniky se tfemi
soufadnicemi uda piesny cilovy trojrozmérny nitrolebni prostor. Hlava pacienta se zajisti
stereotaktickym ramem a bioptickou jehlou se za lokani anestezie odebere ¢ast nalezu
(34). Vptipad¢, ze je chirurgicky zakrok kontraindikovéan, pfistupuje se rovnou

k radioterapii.

Posledni studie ukazuji (5), ze minimalni prospésny objem resekce pro pacienta je 78 %
nadorové masy, optimalni objem resekce je 98 % a vice. Pacient do 72 hodin po operaci
podstupuje MR vySetieni, pomoci které¢ho se hodnoti procentuédlni odstranéni masy. 20

az 40 % pacienttim s rekurentnim glioblastomem je indikovéana reoperace.

2.2.2 Radioterapie

Radioterapie je dal§im velmi dalezitym krokem v komplexni onkologické 1é¢bé pacienta
a u inoperabilnich pacientl je 1é€bou prvni volby. Dnes je standardné pouzivano cilené
ozafreni tumoru, pro které se oblast ur¢i pomoci MR. Ozafovani je aplikovano béhem
tficeti az tficeti tii procedur v Sesti tydnech. Celkova davka zateni béhem téchto aplikaci
¢ini do 60 Gy. Pacienti s horSim zdravotnim stavem (KPS < 60) ¢i pacienti nad 70 let,
kteti by standardni 1é¢bu mohli hiife tolerovat, podstupuji zkracené radioterapeutické
rezimy bez konkomitantni chemoterapie. Pacientim s KPS > 60 mladsich sedmdesati let
je indikovana standardni 1é€ba — konkomitantni chemoradioterapie a poté adjuvantni

chemoterapie temozolomidem (32).
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Mezi pouzivané radioterapeutické techniky spada konvenéni 3D konformni radioterapie

a radioterapie s modulovanou intenzitou svazku (tzv. IMRT a VMAT) (32).

2.2.3 Chemoterapie

Zakladni 1éCivou latku chemoterapie glioblastomu piedstavuje alkylacni cytostatikum
temozolomid. Existuje n€kolik rGznych lé€ebnych rezimi, standardnim dévkovacim

rezimem je tzv. Stuppav rezim (35).

2.3 Farmakoterapie glioblastomu

2.3.1 Temozolomid

@) NH Temozolomid (Obrazek 3), TMZ, je ordlné¢ podéavané
2
N prolécivo spadajici do skupiny alkylac¢nich cytostatik, které
=z
I}I ~ N je uzivano jako l1éCivo prvni volby. Dle néckolika
/N N\f .. . .
HsC Y metaanalyz  klinickych  studii  prodluZzuje  spole¢né
O

s radioterapii primérn¢ preziti pacienta — Sance na Ctyftleté
Obrazek 3 Vzorec TMZ preziti u kombinované 1éCby je procentualné vyssi (12,9 %)

oproti pacientim lé¢enym pouze radioterapii (3,8 %) (36).

TMZ je malé lipofilni molekula, jejiz zaklad ptedstavuje struktura imidazotetrazinu.
Jedna se o prolécivo, které je stabilni v kyselém (pH < 5 ) prostiedi, coz umoziuje oralni
podani a absorpci v gastrointestinalnim traktu. V neutrdlnim a zasaditém prostiedi je
molekula labilni a dochazi k neenzymatickému spontannimu rozkladu na meziprodukt
5-(3-methyltriazen- 1-yl)imidazol-4-karboxamid (MTIC). MTIC dale reaguje s molekulou
vody — hydrolyzuje se za vzniku 5-amino-imidazol-4-karboxamidu a velmi reaktivniho
methyldiazoniového kationtu. Tento kationt napadd nukleofilni centra DNA a dochazi
k methylaci N”-guaninu (asi ze 70 %), N*-adeninu (asi z 9 %) a O%-guaninu (asi z 6 %).
Za cytotoxické uginky TMZ je zodpovédna hlavn& methylace O°-guaninu. Vysledna
methylace DNA vede k chybam pii replikaci templatu, inhibici reparacnich mechanismu

DNA a apoptdze buiiky (19).

Mira Gi¢inku TMZ zavisi na nékolika faktorech. Methylovy zbytek na O®-methylguaninu
muze byt odstranén enzymem MGMT. Jedna se o maly protein (22 kDa) vyskytujici se
jak vjadie, tak v cytoplazm¢ bun¢k. MGMT chrani bunky pfed karcinogeny
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odstrafnovanim riznych nestandardnich alkylovych zbytkti — bohuZel, u pacientl
s vysokou mirou exprese MGMT je tento mechanismus zodpovédny za rezistenci na
chemoterapii. V ptipad¢, Ze je promotor genu pro MGMT methylovan, jeho exprese je
utlumena a odpovéd’ na 1écbu je vysokd. Methylace MGMT enzymem 5"-methylcytosin-
methyltransferasou je bézny epigeneticky jev vznikajici béhem tumorigeneze.
Hypermethylace MGMT byla detekovana u 45 az 70 % high-grade gliom1 a korelace
mezi ni a odpovédi na 1écbu alkylujicimi cytostatiky je velmi dobrym prediktivnim

markerem (19).

2.3.1.1 Farmakokinetika TMZ

Biologicka dostupnost TMZ je po peroralnim podani 100 % a molekula diky své lipofilité
(log P -2,8) a velikosti (194 Da) velmi dobfte ptestupuje pies hematoencefalickou bariéru.
Nadorova tkan vykazuje v porovnani s okolnim prostfedim zasaditéj$i pH a spontanni
rozklad molekuly zde probiha jeste 1épe (19). Plazmaticka clearance, distribucni objem
(Vd = 0,4 I/kg) a biologicky polocas (T12= 1,8 hod) jsou na velikosti davky nezavislé.
Na plazmatické proteiny se vaze z 10 az 20 %, exkrece probiha hlavn¢ moci a klinicky

stav eliminacnich organt dle dostupnych dat neovliviiuje miru clearance (37).

2.3.1.2 Chemoterapeutické reZimy

1. linie lécby: TMZ je standardné podavan po neurochirurgické resekci nadoru.
Chemoterapie u pacientii s dobrym celkovym zdravotnim stavem (KPS > 60) a ve véku
do 70 let probihd konkomitantné s radioterapii béhem 28denniho intervalu. TMZ je
podavan v Sesti cyklech (v ddvce 75 mg/m?). Tento reZim, tzv. Stupplv reZim, vychazi
z vysledkil klinické studie z roku 2005 a do dneSnich dni ztstdva standardem. Po
ukonceni tohoto 28denniho intervalu Ize podle vyvoje pfistoupit k adjuvantni rezimu
chemoterapie, pii kterém je znovu podavan TMZ (v davkach 150200 mg/m?). Pacienti
star§i 70 let nebo pacienti s horS§im zdravotnim stavem po chirurgické resekci podstupuji
pouze radioterapii. U téchto pacientl se voli spiSe Setrnéjsi rezimy s nizsi davkou ve vice

frakcich (nez standardnich celkovych 60 Gy) (5, 35).

2. linie: V ptipad€ recidivy ¢i progrese a vy€erpani vSech moZnosti chirurgické 1écby —
resekce recidivy — a radioterapie se pristupuje k druhé linii chemoterapie. Strategie 1€cby
je pak ur¢ena multidisciplinarnim tymem, z4visi na zdravotnim stavu pacienta (KPS), a

zlatym standardem by dnes méla byt analyza molekularnich markert (pokud tedy nebyla
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provedena jiz pted 1. linii). V ptipadé, Ze se nepfistoupi k adjuvantnimu reZimu, lze zvolit
paliativni rezimy léCby. V 2. linii chemoterapie se indikuje prokarbazin, lomustin,

vinkristin (5, 35).

Pfi rekurenci onemocnéni ¢i progresi rezidudlniho nadoru se pfistupuje k paliativnim
chemoterapeutickym rezimiim, pfi kterych se vyuziva mimo zminénych cytostatik jesté

ifosfamidu, karboplatiny, etoposidu, fotemustinu, karmustinu a lomustinu (5, 35).

2.3.2 Biologicka lé¢ba glioblastomu

Vroce 2009 byla klécbé rekurentniho glioblastomu registrovdna monoklondlni
protildtka bevacizumab. V tuto humanni monoklonalni protilatku proti vaskularnimu
endotelidlnimu rastovému faktoru (VEGF) byly vkladany velké nadéje a byla
registrovana na podklad¢ dat z druh¢ faze klinického testovani. Vysledky nasledné treti
faze téze klinické studie (EORTC 26101 zroku 2016 (38)) avSak neukazaly, Ze by
pacienti lé¢eni kombinaci bevacizumab + lomustin pfezivaly déle nez pacienti 1éCeni
pouze lomustinem (hodnoceno jako overall survival nebo-li celkovd doba preziti).
Z dosavadnich vysledku studii vyplyva, Ze bevacizumab indikovany jiz v prvni linii 1écby
zvySuje tzv. progression-free survival nebo-li ¢as do progrese onemocnéni a zkvalitiluje
tak nové diagnostikovanym pacientim Zzivot, ale celkovou dobu pfeziti neprodluzuje.
Velikou nevyhodou je jeho finan¢ni naro¢nost a i proto dnes stale ztstava 1é¢ivem prvni

volby TMZ (39).

2.4 Modely testovani novych léciv

Vyvoj nového léCiva se déli na nékolik zakladnich fazi. Zacina in silico zakladnim
vyzkumem (za pomoci pocitatovych softwaril), poté pokracuje preklinickym vyzkumem
(in vitro a in vivo fazi) a konci klinickym vyzkumem (délenym na CEtyfi faze véetné té
postmarketingové, ve které je po registraci jiz léCivy piipravek uvolnén na trh). Samotny
vyvoj od vlastniho objevu molekuly — nové chemické entity — po registraci nového

1é¢ivého piipravku trva primérné 15 let a stoji okolo 2,6 miliard USD.

Na zacatku vyvoje nového léCiva stoji pochopeni pii¢in onemocnéni, analyza téchto
mechanismu etiopatogeneze na molekularni a bunécné tirovni, a nalezeni cilové molekuly

(napf. protein, nukleova kyselina), se kterou ma nové 1é€ivo interagovat. Po popsani cile
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(tzn. validaci cilové struktury) a zptisobu, jak méa nové vyvijend molekula s timto cilem

interagovat, se hledaji potencialni kandidati (40).

Prvni fazi vyvoje je tzv. in silico vyzkum — tzn. hledani pomoci vypocetnich technologii
(Computer-aided drug Discovery, CADD). Dnesni screeningové metody umoziuji rychlé
analyzovani tisict latek z velkych soubort (databazi ¢i knihoven), tzv. ,, high thoughput
screening". Tyto knihovny obsahuji in silico modelované nové molekuly, jejichz tvorbou
se zabyva obor kombinatoridlni chemie. Dale v nich najdeme izolované molekuly
molekuly a jejich mozné vyuziti v jinych indikacich ¢i se tyto molekuly rizné modifikuji,
inovuji atd. Po nalezeni moznych vyuzitelnych molekul se déle in silico studuji a
analyzuji jejich vlastnosti — toxicita, stabilita, absorpce, rozpustnost, lipofilita, afinita a
selektivita k dané cilové struktufe, chiralita, jejich metabolismus, Lipinského pét
vlastnosti (molekularni hmotnost, pocet rotovatelnych vazeb, pocet donora a akceptorti
H-vazeb, hodnota rozdélovaciho koeficientu log P). Vybrané molekuly se rizné
strukturné obméiuji s cilem ziskat kandidaty s co nejlepSimi fyzikdlné-chemickymi a
biologickymi vlastnostmi — nesmi byt toxické, pfili§ se kumulovat v organismu,

ovlivitovat zakladni zivotni funkce atd. (40, 41).

Po fazi in silico vyvoje ptichazi na fadu preklinicky vyzkum, béhem kterého se zjist'uji
farmakokinetick¢é a farmakodynamické vlastnosti danych molekul. Pro pochopeni
slozitosti patologie nadorovych bunék a preklinické testovani potencidlnich 1écivych
latek se béhem preklinického vyzkumu vyuziva vice rliznych typt modeli s cilem
vhlédnout do problematiky z rznych thli. Testovani probihd jak na in vitro, tak i na in
vivo modelech. Existence rozli¢nych typt nadorovych linii s riznou histopatologii,
genetickymi a epigenetickymi variantami a klinickymi vystupy — prognézami, studium a
vyvoj novych lécebnych metod ztézuje (42). I ptes investované miliony dolart na validaci
a optimalizaci modell uzivanych v preklinickém testovani, vétSina nové objevenych
antineoplastik neprojde tfeti fazi klinického testovani. I kvili témto nezdarim je na

vyzkum a zdokonalovani modelii vkladén velmi velky daraz (43).

Studium probihd na priméarnich tumorech, primarnich nadorovych liniich (tzv.
primolinie), stabilizovanych nadorovych liniich, xenograftech — tzv. PDX-modely (mysi

modely).

24



2.4.1 Bunécéné nadorové linie

Bunécéné nadorové linie jsou zdkladnim modelem pro studium patologickych déju
v bunikach tumoru — od zakladni charakteristiky bunék po signaliza¢ni drahy v buiice,
geny podilejici se na rozvoji nadoru, komunikaci mezi buitkami, mikroprostedi nadoru,
nadorové markery atd. Studium a popis jednotlivych bunéénych linii je taktéZ esencialni
pro vyvoj novych protinddorovych 1écivych latek, a zaroven porozuméni mechanismu

rozvoje rezistence u jiz pouzivanych chemoterapeutik (42).

Mezi vyhody bunéénych linii patii lehka manipulovatelnost, snadna kultivace v kratkém
case, a to, ze lze jednoduSe definovat typ bunék, ktery je homogenni. Dale — vysoka
podobnost s ptivodni nddorem — jednd se pouze o Cistou populaci bunék tumoru bez
podptrnych bunék stromy nadoru a zanétlivych bunék. Vysledky pokusu tak nejsou
ovlivnény interakci s dal§imi bunkami organt a tkani (to vSak lze brat i jako nevyhodu.)
Dale mezi pozitiva spada snadnd reprodukovatelnost vysledkli, dostupnost velkého
mnozstvi rozdilnych linii, neomezend schopnost auto-replikace imortalizovanych
bunécnych linii. A mimo jiné také moznost provadeéni experimentalnich pokusi, které
mohou znicit danou linii, a které¢ z etického hlediska na zvitecich ¢i lidskych subjektech

nelze provadét (42, 44).
Bunééné linie maji ale taktéZ mnoho negativ:

1. Béhem pasazovani bunééné kultury dochdzi ke genetickym zménam -
chromosomalni aberace, mutace onkogeni, delece alel (geneticky drift),
amplifikace gent. Po n bunéénych cyklech pii dlouhodobém pasdzovani tak mtize
dojit ke zméné fenotypovych vlastnosti a k dal§im genetickym zménam.

2. Bunécné linie ztraci heterogenitu nadoru a jsou homogenni.

3. Bunéc¢né linie nedokazi vhodn¢ imitovat readlné komplexni prosttedi nadoru, tzv.
tumor microenvironment — chybi buniky stromy, zanétlivé bunky a dalsi bunky
imunitniho systému. Buiiky jsou pé&stovany v kultivaénim médiu, které svym
slozenim neodpovida vnitinimu fyziologickému prosttedi v tkanich. Atmosféra

v kultiva¢nich lahvich taktéz neodpovida realnému prostiedi (42-44).

Tyto body mohou byt odstranény pouZitim primarnich linii, které si jest¢ zachovavaji

v v
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zmrazovanim bunék, ¢i vyuzitim pestrosti kombinace vice stabilizovanych nadorovych

linif (42).

Z vyctu vyhod a nevyhod tedy vychazi, Ze pii praci s kultivovanymi butikami v umélém
prostiedi je nutné pocitat s tim, ze vysledky experimentli na tomto in vitro modelu nemusi

byt stoprocentné reprodukovatelné na in vivo modely.

2.4.1.1 Bunécné kultury a linie glioblastomu

Terminem primarni kultura se oznacuje prvni kultura izolovanych bunék. Zdrojem bun¢k
je laboratorni zvife ¢i Clovek; v ptipadé tohoto projektu pacient s glioblastomem a
materidl je odebran pfi chirurgické resekci €1 biopsii. Po namnozeni bunék v kultivacnim
médiu se bunky prenesou do nové kultivacni 1ahve — tzv. pasdzovani ¢i subkultivace — a
vznikne tak subkultura — pfi namnozZeni dostate¢ného mnozstvi bun€k subkultury jej
oznacujeme terminem bunécna linie (44). Nejcitovanéjsimi liniemi GBM ve védeckych
publikacich jsou U87, U251, T98G, které byly vletech 1966 az 1969 odebrany
z mozkového parenchymu od rtiznych pacientii na Universit¢ v Uppsale. Pro US7MG je
charakteristickd heteroploidie (polovina bunék mé pouze 44 chromosomi) (45). Pro
U251 je typicky standardni pocet 46 chromosomu a lisi se od US7MG v expresi stovek
proteint. T98G je hyperpentaploidni (primérny pocet chromosomt se pohybuje od 128
do 132) (45, 46). V experimentalni ¢asti jsme pracovali se stabilizovanou linii GBM
Ul18mg a s primolinii GBM69. Jako kontrolu riistu nadorovych bun€k po subkutanni
implantaci jsme pouzili ovéfenou linii zadenokarcinomu HCTS8, samotnou a

kokultivovanou s endotelialnimi bunkami linie EA.hy926.

2.4.2 Xenograft

Vyrazem xenograft se oznacuje in vivo model — imunodeficitni my§ — do které jsou
implantovany bud’ bunky linie odvozené z tumoru (tzv. Cell line-derived xenograft
model) ¢i buiky/tkdnn samotné¢ho nadoru (tzv. PDX-xenograft model, patient-derived
xenograft model). Na rozdil od nddorovych liniich péstovanych v kultiva¢nich médiich
(in vitro vyzkum), kdy je pro buiky vytvofené umélé prostiedi, tyto mysi modely
umoziuji simulovat pfirozené prostredi pro rozvoj a dalsi rist nadorovych bunék. Lze tak
pozorovat napi. chovani bunck v nedostatecné okyslicenych tkanich, transkripci
aktivovanou hypoxickymi podminkami, mechanismy rezistence vi¢i riznym slozkam

imunitniho systému, angiogenezi, autokrinni, parakrinni a endokrinni vlivy (47).
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Implantace probiha subkutdnnim podanim bunécéné suspenze, ortotopickou transplantaci

¢1 zilnim nebo peritonealnim podanim injekce.

Cell line-derived xenograft model: Nevyhoda téchto modelii obnési stejné nevyhody jiz
zminéné u bunécnych linii — a to, ze s nartstajicim poctem pasazi bunécna linie ztraci
svoji heterogenitu diky hromadéni genetickych zmén — alteraci, které fenotypové a
genotypoveé postupné meéni charakter genomu. Dale, rizné bunécné linie se od sebe
leckdy velmi 1i8i svymi vlastnostmi a neodpovidaji tak tieba zrovna posuzovanému typu
nadoru u dané¢ho pacienta. Diky témto negativim nemaji tyto modely tak ptesnou
vypovidajici hodnotu, co se tyce predikce odpovédi na nadorovou 1écbu a nejsou vhodné

pro posuzovani individualni odpovédi na klinickou terapii (47).

Tzv. PDX-xenograft models si zachovavaji heterogenitu tumoru a dnes se tak povazuji za
idedlni nastroj pro vyzkum patobiochemie bunék, farmakokinetiku a farmakodynamiku
potencialnich 1€¢ivych latek €1 individudlni odpoveéd’ na 1écbu antineoplastiky u dané¢ho

pacienta (47).

Béhem experimentalni ¢asti byly vyuzity imunodeficitni heterozygotni mysi bez brzliku
Nude-Foxnl™ deficitni na cytotoxické T-lymfocyty CD8" a ostatni T-lymfocyty.
Fenotypicky bezsrsté, genotypicky s autosomdlné recesivni mutaci nu alely na 11.
chromosomu. MyS$im byla subkutanné poddvané suspenze bunck nékolika bunécnych

linii — tzv. Ectopic tumor xenograft model.

2.5 Vyuziti léCiv s protindadorovym  uclinkem  pirvodné
pouzZivanych pro jiné indikace
Vyvoj a vyzkum novych chemickych entit pro 1é€bu nddorovych onemocnéni je velice
nakladny a zdlouhavy a do 1. faze klinického testovani postoupi pouze 5 % molekul.
V dnesni dob¢ proto roste trend vyuziti jiz diive objevenych a registrovanych 1é¢iv
v novych indikacich. Tento proces (fzv. drug repurposing) je levnéjsi, rychlejsi a
klinickym zkouskam u dané substance. Na podklad¢ technologického pokroku a blizsiho
pochopeni etiopatogeneze mnoha onemocnéni a mechanismu tc¢inku 1€¢iv se zjistilo, ze
mnoho molekul zftad antihypertenziv, antidiabetik, antipsychotik, antidepresiv a
anthelmintik ma je$té navic protinddorové ucinky. Jednd se napt. o ai-lytika (terazosin,

doxazosin), propanolol; metformin a pioglitazon; amitriptylin; chlorpromazin (6).
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2.5.1 Flubendazol

Flubendazol (Obrazek 4), Sirokospektré
/

O H o
N }—O anthelmintikum vyuzivané ve veterinarni
O O />7 ﬁ medicing, je latka spadajici do skupiny
N
F benzimidazoli. Nositelem anthelmintického

Obrdzek 4 Vzorecﬂubendazolu' ucinku mOlekulyje amidinova Skupina.

FLU se v CR indikuje u pstl, kogek, prasat a kura domaciho pfi nakaze oblymi ervy
(antinematodni uc¢inek) a tasemnicemi (anticestodni ucinek) (48). Nyni je tato latka
zkoumadna za ucelem vyuziti v terapii myelomu, leukémie, rakoviny prsu, kolorektalniho

karcinomu, a pravé glioblastomu multiforme.

Mechanismus ucinku tkvi v tvorbé specifické vazby s podjednotkou [-tubulinu.
Polypeptid B-tubulin tvofi spole¢né s a-tubulinem protein tubulin, ktery je zakladni
stavebni jednotkou mikrotubuld bunky. Mikrotubuly, nejtlustsi typ mikrofilament, tvoii
cytoskelet eukaryoty udrzujici jeji tvar, doddvaji ji mechanickou pevnost, udavaji vnitini
prostorové rozlozeni organel, probiha diky nim vnitini transport latek a vesikul, tvoti
béhem M-faze delici vieténko a umoziuji tak rovnomérné rozlozeni chromosomii mezi
budouci dcetiné buiiky atd. Spravna funkce mikrotubult je tedy dle vyctu naprosto

zéasadni pro cely bunéény cyklus buiiky — tedy pro jeji existenci (15).

Benzimidazoly, v€etné FLU, vazbou na podjednotku p-tubulinu narusi funkci
mikrotubull helminta a vedou ke smrti parazita. Alterace mikrotubulll narusi i1 transport
a metabolismus glukézy vedouci k nedostatecné tvorbé ATP a glykogenu a depleci
energetického metabolismu parazita. Vyhodou benzimidazolovych anthelmintik je jejich
vysoka toxicita pro helminty, ale nizké pro savce, protoze afinita k savéimu p-tubulinu je

daleko niz$i nez k B-tubulinu helmintd (49).

Podstatou rakovinného bujeni je buitkou nefizené rychlé a v§em kontrolnim procestim se
vymykajici d€leni patologickych bun¢k tumoru. FLU je nyni diky svému ucinku na
mikrotubuly zkouman jako nadéjné cytostatikum (49). FLU dale ale neovlivituje pouze
mikrotubuly, dle studii (1) a (49) zasahuje i do procesu epitelo-mesenchymalni tranzice
(EMT) — inhibuje expresi mesenchymalnich markeri N-kadherinu a vimentinu a zvysuje
expresi epitelidlniho markeru E-kadherinu. FLU timto mechanismem inhibuje proliferaci

a migraci bung¢k.
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2.5.1.1 Farmakokinetika flubendazolu

FLU, methylester-[5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl]-karbamové kyseliny, je
lipofilni molekula, kterd se obvykle podava peroralng, avsak absorpce po p. 0. podani je
velmi malé. Biodostupnost 1ze zvysit podanim ihned po jidle. Nizké biodostupnost je
hlavnim limitem ptipadného budouciho vyuziti v protinadorové terapii a jeji zlepSeni je

nyni pfedmétem vyzkumu (49).

FLU je v lidském organismu metabolizovan v cytosolu hepatocytli, kde podléhé redukci
katalyzované enzymem karbonylreduktasa 1 s koenzymem NADPH. Reakce je pfisné
stereospecifickd (50) a jiny metabolit, nez produkt této redukce nebyl v hepatocytech
detekovan. Molekula FLU nepodléhé hydrolyza¢nim ani konjugac¢nim reakcim, coz znaci
maly potencial pro farmakokinetické interakce s ostatnimi lécivymi latkami (aZ na moZné
interakce s interkalacnimi antibiotiky doxorubicinem a daunorubicinem, které taktéz

podléhaji redukci karbonylreduktasou) (51).
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3. CILE PRACE

Cilem mé prace bylo stanovit a porovnat in vitro a in vivo u€inek FLU na nadorové linie

GBM U118MG (stabilizovana bunécna linie) a GBM69 (primolinie). TMZ byl pouzit

jako kontrola u vSech provedenych testti.

Dil¢imi cili projektu bylo:

porovnat antiprolifera¢ni vliv FLU a TMZ ve vybranych buné¢nych liniich GBM,

stanovit hodnoty ICso a vyhodnotit morfologické zmény.

stanovit u¢inek vybranych koncentraci FLU a TMZ na zvolené markery epitelo-
mesenchymalni tranzice (EMT) a markery rezistence jak na urovni mRNA, tak na

urovni proteind u vybranych bunéénych linit GBM.

implantovat subkutdnn¢é suspenzi bunéénych linii UI18MG a GBM69 do
imunodeficitnich athymickych mysi Nude-Foxnl™ a porovnat jejich rdst po

aplikaci FLU a TMZ

porovnat vliv FLU a TMZ na hladiny vybranych markert EMT a markert

rezistence u odebranych mysich tumortt U118MG na urovni mRNA a proteinti.
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4. METODIKA

4.1 Material

4.1.1

Chemikalie

4xSDS vzorkovy pufr slozeny z: 1M Tris/HCI pH 6,8, 85% glycerol, SDS, DTT
(dithiotreitol), bromfenolova modf, redestilovana voda.

Akrylamid (AA) a bis-akrylamid (bisAA) (Sigma Aldrich)

Bovinni (hovézi) sérovy albumin (Sigma Aldrich)

DEPC (diethylpyrokarbonat) voda bez nukleas (InVitrogen)

Direct Zol RNA PreWash Buffer (ZymoResearch)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — bazalni médium pro kultivaci
(Gibco)

DNA Digestion Buffer (ZymoResearch)

DNAsa I (ZymoResearch)

dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma Aldrich)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (ZymoResearch)

Fetalni bovinni sérum (Gibco)

Formaldehyd 4% (Fagron)

Glycin (Sigma Aldrich)

HCI (Penta)

Isobutanol (Sigma Aldrich)

Isofluran roztok (Laboratorio Fatro Ibérica)

Kit pro méteni proliferace a viability bun¢k metodou WST-1 (Gibco)

Kit pro polymerazovou fetézcovou reakci: SYBR Green fluorescencni substrat,
Forward primer a Reverse primer pro cilovou mRNA (10 mM), DEPC voda bez
nukleas (Roche)

Kit pro ptipravu cDNA obsahujici: Random hexamer primer, 5x reakéni pufr, 10
mM mix dNTP; RiboLock inhibitor RNA4s (20U/ul); M-MuLV Reverse
Transcriptase (20 U/ul) (Gibco)

Kit pro stanoveni proteini metodou BCA: roztok A (obsahuje BCA, kyselinu
bicinchoninovou v 0,1 M NaOH). Roztok B (4% CuSO4:6H>0) (Sigma Aldrich)
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Lyzaéni pufr: Tris/HCl o pH 7,4, NaCl, 85% glycerol, Triton X-100, EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctova), EGTA (ethylenglykol-di-(2-
aminoethylether)-tetraoctova), B-glycerolfosfat, fluorid sodny, pyrofosfat sodny,
diethiotreitol, vanadi¢nan sodny, voda. Smés inhibitori proteas — Protease
Inhibitor Cocktail Powder (Sigma Aldrich).

PBS (Phosfate Buffered Saline) — fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (Gibco)
Persiran amonny (APS) (Sigma Aldrich)

RNA Wash Buffer (ZymoResearch)

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) médium pro kultivaci
savCich bun¢k (Gibco)

TBST pufr (Tris-Buffered Saline s Tween 20) (Sigma Aldrich)

TEMED (N,N,NN-Tetramethylethylenediamin) (Sigma Aldrich)

Temozolomidu a flubendazolu (Merck Life Science)

Tranfer Buffer blotovaci pufr (Sigma Aldrich)

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Penta)

TRIzol™ - roztok pro izolaci RNA (Gibco)

Pristrojové vybaveni

Bunéény CO; inkubator (Binder)

Cellometer Auto na pocitani buné¢k (Nexcelom)

Gel Logic zobrazovaci zafizeni pro vysledné bloty (Kodak)
Laboratorni centrifuga — mensi i vétsi s moznosti regulace teploty (Eppendorf)
Laminarni box s vertikdlnim proudénim (Verkon)

Lightcycler96 pro Real-Time PCR (Roche)

Mikroskop Olympus IX-70

NanoDrop 2000 spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
Plastové sterilni boxy na drobné hlodavce (ve vivariu na LF HK)
Spektrofotometr (Tecan)

Ttepany inkubator (tzv. ttepacka) (Eppendorf)

Vyhtivany termoblok pro PCR (Eppendorf)

Zdroj stejnosmérného napéti pro elektroforézu (120 V)
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4.1.3 Pomiicky

e 96jamkové desticky (Gibco)

e EDTA zkumavky

e Injekeni stiikacky a jehly pro aplikaci bunééné suspenze

e Laboratorni pomucky pro zékladni laboratorni ukony

e Mikrozkumavky (Eppendorf)

e Pipety riiznych velikosti (Eppendorf)

e Plastové nadoby s vickem (Eppendorf)

e Pomiucky pro ptipravu gelii na elektroforézu — nalévaci stojanek, skla, skla se
spacerem, spony, hieben pro tvorbu jamek (Rotiphorese)

e PVDF membrana (Sigma Aldrich)

e Skalpel

e Stojanek pro elektroforézu, vana pro elektroforézu (Rotiphorese)

e Spicky riznych velikosti (Eppendorf)

e Tlusty filtra¢ni papir, blotovaci houbicky

4.2 Bunécneé linie

4.2.1.1 HCTS

HCTS8 (Obrazek 5) je adherentni bunécna linie izolovand z adenokarcinomu tlustého
stfeva od 67leté Zeny. Linie je tumorigenni — po subkutanni aplikaci bunéné suspenze
do athymické mysi vyroste tumor do 21 dni. Linie je pozitivni na karcinoembryonalni
antigen, alkalickou fosfatasu a keratin. HCT8 jsou uchovavany v kultiva¢nich plastovych
sterilnich 1ahvich pfi teploté 37°C. Jako kultivaéni médium bylo zvoleno DMEM médium
pro kultivaci s ptidavkem L-glutaminu (4 mM roztok), glukosy (4500 mg/l), pyruvatu
sodného (1 mM) a hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho (1500 mg/l) v 10% bovinnim fetalnim
séru (52).
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Obrazek 5 Buniky linie HCTS (zvétseni 40%)

4.2.1.2 EA.hy926

Stabilizovanou linii EA.hy926 pfedstavuji endotelidlni buniky (Obrazek 6). Byla
vytvorena fuzi primarnich humannich bunék pupecnikové vendzni krve s thioguanin-
rezistentnimi bunécnymi klony linie A459. Charakteristickym znakem je pfitomnost
Weibel-Paladeho granul (53) v cytoplasmé, jez obsahuji von Willebrandtv srazeci faktor
(VIII) a P-selektin — plisobky ovlivitujici angiogenezi, hemostdzu, rozvoj zanétlivych
procest. Linie je kultivovana v kultivatnim médiu DMEM s pfidavkem L-glutaminu
(4 mM roztok), glukosy (4500 mg/l), pyruvatu sodného (1 mM) a hydrogenuhli¢itanu
sodného (1500 mg/l) v 10% bovinnim fetalnim séru pfi teploté 37°C (54).

Obrazek 6 EA.hy926 (54)
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4.2.1.3 UlISMG

Stabilizovana bunécna linie U118MG (Obrazek 7) odvozend z maligniho glioblastomu
multiforme izolovand J. Pontenem a jeho kolektivem béhem let 1966 az 1969. Pochazi
od padesatilet¢tho muZe kavkazské rasy. Z morfologického hlediska jsou pfitomné jak
buiiky glioblastomu, tak astrocyty. Buiiky jsou pentaploidni, pocet chromosomu se
pohybuje od 110 do 115 a jsou ptfitomny rozli¢né strukturni chromosomalni aberace.
Linie je tumorigenni, po subkutdnni injikaci do athymické mysi se za¢ne tumor vyvijet
béhem jednadvaceti dni. (45) Zékladnim médiem pro kultivaci je DMEM médium
s pfidavkem roztoku 4,5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu a 10% fetalniho bovinniho séra.
Teplota kultivace je 37°C (45).

Obrazek 7 Linie U1 1SMG (55)

4.2.1.4 GBM6Y9

Primolinie GBM69 (Obrazek 8) je odvozena ze vzorku ziskaného od pacienta, muze,
ro¢nik narozeni 1970, operovaného ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové v roce 2021.
U tohoto pacienta byla zjiSténa nemutovand forma IDHI1. Bunky byly kultivovany pfii
37°C v plastovych sterilnich kultivacnich ldhvich v atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Stav
primolinie byl zkontrolovan 2 dny po izolaci, kazdé tf1 dny bylo ménéno médium do doby
vytvoreni ucelené adherované vstvy na povrchu ldhve. K oddéleni bunék od povrchu byl
pouzit roztok trypsinu s EDTA vytemperovany na 37°C (s dobou ptisobeni 5 az 10 min).
Poté byly bunky opldchnuty RPMI kultivaénim médiem s ptidavkem 15% PBS a
pieneseny do nové kultivacni lahve. Experimenty byly provedeny na druhé, tieti az Ctvrté

pasazi bunék.
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Obrazek 8 Bunécna linie GBMG69. Zvétseni 400 x.

4.2.1.5 Kultivace bunécnych kultur

Odebrany vzorek tkan¢ obsahuje velké mnozstvi heterogennich bunék, takze je nejprve
tteba vhodnym postupem izolovat chténé buniky. Tkan se bud’ mechanicky ¢i za pomoci
enzymu rozrusi. Poté se bunky izoluji riznymi zpisoby, napi. odlisné typy bunék rizné
adheruji na kultivac¢ni povrch; vyuzitim selekéniho media se zamezi ristu kontaminujicim
nechténym bunikam. Po izolaci vybraného typu bunck se za pomoci protilatek jesté
detailnéji urcuje jejich piesny typ. Aby takto izolované buniky pieZily, je nutno zvolit co
nejvhodnéjsi podminky pro kultivaci — nejdalezitéjsi je vybér slozeni vhodného
kultivacniho média, atmosféry, teploty (nejcastéji 37°C), povrchu kultivacni nadoby.
Prevazna ¢ast bunéénych linii roste na povrchu kultivaéni ldhve — jsou tzv. adherentni.

Nekteré se k povrchu nepfichycuji a jedna se tak o tzv. suspenzni kultury (44).

4.3 In vitro testovani vzorkiu

4.3.1 Testovani proliferace a viability bunék metodou WST-1

WST-1 test, neboli Water Solubile Tetrazoline Salt, je zalozen na redukci a enzymatickém
Stépeni  tetrazolinového kruhu soli> na formazan. Reakce je katalyzovéana
mitochondrialnimi dehydrogenasami zivych bunék. Pocet viabilnich bun¢k je pfimo
umérny mnozstvi rdzového barviva formazanu, které je méfeno pomoci absorbance.
Vzorky bunck byly pipetovany na 96ti jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku (do kazdé jamky

5 tisic bunék/ 100 pl). Nasledné byly ovlivnény po dobu 48 hodin riiznymi koncentracemi

2 4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfondt

36



FLU a TMZ. Po ubéhnuté dobé byly buniky oplachnuty PBS, do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 pl roztoku WST-1 (fedéno 1:20) a buniky byly dvé hodiny kultivovany.
V poslednim kroku byla na spektrofotometru zmeétena absorbance A (pii A 450 nm

s referencni A 650 nm).

4.3.2 Mikroskopie fazového kontrastu

Technika fazového kontrastu se vyuziva pro pozorovani objekti, které kvili jejich malé
absorpci svétla nelze pozorovat klasickym svételnym mikroskopem (jadro, vakuoly).
Tyto objekty se nazyvaji tzv. fazové objekty — od okolnich objektl se lisi jen velmi malou
zménou indexu lomu svétla. Paprsek prochéazejici témito objekty se lame jen nepatrné,
svételnou vinu posunuje pouze o fazi (neméni celou amplitudu elektromagnetického
vinéni tak jako objekt viditelny) (56). Mikroskopie byla provadéna v Casovych
intervalech 24, 48 a 72 hodin po ovlivnéni TMZ 500 uM a FLU 0,5 uM mikroskopem
Olympus [X-70 nastavenym na fdzovy kontrast. Bunééné linie U118MG, GBM69 byly

pozorovany v kultivacnich lahvich.

4.3.3 Izolace RNA z in vitro kultivovanych bunék

Princip: RNA se navaze na specialni povrch matrix kolonky, je promyta nékolika pufry
a nakonec eluovana vodou z kolonky pry¢.

Bunky byly kultivovany v médiu ve sterilnich kultivaénich plochych kulatych miskach.
V prvnim kroku bylo médium odsato odsavackou, k buiikkam byly pfility 3 ml ledového
PBS a obsah kazdé misky byl kyvavymi pohyby oplachnut od média. PBS bylo odsato a
k buiikkam bylo pfipipetovano 200 ul TRIZOLu, ve kterém byly buiiky po dobu 2 minut
lyzovéany. Po sliti TRIZOLu byly buniky z misek stazeny pomoci specidlni stérky a

transportovany do 1,5ml zkumavek Eppendorf bez nukleas.

Ke vzorku bun¢k bylo pfiddno stejné mnozstvi ethanolu, jaky byl objem vzorku.
Preklapenim se vse promichalo a cely obsah vzorku smési ethanolu a lyzovanych bunék
byl ptepipetovan do kolonek Zymo-Spin IIC Column, které byly vloZeny do vétSich
zkumavek, tzv. Collection Tube. Vzorky se poté¢ nechaly zcentrifugovat po dobu 30
sekund, pfi 13 000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byly kolonky dany do novych prazdnych

zkumavek (Collection Tube).
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Do kolonek bylo ptidano 400 pl komeréniho pufru RNA Wash Buffer a vzorky se nechaly
opét zcentrifugovat (30 sekund, pii 13 000 rpm a 4°C). Ze spodni casti zkumavky

Collection Tube byla vylita profiltrovana tekutina.

Poté byla do 1,5ml zkumavky Eppendorf bez nukleas ptipravena smés DNas a pufru DNA
Digestion Buffer. Pro jeden vzorek bylo pipetovano 5 pul DNasy a 75 ul pufru DNA
Digestion Buffer. Sm¢és byla promichdna, pfidana do kazdé kolonky a vzorky byly

ponechany 15 minut pfi pokojové teplote.

Ke vzorklim v kolonkéch bylo ptidano 400 pl pufru Direct Zol RNA PreWash a kolonky
se nechaly po dobu 30 sekund centrifugovat (13 000 rpm a 4 °C). Tekutina, ktera prosla
pti centrifugaci do spodni ¢asti vétSich zkumavek Collection Tube, byla vylita. Tato faze

byla provedena dvakrat.

Nasledné bylo ke vzorkiim ptipipetovano 700 ul pufru RNA Wash Buffer a vzorky byly
centrifugovany po dobu 2 minut (13 000 rpm, 4 °C). Kolonky byly nasledné pfemistény

do prfedem pftipravenych 1,5ml sterilnich zkumavek Eppendorf bez nukleas.

Nakonec byla z kolonky izolovand RNA vymyta DEPC vodou bez nukleas — podle
mnozstvi lyzovanych bunék 30-50 pl na jednu kolonku, centrifugace 30 sekund (13 000
rpm, 4 °C).

Koncentrace izolované mRNA byla métena na spektrofotometru NanoDrop 2000.

4.3.4 Stanoveni koncentrace mRNA pomoci metody RT-qPCR

Metoda RT-qPCR kombinuje techniky RT (reverzni transkripce) s qPCR (kvantitativni
polymerazova retézcova reakce v redalném case). Umoziuje tak méfenim hladiny mRNA
rychlou detekci zmén genové exprese. Zmeény v expresi specifickych genii jsou
zakladnim ukazatelem patofyziologickych a diferencianich zmén v buiice. V prvnim
kroku je RNA templdt za pomoci enzymu reverzni transkriptasy prepsan na
jednovldknovou ¢cDNA (tzv. complementary DNA). V druhém kroku je nové vznikla
cDNA amplifikovdna (zmnoZena) v redlném cCase a jeji mnozstvi je detekovano pomoci

fluorescencni sondy (57).

Termin polymerazova retézcova reakce oznacuje laboratorni techniku, kterou Ize rychle
zmnozit — tzv. amplifikovat — vybranou sekvenci DNA. Tato sekvence je dana pouzitymi
primery, které pfisednou na specifické misto na jednovlaknové DNA a enzym Tagq-
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DNA-polymerasa od nich pak ve sméru od 5' k 3' konci syntetizuje dle komplementarity
bazi novy fetézec — vznikd tak dvouvldknova DNA. Princip PCR tkvi v cyklickém
opakovani tii zékladnich fazi: denaturace, annealing (nasedani primeri na templat) a
syntéza DNA. Reakce PCR probiha v 96 jamkové destice v zafizeni zvaném
termocykler, které umi b&hem nékolika sekund meénit teplotu o desitky stupiili
Celsia. Reakce zac¢ina uvodni denaturaci, poté nasleduje X cyklu tii fazi (v naSem piipadé
45). Vse je ukonceno zavére€nou extenzi, kterd ma zajistit, aby byly vSechny produkty

skute¢né dosyntetizovany (58).

Denaturace: vysoka teplota 95 °C po dobu 10 sekund zajisti rozruseni vSech vodikovych
mustkid mezi jednotlivymi bazemi DNA a rozdé€leni jedné dvoutetézcové DNA na dvé

jednotetézcové.

Annealing nebo-li nasednuti primeri: teplota se snizi na 55 °C (dle délky primeru a
CG nukleosidii), coz umozni specifické nasednuti primerti. Na tyto dvouvlaknové useky

pak muze ptisednout Tag-polymerasa.

Syntéza DNA: termostabilni enzym Tag-polymerasa je aktivni pii teploté 72 °C, kdy
nasedne na primery a pfipojuje dle komplementarity bazi volné nukleotidy k vlaknu DNA

(58).

Mnozstvi amplifikované cDNA je nakonec méfeno pomoci navdzaného nespecifického

interkalaéniho barviva SYBR Green.

4.3.4.1 Priprava cDNA

V prvnim kroku byla na Nanodropu 2000 zmeéiena koncentrace RNA s naslednym
fedénim DEPC vodu na vyslednou koncentraci 1 pg RNA v objemu 10 pl. V druhém
kroku byla vytvotena smés A — do sterilni zkumavky bez nukleas bylo pipetovano 10 ul
fedéného vzorku RNA a 1 pl Random hexamer primeru — celkovy objem byl 11 pl. Poté
byla smés A zhomogenizovana pipetou, stoCena v centrifuze a inkubovana pfi teploté

70 °C po dobu 5 min. Po vyndani vzorki z inkubatoru byla smés schlazena.

Béhem inkubace byla pfipravena smés B — pro jeden vzorek bylo pipetovano: 4 pl 5x
reakcntho  pufru, 2 ~ul  smési  nukleotidh /10 mM  dNTP  mixu
(deoxyribonukleosidtrifosfatii), 1 pul RiboLock RNAse inhibitoru (20U/ul), 2 pl M-Mul
V Reverse Transcriptasy (20 U/ul). Smés B byla poradné promichana.
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K 11 pl smési A bylo pipetovano 9 pl smési B (vznikla tak smés A+B), vSe bylo fadné
promichéno a poté inkubovano 5 min pii pokojové teplote, ndsledné v inkubatoru 60 min

pti 37 °C. Nakonec byla reakce zakoncena zahtatim na 70 °C po dobu 5 min.

4.3.4.2 PCR amplifikace jednovlaknové cDNA

Vzorky smési A+B byly fedény dvéma zptsoby:

Prvni zplsob se tykal specifickych cilovych genii: fedéno v poméru 1:5 pro cilovou
mRNA amplifikaci — ke kazdému vzorku smési A+B bylo pfipipetovano 80 ul DEPC

vody a vzorky byly fadn€ zhomogenizovany pipetou.

Pro amplifikaci referen¢nich housekeepingovych geni, ktera slouzi jako kontrola mRNA
amplifikace, byly vzorky natedény v poméru 1:40. Do novych 0,5 ml sterilnich zkumavek
Eppendorf bez nukleas bylo odméteno 45 pl DEPC vody (vody bez nukleas) a 5 pl

fedéného vzorku smési A+B. VSe bylo fadné¢ promichdno pipetou.

Poté byla piipravena smés C. Pro jeden vzorek bylo pipetovano: 25 pl SYBR Green
fluorescencniho substratu, 1 pl 70 mM Forward primeru pro cilovou mRNA, 1 ul 10 mM
Reverse primeru pro cilovou mRNA a 13 ul DEPC vody bez nukleas.

Me¢teni hladiny mRNA probihalo v duplikatech pro kazdy vzorek. Do sterilnich
mikrozkumavek na 96ti jamkové desticce bylo odméfeno 20 ul smési C a 5 pl vzorku
(smési A+B) a vSe fadné promichéno. Jako negativni kontrola byla misto vzorku uzita
DEPC voda bez nukleas. Nakonec byla desticka vloZzena do Lightcycler96 Real Time
PCR cykleru.

4.3.5 Stanoveni proteinii metodou Western bloting

Technika zvana Western blot umoziuje detekovat pfitomnost i mnozstvi urcitého
specifického proteinu v biologickém materiadlu. Sklada se ze tii po sob¢ jdoucich fazi:
elektroforetické separace proteini na zakladé jejich hmotnosti (kDa), pfenosu

separovanych proteinli na membranu a detekce proteini (59).

V experimentdlni c¢asti byla vyuzita polyakrylamidova gelova elektroforéza za
denaturujicich podminek (SDS-PAGE). Ioniza¢ni detergent dodecylsiran sodny (SDS)
v kombinaci se zvySenou teplotou denaturuje proteiny ve vzorku, obali kazdou

makromolekulu proteinu a uda tak v§em proteinim zdporny naboj, ktery je ptimo umérny
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molekulové hmotnosti proteinu. Nabité proteiny pak pii elektroforéze putuji od zaporné
nabité katody ke kladné nabité anod¢, piicemz malé proteiny putuji rychleji a dochazi tak

k separaci na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti (59, 60).

Separované proteiny jsou poté pomoci pusobeni elektrického proudu z gelu preneseny na
polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Na gel se umisti membrana, vrstva
filtra¢niho papiru, blotovaci houbicka a vSechny vrstvy se sepnou mezi dvé elektrody.
Proteiny putuji napfi¢ vrstvami smérem ke kladnému naboji a zachyti se na membrané.

Poloha proteini na membrané odpovida jejich piesné poloze na gelu.

Dalsim krokem je zablokovani zbylych volnych vazebnych mist na membrané, aby se
predeslo nespecifickému vazani protilatek vedoucimu ke zkresleni vysledka. K blokaci

se pouZzivéa 5% roztok mléka v TBST pufru.

Separované proteiny na membrané jsou nakonec detekovany chemiluminiscen¢né
pomoci primarni a sekundarni protilatky. Na protein se nejdiive specificky vaze primarni
protilatka a na tu v dalSim kroku sekundarni protilatka nesouci enzym katalyzujici
chemiluminiscenc¢ni reakci. Enzym kienova peroxidasa katalyzuje pfeménu dodaného
chemiluminiscen¢niho substratu na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzafenim
svételného signalu. Velikost signdlu je pfimo imérna mnozstvi navazaného enzymu, a to

je pfimo umérné mnozstvi specifického proteinu (59, 60).

4.3.5.1 Priprava bunécného lyzatu

Bunky byly kultivovany v médiu ve sterilnich kultivacnich plochych kulatych miskach.
V prvnim kroku bylo médium odsato odsdvackou, k bunkam byly pfipipetovany 3 ml
ledového PBS a obsah kazdé misky byl kyvavymi pohyby oplachnut od média. Poté bylo
PBS opatrné odsato. V dal$im kroku bylo pfidano 100 az 150 pl ledového lyza¢niho pufru
s inhibitory proteas. Pufr se nechal pisobit cca 2 minuty. Bunky byly poté z jednotlivych
misek setfeny specialni stérkou a pipetou transportovany do 1,5ml zkumavek Eppendorf
— zkumavky byly pro zajiSténi stability obsahu uchovavany na ledu v polystyrenovém
boxu. Obsah zkumavek se pomoci injekéni stfikacky zhomogenizoval a vzorky se
nechaly stat 20 minut na ledu. Homogenat byl nasledné centrifugovan pii 13 000 rpm,
4°C po dobu 10 min. Po centrifugaci byl automatickou pipetou odebran supernatant. U
téchto vzorkd se nasledné stanovila koncentrace bilkovin a byly pouZity pro detekci

proteinil metodou Western blot.

41



4.3.5.2 Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Principem bicinchoninové metody je redukce médnatého iontu na méd'ny pritomnym
proteinem v alkalickém prostfedi. Na redukci se podili peptidova vazba, cystein, cystin,
tryptofan a tyrosin. Méd’ny ion nasledné tvofi s kyselinou bicinchoninovou modro-
fialovy chelatovy komplex. Reakce se vyhodnocuje spektrofotometricky, absorbance je

pfimo imérnd koncentraci bilkovin ve vzorku.

V prvnim kroku byly z 1% roztoku BSA (bovinni sérovy albumin) pfipraveny dle tabulky

2 roztoky pro méteni kalibra¢ni kiivky (v duplikatech).

Tabulka 2 Redéni roztoku 1% BSA pro piipravu kalibracni kiivky.

Koncentrace Objem 1% Objem destilované
(ug/ml) roztoku BSA vody (ul)
(uh)
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Roztoky vzorkt byly taktéz piipraveny v duplikatech. Zaklad vzorkt tvoril bunéény lyzat
piipraveny v bod¢ 4.3.4.1 v poméru 1:4 s destilovanou vodou, tedy 10 pl bunécného

lyzatu a 40 pl destilované vody.

Poté byl smichanim roztokli A a B v poméru 50:1 vytvoten roztok C. Roztok A obsahoval

NaHCOs3, NaxCOs, BCA v 0,1 M NaOH a roztok B se skladal z 4% CuSO4-6H»0O.

Obsah proteinil byl méfen v 96ti jamkové desti¢ce. Do mikrozkumavky bylo pipetovano
10 pl vzorku a 200 ul pracovniho roztoku C. Vzorky byly fadné€ promichany a desticka
byla poté 30 minut za stalého tfepani (300 rpm) inkubovana pii teploté 37 °C.

Absorbance A byla méfena pii 562 nm a jako slepy vzorek slouZila destilovana voda. Pti
vyhodnocovéni byl od hodnot absorbance vzorkii odecten primér absorbance slepého
vzorku. V poslednim kroku byla sestavena kalibraéni kiivka a pomoci ni byly

vyhodnoceny dané vzorky.
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4.3.5.3 Elektroforéza proteinii na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Vzorky bilkovin byly fedény tak, aby se jejich vysledna koncentrace rovnala 1 pg/ul

proteinl. K fedéni byly vyuzity 4xSDS vzorkovy pufr a lyzacni pufr s roztokem inhibitorii

proteas.

K provedeni elektroforézy byly podle tabulky 3 pfipraveny separa¢ni polyakrylamidové

gely v koncentraci 7,5% k separaci proteinti o velké molekulové hmotnosti (36-94 kDa)

a 10% k separaci proteinli o mensi molekulové hmotnosti (1668 kDa). Dle tabulky 4 byl

piipraven zaostiovaci gel.

Tabulka 3 Slozeni separacnich gelu (spodni gel) o tloustce 1,5 mm.

Objem materialu pro 2

gely
o koncentraci 7,5%.

Objem pro 2
o koncentraci 10%.

gely

Redestilované voda 9,8 ml 8,1 ml
Roztok 1,5M pufru Tris- 5 ml 5 ml
HCl o pH 8.8

Roztok AA s bisAA 5ml 6,7 ml
10% roztok SDS 0,2 ml 0,2 ml

Latky pro iniciaci polymerace

Roztok APS

200 ul

200 ul

TEMED

16 ul

16 ul

Tabulka 4 Slozeni zaostrovaciho 4% gelu (horni gel) o tloustce 1,5 mm.

Objem materialu pro 2 gely.

Redestilovana voda 6,1 ml
Roztok 1,5M pufru Tris- 2,5ml
HCl o pH 8,8

Roztok AA s bisAA 1,3 ml
10% roztok SDS 0,1 ml

Latky pro iniciaci polymerace

Roztok APS

200 pl

TEMED

16 ul
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V nalévacim stojanku byla sestavena skla pro pfipravu gelu. Byl namichan roztok pro
piipravu spodniho (separacniho) gelu a ten byl pipetou nalit mezi skla do vysky asi 4,5
cm od spodniho okraje. Roztok byl opatrné prevrstven 200 pl isobutanolu nasycené¢ho
vodou a ponechan 30 az 60 minut polymerovat. V dal§im kroku byl isobutanol opatrné
slit a byl namichan roztok pro horni zaostfovaci gel. Tento roztok byl nasledné pipetou
nalit mezi skla az po horni okraj. Poté byl ihned do gelu zasunut hieben pro vytvoreni

jamek a gel byl dale nechan 30 minut polymerovat.

Natedéné vzorky se nechaly po dobu 5 minut povafit v termobloku (95 °C). Mezi tim
byly opatrn¢ vyjmuty gely z nalévaciho stojanku, oplachnuty a byl z nich odstranén
hieben. Poté byl s gely sestaven stojanek pro elektroforézu, ktery se vlozil do vanicky.
Dovnitf 1 zvenku stojanku byl nalit elektrodovy pufr v takovém mnozstvi, aby byla cela
aparatura poradné ponofena. Do kazdé jamky gelu bylo pipetovano 30 pl vzorku a do
posledni jamky bylo naneseno 5 pl molekularniho standardu. Cela vanicka se stojankem
byla umisténa do polystyrenové bedny a obsypana ledem. Elektrody byly pfipojeny ke
zdroji (konstantni napéti 120 V). Zdroj byl vypnut v momenté, kdy celo dobéhlo na
spodni okraj gelu.

4.3.5.4 Imunobloting

PVDF membrana byla aktivovana ponofenim do methanolu na 5 minut.

Po skonceni elektroforézy byl z gelu odstranén horni zaostrovaci gel a od separacniho
spodniho gelu byla odstranéna dolni ¢ast s modrym barvivem. Separacni gel byl vlozen
do blotovaciho pufru do uzaviratelné krabicky. Do stejného blotovaciho pufru byla
nasledné¢ vloZzena i PVDF membréna. Do dalsi krabicky s blotovacim pufrem byl
namocen tlusty filtracni papir (2 ks pro jeden gel) a blotovaci houbicky. Materiél se nechal

ponoieny 20 minut.

V dalsim kroku byl postupné sestaven blotovaci sendvi¢ — 1 blotovaci houbicka, 1 silny
filtraéni papir, polyakrylamidovy gel, PVDF membrana, 1 silny filtracni papir a 1
blotovaci houbicka. Pti sestavovani byly pribézné odstranovany vzduchové bubliny, aby
nebranily v pfenosu proteint. Blotovaci sendvi¢ byl vlozen do blotovaciho nastavce a vse
bylo vlozeno do vany, na jejiz dno bylo umisténo leditko. Déle byla vana vlozena do

ledové lazné s cilem ptedejit piehfati. Vana byla uzaviena, viko se pfipojilo ke zdroji
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(napéti 200 V a proud 0,25 A). Po ukonceni pienosu proteinli byla membrana opatrné

vyjmuta pinzetou ven.

4.3.5.5 Chemiluminiscencni detekce proteinii

PVDF membrana byla dana do plastové uzaviratelné krabicky. Byla k ni pfilita
destilovana voda na oplach a nasledné vylita. Poté bylo na membranu nalito ptiblizné
15 ml 5% roztoku mléka v TBST pufru s cilem blokovat zbyvajici volnd mista na
membrané. Krabicka byla umisténa na kyvacku na asi 2 hodiny a poté byl roztok mléka
slit a membrana se oplachla destilovanou vodou. V dalSi fazi nésledovalo zfedéni
primarni protilatky TBST pufrem s 2% BSA (dle instrukci vyrobce) a s timto roztokem
se nechala membrdna ptfes noc inkubovat. Rdno se roztok primarni protilatky slil a
membrana se celkem Sestkrat za sebou oplachla TBST pufrem, pticemz jeden oplach trval
vzdy pftiblizn€ 5 minut. V posledni fazi byla nafedéna dle instrukei vyrobce sekundarni
protildtka TBST pufrem s 2% BSA a membrana se poté nechala s timto roztokem na
jednu az dvé hodiny inkubovat. Poté se roztok slil a membrana byla znovu Sestkrat

oplachnuta TBST pufrem (1 oplach = 5 minut).

Chemiluminiscencni detekce probihala se substratem Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent. Z krabicky s PVDF membranou byl slit TBST pufr a na
povrch membrany byl pipetovan takovy objem detekéniho reagentu, aby byla zcela
pokryta — poté ponechano 5 minut inkubovat. Membrana byla umisténa do pfistroje Gel

Logic, kde byla sniména intenzita luminiscence.

4.4 In vivo testovani

Pro in vivo testovani byly vybrany athymické imunodeficitni mySi — samice Nude-

Foxnl™

, staré 6 tydnl, u kterych byly jiz dfive uspésn¢ implantovany bunky
kolorektalniho karcinomu. U vSech pokusii byla proto jako pozitivni kontrola ristu

pouzita adherentni kolorektalni linie HCTS.

4.4.1 Implantace bunék

Nejdiive byla pfipravena bunétna suspenze na implantaci. Buiiky byly pasdzovany do
kultivacniho média, spocitany a nafedény na objemy, aby se jejich vysledna koncentrace

rovnala pokyntim rozpisu. Ve vivariu byly buiiky stoceny pti 1000%g po dobu 5 minut
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pii pokojové teploté, po odsati kultivacniho média byly buniky nafedény sterilnim PBS.
S pouzitim celkového anestetika isofluranu bylo mysim subkutanné injikovano 250 pl
bunééné suspenze ziskané z kultury lidskych nadorovych bun¢k. Pokud nebylo dano
jinak, kazdé mysi byla suspenze injikovana dvakrat — tj. do levého i pravého zadniho
boku. Néadory se nechaly riist maximalné po dobu 4 tydnti. Rist nddort byl sledovan 2x
tydné, vzdy v pond¢li a Ctvrtek, kdy byly zvitata prfenesena do ¢istého kontejneru, byla
jim vyménéna dieta a voda. Pfipadny riist nadoru byl zjistén pohmatem a jeho nartst,
stejné tak zména hmotnosti jednotlivych mysi byly pravidelné zaznamenany. V ptipade¢,
ze doslo k vyraznému zhorSeni zdravotniho stavu, byla my$ neodkladné usmrcena.
V ptipadé, ze nedoslo k hmatatelnému nartistu nadort, nebo ke zhorseni stavu zvirat, byla

prodlouzena doba ristu nddoru az do doby 4 tydnd.

4.4.1.1 Implantace bunék kolorektalniho karcinomu HCTS8 a kokultivovanych
bunék HCT8 s EA.hy926

Prvotni experiment byl zaméfen na porovnani ristu samotné nadorové linie HCTS8, které

byly v dalSich experimentech pouzivany jako kontrola rGstu GBM nadort, a linie

kokultivované s endotelialnimi bunikami EA.hy926.

Dvéma mySim byla implantovana s.c. z levé strany boku suspenze 3 miliony buné¢k
HCT®8/250 pl a zpravé strany boku 3 miliony kokultivovanych bunék HCT8 a
EA.hy926/250 pl.

4.4.1.2 Implantace bunécné kultury Ul 18MG

V dal$im experimentu jsme se jiz zaméfili na samotné buiniky GBM. Nejprve byly mysi
rozdeleny do 3 skupin po 4 mySich. Bunky Ul18MG byly subkutanné injikovany do
pravého a levého boku kazdé mysi ve tfech riznych koncentracich: 1 milion; 2,5 milionu
a 5 miliontl bunék. Po 14 dnech ristu nadort se z kazdé skupiny odebrala jedna mys a té
byl kazdodenné po dobu 14 dnli podavan sondou FLU v davce 25 mg/kg. 24 hodin po
podani posledni davky byly mySi usmrceny. Cilem pokusu bylo zjisténi idedlni

koncentrace bunééné suspenze pro rist nadoril a zjisténi ucinku navrzené davky FLU.

4.4.1.3 Implantace bunécné linie Ul 18MG a primokultury GBM69

Pro pokus bylo pouzito Sestnact mysi, které byly rozdéleny do dvou skupin. Skupina A:

dvanacti mysim bylo v jednom vpichu do levé a v druhém vpichu do pravé strany podano
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250 pl buné&né suspenze (koncentrace 3 mil. bun€k/250 pl) stabilizované bun&éné linie
U118MG. Pouzitd koncentrace vychazela z vysledkti rGstu nadori z ptedchoziho
experimentu. Skupina B: na zéklad& zjisténi exprese markeru kmenovosti CD133" u
primolinie GBM69 bylo ¢tyfem mySim po jednom vpichu (250 pl) injikovéano 1,5 milionu
bunék primokultury GBM69.

4.4.2 Podavani cytostatik sondovanim

Po dobu ¢trnacti dnti byly vybranym mysSim (dle rozpisu) podavany oralni nerezovou
sondou cytostatika: temozolomid o koncentraci 0,9 mg/kg, flubendazol o koncentraci 10
mg/ml, nebo 25 mg/ml. Léciva byla fedéna roztokem methylcelulézy. Mys byla opatrné
uchopena, pridrzela se ji hlava a rychlym hmatem ji byla zavedena do zaludku sonda.
Mnozstvi poddvaného cytostatika (100 pl) bylo pfesné odmeéfeno pomoci injekéni
stiikacky, na kterou byla sonda nasazena. MySim z kontrolni skupiny byla poddna

methylceluloza.

4.4.3 Ukonceni pokusu

Na konci pokusu byly mysi usmrceny pieddvkovanim inhalacnim anestetikem
isofluranem (5% koncentrace po dobu > 5 minut). Po usmrceni byly odebrany cilové
tkané — kazdy tumor byl rozdélen na tfi ¢asti: pro histopatologickou analyzu (posouzeni
rustu nadoru, ptipadné metastaz) byla prvni ¢ast tkan¢ odebrana do 4% formaldehydu a
uchovavana pii pokojové teploté. Druha ¢ast tumoru slouZzila pro analyzu RNA, tieti ¢ast
tumoru pro WB analyzu — druhd a tfeti ¢ast byly vloZzeny do prazdnych zkumavek a
zamrazeny na -80°C. U vSech mySsi byla zarovenn odebrana plnd krev do K;EDTA
zkumavek, ktera byla centrifugaci zpracovana na plazmu a byla taktéz uchovana v -80°C.
Déle byly odebrany srdce, jatra a plice pro kontrolu morfologie téchto organti a pro
zjisténi piipadnych metastaz v téchto organech. Jednotlivé mysi s nddorem byly zaroven

vyfoceny.

4.4.4 Zpracovani vzorku z odebraného tumoru — izolace RNA
Zpracovani vzorku lze pro prehlednost rozdélit dle (61) do nékolika fazi:

1. homogenizace nadorové tkané — jeji rozrusent,
2. separace RNA do vodné faze roztoku,

3. zachyceni RNA na matrix specialni kolonky
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4. promyvani matrix kolonky — €isténi zachycené RNA

5. eluce RNA z matrix kolonky.

Princip: vzorky jsou homogenizovany s komerénim RiboEx — jednofazovym roztokem
obsahujicim fenol a guanidinovou sul, ktery lyzuje buiiky, vyvazuje z lyzatu proteiny a
inaktivuje nukleasy. Po homogenizaci tkan€, ptidani chloroformu a centrifugaci se vzorek
separuje na vodnou a organickou fazi. RNA a DNA jsou diky svym polarnim strukturam
rozpustény ve vodné fazi, proteiny se diky jednotlivym aminokyselinam o rizné polarité
hromadi na rozhrani vodné a organické faze. K vodné fazi s RNA je ptidan RBI pufr —
RNA vazajici pufr — a smés se navaze na matrix kolonky. Po promyti vzorku SW1 a RNW

pufrem, je RNA z kolonky vyeluovana RNase-free vodou (61).

Rotor z homogenizatoru TissueLyser byl pfedem vychlazen v mrazdku na -80°C.
Centrifuga byla nastavena na 12,000xg, 15 min, vychlazena na 4°C (centrifuga
Eppendorf). Vzorky tumoru byly pieneseny do 2ml zkumavek (Eppendorf, PCR clean),
bylo pfidano cca 200 pl RiboEx a do kazdé zkumavky byla dana jedna homogeniza¢ni
kulicka.

Zkumavky byly vlozeny do rotoru, rotor do homogenizatoru a byl spustén nasledujici
program: Oscilacni frekvence 1/s — 25; ¢as 1 min. Po skoneni byl kazdy vzorek
zkontrolovan, jestli uz je dostatecné zpracovany (zda nezbyvaji v roztoku kusy tkang).
Pokud jesté kusy tkan¢ zbyvaly, program byl spustén jesté jednou. Po homogenizaci byly
vzorky 5 min inkubovany pii pokojové teploté, a nakonec znich byla vyndéana

homogenizac¢ni kulicka.

Ke vzorkiim se ptidalo 200 pl chloroformu a smés se nechala inkubovat 2 minuty pii
pokojové teploté. Nasledné se vzorky centrifugovaly pii 12,000%g 15 min (4°C). Vzorek
se separoval na vodnou a organickou fazi. Vodna faze kazdého vzorku byla pfenesena do

novych zkumavek (1,5ml Eppendorf, safe lock, PCR clean).

V dalsich krocich byly pouzity pufry a zkumavky/kolonky z baleni Kit Hybrid-R.
K vodné fazi se pridal stejny objem RBI pufru a obsah se promichal pteklapénim
zkumavek. Tato smés byla pienesena na horni ¢ast zkumavky (minispin column) a poté

centrifugovana pii 12,000xg, 30 s.

Ze spodni ¢asti kolonky byla vylita profiltrovana tekutina a na horni ¢ast kolonky bylo
napipetovano 500 pul SW1 pufru a vzorky byly centrifugovany pii 12,000%g, 30 s. Ze
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spodni ¢asti kolonky byla znovu vylita profiltrovana tekutina a na horni ¢ast kolonky bylo

napipetovano 500 ul RNW pufru, v§e znovu centrifugovano pii 12,000xg, 30 s.

Nakonec byly vzorky centrifugovany jest€ jednou pii 12,000xg 1 minutu. Poté bylo na
horni ¢ast kolonky naneseno 50—-100 ul DEPC vody (podle velikosti vzorku), nechano

stat po dobu 1 minuty, a nakonec centrifugovano pii 12,000xg, 1 min.

4.4.5 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemickd analyza (IHC) umoziuje kvalitativni a kvantitativni analyzu
vybranych molekul in sifu. Odebrané ¢asti nadorti byly fixovany ve 4% formaldehydu a
byly zpracovany v parafinové tkanové blocky, které byly nasledné nafezany na 2 az 3 um
tenké platky. Jako primdrni protiladtky pouzité pro naslednou analyzu byly vybrany
protilatky proti ki67, N-kadherinu a IDH1. Navazovani protilatek na specifické antigeny
probihalo v pfistroji Ventana Benchmark Ultra machine za vyuziti detekéni sady danych
protilatek. V poslednim kroku byly platky barveny kontrastni latkou hematoxylinem.

Sklicka byla analyzovana svételnou mikroskopii.

4.5 Statisticka analyza

Nameétend data jsou uvadéna jako primérnd hodnota + smérodatna odchylka (SD)
z minimalné¢ dvou nezavislych experimenti. Data byla analyzovana v programu
GraphPad Prism, ve kterém byla statisticky vyhodnocena pomoci tzv. dvoucestné analyzy
rozptylu (Two-way ANOVA) a Bonferroniho korekce. Statistickd vyznamnost (u dat
vyjadiena jako *) odpovida hladiné spolehlivosti p < 0,05.

Hodnota ICso u WST-1 analyzy odpovida koncentraci 1€civé latky, ktera snizila viabilitu
bunék o 50 %. Hodnoty ICso byly vyhodnoceny pomoci statistické metody nelinearni

regrese.
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5. VYSLEDKY

5.1 Viiv FLU a TMZ na proliferaci a viabilitu bunék

Vliv flubendazolu a temozolomidu na proliferaci bunék byl hodnocen pomoci WST-1
analyzy. Temozolomid byl pouzit jako pozitivni kontrola pro hodnoceni inhibice
proliferace (jedna se o 1é¢ivo 1. volby) pro porovnani t¢inku FLU na bunky glioblastomu.
Obé 1éciveé latky byly zkouSeny v nékolika rGznych koncentracich (Obrazek 9) na
stabilizované bunééné linii U118MG a primokultuie GBM69 odvozené ze vzorku od
pacienta operovaného ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové v roce 2021. FLU na rozdil
od TMZ inhiboval proliferaci a viabilitu bunék jak u stabilizované buné¢né linie, tak i u

primokultury a jeho antiproliferativni ucinek byl podstatné vyrazné;jsi.

U118MG bunécna linie GBM69
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Obrazek 9 Stanoveni poctu zivych nadorovych bunék Ul 18MG a GBM69 po ovlivnéni
TMZ a FLU v ruznych koncentracich. * p <0,05 versus neovlivnénd kontrola

Nevyssi ucinnost u linie U118MG byla zaznamenana u koncentrace 2 uM FLU, coz se
projevilo snizenim poctu zivych bunck na 48,27 % oproti kontrole. Druhou nejvyssi
ucinnost u stabilizované linie méla koncentrace 1 uM FLU. Oproti tomu u primokultury
GBM69 byla naméfena nejvyssi citlivost na koncentraci 3 uM FLU (pokles poctu
viabilnich bun¢k na 40,58 %) a 2 uM FLU (pokles na 41,72 %).

U primolinie GBM69 bylo navic zjisténo, ze u bunék se zvysujici se pasazi (Obrazek 10)
se méni jejich citlivost na ob¢ 1éCiva — citlivost primolinie na FLU se sniZovala, citlivost

na TMZ zustavala skoro stejna.
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GBME69 - buriky ve vy$si pasazi
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Obrazek 10 Viabilita bunéek ve vyssi pasazi (primolinie GBM69) a jeji zmeny po ovlivnéni
riiznymi koncentracemi TMZ a FLU.

5.2 Stanoveni ICso u UIISMG a GBM69

Po provedeni méfeni vlivu riznych koncentraci FLU a TMZ na proliferaci a viabilitu
bunék glioblastomu byla vypoctena stfedni inhibicni koncentrace (tzv. ICso). Ziskané

vysledky jsou prezentovany v Tabulce 5.

Tabulka 5 Hodnota ICso u bunéek Ul 18MG a GBM69

ICso
TMZ [pM] FLU [uM]
U118MG 1468,0 2,1
GBMG69 3056,0 1,3

Jak jiz bylo ukdzano v Obrazek 9, citlivost k FLU byla statisticky vyssi nez k TMZ u

obou testovanych buné¢énych linii, vyraznéjsi byla uc¢innost u primokultury GBM69.

U bunck GBM69 ve vyssi pasazi se citlivost k FLU snizovala (Obrazek 10) a hodnotu

ICs0 u nich nebylo mozné stanovit.

5.3 Morfologické zmény po ovlivnéni FLU a TMZ

U stabilizované buné¢éné linie U1 18MG byly zaznamenany nejvétsi zmény v morfologii
bunék po ovlivnéni FLU. Zivé buiiky UI18MG jsou protahlé, tenké a adherované
k povrchu. FLU vazbou na B-tubulin zpomaluje bunécny rast a proliferaci bunék,

zpusobuje fadu morfologickych zmén; buiika nasledné vstupuje do apoptoézy a umira (7).
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V intervalech 24 a 48 hodin po aplikaci 0,5 uM FLU dochézelo k apoptdéze bun&k
(Obrazek 11). Buiky po smrti ztraceji schopnost adheze, dochazi ke kondenzaci
chromatinu a fragmentaci jadra a buiikky samotné — buiniky vypadaly vizualné mensi a
nabyly kulatého tvaru. Po 72 hodinach ¢ast bunék, ktera ptezila ii¢inek FLU, pokracovala

v rustu, avSak s rozdilnou morfologii oproti kontrole.

Po piisobeni 500 uM TMZ byly pozorovany jen mirné morfologické zmény. Cast bungk

byla usmrcena a zménila sviij tvar.

U118MG

24h po ovlivnéni 48h po ovlivnéni 72h po ovlivnéni

N ) — A* 4

Kontrolni
bunky

Obrazek 11 Fazovy kontrast Ul I18MG po ovlivneni TMZ a FLU v ¢asovych intervalech
24, 48 a 72 hodin po ovlivnéni lécivy. Zvétseni: 400 X.

U primolinie GBM69 (Obrazek 12) byly nejvétsi morfologické zmény zaznamenany po
24 hodinach od ovlivnéni FLU 1 TMZ. U vzorku s 0,5 uM FLU Ize taktéz pozorovat
usmrcené bunky, které ztratily schopnost adheze a nabyly vizualné mensSiho a
zakulaceného tvaru. Na fotografii 48 a 72 hodin po ovlivnéni FLU pokracovaly ptezivsi
buiikky v ristu s morfologickymi odliSnostmi oproti kontrole. Po ptsobeni 500 uM

roztoku TMZ byly pozorovany jen mirné morfologické zmény.
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Obrazek 12 Fazovy kontrast primolinie GBM69 po ovlivneni TMZ a FLU v casovych
intervalech 24, 48 a 72 hod po ovlivnéni. Zvétseni: 400X%.

5.4 Stanoveni mnoZstvi mRNA a zjisténi vlivu FLU na expresi
EMT markeri

Pomoci metody RT-qPCR byly pozorovany zmény mnozstvi mRNA vybranych EMT
markert (E-kadherin, N-kadherin, vimentin), které doprovazeji proces kancerogeneze.
Hladiny mRNA byly stanoveny jak u kontrolnich vzorkd bunék (bez ovlivnéni 1é¢ivy),
tak u vzorki ovlivnénych TMZ a FLU.

Buiky U118MG byly ovlivnény TMZ 500 uM a FLU 0,5 pM po dobu 24, 48 a 72 hodin.
Zvolené koncentrace a casové intervaly vychazely z ptredchozi analyzy stanoveni
citlivosti linie na danad léciva a morfologickych zmén sledovanych pomoci fazového
kontrastu. Po 24hodinovém pisobeni TMZ i1 FLU lze pozorovat vyrazné snizeni hladin
E-kadherinu a vimentinu, které je statisticky vyznamné. V dalSich ¢asovych intervalech
byl zaznamenan nariist mnoZzstvi mRNA E-kadherinu po ovlivnéni FLU, zatimco u TMZ
dochazi nejprve ke zvyseni exprese tohoto markeru, nasledné€ po 72 hodinach ovlivnéni
dochazi k jejimu snizeni. Po 48 hodinach ovlivnéni TMZ taktéz doslo u bunek U118MG

k zvysené produkci mRNA N-kadherinu a vimentinu, zatimco po 72 hodinach ovlivnéni
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byly u vzorkli s TMZ zjiStény minimalni hladiny v§ech markert, tyto zmény vSak nebyly

statisticky vyznamné. Hladina N-kadherinu a vimentinu po del$im ovlivnéni FLU (48h a

72h) ztstava konstantni a nedochézi k signifikantnim zméndm oproti kontrolnim bunkam

(Obrazek 13).
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U118MG - 24h po ovlivnéni

2.5~
g Bl Kontrolni bunky
E 2.0- | TMZ S00pM
= Bl FLUO,5uM
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U118MG - 72h po ovlivnéni

Bl Kontrolni buriky
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Obrazek 13 Stanoveni relativniho mnozstvi jednotlivych markerii na uirovni mRNA
metodou RT-gPCR u bunek stabilizované bunécné linie Ul 18MG ovlivnénych TMZ a
FLU v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hod po ovlivneni. *p<0,05 versus neovlivnéna

kontrola
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V ramci porovnani vlivu vyssich a nizsich koncentraci vybranych 1é€iv byly dale buiiky
U118MG ovlivnény také TMZ o nizsi koncentraci (50 uM) a FLU o vyssi koncentraci
(1 uM) po dobu 24 hodin. Vybrané koncentrace byly zvoleny na zéklad¢ testu viability a
proliferace bun¢k. MnoZzstvi molekuly E-kadherinu bylo po podéani niz§i davky FLU
sniZzené, avSak po podani vyssi koncentrace FLU doslo k jeho statisticky vyznamnému
navyseni. Vyssi koncentrace FLU dale nesignifikantn¢ snizila hladinu N-kadherinu, u
vimentinu po jejim pouziti nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény oproti kontrolnim
buitkdm. V porovnani stim nizs$i koncentrace FLU zpiisobila statisticky vyznamné

snizeni mRNA vimentinu.

Co se ty¢e TMZ, po aplikaci 500 uM roztoku se signifikantné snizila transkripce mRNA
E-kadherinu i vimentinu, pfi pouziti slabsiho 50 uM roztoku nedoslo k statisticky

vyznamnym zménam (Obréazek 14).

A B U118MG
U118MG 100- ol

2.54 A < 804 B
<2t W Kontrolni buriky E @B Kontrolni buiiky
& 20 TMZ 500uM g 601 TMZ 50uM
5 @8 FLUO,5uM 7 40 @8 FLU 1uM
3 1.5 9 20
N c 1 T
c E =
€ 1.0 = 4T
£ o]
£ 0.5 S 24 T
E = 1 -

0.0 0-

E-kadherin  N-kadherin vimentin E-kadherin  N-kadherin vimentin

Obrazek 14 Porovnani exprese EMT markeri u linie UlISMG po ovlivnéni riznymi
koncentracemi TMZ a FLU po dobu 24 hod. *p<0,05 versus neovlivnéna kontrola

U bunék primokultury GBM69 byl taktéz zkouman vliv roztoktt TMZ o koncentracich
50 uM, 500 uM a FLU o koncentracich 0,5 uM a 1 uM po dobu 24 hodin. Z divodu
malého mnozstvi materiadlu jsme analyzu provedli pouze v jednom ¢asovém intervalu. I
u GBM69 lze pozorovat statisticky vyznamné zvySenou hladinu E-kadherinu po

ovlivnéni vyssi koncentraci FLU a obéma koncentracemi TMZ.

Po ovlivnéni vyssi koncentraci FLU bylo dale zaznamenano mirné zvyseni mnozstvi
mRNA N-kadherinu a vimentinu, zatimco po ovlivnéni niz§i koncentraci FLU byl
pozorovan utlum v produkeci E-kadherinu a N-kadherinu, ackoli tyto zmény exprese

nebyly statisticky vyznamné (obrazek 15).
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Obrazek 15 Porovnani exprese EMT markerii u primokultury GBM69 po ovlivnéni
ruznymi koncentracemi TMZ a FLU po dobu 24 hod. *p<0,05 versus neovlivnéna
kontrola
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5.5 Ovlivnéni mnoZstvi proteinu zapojenych do procesu EMT a
procesu rezistence

Co se ty¢e markerit EMT, u vzorkd ovlivnénych FLU po 24 hodin byla zaznamenana
sniZzena exprese E-kadherinu a N-kadherinu, exprese vimentinu se naopak oproti kontrole
dvakrat zvysila. Po ovlivnéni TMZ doSlo po 24 hod k vyraznému snizeni hladiny
E kadherinu. Po 48 a 72 hod nebyly hladiny E-kadherinu detekovany v kontrolnich ani
ovlivnénych vzorcich. 48 a 72 hodin po pasobeni FLU Ize pozorovat vyrazné snizeni

hladiny N-kadherinu (Obrézek 16).

Pokud jde o markery rezistence, k vyznamnému snizeni hladin MRP-1 doslo pouze 48
hod po ovlivnéni FLU, naopak hladina MGMT byla ve stejném ¢asovém intervalu po
ovlivnéni FLU dvakrat vyssi oproti neovlivnéné kontrole. Vyznamny pokles hladin

MGMT byl zaznamenan po 72 hod od ovlivnéni FLU i TMZ (Obrazek 16).

24 hod 48 hod 72 hod
K TMZ FLU K T™Z FLU K TMZ FLU

E-cad | RS
1,00 0,41* 0,18%
N-Cad ra— .-.— . - — - —

1,00 1,03 o0,16* 1,00 340* 0,34* 1,00 1,15 0,04*
VIM

_— = -— —-—— — e —

1,00 121 2,12* 1,00 0,70 0,69 1,00 077 0,75
MRP1 Sl B T S R s R .
1,00 1,12 098 1,00 0,52 0,38% 1,00 0,82 0,61
MGMT o -

0,72 2,28* 1,00 0,08*% 0,11*

B-aktin | G @ G —-——'— -

Obrazek 16 Porovnani mnozstvi proteinii zapojenych do procesu EMT (E-kadherin, N-
kadherin, vimentin) a markerii rezistence (MRP1, MGMT) v casovych intervalech 24, 48
a 72 hod u bunécné linie Ul I18MG po ovlivnéni TMZ 500 uM a FLU 0,5 uM. B-actin byl
pouzit jako housekeepingovy protein. Cisla pod bandy predstavuji relativni proteinovou
expresi vztazenou ke kontrole. (*p<0,05 versus neovlivnéna kontrola)

Hladiny proteinii zapojenych do procesu EMT a proteint souvisejicich s rezistenci jsme
dale vyhodnocovali i po ovlivnéni 50 uM TMZ a 1 uM FLU. Cilem bylo zjisténi a
porovnani ucinki nizsi a vyssi koncentrace 1é¢iv (Obrazek 17). U vzorkt ovlivnénych
vyssi koncentraci FLU (1 uM) si Ize taktéz vSimnout statisticky vyznamného snizeni

mnozstvi vSech EMT marker, hladina proteinu E-kadherinu byla u této koncentrace
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trochu vyssi. 1 uM FLU také stejné€ jako 0,5 pM FLU snizil expresi markeru rezistence
MRP-1.

TMZ o koncentraci 50 uM snizil hladinu E-kadherinu o néco méné nez 500 uM
koncentrace, a naopak u néj byla detekovana statisticky vyznamné zvySena hladina

MGMT markeru rezistence.

K TMZ  FLU K TMZ  FLU
50uM  1pM 500uM  0.5uM

E-cad ' - | h .

1,00 0.30% 0.16*

v | S

100 177 027 100  340* 034
VIM T S — e - pea—_
100 068 034 100 070 069
vrpr | . e e
100 070 044 100 052 038
MoMT | G -
100 296* 080 100 072 228"

Boaktin | e S S— -.-.

Obrazek 17 Porovnani hladin proteinii zapojenych do procesu EMT (E-kadherin, N-
kadherin, vimentin) a markerii rezistence (MRP-1 a MGMT) pri pisobeni riznych
koncentraci TMZ (50 a 500 uM) a FLU (0,5 a 1 uM) u bunécné linie Ul I8MG 48 hodin
po ovlivnéni. P-actin byl pouzit jako housekeepingovy protein. Cisla pod bandy
predstavuji relativni proteinovou expresi vztazenou ke kontrole. (*p<0,05 versus
neovlivnéna kontrola,)

U primolinie GBM69 jsme méli omezené mnozstvi materialu, a proto jsme pro testovani
hladin EMT markert a markert rezistence zvolili pouze jeden ¢asovy interval (48 hod)
pii porovnani dvou riiznych koncentraci TMZ a FLU. Co se ty¢e markerd EMT, podafil
se nam detekovat pouze vimentin, mnozstvi E- a N-kadherinu na Grovni proteinu nebylo
nami pouzitou metodou zjisténo. Hladinu vimentinu snizil pouze TMZ v nizsi
koncentraci (50 uM), a naopak obé& vyssi koncentrace TMZ a FLU (TMZ 500 uM a FLU
1 uM) hladiny vimentinu zvySily. U markeru rezistence MRP-1 bylo detekovano
statisticky vyznamné zvySeni po ovlivnéni TMZ 500 uM a FLU 0,5 uM, naopak po

ovlivnéni nizs§i koncentraci TMZ (50 uM) lze pozorovat minimalni hladinu tohoto
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markeru. Mnozstvi proteinu MGMT bylo po aplikaci roztokid TMZ 500 uM, FLU 0,5 uM

a 1 uM oproti kontrole minimalni (Obréazek 18).

K TMZ FLU K T™Z FLU
500uM 0.5uM 50pM 1uM

VIM . - -

1.00 218% 129 100 0,46 1.23*
MRP1 v e e o 9q .

100 637 1853* 1,00 0.07* 1.85
MOMT e - . e e+ e

100 005*  0,10% 1,00 0.52 0.01*
P-akiin| oy — G S G —

Obrazek 18 Porovnani exprese proteinu EMT markeru vimentinu a markeri rezistence
(MRP-1, MGMT) pri piisobeni dvou riiznych koncentraci TMZ (50 a 500 uM) a FLU 0,5
a 1 uM) u primolinie GBM69 48 hodin po ovlivnéni. Cisla pod bandy predstavuji relativni
proteinovou expresi vztazenou ke kontrole. (*p<0,05 versus neovlivnénd kontrola,
zkratky markeru viz. text)

Marker CD133" je charakteristicky pro nadorové kmenové buiiky a pozitivita tohoto
markeru znamena, ze je linie tumorigenni a pravdépodobné tedy 1 vhodna pro implantaci
do imunodeficitniho zvifeciho modelu. U primokultury GBM69 byla zjisténa vysoka
hladina CD133", pfiCemz po ovlivnéni vys§i koncentraci FLU (1 uM) doslo k
nejvyznamné&j$imu snizeni mnoZstvi tohoto glykoproteinu. Utlum v produkci daného
markeru Ize pozorovat i po ptisobeni nizsi 50 uM koncentrace TMZ. Naopak pii ovlivnéni

vy$si 500 uM koncentraci TMZ doslo ke zvySeni hladin této molekuly.

K TMZ FLU K T™Z FLU

300uM 0.5uM 50uM 1uM

cD 133+ i D . R s e
1.00 233% 1,31 1,00 0.40* 0,27*
p-aktin S e el S S ———

Obrazek 19 Stanoveni exprese markeru CD133" u primokultury GMB69 48 hodin po
ovlivneni TMZ (50 a 500 uM) a FLU (0,5 a 1 uM). p-actin byl pouzit jako
housekeepingovy protein. Cisla pod bandy predstavuji relativni proteinovou expresi
vztazenou ke kontrole. * p<0,05 versus neovlivéna kontrola.
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5.6 Implantace bunék kolorektilniho karcinomu HCTS a
kokultivovanych bunék HCTS8 s EA.hy926

Prvotni in vivo experiment byl zaméfen na seznameni se s praci s vybranym typem mysi
a ovéfeni tumorigenicity bunécné linie kolorektalniho karcinomu HCT8. Do levé strany
myS$i byly implantovany samotné buitky HCTS8 a do pravé buitkky HCTS8 kokultivované
s endotelidlnimi bunikami EA.hy926 v poméru 1:1. Z pivodnich dvou mysi se implantace
zdafila jen u jedné. Levy nador ze samotnych bun¢k HCT8 byl o polovinu mensi nez
pravy hlavni nddor. V misté vpichu kokultivovanych bunék navic vyrostly vedle hlavniho
nadoru jesté¢ dva mensi (Obrazek 20). Pravy nalez rostl rychleji neZ levy, 1 kdyz IHC
analyza ukézala, Ze hodnota prolifera¢niho markeru ki67 byla zhruba stejnd v obou

typech nadorti (Obrazek 21).

Obrazek 20 Mys s vyslednymi tumory. Na pravé strané detailni fotografie tri tumorii
kokultivovanych bunek HCTS s EA.hy926. Zluté jsou zakrouzkovany vsechny tri vyrostlé
tumory.
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Obrdzek 21 Snimky imunohistochemické analyzy. Rez A zobrazuje tumor z HCTS — 4,
rez barveny hematoxylinem a eosinem, A> barveni pomoci protilatky proti ki67.
Fotografie B predstavuje rez tumorem z kokultivovanych bunek HCTS s EA.hy926 — B,
rez barveny hematoxylinem a eosinem, B> barveni pomoci protilatky proti ki67.
Zvetseni: 100%.

5.7 Implantace bunécné kultury Ul I1SMG

Po 1uspésné implantaci kontrolni bunécné suspenze HCT8 jsme pokracovali
s experimenty na stabilizované bunécné linii U118MG. V rdmci experimentu byla
dvanacti mySim implantovana stabilizovand bunécna linie U118MG ve tfech riznych
koncentracich, abychom zjistili nejvhodnéjsi mnozstvi implantovanych bunék pro dalsi

experimenty. Také byla testovana G€¢innost jedné vybrané koncentrace FLU.

Se zvysujicim se poctem implantovanych bunék se ve skupinach zvysovala hmotnost

tumort (Tab. 6).
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Tabulka 6 Priiméry vyslednych velikosti nadoru po implantaci bunécné linie Ul ISMG do
imunodeficitnich athymickych mysi Foxnl™ ve trech riiznych koncentracich (1; 2,5 a 5
milionii bunék/vpich).

skupina A skupina B skupina C
(1 mil. bk/vpich) | (2,5 mil. bk/vpich) | (5 mil. bk/vpich)
velikost nadoru (g) | velikost nadoru (g) | velikost nadoru (g)

primér hmotnosti nadora
() +=SD 0,04 +0,03 0,05 £0,03 0,07 0,06

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD. Skupina A: n=>5 (3 mysi celkove: 1 mys pouze s jednim nadorem,
zbylé dvé kazda se dvéma nadory), skupina B: n=6 (3 mysi, kazda s dvéma nadory), skupina C: n=6 (3
mysi, kazda s dvéma nadory).

U tumort mysi ze skupiny A a B jsme po aplikaci FLU zjistili pouze malé rozdily
v hmotnosti (Tab. 7, Obrazek 22). Mys ze skupiny C, které byl podan FLU nepteZila,
nejednalo se ale o thyn z diivodu aplikace FLU.

Tabulka 7 Primery vyslednych velikosti nadorii po implantaci bunecné linie Ul I18MG do

imunodeficitnich athymickych mysi Foxnl™ ve trech ruznych koncentracich (1; 2,5 a 5
milionit bunék/vpich) po kazdodenni aplikaci FLU (25 mg/kg) po dobu 14-ti dni.

skupina A skupina B skupina C
(1 mil. bk/vpich) | (2,5 mil. bk/vpich) | (5 mil. bk/vpich)
velikost nadoru (g) | velikost nadoru (g) | velikost nadoru (g)

myS (aplikace 25 mg/kg
FLU po dobu 14 dnii)

primér hmotnosti nadori
(g)=SD 0,03 +0,00 0,08 £ 0,01 mys neptezila

Hodnoty jsou vyjadreny jako prumér £ SD. Skupina A: n=2 (1 mys se dvema nadory), skupina B: n=2 (1
mys se dveéma nadory), skupina C: n=0 (mys neprezila).

Obrazek 22 Mys ze skupiny B 14 dni po implantaci bunécné linie U118MG do levého i
pravého boku. Zluté jsou oznaceny vyrostlé tumory.

62



5.8 Implantace bunécéné kultury UlII18MG a GBM69 a viiv FLU
a TMZ na rust téchto tumorii

Po Gvodnim experimentu, kdy jsme zjistili nejvhodnéjSi mnozstvi implantovanych
nadorovych bun¢k a také vliv FLU na rast téchto nadorl, jsme pokracovali v dalSich
experimentech s vét§Sim mnozstvim mysi. Zaroven jsme pro ovlivnéni ristu pouzili dvé
rizné koncentrace FLU a také jednu koncentraci TMZ. Vysledné velikosti nadori po
implantaci stabilizované bunécné linie Ul118MG jsou zaznamenany v tabulce ¢. 8.

Implantace primokultury GBM69 nebyla Gspé$na, ani jedné mysi nador nevyrostl.

Tabulka 8 Prumeéry vyslednych velikosti nadorii po implantaci stabilizované bunécné linie
Ul18MG do imunodeficitnich athymickych mysi Foxnl™ v koncentraci 3 mil. bunek/250

ul.

FLU FLU TMZ
kontrola
10 mg/kg 25 mg/kg 0,9 mg/kg
primérna hmotnost
nadori (g) 0,10 +0,02 0,04 £ 0,01 0,05 +£0,02 0,05 +£ 0,03

Skupina ,, kontrola ™ predstavuje 3 mysi bez lécby. Dale byl tfem mysim podavan kazdodenné po dobu 14
dni FLU v koncentraci 10 mg/kg, trem mysim FLU v koncentraci 25 mg/kg a trem mysim TMZ v koncentraci
0,9 mg/kg. Hodnoty jsou vyjadreny jako priimeér + SD. Skupina ,, kontrola“ n=4 (1 mys bez nadorii a dale
2 mysi, kazda se dvema nadory). Skupina FLU 10 mg/kg: n=4 (jedné mysi nadory nevyrostly, dale 2 mysi,
kazda se dvema nadory). Skupina FLU 25 mg/kg: n=4 (jedné mysi nadory nevyrostly, dale 2 mysi, kazda
se dvema nadory). Skupina TMZ 0,9 mg/kg: n=6 (3 mysi, kazdad se dvéema nadory)

Primérna hmotnost tumoru u kontrolnich mysi bez 1é€by byla 0,1 g. U vSech mysi,

kterym byla podavana testovana 1é¢iva FLU a TMZ, byly velikosti nadort vyrazné¢ mensi.

Primérna hmotnost tumoru u mysi, kterym se podaval FLU v davce 10 mg/kg byla 0,04 g.
Tato hmotnost byla v porovnani s ostatnimi skupinami nejnizsi. V druhé skuping, u které
byla davka FLU vys$si — 25 mg/kg — byla kone¢na primérnd hmotnost nadoru 0,05 g.
Stejné vysledna primérna hmotnost byla namétena 1 u skupiny, které byl podavan TMZ

v davce 0,9 mg/kg.

Imunohistochemicka analyza Ul118MG nadort ukdzala, ze u mySich modelt 1écenych
FLU ¢i TMZ byla oproti kontrolnim mys$im bez 1€¢by niz§i procentualni pozitivita
vybranych marker — jak proliferacniho markeru ki67, tak mesenchymalniho markeru
N-kadherinu. Nejvétsi vliv na oba markery mél FLU podavany v davce 10 mg/kg, ktery

v tumoru navic pln¢€ potlacil syntézu proteinu N-kadherinu. Lécba mysich modela TMZ
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méla na mnozstvi obou markertt mensi vliv v porovnani s FLU (Tabulka 9). VSechny

mysi vzorky byly negativni na mutaci IDH1 R132H.

Tabulka 9 Imunohistochemicka analyza u Ul 18MG tumorii odebranych z mysi.

ki67 N-kadherin
kontrola 25 % 10 %
FLU 10 mg/kg 10 % negativni
FLU 25 mg/kg 15 % 2%
TMZ 0,9 mg/kg 15 % 10 %

Stanoveni proliferacniho markeru ki67 a EMT markeru N-kadherinu. Vysledky uvedeny jako pozitivita
vzorku v procentech. Skupina ,,kontrola* predstavuje mysi model bez lécby, v dalsich skupindach tumory
z mysich modelil, kterym byla 14 dni podavana kazdodenné léciva v davee: FLU 10 mg/kg, FLU 25 mg/kg
a TMZ 0,9 mg/kg.

5.8.1 RT-qPCR analyza EMT markert na urovni mRNA u U118MG
tumori odebranych z mysSi

Z odebranych nadorii po ukonceni experimentu se nam podafilo stanovit pouze EMT

markery N-kadherin a vimentin. Z vysledki PCR je patrné, Ze hladina mRNA

N-kadherinu se podavanim obou koncentraci FLU snizila, zatimco u modelu ovlivnéného

TMZ ztstala oproti kontrole témét stejnd. U hladiny vimentinu nebyly nalezeny zadné

statisticky vyznamné zmény (Obrazek 23).

Exprese markeri EMT v in vivo modelu

2.5+
<Zt @8 Kontrolni skupina
nEt 2.0 FLU 10mg/kg
= @ FLU 25mg/kg
& 1.5 TMZ 0,9mg/kg
2
g 1.0
g
§ 057 . % T T
£ . M

0.0- T

T

N-kadherin vimentin

Obrazek 23 Stanoveni relativniho mnozstvi markerii zapojenych do procesu EMT
(N-kadherin, vimentin) na urovni mRNA metodou RT-gPCR u odebranych tumori po
implantaci stabilizované bunécné linie Ul18MG do athymické mysi Foxnl™. Hladina
mRNA byla stanovena jak u nadorii kontrolnich mysi bez lecby, tak u tumorii mysi, kterym
byla kazdodenné po dobu 14 dni poddvana léciva FLU (davky 10 a 25 mg/kg) a TMZ
vdavce 0,9 mg/kg. * p<0,05 versus neovlivnéna kontrola
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5.8.2 Western blot analyza markert EMT na turovni proteini u
U118MG tumort odebranych z mysSi
Stejné jako u RT-qPCR stanoveni se z EMT markert podatfilo v odebranych nadorech
stanovit na urovni proteini pouze N-kadherin a vimentin. U N-kadherinu byla
zaznamenana vyrazn¢ zvysena hladina u jedné z mysi, které byl podavan FLU v davce
25 mg/kg. Po podavani 0,9 mg/kg TMZ se taktéz u jedné mysi objevily vyssi hladiny. Co
se tyCe vimentinu, lze pozorovat jeho signifikantni snizeni u vSech mysi, kterym byl
podan FLU nebo TMZ, avSak u jedné s davkou FLU 25 mg/kg ztstala jeho hladina stejna

jako u mysi kontrolni.

U markeru rezistence MRP-1 dochéazelo u lécenych mysi (FLU 25 mg/kg a TMZ 0,9
mg/kg) k vyznamnému nartstu jeho hladin, pouze u jedné z mysi s davkami TMZ byla
exprese oproti kontrole zvySena jen mirn€. Hladina molekuly MGMT byla statisticky
vyznamné¢ snizena u jedné mysi po podani FLU 10 mg/kg a jedné mysi po podani FLU
25 mg/kg. Po aplikaci TMZ doslo k signifikantnimu zvySeni hladin MGMT u dvou mysi,

u tieti mySi doSlo naopak ke sniZeni.

kontrola FLU FLU TMZ
10 mg'kg 25 mg/kg 0,9 mg/kg
Ml M1 Ml M2 Ml M2 M3

N-cad o “ Wi W

1,00 2.80* 1,66 3201,84* 0,75 672% 030%
VIM - S T Wy - g

100 036* 0,03* L114% 002* 009% 0,00*

i - .

1,00 0,94 20620* 208.40* 66.14* 757% 30627*
MGMT | Wl e S & .

1,00 0,35*% 0,02* 122 @a5 ZI13* OOR"

PCNA e A

—‘

Obrazek 24 Porovnani mnoZstvi proteinii zapojenych do procesu EMT (N-kadherin,
vimentin) a markerii rezistence (MRP1, MGMT) u in vivo modelu (u odebranych tumorii
po implantaci stabilizované bunécné linie Ul I18MG do athymické mysi Foxnl™). Jedna
mys slouzila jako kontrola, dalsim byla 14 dni podavana kazdodenné léciva v davce:
jedné mysi FLU 10 mg/kg, dvema mysim FLU 25 mg/kg, trem mysim TMZ 0,9 mg/kg.
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) byl pouZit jako housekeepingovy protein. *
p<0,05 versus neovlivnena kontrola
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6. DISKUSE

Glioblastoma multiforme (GBM) pfedstavuje nejcastéjsi a nejmalignéjsi nitrolebni nador.
Primérna doba preziti u diagnostikovanych pacientl je i pfes velmi radikalni 1écbu
(neurochirurgicka resekce, radioterapie, chemoterapie) okolo Ctrnacti mésici (2-4).
Lécivem prvni volby stéle zlstava alkylacni cytostatikum TMZ (35).

TMZ je prolécivem, jehoZ metabolit reaguje s nukleofilnimi centry DNA. Za cytotoxické
u¢inky TMZ je zodpovédna hlavné metylace O°-guaninu. Vysledna metylace DNA vede
k chybam pfi replikaci templatu, inhibici repara¢nich mechanismiit DNA a apoptoze
buniky. Terapeutickou odpovéd TMZ ovliviiuje metylace promotoru genu MGMT a také
nezadouci U€inky zatéZujici pacienta (19, 37).

Benzimidazolové antihelmintikum FLU se diky svym antiprolifera¢nim ucinkiim stalo
sttedem pozornosti mnoha studii zkoumajicich jeho vliv na rizné typy nadorovych
onemocnéni — kolorektalni karcinom, rakovina prsu a prostaty, melanomy,
nemalobunéény plicni karcinom (6-9, 49). FLU vazbou na B-tubulin zpomaluje rdst a
proliferaci bunék, inhibuje procesy zavislé na funkci mikrotubul, vyvolava morfologické
zmény; bunka poté vstupuje do apoptozy a umira (7). Dle dat ze studii jsou na piisobeni
FLU citlivéjsi nadorové buiiky oproti zdravym buitkkdm (1). FLU je 1é¢ivem o nizké
toxicité s pfipadnymi mirnymi nezddoucimi ucinky. Diky témto vlastnostem se FLU zda
jako nadéjné 1é¢ivo a béhem poslednich par let se zaCinaji objevovat studie zkoumajici
vliv nejen FLU ale i ostatnich benzimidazolovych anthelmintik na GBM a dalsi
intrakranialni nddory (1). V nasem projektu jsme se zaméfili na in vitro a in vivo vliv FLU

na stabilizovanou bunécnou linii U118MG a primokulturu GBM69.

Obe¢ linie, jak stabilizovana bunécna linie U1 18MG, tak primokultura GBM69, byly, co
se tyce testu viability citlivéjsi na FLU nez TMZ. Bunky primokultury reagovaly jiZ na
niz$i koncentrace FLU (ICso gemes = 1,329 uM) oproti stabilizované bunécné linii (ICso
utismc = 2,093 uM). Z naSeho méfeni 1 z ostatnich studii vyplyva, Ze nékteré linie GBM
jsou na FLU citlivéjsi (10) a nékteré méné (1). Nutno ale zminit, ze u bunck GBM69 se
ve vyssi pasazi citlivost na FLU snizila.

V ptipadé ovlivnéni TMZ byla naopak vyrazné citlivéjsi linie U118MG (ICso utisma =
1468,0 uM) nez primokultura (ICso gemeo = 3056,0 uM).

Co se tyce vyhodnoceni morfologickych zmén, 1 zde se FLU v porovnani s TMZ projevil

jako uc¢innéjsi. Tyto zmény byly patrné hlavné u linie U1 18MG, u které¢ byly pozorovany
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po celou dobu inkubace (v Casovych intervalech 24, 48, 72 hod). U GBM69 byly
morfologické zmény patrné hlavné po prvnich 24 hodinach. FLU spustil u mnoha bun¢k

proces apoptozy, prezivsi buniky pokraovaly v rustu ale jiz s rozdilnou morfologii.

Na patofyziologii GBM se podili molekuly E-kadherin, N-kadherin a vimentin, které hra;ji
vyznamnou roli v jevu zvaném epitelo-mesenchymalni tranzice (EMT). Dle studii (1) by
mél FLU inhibovat déj EMT, ptficemz vysledky naSeho projektu tento vliv potvrdily.
Transmembranovy protein E-kadherin je soucasti t€snych spojii. Gen pro tento protein
spada do tfidy tumor-supresorovych gent a jeho exprese ukazuje na epitelidlni typ bunck.
FLU a TMZ tedy zvySenim hladin E-kadherinu zpomaluji proces proliferace a migrace
bun¢k (1, 20). V kontrastu stim N-kadherin a vimentin spadaji do skupiny
mesenchymalnich markerti. Jejich pfitomnost ve vy$§im mnoZstvi poukazuje na
probihajici dé¢j EMT a na mesenchymalni fenotyp bunék. Tyto bunky se na rozdil od
epitelidlnich bunék mohou rychle délit, maji vietenovity tvar, odolngj$i mechanickou
stavbu, migruji (riziko zaloZeni sekundéarniho loziska) a mohou diferenciovat (20-23).
Prvotni Gtlum na drovni relativniho mnozstvi mRNA N-kadherinu a vimentinu po
ovlivnéni bunék TMZ a FLU naznacuje zpomaleni patologickych procesii v nadorovych
bunikach, avSak jejich navyseni spolu s delsim casem inkubace poukazuje na regeneraci
bunék. Pii pozorovani fdzovym mikroskopem jsme zaznamenali, Ze pifezivsi bunky
pokraCovaly v riistu s rozdilnou morfologii oproti kontrole (nejpatrnéjsi byly zmény u
U118MG po ovlivnéni 0,5 uM FLU).

Na turovni relativniho mnozstvi mRNA jsme tedy u linie U118MG po ovlivnéni FLU
(v koncentraci 0,5 pM i 1 uM) zaznamenali signifikantni zvySeni E-kadherinu, které bud’
rostlo s délkou inkubace (u 1 uM) ¢i bylo zvyseno jiz po prvnich 24 hodinéach (v piipade
vzorku s 0,5 uM FLU). Co se ty¢e mesenchymalnich markerti N-kadherinu a vimentinu
u linie U118MG, FLU (ob¢ koncentrace) po prvnich 24 hodinach snizil jejich mnozstvi,
ale s nartstajici dobou inkubace se hladina téchto markerd postupné zase zvySovala (a to
i nad troven hladiny mRNA u kontrolnich bunék bez 1¢¢by).

V ptipadé TMZ byl u linie U118MG po ovlivnéni vyssi koncentraci (500 uM) nejdiive
zjistén signifikantni pokles mRNA E-kadherinu, N-kadherinu, vimentinu, po 48 hodinach
doslo k jejich nartistu a po 72 hodinach zase k poklesu. Po ovlivnéni koncentraci 50 uM

se mnozstvi E-kadherinu zvysilo jiz po 24 hodinach.
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U bun¢k primokultury GBM69 byl také pozorovan jev zvySeného mnoZstvi E-kadherinu
a to po aplikaci 1 uM FLU a také po obou koncentracich TMZ. Pokud jde o N-kadherin

a vimentin, u vzorki GBM69 jsme nezaznamenaly statisticky vyznamné zmény.

Vliv na markery EMT jsme pozorovali také na urovni exprese proteintl. U linie U118MG
doSlo u obou koncentraci FLU k signifikantnimu sniZzeni E-kadherinu a N-kadherinu.
Mnozstvi proteinu vimentinu bylo po prvotnim nartistu (vzorek s FLU 0,5 uM v intervalu
24 hodin) rovnéz snizeno. Co se tyce TMZ, obé koncentrace taktéz snizily mnoZzstvi
E-kadherinu. Hladiny N-kadherinu a vimentinu pfili§ neovlivnil, v nékterych ptipadech

je oproti kontrole zvysil.

Vysledny terapeuticky efekt TMZ 1 FLU ovliviiuji markery rezistence MRP-1 a MGMT.
Vyrazné snizeni proteinu MRP-1 u bunék Ul18MG vyvolal pouze FLU (obé
koncentrace). MGMT snizila signifikantné obé 1é¢iva az 72 hodin po ovlivnéni, avSak
tento vliv na mnozstvi markeru nemusi byt pro u¢innost 1éciv, hlavné¢ TMZ, tak zasadni
— spiSe zalezi na mnoZstvi methylace promotoru genu kodujici MGMT (19), coZ nebylo
predmétem naSeho projektu.

U primolinie GBM69 se podafilo stanovit z EMT markert jen vimentin, jehoz hladinu
snizil pouze 50 uM TMZ. U markerQ rezistence jsme zaznamenaly nékolikandsobny
signifikantni narist MRP-1 po 0,5 uM FLU a 500 uM TMZ, naopak mnozstvi markeru
snizil 50 uM TMZ. Co se ty¢e MGMT, u primolinie bylo pozorovano signifikantni
snizeni markeru po ovlivnéni FLU 1 TMZ. Nejvétsi vliv na expresi proteintl u primolinie

mél tedy 50 uM TMZ.

Exprese markertt EMT a markert rezistence se u ustalené linie U1 18MG a primokultury
GBMO609 lisi. Taktéz jsme tyto rozdily zaznamenali pfi porovnani in vitro kultivovanych
linii a in vivo implantovanych bunék: proto se nami pouZzivanymi metodami nepodafilo u
GBMG69 na urovni proteinil stanovit E-kadherin a N-kadherin a dale u odebranych tumora

E-kadherin (jak na trovni mRNA, tak na Girovni proteint).

U primolinie GBM69 jsme zaznamenali vysokou hladinu markeru CD133", ktery je
charakteristicky pro nadorové kmenové buniky. Pozitivita tohoto markeru znaci, Ze je linie
tumorigenni a pravdépodobn¢ tak i vhodna pro implantaci do imunodeficitniho zvifeciho
modelu. Populace nadorovych kmenovych bunck ptitomna v nadorové tkani je nejspise
odpovédna za iniciaci rustu nadoru, jeho progresi, agresivitu GBM (27). Navzdory

pfitomnosti toho markeru se implantace GBM69 nezdafila. Nabizi se n¢kolik diivodi:
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¢ nedostate¢nd koncentrace implantované bunécné suspenze

e nedostate¢né dlouha doba experimentu

e tumor se pfirozené vyviji v oblasti hemisfér, mozkového kmene nebo cerebella.
Prostfedi centralni nervové tkadné€ se od podminek v subkutanni oblasti athymické
imunodeficietni mysi zna¢né 1i$i, jak biochemickymi pochody, tak okysli¢enim
tk&n¢, vaskularizaci atd (47).

e zdivodu poctu pasdzi — u implantovanych linii se zvySuje jejich agresivita
s poctem pasazi, avSak dle (62) bunééné linie starSi 3 tydny ztraceji schopnost
tumorigeneze v mySim modelu, a navic s narlstajicim poctem déleni piibyva
alteraci DNA, méni se genotyp bunék a primokultura oproti pivodnimu nadoru
nemusi byt tak invazivniho charakteru (42-44, 47). Buiiky linie GBM69 byly

v Sesté pasazi.

Implantace ustalené bunééné linie U1 18MG se naproti tomu zdatila. U mysi, kterym byla
podavéna lécba (0,9 mg/kg TMZ, 10 mg/kg FLU nebo 25 mg/kg FLU), mély vysledné
nadory vyrazné mensi velikost oproti mysim bez 1€cby. Nejvétsi vliv na velikost nadorti
mél FLU 10 mg/kg. FLU, stejn¢ jako v dalsich studiich (1, 10), béhem naseho projektu
inhiboval riist nddort bez neZadoucich ¢i vedlejSich ucinkd. Z RT-qPCR analyzy jsme
ziskali statisticky vyznamné vysledky pouze u N-kadherinu: ob¢ koncentrace FLU je;j
signifikantné snizily (nejvice FLU 10 mg/kg), zatimco u modelu s TMZ ziistala hladina
toho markeru téméf stejnd jako u kontrolnich nadortt mysi bez 1écby. Western blot
analyza odebranych nadort odhalila, Ze na hladinu proteinu N-kadherinu méla obé& 1é¢iva
rizny vliv: obé koncentrace FLU zpusobily jeho narist, TMZ nartst 1 pokles. MnoZstvi
vimentinu bylo ve vSech pfipadech az na jeden signifikantn€ sniZeno. U markerQ
rezistence jsme zaznamenali statisticky velmi vyznamné zvySeni mnozstvi MRP-1 po
podavani FLU 25 mg/kg a TMZ. ZvySena exprese toho effluxniho transmembranového
proteinu byla nejspiSe vyvolana vys§imi koncentracemi FLU a TMZ, protoZe u mys$i bez
1éCby ¢i s nizsi koncentraci FLU (10 mg/kg) tento marker nebyl detekovan. Co se tyce

MGMT, jeho hladiny byly jak snizené, tak zvysené.

Data z imunohistochemické analyzy (IHC) potvrdila a doplnila vysledky z RT-qPCR a
Western blot analyz — tedy ze na U1 18MG tumory v xenograftovém mysSim modelu m¢l
nejvétsi vliv FLU v davce 10 mg/kg, ktery zplsobil signifikantni snizeni mnoZstvi
proliferacniho markeru ki67 a negativitu na N-kadherin. Druhy nejvétsi vliv mél FLU

v davce 25 mg/kg, TMZ oproti tomu ovlivnil mnoZzstvi proteinii ki67 i N-kadherinu
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nejméng. NaSe data, tedy ze FLU signifikantné in vivo ovliviluje mnozstvi ki67 a
zpomaluje tak proliferaci bun¢k, se shoduji a s vysledky studie (10), ve které taktéz
potvrdily tento vztah. Vhodno jesté zminit, ze [HC analyza u vSech odebranych U118MG
tumorti prokézala negativitu na mutaci IDH1 R132H (tato mutace je spojena s lepsi
progndzou pacientit) (4, 17).

Nejvetsi efekt jak na velikost nddoru, tak na hladinu EMT markerti, markert rezistence a

prolifera¢niho markeru ki67 m¢l tedy FLU 10 mg/kg.

Na zéklad¢ zjisténych a zde diskutovanych vysledki 1ze konstatovat, ze FLU mé vyrazny
vliv na buitky GBM jak in vitro, tak in vivo. V porovnani s TMZ, byl jeho antiprolifera¢ni
efekt ve veétSin¢ piipadi vyssi. Vysledny ucinek obou 1éCiv vSak zavisi na mnoha
proménnych: od vybrané bunééné linie, po jeji statfi (mnozstvi pasazi) ¢i pritomné mutace

u danych linii.
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7. ZAVER

Vysledky z ndmi provedenych experimentl Ize shrnout v nékolika bodech:

Obe linie, ustalena bunécnd linie U118GM a primokultura GBM69, byly v testu
viability a proliferace citlivéj$i na FLU. FLU také oproti TMZ zpiisobil vyraznéjsi
morfologické zmény. Piezivsi buniky po ovlivnéni pokracovaly v rastu, avSak

s rozdilnou morfologii oproti kontrole.

FLU zptisobil oproti TMZ u obou linii signifikantné;si nartist mRNA epitelialniho
markeru E-kadherinu. FLU stejn¢ jako TMZ moduluje na urovni mRNA hladiny
mesenchymalnich markert N-kadherinu a vimentinu. FLU v mnoha ptipadech
snizil jejich expresi vice nez TMZ (mnoho vysledkt ale nebylo vyhodnoceno jako
statisticky vyznamné). S nariistajici dobou inkubace se hladina téchto markert

postupné zase zvysila. Je tedy evidentni, ze FLU zasahuje do déje EMT.

FLU stejné jako TMZ ovliviioval na trovni proteini mnozstvi E-kadherinu,
N-kadherinu a vimentinu. U bunék U118MG potlacil FLU ve vétsing pripada
expresi proteinll G€inngji nez TMZ. U primokultury GBM69 mél vSak vétsi vliv

na hladinu vimentinu 50 pM TMZ.

FLU a TMZ moduluji hladiny markeri rezistence: v n¢kterych ptipadech hladiny
snizily, v nékterych zvysily. Efekt 1é¢iv na MRP-1 a MGMT byl u kazdé linie
trochu jiny. U U118MG vyvolal signifikantni snizeni MRP-1 pouze FLU (ob¢
koncentrace), u GBM69 marker snizil 50 uM TMZ. Na hladinu MGMT mé¢la ve
vétsing piipadl inhibi¢ni vliv ob¢ 1é¢iva.

Subkutanni implantace primokultury GBM69 do imunodeficitni athymické mysi

lnu

Foxnl™ se i pies ndmi prokazany potencial tumorigenicity (pozitivitana CD133")

nezdafila.

Implantace ustalené bunécné linii U1 18MG byla GspéSna: u mysi, kterym byla 14
dni podavana lécba (0,9 mg/kg TMZ, 10 mg/kg FLU nebo 25 mg/kg FLU), byly
vysledné nadory vyrazné mensi oproti mySim bez 1é¢by. Nejvétsi vliv na velikost

nadord mél FLU 10 mg/kg.

Analyza odebranych nadord prokézala: ob& podavané koncentrace FLU
signifikantné snizily hladiny mRNA N-kadherinu, TMZ nijak hladinu neovlivnil.

FLU i TMZ téZ modulovaly expresi N-kadherinu a vimentinu na Girovni proteint.
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IHC analyza U118MG tumort potvrdila a doplnila vysledky RT-qPCR a WB
analyzy, tedy Ze nejvétsi vliv na proliferaci nadorovych bunék mél FLU 10 mg/kg,
ktery zpusobil signifikantni procentudlni snizeni mnozstvi prolifera¢niho markeru
ki67 a negativitu na N-kadherin. O trochu mensi, ale stale signifikantni efekt mél
FLU v davce 25 mg/kg. TMZ mél na mnoZstvi proteinil ki67 a N-kadherinu
nejmensi vliv.

U odebranych tumorti, co se ty¢e markerl rezistence na urovni proteinti, bylo
zaznamenano: velmi vyznamné zvySeni hladiny MRP-1 po podavani FLU 25
mg/kg a TMZ 0,9 mg/kg. V ptipadé MGMT byly hladiny jak snizené, tak
zvysené.

Nejveétsi efekt jak na velikost nadorti, tak na hladinu EMT markerti, markert

rezistence a proliferacniho markeru ki67 v naddorovém parenchymu mél FLU 10

mg/kg.
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8. POUZITE ZKRATKY

AA — akrylamid

APS — persiran amonny

ATP — adenosintrifosfat

bisAA — bis-akrylamid

BSA — bovinni sérovy albumin

cDNA — komplementarni DNA

CT — vypocetni tomografie

DEPC — diethylpyrokarbonat

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGFR — receptor epidermalniho rstového faktoru

EMT — epitelo-mesenchymalni tranzice

FBS — fetalni bovinni sérum

FLU — flubendazolu

GBM - glioblastoma multiforme, glioblastom

ICso — stfedni inhibi¢ni koncentrace

IDH-1 — isocitratdehydrogenasa 1

IHC — imunohistochemické analyza

KPS — Karnofského skore (Karnofsky performance status)
log P — rozd¢lovaci koeficient oktanol/voda

MDR-1 — multi drug resistence 1 (p-glykoprotein)
MGMT - 0-6-methylguanin-DNA-methyltransferasa
MMSE — Mini-Mental State Examination

MR — magneticka rezonance

mRNA — mediatorova (messenger) ribonukleova kyselina
MRP-1, MRP-2 — Multidrug Resistance Protein 1 a2
MTIC — 5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazol-4-karboxamid
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

OS — celkova doba pteziti (overall survival)

PBS —fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (Phosfate Buffered Saline)
PDX-model, PDX-xenograft model — patient-derived xenograft model

PET — pozitronova emisni tomografie
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PFS — ¢as do progrese onemocnéni (progression-free survival)

PTEN — phosphatase and tensin homolog — nadorovy supresor

PVDF - polyvinylidendifluorid

RB1 — retinoblastomovy protein 1

RNA — ribonukleova kyselina

RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium

RT-qPCR — reverzni transkripce-kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném
Case

SD — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsiran sodny

TMZ — temozolomid

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan

VEGF — vaskularni endotelialni rastovy faktor

WB — Western blot analyza

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
WST-1 — Water Soluble Tetrazolium Salt 1
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