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Abstrakt:

Nédorové mikroprostiedi glioblastomu (GB) je velice komplexni a dale se méni pii radioterapii
a chemoterapii zptsobem, ktery podporuje maligni vlastnosti glioblastomu vcetné invazivity,
ktera podporuje agresivni recidivu nadoru. Na téchto zménach naddorového mikroprostiedi se podili
fenomén bunécéné senescence a bunéné odpoveédi na stres, ktera je doprovdzena specifickym
sekretomem, takzvanym se senescenci asociovanym sekre¢nim fenotypem (SASP). Pro SASP je typicka
sekrece rastovych faktort, komponent extracelularni matrix a remodelujicich enzymd, ale predevs§im
prozanétlivych cytokintl, které mohou podporovat maligni vlastnosti GB. Tato prace je literarni resersi
ulohy vybranych cytokinii SASP (IL-6, IL 1, IL-8, IL-1a, TGF-B, CCL2, TNF-a) v podpofe malignich

vlastnosti glioblastomu.

Kli¢ova slova: glioblastom (GB), senescence, SASP, maligni vlastnosti, cytokiny

Abstract:

The tumor microenvironment of Glioblastomas (GB) is very complex and transforms throughout
radiotherapy and chemotherapy, posing a favourable environment for the malignant properties of GB
including invasivity, which promotes aggressive recurrency of the tumor. These changes in the tumor
microenvironment are partly induced by cellular senescence and cellular response to stress,
accompanied by a specific secretome, so called senescence-associated secretory phenotype (SASP).
The SASP is distinct in its secretion of growth factors, components of the extracellular matrix and
remodelling enzymes, but above all proinflammatory cytokines, which may contribute to the malignant
properties of GB. This thesis reviews the current state of knowledge of the potential role of selected
cytokines of the SASP (IL-6, IL-1p, IL-8, IL-1a, TGF-B, CCL2, TNF-a) in support of the malignant
properties of GB.
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1 Uvod

Glioblastom (GB) pfedstavuje komplexni onemocnéni spliiujici vétSinu kritérii maligniho nadoru dle
Hanahana a Weinberga (D’Alessio ef al., 2019; Hanahan, 2022). Jeho prognoza zlistava nepiizniva, pficemz
klasickymi lé¢ebnymi postupy — radioterapii (RT) a chemoterapii (temozolomidem, TMZ) se doba doziti
pacientii zvySila (Johnson a O’Neill, 2012; Perry et al., 2017), avsak recidiva GB je paradoxn¢ jeste
agresivngjsi a charakterizovana vys$s$i mirou kmenovych vlastnosti (Nandeesh ef al., 2018). Jednou z piicin
agresivnich projevli GB mtize byt bunécna senescence vyvolana radiochemoterapii ve zdravych i nadorovych
buiikach (Knizhnik et al., 2013; Aasland et al., 2019; Fletcher-Sananikone et al., 2021; Beltzig et al., 2022,
Zanoni et al., 2022). Vyskyt senescentnich znakti inverzné koreluje s dobou doziti jedince (Salam et al., 2023).
Senescentni buiiky vykazuji tzv. se senescenci asociovany sekrecni fenotyp (z angl. senescence-associated
secretory phenotype, SASP), ktery se projevuje sekreci riistovych faktord, cytokinti a komponent mezibunécné
hmoty. Komponenty SASP v nddorech vytvari prozanétlivé prostiredi (Coppé et al., 2008, 2010), které
podporuje maligni vlastnosti GB (Salam et al., 2023). K pochopeni vlivu SASP na GB je potieba se zaméfit
na konkrétni molekuldrni mechanismy zahrnujici signalni transdukci a ulohu vybranych komponent SASP
v podpoie malignich vlastnosti glioblastomu. Cilem bakalarské prace je vypracovani reserse vlivu cytokinti
senescentniho sekretomu bunék mozkové tkané na maligni vlastnosti gliomti — proliferaci, migraci

a invazivitu, kmenovy fenotyp, remodelaci mezibuné¢né hmoty, angiogenezi a terapeutickou rezistenci.



2 Gliomy

Gliomy predstavuji pfiblizné 25 % primarnich mozkovych nadori a ostatnich nddorti centralni nervoveé
soustavy (CNS). Jedna se o nitrolebni neuroepitelidlni nadory, které sestavaji z gliovych a podptrnych bunck
CNS (Ostrom et al., 2021). Skupina gliomt zahrnuje diftzni gliomy adultniho typu, difuzni nizkostupiiové
gliomy pediatrického typu, difuzni vysokostupiiové gliomy pediatrického typu a jejich ptidruzena nadorova
onemocnéni (Louis et al., 2021). V kategorizaci gliomt hraje vyznamnou roli nalezeny molekularni marker
isocitrat dehydrogenazy (IDH) (Nobusawa et al., 2009; Hasselblatt et al., 2018), ktery koduje enzym zapojeny
do Krebsova cyklu (Geisbrecht a Gould, 1999). Difuzni gliomy adultniho typu se v zavislosti na mutantni (m)
¢i divoké (z angl. wild type, wt) podobé IDH1 a IDH? rozd¢€luji na astrocytomy, /DH-m; oligodendrogliomy,
IDH-m a glioblastomy, IDH-wt (Diagram ¢. 1) (Louis et al., 2021).

astrocytom, IDH-m
difazni gliomy adultniho typu oligodendrogliom, IDH-m
glioblastom, IDH-wt

Diagram ¢. 1 — Klasifikace difuznich gliomi adultniho typu dle WHO Klasifikace nadorit CNS 2021

Gliomy a jejich pfidruzend nadorova onemocnéni tvoii rozsahlé spektrum nadorovych onemocnéni mozku,
a proto bude prace v nasledujicich kapitolach zaméfena pouze na diftizni gliomy adultniho typu, konkrétné

na glioblastomy, které jsou z nich nejagresivngjsi.

2.1 Vznik gliom

Podobng¢ jako u ostatnich nadorovych onemocnéni se jedna o (epi)genetickou chorobu s mnoha patologickymi
zménami v genetické informaci (zahrnujici modifikace sekvence DNA, zmény v poctu kopii chromozomit
a jejich pfestavbou, ¢i zmény v metylaci DNA). Akumulace somatickych mutaci podporuje jak vznik, tak
nasledny rozvoj malignity (McLendon et al., 2008). Oproti jinym organim mozkova tkan disponuje vyssi
mirou poSkozeni DNA oxida¢nim stresem (Barbin ef al., 2003), coZz mize vést ke vzniku gliomt (Ohgaki a
Kleihues, 2005). Z faktorti imunitniho systému byla u dospélych prokazana inverzni korelace mezi vyskytem
gliomu a alergii (Wiemels et al., 2002) a mezi vyskytem gliomd a Alzheimerovou chorobou, ktera se téz
povazuje za autoimunitni onemocnéni (Cai et al., 2022). Jedinymi ovéfenymi rizikovymi faktory jsou vSak
pouze genetické predispozice (Kyritsis et al., 2010; Backes et al., 2014) a expozice ionizujicimu zateni (Bondy
et al., 2001; Neglia et al., 2006). Vlivem endogennich a exogennich mutagenti se mohou mutace akumulovat

a zpusobit vznik gliomu.

V poslednich letech se autofi uvedenych ¢lankd shoduji na neuralni kmenové ¢i neuralni progenitorové bunce

.....

2020; Wlodarczyk et al., 2020; Almenglo et al., 2021). Primarni vyskyt gliomu byl uz pfed rokem 2005

nalezen v tzv. subventrikularni zong, ve které se progenitorové a kmenové bunky nachazeji (Zhu et al., 2005).



3 Glioblastomy

Podle Centralniho registru mozkovych nador ve Spojenych statech, shromazd'ujiciho data za obdobi
2014 az 2018, 58,4 % gliom1 tvofily glioblastomy (Ostrom ef al., 2021). Glioblastom (GB), dfive nazyvan
glioblastoma multiforme dle své heterogenity (Patel ez al., 2014; Soeda et al., 2015), je nejcastejSim malignim
nadorem mozku s incidenci 3,23 na 100 000 jedincti (USA 2014-2018) (Ostrom et al., 2021). V Ceské
republice se incidence gliomu III. a IV. stupné pied rokem 2016 pohybovala okolo 350 pacienti za rok
(Pospisil et al., 2016), prepoéteno na pocet obyvatel CR v roce 2016 3,3 na 100 000 jedinci. Statistické
vyzkumy v Cing (2008—2013) i USA (2008-2012) se shoduji na vy$§im vyskytu malignich nadortt CNS véetné
GB u muzi, kdezto benigni nadory (napfiklad meningiomy) byly nalezeny Castéji u Zen. Dale nachazeji shodu
ve vyssim vyskytu GB u starSich pacientti (Ostrom et al., 2015; Wang et al., 2016). Glioblastomy /DH-wt jsou
klasifikovany IV. stupném malignity (Louis ef al., 2021; World Health Organization, 2013). Ctvrty stupe

v

GB a v mnohych ptipadech rychlou recidivou nadoru po standardni 1écebné terapii (Louis ef al., 2007).

Maligni vlastnosti GB se vyznacuji vysokou mirou endotelialni proliferace, invaze do okolni mozkové tkané
anekrozy (Furnari et al., 2007). Jak zatazeni glioblastomu v klasifikaci gliomt napovida, migrace nadorovych
bun¢k umoziuje difiizné invazivni charakter nadoru. Ten je geneticky aktivovan procesem podobnym
epitelidlné-mesenchymalni tranzici (z angl. epithelial-mesenchymal transition, EMT), tedy ztratou
epitelidlnich vlastnosti a ziskanim motilnich a adhezivnich vlastnosti mesenchymalnich bunék (Kalluri a
Weinberg, 2009; Iser, Lenz a Wink, 2019). K tomu, aby GB buitkky mesenchymalniho typu mohly invadovat
okolni ECM mozku, vyuzivaji téz aberantni sekrece proteolytickych ECM degradujicich enzymi
(endopeptidické matricové metaloproteinazy, MMP; katepsin B a dalsi), které jsou sekretovany
buiikami nadorového mikroprostiedi (z angl. tumor microenvironment, TME) (Hagemann et al., 2010). Bunky

GB migruji jednotlivé nebo kolektivné (Serres ef al., 2014). Metastaze jsou u GB vzacné (Lun et al., 2011).

Bunky GB podobajici se kmenovym buitkam (z angl. glioblastoma stem-like cells, GSC) predstavuji bunéény
stav, ktery je udrzovan vlivem TME (Dirkse et al., 2019). GSC prispivaji k riistu, invazi, angiogenezi

a nejpodstatnéji k terapeutické rezistenci GB (shrnuto ve Yan, Yang a Rich, 2013; da Hora et al., 2019).

Nedostate¢nym zasobenim kyslikem a nadmérnou proliferaci (mitotickou aktivitou) nadorovych bun¢k vznika
v nadoru hypoxické prostiedi, ve kterém buiiky podléhaji nekrotické bunééné smrti, coz je u glioblastomt
kompenzovano neoangiogenezi (nejvice v misté nekrozy) a invazi okolni vice okysli¢ené tkané. Timto
zptisobem se nadorové bunky dale infiltruji do zdravé mozkové tkané jedince skrze tzv. pseudopalisadové
bunky, které nekrotickou oblast ohrani¢uji (Jensen et al., 2014; shrnuto ve Brat a Van Meir, 2004 a Monteiro
et al., 2017). Oba tyto mechanismy jsou regulovany hypoxicky indukovanym faktorem HIF-1 (Kaur et al.,
2005).



Slozky ECM, a¢ se mohou zdat stacionarnimi a pasivnimi, jsou proménlivymi a aktivnimi komponenty TME,
které interaguji mezi sebou i s okolnimi bunikami. Dospély mozkovy parenchym za normélnich podminek
obsahuje napft. hylauronan (HA), tenascin, laminin, agrekan, brevikan a mén¢ fibronektin a kolagen, ze kterych
je produkce HA, tenascinu C (TNC), fibronektinu (FN), brevikanu a thrombospondinu (THBS) v GB
vyznamnné zvySena (Mohiuddin a Wakimoto, 2021).

V mozkové tkani se nachdzi astrocyty, neurony, mikroglie/makrofagy, oligodendrocyty a cévni zasobeni
zajistuji endotelidlni buiky (EC) a pericyty. Prestoze je CNS casteCn€é imunoprivilegovanym mistem,
mikroglie/makrofagy zde zajiSt'uji imunitni obranu a podporuji neurogenezi. V GB navic nalezneme GSC,
mnozstvi nddorové asociovanych bunék glioblastomu, fibroblasty a imunitni buiiky, které do mozku putuji
poruSenou hematoencefalickou bariérou (z angl. blood-brain barrier, BBB). Ta miize byt naruSena vlivem

zanétlivého prostiedi (Takeda et al., 2013).

3.1 Lécba glioblastomu

Subjektivné se GB mize projevit bolesti hlavy, zachvaty, ztratou paméti, jazykovymi ¢i kognitivnimi
nedostatky a jeho pfitomnost se oveéifi pomoci magnetického rezonancniho zobrazeni nebo vypocetni
tomografie. Bézny postup 1écby zahrnuje chirurgické odstranéni nadoru a jeho okoli v maximali mozné mifte,
pii kterém se odebere vzorek na histochemickou i genetickou analyzu, podle které se urci diagn6za a nasledna
1écba (Chang et al., 2005; Johnson et al., 2015). Vzhledem ke svym mikroskopicky infiltrujicim vlastnostem
nelze nador v MRI bez ptidatnych metod kompletné vizualizovat a prakticky jej nelze chirurgicky kompletné
vyjmout. Na reziduu nadoru je proto nasledné aplikovana radioterapie (ionizujici zafeni), soub&zna
chemoterapie (cytostatika) a adjuvantni chemoterapie (Stupp et al., 2005; Johnson et al., 2015). Dal$imi
moznostmi je aplikace steroidi, elektromagnetického pole specifickych vlastnosti (tzv. ,,tumor-treating

fields“) nebo antikonvulziv, ktera se bézn¢ vyuzivaji pro potlaceni epileptickych zachvatt (Stupp et al., 2017).

Bez radioterapie se pacient dozije prumérné pouhych 3 mésicll od stanoveni diagnézy. Pii chirurgickém
zakroku s kombinovanou radiochemoterapii je recidiva naddoru oddalena. Napiiklad klasicky podavané
chemoterapeutikum temozolomid (TMZ) ve spojeni s radioterapii prodlouzi zivot pacienta prumérné
o 14,6 mésicl (samotna radioterapie prumémné o 12,1 mésicll). Mezi pacienty léCenymi RT a TMZ bylo
zaroven veEtsi procento pacientl, ktefi s GB prezili vyrazné€ déle nez primérna doba doziti s pouhou RT a to
obzvlasté u pacientti mladsich 50 let (Stupp et al., 2009; Johnson a O’Neill, 2012). U GB je vSak bézné, ze se
brzy po RT a TMZ vréti, ¢imz je 1é¢ba zkomplikovana (Oh et al., 2011).

Cas pacienta s GB predstavuje presypaci hodiny, ve kterych se méfi na mésice. Mikroskopicky infiltrujici

vlastnosti GB jej tvoii naroénym na 1é¢bu a zapficinuji jeho recidivu.



3.2 Podil lecby na poskozeni DNA a terapeuticka rezistence

Radioterapie vyuziva vysokoenergetického kratkovinného zareni k pfimému poskozeni genetické informace
rakovinnych bunék skrze vytvoreni dvouvlaknovych zlomt (z angl. double-strand breaks, DSB) a nepifimému
poskozeni DNA prostfednictvim tvorby volnych radikall, ptevazné reaktivnich forem kysliku (z angl. reactive
oxygen species, ROS) (Dunne-Daly, 1999; shrnuto ve Borrego-Soto, Ortiz-Lopez a Rojas-Martinez, 2015).
V hypoxickych podminkach byla vypozorovdna 2-3x vyssi rezistence nadorovych bunék k ionizujicimu
zéfeni. Tzv. kyslikovy efekt, jehoZ podstata spoc¢iva v niz8i produkci radikélti bez ptitomnosti kysliku, by mohl
byt jednou z pficin ménég efektivni 1écby hypoxickych oblasti (Gray et al., 1953; Richardson a Harper, 2016).
Radiorezistenci vykazuji GSC (Kang et al., 2008), buiiky GB i samotné neurony, u kterych rezistence vede

ke zvysené migraci bun¢k (Merrick et al., 2021).

Temozolomid, alkyla¢ni ¢inidlo poskozujici DNA skrze adici methylové skupiny na purin (guanin ¢i adenin),
zpusobuje nespravné parovani bazi pti replikaci DNA a nepiimy vznik DSB (Taverna et al., 2001; Roos et al.,
2009; He et al., 2021), které by téz mely vést k apoptdze nadorovych bun€k. Nektera ¢ast nddorovych bunek
se vSak apoptdéze vyhne, napiiklad pomoci vysSi exprese DNA opravného enzymu metylguanin
metyltransferazy (MGMT) nebo nedostatecnosti opravy chybného parovani DNA (z angl. mismatch repair,
MMR), a stane se tak rezistentni k TMZ (Alonso et al., 2007; Zhang, F.G. Stevens a D. Bradshaw, 2012).

Nadorové i nenaddorové bunky, jejichz geneticka informace byla poskozena DSB, at’ uz prostfednictvim RT
nebo TMZ, nemusi nutné aktivovat bunécnou smrt. PoSkozeni DNA mtize u GB vést k rozvoji specifického
fenotypu nazvaném bunéénad senescence (Hirose, Berger a Pieper, 2001; Gorbunova, Seluanov a
Pereira-Smith, 2002; Coppé et al., 2008; Knizhnik et al., 2013; Ye et al., 2014; Aasland et al., 2019;
Fletcher-Sananikone et al., 2021; Beltzig ef al., 2022; Zanoni et al., 2022; Salam et al., 2023).



4 Bunécna senescence

Bunécna senescence je odpovedi buiiky na rizné stresové stimuly. Hraje dulezitou roli jak v ontogenetickém
vyvoji a regeneraci tkani (fyziologickd senescence), tak v riznych patologickych stavech spojenych se
starnutim. Pfedstavuje fenotyp spojeny se zastavou bunééného deéleni, ale se zachovanim metabolické aktivity.
Pti poskozeni tkdn¢ dokéze zahdjit jeji ranou regeneraci a v reakci na stres je schopna piedejit proliferaci
poskozenych nebo nadorovych bun€k (Storer et al., 2013; Demaria et al., 2014; Van Deursen a M, 2014).
Nicméné pokud se senescentni buiiky akumuluji, piispivaji k lokalnimu chronickému zanétu, remodelaci tkan¢

a rozvoji patologii spojenych se starnutim (Mufioz-Espin a Serrano, 2014).

Hayflick a Moorhead v roce 1961 jako jedni z prvnich zaznamenali u proliferace in vitro kultivovanych
fibroblasti omezeny pocet cykli bunééného déleni, pozdé€ji nazvaného Hayflicktiv limit, ktery popisuje
replikacni potencial daného typu buitky podminény in vitro kultivaénimi podminkami (Hayflick a Moorhead,
1961). Replikacni senescence je vycCerpani tohoto in vitro replikacniho potencidlu nejCastéji z divodu
akumulace poskozeni DNA oxida¢nim stresem (Chen, Li a Tollefsbol, 2013; Yu et al., 2018). Senescence lze
rychleji docilit dodatecné aplikovanymi stresovymi faktory, napf. oxida¢nim stresem a mitochondrialni
dysfunkci (Chen ef al., 1995; Wiley et al., 2016), aktivaci onkogent a inaktivaci nadorovych supresorovych
gent (Courtois-Cox et al., 2006; Dankort et al., 2007; Sarkisian et al., 2007) ¢i jinym zpltisobem poskozeni
DNA (Rodier et al., 2009). Jak je uvedeno v piedchozi kapitole, RT a TMZ téz zptisobuji poskozeni DNA a
tim i fenotyp tzv. 1éCebn¢ indukované senescence (TIS) v GB i normalnich bunkach. A pravé setrvala odpovéd’
na poSkozeni DNA skrze aktivaci signalnich drah (p53, NF-xB, C/EBPp, apod.) v buiice aktivuje zastavu
bunécéného cyklu (Beauséjour et al., 2003) prostiednictvim aktivace kontrolnich bodi bunééného cyklu a je
rovnéz zodpoveédna za spusténi SASP v GB (Rodier et al., 2009, 2011; Flanagan et al., 2017; Isermann, Mann
a Riibe, 2020; Zhao et al., 2020).

4.1 Nekanonicka ATM/NF-kB signalni drédha

Poskozeni DNA v buiice aktivuje tzv. odpoveéd’ na poskozeni DNA (z angl. DNA damage response, DDR),
ktera vede bud’ k opravé DNA, apoptdze nebo BS. (Acosta et al., 2008; Knizhnik et al., 2013). Komplex
MREI11-RAD50-NBS1 (MRN) v misté dvouvlaknovych zlomid (DSB) zprostfedkovava vazbu a aktivuje
kindzu ATM (Falck, Coates a Jackson, 2005; Lee a Paull, 2005; Difilippantonio et al., 2007). S vyskytem DSB
je aktivovana ¢asna DDR, ve kter¢ je bunécny cyklus zastaven v kontrolnich bodech (napt. drahou p53/p21 a
pl6/pRb (Beauséjour et al., 2003; Rodier et al., 2009)) a je aktivovana oprava DSB. Pokud vSak neni
dvouvléknovy zlom v¢as opraven, dochézi k prodlouzené DDR vedouci k expresi komponent SASP. Jednou
ze setrvale aktivovanych signalnich drah je ATM/NF-xB (Malaquin ef al., 2020), popsana v nésledujicim

odstavci.



Jednim z mnoha substratt, které ATM aktivuje je IKKy — regulaéni podjednotka IkB kinazy (IKK), téz
nazyvanou esencidlni modifikator NF-«xB (NEMO), jejiz aktivaci je spusténa vlastni sumoylace
a monoubiquitinace vedouci k transportu ATM-NEMO z jadra do cytosolu (Wu et al., 2006). V cytosolu jsou
nasledné nepfimo pomoci ATM aktivovany katalytické podjednotky IKK (IKKa a IKKp), které¢ v komplexu
s NEMO fosforyluji inhibitor NF-xB alfa (IkBa). Ten je polyubiquitinaci degradovan a tak uvoliiuje NF-xB
pro transport do jadra (Z.-H. Wu et al., 2010; Zhao et al., 2020). V jadie se klicovy transkripcni faktor NF-kB
vaze na promotorové oblasti cilovych gent, ¢imz aktivuje transkripci nékterych komponent SASP
(napft. interleukin 1, IL-1; IL-6). Po sekreci faktorit SASP vznika skrze jejich receptory pozitivni zpétna vazba,
ktera dale podporuje aktivaci NF-xB a C/EBPP (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 2008; Zhao et al., 2020).
Aktivace ATM je pro tvorbu nékterych komponent SASP nezbytna nejen in vitro, ale i in vivo (Rodier et al.,

2009; Zhao et al., 2020).

4.2 Sekrecni fenotyp asociovany se senescenci (SASP)

SASP predstavuje fenotyp, ve kterém senescentni bunka v souvislosti s pfechodem do senescentni faze
exprimuje bunééné specificky soubor sekretovanych molekul. Krom¢ matrix remodelujicich proteinti a slozek
ECM sekretuji senescentni buiiky do extracelularniho prostiedi ristové faktory (napt. IGF, HGF), cytokiny
a chemokiny (napf. interleukiny, interferony, faktory z rodiny TGF a TNF), kterymi moduluji ECM (Coppé
et al., 2008; Pineda et al., 2013). Prostiednictvim cytokinti bunky pienasi signal do svého okoli, ktery je
pomoci receptorii piijat bud’ samotnou sekretujici buiikou (autokrinni signalizace), jinou bunkou v okoli
(parakrinni signalizace), anebo jinou vzdalenou bunkou (endokrinni signalizace). Ptijaty signal na receptoru
je schopny indukovat zmény v signalnich drahach i v genové expresi cilové buniky (Jenkins ef al., 2004;
Jackson et al., 2022). Pfedpoklada se, Ze senescentni buniky produkuji cytokiny primarmneé z divodu, aby v tkani
vyvolaly prostfedi permisivni pro hojeni tkéni, jehoz soucasti je i atrakce imunitnich bunék likvidujicich
maligni a jiné bunky s poskozenou DNA (Kang et al., 2011; lannello et al., 2013). Avsak s akumulaci
senescentnich bun¢k béhem starnuti nebo terapii indukovanou senescenci dochazi k chronickému sterilnimu
zanétu, ktery aberantné meéni a poskozuje lokalni tkan. V poslednich letech pfibyvaji dikazy, ze nékteré
komponenty SASP v TME GB podporuji narodovy rist, invazi, vaskularizaci, kmenovost nadorovych bun¢k,
terapeutickou rezistenci a recidivu nadorovych bun€k (Ouchi et al., 2016; Fletcher-Sananikone et al., 2021;

Salam et al., 2023).

Zatimco senescentni transformace potencialnich nadorovych bun€k a na SASP zévisla atrakce imunitnich
bun€k zamezuje nadorovému ristu, nékteré komponenty SASP naopak podporuji agresivni vlastnosti nadorti

vcetn€ GB.



Tabulka sekretovanych cytokini po aplikaci ionizujiciho zafeni nebo temozolomidu

Zpusob
Bunéény typ Specifikace Sekretované cytokiny Zdroj indukce
senescence
bunééné linie GB A172,1LN229 g‘;cal’jbm’ IL-6, IL-8, CCL2, CCL8, (Beltzig et al., 2022) T™Z
bunécné linie GB U87, LN229 IL-6, IL-8 (Aasland et al., 2019) ™Z
bunééné linie GB U373, T98G IL-8, CXCL2, CXCL3 (Bruyere et al., 2011) T™Z
g e IL-1pB, TGF-B2, TGF-a, TNFSF9,
bunécné linie GB U251 MG, U87 ANGPTL4, CD70 Ma et al.,2013) IR
bunéné linie GB~ T98G IL-6, IL-8 (2%"130") Facoetti a Naro, IR
bunééna linie GB T98G TGF-p (Shao, Folkard a Prise, R
2008)
endotelialni bunky z my$iho mozku TGF-B (Pineda et al., 2013) IR
mysi fibroblasty a
fibrablasty a makrofagy v kultufes  TGF-B (Mahabir et al., 2014) R
il T98G, KMG4
neuralni kmenové z mysiho gliomu - .
buiiky GL261-CSC IL-6 , BMP2, LIF, CCL2 (Schneider et al., 2013) IR
iy o IL-1a, IL-1B, IL-6, GM-CSF, G-CSF, .
endotelialni bunky z hlodavéiho mozku MIP-10, MCP-1, eotaxin (Ungvari et al., 2013) IR
mozkové burnky fn(())zzé]i(ﬁ:neho mySiho IL-1a, IL-1B, TNF-a (Hong et al., 1995) IR
TNF-a, CCL2, IL-18, CXCL11,
CXCL10, CXCL16, CCL3, CCLA4,
mikroglie z ozétené mladé mysi SPP1, CCL12, LIF, CSF1, PGDF, (Osman et al., 2020) IR
IL-1a, IL-12B, IL-15, CXCL9, PDGFa,
MIF, CCL22
mikroglie BV-2 z mysiho mozku TNF-a (Lee et al., 2010) IR
mikroglie z mladé ozafené mysi TNF-a, IL-1B (Kyrkanides et al., 1999) IR
astrocyty ;‘(’)Zzirf“eho lidského IL-1p, IL-6, TL-8 (Turnquist et al., 2019) IR
trocyt z my$iho ozéafeného CCLS5, CCL12, HGF, IL-34, CX3CL1, (Fletcher-Sananikone et R
astrocyty mozku NGF al., 2021)

Tabulka ¢. 1 — Cytokiny zdravé mozkové tkané nebo bunék GB, u kterych byla zvysena sekrece po aplikaci
ionizujictho zareni (IR) nebo TMZ

Slozeni SASP se lisi dle typu bunky a zpisobu indukce senescence (Hernandez-Segura et al., 2017; Basisty
et al., 2020), a proto byly v Tabulce ¢. 1 vyhledany cytokiny produkované buitkami mozkové tkang, na které
bylo aplikovano ionizacni zafeni nebo TMZ. Vzhledem k riiznorodosti slozeni SASP je obtizné urcit cytokiny
nejcastéji se vyskytujici v GB, a proto byly vybrany opakované zastoupené cytokiny v nalezenych zdrojich —
IL-6, IL-1B, IL-8, IL-1a, TGF-B, CCL2, TNF-a (viz Tabulka ¢. 1). Vétsina téchto cytokind zaroven patii mezi
obecné nejcastéji se vyskytujicimi faktory SASP (Coppé et al., 2010). Funkci téchto cytokint a jejich ulohou
v GB se bude zabyvat nasledujici kapitola.

Nutno uvést, ze setrvalé poskozeni DNA u nedélicich se bunék (napf. neuronti) vyvolava obdobnou sekrec¢ni

fenotypovou odpoveéd (Jurk et al., 2012).



5. Uloha cytokint v podpote malignich vlastnosti GB

K tomu, abychom pochopili vliv senescence na GB, musime se blize zaméfit na jednotlivé slozky SASP
a jejich souhru v nddorovém mikroprostiedi. Nasledujici text se bude zabyvat vlivem vybranych cytokint

indukovanych RT nebo TMZ na faktory malignity GB.

5.1 Cytokiny a jejich signalni drahy

Nejkonzervované€jsim cytokinem exprimovanym v SASP je IL-6 (Coppé et al., 2010), ktery se podili
na udrzovani buné€k v senescentnim stavu (Acosta ef al., 2008; Kuilman et al., 2008). Spolu s dalSimi jako
jsou IL-8 a IL-1P tvoii jedny z hlavnich prozanétlivych slozek SASP v GB (Coppé et al., 2008; Yeung et al.,
2013).

5.1.1 Interleukin 6
IL-6 se vaze bud’ pfimo na membranovy receptorovy komplex IL-6 receptor (IL-6R) a IL-6Rp (téz nazyvany
gp130) nebo neptimo na solubilni IL-6Ra, skrze ktery se vaZze na membranovy IL-6Rp. Aktivovany receptor
aktivuje Janus kindzy 1/2/3 (JAK1/2/3), které nasledné fosforyluji tzv. pfevodnik signdlu a aktivator
transkripce 3 (z angl. signal transducer and activator of transcription 3, STAT3). Fosforylované STAT3
dimerizuji a translokuji se do jadra, kde aktivuji expresi celé fady cilovych genil (napt. cyklin D, c-myc, Bel-2)

(Yeung et al., 2013), mimo jiné podporujici maligni vlastnosti nadorovych bunék.

5.1.2 Interleukin 8
IL-8 téz znamy jako CXCLS se vaze na CXCR1/2. Jedny z cili IL-8/CXCR1/2 signalizace jsou drahy NF-«xB,
MAPK, JAK2/STAT3 (Waugh a Wilson, 2008). Autokrinni a parakrinni exprese proteinu IL-8 je v GB
bunikach vysoké (Zhang et al., 2015; Sharma et al., 2018) a jeho receptory CXCR1/2 jsou hojné exprimovany
v EC a buitkdch GB (Dwyer et al., 2012; Sharma et al., 2018).

5.1.3 Interleukin 1 alfa a beta
IL-1a a IL-1B se vazi na receptor IL-1R1/IL-1RAP a aktivuji napf. NF-xB zavislou transkripci (Acuner
Ozbabacan et al., 2014; Whitley et al., 2018). IL-1p je silné exprimovan v blizkém okoli nekrotické oblasti
(Kai et al., 2022)

5.1.4 Transkrip¢ni rGstovy faktor beta
TGF-p skrze SMAD2/3 aktivuje napt. SMAD4 (L. Liu et al., 2021).

5.1.5 Chemokinovy ligand s C-C motivem 2
CCL2 se vaze na CCR2, kterym muiZe aktivovat napiiklad JAK/STAT3 drahu (Tian ef al., 2017).

5.1.6 Faktor nadorové nekrézy alfa
TNF-a a jeho receptor TNFR1 aktivuji vnitrobunécné domény a proteiny, které maji za nasledek aktivaci

prislusnych kaspaz indukujicich apoptoézu (Micheau a Tschopp, 2003).



5.2 Prozanétlivé prostiedi a imunosuprese

Zanét je jednim z hlavnich faktori karcinogeneze a nadorové progrese (Hanahan, 2022) a koreluje se stupném
malignity (Dharmajaya a Sari, 2021). Nékteré cytokiny jsou schopné inhibovat aktivitu infiltrovanych

imunitnich bunék v GB a tim omezit protinadorovou imunitni odpovéd’ (Ravi et al., 2022).

IL-1a, IL-1PB a TNF-a sekretované napt. ozafenymi aktivovanymi mikrogliemi (Kyrkanides et al., 1999; Lee
et al., 2010) v astrocytech indukuji pfechod do reaktivniho fenotypu (Liddelow et al., 2017; Hyvérinen et al.,
2019). Role reaktivnich transkripéné preprogramovanych astrocytl v patologiich mozku je nejednoznacéna,
2019), vedouci k rozdilnému prostiedi v mozkové tkani. Reaktivni astrocyty mohou prohlubovat zanétlivé
prostfedi sekreci mnoha prozanétlivych faktori jako jsou chemokiny CXCL1/5/8/10, CCL2/5, cytokiny IL-1,
IL-6, TNF-a, MIF (Hyvérinen et al., 2019). Reaktivni astrocyty mohou v pfitomnosti mikroglii zaroven
(Henrik Heiland et al., 2019). TGF-B a IL-10 udrzuji imunosupresivni prostiedi, které je spjaté s nedostate¢nou
protinadorovou odezvou imunitnich bunék, naptiklad inhibici fagocytdzy u mikroglii nebo inhibici proliferace

T bunék (A. Wu et al., 2010), vedouci ke zvysené proliferaci GB bun¢k (Huettner et al., 1997).

TNF-a v EC podporuje expresi angiogennich membranovych proteinid napi. VCAM-1 (Wei et al., 2021), ktery
vazbou leukocytil na sténu cév podporuje infiltraci leukocyti do GB (Zheng ef al., 2013). IL-1p v bunikach
GB zesiluje expresi prozanétlivych faktord CCL2, IL-8 i samotného IL-1B. CCL2 nasledn¢ zvySuje infiltraci
transformovanych s GB asociovanych mikrogliovych/makrofagnich buiikach (z angl. glioblastoma-associated
microglia/macrophage, GAM) do TME (Cho et al., 2019; Hiibner et al., 2020; Kai et al., 2022). CCL2 vazbou
na CCR2 mikroglii stimuluje expresi IL-6 (Zhang et al., 2012). IL-6/STAT3 v infiltrujicich myeloidnich
bunkach indukuje expresi PD-L1 (Lamano et al., 2019). PD-L1 u GB podporuje imunosupresi vazbou
na receptor PD-1 T-bunék vedouci k inhibici jejich aktivace (Wintterle et al., 2003; Berghoff et al., 2015)
a pravdépodobn¢ i k jejich apoptoze (Dong et al., 2002; Qian et al., 2018).
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5.3 Proliferace a antiapoptotické signaly

Proliferace je v prubehu senescence u netransformovanych bunék primarné inhibovana, ale s vyskytem defekt
v procesech Ucastnicich se zastavy bunééného cyklu mohou (pfedev§im nadorové) buiiky tuto bariéru
prekonat, vratit se do bunéného cyklu a potencidlné se stat invazivnimi malignimi butikami (Beauséjour et al.,
2003). V tomto ptipadé¢ mluvime o fenotypu podobnému senescenci (tzv. senescent-like phenotype) (Huang
etal., 2022). Senescenci obvykle vyvolavaji slabé stimuly neschopné ptekonat prah pro apoptoézu. Apoptotické
buiiky véas poziené fagocytickou buiikou na rozdil od nekrotickych nesekretuji prozanétlivé faktory* (Liu et
al., 2017), tudiz by byla klasicka apoptoza u bunék s poskozenou DNA vhodnou formou likvidace. Béhem
rozvoje senescentniho fenotypu dochazi ke zvySeni prahu pro vstup do apoptézy zvySenim exprese
antiapoptotickych proteinti rodiny Bcl-2, coz vede k akumulaci senescentnich bun¢k (Tombor, Rundell a

Oltvai, 2003).

Cytokiny SASP zde ovliviwgji regulaci bunééného cyklu a apoptoézy. IL-6/STAT3 aktivuje transkripci
regulatortt bunécného cyklu, napt. cyklinu D a c-myc a antiapoptotickych proteind, napt. Bel-2, Bel-XL,
BIRCS (také znamy jako survivin) (Chen et al., 2010, 2020; Jane ef al., 2017) a tim zvySuje senescentnim
i nesenescentnim bunkam rezistenci vici apoptdze. Stimulace proliferace GSC je zaroven podpoiena vazbou
VEGF na VEGFR2. Exprese VEGF je indukovana drahou IL-6/STAT3 v astrocytech a bunikach GSC (Loeftler
et al., 2005; Liu et al., 2010; Xu, Wu a Zhu, 2013).

TGF-B funguje piedevsim jako faktor potlacujici nadory, avsak u pokrocilych nadortt ma podptirnou roli
(Derynck, Akhurst a Balmain, 2001). Signalni draha TGF-B/SMAD2 u nékterych bunéénych linii GB
podporuje transkripci PDGF-B, kterym navozuje proliferaci buné¢k GB. Inhibice TGF- nebo PDGF-J tuto

schopnost snizila, naznacujici funkci PDGF-f jako jednoho z aktivatori proliferace (Bruna et al., 2007).

TNF-a za normalnich okolnosti pomoci kaspaz indukuje apoptoézu. Inhibitorem kaspaz c-FLIP vSak miize byt
apoptdza inhibovana (Cottet et al., 2002; Micheau a Tschopp, 2003). c-FLIP je v GB nadmérné exprimovan,
a proto je TNF-a zavisla apoptéza v GB inhibovana (Zhitao et al., 2015).

Ptrestoze je tloha samotného IL-1B v GB kontroverzni (Sun, Depping a Jelkmann, 2014), recentni ¢lanek
predstavuje IL-1p indukovanou expresi IL-6 a CXCLS (zajisténou STAT3 a NF«kB), které autokrinni aktivaci
STAT3 a NF-xB podporuji rist GB bunék (Kai et al, 2022). Cytokinu IL-1B lze v GB pfipsat
1 antiapoptotickou roli prostiednictvim STAT3 (Hiibner et al., 2020) nebo HSPBS (Kore a Abraham, 2014).

*Existuje je$té imunogenni apoptéza (z angl. immunogenic cell death, ICD), pti které jsou sekretovany prozanétlivé faktory
tzv. DAMPS, které udrzuji sterilni zanétlivou odpovéd’. RT a nékteré chemoterapie mohou indukovat ICD v nadorovych buikach,
jejichz prozanétlivou sekreci indukuji atrakci fagocytickych bun¢k a aktivaci T bunék, které mohou za spravnych okolnosti nadorové

bunky zlikvidovat. ICD je vyuzivano ve studiich vyvijejici cilené protinadorové imunoterapie (Montico et al., 2018).
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5.4 Podpora kmenového fenotypu

Bunky GSC fenotypu (Dirkse et al., 2019) exprimujici kmenové markery (Carruthers et al., 2018) jsou dle
dostupnych informaci jediné buiiky GB schopné dlouhodobé proliferace, tudiz by mohly mit stézejni vliv
na zajisténi rastu GB a invazivniho rozsevu nadorovych bunék do okoli (Qiu et al., 2012). GSC se vyskytuji
v centralni oblasti nadoru i v okolni invazni oblasti (Molina et al., 2010). GSC jsou oproti diferenciovanym
gliomovym bunkam vysoce invazivni, proliferujici, agresivni a rezistentni k 1é¢bé GB (Qiu et al., 2012; Lin
et al., 2018). Pritomnost vysoce rezistentnich GSC vi¢i TMZ i IR vede k recidivé GB (Brown et al., 2017).
Jednim z moznych vysvétleni jejich rezistence je vyssi aktivace proteintit DDR jako je napf. konstitutivni
fosforylace ATM, ktera je chrani pied apoptdzou (Bao et al., 2006; Liu et al., 2020). GSC v bunécnych linii
GB po aplikaci IR zesiluji expresi genti kmenovych markert, napt. SOX2, OCT3/4, NANOG (Mahabir et al.,
2014).

Signalizace IL-6/STAT3 podporuje kmenové i mesenchymalni vlastnosti CD44 pozitivnich GSC. GSC
produkuji ligand pro receptor TLR4, nejspise tenascin C (TNC), kterym aktivuji sekreci IL-6 v GAM. Tim si
vytvari pozitivni zpétnou vazbu, kterou pfijimaji IL-6 signal pro nepfetrzité udrzeni v kmenovém stavu
(Hossain et al., 2015; a Dzaye et al., 2016). Efekt IL-6 je navic posilen drahou TGF-/NF-xB/IL-6/STATS3.
Kmenové vlastnosti jsou tak v GSC udrzovany, ale navic dochazi v bunikach GB k dediferenciaci za vzniku
novych GSC (S. Liu et al., 2021). Kromé parakrinniho udrzovani v kmenového stavu jsou GSC schopny

autokrinni IL-6/STAT3 signalizace (Wang et al., 2009), ¢imz samy zesiluji své kmenové a maligni vlastnosti.

Prozanétlivé cytokiny IL-6 a TNF-a skrze drahy NF-kB a STAT3 udrzuji kmenové vlastnosti a podporuji
chemorezistenci CD44 pozitivnich GSC (Hossain ef al., 2015; da Hora et al., 2019). Zvysena exprese CD44
a c-myc v bunkach na okraji centralni oblasti GB (Bastola et al., 2020) by mohla potvrzovat ptitomnost GSC

v této invazivni oblasti.

IL-8 prosttednictvim CXCR1/2 podporuje kmenové vlastnosti v buitkach GB, rust a migraci GSC smérem
ke zdroji IL-8 jak v 3D kultiva¢nim systému napodobujici cévni systém GB, tak in vivo. IL-8 zaroven zesilil

expresi CXCR1/2 na povrchu dané bunky (Infanger et al., 2013; McCoy et al., 2019).

Prozanétlivé cytokiny indukuji a udrzuji vlastnosti GSC. GSC podporuji GB rezistenci viici apoptoze a 1é€be,
angiogenezi a proliferaci (Liu et al., 2020). Vyznamna role GSC v infiltraci a rezistenci vii¢i terapii umoziuje

snazs$i recidivu GB.
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5.5 Remodelace ECM a invazivita

Aplikaci RT a TMZ dochazi vlivem rtznych procest k degradaci a remodelaci ECM, coZz usnadniuje invazi
a proliferaci bunék GB (Lee et al., 2012; Tsidulko et al., 2021). V kapitole 3 jsou zminéné slozky ECM, jejichz
exprese je u GB vyznamné zvySend (HA, FN, TNC, trombospondin). Role sekretovanych slozek ECM
a proteaz je dulezita, protoze bunky GB rozpoznavaji své pozmeénéné okoli a napt. pomoci integrinti prevadi
tuto informaci skrze signalni drahy tzv. mechanotransdukci na funkéni odpovéd’ v podob€ zmény genové

exprese, prestavby cytoskeletu, apod. (Sun, Guo a Fissler, 2016).

K remodelaci ECM dochézi naptiklad sekreci metaloproteinaz (MMP). MMP jsou po RT v bunéénych liniich
GB vysoce exprimované (Mahabir et al., 2014). MMP2 a MMP9 degraduji naptiklad kolageny typu I, IV, V
a elastin. MMP2 navic degraduje tenascin a fibronektin, MMP9 vitronektin a entaktin (Hannocks et al., 2019).
Sekreci MMP2 zesiluji napt. IL-6/STAT3 (Li ef al., 2010; Chen et al., 2020), sekreci MMP9 zesiluje kromé
IL-6/STAT3 (Liu et al., 2010) také TGF-B1 (v GSC) (Ye et al., 2012). IL-6 navic zesiluje sekreci MMP14
(Chen et al., 2016). VSechny tyto MMP usnadnuji migrujicim buiikam prichodnost ECM, a zvySuji tak

migracni a invazni potencial bun¢k v GB.

TGF-B1 aktivuje transkripéni faktor SMAD3, ktery v bunikdch zvySuje transkripci extracelularniho proteinu
trombospondinu 1 (THBS1). THBSI1 je adhezivni protein, ktery se podili na tvorbé mezibunécnych spojeni
a propojeni bun¢k s ECM. THBS1 vazbou na receptor CD47 ptispiva k invazi bunék GB (Daubon et al., 2019)
skrze aktivaci polymerace mikrotubuld, které vytvari nadorové mikrotrubice (z angl. tumor microtubes) —
dlouha mezibunééna spojeni bohata na mikrotubuly (Joseph ef al., 2022). Jejich tvorba je pohanéna proteinem
GAP-43, ktery je normaln¢ aktivovan pro tvorbu axonl v neuronech. Nadorové mikrotrubice vytvarejici
rozsahlou sit’ umoznuji pfimou bunéénou komunikaci mnoha bunék pies vodivé spoje (z angl. gap junctions).
Tato mezibunééna komunikace v GB podporuje invazi, nadorovy rist a vyssi rezistenci (Osswald et al., 2015).

Exprese THBS1 koreluje se stupném malignity gliomti (Daubon et al., 2019).

TGF-B v mys$im modelu GB zvySuje expresi receptoru CD44 (Anido et al., 2010). To je podstatné, protoze
HA se vaze na receptor CD44, ¢imz u GB podporuje migraci, adhezi a proliferaci GB bunék a jeho exprese
koreluje se stupném malignity (Akiyama et al., 2001). Inhibici TGF-f se snizil pocet CD44 pozitivnich GSC,

které jsou schopné proliferace a rezistence vuci terapiim (Anido et al., 2010).

Fibronektin (FN) béhem vyvoje v mozkové tkani podporuje neuroprotektivni a organizac¢ni funkce ECM
(Wang, Yin a Chen, 2011). AvSak v dosp¢losti je vétsi mnozstvi sekretovaného FN korelovano
s patologickymi stavy (Yi et al., 2016; Chen et al., 2021). Vysoka exprese FN pievazné v EC a bunkach hladké
svaloviny v oblasti cév po aplikaci RT pravdépodobné pfispiva k tvorbé bariéry pro diftzi latek z cév
do mozkové tkan¢€ a mohla by byt spjata i s naruSenim BBB a vyskytem kognitivnich poruch (Andrews et al.,
2018). EC mozkové tkané a vétsina vzorki bun¢k GB pacientti skrze TGF-B/SMAD3/4 exprimuje vyssi

mnozstvi FN, pficemz FN vykazuje pozitivni zpétnou vazbu sekreci TGF-f (Ventura et al., 2018; Chen et al.,
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2021). Vysoké mnozstvi FN, které se u GB vyskytuje hlavné v oblastech cév, umoziuje kohezni interakce
bunék GB vazbou FN/integrin-a5B1, pomoci kterych aktivuji kolektivni invazi. Déale FN podporuje
angiogenezi, proliferaci a rezistenci téchto bun€k k RT (Serres et al., 2014). Kromé vySe zminénych vlivii FN
stimuluje EMT (Chen ef al., 2021) a spolu s dal§imi slozkami ECM skrze integrin-av aktivuji antiapoptotické
dréhy, které vedou k chemorezistenci (Yu et al., 2021). Fibronektinem aktivovany STAT3 v buiikach GB navic
zesiluje expresi invazniho faktoru a transmembranového proteinu ODZ1, ktery podporuje migraci (Vidal et al.,

2021) a o kterém je dale psano v nasledujici kapitole.

TNC je u dospé€lého jedince exprimovan jen v malém mnozstvi (Mustafa et al., 2012). Jeho ptitomnost se vSak
zvySuje v zanétlivém nebo nddorovém prostiedi (Midwood et al., 2009; Nie ef al., 2015). IL-1P stimuluje
v bunéénych liniich GB sekreci TNC (Tarassishin et al., 2014). TNC je na membrané rozpoznan integriny
nebo receptorem TLR4. TLR4 aktivovany v GAM zesiluje expresi IL-6 (a Dzaye et al., 2016). TNC podporuje
proliferaci buné¢k GB, dediferenciaci astrocytl, kmenovy fenotyp, snizuje citlivost k antiproliferacni 1écbe
v bunécnych liniich GB a podporuje invazi buné¢k GB v mysim modelu (Xia et al., 2015; Angel et al., 2020;
Zhang et al., 2021). Adheze EC na povrch s TNC je vyznamné snizena (oproti povrchu s FN nebo lamininem),
a proto autoii ¢lanku navrhuji, ze by TNC svymi antiadhezivnimi vlastnostmi mohl lokaln¢ snizovat vaznost
EC na cévni struktury mozku (Xia et al., 2015). Konzistentné s t€émito vysledky dalsi studie dokazuje snizenou
adhezi EC a pericytd indukovanou TNC vedouci k naruseni struktury nadorového cévniho systému. Dale TNC
v EC potlacuje proliferaci a transkripci proangiogennich genii a tim snizuje tubulogenezi EC. Naopak
v buiikach GB indukuje TNC proangiogenni sekreci vCetné exprese ephrinu-B2 (EFNB2), ktery podporuje
tubulogenezi a proliferaci EC. Inhibici receptoru pro ephrin-B2 EPHB4 je snizena angiogeneze a rust GB
(Rupp et al., 2016). Ptitomnost TNC v perivaskularni oblasti koreluje se zesilenou expresi VEGF a hustotou
pritomnych mikrocév, kdezto mezibunéény TNC koreluje s mirou proliferace bun¢k GB (Behrem et al., 2005).
Zaroven v hypoxickych podminkach je indukovéna HIF-1a zavisla exprese TNC, ktera zvySuje tuhost ECM
a agresivnost GB (Miroshnikova et al., 2016). TNC dale prostfednictvim aktivace Akt zesiluji expresi MMP2
a MMP9, které podporuji migraci i tvorbu vaskulogennich mimikry (Cai et al., 2019). Tyto studie potvrzuji,
ze sekrece IL-1B skrze expresi TNC v buitkach GB podporuje proliferaci a proangiogenni signaly, které
podporuji proliferaci EC a angiogenezi v okoli buné¢k GB. Naopak piimy kontakt TNC v EC zeslabuje expresi
proangiogennich gent, jejich proliferaci a adhezi EC a pericyti k cévam. Vysledky naznacuji, Ze stavajici
cévni struktury by mohly byt vlivem akumulace TNC lokaln€ naruSovany a strukturni buiky cév by mohly byt
snizenou adhezi odpoutavany. Naopak v mistech, kde cévni struktury chybi nebo jsou nedostacujici
(napt. hypoxickych podminkach), by TNC mohl pomoci MMP degradovat stavajici strukturu ECM
v perivaskularnim prostoru a skrze bunky GB v perivaskularnim prostoru indukovat neoangiogenezi. Téma
angiogeneze je podrobngji diskutovano v kapitole 5.7. Vyskyt TNC v gliomech je korelovan se stupném

malignity (Nie et al., 2015).
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5.6 Migrace a invazivita

Invazivni rast z centralni oblasti nddoru do okolni/perinddorové tkdné€ je zdkladnim a podstatnym znakem
malignity. Invazivni buiiky unikaji chirurgické resekci i cilené radioterapii a jsou zodpoveédné za recidivu GB
(Bastola et al., 2020; Hanahan, 2022). Proto je dilezité pochopit podplirné mechanismy vedouci k invazivnimu
rustu GB. Tranzice podobna EMT zde podporuje migraci a rezistenci GB bunék k RT a TMZ (Bhat et al.,
2013; Georgouli et al., 2019), pravdépodobné podporou kmenovych vlastnosti GSC (Liu et al., 2020).

5.6.1 Mesenchymalni tranzice (MT)
Aplikace ioniza¢niho zafeni na bunky GB zesiluje jejich mesenchymalni vlastnosti (Mahabir ef al., 2014).
MT je ovlivnéna faktory TME jako jsou slozky ECM a hypoxie, a mize byt modulovana mezibunécnou
komunikaci (Bastola et al., 2020; Monteiro et al., 2017). Faktory MT, které maji u GB zesilenou expresi, jsou
napt. Snail, Twist, Slug, ZEB1, N-kadherin (Kahlert et al., 2012), c-Jun (Luo ef al., 2018) a dale i vimentin,
CD44, YKL-40, MMP, a-SMA, fibronektin a kolagen (Mahabir et al., 2014).

Ionizujicim zafenim indukovanou MT Ize u GB stejné jako v klasické EMT rozdélit na MT zavislou
anezavislou na TGF-B. lonizujici zafeni aplikované na bunéénou linii GB zesiluje sekreci TGF-
ve fibroblastech a makrofazich. Produkovany TGF-B v bunikdch GB prostfednictvim SMAD2/3 drahy
dlouhodobg zesiluje expresi Snail, MMP-2 a MMP-9, jejichz disledkem bunky GB podstupuji MT vedouci
k invazi. Snail zaroven v bunkach GB zesiluje expresi genti kmenového fenotypu (napt. SOX2) podporujicich

fenotyp GSC a dale zesiloval i dal§i MT faktory — Slug a Twist (Mahabir et al., 2014).

TNF-a podporuje MT skrze NF-kB. Mesenchymalni bunky, které exprimovaly STAT3, C/EBPB, TAZ
a kmenovy marker CD44, byly rezistentni vii¢i ionizujicimu zafeni a CD44 i NF-«xB korelovaly s nizkou dobou

doziti pacienta s GB (Bhat et al., 2013).

Draha IL-6/STAT3/Snail zvySuje invazivni vlastnosti bunék GB (Liang et al., 2019). Snail pozitivné ovliviiuje
produkci dal§ich mesenchymalnich faktordi jako jsou MMP2 a fokalni adheze, kterymi usnadiiuji migraci

v TME (Mahabir et al., 2014).

Jak uz bylo v predeslé kapitole zminéno, IL-8 je téz schopen indukovat invazi (Infanger et al., 2013; McCoy
etal.,2019) a to za prvé skrze drahu IL-8/CXCR1/ELMO1/Dock180/NF-xB/Snail, jejiz posledni efektor Snail
podporuje MT bunék GB. Z faktort MT byla po aplikaci exogenniho IL-8 zvySena exprese N-kadherinu
a vimentinu. Vyskyt N-kadherinu pozménuje mezibunéény kontakt bun€k a indukuje jejich vyssi motilitu
(Kahlert et al., 2012). Za druhé, IL-8 aktivuje drahu ELMO1/Dock180/RACI, jehoz efektor RAC1 (mala
GTPaza) zapricinuje prestavbu cytoskeletu polymerizaci aktinovych filament. Ob¢ tyto drahy mohou byt
indukovany autokrinné a podporuji migracni a invazivni mesenchymalni schopnosti GB bun¢k (Zhang et al.,

2015).

15



TGF-B v GB bunkach aktivuje PDK1/c-Jun drahu indukujici migraci, invazi a EMT (Luo et al., 2018)
a zamezuje degradaci TF SOXO9, ktery podporuje proliferaci, migraci a invazi bunék GB (Chao ef al., 2021).

Nadorové bunky schopné MT a invaze do okolni tkdné€ unikaji chirurgické resekci, vykazuji rezistenci vici

RT a TMZ a mohou byt pfi¢inou recidivy GB. Mesenchymadlni invaze je usnadnéna remodelaci ECM.

5.6.2 Améboidni tranzice (AT)

Dal$im stupném tranzice pozorované u nddorovych bunék je mesenchymalné-améboidni tranzice
(z angl. mesenchymal-amoeboid transition, MAT) (Graziani et al., 2022), migracni fenotyp zavisly na vyssi
expresi proteind signdlni drdhy Ras homologni GTPazy (Rho GTPé4za) a Rho asociované protein kinazy
(Rho/ROCK). Jejich aktivaci je fosforylovdn myosin II a ndsledné je aktivovana aktomyosinova kontraktilita,
pomoci které se buiitky mohou pohybovat a invadovat okolni tkané mozku. Dusledkem aktomyosinové sily
deformujici ECM neni pohyb bun€k zavisly na sekreci proteolytickych enzymi. Draha
RHOA/C/ROCK/myosin II byla popsana napt. v nadorovych fibroblastech a buikdch melanomu (Wyckoff
et al., 2006; Sanz-Moreno et al., 2008).

Zanétlivé prostfedi v nadorech koreluje s vyskytem améboidniho fenotypu bunck. Cytokiny, kterymi lze
v nékterych nadorech dosahnout améboidniho fenotypu jsou IL-6, LIF, IL-1B, TGF-f (Graziani et al., 2022).
Améboidni fenotyp byl popsan i v bunkach GB, avSak vétSinou pouze ve farmakologicky nebo inhibici
indukovanych podminkach a proto AT neni v GB dostate¢né prozkoumana (Oppel et al., 2011; Seifert a
Sontheimer, 2014; Koh et al., 2018; Cui et al., 2020). Ve studiich zkoumajicich vliv ECM na migrace zjistili,
ze HA dokéaze regulovat migraci bun¢k GB zavisle na expresi ROCK s améboidnim fenotypem (Koh et al.,

2018; Cui et al., 2020)

Talamillo et al. ptedstavuji drahu ODZ1/MYC/RHOA/, ve které transmembranovy invazni faktor ODZ1 u GB
aktivuje c-myc zavislou expresi a aktivaci RHOA/ROCK, ktera zvysuje transkripci myosinového lehkého
fetézce a tim aktivuje remodelaci aktinovych siti podporujici rdst a invazi (Talamillo et al., 2017).
V nasledujici studii autofi potvrdili, Ze drahy IL-6/JAK/STAT3 a fibronektin/STAT3 zvysuji expresi ODZ1
a tim 1 migraci bun¢k GB (Vidal et al., 2021). IL-6 aktivovany ODZ]1 tedy aktivuje v GB drahu, ktera v jinych
nadorech indukuje améboidni zplsob migrace. Neni ziejmé, zda je sjistotou mozné spojit drahu
IL-6/JAK/STAT3/0DZ1, ODZ1/MYC/RHOA/ROCK s améboidnim zpiisobem migrace. Tuto hypotézu by
bylo zajimavé experimentalné overit vzhledem k tomu, ze améboidni nadorové buiiky se vyznacuji vyssi mirou
dediferenciace, vlastnostmi kmenovych bunék, invazivitou (Emad et al, 2020), imunosupresivnimi

vlastnostmi a nejpodstatnéji rezistenci vici 1é¢be (Georgouli et al., 2019).
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5.7 Angiogeneze, vaskulogenni mimikry, permeabilita BBB

Kritickym prvkem pro riist a invazi bun€k GB je jejich cévni zasobeni. K angiogenezi je potieba proliferace,
migrace a tubulogeneze bunck cévniho systému, stejné tak jejich vazba/zakotveni na bazalni membranu.
V nékterych ohledech se mechanismy neoangiogeneze v regenerujici a nadorové tkani podobaji
(napf. sekretovanymi a adheznimi molekulami), v jinych se zase fyziologicka a patologicka neoangiogeneze
lisi (napf. ve vyvazenosti exprimovanych pro a anti angiogennich molekul a v jejich expresi na spravném
misté) (Pozzi a Zent, 2009; Somanath, Ciocea a Byzova, 2009; Mustafa et al., 2012). Proliferujici bunky
cévniho systému u GB aberantné exprimuji TNC, TGF-B a integrin-av (Mustafa et al., 2012). V kapitole 5.5
byl zminén vliv IL-1p na expresi TNC a mechanismy, pomoci kterych TNC v GB podporuje angiogenezi nebo

vaskulogenni mimikry (aberantn¢ funk¢ni vaskularizace tvotfena z bun¢k GB).

TGF-B je schopen v EC indukovat 2 rizné drahy. Jednak mize TGF-B v EC z GB stimulovat produkci VEGF
a PIGF, které vedou k proangiogenni expresi a tubulogenezi, jednak v nich mize indukovat EMT za sniZeni

endotelialnich vlastnosti a inhibice tubulogeneze (Krishnan ef al., 2015).

Skrze IL-6/STAT3 je v astrocytech a buiikdch GB zajisténa indukovana exprese VEGF, vazici se na receptor
VEGFR na EC (Loeffler ef al., 2005; Liu et al., 2010), ¢imz podporuje vySe zminénou angiogenezi. Migrace
EC je poté usnadnéna uz zminénou degradaci struktur ECM a bazalni membrany cév pomoci MMP. Kolagen
IV je jednou ze zékladnich slozek bazalni membrany BBB. Redukce kolagenu IV vlivem MMP pfispiva

k naruseni jeji celistvosti (Lee et al., 2012).

CCL2 stimuluje GAM, které exprimuji VEGF (Cho et al., 2019) a TNF-a vedouci k angiogenezi (Wei ef al.,
2021).

IL-8 aktivujici receptor CXCR1/2 na EC schopen indukovat propustnost endotelidlni bariéry snizenim exprese
a destabilizaci proteinti adherentnich spojui — cévniho endotelialniho kadherinu (vascular endothelial cadherin,
VE-cadherin) a E-kadherinu a déle proteint t€snych spojti — okludinu, klaudinu 5 a zonula occludens 1 (ZO-1),
¢imz naruSuje integritu mezibunécnych spojit EC v BBB (Dwyer et al., 2012; Yu et al., 2013; Guequén et al.,
2019). Integrita mezibunécnych spoji EC je podstatnd pro restrikci a regulaci propustnosti molekul
(napt. vody, iontd, cytokini) i bun¢k (napf. imunitnich) do mozkové tkan¢. IL-8 tedy mtze zpisobit vyssi
permeabilitu BBB, coz naruSuje udrzovani fyziologickych funkci mozku (Alghamri ef al., 2021). Draha
IL-8/CXCR1/2 indukuje angiogenezi ze stavajicich cév ¢i vaskulogenni mimikry (Dwyer et al., 2012; Zhang
et al., 2015; Sharma et al., 2018). Vaskulogenni mimikry mohou byt v hypoxickych podminkach indukovany
prostfednictvim GSC (Mao et al., 2013). IL-8 je v GB pravdépodobné schopen aktivovat receptor VEGFR2
i bez pritomnosti VEGF (Sharma et al., 2018).

17



5.8 Terapeuticka rezistence

Terapeuticka rezistence piedstavuje velkou prekazku v 1€cbé GB (Bao et al., 2006; Lee, 2016). Terapeutickou
rezistenci v GB podporuje ne€kolik faktorti. V pfedeslych kapitolach byl zminén vliv IL-1 a IL-6 v podpote
antiapoptotickych signalt; TGF-B, IL-6, IL-8 a TNF-a v podpote kmenového fenotypu se signifikantné vyssi
terapeutickou odolnosti vaci apoptoze; TGF-B, TNF-o, IL-6, IL-8 v podpofe invazivnich vlastnosti

prekryvajici se z €asti s vlastnostmi kmenového fenotypu.
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Obrazek ¢. 1 — Schéma viivu cytokinit SASP na maligni viastnosti GB. Vytvoreno v Biorender.com.
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6. Zaver

Radiochemoterapie po chirurgické resekci ziistava standardnim zptisobem 1é€by GB prodluzujici Zivot jedinct
s GB (Johnson ef al., 2015). Piestoze jsou léCebné zakroky esencialni pro redukci nadoru, GB se vraci s jesté
vysS§i mirou invazivity a kmenovych vlastnosti bunék GB (Nandeesh ef al., 2018). K tomu ptispivaji vedlejsi
ucinky lécby, jejichz nedilnou soucasti je i TIS ve zdravych i nddorovych bunkach mozkové tkané (Aasland
et al., 2019; Fletcher-Sananikone et al., 2021; Beltzig et al., 2022; Zanoni et al., 2022). Soucésti senescentniho
fenotypu je dramatické reprogramovani exprese gend, které zahrnuje i faktory SASP. Komponenty SASP
bun¢k GB a bun¢k zdravé mozkové tkané obsahuji fadu cytokint, naptiklad IL-6, IL-10, IL-8, IL-1a, TGF-p,
CCL2, TNF-o, jejichz exprese je po aplikaci IR nebo TMZ zesilena (Ma et al., 2013; Ungvari et al., 2013;
Osman et al., 2020; Fletcher-Sananikone et al., 2021; Beltzig et al., 2022). Uloha cytokinil v podpoie
malignich vlastnosti GB je pfedmétem soucasného vyzkumu. Zminéné cytokiny mohou piimo i neptimo
podporovat prohlubovani zanétlivého a imunosupresivniho prostiedi, proliferaci a expresi antiapoptotickych
faktorti, vlastnosti kmenového a invazivniho fenotypu, remodelaci ECM, angiogenezi a terapeutickou
rezistenci bunék GB. Nejstudovanéjsi cytokin SASP IL-6 (Coppé et al., 2010) vyznamné ovliviiuje vSechny
zde zminéné maligni vlastnosti GB. Jako jeden z ptikladii lze uvést IL-6/STAT3 zesilenou transkripci
antiapoptotickych proteinti Bcl-2, Bel-XL a BIRCS (Chen et al., 2010, 2020; Jane et al., 2017), zvySujici

rezistenci nadorovych buné¢k vii€i apoptoze a tim i 1€cbe, coz piispiva k neptiznivé prognoze pacienta.

SASP indukovana podpora malignich vlastnosti doprovazejici genotoxickou 1é¢bu GB volda po nalezeni
strategie, ktera by potlacila rozvoj bunééné senescence nebo samotného SASP. Jednou z moznych strategii je
pouziti latek selektivné zabijejicich senescentni bunky — senolytik, mezi které patii napiiklad navitoclax
a venetoclax, latky inhibujici antiapoptotické faktory jako jsou Bcl-2 a Bcel-XL. U GB se kombinace
navitoclaxu, venetoclaxu a inhibitoru Racl GTPézy (inhibujici migraci) zda byt u¢innym nastrojem indukujici
proaptotické a antimigracni vlastnosti v bunéénych linii GB (Hlavac ef al., 2019). Nékteré klinické studie vSak

uvadi vedlejsi ucinky senolytik, které je nutné vzit v uvahu (Kaefer et al., 2014).

Je potteba zminit, Ze mnoho dat bylo ziskano z experimentl na mysich, jejichz imunitni systém se v nékterych
ohledech lisi (Zschaler, Schlorke a Arnhold, 2014), a proto je zapotiebi dalSich rozsifujicich studii a vyvoj

novych experimentalnich modelti odpovidajicich patologickym staviim jedinct s GB.

Vyznamnou charakteristikou cytokind je jejich pleiotropie (vicefunkénost), ktera s sebou nese heterogenni
projevy (Nicola, 1994). Napitiklad vliv IL-1P byl u GB nalezen jak podpurny, tak potlacujici (Sun, Depping a
Jelkmann, 2014; Kai et al., 2022). Podobné jako mnohozna¢na slova, ktera vyuzivame ke komunikaci
apredani informace s kontextem a hlasitosti, buiiky vyuzivaji mnozstvi exprimovanych cytokini
k modulovani specifické signalni transdukce v riznych typech bunék. V kontextu komplexniho svéta
glioblastomu tak mohou cytokiny ztéZovat jejich 1écbu. AvSak je nadéje, ze diky neustalému vyzkumu mdzeme

vyuzitim novych poznatkli naklonit misky vah v prospéch pacienta a potlacit tuto zdkeinou nemoc.
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