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Seznam pouzitych zkratek

e +TIPs — proteiny interagujici s plus koncem mikrotubult
e ATCC —,,American Type Culture Collection

e ATP — adenosintrifosfat

e B2M — beta-2-mikroglobulin

e BCA —kyselina bicinchoninova

e BSA —bovinni sérovy album

e Cdkl — cyklin dependentni kinaza 1

e cDNA — komplementarni DNA

e CT — vypocetni tomografie

e DMEM — , Dulbecco’s Modified Eagle Medium*

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e dNTP — deoxynukleotid trifosfaty

e DTT — dithiotretiol

e EBs—,end-binding proteins*

e EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

e EGF/EGFR — epidermalni ristovy faktor/receptor pro epidermalni ristovy faktor
e EGTA —kyselina egtazova

e EMEM — ,Eagle’s Minimum Essential Medium*

e FBS — fetalni bovinni sérum

e FFPE — formalinem fixované parafinové blocky

e FLU — flubendazol

e FLU-H — hydrolyzovany flubendazol

e FLU-R —redukovany flubendazol

e GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza

e (GBM — glioblastoma multiforme

e G-CIMP - ,glioma CpG island methylator phenotype*
e GDP - guanosindisfosfat

e GTP — guanosintrifosfat

e HCI - kyselina chlorovodikova

e HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansolfonova



HGG — ,,high grade glioma*, gliom vysokého stupné malignity
HIF — ,hypoxia inducible factor*

CHAPS — 3-[(3-cholamidpropyl)dimethylamonio]-1-propansulfat
IC50 — hodnota poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace

IDH - isocitrat-dehydrogenaza

IHC — imunohistochemicka analyza

JAK — Janusova kinaza

KPS — ,,Karnofsky performance score*

LGG — ,,low grade glioma®, gliom nizkého stupné maliginity
LOH 10q — ztrata heterozygotnosti na dlouhém raménku chromozomu 10
MAP kinéaza — ,,mitogen-activated protein kinase*, mitogenem aktivované
proteinkindzy

MAPs — s mikrotubuly asociované proteiny

MDM2 — , mouse double minute homolog 2

MGMT — O%-methylguanin-DNA methyltransferazy

MMP — matrixové metaloproteindzy

MR — magnetickd rezonance

mRNA — , messenger RNA“, medidtorova RNA

MTAs — ,,microtubule targeting agents*, latky ovliviiujici mikrotubuly
MTIC - 5-(3-methyltriazen-1-yl) imidazol-4-karboxyamid
MTOC — mikrotubuly organizujici centrum

mTOR — ,,;mammalian target of rapamycin*

Na;HPO4 — hydrogenfosfore¢nan sodny

Na3;VO4 — orthovanadi¢nan sodny

NaCl — chlorid sodny

NADP — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NaF — fluorid sodny

PBS — fosfatovy pufr

PCR — polymerazova fetézova reakce

PDGF — ,platelet-derived growth factor*

PET — pozitronova emisni tomografie

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza



PTEN - fosfatdza a homolog tenzinu

RNA - ribonukleova kyselina

siRNA — ,,small interfering RNA*, mala interferujici RNA
STAT3 — ,,signal tranducer and activator of transcription 3
TBP — TATA vazbeny protein

TBST — Tris-NaCl pufr s 0,05 % Tween 20

TMZ — temozolomid

VEGF - vaskularni endotelovy rustovy faktor

WHO — Svétova zdravotnické organizace

WST —,,Water-soluble tetrazolium salt*



Shrnuti

Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcastéjsi a nejagresivnéj$i primarni nador
mozku u dospélych. Soucasnd terapeutickd strategie tohoto onemocnéni je nedostate¢na
a prognoza pacientl je nepiizniva, proto existuje intenzivni snaha o vylepseni terapeutickych
moznosti GBM. Vyzkumy se zaméfuji predevSim na identifikaci novych potencialnich cilt
terapie nebo na optimalizaci jiz existujicich lécebnych strategii u GBM. Hojné
diskutovanym pftistupem k terapii GBM je zacileni na mikrotubuly, které patii mezi zdkladni
pristupy k 1écbé nadorového bujeni. Pro tento tcel by bylo mozné vyuzit jiz v bézné praxi
vyuzivana chemoterapeutika nebo také 1é¢iva plivodné urcend pro jinou indikaci, jako je
napt. flubendazol (FLU), ptvodné humdanni i veterindrni anthelmintikum. FLU jiz
v predchozich studiich demonstroval inhibi¢ni uc¢inek na buiiky rozli¢nych solidnich tumorti
1 hematologickych malignit specifickou interakci s mikrotubuly. Cilem této prace bylo

otestovat inhibi¢ni G¢inek FLU na riiznych in vitro a in vivo GBM modelovych systémech.

Studium t¢inku FLU bylo provadéno in vitro za vyuziti stabilizovanych GBM
bunécnych linii (A172, T98G a U118MG) a GBM primérnich kultur odvozenych ze vzorki
ziskanych od pacientli operovanych ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. FLU prokazal
inhibi¢ni G¢inek na viabilitu a proliferact GBM bunék, a to v nékolikanasobné nizsich
koncentracich nez bé&zné vyuZivané chemoterapeutikum temozolomid. FLU zéaroven
vyznamné ovliviioval morfologii GBM bunék, poSkozoval strukturu a organizaci
mikrotubularni sit¢ idalSich slozek bunécného cytoskeletu s naslednym vyraznym
smr§tovanim bunék. FLU také ovliviioval expresi a aktivaci molekuly STAT3, jeho podani
vedlo k zastaveni bunééného cyklu na pfechodu z G2 do M faze s néslednou apoptotickou

bunéénou smrti.

Utinek FLU byl také ovéfen in vivo, v nadorech vzniklych implantaci GBM bun&éné
linie U118MG do modelového organismu, tzv. atymické mysi. V ptitomnosti FLU vznikaly
az 4x mensi nadory s niZ§i prolifera¢ni aktivitou. U takto vzniklych nddori bylo navic mozné

potvrdit inhibi¢ni i€inek FLU na expresi molekuly STATS3.

FLU se ukdzal jako vhodné potencialni protinddorové 1€¢ivo s inhibi¢ni u€inkem
na GBM bunky. Vysledky této prace akcentuji nezbytnost dalSiho testovani mechanismil
ucinku tohoto 1é¢iva na GBM, piedevsim se zaméfenim na interakci FLU s mikrotubuldrnim

cytoskeletem a STAT3 signalni drdhou.
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Summary

Glioblastoma multiforme (GBM) belongs to one of the most common and most
aggressive primary brain tumours in adults. Current therapeutic strategy is insufficient,
and patient’s prognosis is unfavourable, therefore prompting an intensive effort to improve
therapeutic options of GBM. Present research focuses mainly on the identification of the new
possible targets for therapy or on the optimalization of already existing treatment strategies
in GBM. Highly discussed approach to GBM therapy is microtubule targeting, which is one
of the fundamental ways to tumour treatment. For this purpose, chemotherapeutics already
in current common practice or drugs originally intended for a different indication, such as
flubendazole (FLU), originally human and veterinary anthelmintic, could be used.
In previous studies FLU has already demonstrated an inhibitory effect on cells of various
solid tumours and haematological malignancies through a specific interaction
with microtubules. The aim of this work was to evaluate the inhibitory effect of FLU

in different in vitro and in vivo GBM models.

Study of FLU effect was performed in vitro using stabilized GBM cell lines (A172,
T98G and U118MG) and GBM primary cultures derived from samples obtained
from patients undergoing surgery at the University Hospital Hradec Kralové. FLU
demonstrated an inhibitory effect on the GBM cell viability and proliferation at significantly
lower concentrations than the commonly used chemotherapeutic agent temozolomide.
Concurrently FLU significantly affected GBM cell morphology, damaged microtubule
structure and organisations, altered other components of GBM cell cytoskeleton leading
to significant cell shrinkage. FLU also affected the expression and activation of the STAT3
molecule, its administration led to G2/M cell cycle arrest with subsequent apoptotic cell

death.

The effect of FLU was further verified in vivo, in tumours generated after
implantation of the GBM cell line U1 18MG into the model organism, the athymic mouse.
After FLU administration, up to 4 times smaller tumours with lower proliferative activity
were formed. In addition, the inhibitory effect of FLU on the STAT3 molecule expression

was confirmed in such tumours.

FLU was demonstrated as a suitable potential antitumor drug with inhibitory effect
on GBM cells. Results of this work emphasize the necessity of further research in FLU
mechanism of action, focusing mainly on the interaction of FLU with the microtubules
and STAT3 signalling pathway.
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1. Uvod do problematiky

1.1. Gliomy

1.1.1. Vznik a vyvoj nadoru

Nadorového buiiky jakozto transformované bunky jsou definovany predevsim dvéma
vlastnostmi — nekontrolovatelnou schopnosti rist a délit se a schopnosti napadat
a kolonizovat mista v lidském téle uréend pro jiné bunky. Tato zména v jejich chovani je
predevSim pfipisovdna rozsdhlym genetickym zménam, které témto bunkdm umoziuji
podstoupit tzv. nddorovou transformaci [1, 2]. Takto transformované bunky vytvaii
neoplasmaticky rast, nador. V souc¢asné dob¢ rozeznavame vice nez 100 druhti nddorovych
onemocnéni, které mizeme tradicné rozliSovat podle typu buiiky a tkdné, ze které byly

odvozeny [1, 3].

Bunéény rist, déleni buniky a jeji programovand smrt prispivaji k udrzeni
homeostdzy organismu a jsou velmi ptisné kontrolovany sérii bunécnych signalnich drah.
Genetické mutace podminiujici vznik nddorového bujeni se pak odehravaji pravé v genech
regulyjicich tyto bunééné déje. Builky nesouci takové genetické zmény pak prestavaji
odpovidat na signaly ovliviiujici jejich rist a jejich déleni, navic umoziuji buitkkadm uniknout

programované bunécéné smrti [4].

Predpoklada se, ze naddorové bujeni vznika zjedné bunky nebo z malé skupinky
bunék, ve kterych doslo ke genetickym zménadm. Jedina genetickd mutace vSak neni
dostate¢nd, aby doSlo k pfeméné builkky na nadorovou, naopak existuje velké mnozZstvi
dikazl, které ukazuji, Ze u vétSiny nadorovych buné¢k dochéazi k akumulaci genetickych
zmén (Obr. 1). Nadorova progrese Casto trva nékolik let a béhem kazdé faze této progrese

burika ziskava dal§i zménu ¢i mutaci na genetické nebo epigenetické trovni [1].

-
- # **
“e *}':r" Yo
~y ¥ wi g

Normalni Prvni Druha Treti Dalsi mutace
buriky mutace mutace mutace vznik malignich bunék

Obr. 1. Vznik naddorového bujeni
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Velké mnozstvi téchto genetickych zmén pfitom vznikd spontdnné, v buiice
se hromadi a zpasobuji jeji zna¢nou genetickou nestabilitu. Buiika tak ztraci sviij tvar
a funkci, prestava odpovidat na regulujici signaly a za¢ina se nekontrolovatelné d¢lit [4, 5].
Mnoho genetickych mutaci postihuje predev§im dva typy genii v buiice — protoonkogeny
a tumor supresorové geny. V normalnich bunkach jsou tyto geny dilezitymi regulatory
biologickych procesii, vcetné regulace bunécného ristu, bunécného déleni a smrti.
Tumorigeneze Casto vyzaduje kombinaci genetickych zmén v obou typech téchto gent, tedy
aktivaci protoonkogenil na onkogeny a zaroven inaktivaci tumor supresorovych gent [5, 6].
Aktivované onkogeny pak vyvolavaji nadmérné déleni buniky, které kvili inaktivaci tumor

supresorovych genii neni mozné potlacit.

Na vzniku nddorového bujeni se kromé genetickych zmén podileji také epigenetické
zmény a jejich vzajemnou interakci je dotvaren nddorovy fenotyp bunck. Nadorovy
epigenom je tvofen rozsahlymi zménami v metylaci DNA, v posttransla¢nich modifikacich
histonil ¢i v organizaci chromatinu, coz vede k celkové deregulaci profilti exprese gend.
Epigenetické zmény tak napomadhaji inaktivaci tumor supresorovych geni, ale podileji se

i na aktivaci protoonkogent [7, 8].

K nekontrolovatelnému déleni nadorovych bunék také piispivaji zmény tykajici se
telomer a enzymu telomerdzy. U normaélnich bun€k dochazi k postupnému zkracovani
koncovych ¢asti jejich chromozomil, tzv. telomer, coz buitkdm umoziuje kontrolovat jejich
replikacni aktivitu a celkovou délku existence. Naproti tomu u nadorovych bun€k dochézi
vlivem obnovené ¢i trvale udrZzované aktivity telomerazy k zachovani stabilni délky telomer,

coz opét prispiva k nekone¢nému a nekontrolovatelnému bunéénému déleni [9, 10].

Vznik nddoru miZe byt také spojovan s populaci tzv. nddorovych kmenovych bunék,
jejichz ptitomnost v nddorové mase souvisi nejen s prvotnim rozvojem nddoru, ale také
s jeho progresi a opakovanym vyskytem. Nadorové kmenové buiiky jsou charakterizovany
svou schopnosti znovuobnoveni nebo mozZnosti diferenciace. Jejich vyvoj je ovlivnén
genetickymi a epigenetickymi zménami, ale zaroven udrzuji zakladni vlastnost vSech
kmenovych bunék, tj. asymetrické déleni prostfednictvim kterého jednak vytvareji nové
diferencované bunky nadorové tkan¢, ale také obnovuji svou vlastni populaci kmenovych
bungk. Jejich pfitomnost v nadorové mase také ptispiva k metastazovani naddorti a ke vzniku

chemorezistence [11, 12].
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Schopnost nekontrolovatelného ristu a déleni, moznost uniknout programované
bunééné smrti nebo nekoncici replikacéni potencial patii spolu se schopnosti napadnout
okolni tkan a tvofit si vlastni cévni zasobeni k hlavnim charakteristickym znakim

nadorového bujeni [3].

1.1.2. Nadory vznikajici z gliovych bunék

Gliové bunky patii mezi zdkladni typy bun¢k, které tvoii nervovy systém. Zatimco
neurony jsou piimo zapojeny do procesu elektrické transmise a zpracovani informaci, gliové
buiiky maji mnoho nepostradatelnych funkci jak ve vyvoji, tak béhem normalniho fungovani
nervového systému. Svym poctem navic vysoce pievysuji zastoupeni neurontl a vytvari tak
velkou ¢ast nervové tkané [13].

Nédory vznikajici z gliovych bunc¢k se obecné nazyvaji gliomy a patii mezi
nejbeznéjsi primarni nadory centralniho nervového systému, tvoii 40-50 % vSech nadort
mozku. Jsou to naddory odvozené z jednotlivych typii gliovych bunék — napt. z astrocyti,
oligodendrocytli a ependymocytl. Jedna se velice Sirokou a heterogenni skupinu nadort
lisici se nejen svou morfologii, typickou lokalizaci a stupném malignity, ale také vékovou

predispozici a sklonem k progresi [14-16].

Gliomy muZeme podle jejich histopatologickych znakii a jejich chovani délit
na gliomy nizké stupné malignity (,,low-grade gliomas*, LGG) a na gliomy vysokého stupné
malignity (,,high-grade gliomas*, HGG). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) gliomy
rozClenuje do ¢tyfech stupni (WHO L.-1V.), pficemZ stupenn 1 je povazovan za nejméné
agresivni, zatimco stupenl 4 za nejvice agresivni druh gliomového nadoru. Tato klasifikace
z roku 2007 hodnoti jednotlivé nadory podle nasledujicich histologickych kritérii — hustoty
bunék v nddorové mase, pfitomnosti mitdézy a jaderné atypie, endotelidlni proliferace

a pritomnosti nekrozy [14, 17].
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Tab. 1. Klasifikace gliomt podle kritérii WHO z roku 2007

WHO stupen Histologicka Kritéria Mozkové gliomy
I. Nizk4 agresivita, pfilezitostna Pilocytarni astrocytom,
jadernd atypie subependymom
I1. Mirn¢€ zvySena hustota bung¢k, Diftizni astrocytom,

prilezitostnd mitoza a jaderna atypie  oligodendrogliom, oligoastrocytom

I11. Zvysena hustota bun¢k, pritomna Anaplasticky astrocytom,
mitoza a jaderna atypie anaplasticky oligodendrogliom
Iv. Vysoka hustota bun¢k, vysoka Glioblastom

mitoza a jaderna atypie, ptitomna

nekroza a endotelialni proliferace

Gliomy nizkého stupné malignity reprezentuji 10-15 % vSech mozkovych gliomt
a zahrnuji vétSinu nadort ze stupnd WHO 1. a II. Jsou charakterizovany pomalym ristem,
ktery ale neni dobfe ohrani¢eny od okolni mozkové tkané, a tudiz u nich mluvime

o schopnosti diftizni infiltrace [14, 15].

Pro gliomy vysokého stupné¢ malignity je typicky rychly invazivni rast nddorové
masy s aktivni proliferaci. Jejich nejcastéj$im a nejmalignéjSim zastupcem je glioblastoma
multiforme (GBM, WHO stupen V), ktery se bud’ postupné rozviji z gliomil nizsiho stupné
malignity, nebo vznikd spontdnné, bez piedchozich znamek diferenciovanéjs$iho nadoru.
Do této skupiny ale také patii dalsi gliomy ze stupné WHO 111, které na rozdil od GBM maji

lepsi prognézu a zpravidla jsou také diagnostikovany u pacientti nizsiho véku [14, 18].

Gliomy se téméf vyhradné vyskytuji ve ctyfech mozkovych lalocich — celnim,
spankovém, parietdlnim a okcipitalnim. Ve vyjimecnych piipadech byly gliomy také
nalezeny v mozkovém kmeni, mozecku a patefni miSe. Umisténi nddoru miiZze korelovat
s riznorodosti jednotlivych subtypl, dale s charakterem rastu nadoru a také klinickymi

vystupy [18, 19].

Ackoli gliomy vétSinou vznikaji sporadicky bez zjevné pfitomnosti genetickych
rizikovych faktort, existuje statisticky vyznamny vztah mezi vyskytem gliomt a pfitomnosti
nékolika vzacnych genetickych syndromi, jako je napf. syndrom Li-Fraumeni,

enchondochromato6zy, nebo familidrni polyp6zni syndrom [18].
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1.2. Glioblastoma multiforme (GBM)

Glioblastoma multiforme (GBM) je primarni nador mozku tadici se mezi gliomy,
jejichz je nejcastéjsi, nejagresivnéj$i a nejvice invazivni variantou. GBM je zarazen
do stupné IV podle WHO klasifikace a jednd se o nejcastéj$i primarni nador mozku
u dospélych. Ptiblizné 40 % vSech pifipadi primarnich nddorG mozku a az 80 % vSech
vysoko-stupfiovych primérnich tumori centralniho nervového systému je tvofeno prave

GBM [20, 21].

Ackoli GBM postihuje pacienty vSech vékovych kategorii, jeho nejveétsi vyskyt
se pohybuje mezi 65. a 75. rokem Zivota, Castéji u muzl nez u Zen. Vyssi vyskyt byl také
zaznamenan u osob europoidni rasy zijicich pfedevsim v industrialnich oblastech. Ackoli
se predpoklada, ze GBM je spontanné se vyskytujici nadorové onemocnéni, existuje nékolik
rizikovych faktorii, které byly nebo stale jsou spojovany s vyskytem GBM. Jedna se
o n¢kterd geneticky podminénd onemocnéni, jako napt. neurofibromatéza typu I nebo
tuber6zni skleréza. DalSim etiologickym parametrem spojovanym s vyvojem GBM je
pozitivita na cytomegalovirus, ktery zpusobuje dysregulaci fady signalnich drah
v zasazenych buikéach. Mezi fyzikéalni faktory zvySujici pravdépodobnost vzniku tohoto

typu nadoru patii ionizujici zafeni a také nekteré chemikalie, napft. pesticidy [18, 20, 22, 23].

Molekularni biologie vzniku GBM je komplexni a zahrnuje celou fadu specifickych
zmén ¢i jejich kombinaci vedouci ke znaéné heterogenité v této skupin€ nadorti. Agresivni
biologické chovani GBM zahrnuje jeho progresivni invazivitu do rozsadhlych ¢asti mozkové
tkdné. Léze nadoru jsou obvykle rozsdhlé a zahrnuji 1 vice lalokd. Az 90 % vSech GBM
se rozviji de novo, tedy ptimo z gliovych bun¢k skrz mnohostupiiovou tumorigenezi. Takto
vzniklé GBM oznacujeme jako primarni a ¢astéji se vyskytuji ve star$i populaci. Zbyvajici
ptipady GBM pfipadaji na tzv. sekundarni GBM, ktery se rozviji postupné z gliomt niz§iho
stupné malignity po dobu nékolika let. Sekundarni GBM se vyskytuje u mladSich pacientd,
diagnostikovanych v primérném véku 45 let [22, 24-26].

Na zaklad¢ nové klasifikace WHO z roku 2021 doslo ke zmé&né€ nomenklatury nadort
centralniho nervového systému a zaroveil dosSlo ke zméné klasifikace a definice GBM.
V ramci této nové klasifikace také zaniklo déleni GBM na primarni a sekundarni, toto déleni
je v8ak i nadale Siroce vyuzivano v klinické praxi. Jako GBM jsou tak podle nové klasifikace
oznacovany pouze nadory, které nenesou mutaci v enzymu isocitrat-dehydrogenaze (IDH).

Touto mutaci se vyznacuji predev§im nadory oznacované podle ptivodni klasifikace jako
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sekundarni GBM, ty jsou nové oznacovany jako IDH-mutantni gliomy [27, 28]. Vzhledem
k tomu, Ze tato prace byla zapocata jesté pied zavedenim nov¢ klasifikace a vzhledem k stale
Sirokému klinickému uzivani pavodniho rozdéleni GBM na primarni a sekundarni bude

v ramci této prace dale postupovano s vyuzitim ptivodni klasifikace GBM.

Mikroskopicky je GBM charakterizovan vysokou hustotou bunék a jejich velmi
nizkou diferenciaci. Vyskytujici se buniky mohou byt velmi variabilni ve své velikosti
a tvaru, bézny je také vyskyt obrovskych bunék s mnohocetnymi jadry. Zatimco na periferii
nadorového loziska je mozné pozorovat infiltrujici nadorové buiky, které zasahuji
do bézného parenchymu mozku a znesnadnuji tak kompletni operativni resekci, zpravidla
uprostifed nadorového loziska se nachazi nekrotickd oblast. V nadorové mase se nachazi
dalsi, velikostn¢ mens$i nekrotické oblasti, které jsou od ostatnich bunék oddéleny
tzv. pseudopalisddovymi oblastmi tvofenymi radialné umisténymi bunikami. Vedle toho se
v nddorovém lozisku mohou také vyskytovat oblasti, které histologicky ptfipominaji spise
nadory niZ§iho stupné malignity. Typickym znakem GBM néadorové masy je také vysoky

stupen vaskularizace [22, 26].

Prognoza pacientli s GBM je neptizniva, nadory maji tendenci se velmi rychle Sifit
a vracet se 1 po inicidlni 1é€b&é. GBM je povaZovano za nevylécitelné onemocnéni, soucasné
lécebné protokoly nevedou k Uiplné kontrole onemocnéni a median pieziti pacientl je
12-15 mésici. Pouze u priblizné¢ 10 % pacientl s touto diagnézou bylo prokazano delsi
preziti od inicidlni diagnozy a pouze 3-5 % pacientl preziva vice nez 3 roky od diagnozy

[22, 23, 29].

1.2.1. Molekularni subtypy GBM

Jednim z faktorii, ktery pfispiva k nepfiznivé progndze pacienti s GBM, je také
velka genotypické i fenotypickd heterogenita nadoru, a to nejen mezi jednotlivymi nadory,
ale také heterogenita ptimo uvnitf nddoru. Na zéklad¢ molekuldrnich transkripénich profila
jednotlivych nadort, zastoupeni genetickych mutaci a DNA metylaci je mozné GBM dale

kategorizovat do raznych subtypi, coz umoziiuje lepsi zacileni terapie [30, 31].

Studie Verhaak a kol. (2010) roz¢lenila nddory GBM do ¢tyt zakladnich kategorii

subtypil — klasicky, mesenchymalni, proneuralni a neuralni [32].
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Proneuralni subtyp GBM se vyskytuje Castéji u mladSich pacienti a je spojen s delsi
dobou pieziti pacientl, pfestoze pacienti s timto GBM subtypem nevykazuji lepsi odpoved’
na chemoradioterapii. Neuralni subtyp GBM vykazuje podobny genové expresni profil jako
v normalni nervové tkani a byva citlivéjsi k ozareni nebo chemoterapii. Klasicky subtyp
vykazuje vétsinu nejcastéjSich molekularnich a genetickych zmén u GBM a pacienti s timto
subtypem nadoru vykazuji vyrazné lepSi preziti pii vyuziti vysoce agresivni 1éCby.
Mesenchymalni subtyp je charakteristicky vysokym vyskytem nekrozy a zanétlivych lozisek
a zvySenou expresi genl spojenych s angiogenezi. Pacienti s timto subtypem GBM maji

nejcastéji nejméné piiznivou prognézu [30-32].

1.2.2. Molekularni a genetické zmény vedouci ke vzniku GBM

Komplexni molekularni biologické mechanismy vzniku GBM zahrnuji vyznamné
zmény vregulaci mnoha signdlnich drah podminéné konkrétnimi genetickymi
a epigenetickymi zmé&nami. Proces nadorové transformace u GBM zahrnuje kombinaci
zvySené exprese a amplifikace onkogent spole¢né s nizkou expresi nebo az ztratou exprese
tumor supresorovych genl. Vznik primarniho a sekundarniho GBM je definovan
vyznamnymi rozdily v deregulaci signalnich drah. Zatimco pro primarni GBM jsou typické
zmény v signalni draze pro epidermalni ristovy faktor (EGF) a ovlivnéni drdhy mitogene
aktivované proteinkinazy (MAP kindza), u sekundarntho GBM hraje vyznamnou roli mutace

ovlivitujici 7P53 a mutacni zmény isocitrat-dehydrogenazy (IDH) [20, 24, 33].

Amplifikace receptoru pro EFG (EGFR), ztrata heterozygotnosti na dlouhém
raménku chromozomu 10 (LOH 10q) a delece homologu fosfatazy a tensinu (PTEN)
muizeme oznacovat za tzv. klasické mutace spojené se vznikem primarniho GBM. Naproti
tomu sekunddrni GBM je typicky svou mutaci genu 7P53, coz vede k ovlivnéni jim
kontrolované signalni drahy. Také mutaci podminénd zména metabolického enzymu IDH
se pouze ziidka vyskytuje u primarniho GBM, je vSak velmi ¢asto pfitomna u sekundarnich

GBM a také u gliomt niz§iho stupné malignity [33-35].

I ptes ptivodni rozdily, sekundarni GBM v priibéhu vyvoje ziskavaji mutace typické
predevsim pro primarni GBM, a to hlavné LOH 10q. Jejich Cetnost vyskytu vSak tyto dva
druhy rozvoje nadoru odlisuje. Kromé vyse zminénych muta¢nich zmén dochazi v GBM
jesté k dalSim zménam v signélnich drahach, at’ uz néasledkem zvysSené aktivity jiz diive

mutovanych signalnich drah, nebo dal§imi hromadicimi se mutacemi. Mezi dalsi ovlivnéné
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molekuly patii zvySend exprese MDM?2 (,,mouse double minute homolog 2%), abnormalni
aktivace receptoru pro rustovy faktor PDGF (,platelet-derived growth factor) nebo
nadmérnd aktivace STAT3 (,,signal transducer and activator of transcription 3%). Vyvoj
GBM také zna¢né ovliviuji epigenetické zmény, kde mezi jednu z nejvyznamnéjsich je
povazovana metylace promotoru DNA reparaéniho genu O°-methylguanin-DNA

methyltransferazy (MGMT) [20, 34, 36].

Mutace TP53
Mutace IDH1

A

Gliomy nizsiho

Amplifikace EGFR

Delece PTEN stupné
Ztrata heterozygotnonsti 10q . .
malignity

Mutace TP53
Delece PTEN
Ztrata heterozygotnonsti 10q

Primarni GBM Sekundarni GBM

Obr. 2. Genetické zmény v molekulach typickych pro vznik a vyvoj priméarniho

a sekundarniho GBM

1.2.2.1.  EGFR

EGFR je transmembranovy protein z rodiny tyrosin-kindzovych receptorti a s nim
spojena signalni draha patii ke klicovym draham dilezitym pro rozvoj mnoha druhti nadort,
véetné primarniho GBM. Amplifikace EGFR se objevuje u zhruba 40 % piipadi primarniho
GBM, nicméné jen ziidkakdy u sekundarniho GBM. Zvysena exprese EGFR je pak
pozorovatelnd az u 60 % ptipadl primarniho GBM a u piiblizné¢ 10 % sekundarnich GBM.
Amplifikace EGFR je také casto prekurzorem pro nasledny vznik mutace EGFR,
kde nejcastéjsi vznikajici variantou je EGFRvIII mutant, ktery byl objeven ve vice nez
60 % EGFR-pozitivnich nadorech. VSechny tyto zmény vyvolavaji v GBM buiikach mnoho
odpovédi, které predev§im zahrnuji bunécny rist a preziti, takto mutované nadorové buiky

navic zvySuji svoji invazivitu [20, 24].
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EGFRvVIII mutant vykazuje nulovou nebo pouze velmi nizkou schopnost vazat
aktivacni ligandy receptoru, na druhou stranu mé schopnost konstantné aktivovat naslednou
vnitini signalni drahu fosforylaci signalti fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) nebo
Ras-guanosintrifosfatu (Ras-GTP). Buniky vykazujici expresi tohoto mutantu také vykazuji
zvySenou expresi matrixovych metaloproteindz (MMPs) a komponenti extracelularni
matrix, coz dale nasvédcuje zvysené invazivité téchto bunck. EGFR a EGFRVIII také
spolecné zvySené aktivuji transkripcni faktor STAT3, jehoz aktivita ve vysledku vede

k modulaci gent ovliviiujicich bunécnou proliferaci, migraci a angiogenezi [36, 37].

Vzhledem k tomu, Ze pacienti s potvrzenou piitomnosti EGFRVIII maji obecné horsi
prognozu, kratsi celkové preziti a rychlejsi progresi nadoru, existuji intenzivni snahy o vyvoj
cilené terapie proti této molekule a jeji signalni drdze. Nejvice studovanymi 1é¢ivy jsou
pfedevsim EGFR inhibitory (napf. erlotinib, gefitinib), které se v inicidlnich stadiich
testovani vyznacovaly pfedevsim nizkou molekulovou hmotnosti, coz umoznovalo jejich
peroralni podavani. Nicméné, béhem klinického testovéni jejich vysledky nevykazovaly
ocekavany efekt, a tak spolu s dalSimi cilenymi lé¢ivy pro EGFR signélni drahu prozatim
nepfinesly vyrazny posun a terapeuticky uUc€inek. Jednim z divodl tohoto netspéchu
testovanych inhibitori by mohla byt zvySend aktivace dalSich signalnich drah spojenych
s prezitim buiikky po zablokovani EGFR, kam miiZeme zafadit také zvySenou aktivaci

STAT3 [20, 38].

1.2.2.2.  Ztrata heterozygotnosti 10q

Ztrata heterozygotnosti 10q patfi mezi nejcastéjsSi genetické zmeény vyskytujici
se v primarnim i v sekundarnim GBM a objevujici se u 60-80 % piipadi. U primarnich GBM
vSak Casto dochazi také ke ztraté druhého, kratkého raménka chromozomu 10, nebo
az ke kompletni ztrat¢ chromozomu 10. K mutacim a delecim dochézi nejcastéji na tiech
specifickych lokusech, které koduji nékteré tumor supresorové geny. Na jednom
z deletovanych lokust na 10q se nachazi také gen pro PTEN, jehoz mutace, delece nebo
inaktivace je jednou z nejcastéjsich genetickych zmén u GBM, které se zaroven nevyskytuje

u gliomu s niz§im stupném malignity [24, 36].

Mutace PTEN se castéji vyskytuji u primarnich GBM a byvaji spojovany
s amplifikaci nebo mutaci EGFR. Nicméné¢, ztrata exprese PTEN proteinu se vyskytuje

u 70-95 % ptipadli GBM, coz naznacuje dal$i mechanismy jeho ztraty, jako napft. inaktivace
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genu. PTEN vykazuje fosfatdzovou aktivitu a v normdlnich bunikach plsobi jako tumor
supresorovy gen, ktery pfimo blokuje aktivitu signalu PI3K, jehoz draha je vinou zvySené
aktivity EGFR a zdroven ztraty nebo mutace PTEN u GBM vysoce aktivni, coz vede

ke zvySenému ristu buiiky, jejimu pfeziti a uniknuti programové bunécné smrti [20, 36].

Snizena aktivita PTEN vede ke zvySené aktivaci signalni drahy PI3K/Akt, coz vede
dale k aktivaci fady naslednych signélnich drah, mezi né¢zZ mizeme také zaradit signalizaci
mTOR (,,mammalian target of rapamycin®), ktery ve zdravé bunce mimo jiné ptisobi jako
kontrola vnitini homeostazy a jeho nadmérna aktivace podporuje bunécény rist, angiogenezi
(prostiednictvim molekuly HIF-1a; ,hypoxia inducible factor 1la) a invazivitu
(prostfednictvim zvySené regulace MMP). Akt se také déle podili na aktivaci MDM2, coz
vede k degradaci proteinu p53 a zvySené aktivit¢ bunéného cyklu, a zaroven inhibuje

pro-apoptické signaly [20, 39].

1.2.2.3. TP53
Protein p53, n€kdy také oznaCovan jako straZzce genomu, je centrdlni molekulou
pro udrZzeni bunécné homeostazy a jeho signalni draha hraje dileZitou roli v bunécné
proliferaci, pteziti, diferenciaci a zachovani integrity genomu. Tato molekula ptisobi jako
transkrip¢ni faktor, ktery v reakcei na stres nebo poskozeni DNA bunky mize vyvolat zastavu
bunééného cyklu, koordinovat opravu DNA, nebo iniciovat vstup bun€k do programované
bunécné smrti. Draha proteinu p53 je nejcastéji deregulovanou signalni drdhou pfi rozvoji

nadorového bujeni [39, 40].

Mutace v genu 7P53 jsou centralnim déjem spojenym s rozvojem sekundarniho
GBM a jsou také bé€zné u glioml s nizkym stupném malignity, ze kterych se sekundéarni
GBM vyviji. Specifickd mutace u tohoto proteinu se také zda byt spoustécim signalem pro
maligni pfeménu vedouci k rozvoji sekundarniho GBM. Spolu s mutaci 7P53 se jak
u gliomt s nizkym stupném malignity, tak u GBM objevuji mutace v genu pro metabolicky
protein IDH1/2, pficemz u glioml s niz§im stupném malignity se jednalo o vice nez

90 % ptipadii [24, 39, 40].

Také u primarnich GBM se vyskytuje mutace tohoto proteinu, ale ve vyznamné
niz§im mnozstvi ptipadd (okolo 25 %). Mutace TP53 jsou jen ziidka k nalezeni spolecné
s amplifikaci EGFR, coz je jedna z hlavnich genetickych zmén u primarniho GBM. I pfesto

je mozné u primarnich GBM pozorovat zmény v signélni draze proteinu p53, jejichz vznik
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vSak byva vysvétlovan spiSe zménami regulacnich proteinii této signalni drahy, jako je

napi. MDM?2 [24, 36, 40].

MDM?2 funguje jako regulator funkce p53, jednak inhibici jeho transaktivacni
aktivity, ale také katalyzou jeho degradace. Ve vice nez 50 % ptipadi, GBM vykazuje
zvySenou expresi tohoto proteinu, aniz by vSak dochdzelo k amplifikaci jeho genu. Jen
umensi skupiny GBM (piiblizn¢ 5-10 % pftipadl) dochdzi zaroven k amplifikaci genu

MDM2, striktn¢ ale pouze u takovych nadort, které nevykazuji mutaci v 7P53 [36, 40].

Inhibice genové exprese p53 muze také byt zptisobena zvySenou aktivitou signalnich
drah spojenych s ristovymi faktory, jejichZ signal je pfenaSen pomoci molekuly STAT3.
Taje vbunkich GBM zvysené¢ exprimovana a aktivovana, pfi¢emz prave aktivovana
STATS3 se vaze na promotor genu pro p53, ¢imz piispiva k potlac¢eni funkce tohoto proteinu

[41].

1.2.2.4.  STAT3
STATS3 patii do rodiny cytoplasmatickych transkripcnich faktort, které jsou spojeny
s kinazami JAK (,,Janus tyrosine kinases”) a podileji se na pienosu signdlii souvisejicich
s mnoha bunéénymi dé&ji. Po navazani na aktivovany JAK dochazi k jejich aktivaci
fosforylaci a vytvotfeni homo- nebo heterodimeri, které nasledné piechdzeji do jadra
a podileji se na regulaci genové transkripce. STAT3 je kontinudlné aktivovan v celé fadé

nadorovych bunék véetné GBM [36, 42, 43].

Molekula STAT3 je aktivovana fosforylaci predev§im ve dvou polohdch —
na tyrosinu v pozici 705 a na serinu v pozici 727. Tato aktivace vede ke zvySené syntéze
mnoha molekul zapojenych do regulace bunééného cyklu, bunécné proliferace,
programované bunécné smrti, bunééné migrace a angiogeneze. Jeho plisobeni v roli
transkripéniho faktoru zahrnuje mimo jiné rodinu anti-apoptotickych proteinti Bel-2, nebo

molekul dilezitych pro bunécnou proliferaci [42, 43].

Vyznamny vliv ma STAT3 déale na invazivni schopnosti GBM bun¢k a jejich
angiogenezi. Aktivovany STAT3 zvySuje transkripci n€kterych proinvazivnich molekul,
jako napt. MMPs, nebo proteint fokalnich adhezi. STAT3 ovSem také interaguje s HIF-1a

a vaskularnim endotelovym rlstovym faktorem (VEGF) a napoméha tak angiogenezi
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nadoru. V GBM se nachézi ¢etné vysoce hypoxické oblasti, a pravé hypoxie se podili

na zvysené aktivaci STAT3, coz nasledné¢ vede ke zvysené expresi VEGF [42, 44-46].

Zvyseny stupen aktivace STAT3 byl nalezen v mnoha nadorovych buiikach, véetné
GBM, ovsem bez zjevné mutace zpusobujici tuto konstantni aktivitu. STAT3 ovSem miize
byt aktivovan velkym mnozstvim ristovych faktort a cytokinl, pficemz u GBM bylo
prokazano, ze k této aktivaci dochazi pomoci spolupraci EGFR a mutovaného EGFRvVIII.
Tato signalizace je vSak zpétn€ regulovana a pfi inhibici aktivity STAT3 dochazi k dalSimu

zvySeni aktivity EGFR [37, 47, 48].

STAT3 vykazuje také dileZitou roli pfi samotné tumorigenezi GBM. Proteiny
zrodiny STAT nesou svou dilezitou roli pti vyvoji astrocytd a konkrétné STAT3 hraje
dalezitou roli v jejich diferenciaci a dozravani. Aktivace STAT3 také hraje diilezitou roli
v buiikach iniciujicich vznik glioml, kde napomahd regulaci protumorigenni bunécné
progrese, pfemeéné extracelularni matrix a reguluje také geny kodujici cytokiny a rstové

faktory [49, 50].

Inhibice STAT3 aktivity by se dala vhodné vyuZit pii 1é€bé riznych typl nadort.
Ackoli existuje n€kolik molekul, které jsou v soucasné dob& ve vyzkumu ¢i ve fazi

klinického testovani, Zadna z nich nebyla schvalena pro klinické vyuziti v praxi [36, 43].

1.2.2.5. IDHI
Mnoho let byl vznik mozkovych nadord, a ptredevsim GBM, spojovan pouze
s genetickymi zménami v onkogenech a/nebo na tumor supresorovych genech. Pozd&ji pak
byl vznik a vyvoj urcité skupiny GBM spojen také s mutaci metabolického enzymu IDH.
V lidskych buiikach tento enzym existuje ve tfech zdkladnich isoformach a Gcastni se fady
vyznamnych metabolickych procesi, jako napt. Krebstv cyklus a lipogeneze. IDH
dale katalyzuje pfeménu isocitratu na a-ketoglutarat za ucasti

nikotin-adenin-dinukleotidfosfatu (NADP+) jako kofaktoru [34, 51].

IDH mutace souvisejici s rozvojem GBM se tykaji pfedevsim isomerii 1 a 2, které
pro vznik metabolické aktivity vytvareji homodimery. Ve velké vétsiné piipadu (az 85 %)
se jednd o mutaci, kterd postihuje kodon 132 vedouci k zaméné aminokyseliny arginin
za histidin. Vzhledem k tomu, Ze pravé tato aminokyselina se nachdzi v aktivnim misté

enzymu, vede tato mutace k neschopnosti enzymu vazat isocitrat. V konecné dusledku tak
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vznikd omezené mnozstvi a-ketoglutaratu, mutovany enzym navic ziskdva schopnost jej

dale metabolizovat na 2-hydroxyglutarat, ktery ma toxicky vliv na DNA [34, 52].

IDH také hraje vyznamnou roli v obran¢ organismu proti oxidativnimu stresu. Bunky
se snizenou expresi IDH jsou nachylngjsi k oxidativnimu posSkozeni, jehoz kumulace je
zaroven znamkou nadorového bujeni spojeného s IDH mutaci. V ptitomnosti téchto mutaci
dale dochazi k aktivaci hypoxickych signadlnich drah 1 v pfitomnosti normoxie,
k tzv. pseudohypoxii. Enzymy degradujici HIF-1a vyzaduji ke svému spravnému fungovani
dostate¢né hladiny oa-ketoglutardtu a jejich snizeni v IDH mutovanych buikach vede
k akumulaci HIF-1a, ktery nasledné indukuje cilové geny podilejici se bunééné angiogenezi,

rustu i diferenciaci [51, 52].

GBM s mutaci na IDHI nebo IDH2 také vykazuji vysokou miru hypermetylace
DNA. Podobné¢ se mutované formy IDH1/2 podileji na metylaci histonti. Mutace isoforem
tohoto metabolického enzymu byvé spojovana se vznikem hypermetylovanych tzv. CpG
ostrivki a vede ke vzniku G-CIMP fenotypu (,,glioma CpG island methylator phenotype®)
[34, 35, 51].

Mutace IDH1/2 je spojena piednostné se sekundarnim GBM a jen ziidka se vyskytuje
u primarnich GBM. Jedna se pravdépodobné o asnou mutaci pii rozvoji GBM, ktera je také
pritomna u vysokého procenta gliomi s niz§im stupném malignity (80-90 % gliomt stupné
IT a III). Mutace IDH je v nadorech se Casto vyskytuje spolecné s mutaci v proteinu p53

(ptiblizn& 80 % GBM) [52, 53].

GBM s mutovanou IDH obvykle vykazuji lepSi progndzu a jejich diagnostika je
provadéna imunohistochemickou detekci IDH mutace argininu 132 na histidin, cozZ je
mutace vyskytujici se asi v 95 % ptipadd. Problematicky je ovSem fakt, Ze IDH-mutované
gliomy maji vetsi pravdépodobnost rozvinuti hypermetylaci, které naopak pftispivaji

ke zhorSené prognoze [34, 51].

1.2.2.6. MGMT
MGMT je DNA reparacni gen a metylace jeho promotoru v GBM buiikach je jednou
z nejprominentnéjSich epigenetickych zmén pii rozvoji tohoto nédoru. Tento protein
odstratiuje mutagenni a cytotoxické addukty DNA vzniklé na O%-guaninu, které nasledné

vaze na svou vlastni strukturu a tim oznacuje sdm sebe pro degradaci. Jeho spravné
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fungovani je tak dualezité pro zachovani bunééné integrity. V GBM buiikach vSak dochazi
k epigenetické inaktivaci tohoto proteinu metylaci jeho promotoru v oblasti CpG ostravki

[35, 54, 55].

Metylace promotoru MGMT je prognostickym markerem pro 1é¢bu pacienti s GBM
za pomoci alkylacnich ¢inidel. Ty ve vétSiné piipadi alkyluji DNA pravé na pozici
06-guaninu, ¢imz vytvareji vnitini vazby ve struktufe DNA, které vedou k jejimu poskozeni.
Aktivni MGMT vsak tento efekt rychle eliminuji odstranénim alkylii navazanych na DNA,

¢imz snizuji G€innost takovéto 1écby a prispivaji tak ke vzniku rezistence [56, 57].

Inaktivace MGMT metylaci jeho promotoru tak vede ke zvySeni ucinku lécby
alkyla¢nimi ¢inidly a ke zvySeni doby pfeziti pacientt, u kterych byla metylace prokazéana,
protoze nedochézi k opraveé poskozeni DNA zptsobenych touto 1é¢bou. Metylace MGMT
se vyskytuje pfiblizné u 35 % pacienti s MGMT a az u 80 % pacientl s gliomy niz§iho
stupné malignity a je tak vniména jako vhodny prognosticky marker pro zvysSené pieziti

pacienti s GBM lécenych alkyla¢nimi ¢inidly [34, 35].

1.2.3. Diagnostika GBM

GBM patii mezi primarni naddory mozku a jeho incidence se v Ceské republice
pohybuje mezi 3 az 5 piipady na 100 000 obyvatel za rok, pfi¢emz vice nez 80 % pacientli
je starSich 50 let v dobé& prvni diagndzy. Obecnou charakteristikou tohoto nadoru je jeho
rychly riist a schopnost bun¢k ptimo infiltrovat okolni mozkovou tkan. Vétsina primarnich
GBM vyvijejicich se de novo vznikne béhem pouhych 3 mésict, u sekundarnich GBM
dochazi k postupnému rozvoji nadoru po dobu az 5 let [22, 34, 58, 59].

Klinické projevy nadoru se odviji od jeho lokalizace. NejcastéjSimi piiznaky jsou
bolesti hlavy, nevolnost, az zvraceni, ataxie nebo poruchy vidéni. Tyto pfiznaky byvaji
spojovany se zvySujicim se nitrolebnim tlakem, ktery souvisi se staddiem onemocnéni.
Objevuji se dale poruchy psychiky a védomi, mlze dochazet i k porucham feci
a kognitivnich funkci. Castym piiznakem spojenym s vyskytem gliomi a GBM je vyskyt
epileptickych zéachvati. Vzhledem k znacné nespecificnosti téchto piiznaki a jejich
rychlému vyskytu a kratké historii trvani jsou postizeni pacienti Casto nespravné

diagnostikovani [22, 26, 58].
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Hodnoceni piiznaki a celkového stavu pacienta neni provadéno pouze pii stanoveni
diagnozy. Také bcéhem lécby dochazi k hodnoceni neurologického stavu pacienta
a celkového stavu pacienta (,,Karnofsky Performance Score®, KPS), kdy dochazi
k posouzeni jeho celkové sobéstaCnosti a schopnosti zvladat bézné ukony a aktivity.
Podrobnd diagnéza a peclivé zhodnoceni prognostickych klinickych faktorG pomaha

vypracovat vhodnou strategii 1é¢by [14, 58].

Hlavni diagnostickou metodikou pro GBM je magnetickd rezonance (MR). Tato
neinvazivni metoda ma v souCasnosti nejveétsi pifinos pii urCovani diagnoézy vsech
mozkovych nador, u GBM se objevuje predev§im vyrazné postkontrastni syceni
s vyskytem nekrdz a ndznaky expanze nadoru. Casto se také objevuje edém v okoli nélezu.
Nezastupitelny vyznam ma také vypocetni tomografie (CT), ktera nejcastéji s vyuzitim
kontrastni latky umoznuje urceni lokalizace nadoru, jeho velikosti a vztahu k okolnim
strukturam. K odliseni mozkového nadoru od jinych nalezi, jako jsou napt. metastazy nebo
glidzy, je vyuzivana pozitronova emisni tomografie (PET), ktera informuje o metabolickych

zménach v nadoru [14, 22, 58, 59].

Definitivni potvrzeni diagnoézy probiha na zakladé¢ histologického vySetfeni vzorku
tkan¢ ziskaného béhem chirurgického odstranéni naddoru. Pokud takové operativni feSeni
neni mozZné, dochazi k provedeni biopsie, pfi které je odebrano ptiblizné 10 % nadoru, ktery
je nasledné vyuzit jednak k histologickému vysSetteni, tak 1 k molekularné genetické analyze

[22, 60].

Nekteré diagnostické markery umoziuji presnéjs§i zafazeni nadoru a mohou
napomoci pii predikci reakce na lécbu. Predev§im urceni pfitomnosti mutované varianty
IDH, mutaci EGFR nebo metylace promotoru MGMT miiZe potencialné pfispivat k vetsi

personalizaci 1é¢ebné strategie [34, 61].

1.2.4. Terapie GBM

GBM je vysoce agresivni nadorové onemocnéni a progndza pacientll je velmi
nepiiznivd. Volba terapeutické strategie zavisi jednak na vlastnostech samotné¢ho nadoru,
jakymi jsou jeho lokalizace nebo velikost, ale také na celkovém stavu pacienta a pfitomnosti
klinickych prognostickych faktord, napt. véku pacienta nebo délce trvani jeho piiznaki [14,

21].
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Soucasnym standardem terapie je co nejrozsdhlejsSi mozna chirurgickd resekce,
nasledovand radioterapii s pfipadnou adjuvantni chemoterapii za pouziti alkyla¢niho
protinadorového 1éCiva temozolomidu (TMZ). Tato terapeutickd strategie je vSak
nedostatecna, casto dochazi ke vzniku recidiv a resistence na 1é€bu a median preziti pacient
1 po 1écbe je 12-15 mésict. Ackoli zatazeni TMZ do 1écebné strategie ptineslo zlepSeni
v podobé¢ prodlouzeni primérného pteziti 1éceného pacienta o ptiblizné€ 3 mésice, ani tento

piistup nezvysuje dlouhodobé pieziti (vice nez 5 let) nad 10 % piipadi [21, 62, 63].

1.2.4.1.  Chirurgicka lécha
Komplexni terapie GBM, podobn¢ jako u jinych nddori mozku, byva zahajena
chirurgickym vykonem, diky kterému je mozné dosahnout do¢asného zmirnéni ¢i odstranéni
pfiznaki onemocnéni. Cilem je provedeni co nejrozsahlejSi mozné chirurgické resekce.
Vzhledem k rychlému, invazivhimu a vysoce proliferativnimu ristu GBM lze vSak
maximalni radikality dosdhnout jen malokdy. Cilem tedy ziistava takové odstranéni

nadorové masy, které zaroven nepovede k poskozeni funkei dilezitych ¢asti mozku [14, 59].

Na zakladé poopera¢ni MR kontroly je mozné rozliSit nékolik typl resekci podle
velikosti odstranéné nadorové masy. Radikalni, radiologicky totalni resekce, pii které
dochézi k odstranéni 100 % pfedoperacni nadorové masy, vykazuje Uplnou neptitomnost
postkontrastniho syceni pii pooperacnim MR vySetieni. U GBM a obecnéji vSech glioml
s vysokym stupném malignity je vSak vyuziti takovéto kurativni resekce prakticky nemozné.
Téméf totalni resekce je oznaceni pouzitelné, pokud doslo k odstranéni zhruba 90 % ptivodni
nadorové masy. Pii subtotalni resekci dochazi k odstranéni 51-90 % ptivodniho nadoru
a dochazi tak k nalezu residudlnich loZisek nadoru. U nékterych typli nadord, zejména
umisténych v mozkovém kmeni, bazalnich gangliich, nebo proriistajici corpus callosum
(tzv. butterfly glioma), je vSak k anatomického hlediska nemozné provadét chirurgickou
resekci. Zde pak ptichazi v ivahu provedeni biopsie, béhem které je odstranéno méné nez

10 % nadoru a takto ziskany materidl je vyuzit k definitivnimu urceni diagnézy [14, 60].

Do 48-72 h od provedeni operace je také nezbytné provedeni kontrolniho CT nebo
MR vysetfeni, které¢ vede k odhaleni postoperacnich rezidui a ptipadného krvaceni.
Uspé&snost  a radikalita chirurgického vykonu je dilezitym prognostickym faktorem.

V ptipadé uspéSného provedeni radikalni resekce odstranujici vice nez 90 % plvodni
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nadorové masy dochazi k zvysSeni primérného preziti pacienti z 9 mésicli na vice nez

13 mésici [59, 60].

1.2.4.2.  Radioterapie
Radioterapie je nezastupitelnou soucasti 1écby nadortt mozku a k piliftim 1é¢by
gliomi patii od 70. let 20. stoleti — tehdy bylo prokdzano zlepSeni pteziti pacientt, kteti
podstoupili po operativnim zakroku ozatfovani. Radiacni terapie navic zlstava hlavnim
léCebnym pfistupem u inoperabilnich néadorti. V mnoha piipadech je u pacientl
s vyhovujicim poopera¢nim stavem podéavana radioterapie konkomitantn¢ s chemoterapii

[14, 64, 65].

Standardnim terapeutickym ptistupem je v soucasné dobé ozatovani v celkové davce
60 Gy rozlozené ve 30-33 frakcich. Velmi zasadni je pfitom urceni oblasti ozafeni, k cemuz
je u GBM a ostatnich gliomt rutinné vyuzivana magnetickd rezonance. Existuje nékolik
zakladnich ptistupti k volbé vhodné oblasti ozafeni, jako napt. ozafovani vétsi oblasti v prvni
fazi, v dal$i nasledné ozatfeni mensi oblasti. U pacientl s limitovanou ocekavanou délkou
Zivota je mozné také pfistoupit k tzv. hypofrakcionaci, kdy dochézi ke snizeni pocti frakei
ozareni. Jedn4 se pfedevsim o pacienty starSiho v€ku (nad 70 let) a pacienty s neptiznivymi
prognostickymi faktory, ktefi bézny radioterapeuticky pfistup hiife toleruji. Terapeutické
rezimy u téchto pacientl zahrnuji ozareni o davce 40 Gy v 15 frakcich, nebo davce 50 Gy
ve 20 frakcich. U né&kterych pacienti tohoto typu dokonce dochdzi k upusténi

od radioterapeutické 1écby a zatazeni pouze chemoterapie [64, 66].

Radioterapie mé také nezastupitelnou roli pii 1é€bé rekurentniho GBM. Rostouci
zajem o tuto 1é¢ebnou techniku je spojen piedevsim s ptiznivymi vysledky spole¢ného uZiti
ozafeni s podavanim bevacizumabu, monoklonalni protilatkou proti VEGF, ktery

se vyznacoval mimo jiné schopnosti redukovat potencialni toxicitu tohoto postupu [65, 66].

1.2.4.3.  Chemoterapie
Ptestoze je pouziti chemoterapie u nadortt mozku obecné komplikované predevsim
z divodu piitomnosti hematoencefalické bariéry a jeji nedostatecné propustnosti pro vétSinu

chemoterapeutik, konkomitantni podani TMZ spolu s radioterapii pfinasi znacnou vyhodu

a prodlouzeni medianu preziti pacientt [ 14, 59].
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TMZ je chemicky imidazotetrazinovy derivat alkyla¢niho ¢inidla dacarbazinu, jehoz
lipofilni charakter umoziuje prestup hematoencefalické bariéry. Jedna se ve své podstaté
o prolécivo, které se za fyziologickych podminek rozkladd na aktivni castici MTIC
(5-(3-methyltriazen-1-yl) imidazol-4-karboxyamid) s velmi kratkym polocasem rozpadu
(Obr. 3). Tato aktivni ¢astice nasledné piipojuje methylové skupiny na O°- a N’-guanin
a O’-adenin v DNA. O°®methylguanin je pak chybné parovan sthyminem, coz je
rozpoznano systémem pro opravu nespravn¢ sparované DNA. Tento sytém vsSak neni
schopen nespravné parovani opravit kvili pietrvavajici metylaci guaninu, coz vede
k zastaveni cyklu replikace DNA, vzniku DNA zlomu a postupné az ke smrti bunky [62,
63].
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Obr. 3. Struktura a metabolismus temozolomidu (TMZ). Vytvoieno pomoci softwaru
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Ackoli je metylace O°-guaninu hlavnim zdrojem cytotoxického Gi¢inku TMZ, jeji
vznik je pozorovan pouze v5 % vzniklych metylovanych addukti. Dale vznikd jesté
N’-methylaguanin (az 70 % vSech adduktil), jehoz zafazeni do DNA ovSem nevede
ke vzniku Z4dného chybného parovani. Vznikajici O3-methyladenin také nevede ke vzniku
chybného parovani, ptesto vykazuje schopnost hydrolyzovat DNA a in vitro blokovat DNA
polymerizaci [67, 68].

Poopera¢ni chemoradioterapie a nésledna udrzovaci chemoterapie TMZ je zlatym
standardem pii 1écbé GBM. TMZ je podavan pacientim peroralné, coz je umoznéno jeho
charakterem a stalosti pfi niz§im pH, které je pfitomno v oblasti traviciho traktu. Standardné
je podavan v davee 75 mg/m? po dobu 42 dnii (véetné vikendil) pti provadéni radioterapie
standardni frakcionaci. Po ukonceni ozafovani je TMZ podavan monoterapii v davce

150-200 mg/m? 5 dni v tydnu po celkovou dobu 28 dntl. Tento cyklus je Styfikrat az Sestkrat
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opakovan, ptipadné je terapie upravovana pii progresi onemocnéni. U starSich pacientli (vice
nez 70 let), ktefi maji prokazanou metylaci promotoru MGMT, se doporucuje podavani

samotné chemoterapie TMZ, ktera zlepSuje jejich progndzu [14, 59, 64].

Pouziti TMZ pii 1é¢bé GBM se ovSsem setkava s problémem c¢astého a rychlého
rozvoje resistence vuci této 1€cbé. Vice nez 50 % pacienti s GBM neodpovida na 1écbu
TMZ, at’ uz z diivodu pfirozené, télu vlastni rezistence na 1écbu, nebo rezistence vznikajici
v prub¢hu 1écby TMZ. Jednou z cest vzniku rezistence je aktivace MGMT proteinu, ktery se
Gicastni opravy DNA a odstratiuje O®-methylové addukty z guaninu DNA, ¢imz eliminuje
cytotoxicky efekt TMZ. Tento efekt miize byt potlacen v ptipadé deaktivace vzniku proteinu
MGMT, coz nastava také metylaci jeho promotoru. Proto pacienti se zjiSt€énou metylaci

promotoru MGMT vyrazné profituji z 1écby TMZ [68, 69].

Rezistence vici TMZ muize vzniknout také vlivem hypoxického prosttedi nadoru,
ve kterém dochazi k aktivaci VEGF a vzniku vysoce vaskularizovaného GBM, ktery sniZzen¢
odpovida na 1é€bu TMZ. U rezistentnich GBM bungk také nalézame zvySené aktivovany
STATS3, coz vede jednak k stimulaci exprese MGMT, ale také opét ke zvySené expresi
VEGF. Muta¢ni zmény mohou nastat také v dalSich proteinech podilejicich se na opravé

DNA poskozené piisobenim TMZ [68, 69].

Ackoli vedlejsi ucinky v soucasnosti podavané davky TMZ nejsou tak markantni,
dal$im problémem spojenym s uzitim TMZ je pfedevsim nizka dostupnost 1é¢iva v mozku
oproti  koncentracim dosazenym v krevnim feCiSti. Ackoli TMZ prostupuje
hematoencefalickou bariérou, v mozku dosahuje pouze 15-20 % koncentrace, ktera je
dostupna v krvi. Dal§i zvySeni davky, které by umoznilo 1 zvySeni mnozstvi TMZ
prostupujiciho do mozku, je vSak omezené zdivodu toxickych uc€inkili spojenych

s vysokymi davkami TMZ [70].

1.2.4.4.  Alternativni zpiisoby lécby
Nizka Gi¢innost soucasné 1écby, vznikajici rezistence 1 opakovany vznik loZzisek GBM
jsou divody pro stalou snahu o vylepSeni terapie GBM. V soucasné dobé probiha velké
mnozstvi klinickych studii zamétujicich se piedev§im na cilenou biologickou lécbu.
Nejvétsi pozornost je jiz del§i dobu vénovana monoklonalnim protilatkam, jakymi jsou
napf. bevacizumab, ktery zabranuje vazbé VEGF na jeho odpovidajici receptor a tim blokuje

jeho signalni drahu. Né&kolik klinickych studii hlasi ve fazich I a II ptfiznivé vysledky
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pusobeni bevacizumabu na preziti pacientll, a to jak pfi pouziti samotného 1é¢iva, tak v jeho
kombinaci s dal§imi léCivy (napf. irinotekanem), nebo v kombinaci se v s pouzivanou

chemoradioterapii [59].

Inhibici angiogeneze a proliferace bunék GBM 1ucinné piisobi také ivermektin. Toto
anthelmintikum vykazuje nadéjné vysledky pfi testovani plsobeni na GBM buiky,
problémem by vSak mohla byt jeho zdanlivéa neprostupnost pfes hematoencefalickou bariéru
souvisejici s P-glykoproteinem. Podle nékterych vysledk je vSak ivermektin aktivitu tohoto

proteinu schopen inhibovat a v nizSich koncentracich do mozku vstupovat [71].

DalSimi intenzivné testovanymi latkami pro lécbu GBM jsou malé molekuly
inhibujici amplifikovany EGFR protein (erlotinib, gefotinib), jejichz prvotni testovani
naznacovalo zvyseny uclinek na GBM a diky jejich malé molekulové hmotnosti také
vhodnost pro perordlni podani. Nicméné doposud nebylo mozné tento efekt ovéfit a potvrdit

v néslednych studiich v¢etné klinickych testl [20].

1.3. Mikrotubuly v GBM

1.3.1. Mikrotubuly — struktura a funkce

Dalsi vyznamnou charakteristikou gliovych bun€k je jejich morfologicka
heterogenita, coz plati i u bunck GBM, kter¢ se li§i nejenom tvarove, ale i svou individualni
velikosti. Hlavni roli ve vytvareni a udrZzovani tvaru a velikosti jednotlivych bunék hraji
proteiny bunééného cytoskeletu. Kromé toho vSak cytoskeletalni proteiny napomahayi fidit
vnitini bunéény transport, podili se na velkém mnozstvi bunéénych funkei, umoziuji
bunkam rust, délit se a adaptovat se na podminky okolniho prostiedi, napt. prostfednictvim
zmén v adhezi ¢1 migraci. Cytoskelet gliovych bun€k, podobné jako cytoskelet ostatnich
bunék lidského organismu, se sklada ze tii hlavnich ¢asti — mikrofilament, mikrotubul

a intermedidrnich filament [1, 72].

Mikrotubuly jsou polymery tvofené proteinem tubulinem, podjednotkou o velikosti
zhruba 50 kDa. Je mozné rozliSit dva druhy tubulinu, a- a B-tubulin, které se podileji na
tvorbé finalnich mikrotubuli. Vytvari heterodimery s navdzanou molekulou GTP, kterd je
pozdéji dulezita pii polymerizaci a depolymerizaci mikrotubuld. Samotny mikrotubulus je
duta cylindrickd trubice tvofend 13 protofilamenty — tato protofilamenta jsou tvoiena

za sebou naskladdanymi heterodimery af-tubulinu stale ve stejném sméru. Zatimco ,,spodni
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¢ast* protofilamenta tvofi a-tubulin, ,horni ¢ast* protofilamenta je tvofena B-tubulinem.
Diky tomu mizeme pozorovat jisté strukturné polarni uspotadani, coz umoziuje nazyvat
a-tubulinovy konec mikrotubulu jako minus-konec, zatimco [-tubulinovy konec

mikrotubulu je mozné oznacit za plus-konec [1].
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Obr. 4. Struktura mikrotubuld

Polymerizace mikrotubulti probihd postupnym navazovanim af-heterodimert
na plus-konec vznikajiciho mikrotubulu. Behem tohoto déje dochdzi k vyuziti energie
z navazaného GTP a jeho hydrolyze na GDP. Mikrotubuly vSak vétSinou nevznikaji volné
a ndhodné v cytoplazmé bunky, ale jsou svym minus koncem, na kterém neprobihd tak
intenzivni rast, ukotveny ve struktufe nazyvané mikrotubuly organizujici centrum (MTOC).
To je tvofeno zna¢nym mnozstvim proteint, z nichz dalezity pro tvorbu mikrotubuli je
y-tubulin, ktery v MTOC vytvaii prstencovy komplex slouZici jako templat pro vytvoreni

mikrotubulu z protofilament [1, 73].

Pti velmi rychlém ristu mikrotubuli nedochazi ke kompletni hydrolyze navazaného
GTP a na plus-konci mikrotubulll tak vznikd tzv. GTP cepicka. Ta zvySuje stabilitu
vznikajictho mikrotubulu a snizuje frekvenci rozpadu mikrotubulu. Naopak konce
mikrotubuld, které nejsou touto ¢epickou chranény a jsou oznacené molekulou GDP vstupuji
do tzv. mikrotubularni katastrofy a zacinaji se zkracovat. Zmény mezi rastem
a zmenSovanim mikrotubulu nastavaji velmi rychle a jsou znakem dynamické nestability

mikrotubulii 1, 73].

S mikrotubuly interaguje velké mnozstvi proteinii a mnoho z nich se zapojuje ptimo

do regulace dynamiky mikrotubulll. Jedna se o s mikrotubuly asociované proteiny (MAPs),
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které interaguji s mikrotubuly po celé jejich délce a pomahaji je stabilizovat. Dalsi skupinou
jsou proteiny interagujici s plus-koncem mikrotubulii (+TIPs). Jejich hlavnim zastupcem
jsou EBs (,,end-binding proteins®), které jsou zaroven hlavnim regulatorem zapojeni
ostatnich proteint této skupiny a polymerizace mikrotubuli. Obecné se da fict, Ze tyto
proteiny stimuluji nepfetrzity rast mikrotubull a jsou spojeny s redukci mikrotubularnich

katastrof [73].

Krom¢ proteini stabilizujicich riist mikrotubull jsou s mikrotubuly spojeny také
proteiny, které rist a polymerizaci mikrotubulti destabilizuji. Protein stathmin se vaze
na aff-heterodimer a zabranuje tak jeho vazb¢é na rostouci mikrotubuly, ¢imz podporuje
depolymerizaci mikrotubuli z diivodi sniZené dostupnosti celkového tubulinu. Jiné
proteiny, jakymi jsou napfiklad katanin a spastin, maji ptimo schopnost fyzicky oddé€lovat

tubuliny, ¢imz ptispivaji k dalsi destabilizaci mikrotubularni sité [1, 73].

Jednou z dilezitych vlastnosti mikrotubulli, podobné jako u dalSich ¢asti bunééného
cytoskeletu, je schopnost podilet se na pfenosu celé fady bunéénych naklada. Tuto schopnost
zprostfedkovavaji proteiny mikrotubuldrnich motort, které jsou asociovany s mikrotubuly
a vyuzivaji je jako ,,navadéci drahy* pro sviij specificky pohyb v butice. Rozeznavame dva
zakladni mikrotubuldrni motory, a sice kinesin, ktery pfendsi bunécény naklad smérem
k rostoucimu plus-konci mikrotubulii, tedy zpravidla ze stiedu buiiky k jejim okrajiim, a dale
dynein, ktery se specificky pohybuje se svym ndkladem k minus-konci mikrotubuld
ukotveném v MTOC. Oba tyto motory k pohybu po mikrotubulech vyuZzivaji energii

ziskanou hydrolyzou ATP, jehoZ molekula je s nimi asociovéna [1, 74, 75].

Mikrotubuly maji v buitkdch mnoho funkci, podileji se na udrZeni buné¢ného tvaru,
bunécné polarity, G€astni se vnitrobunééného transportu a hraji velkou roli pii bunééném
déleni. Pravé mikrotubuly vytvaii mitotické vieténko, které se tvofi pfi mitdze a umoziuje
rovnomérné rozdéleni genetické informace v bunce. Pravé velkd dynamickd nestabilita
mikrotubulG a jejich schopnost rychle prechazet mezi ristem a zkracovanim (tedy
polymerizaci a depolymerizaci) umoziiuje rozdéleni sesterskych chromatid béhem mitozy
ajejich rozestoupeni se k jednotlivym polim bunky. Pfi tomto procesu dochéazi také
k zapojeni mikrotubuldrnich motor, které napomahaji pfitahovani mikrotubul

k jednotlivym polam [73, 76].

Velka rozmanitost funkci, do kterych jsou mikrotubuly v bufice zapojeny, je také

zpusobena zna¢nymi odliSnostmi v jejich vlastnostech. Ackoli jsou stale tvofeny stejnymi
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podjednotkami, jejich vysledné vlastnosti jsou zna¢né heterogenni. To je zpisobeno jednak
riznymi proteiny, které jsou s danymi mikrotubuly asociovany, ale také posttranslacnimi
modifikacemi jejich podjednotky tubulinu. U mikrotubulii existuje celd fada modifikaci,
jakymi jsou napi. acetylace, polyglutamylace, tyrosinace nebo detyrosinace. S vyjimkou
acetylace se posttranslacni modifikace odehravaji na karboxy-konci tubulinu, acetylace
tubulinu se odehrava na lysinovému zbytku v pozici 40 a pravée tato modifikace hraje velkou

roli pfi vzniku vysoce stabilnich mikrotubularnich struktur [77, 78].

1.3.2. Mikrotubuly v GBM

Mikrotubuly vytvéfeji v bunikdich mozkové tkdné hustou sit’, jsou velmi bohaté
zastoupeny a tvoii az 20 % celkového obsahu proteint téchto bunék. V GBM burikach je
mozné pozorovat mnoho specifickych zmén v zastoupeni jednotlivych isoforem tubuling.
V ptipad€ B-tubulinu je mozné rozeznavat 7 jeho isoforem (I, II, I1L, Iva, IVb, V, a VI), které
se liSi pfedev§im ve struktufe na C-konci proteinu, ktery je zarovenl vazebnym mistem
pro MAPs. Jednotlivé isoformy se v organismu lisi svou distribuci a stupném své exprese.
Pro vyvijejici se nervovou tkan je dilezity predevsim BIII-tubulin, kdy je zastoupen jak
v diferencujicich se neuronech, tak 1 fetdlnich astrocytech. U dospélého clovéka je vSak

BIII-tubulin zastoupen v neuronech, a ne v gliovych buiikach [79, 80].

Ackoli je PllI-tubulinu je v normalnim organismu lokalizovan ptedevsim
v nervovych bunkach, jeho zvySena exprese byla pozorovana ve znaéném mnoZstvi
nadorovych bunék, vcetné gliomovych bunék. Piedev§im u GBM je jeho exprese vysoka
aje spojena s dediferenciaci téchto bunck, jejich zvySenou schopnosti invazivity
aneptiznivymi klinickymi vysledky. Naproti tomu zvySend exprese této isoformy

v

u neuronalnich nadord vede ke snizené proliferaci bun¢k a ptiznivéjsi prognoze [80, 81].

BIII-tubulin je také vyznamnym faktorem pteziti nddorovych bunck a je soucasti
komplexni signalni drahy vyvolané pfitomnosti hypoxického prostitedi a nutri¢niho
nedostatku. U GBM bunék bylo prokdzano piimé spojeni mezi piitomnosti markert
hypoxického prosttedi HIF a zvySenou expresi PBlII-tubulinu. Tato isoforma je také

spojovana s resistenci k 16€bé nékterymi latkami ovliviiujicimi mikrotubuly. [79, 82].

Také exprese y-tubulinu je v GBM builkdch zvySend, coz miize vést jednak
ke zvySené novotvorbe mikrotubulii, ale také plisobit zmény ve funkci a Cetnosti vznikajicich

centrosomu pi1 bunéném déleni. Zvysena exprese zpusobuje u nékterych GBM bunék také
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zmeény v lokalizaci y-tubulinu, ktery pak nebyva ulozen pouze v y-tubulinovém prstencovém

komplexu MTOC, ale je také difuzné exprimovan v cytoplazmé bunck [81, 83].

Zmeény v expresi y-tubulinu vedou ke strukturnim a funkénim zménam centrosomd,
které ve vysledku mohou vést k abnormalitim na mitotickych vieténcich. Ty mohou
zpisobovat rizné poruchy rozdéleni genetické informace pii déleni buiky, jakymi jsou
chromozomové zlomy, nespravné déleni sesterskych chromatid az vznik aneuploidnich

dcefinych bun¢k [81].

Posttranslacni modifikace mikrotubull jsou pfitomny v nadorovych bunkach véetné
GBM. V GBM jsou pfednostné zastoupeny tii druhy téchto modifikaci, a sice tyrosinace,
polyglutamylace a acetylace. Pfedevsim acetylace hraje v GBM buiikach dilezitou roli,
protoze je Casto spojovana s difizni invazivitou a adhezivitou nadorovych bunék. Acetylace
a polyglutamylace se potom poji s mikrotubularnimi strukturami s vysokou stabilitou,
a proto jsou zvySené¢ pritomny také v nervovych buitkach. Pfitomnost posttranaslacnich
modifikaci také ovlivituje vaznost jednotlivych MAPs a mikrotubularnich motort. Zatimco
u jinych bun€k se mikrotubuldrni motor kinesin vaze preferencné na acetylované formy
tubulinu, u GBM bunék tento motor zdanlivé preferuje vazbu na tyrosinované formy

tubulinu [84, 85].

1.3.3. Latky ovliviiujici mikrotubuly

Vzhledem k vyznamu mikrotubulti pro Siroké spektrum biologickych procesi
predstavuji tradiéné zdkladni cil protinadorové 1écby. Latky ovlivitujici mikrotubuly
(,,microtubule targeting agents*, MTAs), jinak ozna¢ované jako mitotické jedy, jsou Sirokou
a rozmanitou skupinou latek, které se vazi na mikrotubuly a ovliviiuji jejich polymerizaci
a jejich funkce. VétSina téchto latek pochazi pivodné z ptirodnich zdrojt a jejich pouziti

pfineslo znacny postup v protinddorové terapii [86, 87].

Velmi zjednodusené lze mitotické jedy rozdélit do dvou zékladnich skupin —na latky
stabilizujici polymerizaci mikrotubulii a na latky mikrotubuly destabilizujici, a tudiz
podporujici jejich depolymerizaci. DalSim zplisobem, jak rozdélit latky pusobici
na mikrotubuly, je podle jejich vazebného mista na mikrotubulu. Zde rozeznavame tii
zakladni mista, vZdy pojmenovana podle jejich nejznaméjsiho zastupce — rozliSujeme vinka

vazebné misto, kolchicinové misto a taxanové vazebné misto [86, 87].
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Mikrotubuly obsahuji vyrazné vys§i mnozstvi vazebnych mist, z nichz nékteré jiz
byly podrobné¢ popsany (napf. maytasinové vazebné misto, pironetinové vazebné misto)
a zaroven byly také definovany latky ptsobici na mikrotubuly pravé vazbou na tato vazebna
mista. Kromé toho jsou v mikrotubulech také vazebna mista, na ktera prozatim zadné latky
zacileny nebyly. Tfi vySe zminéna vazebnd mista pifesto zlstavaji nejvyznamnéj$imi

vazebnymi misty pro latky ovliviiujici mikrotubuly [88, 89].

Klinicky uspéch mitotickych jedil je vSak znacné€ poznamenan vznikajici rezistenci
proti témto 1é¢iviim. Ta je Casto spojena se zvySenou expresi ABC transportérii, predev§im
efluxniho transportéru P-glykoproteinu, ktery je jednou z pficin vzniku multirezistence.
Také néckteré isoformy tubulinu, napt. PlII-tubulin, mohou sniZovat citlivost bunék
k jednotlivym 1é¢iviim a zpisobovat tak selhdni terapie. Isoforma BIII-tubulin je konkrétné
spojovana s rezistenci na 1é¢bu latkami ze skupiny taxand, které obecné stabilizuji inhibici
jejich depolymerizace. Vzhledem k tomu, ze je exprese BIII-tubulinu v nddorovych buiikach
depolymerizace mikrotubulil, stabilizace mikrotubulii vyvolané taxany nepfinasi o¢ekavané

zlepseni a nadorové bunky tak vykazuji resistenci vuci této 1€cbé [79, 87, 90].

1.3.3.1.  Latky piisobici na taxanové vazebné misto
Taxanové vazebné misto je umisténo na B-tubulinové podjednotce na vnitini strané
povrchu mikrotubuld. Poprvé bylo popsano v 90. letech 20. stoleti, coZ podnitilo zna¢nou
aktivitu ve strukturdlnim vyzkumu. NejvyznamnéjSimi 1é¢ivy vazajicimi se do tohoto
vazebného mista jsou paklitaxel a jeho semisynteticky analog docetaxel. Ob¢ 1éCiva svou
vazbou stabilizuji mikrotubuly a podporuji jejich polymerizaci. Jsou vyuZivany predevSim

pfi 1é¢bé nadort prsu a ovarii, schvaleny jsou ale také k 1é€bé ne¢kterych nadori plic [90, 91].

Dal$imi latkami véazajicimi se pfimo na taxanové vazebné misto, nebo do jeho
blizkosti, jsou epothilony. Tato makrolidova 1é¢iva podobné jako paklitaxel stabilizuji
polymerizaci mikrotubulll, vyvolavaji zastavu bunéného cyklu a programovanou bunéénou
smrt. Vyhodou téchto latek také je, ze vykazuji UCinnost i proti nddorovym bunkam

rezistentnim na 1écbu paklitaxelem [81, 86, 90].
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1.3.3.2.  Latky pusobici na kolchicinové vazebné misto
Kolchicinové vazebné misto je umisténo na B-tubulinu v blizkosti dimerového
rozhrani s a-tubulinem. Latky vazajici se na toto vazebné misto, které¢ byly do soucasné doby
soucasti vyzkumu, patii mezi latky mikrotubuly destabilizujici. Hlavnim pfedstavitelem této
skupiny je kolchicin, po kterém vazebné misto nese i své jméno. Kolchicin svou vazbou
na mikrotubuly miize vyvolat dva opacné efekty, a to v zavislosti na pouzité koncentraci.
V nizsich koncentracich kolchicin stabilizuje dynamiku mikrotubuldi, zatimco ve vysSich

koncentracich vyvolava depolymerizaci mikrotubult [86, 90, 92].

Vyuziti kolchicinu v 1€¢bé nadorového bujeni je znaéné omezeno jeho toxicitou,
uzkym terapeutickym oknem a rozvojem multirezistence, proto neni v soucasné dobé
v klinické praxi pro 1é€bu nadorti indikovan. Dalsi latky vazajici se na kolchicinové vazebné
misto patii k nejvice studovanym mitotickym jedim. Patii mezi né¢ také combretastatiny,
které jsou strukturalné¢ podobné kolchicinu a vyvolavaji depolymerizaci mikrotubulti [92,

93].

Nekteré studie navic odhalily, ze combretastatiny a dal§i latky vazajici se
na kolchicinové vazebné misto inhibuji tvorbu nového cévniho zdsobeni nadoru

a combretastatiny tak s vyhodou vykazuji také antiangiogenni efekt [93].

1.3.3.3.  Latky pusobici na vinka vazebné misto
Velkd vétSina latek depolymerizujicich mikrotubuly se vaze pravé do vinka
vazebného mista, které se nachdzi na B-tubulinu na rozhrani dvou tubulinovych dimera.
Hlavnimi skupinami 1é¢iv, které toto misto vyuZivaji, jsou vinka alkaloidy a eribulin. Vinka
alkaloidy, jejichZz hlavnimi zastupci jsou vinkristin a vinblastin, se pouZivaji pii 1ébé
Sirokého spektra solidnich tumori, ale také hematologickych malignit. Hlavnim problémem
jejich indikace jsou jejich nezadouci Uc¢inky, zahrnujici myelosupresi a neurotoxicitu [86,

89, 90, 94].

V blizkosti vinka vazebného mista na B-tubulinu se nachazi také maytasinové
vazebné misto a latky pfirozené se vazajici na toto vazebné misto na tubulinu mohou tak
interagovat s vazbou vinka alkaloidii na mikrotubuly. Vazbu nékterych vinka alkaloidl
muze také inhibovat dalsi latka vazajici se na vinka vazebné misto, eribulin. Tento synteticky

derivat latky izolované 2z motské houby ve vysokych koncentracich vyvolava
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depolymerizaci mikrotubulli a v nizSich koncentracich inhibuje dynamickou nestabilitu

mikrotubuli [89, 95].

Mnoho dalsich latek cilicich na toto vazebné misto je stale v intenzivnim klinickém
testovani, napft. dolastatin, ktery je schopen indukovat apoptézu v celé fad¢€ bunék solidnich

nadord [87, 96].

1.4. Benzimidazoly

Vyvoj novych protinadorovych 1é¢iv se zvySenou ucinnosti a nizkymi vedlejSimi
ucinky je Casove a finanéné velmi naro¢ny proces, jehoz ucinnost v podob¢ vstupu 1é¢iva
do klinického testovani je nizka. Jako mnohem vyhodngjsi se jevi proces zvany ,,drug
repurposing®, tedy vyuziti jiz existujicich 1éCiv piivodné urcenych pro jinou indikaci
piicileni na nadorové buiky. Vyhodou této strategie je predevSim jiz znadmy
farmakokineticky a farmakodynamicky profil takovych 1é¢iv a také jiz ziskana informace
o jejich toxicite, coz snizuje riziko selhdni takového 1é¢iva v dalSich testovanich z diivodu

vysokého vyskytu nezadoucich ucinki [97, 98].

Mezi vhodné kandidaty pro vyuZiti 1é¢iv piivodné uréenych pro jinou indikaci patii
lé¢iva ze skupiny anthelmintickych benzimidazoli, kam fadime napf. flubendazol,
mebendazol nebo albendazol. Jedna se o latky se spoleénym chemickym zdkladem v podobé
benzimidazol-karbamatu, které se uzivaji jako anthelmintika 1 v lidské terapii a vyznacuji se
predevsim nizkou toxicitou a efektivitou proti Sirokému spektru helmintd. Flubendazol
(FLU), jeden ze zastupct této skupiny, je originaln€ veterinarni anthelmintikum, v soucasné
dobé vyuzivany také v humanni medicin€ (Obr. 4). Od ostatnich benzimidazola se odliSuje

pfedevsim pfidanym atomem floru [98-100].
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Obr. 5. Chemicka struktura flubendazolu (FLU). Vytvoieno pomoci softwaru Chemaxon
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FLU je v Evrop€ schvalen pro 1écbu lidskych nematod v davee Smg/kg po dobu
3 dnti, proti stfevnim nematodam vykazuje Uc¢inek také u driibeze, prasat a mnoha druht
domécich zvifat se stejnym navrzenym davkovanim jako u lidi, nicméné existuje
predpoklad, Zeijednodavkové podani navozuje pozadovany uginek. Uginek FLU
na helminty je velmi komplexni a neni zcela objasnény, na molekularni irovni vSak dochézi
k vazb¢ FLU na mikrotubuly, coz vede k jejich posSkozeni a k poSkozeni organismu
helminta. Vyhodou jeho pouziti jako anthelmintika je, ze podobné jako ostatni 1éCiva
z benzimidazolové skupiny vykazuje vyrazné vétsi afinitu k mikrotubulim helminta nez

k lidskym mikrotubulim [98, 99, 101].

Praveé schopnost FLU vazat se na mikrotubuly a inhibovat je, naznacuje moznost
pouziti tohoto léCiva v protinadorové terapii. FLU interaguje specificky s B-tubulinem
avaze se nakolchicinové vazebné misto. Pii porovnani jeho afinity s dalSimi
benzimidazolovymi latkami, napf. mebendazolem nebo nocodazolem, FLU vykazoval
nejvetsi afinitu k vazb€ na mikrotubuly. Svou vazbou na mikrotubuly ovliviiuje jejich
polymerizace, pozménuje jejich strukturu a vykazuje také vliv na nékteré funkce spojené

s mikrotubuldrnim cytoskeletem [99, 102, 103].

FLU je v soucasném dob¢ administrovan peroralné a vstfebava se gastrointestinalnim
traktem. V nékolik studiich pfi testovani jeho podéani jako anthelmintika proti systémovym
helmintézam nevykazoval vznik zévaznych vedlejSich G€inkli ani pfi podani v davce
50 mg/kg kontinualn€ po dobu 24 mésici. Zavazné vedlejsi G€inky nevyvolavalo ani
jednordazové podani davky 2000 mg. Problémem podani FLU je ovSem jeho nizka
biodostupnost. Tato latka je velmi Spatné rozpustna ve vodném prostiedi gastrointestinalniho
traktu, coz zpusobuje jeji nizké vstiebavani do krevniho fecisté. V soucasné dobé vsak jiz

existuji systémy, které zvysuji rozpustnost FLU ve vodnych systémech, a tak i jeho
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biodostupnost. Vysokou efektivitu v mysSich modelech vykazovalo také subkutdnni podani

[99-101].

Metabolismus FLU byl prostudovan u mnoha zivocisnych druht, kde bylo ovéfeno,
ze existuji dvé hlavni metabolické cesty — redukce karbonylu za vzniku redukovaného FLU
(FLU-R) nebo hydrolyza karbamatu za vzniku hydrolyzovaného FLU (FLU-H). V lidskych
nadorovych bunéénych liniich a lidskych jaternich fezech byl hlavnim metabolitem FLU-R,
pii inkubaci FLU s lidskymi jaternimi fezy a lidskymi jaternimi mikrosomy byl dokonce
nalezen pouze redukovany metabolit, coz naznacuje, ze redukce je dominantni metabolickou
cestou FLU v lidskych jatrech. Hlavni roli v této metabolické cesté hraje karbonyl-reduktaza
1, ktera je vSak zaroven metabolickym enzymem dal$ich 1é¢iv v lidském organismu. Béhem
testovani interakce FLU s docetaxelem, ktery je dalSim substratem tohoto enzymu, vSak
nedochéazelo ke vzniku zadnych interakci a celkové nizka afinita FLU k tomu enzymu

naznacuje, ze riziko takovych interakci je nizké [99, 104].

Protinadorovy efekt FLU byl demonstrovan u bunék celé fady solidnich tumort
1 hematologickych malignit, a to jak u bung¢k stabilizovanych bunécnych linii, tak u bun¢k
odvozenych z pacientskych vzorkd. Poprvé byl inhibi¢ni efekt FLU na nadorové bunky
zaznamenan u leukemickych bunék a bunék myelomu. Béhem dalSich studii prokazal FLU
efekt také proti bunikdm nadort prsu, jater, kolorektalniho karcinomu, neuroblastomu nebo
melanomu. Vyhodou je také ucinnost FLU na bunky vykazujici rezistenci vici vinka
alkaloidim z divodu zvySené exprese P-glykoproteinu. FLU také prokazal svou ucinnost
proti bunkdm néadora stev, kde byl také testovan v kombinaci s paklitaxelem, jehoZ u¢inek

potencoval [98, 99, 105-107].

FLU ptsobi na nadorové buiky inhibici mikrotubulii a také inhibici progrese
bunécéného cyklu, coz vede k zastavé bunécného cyklu na prechodu z G2 do M faze. Tento
efekt byl potvrzen u bunék nadort prsu, melanomu, kolorektalniho karcinomu nebo u bunék
gliomi. Také u bunék nadoru prostaty dochazelo uc¢inkem FLU k zastavé bunééného cyklu
na prechodu z G2 do M faze, zde byl tento efekt ovSem spojovan se zvySenim exprese p53.
V souvislosti s pouzitim FLU byla popsana fada dalSich mechanismt G¢inku, napf. u bunék
nadori prsu FLU signifikantné zvysil hladiny reaktivnich forem kysliku s naslednym
navozenim autofagie a bunécné smrti. Autofagickou bunéénou smrt FLU vyvolaval také

u buné€k plicniho nadoru. U buné€k spinocelularniho karcinomu tustni dutiny FLU inhiboval
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jejich migraci a epitelidlné-mesenchymalni transformaci, kterd je tizce spojena se vznikem

rakovinného bujeni [100, 103, 108-111].

Dalsim moznym mechanismem ucinku FLU by mohlo byt jeho fungovani jako
inhibitoru molekuly STAT3. U bun€k nddort prsu, nemalobunééné¢ho karcinomu plic
a kolorektalniho karcinomu FLU inhiboval aktivaci STAT3 a tim 1 blokoval
STAT3-zéavislou signalni drahu. V bunkéach melanomu FLU piimo snizoval expresi STAT3
spolecné s hladinami proteinu CD31, coz naznaCovalo snizenou uroveinl schopnosti

angiogeneze téchto bunck [100, 112-115].

Také u bun¢k gliomti a GBM byl demonstrovan inhibi¢ni t¢inek FLU, ale pfedevs§im
jeho ptibuzného benzimidazolového derivatu mebendazolu. Aktivita mebendazolu
proti GBM buiikkam a myS$im modeliim a jeho schopnost pfestupovat hematoencefalickou
bariéru umoznily jeho vstup do prvni faze klinického testovani pro pacienty s nové
diagnostikovanymi gliomy s vysokym stupném malignity. Mebendazol byl také s tispéchem
testovan v kombinaci s TMZ a vinblastinem, kdy dochdzelo k inhibici proliferace GBM

bunéénych linii [116-118].

Benzimidazoly obecné jsou vnimany jako prospektivni skupina pro inhibi¢ni
pusobeni na buiiky GBM a prvotni vysledky jejich testovani proti buiikdm tohoto nadoru

demonstruji nadéjné vysledky, které je potteba podrobit dalSimu testovani [111, 119].

41



2. Cile

Cilem této prace bylo stanovit inhibi¢ni vliv flubendazolu (FLU) na bunky
glioblastoma multiforme (GBM) in vitro a in vivo. Pro ucely této prace byl vliv FLU testovan
na stabilizovanych GBM bunécnych liniich A172 a T98G a na GBM priméarnich kulturach.
Déle byla pro testovani vyuzita tumorigenni linie U118MG, ktera byla nasledné

implantovana do atymickych mysi.
Dil¢imi cili této prace bylo:

e Porovnat vliv FLU a TMZ na viabilitu, proliferaci a morfologii GBM
bunécnych linii A172 a T98G

e Zhodnotit vliv FLU na mikrotubularni cytoskelet a expresi tubulinti a na dalsi
slozky bunééného cytoskeletu, a nasledné studovat mozné zmény tvaru bunek
a jejich velikosti u GBM bunéénych linii A172 a T98G

e Stanovit vliv FLU na expresi a aktivaci molekuly STAT3, distribuci
bunééného cyklu a aktivitu kaspaz u GBM bunéénych linii A172 a T98G

e Porovnat vliv FLU a TMZ na viabilitu, proliferaci a morfologii GBM
primarnich kultur

e Posoudit vliv FLU na expresi tubulint a molekuly STAT3 u GBM primérnich
kultur

e Analyzovat expresi STAT3 v klinickych vzorcich GBM

e Porovnat vliv FLU a TMZ na proliferacni schopnosti GBM buné¢né linie
U118MG in vitro a po jeji implantaci do atymickych mysi sledovat rist
vzniklych nadort in vivo

e Zhodnotit vliv FLU a TMZ na expresi tubulinli a expresi a aktivaci STAT3

u nadort ziskanych z atymickych mysi
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3. Metodika

3.1. Materialy
3.1.1. Chemikalie

e DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (ATCC, LGC Standard)

e EMEM - Eagle’s Minimum Essential Medium (ATCC, LGC Standard)

e RPMI 1640 Medium (Sigma-Aldrich)

e Humulin N (Eli Lilly)

e Transferin (Sigma-Aldrich)

e FBS — Fetélni bovinni sérum (Gibco, Thermo Fisher Scientific)

e Penicilin/Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific)

e Fosfatovy pufr 10x PBS (PanBiotech)

e Temozolomid (Sigma-Aldrich)

e Flubendazol (Sigma-Aldrich)

e 1x Opti-MEM (Sigma-Aldrich)

o X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent (Sigma-Aldrich)

e SignalSilence® STAT3 siRNA (CellSignaling Technology)

e SignalSilence® Control siRNA — Fluorescein conjugate (CellSignaling Technology)
e Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma Aldrich)

e Cell proliferation reagent WST-1 (Roche)

e DEPC voda (voda bez nukledz) (InVitrogen)

e VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (Vector Laboratiories)

e VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories)
e TRISOL reagent (Sigma-Aldrich)

e Direct-Zol RNA MiniPrep (Zymo Research)

e First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)

e SYBR GREEN I (Roche)

e BCA Protein Assay kit(Thermo Fisher Scientific)

e Blotting-Grade Blocker (Bio-rad)

e ECL Prime Western Blotting (Amersham, GE Healthcare Life Science)

e Promega Caspase-Glo Assay — kaspazy 3/7, kaspaza 8, kaspaza 9 (Promega)
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3.1.2. Piistrojové vybaveni
e Laminarni box Alpina
e CO; inkubator Sanyo (Schoeller)
e Cellometer Auto T4 (Nexcelom Bioscience)
e Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan)
e Olympus IX-70 s fazovym kontrastem (Olympus)
e Zeiss LSM 700 konfokalni mikroskop (Zeiss)
o Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendorf)
o Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
e NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
e Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)
e LightCycler 96 Instrument (Roche Life Science)
e Azure c600 Gel Imaging System (Azure Biosystems)
e TissueLyser LT (Qiagen)

3.1.3. Stabilizované bunécné linie

Pro potieby této disertacni prace byly vyuzity tfi nadorové bunééné linie A172, T98G
a UI18MG, které byly ziskany od spolecnosti ATCC. Buiikky A172 a T98 patii mezi
nejcastéji pouzivané experimentalni modely pro studium GBM, vyznacujici se predevSim
vysokou proliferacni aktivitou. Bunécnd linie A172 byla odvozena z GBM ziskaného
od 53-let¢tho muze, zatimco bunécna linie T98G je polyploidni variantou bunék T98

odvozenych z GBM 61-let¢ho muze [120].

Buniky U118MG jsou odvozeny z bun¢k maligniho GBM ziskanych od 50-letého
muze, které vykazuji podobné vlastnosti jako ptfedchozi bunécné linie, zaroven vSak

vykazuji schopnost vytvaret nadory v atymickych mysich [121].

Bunky A172 (ATCC® CRL-1620™) a Ul118MG (ATCC® HTB-15™) byly
kultivovany v DMEM médiu (LGC Standard), bunky T98G (ATCC® CRL-1690™)
v EMEM médiu (LGC Standard). Obé média byla obohacena o 10 % fetalniho bovinniho
séra (FBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific) a 1 % smé&s penicilinu/streptomycinu (Gibco,
Thermo Fisher Scientific). Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich o ploge 75 cm?
v buné&énych inkubatorech pii 37 °C a 5 % CO..
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3.1.4. Primarni kultury

Primérni kultury GBM byly odvozeny z pacientskych vzorkt ziskanych od pacientt
podstupujicich GBM resekci ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Tento projekt byl
schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (referencni ¢islo 201709 S13P)
a od pacientl byl ziskan informovany souhlas se zafazenim do studie. Ziskané vzorky byly
zpracovany pomoci mechanické disociace, jak bylo popsano v publikaci Skarkova a kol.

[70].

Vzorek nddorové tkané byl umistén na Petriho misku, rozfezdn na malé kousky
a transportovan v transportnim médiu. Ziskana tkan byla nékolikrat dikladn¢€ promyta, aby
doslo ke zbaveni erytrocyti. Zbyvajici vzorek byl mechanicky rozmélnén za vyuziti nizek
a skalpelu a dale nékolikrat protlacen skrz stfikacku s jehlou. Takto zpracované buiiky byly

pieneseny do kultiva¢ni lahve o plose 25 cm? a resuspendovany s kultivaénim médiem.

Bunky byly dale kultivovany v kultivacnim médiu, které bylo slozeno z média
RPMI 1640 (Sigma Aldrich) obohaceného o 15 % FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific),
inzulin (100 IU/ml, Eli Lilly) a transferin (2 mg/ml, Sigma-Aldrich). Po dobu 14 dni
po ptipravé primarni kultury byly buiikky kontrolovany kazdé¢ 3 dny a bylo vyménovano
médium do doby, nez buniky vytvofily souvislou vrstvu na kultiva¢ni lahvi. Nésledné byly
bunky subkultivovany za pomoci smési trypsin/EDTA a umistény do novych kultivac¢nich
lahvi. Bunky byly kultivovany v bunécnych inkubatorech pii 37 °C a 5 % CO». Vsechny
experimenty na takto ziskanych primarnich kulturach byly provedeny u bunck v niz§im

stupni subkultivaci.

3.1.5. Modelovy organismus atymické mysSi

Pro implantaci bunék U118MG a pro provedeni in vivo experimentu byla jako
modelovy organismus vyuzita Athymic Nude Mouse (Hsd:Athymic Nude-Foxnlnu), dale
jen nu-numyS. Jedna se o imunodeficientni model nahé mysi, kterd byla odvozena
v ,,National Cancer Institute* v Marylandu. Nu-nu mysi postradaji brzlik a nejsou schopné

produkovat T-lymfocyty [122].

Pro ucel tohoto projektu byly vyuzity samice nu-nu mysi, stafi 6 tydn na pocatku
experimentu. Pro tento projekt byl etickou komisi schvalen projekt pokusu

MSMT-18476/2020-3.
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3.2. Metodika

3.2.1. Méreni viability a proliferace bunék

3.2.1.1 Testovani viability bunek metodou WST-1
Viabilita stabilizovanych bunéénych linii a GBM primarnich kultur a ovlivnéni jejich
viability ptisobenim TMZ a FLU bylo stanoveno metodou WST-1. Principem tohoto
stanoveni je kolorimetricky test, pti kterém dochdazi ke Sté€peni tetrazoliové soli na barevny
produkt formazan bunéénymi enzymy pfitomnymi v aktivnich buiikach. ZvySené mnozstvi
viabilnich bun¢k tak zvySuje mnozstvi vzniklého formazanu, coz je nasledn¢

spektrofotometricky stanoveno [123].

Bunééné linie A172, T98G a Ul18MG a GBM primokultury byly nasazeny
do 96jamkovych desticek (7500 bunck/jamku) a po 24 h kultivaci byly ovlivnény roztoky
TMZ o rizné koncentraci (50 uM; 125 pM; 250 uM; 500 uM; 1000 uM) a roztoky FLU
o ruzné koncentraci (0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 5 uM). Takto ovlivnéné bunky byly
kultivovany po dobu 48 hodin a nasledné bylo do kazdé jamky ptfidano 100 pl roztoku
WST-1 (ztedéného v poméru 1:20) a buiiky byly kultivovany dalsi 2 hodiny.

Absorbance byla zméfena za pouziti destiCkového spektrofotometru Tecan

Infnite M200 (Tecan) pii vinové délce 450 nm a referencni vinové délce 650 nm.

3.2.1.2. Méreni proliferace bunék systémem xCELLigence
Systém xCELLigence (ACEA Biosciences) umoziiuje analyzu bun¢k a monitorovani
jejich proliferace v redlném case. Pro méfeni se pouzivaji specidlni kultivacni desticky
(,,E-Plate®), které obsahuji zlaté mikroelektrody zabudované na dné¢ kazdé jamky. Tyto
mikroelektrody méfi impedanci a jeji rozdily jsou pak vyjadieny reprezentativni hodnotou
bunééného indexu. Jeho hodnota miize byt ovlivnéna mnoha proménnymi, jako jsou

napt. velikost bun¢k, pocet bunék, mnozstvi bunécnych spojt [124].

Testovani proliferace bylo provedeno na 16jamkové desticce (,,E-Plate*), na kterou
bylo nejprve pipetovano 90 ul ptislusného média do kazdé jamky a desticka byla vlozena
do pfistroje pro zméteni pozadi. Nasledné bylo na desticku piidano 100 pul bunééné suspenze
(bun¢k A172, T98G, U118MG a GBM primokultur) obsahujicich 5000 bun¢k/jamku. Buiiky
byly inkubovéany po dobu 24 hodin a kazdou hodinu byla métena impedance.
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Po pocatecni inkubaci byly buiiky ovlivnény ptidanim 10 pul média obsahujiciho FLU
tak, aby bylo dosazeno vysledné koncentrace ovlivnéni pro FLU 0,5 uM a 2 uM. Desticky
byly vloZeny zpatky do pfistroje a impedance byla métena kazdou hodinu po dobu 72 h.

3.2.2. Transfekce bunék pomoci siRNA

Mal¢ interferujici RNA (,,small interfering RNA®, siRNA) jsou schopné regulovat
genovou expresi pomoci jevu zvaného RNA interference, kdy dochézi k ztiSeni genu
zacilenim siRNA na komplementarni mRNA a jeji naslednou degradaci [125]. Pro ucely
tohoto projektu byla pouzita siRNA proti STAT3 (SignalSilence® STAT3 siRNA;
CellSignaling Technology) a odpovidajici kontrolni siRNA (SignalSilence® Control siRNA
— Fluorescein conjugate; CellSignaling Technology). Transfekce byla provedena za vyuziti

transfekéniho reagens X-tremeGENE siRNA.

Bunky A172 a T98G byly inkubovany v 6jamkové desticce a rozdéleny do tii skupin
— kontrolni transfekované bunky (transfekované pomoci kontrolni siRNA), buiky
transfekované pomoci siRNA proti STAT3, a netransfekované builkky ovlivnéné

0,5 uM FLU.

Transfekéni roztoky byly pfipraveny v médiu 1x Opti-MEM podle nasledujici
tabulky (viz Tab. 2).

Tab. 2. Priprava transfekénich roztokt (pro 2 jamky)

Kontrolni transfekce
Transfekce proti siRNA
(SignalSilence® Control
(SignalSilence® STAT3
siRNA — Fluorescein
siRNA
conjugate)
siRNA 10 pl kontrolni siRNA 10 pl siRNA proti STAT3
1x Opti-MEM 180 pl 180 ul
X-tremeGENE
10 pl 10 pl
siRNA

Buniky byly transfekovany vySe zminénymi pfipravenymi roztoky, pfipadné
ovlivnény 0,5 uM FLU a inkubovany 48 h pii 37 °C a 5 % COa». Takto ptipravené buiky

byly nasledné podrobeny dalSim analyzam.
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3.2.3. Fazové kontrastni mikroskopie

Pro stanoveni efektu testovanych chemoterapeutik TMZ a FLU na bunécnou
morfologii a subcelularni organizaci bunék byla vyuzita fazové kontrastni mikroskopie.
Buiky A172, T98G, Ul18MG a GBM primokultur byly pro tento ucel kultivovany
v kultivaéni lahvi o plose 12,5 cm?. Buiiky byly ovlivnény 0,5 uM FLU nebo 500 uM TMZ

a kultivovany v bunééném inkubatoru pii 37 °C a 5 % COa.

Po 24 h, 48h a 72 h inkubace byly buiky, jejich morfologie a jejich chovani
pozorovany pomoci mikroskopu Olympus IX-70 s fazovym kontrastem (Olympus)

za vyuziti objektivii LCPlanFI 40x a LCPlanFI 60x.

3.2.4. Immunofluorescence bunék

Pro posouzeni vlivu FLU na cytoskelet bun¢k A172 a T98G, se zamétenim na jeho
mikrotubularni slozku, byla vyuzita fluorescencni mikroskopie. Buiiky byly nasazeny
na kryci sklicka umisténa v 12jamkové desticce a po 24 h inkubaci ovlivnény raznymi
koncentracemi FLU (100 nM; 250 nM; 500 nM; 750 nM; 1000 nM). Buiiky ovlivnéné FLU

byly dale inkubovany po dobu 2 h a nasledn¢ fixovany jednim z nasledujicich zplsobi:

e kombinaci ledového metanolu a 4% paraformaldehydu (pro protilatky
anti-EB1/EB3, anti-y-tubulin, anti-pericentrin, anti-o-tubulin) — bunky byly
prevrstveny 500 pl ledového methanolu a inkubovany 15 minut pti -20 °C, poté byl
methanol odstranén a buiiky byly okamzité prekryty 500 ul 4 % paraformaldehydu
a inkubovany 15 minut pii pokojové teploté

e kombinaci 0,1 % glutaraldehydu a 4 % paraformaldehydu (pro protilatky
anti-tyr-tubulin, anti-ac-tubulin, anti-o-tubulin) — bunky byly pfevrstveny 500 pul
0,1 % glutaraldehydu a inkubovany 1 minutu pii pokojové teploté, néasledné byl
roztok glutaraldehydu odstranén a buiiky byly pfevrstveny 500 pl
4 % paraformaldehydu a inkubovéany 15 minut pii pokojové teploté

e ledovym metanolem (pro protilatku anti-vimentin) — butiky byly pfevrstveny 500 pl
ledového ethanolu a inkubovéany 15 minut pii -20 °C.

Po fixaci byly bunky dvakrat oplachnuty fosfatovym pufrem (1xPBS),
permeabilizovany 0,3 % triton X-100 po dobu 3 minut pii pokojové teploté a nasledn¢ ihned
blokovany 2 % roztokem bovinniho sérového albuminu (BSA) 60 minut pfi pokojové

teploté. Nasledovala inkubace vzorkl s primarni protilatkou (viz Tab. 3) pfi pokojové teploté
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po dobu 60 minut, po které byly vzorky dvakrat oplachnuty 1x PBS a nasledn¢ inkubovany
se sekundarnimi protilatkami (viz Tab. 4) po dobu 60 minut pii pokojové teploté
za nepiistupu svétla. Vzorky byly dvakrat oplachnuty 1x PBS, zamontovany za pouziti
média Vectashield (Vector Laboratories) a pozorovany konfokdlnim mikroskopem
Zeiss LSM 700 (Zeiss) za vyuziti objektivii EC Plan-Neofluar 40x a Plan-Apochromat 63x

a laserd o vlnové délce 405 nm, 488 nm a 555 nm.

Tab. 3. Piehled pouzitych primarnich protilatek pro imunofluorescen¢ni barveni

Nazev protilatky Vyrobce Redéni protilatky
anti-EB1/EB3 (klon

1SHL1) Absea 1:10
anti-a-tubulin Sigma-Aldrich 1:300
anti-tyrosinovany-o-tubulin Thermo Fisher 1:300
anti-acetylovany-a-tubulin Sigma-Aldrich 1:200
anti-y-tubulin Sigma-Aldrich 1:200
anti-pericentrin Abcam 1:100
anti-vimentin Sigma-Aldrich 1:200

Tab. 4. Ptehled pouzitych sekundarnich protilatek pro imunofluorescen¢ni barveni

Nazev protilatky Vyrobce Redéni protilatky
anti-mouse AF488 Invitrogen 1:250
anti-mouse AF555 Invitrogen 1:250
anti-rabbit AF405 Invitrogen 1:250
anti-rabbit AF488 Invitrogen 1:250
anti-rabbit AF555 Invitrogen 1:250
anti-rat AF488 Invitrogen 1:250
anti-rat AF555 Invitrogen 1:250
AF488 Phalloidin Invitrogen 1:250
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3.2.5. Obrazova analyza
Obrazova analyza byla provedena v programu Fiji, normalizace dat prob&hla pomoci
programu MS Excel a statistickd analyza takto ziskanych dat byla provedena v programu

GraphPad Prism 6.0.

Pro upravu intenzity a kontrastu ziskanych mikroskopickych obrazti a také
pro stanoveni velikosti bun¢k (na zakladé¢ pirepoctu mnozstvi pixelii/um) byl vyuzit program
Fiji. Komety EBI/EB3 byly spocitany v programu Fiji za vyuziti ComDet pluginu
(se svolenim autora, Dr. E. Katrukha, Univerzita Utrecht), jejich mnozstvi bylo

normalizovano na velikost bun&k a vyjadieno jako pocet EB1/EB3 komet/pm?.

3.2.6. Analyza RT-PCR

Buniky A172, T98G a GBM primokultur byly nasazeny do 6jamkové desticky
(150 000 bun¢k/jamku) a inkubovany 24 h pii 37 °C a 5 % CO;. Nasledn¢ byly ovlivnény
riznymi koncentracemi FLU (0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM), dale inkubovany a v ptislusnych
casovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h) sklizeny do TRISOL reagentu. Buiiky byly nasledné
promichany se 100 % ethanolem a RNA znich byla izolovana kolonkovou metodou
za vyuziti komer¢niho kitu Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research). Koncentrace
izolované RNA byla stanovena na pfistroji NanoDrop ND-2000 UV/Vis spektrofotometr
(Thermo Fisher Scientific) a pomér absorpci A260/A280 byl u vSech vyuzitych vzorki veétsi
nez 1,8. Kvalita ziskané RNA byla ovéfena pomoci pfistroje Agilent 2100 Bioanalyzer

(Agilent) a hodnota RNA integracniho ¢isla (RIN) byla u vSech vzorkl vyssi nez 8.

Jednovlaknova cDNA byla syntetizovana z 1 pg RNA pomoci komer¢niho kitu First
Strand cDNA Synthesis kit (Biogen) podle instrukci vyrobce. V prvni kroku byla provedena
tepelnd denaturace vzorku (5 min pfi 70 °C), nasledné byla ke kazdému vzorku pfidana smés
reakéniho pufru, ANTP mixu, reverzni transkriptazy a inhibitoru RNAsy a takto vzniklé
smési byly inkubovany 60 min pti 37 °C. Reakce byla zakonc¢ena 5 min inkubaci pii 70 °C
a ziskana cDNA byla pétkrat zfedéna pted provedenim kvantitativni PCR.

Primery pro kvantifikaci mRNA byly navrZeny za vyuZiti programu Primer3, jejich
specifita byla ovéfena programem NCBI Blast a jejich syntéza byla provedena komercéné
spolecnosti Generi Biotech. Kvantitativni PCR byla provedena detekénim systémem

LightCycler96 Real-Time PCR (Roche) za vyuziti detekce pomoci SYBR Green I. Reakéni
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smés pro stanoveni byla pfipravena podle instrukei vyrobce s primery o finalni koncentraci

100 nM a 5 pl zfedéné cDNA.

Kvantitativni analyza PCR byla zahajena denaturaci (95 °C, 10 min), ktera byla
nasledovana 40 opakujicimi se amplifikacnimi cykly — denaturace pti 95 °C (10 s), nasedani
primert pii 60 °C (10 s) a prodlouzeni fetézce pii 72 °C (10 s). Béhem posledniho kroku
kazdého cyklu byla zaznamenéna fluorescenc¢ni data. VSechny PCR analyzy byly provedeny
v duplikatech a vysledky byly spocitany na zékladé vyuziti delta-delta Ct metody. Data jsou

vyjadiena jako zména relativniho mnozstvi mRNA.

3.2.7. Analyza Western blot

Bunky A172, T98G a GBM primokultur byly nasazeny do 6jamkové desticky
(150 000 bun¢k/jamku) a po pocatecni 24 h inkubaci ovlivnény riznymi koncentracemi
FLU (0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM). Takto ptipravené buiky byly inkubovéany pii 37 °C
a5 9% CO> av prislusnych c¢asovych intervalech (po 24 h, 48 h nebo 72 h) byly buiky
oplachnuty ledovym PBS a sklizeny za vyuZiti lyza¢niho pufru (50 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA,
40 mM B-glycerolfosfat, 50 mM NaF, 10 mM pyrofosfat sodny, 200 uM Na3VOs,
2 mM DTT). Bunky byly nasledné ve zkumavce homogenizovany za vyuziti injekéni
stiikacky s jehlou, vznikly homogenat se ponechal 20 minut stat na ledu a nasledovala jeho
centrifugace pii 13 000 rpm, 4 °C po dobu 10 minut. U takto pfipravenych vzorki byla
zmétena koncentrace bilkoviny pomoci BCA stanoveni bilkoviny. Na zéklad€ zjiSténé
koncentrace bilkoviny byly jednotlivé vzorky natedény lyza¢nim pufrem a 4xSDS

vzorkovym pufrem na vyslednou koncentraci 1 pg/pl vzorku.

Ziedéné vzorky byly povafeny 5 minut pii 95 °C a 30 pg kazdého vzorku bylo
naneseno na 10 % nebo 12 % SDS/polyakrylamidovy gel a bylo provedeno elektroforetické
rozdéleni proteint podle jejich velikosti pfi konstantnim napéti 120 V. Rozd¢lené proteiny
byly nasledné preneseny na PVDF membranu (100 V; 0,25 A; 90 min) a blokovany
v 5 % roztoku mléka v TBST pufru (Tris-NaCl pufr s 0,05 % Tween 20) po dobu 2 hodin.
Posléze byly membrany inkubovany s primarnimi protilatkami (viz Tab. 5) zfedénymi
dle instrukci vyrobce v 2 % roztoku mléka v TBST nebo v 2 % roztoku BSA v TBST

pti 4 °C pftes noc.
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Po inkubaci s primarnimi protilatkami byly membrany oplachnuty ctytikrat TBST
pufrem a inkubovany se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kienovou peroxidazou
zfedénymi v poméru 1:10 000 v 1 % roztoku BSA v TBST po dobu 2 hodin pii pokojové
teploté. Membrany byly oplachnuty ¢tyfikrat TBST pufrem.

Chemiluminiscen¢ni detekce byla provedena za pomoci detekéniho reagentu ECL
Prime Western Blotting (Amersham, GE Healthcare Life Science) a zobrazeni membran
arelativni kvantifikace ziskanych vysledkti byla provedena v systému Azure c600

Imagining Systém (Azure Biosystems).

Tab. 5. Piehled pouzitych primdrnich protilatek pfi stanoveni Western blot

Nazev protilatky Vyrobce Redéni protilatky
anti-o-tubulin Abcam 1:5000
anti-BIII-tubulin CellSignaling Technology 1:2000
anti-STAT3 CellSignaling Technology 1:2000

anti-phospho-STAT3 S

(Tyr705) CellSignaling Technology 1:2000
anti-p21 Santa Cruz Biotechnology 1:2500
anti-p53 CellSignaling Technology 1:1000
anti-cyclin B1 CellSignaling Technology 1:1000
anti-cdc2 Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-GAPDH CellSignaling Technology 1:2000

3.2.8. Analyza distribuce bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie

Tato analyza byla provedena ve spolupraci s Ustavem lékatské biochemie Lékaiské
fakulty v Hradci Kralové. Buiiky A172 a T98G byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich
oplose 75 cm? a ovlivnény FLU 0,5 uM. Po 12h nebo 24 h inkubace byly buiky
trypsinovany, pieneseny do 15 ml zkumavky a centrifugovany. Buiiky byly dvakrat promyty
ledovym PBS a fixovany promoci 70 % ethanolu. Fixované vzorky byly inkubovany 5 min
pfi pokojové teplote¢ v pufru (0,2 M NaHPOs v 0,1 M kyselin¢ citrénové, pH 7,8)

a oznaceny propidium jodidem ve Vindelové roztoku 1 hodinu pti 37 °C.
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Obsah DNA byl stanoven pouzitim pratokového cytometru CytoFLEX LX
(Beckman Coulter) s excita¢ni vinovou délkou 488 nm. Data byla analyzovana pomoci

softwaru Kaluza Analysis 2.1. (Beckman Coulter).

3.2.9. Luminiscen¢ni stanoveni aktivity kaspaz
luminiscencni metodou komeréné dostupnym kitem Promega Caspase-Glo Assay
(Promega). Bunky A172 a T98G byly nasazeny do 96jamkové desticky (7500 bun¢k/jamku)
a ovlivnény 0,5uM FLU. Po 4h, 8h, 16h a 24 h inkubaci byly bunky sklizeny
do kaspazového lyza¢niho pufru (50 mM HEPES, 5mM CHAPS, 5mM DTT)

a u bunéénych lyzati byla stanovena koncentrace bilkoviny pomoci BCA stanoveni.

K meéfeni byla vyuZzita 384jamkova desticka s bilymi sténami ur¢end pro luminometr.
Reakéni Cinidla pro kaspazy 3/7, kaspazu 8 a kaspazu 9 byly ptipraveny podle instrukci
vyrobce. Do desti¢ky bylo pipetovana 25 pl prislusného bunééného lyzatu a 25 pul reakéniho
¢inidla. Luminiscence byla zaznamenana piesné¢ po 30 minutach inkubace pii pokojové
teplot¢ za pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan). Luminiscence byla
vztazena ke stanovené koncentraci proteinli jednotlivych vzorkl a aktivita byla vyjadiena

jako procento neovlivnéné kontroly.

3.2.10. Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemicka analyza (IHC) byla provedena ve spolupraci s Fingerlandovym
ustavem patologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzorky néadorové tkan€ byly
fixovany 4 % formalinem a zalité do parafinovych blocka (FFPE). Tyto FFPE blocky byly
nasledné pouZity na konstrukci tkanovych mikro€ipt za vyuziti TMA Master II systému
(3DHISTECH Ltd.), kdy pro kazdy vzorek byl reprezentativni vzorek tkdné (o priméru
1 mm) pfenesen z ptivodniho FFPE do nového blocku. Z téchto mikro€ipi byly nakrajeny
3 um tenké platky, které byly nasledné pouzity pro IHC barveni.

Pro toto stanoveni byly pouzity primarni protilatky proti STAT3, STAT3p705 aKi67
(viz Tab. 6). Detekce STAT3 a Ki67 byla provedena na Benchmark Ultra stainer
(Ventana/Roche) za vyuziti detekéniho kitu Ventana OptiView DAB IHC. Detekce
STAT3p705 byla provedena na systétmu Agilent/Dako Omnis (Agilent) za vyuziti
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detekéniho kitu EnVision Flex. Pripravené vzorky byly digitalizovany pomoci Leica Aperio
AT2 slide scanner (Leica Biosystems) a vyhodnoceny softwarem Aperio ImageScope (Leica
Biosystems). Zhodnoceni IHC zbarveni bylo proveden jednim patologem a bylo

zaznamenano procento pozitivné zbarvenych bun€k a intenzita zbarveni.

Tab. 6. Ptehled pouzitych primarnich protilatek pro IHC

Nazev protilatky Vyrobce Redéni
anti-Ki67 Ventana ,ready to use
anti-STAT3 CellSignaling Technology 1:400
anti-STAT3p705 CellSignaling Technology 1:100

3.2.11.In vivo experiment

3.2.11.1 Implantace bunék Ul I18MG do modelového organismu
Implantace bun¢k U118MG do modelového organismu, tzv. nu-nu mysi, byla
provedena ve spolupréci s vivariem Lékaiské fakulty v Hradci Kralové subkutdnng
do pravého a levého boku, tj. ve dvou vpiSich do kazdé mysi. Bunécna suspenze pro jeden
vpich obsahovala 3 miliony bun¢k resuspendovanych v 1x PBS. Implantace byla provedena
do 16 nu-nu mysi rozdélenych do 4 skupin (viz Tab. 7). Nadory rostly po dobu 2 tydnd,

béhem nichz byl jejich vyvoj sledovan pohledem a pohmatem.

Tab. 7. Rozdéleni skupin in vivo experimentu

Nazev skupiny Pocet mysi Ovlivnéni
A 3 Kontrolni skupina
B 2 FLU 10 mg/kg
C 2 FLU 25 mg/kg
D 3 TMZ 0,9 mg/kg

Od 15. dne od implantace bylo ptislusné 1é¢ivo podavéano peroralni sondou po dobu
dal§ich 2 tydnl, a to kazdy den. LéCiva TMZ a FLU byla pfipravena rozpusténim

v 1 % roztoku methylcelul6zy.
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Ukonceni pokusu bylo provedeno usmrcenim nu-nu mysi 24 h po podani posledni
davky ptislusného léciva. Cilové tkané po usmrceni zvifete byly odebrany do pfipravenych
zkumavek a podrobeny dalSim analyzam. Velikost a hmotnost vzniklych néadorti byla

zaznamenana a ziskané nadory byly pouzity pro IHC analyzu, analyzu RNA a proteint.

Nadory uréené pro IHC analyzu byly ulozeny do 4 % formalinu a posléze zalité
do FFPE blocku. Nadory uréené pro analyzu RNA a proteinti byly zamrazeny v tekutém
dusiku a ulozeny do -80 °C.

3.2.11.2. Zpracovani nadorii z modelového organismu pro analyzu RNA
Nédory ziskané z nu-nu mysi byly homogenizovany pomoci pfistroje TissueLyser —
k nadoru v 2 ml mikrozkumavce bylo ptidano 200 pl TRISOL reagentu a kovova kulicka.

Takto ptipravené zkumavky byly vloZeny do pfechlazeného nastavce a homogenizovény.

Izolace RNA byla provedena pouzitim komeréné dostupného kitu GeneAll
Hybrid-R. V prvnim kroku bylo k homogenatu ptidano 200 pl chloroformu a po 2 min
inkubace pfi pokojové teploté byla smés centrifugovana 15 min pfi 4 °C. Nasledné byla
RNA izolovana kolonkovou metodou a jeji koncentrace byla ur€ena na ptistroji NanoDrop
ND-2000 UV/Vis spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific), pfi€emZ pomér absorpci
A260/A280 byl u vSech vzorkl vétsi nez 1,8. Kvalita ziskané RNA byla ovéfena pomoci
pfistroje Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) a hodnota RIN byla u vSech vzorki vys$si nez 8.

Dalsi analyza RNA vzorku byla provedena stejné jako v ptipadé€ in vitro analyzy, jak

bylo popsano vyse.

3.2.11.3. Zpracovani nadorii z modelového organismu pro analyzu proteinii

K nadorlim ziskanym z nu-nu mysi bylo pfidano v zavislosti na jejich velikosti
50-100 pl lyzaéniho pufru (50 mM Tris/HCIl, 150 mM NaCl, 10% glycerol,
1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 40 mM B-glycerolfosfat, 50 mM NaF,
10 mM pyrofosfat sodny, 200 uM Na3VO4, 2 mM DTT). Ke vSem vzorkiim byla
do mikrozkumavek piidana kovova kulicka a vzorky byly vlozeny do predchlazené¢ho

nastavce prtistroje TissueLyser, jehoz pomoci byly homogenizovany.
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Homogenizované vzorky byly umistény na led a dale zpracovany pomoci injekéni
stiikacky s jehlou. Zpracovany homogenat byl ponechan 20 min na ledu a centrifugovan

10 min pii 4 °C.

Takto pfipravené vzorky byly pouzity ke stanoveni koncentrace bilkoviny BCA

metodou a k provedeni analyzy Western blot (viz vyse).

3.2.12.Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena v softwaru GraphPad Prism 6.0. Pro jejich
zhodnoceni byla vyuzita metoda TWO-WAY ANOVA nasledovand Sidakovym testem
pro viceéetnd porovnani. Vysledky meétfeni jsou vyjadfeny jako primérnd hodnota
+ smérodatnd odchylka z nejméné dvou nezavislych experimenti. Statistickd vyznamnost

vyjadiend symbolem * odpovida hlading spolehlivosti az do p < 0,05.

Hodnota poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace IC50 byla vypocitana metodou

nelinearni regrese v programu GraphPad Prism 6.0.
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4. Vysledky

4.1. VysledKky in vitro experimentu

4.1.1. Vliv FLU a TMZ na viabilitu a proliferaci bunék A172 a T98G

Vliv FLU a TMZ na viabilitu GBM bun¢k byl stanoven u bunécnych linii A172
a T98G, které byly ovlivnény rtiznymi koncentracemi TMZ (10 uM; 25 uM; 50 uM;
100 uM; 250 uM; 375 uM; 500 uM; 1000 uM a 1500 uM) a riiznymi koncentracemi FLU
(0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 5 uM a 10 uM) po 48 h inkubaci. Na zaklad¢

ziskanych dat byla stanovena hodnota IC50 pro obé¢ testovana léciva.

Tab. 8. Hodnoty IC50 u stabilizovanych bun&énych linii GBM

IC50 [pM]

‘ TMZ FLU
A172 ‘ 1840,0 3,959
T9I8G 3255,0 2,181

Obé testované GBM bunécné linie vykazovaly vyssi citlivost k ovlivnéni FLU,
pticemz citlivgjsi byly buiiky T98G, jejichz IC50 FLU bylo 2,181 pM. Nejvyssi citlivost
k 1é€bé TMZ vykazovaly buniky A172, jejichZ koncentrace IC50 byla 1840 pM.

Na zakladé prvotniho testovani byl dale posouzen vliv TMZ a FLU na viabilitu bun¢k

v dal$ich Casovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h; viz Obr. 6).

TMZ nevyvoléaval ani u jedné testované GBM bunécné linie signifikantni sniZeni

viability ve vSech testovanych ¢asovych intervalech.

FLU wvyvolaval c¢asové a koncentracné =zavisly efekt na wviabilitu bungk,
a to predevsim u bun¢k T98G, ve vyssich koncentracich také u bunék A172. Jiz pii ovlivnéni
nejnizsi testovanou koncentraci (0,5 uM) dochazelo ke statisticky signifikantnimu snizeni

viability bunék u vSech testovanych bunéénych linii po 48 h inkubace.
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Obr. 6. Vliv vybranych koncentraci TMZ a FLU na viabilitu GBM bun¢k A172 a T98G
v riznych ¢asovych intervalech (24 h, 48 h, 72 h) stanoveny metodou WST-1. *p < 0,05 vs

neovlivnéna kontrola.

U bun€k T98G dochazelo také po ovlivnéni 0,5 uM FLU k signifikantnimu sniZeni

viability i po 72 h od ovlivnéni.

Vyrazny efekt FLU na proliferaci GBM bunéénych linii byl dale potvrzen také
za vyuziti systému xCELLigence (Obr.7). Buiikky A172 a T98G byly ovlivnény 0,5 uM
a2 uM FLU a jejich proliferace byla sledovana kontinualné po celkovou dobu 96 h (tedy

72 h po ovlivnéni).

U bunék T98G doslo po inicialnim ovlivnéni FLU k postupnému sniZeni proliferace
a v prubéhu celého sledovaného obdobi nedoslo k jejimu obnoveni. U bun¢k A172 bylo
mozné pozorovat postupné obnoveni proliferace bunék po jejim pocate¢nim snizeni, po celé

sledované obdobi vSak prolifera¢ni schopnost bun¢k zlstavala snizena.

Na zakladé téchto vysledkl byly pro dalsi testovani zvoleny koncentrace 500 uM
pro TMZ a 0,5 uM pro FLU.

58



Al172

Kontrola

FLU 0,5 uM

I | FLU 2 um

80 LAy B 20

Kontrola

FLU 0,5 uM
FLU 2 uM

Obr. 7. Vliv 0,5 uM a 2 uM FLU na proliferaci GBM bun¢k A172 a T98G stanoveny

systémem xCELLigence. Cas ovlivnéni je oznacen Sipkou.

4.1.2. Vliv FLU a TMZ na morfologii bunék A172 a T98G

Morfologie bun¢k a jeji zmény byly pozorovany pomoci fazové kontrastni
mikroskopie. Buiikky A172 a T98G byly ovlivnény 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU
a pozorovany 24 h, 48 h a 72 h po ovlivnéni.
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Obr. 8. Vliv 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU na morfologii GBM bun&k A172 a T98G po 48 h

od ovlivnéni. Zvétseni 400x, méfitko 30 pm.

Po podani 500 uM TMZ nedochazelo k vyraznéjSim zméndm v poctu nebo
morfologii bunék, jejich tvar zistaval stejny jako u kontrolnich, neovlivnénych bun¢k.
Naproti tomu po podani 0,5 uM FLU dochazelo ke zménam v morfologii bun¢k a v ptipadé
bun¢k T98G ik viditelnym zméndm v poctu bunck. Jednotlivé buniky se zmenSovaly,

zaoblovaly a u bunék A172 dochézelo k viditelnym ztratdm dlouhych bunéénych vybezkii.

Bunky postupné ztracely svou adherenci ke dnu kultivacni lahve, uvolnovaly se
domédia a vjejich membrandch vznikaly puchyikovité vybézky. Déle bylo moZné

pozorovat vznik vicejadernych bunék a bunék vykazujicich znamky bunééné smrti.

4.1.3. Vliv FLU na mikrotubularni sit’ bunék A172 a T98G

Vliv FLU na polymerizaci mikrotubulii a mikrotubuldrni cytoskelet bunck A172
a T98G byl pozorovan pomoci fluorescencni mikroskopie. Buiiky byly ovlivnény riiznymi
koncentracemi FLU (100 nM, 250 nM, 500 nM, 750 nM a 1000 nM) po dobu 2 h a nasledné

imunofluorescencné obarveny.

Pro stanoveni vlivu FLU na polymerizaci mikrotubulli byla pozorovéana pfitomnost
a mnozstvi EBI/EB3 proteinli. UZ po ovlivnéni nejnizsi koncentraci FLU (100 nM) bylo
mozné pozorovat vyrazné snizeni mnozstvi EB1/EB3 komet u obou testovanych bunéénych
linii, k vyrazn€j$imu snizeni dochézelo u bun¢k T98G. Pii ovlivnéni vys$simi koncentracemi

FLU (500 nM, 750 nM a 1000 nM) doslo k velkému vymizeni EB1/EB3 komet (Obr. 9).
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Obr. 9. Vliv vybranych koncentraci FLU na polymerizaci mikrotubulli pozorovany
prostiednictvim imunofluorescenéniho barveni proti EB1/EB3 proteinim u GBM

bunécnych linii A172 a T98G. ZvétSeni 1000x, métitko 10 pm.

61



Néslednym uréenim mnozstvi EB1/EB3 komet v jednotlivych pozorovanych
buiikach a jejich znormalizovani na jednotku velikosti bunék (EB1/EB3 komety/um?) bylo
mozné také kvantitativné porovnat efekt na snizeni polymerizace u bun¢k A172 a T98G. Byl
potvrzen vyrazné€jsi efekt FLU u bunék T98G a obecné vyrazného inhibi¢niho efektu FLU
na polymerizaci mikrotubulli. Snizeni mnozstvi EB1/EB3 ¢astic bylo u vSech testovanych

koncentraci FLU statisticky vyznamné.
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Obr. 10. Inhibi¢ni efekt FLU na polymerizaci mikrotubulti u GBM bunéénych linii A172

a T98G. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Nasledné jsme pozorovali vliv FLU na strukturu a organizaci mikrotubuld v bunikach
A172 a T98G. Pro stanoveni tohoto vlivu byla pozorovéana architektura o-tubulinové sité
v buiikdch a také organizace dvou nejastéjSich posttranslacnich modifikaci a-tubulinu

(tyrosinovaného a acetylovaného a-tubulinu).

cvwr

koncentraci FLU (500 nM, 750 nM a 1000 nM) dochazelo k poruSeni zékladni sité
a-tubulinu a zménam v distribuci jeho posttransla¢nich modifikaci u obou testovanych
bunécnych linii (Obr. 11 a Obr. 12). Tvar tubulinové sité se zaobloval, konce tubulinovych

vldken se stacely a celkova organizace tubulind byla ptisobenim FLU porusena.

Piedevsim u bunék T98G, v mensi mire také u bunek A172 dochazelo ke zdanlivému
sniZeni intenzity zbarveni acetylovaného-a-tubulinu. Proto jsme pro stanoveni piipadného
snizeni exprese této posttranslatni modifikace provedli testovani hladin proteint

acetylovaného-a-tubulinu u bunék A172 a T98G pomoci Western blotu (Obr. 13).

62



Kontrola
(DMSO)

FLU
100nM

FLU
250nM

FLU
500nM

FLU
750nM

FLU
1000nM

Obr. 11. Vliv riznych koncentraci FLU na mikrotubularni cytoskelet u GBM bunécné linie
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A172 pozorovany pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. Zvétseni 600x, méfitko 10 um.
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Obr. 12. Vliv riznych koncentraci FLU na mikrotubularni cytoskelet u GBM bunécné linie

T98G pozorovany pomoci fluorescencni mikroskopie. Zvétseni 600x, méfitko 10 pm.
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Obr. 13. Exprese acetylovaného-a-tubulinu na Grovni proteinii stanovend metodou Western
blot u GBM bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych riznymi koncentracemi FLU

za vyuziti a-tubulinu jako referen¢niho proteinu.

Udaje zobrazené na Obr. 13 dokazuji, Ze pii ovlivnéni bun&k vy3simi koncentracemi
FLU (750 nM a 1000 nM) dochazelo ke snizeni hladiny acetylované modifikace a-tubulinu

(v poméru k celkové hladin€ a-tubulinu v bunkach), ovS§em toto snizeni nebylo signifikantni.

Dale jsme u bun€k A172 a T98G stanovovali zmény v hladinach pfitomnosti proteint
a-tubulinu a BII-tubulinu (za vyuzZiti GAPDH jako referenéniho genu) po ovlivnéni

500 nM FLU v rtznych ¢asovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h).

A172 T98G

24h 48h 72h 24h 48h 72h

Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU

500nM 500nM 500nM Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU

500nM 500nM 500nM
— — — Blll-tubulin . — — —— —
1,00 056 1,00 107 1,00 0,35* ys et R e 0,61
N — — — — a-tubulin S s GEEP e S —
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Obr. 14. Exprese a- a BllI-tubulinu na urovni proteinli stanovena metodou Western blot
u GBM bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych 500 nM FLU po dobu 24 h, 48 ha 72 h

za vyuziti GAPDH jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

U obou testovanych bunécnych linii dochéazelo vlivem 500 nM FLU k ovlivnéni

hladin proteint o- a PIII-tubulinu, k nejvyraznéjSimu poklesu dochazelo u bunck A172
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po 72 h inkubace. U bun¢k T98G dochézelo k signifikantnimu snizeni hladiny a-tubulinu
po 72 h inkubace. Hladina a-tubulinu se snizovala u obou testovanych bunécnych linii
ve vSech ¢asovych intervalech, zatimco hladiny BIII-tubulinu byly ptisobenim FLU snizeny

ve vSech ¢asovych intervalech u bunék T98G a u bunék A172 pouze po 24 h a 72 h inkubace.

4.1.4. Vliv FLU na cytoskelet bunék A172 a T98G

Vliv FLU na dalsi ¢asti bunécného cytoskeletu byl stanoven u bunék A172 a T98G
ovlivnénych rtiznymi koncentracemi FLU (100 nM, 250 nM a 500 nM). Bunky byly
ovlivnény, inkubovéany 2 h a poté imunofluorescenéné obarveny protilatkami proti F-aktinu

zastupujicim mikrofilamenta a vimentinu zastupujicim intermedidrni filamenta.

U bunék A172 1 T98G (Obr. 15 a Obr. 16) dochazelo jiz po podani nejnizsi
koncentrace FLU (100 nM), ale také po podéani vSech ostatnich koncentraci ke zméndm
ve struktufe a organizaci vSech tii slozek bunécného cytoskeletu. U bun¢k A172 dochazelo
ke kondenzaci F-aktinu v okrajovych castech bunky, k postupnému zakrucovani
a-tubulinovych vlaken a ve vysSich koncentracich FLU (500 nM) buiiky ztracely vybézky
tvofené a-tubulinem. Po podani 500 nM FLU byla u bunék A172 vyvolana také ztrata
dlouhych bunécnych vybeézkl tvofenych vimentinem a kondenzace vimentinu v centru

bunky.

Také u bunck T98G dochédzelo k poruseni cytoskeletdlni sit€. U vSech tii
pozorovanych slozek dochédzelo k postupnému zakiiveni koncti vldken a celkovému
zakulacovani bunék. U obou bunécnych linii bylo mozné po podani FLU pozorovat vyrazné

zmenSovani bunééného objemu.

Na zakladé¢ ziskanych mikroskopickych obrazi byla dale provedena analyza velikosti
bunck obou GBM bunéénych linii A172 a T98G (Obr. 17) a porovnani této velikosti u bun¢k
kontrolnich a bun€k ovlivnénych jednotlivymi koncentracemi FLU (100 nM, 250 nM
a 500 nM).
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Obr. 15. Vliv riznych koncentraci FLU na cytoskelet GBM bunééné linie A172 pozorovany

pomoci fluorescenéni mikroskopie. Zvétseni 600x, métitko 10 pm.
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Obr. 16. Vliv riznych koncentraci FLU na cytoskelet GBM bunééné linie T98G pozorovany

pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. ZvétSeni 600x, méfitko 10 um.
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Obr. 17. Zmény velikosti bunék GBM bunécnych linii A172 a T98G po ovlivnéni FLU

riznymi koncentracemi. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

U obou testovanych bunécnych linii se statisticky vyznamné snizovala velikost
bun¢k jiz po podani nejnizsi testované koncentrace FLU (100 nM). Tento efekt byl

vyrazné€jsi u bun€k TI8G, jejichzZ velikost v neovlivnéné kontrole byla vyrazné vétsi.

U bunc¢k A172 mély vSechny pouzité koncentrace FLU stejny vliv na zmensSeni

exponovanych bunék.

4.1.5. Vliv FLU na aktivaci a expresi STAT3 u bunék A172 a T98G

Vliv FLU na expresi STAT3 byl stanoven na Grovni proteinli metodou Western blot
a na urovni mRNA pomoci RT-PCR, zatimco vliv FLU na aktivaci STAT3 byl stanoven
na urovni proteinii meéfenim hladiny aktivované formy proteinu (phospho-STAT3 (Tyr705))
metodou Western blot. GBM bunétné linie A172 a T98G byly ovlivnény raznymi
koncentracemi FLU (0,25 puM; 0,5 uM a 1 pM) a inkubovédny v riznych casovych
intervalech (24 h, 48 ha 72 h).
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Obr. 18. Relativni mnozstvi STAT3 mRNA u GBM buné&énych linii A172 a T98G
ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 24 h, 48 h a 72 h, stanoveno za vyuziti TBP
jako referenéniho genu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola 24 h, #p < 0,05 vs neovlivnéna

kontrola 48 h, xp < 0,05 vs neovlivnéna kontrola 72 h.

U obou testovanych buné¢nych linii se snizovalo relativni mnozstvi STAT3 mRNA
po ovlivnéni 0,5 uM FLU po dobu 24 h a 48 h. Toto snizeni bylo statisticky vyznamné
u bunééné linie A172 po 24 h148 h od ovlivnéni. U bunééné linie T98G pak bylo toto sniZeni
signifikantni pouze po 48 h, zdrovenn dochéazelo k statisticky vyznamnému snizeni

relativniho mnozstvi STAT3 mRNA po 72 h od ovlivnéni 0,5 uM FLU.

U bunék T98G bylo zarovenn mozné pozorovat vyrazné zvySovani relativniho
mnozstvi STAT3 mRNA v ¢ase, u bun€k A172 naproti tomu dochédzelo po 48 h inkubace

ke sniZeni relativniho mnoZstvi STAT3 mRNA a po 72 h inkubace k jeho signifikantnimu

Y It
zvyseni.
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24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU  Kontrola FLU
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—_— - a. P
1,00 0,53 1,00 1,34 1,00 0,38*%
1,00 0,03* 1,00 0,50*
. W e—— — —— STAT3 T T G S
1,00 3,69* 1,00 1,53 1,00 0,96 1,00 0,71 1,00 0,93 1,00 0,55
— d g S S, GAPDH A, P — — .

e

Obr. 19. Exprese STAT3 a jeho fosforylované formy na Grovni proteinit u GBM bunéénych
linii A172 a T98G ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 24 h, 48 h a 72 h, stanoveno za vyuZziti

GAPDH jako referencniho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.
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Na zéklad¢ vysledki ziskanych stanovenim relativniho mnozstvi STAT3 mRNA
byla exprese a také aktivace molekuly STAT3 u bunék A172 a T98G ovlivnénych
0,5 uM FLU po dobu 24 h, 48 h a 72 h stanovena dale na irovni proteind.

Také na arovni proteini bylo mozné pozorovat nesignifikantni snizeni exprese
STAT3 u bunek T98G ve vsech Casovych intervalech, nejvyraznéjsi snizeni exprese pak
bylo pozorovano 72 h po ovlivnéni. Naproti tomu u bunék A172 nebylo pozorovano snizeni
exprese STAT3 po ovlivnéni 0,5 uM FLU na urovni proteini v zadném z testovanych

¢asovych intervaltl.

Vysledky ziskané stanovenim relativniho mnozstvi STAT3 mRNA a exprese STAT3

na urovni proteinti nevykazovaly vzdjemnou korelaci.

U obou testovanych bunécénych linii ale dochazelo plsobenim 0,5 pyM FLU
ke sniZzeni hladiny fosforylovaného STAT3 (phospho-STAT3 (Tyr705)) a tedy aktivované
formy STAT3. U bun¢k A172 bylo toto snizeni ptitomnosti aktivované formy STAT3
pozorovatelné 48 h a72h po ovlivnéni, pficemz k nejvyraznéj§imu snizeni hladiny
fosforylovaného STAT3 dochézelo 48 h po ovlivnéni FLU. U bun¢k T98G se hladiny
aktivovaného STAT3 sniZovaly po 24 h a 72 h od ovlivnéni, pficemz statisticky signifikantni

sniZeni jeho hladiny bylo moZné pozorovat 72 h po ovlivnéni FLU.

Pro $irsi testovani efektu FLU na aktivaci a expresi STAT3 na Grovni proteini byly
dale buné&cné linie A172 a T98G ovlivnény riznymi koncentracemi FLU (0,25 uM; 0,5 uM
a l uM) po dobu 48 h.
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Obr. 20. Exprese STAT3 a jeho fosforylované formy na Grovni proteinti u GBM bunéénych
linii A172 a T98G ovlivnénych riznymi koncentracemi FLU po dobu 48 h, stanoveno

za vyuziti GAPDH jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

U bunék A172 bylo mozZné pozorovat sniZzeni exprese fosforylovaného STAT3
po ovlivnéni vy§§imi koncentracemi FLU (0,5 uM a 1 uM), pfi¢emz statisticky signifikantni
snizeni jeho hladiny bylo mozné pozorovat po ovlivnéni 1 uM FLU. Byl také zaznamenan
koncentra¢né zavisly u¢inek FLU na expresi STAT3 a jeho fosforylované formy u bun¢k

Al72.

SniZenou expresi STAT3 bylo mozné pozorovat také u bunék T98G ovlivnénych
vSemi testovanymi koncentracemi FLU, toto sniZeni ale nevykazovalo zavislost na podané
koncentraci latky. Ke statisticky vyznamnému sniZzeni hladiny STAT3 dochazelo
po ovlivnéni 1 pM FLU. SniZeni exprese fosforylovaného STAT3 bylo moZné pozorovat

po podani 0,25 uM FLU a 1 uM FLU.

4.1.6. Vliv FLU na bunécny cyklus a aktivaci kaspaz u bunék A172 a T98G

Pro stanoveni vlivu FLU na expresi markerti buné&ného cyklu byly buiiky A172
a T98G ovlivnény 0,5 uM FLU po dobu 48 h a markery byly stanoveny na tGrovni proteint
metodou Western blot. Na zikladé vysledkidl ziskanych z ptfedchozich experimentd,
vypovidajicich o vlivu FLU na expresi a aktivaci STAT3, byly do této analyzy zatazeny
bunky A172 a T98G, které byly transfekovany siRNA proti STAT3. Také u takto
pfipravenych bun€k byla stanovena exprese markerl souvisejicich s bunéénym cyklem

metodou Western blot.
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Obr. 21. Exprese markerti spojenych s bunéénym cyklem u GBM bunécnych linii A172
a T98G ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 48 h nebo transfekovanych STAT3-siRNA
(50 nM) stanovena na Urovni proteini pomoci metody Western blot za vyuziti GAPDH

jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

FLU sniZzoval u obou bunéénych linii A172 a T98G expresi STAT3 a jeho
fosforylované formy (Obr. 21), u bunék A172 bylo toto sniZeni exprese srovnatelné jako
u bunék transfekovanych pomoci STAT3-siRNA. U bunék T98G dochazelo po ovlivnéni
FLU k vyznamnému snizeni exprese STAT3, zatimco u bunék T98G transfekovanych

pomoci STAT3-siRNA vyznamné poklesla exprese STAT3 i jeho fosforylované formy.

U bunék A172 vyvolavala 0,5 uM FLU zvySeni exprese proteint p53 a p21. ZvySeni
exprese p53 bylo mozné pozorovat také u bunék A172 transfekovanych STAT3-siRNA.
FLU dale vyvolaval také vyrazné sniZzeni exprese cdk!1 a cyklinu B1, které bylo také viditelné

u bunék transfekovanych pomoci STAT3-siRNA.

Po ovlivnéni FLU dochézelo u bunék T98G ke snizeni exprese proteinti p53, p21,
cdkl a cyklinu B1. SniZeni hladin téchto proteinti bylo mozné pozorovat také u bun€k T98G
transfekovanych pomoci STAT3-siRNA, pfiCemz statisticky vyznamné bylo toto sniZeni

v ptipad¢ proteini p21 a cyklinu B1.
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Vzhledem k témto vysledkiim naznacujicim ovlivnéni bunééného cyklu plisobenim
0,5 uM FLU byla provedena analyza distribuce bunééného cyklu pomoci pritokové

cytometrie. Buniky A172 a T98G byly ovlivnény 0,5 uM po dobu 12 h a 24 h a nésledné
analyzovany (Obr. 22).
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Obr. 22. Distribuce bunééného cyklu u GBM bunécnych linii A172 a T98G ovlivnénych
0,5 uM FLU po dobu 12 h a 24 h analyzovana pomoci prutokové cytometrie. *p < 0,05 vs

neovlivnéna kontrola.

JiZ po 12 h od ovlivnéni pomoci 0,5 uM FLU dochazelo k vyznamnym zménam
bunééného cyklu u obou testovanych bunéénych linii A172 a T98G. Po 12 h se vyrazné
snizoval pocet bun¢k v G1 fazi (30,16 % u bunck A172 a 12,13 % u bunc¢k T98G) a zaroven
se bunky hromadily v G2/M fazi (51,45 % u bun¢k A172 a 64,77 % u bunck T98G). Tento
efekt byl jesté ztetelngjsi po 24 h ovlivnéni 0,5 uM FLU, kdy se podil bunék v G1 fazi déle
sniZzoval (9,3 % u bun€k A172 a 11,92 % u bunék T98G) a naopak vyrazné zvySoval pocet
bunék v G2/M fazi (78,19 % u bun¢k A172 a 76,35 % u bun¢k TI8G).
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kaspaz 3 a 7 u bunécnych linii A172 a T98G. Bunky byly ovlivnény 0,5 uM FLU po dobu

4 h, 8 h, 16 h a 24 h a aktivita kaspaz byla stanovena luminiscen¢nim testem.

A172
4004
* @@ kontrola @@ kontrola
4h oviivnéni 4h ovlivnéni
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% neovlinéné kontroly
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kaspazy 3/7 kaspaza 8 kaspaza 9 kaspazy 3/7 kaspaza 8 kaspaza 9

.....

A172 a T98G ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 4 h, 8 h, 16 h a 24 h stanovend pomoci
luminiscen¢niho méfeni. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

.....

kaspaz 8 a 9, u bunék A172 bylo toto zvySeni pozorovéano predevsim v delSich ¢asovych
intervalech (16 h a 24 h), zatimco u bun¢k T98G dochdzelo ke statisticky vyznamnému

zvyseni aktivity téchto kaspaz ve vSech testovanych casovych intervalech.

Po ovlivnéni FLU se také zvySovaly aktivity efektorovych kaspaz 3/7 u obou
bunécnych linii A172 a T98G. Zvyseni aktivity vykazovalo ¢asovou zavislost, u obou linii
bylo pozorovano nejvyraznéjsi zvyseni aktivity kaspaz 3/7 po 24 h inkubace. U bun¢k A172
dochazelo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity kaspdz 3/7 v delSich Casovych
intervalech (16 h a 24 h). Naproti tomu u bun¢k T98G bylo zvySeni aktivity téchto kaspaz

statisticky signifikantni ve vSech testovanych casovych intervalech.

4.1.7. Vliv FLU a TMZ na viabilitu a proliferaci GBM primarnich kultur

V dalsim kroku tohoto projektu bylo pfistoupeno k ovétreni efektu FLU na viabilitu
a proliferaci GBM primérnich kultur odvozenych z pacientskych vzorkli ziskanych
od pacientll podstupujicich chirurgickou resekci GBM ve Fakultni nemocnici v Hradci

Kralové.

Pro toto stanoveni bylo vyuzito 23 GBM primarnich kultur (viz Tab. 9), které byly
ovlivnény riznymi koncentracemi FLU (0,5 uM; 1 uM; 2uM; 3uM a 5 uM).
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Pro porovnani byly stejné primarni kultury dale ovlivnény rtiznymi koncentracemi TMZ
(50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM a 1000 uM) a pro obé testovana lécCiva byl stanoven
jejich vliv na viabilitu GBM priméarnich kultur. Na zaklad¢é ziskanych dat byly stanoveny
hodnoty IC50 pro jednotliva 1éCiva u kazdé testované GBM primarni kultury.

Tab. 9. Hodnoty IC50 u GBM primdrnich kultur

IC50 [uM]

TMZ FLU

GBM24 6249,0 0,510
GBM25 2742,0 1,026
GBM26 2941,0 8,145
GBM27 7383,0 2,024
GBM31 1664,0 4,153
GBM40 2830,0 7,655
GBM41 2317,0 7,382
GBM44 3898.0 1,433
GBM46 3219,0 1,444
GBM49 1601,0 0,661
GBM50 990,3 2,762
GBMS51 2946,0 9,350
GBMS53 1835,0 2,422
GBM57 5480,0 2,937
GBMS58 2572,0 3,013
GBM59 35435,0 2,978
GBM64 2076,0 2,119
GBMG66 6945.0 1,736
GBM67 1187,0 8,618
GBMG69 1468,0 2,093
GBM71 25 852,0 2,084
GBM72 11 236,0 3,376
GBM73 1300,0 1,753
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Vsechny testované GBM priméarni kultury vykazovaly vyssi citlivost k FLU, IC50
hodnotou 9,350 uM (pro GBMS51). Citlivost téchto GBM primarnich kultur k TMZ byla
vyrazné nizsi, hodnoty IC50 pro toto 1éCivo byly u vSech testovanych primarnich kultur
nasobn¢ vyssi. Nejvetsi citlivost k TMZ vykazovaly bunky GBMS50, u kterych byla IC50
pro TMZ rovna 990,3 uM, nejvyssi IC50 pro TMZ pak bylo stanoveno u bunék GBM59
(35435,0 uM).

Na zaklad¢ vysledki primarniho stanoveni citlivosti bunék k FLU a s ohledem
na jejich mnozstvi a schopnost ristu v ramci bunééné kultivace byly pro dalsi testovani

vybrany GBM primérni kultury GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73.

Utinek FLU na vybrané GBM primarni kultury byl nasledné potvrzen také
pfi analyze jejich proliferace pomoci pfistroje XCELLigence (Obr. 19 a Obr. 20). Bunky
GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73 byly ovlivnény 0,5 uM FLU a2 uM
FLU a vliv 1é¢iva na jejich proliferaci byl sledovan dalSich 72 h po ovlivnéni (tedy celkové

po dobu 96 h).
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Obr. 24. Vliv 0,5 uM a 2 uM FLU na proliferaci GBM primarnich kultur GBM49, GBMS50

a GBM57 stanoveny za vyuziti systému xCELLigenge. Cas ovlivnéni je vyznacen $ipkou.
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Obr. 25. V1iv 0,5 uM a 2 uM FLU na proliferaci GBM primarnich kultur GBM 71, GBM72

a GBM73 stanoveny za vyuziti systému xCELLigence. Cas ovlivnéni je vyznaden Sipkou.
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Po ovlivnéni 2 pM FLU dochézelo u vSech testovanych GBM primarnich kultur
k vyraznému snizeni proliferace bun¢k. U primdrnich kultur GBM50, GBM57, GBM71
a GBM72 zistavaly hodnoty bunécného indexu po inicialnim ovlivnéni témér neménné
po celou dobu inkubace. U bunck GBM49 bylo v delSich casovych intervalech
pozorovano mirné obnoveni proliferace po inicidlnim prudkém poklesu, zatimco u bunck
GBM73 byl zaznamenam odlisny trend, a to nevyznamné inicidlni snizeni proliferace

s postupnym dal$im a setrvalym poklesem hodnot buné¢ného indexu v Case.

U primarnich kultur GBM50 a GBM57 dochézelo také po ovlivnéni 0,5 uM FLU
ke snizeni bunécné proliferace, jejiz hladina pak zistavala po celou inkubacni dobu
neménnd. Vyraznéjsi snizeni proliferace pak bylo mozné pozorovat u GBM primarni kultury
GBM57, kde sniZeni hodnoty bunécného indexu po ovlivnéni 0,5 uM FLU bylo srovnatelné

s jeho sniZzenim po ovlivnéni 2 uM FLU.

Po podani 0,5 uM FLU dochazelo u primarnich kultur GBM49, GBM71 a GBM72
k inicidlnimu sniZeni bunééné proliferace, v pribéhu dalsi inkubace byl vsak tento trend
zvracen, hladiny bunécného indexu vSak zistavaly niz$i neZz u neovlivnéné kontroly.
Ovlivnéni 0,5 uM FLU nemélo u primarni kultury GBM73 Zadny vliv na proliferaci téchto

bunék.

4.1.8. Vliv FLU a TMZ na morfologii vybranych GBM primarnich kultur

Na zakladé rozdilnych hodnot v pfedchozim testovani bunécné viability a proliferace
byla studovdna morfologie GBM primarnich kultur GBM49, GBM50 a GBM72 a jeji
ovlivnéni ptisobenim 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU. Burnky byly pozorovany 24 h,48 ha 72 h

po ovlivnéni pomoci fazoveé kontrastni mikroskopie.
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Obr. 26. Vliv 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU na morfologii GBM primarnich kultur GBM49,
GBM50 a GBM72 po 48 h od ovlivnéni pozorovany pomoci fazové kontrastni mikroskopie.

Zvétseni 400x, metitko 30 pM.

U primarnich kultur GBM49 a GBM72 nevyvolavala 500 pM TMZ vyrazné zmény
v morfologii bunék a jejich poctu, bunky si zachovavaly stejny tvar jako u neovlivnéné
kontroly. U bunék GBMS50 dochézelo po podani 500 uM TMZ k optickému sniZeni poctu

bunék, bunky si vSak 1 nadale zachovavaly charakteristicky tvar a morfologii.

Po ovlivnéni GBM primérnich kultur 0,5 uM FLU po dobu 48 h klesal u vSech
testovanych linii pocet bun€k, nejvyraznéjsi byl tento efekt u bunék GBM49, kde bylo takeé

mozné pozorovat zmeény v morfologii bunek, zakulacovani bun¢k a vznik mnohojadernosti.

4.1.9. Vliv FLU na expresi tubulini u GBM primarnich kultur

U vSech testovanych GBM primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71,
GBM?72 a GBM73) byl nésledné stanoven vliv 0,5 uM FLU na expresi a- a BIII-tubulinu
na urovni proteinti metodou Western blot. Buiiky byly ovlivnény vyse uvedenou koncentraci

FLU, inkubovany 48 h a nasledn¢ pouzity pro analyzu.
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Obr. 27. Vliv 0,5 uM FLU na expresi a- a BllI-tubulinu na arovni proteint u GBM
primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73) po 48 h
od ovlivnéni stanoveny metodou Western blot za vyuZiti GAPDH jako referen¢niho

proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

FLU po 48 h plsobeni snizoval expresi a-tubulinu u vsech testovanych GBM
primarnich kultur, statisticky vyznamné bylo toto snizeni u bunék GBM49, GBM71
a GBM72. U ostatnich testovanych GBM primarnich kultur (GBM50, GBM57 a GBM73)

také dochazelo k mirnému sniZeni hladiny a-tubulinu pisobenim 0,5 uM FLU.

U bunék GBM71, GBM72 a GBM73 dale vyznamné klesala po 48 h pulsobeni
0,5 uM FLU hladina BIII-tubulinu oproti neovlivnéné kontrole. Také u bunék GBMS50
dochézelo po ovlivnéni FLU k mirnému snizeni exprese tohoto proteinu, u primarnich kultur

GBM49 a GBM57 ziistavaly hladiny BIII-tubulinu po ovlivnéni FLU pfiblizn¢ neménné.

4.1.10.Vliv FLU na expresi STAT3 u GBM primarnich kultur

Vliv FLU na expresi STAT3 byl u GBM primarnich kultur stanoven na trovni
mRNA a proteind. V prvnim kroku byla porovndna exprese STAT3 u jednotlivych
testovanych GBM primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72
a GBM73) na irovni mRNA metodou RT-PCR.
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Obr. 28. Relativni mnozstvi STAT3 mRNA u GBM priméarnich kultur (GBM49, GBM50,
GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73) inkubovanych po dobu 48 h analyzované metodou

RT-PCR za vyuziti TBP jako referen¢niho genu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Jednotlivé testované GBM primarni kultury vykazovaly zna¢né rozdily v relativnim
mnozstvi STAT3 mRNA. Vyssi relativni mnozstvi vykazovaly buitkky GBM50, GBM72
a GBM?73, zatimco znacné sniZené relativni mnozstvi STAT3 mRNA bylo ptitomno u bunék

GBMT71.

V dal$im kroku byly vyse testované GBM primarni kultury ovlivnény 0,5 uM FLU
a inkubovany 48 h. Relativni mnozZstvi STAT3 mRNA a jejiho ovlivnéni FLU bylo
stanoveno pomoci RT-PCR, exprese proteinu STAT3 a jeji zmény po ovlivnéni FLU byly

stanoveny metodou Western blot.
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Obr. 29. Relativni mnoZzstvi STAT3 mRNA u GBM primérnich kultur (GBM49, GBM50,
GBMS57, GBM71, GBM72 a GBM73) ovlivnénych 0,5 uM po dobu 48 h analyzované
metodou RT-PCR za vyuziti TBP jako referencniho genu. *p <0,05 vs neovlivnéna

kontrola.

Koncentrace 0,5 uM FLU snizovala relativni mnozstvi STAT3 mRNA u bun¢k
GBMS50, GBM72 a GBM?73, toto sniZeni ale nebylo statisticky signifikantni. U buné&k
GBM57 a GBM71 se naopak vlivem FLU zvySovalo relativni mnoZstvi STAT3 mRNA,
zatimco ubunék GBMA49 zistdvala hladina STAT3 mRNA piiblizn€ stejnd jako

u neovlivnéné kontroly.
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Obr. 30. Exprese STAT3 u GBM primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71,
GBM72 a GBM73) ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 48 h stanovena metodou Western

blot za vyuziti GAPDH jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Také na trovni proteind dochdzelo ke snizeni exprese STAT3, a to u vSech
testovanych GBM primarnich kultur. SniZeni hladiny STAT3 bylo statisticky signifikantni
u primarnich kultur GBM50, GBM71, GBM72 a GBM73. K mirnému snizeni exprese
STAT3 dochézelo také u primarnich kultur GBM49 a GBMS57.

U GBM primarnich kultur jsme se dale pokusili stanovit také hladiny
fosforylovaného STAT3 na turovni proteind. Detekce pfi vySe popsanych podminkéch

a za vyuziti vySe uvedené protilatky vSak nepfinesla zadny méfitelny vysledek.

4.1.11. Analyza exprese STAT3 v klinickych vzorcich GBM

Pro zhodnoceni klinické relevance STAT3 a jeho fosforylované formy v GBM byla
ve spolupraci s Fingerlandovym ustavem patologie Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé
provedena IHC analyza exprese STAT3 a phospho-STAT3 (Tyr705). Pro tuto analyzu bylo
pouzito 90 vzorkit GBM diagnostikovanych mezi lety 2012-2015 v Kralovehradeckém

kraji, u kterych bylo po provedeni IHC zaznamenéno procento pozitivné zbarvenych bunék.
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Obr. 31. THC analyza exprese STAT3 a phospho-STAT3 (Tyr705) v GBM Kklinickych
vzorcich a porovnéni exprese proteind na zakladé pohlavi pacientt a jejich véku. *p < 0,05

signifikantni rozdil v expresi STAT3, resp. p-STAT3 vs zadna pozitivita.

Nase vysledky ukazuji, Ze alesponi nizka exprese STATS3, resp. jeho fosforylované
formy byla ptfitomna ve vice neZ 75 % analyzovanych GBM Kklinickych vzorkd, vysoka
exprese STAT3 pak byla zaznamenana u témét 30 % vSech testovanych vzorki, zatimco
vysoké exprese phospho-STAT3 (Tyr705) byla potvrzena pouze u piiblizné 15 % vzorki.
Vysoké exprese STAT3 i jeho fosforylované formy se pak cCastéji vyskytovala u muza.
Vyrazné vyssi zastoupeni vzorkl vykazujicich vysokou expresi STAT3 a phospho-STAT3
(Tyr705) bylo odhaleno u pacientii nad 70 let véku, vysoka exprese STAT3 u pacientli
nad 70 let véku byla popsana u 40 % GBM klinickych vzorkt, Castéji se opét vyskytovala
u muZza.

Také u pacientd pod 70 let véku byla potvrzena alespon nizka exprese STAT3,

resp. jeho fosforylované formy u vice nez 75 % testovanych vzorkll, pficemZ nejvétsi
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zastoupeni mély u obou forem vzorky vykazujici nizkou expresi proteini. Obecné vyssi

exprese testovanych proteinti byly opét pozorovany u muzil.

4.1.12.Vliv FLU na viabilitu, proliferaci a morfologii bunék U118MG

Na zéklad¢ predchozich vysledkli experimentti bylo rozhodnuto o zavedeni in vivo
modelu a jeho vyuziti k dal§imu testovani U¢inku FLU. Vzhledem k tomu, ze zadna
z predchozich testovanych GBM stabilizovanych bunéénych linii nebyla tumorigenni, byl
efekt FLU otestovan na GBM bunécné linii U1 18MG, ktera vykazuje schopnost vytvaret
nadory v atymickych mysich.

Bunky U118MG byly nejprve ovlivnény riznymi koncentracemi TMZ (10 uM;
25 uM; 50 uM; 100 pM; 250 uM; 375 uM; 500 uM; 1000 uM a 1500 uM) a rGznymi
koncentracemi FLU (0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 5 uM a 10 uM) a po 48 h
inkubace byla stanovena jejich viabilita, ktera byla nasledné€ vyuzita k vypoctu hodnoty IC50
(Tab. 10). U této bunécné linie byla nasledné posouzen vliv TMZ a FLU v delSich ¢asovych
intervalech (24 h, 48 h a 72 h, Obr. 27).

Tab. 10. Hodnoty IC50 u GBM bunécné linie U118MG

IC50 [uM]
‘ TMZ FLU
U118MG ‘ 3056,0 1,329

GBM bunééna linie U118MG vykazovala vyrazné vyssi citlivost k ovlivnéni FLU;
IC50 pro tuto latku bylo 1,329 pM, zatimco IC50 pro TMZ dosahovalo hodnoty 3056,0 uM.
K signifikantnimu sniZzeni viability dochdzelo pisobenim klinicky nedosazitelné
koncentrace TMZ (1000 uM), a to ve vSech tfech testovanych casovych intervalech.
Pisobeni vSech v grafu uvedenych koncentraci FLU vyvolavalo statisticky vyznamné
sniZeni viability bun¢k ve vSech testovanych Casovych intervalech. Pti ovlivnéni vy$$imi
koncentracemi FLU (1 uM; 2 uM a3 uM) bylo mozZné pozorovat Casovou zavislost

inhibi¢niho u¢inku FLU.
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Obr. 32. Vliv vybranych koncentraci TMZ a FLU na viabilitu GBM bun¢k U118MG
v riznych €asovych intervalech (24 h, 48 h, 72 h) stanoveny metodou WST-1. *p < 0,05 vs

neovlivnéna kontrola.

Utinky FLU na buiiky UI18MG byly dale potvrzeny za vyuziti systému
xCELLigence, kdy bylo moZné pozorovat vyrazné snizeni bunééného indexu po ovlivnéni
2 uM FLU. Po inicidlnim poklesu navic nedochidzelo k zadnym casové podminénym
zménam. Také koncentrace 0,5 uM FLU mirné snizovala hodnoty bunééného indexu,
po inicidlnim sniZeni v8ak doslo k opétovnému ristu této hodnoty ve snizené hladiné oproti

neovlivnéné kontrole.
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Obr. 33. Vliv 0,5 uM a 2 uM FLU na proliferaci GBM bun¢k U118MG méteny systémem

xCELLigence. Cas ovlivnéni je oznacen Sipkou.

Utinek FLU na GBM bunéénou linii byl dale pozorovan pomoci fazové kontrastni

mikroskopie po ovlivnéni buné¢k 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU.
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Obr. 34. Vliv 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU na morfologii GBM bun¢k U118MG po 48 h

ovlivnéni. Zvétseni 400x, méfitko 30 um.

Vyrazngjsi zmény v morfologii a poctu bunék byly pozorovany po podani
0,5 uM FLU. Bunky se =zakulacovaly, projasnovaly, postupné ztracely adherenci
a uvolnovaly se do kultiva¢niho média. U n€kterych z nich se objevovaly zmény v dynamice

membranovych vybézkl a nastupovaly charakteristické zndmky degradace a umiréni.

4.2. Vysledky in vivo experimentu

Pro implantaci do modelového organismu (nu-nu mysi) byla zvolena GBM bunécna
linie U118MG, a to na zékladé svych vlastnosti a schopnosti vytvaiet nadory v podminkéch
zivého organismu a také s ohledem na vysledky ziskané v predchozim in vitro experimentu.
Dva tydny po implantaci buné¢né linie do nu-nu mysi bylo zahéjeno kazdodenni podavani
testovanych 1é¢iv FLU (v koncentracich 10 mg/kg a 25 mg/kg) a TMZ (v koncentraci
0,9 mg/kg) po dobu nasledujicich 14 dnti. K ukonceni pokusu doslo usmrcenim zvitat 24 h

po podani posledni davky 1é¢iva.

4.2.1. Vliv FLU a TMZ na rist nadorua a proliferac¢ni index Ki67 v nu-nu
mysich
Po ukonceni pokusu byly narostlé nadory odebrany a byla zaznamenana jejich
velikost pro posouzeni vlivu testovanych 1é¢iv TMZ a FLU na rast nadorit vzniklych
implantaci bunék U118MG. Z kazdé skupiny nu-nu mysi byl jeden vznikly nador pouzit

pro stanoveni prolifera¢niho indexu pomoci IHC analyzy markeru Ki67.
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Tab. 11. Vliv FLU a TMZ na velikost nadorti a hodnotu proliferacniho markeru Ki67

ziskanych z nu-nu mysi. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

pocet nadorit  priumérna vaha [g] proliferac¢ni
marker Ki67 [%]
A — Kontrolni skupina n==6 0,13 +0,02 25
B - FLU 10 mg/kg n=4 0,03 +0,01* 10
C - FLU 25 mg/kg n=4 0,05 £ 0,02* 15
D - TMZ 0,9 mg/kg n==6 0,05 +0,03* 15

Implantace bunééné linie U118MG do atymickych mysi vyvolala riist nadort, jejichz
velikost (hmotnost) byla vyznamné niz$i u zvifat, kterym byl podavan FLU a TMZ.
K nejvétsimu poklesu hmotnosti dochézelo u skupiny atymickych mysi ovlivnénych FLU

o koncentraci 10 mg/kg, u kterych dochazelo k poklesu hmotnosti nadorti vice nez 4x.

Naopak nejvyssi pouzitd koncentrace FLU (25 mg/kg) vykazovalo srovnatelny
ucinek na velikost nadort jako pii podani TMZ o koncentraci 0,9 mg/kg. U obou téchto

skupin dochazelo ke snizeni primérné hmotnosti nadort 2,6x.

TMZ a FLU dale také sniZzovaly hodnoty proliferacniho markeru Ki67, nejvetsi
sniZzeni jeho exprese bylo pozorovano u nadorli z nu-nu mysi, kterym byl poddvan FLU
o koncentraci 10 mg/kg. Po podani FLU o koncentraci 25 mg/kg a TMZ o koncentraci
0,9 mg/kg dochazelo opét k srovnatelnému snizeni exprese proliferacniho markeru Ki67,

atonal5 %.

4.2.2. Vliv FLU a TMZ na expresi tubulinii u nadorii ziskanych z nu-nu mysi
Nadory ziskané z nu-nu myS$i po implantaci bunécné linie U118MG byly dale
zpracovany a vyuzity k analyze exprese markerii spojenych s mikrotubuldrnim cytoskeletem

(a-tubulinu a BII-tubulinu) na Grovni proteinii metodou Western blot.
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Obr. 35. Vliv FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) a TMZ (0,9 mg/kg) na expresi a-tubulinu
a BIII-tubulinu u nadorid ziskanych po implantaci GBM bunééné linie U118MG do nu-nu
mySsi natrovni proteinlt stanoveny metodou Western blot za vyuZiti PCNA

jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

U nadort ziskanych z nu-nu mysi, kterym byl poddvan FLU, se snizovala exprese
a-tubulinu, pficemz k vyrazngjSimu snizeni dochazelo po podani FLU o koncentraci
25 mg/kg. Naopak u téchto nadorii se zvySovala exprese BllI-tubulinu, tento efekt byl opét

vyrazné€jsi u nddort ziskanych z nu-nu mysi ovlivnénych FLU o koncentraci 25 mg/kg.

TMZ o koncentraci 0,9 mg/kg vyznamné snizoval u naddort ziskanych z téchto mysi
expresi o-tubulinu. U testovanych vzorki z mySi 1 a mysi 3 ovlivnénych TMZ (0,9 mg/kg)
dochdzelo ke statisticky vyznamnému snizeni hladiny BIII-tubulinu, naopak u vzorku
ziskaného z mysi 2 ovlivnéné TMZ o koncentraci 0,9 mg/kg dochazelo k signifikantnimu

poklesu exprese BIII-tubulinu.

Pti zprimérovani hodnot ziskanych ze vSech testovanych vzorkli z dané skupiny

nadort ziskanych znu-nu mysi bylo pozorovano statisticky vyznamné zvySeni exprese
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BII-tubulinu po podani obou koncentraci FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) a také po podani TMZ
(0,9 mg/kg).

4.2.3. Vliv FLU a TMZ na expresi STAT3 u nadoru ziskanych z nu-nu mysi
U nadort ziskanych z nu-nu mysi po implantaci GBM bunécné linie U118MG bylo
dale sledovano relativni mnozstvi STAT3 mRNA a jeho zmény u nadort ovlivnénych FLU

a TMZ pomoci metody RT-PCR.

In vivo model
1.5+

1.0

0.54

relativni mnozstvi
STAT3 mRNA

* * *

0.0-
Kontrola FLU 10mg/kg FLU 25mg/kg TMZ 0,9mg/kg

Obr. 36. Vliv FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) a TMZ (0,9 mg/kg) na relativni mnozstvi STAT3
mRNA u nadorii ziskanych po implantaci GBM bunécéné linie U118MG do nu-nu mysi
analyzovany na trovni mRNA metodou RT-PCR za vyuziti B2M jako referen¢niho genu.

*p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Podani obou koncentraci FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) sniZzovalo u nadorii ziskanych
z prislusnych nu-nu mysi relativni mnozstvi STAT3 mRNA. Toto signifikantni snizeni

relativniho mnozstvi bylo srovnatelné po podani obou testovanych koncentraci.

Také nadory ziskané z nu-nu mys$i ovlivnénych TMZ o koncentraci 0,9 mg/kg
vykazovaly snizené relativni mnozstvi STAT3 mRNA. Ackoli relativni mnozstvi STAT3
mRNA ziistavalo pisobenim TMZ mirn€ vyssi nez u nadora ovlivnénych FLU, jednalo se

také o vyrazné a statisticky vyznamné snizeni.

Exprese STAT3 a jeho fosforylované formy byla déale u nadorii ziskanych z nu-nu

mysi ovlivnénych FLU a TMZ stanovena na urovni proteinii metodou Western blot.
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In vivo model
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Obr. 37. Vliv FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) a TMZ (0,9 mg/kg) na expresi STAT3
a phospho-STAT3 (Tyr705) u nadori ziskanych po implantaci GBM bunééné linie
U118MG do nu-nu mysi stanovena na urovni proteinli metodou Western blot za vyuZiti

PCNA jako referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Po podani FLU o koncentraci 25 mg/kg dochéazelo u nadort ziskanych z ptislusnych
nu-nu mys$i ke snizeni exprese STAT3, ptredevsim u vzorku ziskaného z mysi 2, kde bylo
toto sniZeni statisticky vyznamné. U nadorl ziskanych z nu-nu mysi ovlivnénych FLU
o koncentraci 10 mg/kg ziistavala hladina STAT3 proteinu srovnatelnd se vzorky ziskanymi

z kontrolnich nu-nu mysi.

Ke snizeni hladiny forsforylovaného STAT3 dochazelo naopak u nadort ziskanych
z nu-nu mys$i ovlivnénych FLU o koncentraci 10 mg/kg, zatimco u nadort ziskanych z nu-nu
myS$i, kterym byl podavan FLU o vyss$i koncentraci zlistavaly hladiny fosforylované formy

STAT3 srovnatelné se vzorky z kontrolnich nu-nu mysi.
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U vzorkd ziskanych znu-nu mys$i ovlivnénych TMZ (0,9 mg/kg) se snizovala
exprese STAT3, toto signifikantni snizeni bylo srovnatelné ve vSech testovanych vzorcich
zmysi 1, mysi 2 1 mysi 3. Hladiny fosforylovaného STAT3 byly mirné zvysené u nadora
ziskanych z nu-nu mysi 1 a nu-nu mysi 2, kterym byl poddvan TMZ o koncentraci 0,9 mg/kg,
zatimco u vzorku ziskaného z mysi 3 dochazelo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese

fosforylovaného STATS3.

Po zprimeérovani hodnot ziskanych ze vSech testovanych vzorkl z dané skupiny
ovlivnéni bylo mozné konstatovat, ze FLU o koncentraci 25 mg/kg a TMZ o koncentraci

0,9 mg/kg statisticky signifikantné snizoval expresi STAT3.
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5. Diskuse

Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcastéjsi primarni nador mozku u dospélych
s typickym rychlym invazivnim ristem, vysokou agresivitou a aktivni proliferaci.
Za nepiiznivou prognozou pacientli s GBM stoji rychlé Sifeni nddorové masy, rekurence
onemocnéni 1 po inicidlni 1écb¢, ale také vysokd rezistence k lécbé. Vzhledem
k infiltrativnimu charakteru nadoru jsou moznosti chirurgického odstranéni pouze omezené
a ackoli zarazeni konkomitantni chemoradioterapie do standardniho 1é¢ebného protokolu
zvySilo  primérné  preziti  pacientd, nizkd  prostupnost  chemoterapeutik
pfes hematoencefalickou bariéru arozvijejici se rezistence klécbeé ¢&ini soucasnou

terapeutickou strategii nedostatec¢nou [14, 21, 59].

Pravé nizka ucinnost soucasné 1écby je jednim z diivodd intenzivniho vyzkumu
ve snaze o nalezeni novych terapeutickych moznosti GBM. Rada klinickych studii
se v soucasnosti zamétuje na vyuziti cilené biologické 1écby a monoklonalnich protilatek
piilécbé GBM. Dalsim ze zamérti soucasného vyzkumu GBM je lepsi porozuméni
biologickym charakteristikim GBM a identifikace novych potencidlnich cili nadorové
terapie, jejichZ objeveni by dale vedlo k vyvoji efektivnéjSich a uc¢innéjsich terapeutickych

protokolt [33, 34, 36, 59].

Cileni nové potencidlni terapie vSak miize byt zaméfeno také na jiz studované
vyznamné biomarkery v GBM, nebo vyuziti jiz zavedenych terapeutickych ptistupli
pro nové aplikace v 1écbé. Jednim ze zakladnich pfistupt k 1écbé nadorového bujeni je
inhibice a odstranéni nadorovych bunc€k prostfednictvim interference s mikrotubuldrnim
cytoskeletem nadorovych bunck, ktery se u GBM vzhledem k hojnému zastoupeni
mikrotubull v bunikdch mozkové masy a specifickym zménam v piitomnosti jednotlivych

isoforem jevi jako potencidlné vhodny cil pisobeni [79, 126].

Klinickd uspésnost v soucasnosti vyuzivanych latek piisobicich na mikrotubuly je
vSak limitovana jejich rozsahlymi vedlejSimi G€inky, coZz vede ke snaze o nalezeni novych
latek se stejnymi mechanismy uc¢inku, ale vylepSenymi vlastnostmi. Klasicky proces vyvoje
nového protinadorového 1éc¢iva je ovSem velmi zdlouhavy a finanéné naroc¢ny, slibnou
alternativou proto muize byt vyuziti 1é¢iv pivodné uréenych pro jinou indikaci, u kterych

byla objevena protinddorova aktivita. Tento piistup pfinasi vyhodu pfedevsim v jiz zndmych
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informacich o bezpecnosti a toxicit¢ diky Casto béznému pouziti takovych latek v klinické

praxi [98, 127].

Protinadorovy ucinek na celou fadu buné¢k solidnich nédorti i hematologickych
malignit byl takto prokazan u 1é¢iv ze skupiny benzimidazold, které jsou ptivodni indikaci
anthelmintika pouzivana v huménni i veterinarni mediciné. Tyto latky maji schopnost
se vazat na mikrotubuly a modulovat jejich polymerizaci a strukturu. Také u GBM byl
s uspéchem testovan zastupce této skupiny léiv mebendazol a jeho inhibi¢ni aktivita
a schopnost prestupu pres hematoencefalickou bariéru umoznily jeho vstup do klinického

testovani [118, 128].

Vys$i afinitu pfi vazbé na mikrotubuly vykazoval dalsi zastupce této skupiny 1€Civ,
flubendazol (FLU), u kterého jiz v ptedchozich studiich byla popsana protinadorova aktivita
u bunék nadorid prsu, melanomu, kolorektalniho karcinomu atd, inhibi¢ni G¢inek FLU byl
dale popsén také u bunck gliomt [107-111]. Na zéklad€ téchto diive publikovanych
vysledk, naznacujicich potencial vyuziti FLU, bylo cilem této prace otestovat cytotoxicky

efekt FLU v rozliénych in vitro a in vivo modelech.

Nejprve byl otestovan vliv FLU na viabilitu a proliferaci GBM bunék za vyuziti tii
stabilizovanych GBM bunécnych linii A172, T98G a U118MG, u kterych byl Gcinek FLU
porovnan s u GBM standardné vyuZivanym chemoterapeutikem temozolomidem (TMZ).
VSechny tii testované GBM bunécné linie vykazovaly vyrazné vyssi citlivost k FLU, jejich
IC50 pro FLU se pohybovalo mezi 1,3 uM a 3,9 uM. Tyto hodnoty jsou podobné diive
zjisténym hodnotam IC50 u rozlicnych druht nadorovych bunék, IC50 pro FLU
se v riznych nadorovych modelech pohybovala mezi 0,25 uM a 6,8 uM [106, 108-111, 114,
115]. V rozsahlé studii Michaelis a kol. (2015) byla testovana citlivost 321 nadorovych
bunéénych linii rGznych typl nddord za Gcelem stanoveni jejich IC90 (indikujici Gplnou
inhibici bun¢k), coz vedlo ke zjisténi, ze tato hodnota je pro 36 % testovanych bunécnych

linii ovlivnénych FLU nizsi nez 1 uM [107].

Naproti tomu IC50 pro TMZ u vSech tfi GBM bunéénych linii pfesahovala 1800 uM,
coz vysoce presahuje klinicky relevantni koncentrace TMZ i maximalni dosazitelné
koncentrace TMZ v organismu [129, 130]. Ackoli inhibi¢ni efekt FLU nevykazoval jasnou
casovou zavislost, jiz pfi ovlivnéni 0,5 uM FLU bylo prokazano sniZeni viability

1 proliferace GBM bunéénych linii v celém ¢asovém intervalu ovlivnéni (do 72 h).
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Pro dalsi verifikaci efektu FLU na viabilitu a proliferaci GBM bunék bylo toto
testovani dale provedeno na GBM primarnich kulturach, které byly v ramci této prace
odvozeny z pacientskych vzorku ziskanych od pacientli podstupujicich chirurgické oSetfeni
ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Také citlivost téchto GBM primarnich kultur k FLU
byla vyrazné vyssi nez citlivost k bézn¢ vyuzivanému TMZ, IC50 pro FLU se pohybovala
mezi 0,6 uM a 9,3 uM. Proliferace vybranych GBM primarnich kultur byla inhibovana
po podani 2 uM FLU po celou testovanou inkubacni dobu (do 72 h), efekt 0,5 uM FLU
na inhibici proliferace bunck ale nebyl jednozna¢ny a vykazoval odlisnosti v riznych GBM

primarnich kulturach.

Vliv 0,5 uM FLU na bunécnou viabilitu, ale také na bunéénou morfologii byl dale
u GBM bunéénych linii a vybranych GBM primarnich kultur hodnocen pomoci fazové
kontrastni mikroskopie, kterd prokazala nejen kvantitativni vliv FLU (sniZeni poctu bun¢k),
ale také vyrazné zmény kvalitativni — v bunééné morfologii a chovani. Buinky GBM
bunéénych linii i GBM primarnich kultur pisobenim FLU ztracely svij typicky tvar,
zakulacovaly se, ztrdcely adherenci a vytvarely odlisSné morfologické figury vcetné
vicejadernych bunék. Také pomoci mikroskopického zobrazeni bylo mozné pozorovat
rozdilnou citlivost jednotlivych testovanych bunécnych modelt k pisobeni FLU, coz mize
byt zplisobeno celou fadou diivodii zahrnujicich také velkou heterogenitu nddoru nebo

mozné rozdily v biologickych charakteristikach mezi pouZzitymi bunéénymi modely.

Rozdilna citlivost k podani FLU miize byt také zplisobena meénici se expresi
intercelularnich cili, na které¢ dand latka plsobi. Studie Abbassi a kol. (2019) naznacila
korelaci citlivosti jednotlivych GBM bunéénych modeli k 1atkam ovliviiujicim mikrotubuly
s jejich zékladni expresi o/B-tubulinu [131]. Ac¢koli v ramci této prace nebylo provedeno
srovnani zékladni hladiny o/B-tubulinu v jednotlivych testovanych GBM modelech, je nutné
uvazovat i 0 moznosti jejich rozdilné exprese. V takovém piipadé pak tato mozZna souvislost
mezi kolisajici citlivosti jednotlivych bun€k k FLU a jejich zakladni rovné exprese

o/B-tubulinu zaklada nutnost dalSimu vyzkumu.

Zakladni anthelminticky ucinek FLU se na molekuldrni tirovni projevuje vazbou
lé¢iva na B-tubulin a také v pfedchozich studiich byl efekt FLU na mikrotubuly potvrzen
u celé fady nadorovych bun¢k [99, 100]. DalSim cilem této prace tak bylo posoudit vliv FLU
na mikrotubuldrni cytoskelet a posléze i dalsi slozky cytoskeletu u GBM bunéénych linii

A172 aT98G. Tyto dvé linie patii mezi nejcastéjsi experimentalni modely pro GBM vyzkum
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[120], zaroven na zdklad¢ naSe predchoziho testovani vykazuji rozdilnou citlivost k FLU
1 TMZ. NaSe vysledky potvrzuji pfedchozi zavéry, totiz Ze FLU jiz ve velmi nizké dévce
(0,1 uM) byl schopen inhibovat polymeraci mikrotubulii a ovliviiovat strukturu a organizaci
mikrotubularni sit€. Ve vysSich testovanych davkach navic FLU snizoval expresi
acetylovaného-a-tubulinu, coz naznaCuje mozné zmény Vv celkovém rozlozeni

posttransla¢nich modifikaci tubulint pisobenim FLU.

FLU navic ovliviioval expresi a- a BIII-tubulinu u GBM bunécnych linii A172
a T98G a také u GBM primarnich kultur, a to pisobenim jiz 1é¢iva v koncentraci 0,5 pM.
U GBM bunéénych linii A172 a T98G byl déle posouzen vliv FLU na dalsi slozky
bunécéného cytoskeletu, kdy jsme pozorovali znaéné zmény ve struktufe a organizaci vSech
titi zékladnich slozek cytoskeletu. Vyraznou zménou byla pfedev§im ztrita dlouhych
vybézkli bun¢k tvorenych a-tubulinovymi a vimentinovymi vldkny, a pfedevsim znacné

zmensovani bunék pisobenim jiz pii nizkych koncentracich FLU.

Inhibice mikrotubulii mize byt u bun€k spojena se zastavenim bunééného cyklu
vyvolaném zvySenou expresi proteinu p21 [132], coz vysledky této prace potvrzuji. U GBM
bunécnych linii A172 a T98G byla jiz piisobeni 0,5 uM FLU zvySena hladina proteinu p21
a zaroven dochézelo ke sniZeni exprese proteind cdkl a cyklinu B1, naznacujici zastaveni
bunécného cyklu na prechodu z G2 do M faze. To bylo dale potvrzeno analyzou distribuce
bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie, které odhalilo zvyS$eni podilu bunék v G2/M
fazi po 12 h ptisobeni 0,5 uM FLU (na 51,45 % u bun¢k A172 a 64,77 % u bunék T98G)
a jesté vyrazngji pak po 24 h pisobeni 0,5 uM FLU (na 78,19 % u bunék A172 a 76,35 %
u bunék T98G).

Ackoli cileni FLU na mikrotubularni cytoskelet a jeho efekt na rozlozeni bunééného
cyklu jsou v soucasné dobé¢ jiz znamy [100, 108, 110, 111, 133], pfesny mechanismus G¢inku
jeho protinddorového pusobeni zlstava neobjasnény. Existuje celd fada studii navrhujici
rizné dal$i mechanismy pisobeni FLU, zahrnujici ovlivnéni imunitniho prostfedi nadoru

nebo vliv na STAT3 signalni drahu [100].

Molekula STAT3 patii mezi intenzivné studované potencialni cile nadorové terapie
GBM. Jeji kontinualni aktivace v GBM hraje vyznamnou roli v samotné tumorigenezi
nadoru, pfispiva ke zvysené invazivit¢ GBM bunék a ke vzniku agresivnéjsSiho fenotypu
GBM. Nedavné studie také identifikovaly STAT3 jako jeden z iniciatorQ

epitelidlné-mesenchymalni transformace v GBM, aktivace STAT3 dale reguluje imunitni
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prostfedi nadoru a vede k potlaceni imunitni odpovédi. Molekula STAT3 je také nezbytna
pro proliferaci a zachovani populace pluripotentnich GBM kmenovych buné¢k. Inhibice
STAT3 by tak mohla blokovat proliferaci GBM bun¢k a vést k indukci apoptozy, piesto je
dualezité brat i nadale v potaz vysokou heterogennost GBM, kvtili které je odpoveéd’ téchto

bun¢k na inhibici STAT3 neptedvidatelna [42, 45, 134].

Jiz v pfedchozich studiich byl demonstrovan inhibi¢ni efekt FLU na aktivaci STAT3
napf. u bun€k nadora prsu nebo kolorektalniho karcinomu [113, 114]. Také v ramci této
préce byl testovan vliv FLU na expresi a aktivaci molekuly STAT3 a nase vysledky ukazuji
snizeni aktivace a také exprese STAT3 u GBM bunécnych linii A172 a T98G po ovlivnéni
0,5 uM FLU. Pro vétsi objasnéni efektu FLU na STAT3 bylo dale provedeno testovani
mozné koncentracni nebo Casové zavislosti tohoto efektu, nicméné pouze u GBM bunék
A172 bylo mozné pozorovat mirnou koncentracni zavislost efektu FLU na aktivaci molekuly
STATS3. Casova zavislost tohoto efektu nebyla pozorovana ani u jedné z testovanych GBM
bunéénych linii. Pfi porovnani relativniho mnozstvi STAT3 na trovni mRNA v jednotlivych
testovanych ¢asovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h) vSak byly pozorovany velmi vyrazné
zmény, u GBM bunécné linie T98G dochézelo k ¢asové zavislému zvySovani relativniho

mnozstvi STAT3, coz mize také ovliviiovat efekt FLU na expresi a aktivaci této molekuly.

Exprese a aktivace STAT3 se vyrazné liS§i mezi jednotlivymi bunécnymi modely
GBM a take studie zabyvajici se zkoumanim hladiny STAT3 a jeji aktivace v pacientskych
kohortach reportuji velmi rozdilné vysledky, pohybujici se mezi 9 % a 83 % zastoupenim
aktivni fosforylace STAT3 [135-140]. Pro ziskani lepSi pfedstavy o klinické relevanci
exprese a aktivace STAT3 jsme v ramci této prace dale provedli imunohistochemickou
analyzu tohoto markeru u90 klinickych vzorki GBM diagnostikovanych v letech
2012-2015 v Kralovehradeckém kraji. Nase pacientskd kohorta pak vykazovala vice
nez 75 % piipadi s alespont nizkou expresi STAT3 a jeho aktivované (tzn. fosforylované
formy). Vyssi exprese STAT3 pak byla Castéji nalezena u pacientl nad 70 let véku, Castéji
u muzu. Tento vysledek naznacuje moznou terapeutickou vyhodu téchto pacientt pii vyuziti

latek cilicich na molekulu STATS3 a jeji aktivaci.

Také u jednotlivych GBM primarnich kultur byly nalezeny zna¢né rozdily
v relativnim mnozstvi STAT3 na urovni mRNA, které mohou vysvétlovat rozdilnou
odpovéd na pisobeni STAT3. Zatimco u GBM primarnich kultur se zvySenym relativnim

mnozstvim STAT3 (GBMS50, GBM72 a GBM73) dochazelo k inhibi¢nimu efektu na STAT3
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na urovni mRNA a také na arovni proteinu, inhibi¢ni efekt na relativni mnozstvi STAT3
mRNA nebyl pozorovan v GBM primarnich kulturach se snizenym mnozstvim STAT3

mRNA (GBM71), na trovni proteinti vSak ke snizeni exprese dochazelo.

Studie Niu a kol. (2004) demonstrovala negativni korelaci mezi aktivaci molekuly
STAT3 a expresi proteinu p53 naznacujici moznost vyvolani bunécné smrti aktivované
proteinem p53 po zablokovani aktivace STAT3. Také naSe vysledky ukazuji, Ze inhibici
molekuly STAT3 pomoci specifické siRNA dochdzelo u GBM bunééné A172 linie
ke zvySeni hladiny proteinu p53 a ke snizeni exprese cdkl a cyklinu Bl naznacujici
zablokovani bunécného cyklu na ptrechodu G2 a M faze. Zatimco sniZeni exprese a aktivace
STAT3 byly pii ovlivnéni GBM bunééné linie A172 0,5 uM FLU srovnatelné s pouzZitim
specifické siRNA proti STAT3, zvySeni exprese proteinu p53 a snizeni exprese cdkl
a cyklinu B1 bylo po ovlivnéni FLU vyrazngjsi. Také u GBM bunééné linie T98G dochézelo
pouzitim STAT3-siRNA a 0,5 uM FLU ke sniZeni hladiny cdkl a cyklinu B1. Inhibice
STATS3 nebo ovlivnéni hladiny proteinu p53 prostednictvim FLU bylo v§ak nejasné, a proto
je nezbytné jeho dalsi testovani za pouziti rozli€nych koncentraci FLU a STAT3-siRNA

a také dalsich Casovych intervalti ovlivnéni.

Na zéklad¢ dosavadnich vysledkt, které naznacovaly zastaveni bunééného cyklu
a efektorovych kaspaz u GBM bunécnych linii A172 a T98G. Efekt FLU na zvySeni aktivity
predevsim efektorové kaspazy 3 byl jiz diive prokazan u rozliénych typi nadorovych bunék,
a to jiz ve velmi nizkych koncentracich (napt. 0,1 uM u buné€k nadort prsu, 0,3 pM u bun€k
kolorektalniho karcinomu, nebo 1 uM u bun€k melanomu), ¢asto tento efekt FLU vykazoval
také koncentraéni a Casovou zavislost [108, 111, 113, 114, 133]. Také v této praci bylo
u ovlivnénych bungk. K signifikantnimu nartstu aktivity téchto kaspaz dochdzelo u GBM
bunécné linie T98G jiz po 4 h ovlivnéni 0,5 uM FLU, zatimco signifikantni zvySeni aktivity
(16 h a 24 h). Tomu nésledné odpovidala také Casove zavislé zvySeni aktivity efektorovych
kaspadz 3 a 7, jejichz vyznamny narist byl u GBM bunék pozorovatelny jiz po 4 h
od ovlivnéni FLU, zatimco u GBM buné&céné linie A172 dochézelo k signifikantnimu zvySeni
opét az v delSich Casovych intervalech. Tyto vysledky naznacuji rychlejsi nastup u€inku
FLU u bunék T98G, u kterych také dochazi k vétsi inhibici polymerizace mikrotubult

a k vyrazné€jsimu smrstovani bun€k ptsobenim FLU. Tento rychly inhibi¢ni G¢inek FLU
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na GBM bunéc¢nou linii T98G muize byt také divodem neménné exprese proteint p21 a p53
po 48 h inkubaci s 0,5 uM FLU a zdtraziuje dilezitost dalSiho testovani vlivu FLU na tyto

bunky piedevsim v nizSich Casovych intervalech ovlivnéni.

Testovani in vitro patii mezi zdkladni néstroje bunécné biologie vyuzivané
ve vyzkumu GBM, jeho vyuziti vSak pfinasi kromé znacnych vyhod i své nedostatky.
V soucasnosti vyuzivané bunééné modely nemohou reprodukovat komplexni mikroprostiedi
GBM a heterogenitu nadoru, jejich dlouhodobé subkultivace navic mlze ptinaset zmeny
v biologickych a molekuldrnich vlastnostech bun¢k. Vyuziti vétsiho mnozstvi rozli¢nych
stabilizovanych bunéénych linii je tak nezbytné pro ziskani relevantnich vysledkt. Také
vyuziti GBM primarnich kultur odvozenych z pacientskych vzorki pfindsi individualizaci
testovani novych potencidlnich 1é¢iv diky své schopnosti uchovavat si heterogenni vlastnosti
puvodniho nadoru po urcité mnozstvi subkultivaci. Chybéjici nadorové mikroprostiedi vSak

vyzaduje vyuziti dal§ich bunéénych modeli [141, 142].

vvvvvv

3D bunécné kultury, jejichz vyuziti je v soucasné dob¢ na vzestupu. Pfesto jsou s jejich
pouzitim stale spojeny urcité limitace, zahrnujici také chybéjici jasné definovany
experimentalni protokol pro jejich pfipravu, ktery by umozZioval mezi-laboratorni

reprodukovatelnost [142, 143].

Dal$im modelem dlouhodobé vyuZivanym ve vyzkumu nadorli jsou in vivo
implantace GBM bunék do zvifecich modelovych organismi. NejcastéjSim zpiisobem
in vivo implantace u bunék GBM je subkutdnni umisténi na boku modelového organismu,
coZ umoziiuje vizualni pozorovani nadoru [141, 144]. Také v této praci bylo na zakladé
predchozich vysledkl pfistoupeno k implantaci GBM bun¢k do modelového organismu

a testovani vlivu FLU na takto vzniklé nédory.

Na zakladé€ své schopnosti tumorigenity byla pro implantaci zvolend GBM bunécna
linie U118MG, ktera byla subkutanné injikovana do atymickych mysi, kterym byl nasledné
po zahdjeni ristu naddort podavan peroralné FLU. Také u takto vzniklych nadori bylo mozné
pozorovat inhibi¢ni vliv FLU na jejich rist a hmotnost. Pfi podani FLU o koncentraci
10 mg/kg byla v porovnani s kontrolou vysledna hmotnost nddorti vice nez 4x nizsi. Krome
toho byly poddnim FLU sniZeny také hodnoty prolifera¢niho indexu méteného expresi

markeru Ki67.
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Vin vivo modelu naopak nebylo potvrzeno snizeni exprese PlII-tubulinu
po ovlivnéni FLU, coz mize byt také zptisobeno reakci bunék na opakované podavani FLU
inhibujiciho polymerizaci mikrotubulii. Bylo vSak zaznamenano sniZzeni hladiny exprese
molekuly STAT3 u nadort ziskanych z mySich modeli ovlivnénych FLU o koncentraci
25 mg/kg, a to pfedevSim na trovni mRNA. Vzhledem k tomu, jak dilezitou roli hraje
nadorové mikroprostiedi v GBM je nezbytné vnimat limitaci zvoleného in vivo modelu
se subkutanni implantaci [ 145]. In vivo modely vzniklé piimou implantaci bun¢k do mozku
modelového organismu jsou pro studium chovani nadoru vhodnéjsi diky pfitomnosti
mikroprostiedi mozku a zachovani integrity bun€k iniciujicich GBM [141]. Zavedeni
takového modelu, ptipadné vyuziti GBM primarnich kultur pro implantaci do in vivo
modelového systému je tak dal$im dilezitym krokem pro ovéfeni G€inku FLU na bunky

GBM.

Na zéklad¢ vysledku této disertacni prace je mozné konstatovat, ze FLU je nadéjnym
protinddorovym lé€ivem vykazujicim inhibi¢ni G€¢inek na proliferaci GBM bunék, coZ bylo
potvrzeno s vyuZitim nékolika GBM bunéénych modeli. Je v§ak nezbytné dalsi testovant,
které by se zaméfilo jednak na detailni posouzeni vlivu FLU na mikrotubularni cytoskelet
a souvislost tohoto u¢inku se zakladni expresi tubulintl. Stejné tak je dalsi testovani dilezité

také pro hlubSiho posouzeni efektu FLU na expresi a aktivaci STAT3 signélni drahy.
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6. Zavér

Tato prace se zabyvala studiem inhibi¢niho vlivu FLU na buitky GBM v riznych
bunécnych modelech in vitro a in vivo. Na zaklad¢ naSich ziskanych vysledkl je mozné

zavery prace shrnout nasledovne¢:

e FLU ucinng inhiboval viabilitu a proliferaci GBM stabilizovanych bunécnych
linii (A172, T98G a UI18MG) a GBM primarnich kultur, a to
nékolikanasobné  ucinnéji nez  vsouCasnosti  bézné¢  pouzivané
chemoterapeutikum TMZ. FLU také uc¢inné snizoval rist nadort v in vivo
modelovém systému, kde byla velikost a hmotnosti vysledného nadoru
po aplikaci FLU srovnatelna s hmotnosti hmotnosti nadoru po aplikaci TMZ.

e FLU ovliviioval celkovou morfologii bunék ve vSech testovanych GBM
bunéénych systémech, zplisoboval zaoblovani bun€k a jejich zmenSovani,
vznik vicejadernych bunék, ptipadné ztratu dlouhych bunéénych vybézk.

e FLU inhiboval polymerizaci mikrotubulli, mél vyrazny vliv na jejich
strukturu a organizaci u GBM bunéénych linii A172 a T98G. U vsech
testovanych bunécnych systému (GBM bunécnych linii a GBM primarnich
kultur) FLU sniZoval expresi a- a lII-tubulinu, u GBM buné¢nych linii A172
a T98G navic snizoval pfitomnost acetylovaného-a-tubulinu.

e Tento efekt na expresi PIlI-tubulinu vSak nebyl potvrzen v nadorech
ziskanych z in vivo modelového systému.

e Pusobenim FLU dochazelo ke sniZeni exprese a aktivace molekuly STAT3
u GBM bunéénych linii A172 a T98G, které bylo srovnatelné s inhibici
exprese STAT3 pomoci specifické siRNA. U vybranych GBM primarnich
kultur dochazelo pasobenim FLU ke snizeni exprese STAT3, snizeni exprese
STAT3 bylo také potvrzeno u nadoriti ziskanych zin vivo modelového
systému.

e Kilinicka relevance cileni na molekulu STAT3 byla potvrzena v pacientské
kohorté, ktera vykazovala u vice nez 75 % ptipadu pozitivitu exprese STAT3
a jeho aktivované formy.

e Plsobeni FLU vedlo kzastaveni bunécného cyklu na piechodu

......

bunéénych linii A172 a T98G.
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