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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Marie Namyslova
Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Opakované nizkodavkové podani flubendazolu a jeho vliv

na bunky glioblastoma multiforme

Glioblastom (GBM) patii mezi nejagresivnéj$i a nejcastéjsi primarni nadory
mozku u dospélych. GBM je odolny viici dosavadni 1écbé a median preziti u lécenych
pacientl s timto onemocnénim se pohybuje okolo 15 mésich. Velice Spatnd prognoza této
nemoci podnécuje ke studiu novych terapeutickych strategii. Nad&jny smér piedstavuji
1é¢iva jiz registrovana pro jiné indikace, jako je napt. anthelmintikum flubendazol (FLU)
s potencialni protinddorovou aktivitou. Cilem této prace bylo studovat ufinek FLU

po opakovaném nizkodavkovém ovlivnéni bunék GBM.

Pro tuto praci byly pouzity dvé bunécné linie — US7MG a US§7MG-IDH Imut a byl
studovan vliv opakovaného podani FLU na jejich wviabilitu (metodou WST-1)
a na morfologii bunék (mikroskopie fazového kontrastu). Déale byly po podani FLU
hodnoceny zmény exprese markeri bunécného cyklu, proliferace, ristu a markert
rezistence na urovni mRNA (RT-PCR) a na trovni proteinti (Western blotting). Nasledné
méfeni) a stanoveni obsahu FLU a jeho metabolitu v buiikach ovlivnénych opakovanym

podavanim FLU (LC/MS analyzou).

Ob¢ testované bunécné linie vykazovaly k tomuto 1é¢ivu vysokou citlivost, FLU
ucinng inhiboval viabilitu a proliferaci bunék v zavislosti na poctu opakovani ovlivnéni
a také na dobé€ od ovlivnéni. FLU také vyvolal zmény v morfologii obou studovanych
bunéénych linii. Ovlivnénim bunék FLU dochdzelo ke sniZeni exprese markert
proliferace a bunécného cyklu na urovni mRNA, nicméné tyto trendy se na urovni
stejn¢ tak efektorovych kaspdz 3/7, a rovnéz se po opakovaném ovlivnéni zvySoval

v bunikdch obsah FLU i jeho metabolitu.
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Title of diploma thesis: Repeated low-dose flubendazole treatment and its effect

on glioblastoma cells

Glioblastoma (GBM) is one of the most aggressive and common primary brain
tumours in the adults. GBM is resistant to current treatment and the median survival
of treated patients with this disease is around 15 months. The very poor prognosis of this
disease has prompted the research of new therapeutic strategies. A promising direction is
represented by drugs already registered for other indications, such as the anthelmintic
flubendazole (FLU) with potential antitumour activity. The aim of this work was to study
the effect of FLU after repeated low-dose treatment of GBM cells.

Two cell lines, US7MG and U87MG-IDHImut, were used for this work
and the effect of repeated doses of FLU on cell viability (using the WST-1) and on cell
morphology (via phase contrast microscopy) was investigated. Furthermore, changes
in the expression of cell cycle markers, proliferation, growth, and resistance markers after
FLU treatment were evaluated at the mRNA level (RT-PCR) and protein level (Western
blotting). Subsequently, the activity of initiator and effector caspases was determined
(by luminescence assay) and finally, the content of FLU and its metabolite in cells

affected by repeated FLU administration was determined (LC/MS analysis).

Both tested cell lines showed high sensitivity to FLU treatment, FLU effectively
inhibited cell viability and proliferation depending on the number of repetitions of FLU
treatment and on the length of the treatment as well. FLU also induced changes
in the morphology of both cell lines. In the cells treated with FLU, the decrease
in the expression of proliferation and cell cycle markers at the mRNA level could be
observed, but these trends were not confirmed at the protein level. FLU treatment
increased the activity of initiator caspases 8 and 9 as well as effector caspases 3/7

and increased the content of FLU and its metabolite in cells after repeated treatment.
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1. UVOD

Glioblastom pfedstavuje nejagresivnéjsi a nejcastéjsi formu primarniho nadoru
mozku difuzniho typu. Navzdory intenzivnimu vyzkumu a pokrokiim v moderni
medicing je tento gliom s vysokou buné¢nou proliferaci, imunorezistenci a heterogenitou
zaclenén mezi onemocnéni nedostateéné odpovidajici na nynéj$i dostupnou lécbu.
Medidn pfeziti pacientl s glioblastomem se pohybuje okolo 15 mésicti (Czarnywojtek
et al. 2023, Grochans et al. 2022).

Vzhledem k nedostate¢nym znalostem o rizikovych faktorech glioblastomu
neexistuje skute¢na prevence pred timto onemocnénim. Po diagnoéze, kterd miize byt
v nékterych pfipadech zdivodu nespecifickych klinickych projevii onemocnéni
zpozdéna, ptichazi co nejrozsahlejsi resekce nadoru nasledovana radioterapii doplnénou
chemoterapii. Léze vSak na radioterapii reaguji nedostatecné a z divodu pfitomnosti
hematoencefalické bariéry je omezena i1 lé€ba chemoterapeutiky. Navic je podavani
temozolomidu jako nej€astéjSiho adjuvans pii radioterapii spojeno se vznikem rezistence

(Adam et al. 2010, Jiapaer et al. 2018, Thakkar et al. 2014, Wirsching et al. 2016).

S ohledem na tyto nepfiznivé skutecnosti je zadouci najit nové terapeutické
postupy vedouci ke zlepSeni progndzy pacientii postizenych timto typem nadoru.
Vyzkum novych 1é¢iv je vSak finan¢né€ 1 ¢asové narocny proces, i proto existuje snaha
o pouziti 1€¢iv jiz schvalenych v jinych indikacich. Mezi tato 1éCiva patii také rozsahla
skupina benzimidazoli, které se ve své piivodni indikaci pouzivaji jako anthelmintika
ve veterinarni 1 humanni medicing. Jednim z téchto anthelmintik je flubendazol, ktery
vykazoval protinddorovou aktivitu jiz v diivéjSich studiich u riznych typl nadorovych

bunék (Catova et al. 2017, Chen et al. 2022a, Hanugova et al. 2015).

V této praci jsme se proto zabyvali vlivem potencidlniho chemoterapeutika
flubendazolu na bunky glioblastomu, a to po jejich opakovaném ovlivnéni piedev§im

nizkymi davkami testovaného 1é¢iva.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nadorova onemocnéni

Rakovina je oznafeni pro komplexni onemocnéni, které¢ patii mezi globalni
zdravotni problémy a jeho vyvoj se nazyva karcinogeneze. Pro maligni nddory je
charakteristicka nekontrolovana proliferace bunék, ktera je v rozporu s normalni regulaci

bunécného rustu a diferenciace (Peters et al 2018, Yin et al 2021, Jamasbi et al 2022).

Podle klonalni teorie vzniku nadoru se novotvar vyviji z jediné bunky.
Pro spusténi karcinogeneze je zapotfebi akumulace vétStho mnozstvi genetickych
a epigenetickych mutaci, které vzajemné synergicky plisobi v bunééném genomu. Tato
komplexni kombinace zmén zplsobuje neschopnost bun¢k odpovidat na kontrolni
mechanizmy bunécéného cyklu, a unikat tak pfed opravami DNA a programovanou
bunécnou smrti (apoptézou), coz v konecném dusledku vede k jejich neomezené

proliferaci (Cree 2011, Kontomanolis et al. 2020, Yin et al. 2021).
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Obr. 1: Karcinogeneze jako proces postupného hromadéni mutaci (zdroj: Smardova & Koptikova 2016)

S akumulaci genetickych mutaci mize dojit k maligni transformaci kmenovych
bunék, které maji schopnost dediferenciace a nekontrolované proliferace, coz umoziiuje
kmenovym buiikkam stit se ptivodcem neoplazii. Sou¢asné mohou slouzit jako zdroj
karcinogeneze také progenitorové bunky, kdyZ prochdzeji maligni transformaci a ztraci

schopnost normalni diferenciace (Yin et al. 2021).



Ztrata gent, Ci jejich zmény se Casto tykaji protoonkogent a tumor supresorovych
genll, jezzanormalnich okolnosti reguluji bunécny cyklus a déleni. Mutace
v protoonkogenech vedou k jejich pfeméné na onkogeny, které maji schopnost indukovat
proliferaci a nekontrolovatelny rist bunék a pfispivat tak k nddorovému bujeni

(Kontomanolis et al. 2020).

V procesu aktivace protoonkogent na onkogeny se zapojuji riizné mechanizmy.
Prvnim z nich je translokace chromozomu, kdy dochdzi k pifesunu jedné casti
chromozomu na chromozom jiny. Pfi aktivaci protoonkogenii hraje roli také bodova
mutace, kterd vede ke zméné jednoho nukleotidu v DNA. Amplifikace genu predstavuje
dalsi mechanizmus, pii némz se zvySuje pocet kopii genu v genomu. V piipadé
amplifikace protoonkogent dochazi k produkci vice proteinid, coz nasledné posiluje

signaly rustu a proliferace bun¢k (Kontomanolis et al. 2020, Wang et al. 2018).

Tumor supresorové geny hraji klicovou roli v regulaci buné¢ného rastu a potlaceni
vzniku rakoviny. Chrani organizmus pfed rozvojem malignit tim, ze sleduji n€kolik
klicovych bodl v bunééném cyklu a monitoruji integritu genomu. V piipadé poskozeni
DNA nebo dalSich zmén v buiice mohou tyto ochranné mechanizmy pozastavit bunéény
cyklus a stimulovat opravy této nukleové kyseliny. Pii vyskytu neopravitelnych 1ézi
spousSti proces programované bunééné smrti. Mutace nebo inaktivace tumor
supresorovych genti mohou umoznit buitkdm nekontrolovany rast a proliferaci, ¢imz

ptispivaji k procesu tumorigeneze (Kontomanolis et al. 2020, Wang et al. 2018 ).

Zacatek rakovinného bujeni je rovnéz spojen s epigenetickymi modifikacemi.
Epigenetické zmény zastavaji klicovou ulohu v fizeni riznych biologickych procest,
vcetné¢ diferenciace bunck, regulace aktivity gend a udrZzeni genomické stability.
Abnormalni epigenetické zmény mohou vést k modifikaci funkce genii a malignité
bun¢k, pricemz tak pfispivaji k celé fadé onemocnéni, véetné rakoviny (Baylin et al.

2016, Sharma et al. 2009).

Jeden z epigenetickych mechanizmi je DNA metylace, coZ je pfipojeni
metylovych skupin na cytosin v DNA. Tento proces muze potlacit aktivitu nékterych

gend, véetné tumor supresorovych gent (Baylin at al. 2016, Sharma et al. 2009).

Histony, bilkoviny obalujici DNA, mohou téz podstupovat chemické modifikace,

jako je metylace, acetylace a fosforylace. Tyto modifikace ovliviiuji miru dostupnosti
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DNA pro transkripci, ¢imz reguluji aktivaci ¢i potlaceni ptislusnych gent (Baylin et al.

2016, Sharma et al. 2009).

DalSimi mechanizmy epigenetickych modifikaci je zména pozice nukleozomu
v DNA a regulace genové aktivity pomoci malych nekodujicich RNA molekul, jako jsou
siRNA a miRNA. Tyto molekuly ovliviiuji translaci a stabilitu mRNA, coz ma klicovy
vyznam pro expresi gend (Baylin et al. 2016, Sharma et al. 2009).

Vlastnosti nadorovych bunék zahrnuji neomezenou schopnost replikace
nad limity stanovené délkou telomer. Kmenové buiiky sice mohou obnovovat konce své
telomerické DNA, avsak u somatickych bunék je tato schopnost patologickym jevem.
Neoplastické buniky dale vykazuji schopnost vylucovat pro-angiogenni cytokiny, které
stimuluji tvorbu novych krevnich cév, ¢imz buiikdm zajisti pfisun zivin a kysliku. Dalsi
vyznamnou vlastnosti nddorovych bunék je jejich schopnost pronikat do normélnich
tkani, kde narusuji bézné procesy. Rovnéz dochazi ke zmén¢ interakce mezi imunitnim
systémem a nadorovymi bunikami, coZ umoziiuje témto builkdm imunitnimu systému

unikat (Cree 2011, Hanahan et al. 2000).

Pro maligni 1éze je téZ charakteristické metastdzovani, coZ je proces, béhem néhoz
se bunky oddéluji od primarniho nddoru migraci a proliferaci, s cilem pronikat do rizné

vzdalenych orgdnt (Yin et al. 2021).

2.2 Glioblastom

2.2.1 Charakteristika a klasifikace glioblastomu

Glioblastom (GBM) piedstavuje nejagresivnéjsi formu gliomli, nddord mozku
vznikajicich z astrocytarnich bun¢k — podplrnych bun€k nervové tkané. Jedna se

o nejcastéjsi primarni nddor mozku diftizniho typu (Grochans et al. 2022).

GBM je charakterizovan né€kolika kli¢ovymi aspekty, které pfispivaji k jeho
agresivité, nedostatecné odpovédi na 1écbu a také k velmi Spatné progndze postizenych
pacientli. Toto onemocnéni se vyznacuje vysokou invazivitou, rychlou proliferaci
a vyraznou mitotickou aktivitou. Anaplastické buiiky v GBM maji schopnost infiltrovat
okolni zdravé tkané¢, vykazuji nekontrolované déleni a unikaji kontroldm v bunééném

cyklu a nasledné apoptdze. Vysledkem je rychly rist nadoru, coz zt€Zzuje kompletni
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chirurgické odstranéni (Czarnywojtek et al. 2023, Fu et al. 2023, Paolillo et al. 2018,
Wang et al. 2022, Wirsching et al. 2016).

GBM prokazuje histologickou heterogenitu jak mezi jednotlivymi
nadory (intertumoraln¢), tak uvniti nadoru (intratumoraln€¢). V. GBM lze také nalézt
buiiky s vlastnostmi kmenovych bunék oznacované jako glioblastomové kmenové buiiky,
které ptispivaji k recidivam, k odolnosti nddoru vici 1écbé a k agresivité této malignity.
Heterogenita nadoru je rovnéz determinovdna riznymi genetickymi abnormalitami
vedoucimi ke klinické variabilité mezi jednotlivymi pacienty (Ayob et al. 2018, Osman

et al. 2020, Wang et al. 2022, DeCordova et al. 2020).

Pro GBM jsou typicka nekroticka loziska, prostfedi nadoru se navic jevi jako
imunosupresivni a adekvatné nereaguje na imunitni systém. Dal$im charakteristickym
znakem GBM je schopnost vlastni angiogeneze. Rychly rast, kratky pribéh nemoci
a hematoencefalicka bariéra pravdépodobné vysvétluji, pro€ se metastazy u téchto nadort
mozku vyskytuji mimo centrdlni nervovy systém (CNS) jen ziidka (Fu et al. 2023,

Medikonda et al. 2021, Urbanska et al. 2014, Wang et al. 2022, Wirsching et al. 2016).

Klasifikace malignit pfedstavuje dilezity krok pro jejich spravnou diagnézu,
stanoveni strategie terapie a urceni progndzy. Podle tabulky klasifikace gliomt vytvorené
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), patii GBM do nejvyssiho IV. stupné. GBM
jsou fenotypicky a geneticky rtiznorodou skupinou vznikajici bud’ de novo z glialnich
bunék (primarni GBM), nebo jako sekundéarni tumory, které se vyvijeji z primarnich
glioml nizsiho stupné. Piiblizné 90 % diagnostikovanych GBM patifi mezi GBM
primarniho typu, jejichz vyvoj trva zhruba 3 mésice, zatimco sekundarni GBM rostou
delsi dobu, obvykle 4 az 5 let. I pfesto, Ze oba tyto typy vykazuji podobné histologické
a morfologické charakteristiky, jejich genetické odchylky, incidence a progndza se
vyznamné 1isi (Louis et al. 2021, Paolillo et al. 2018, Thakkar et al. 2014, Urbanska et al.
2014, Wirsching et al. 2016).

GBM se dale z jin¢ho hlediska déli na molekuldrni podtyp proneuralni, neuralni,
mezenchymalni a klasicky, a to na zakladé¢ komplexnich molekularnich aspektti véetné
exprese mRNA. Tyto podtypy rovnéz vykazuji odliSnosti ve svych vzorcich progrese,

odpovédi na terapii a vysledcich 1é¢by (Paolillo et al. 2018, Verdugo et al. 2022).
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2.2.2 Epidemiologie, vyskyt nemoci a rizikové faktory

Podle dostupnych zdroji dosahuje incidence piipadi GBM piiblizné 3 na 100 000
obyvatel kazdy rok, pficemz tato hodnota mtze na celosvétové urovni kolisat. Tato forma
nadoru ptredstavuje nejcastéjsi primarni malignitu mozku u dospélych a vyznacuje se
vysokou mortalitou. Statisticky se GBM vyskytuje 1,6krat ¢astéji u muzii nez u opacného
pohlavi (Grochans et al. 2022, Ostrom et al. 2014, Tamimi & Juweid 2017, Wen et al.
2020).

V 90 % ptipadl se GBM vyviji z astrocytarnich gliovych bun¢k de novo vysokou
rychlosti, coZ odpovida primarnimu GBM. Zbyvajicich 10 % ptedstavuje sekundarni typ
GBM (Urbanska et al., 2014).

GBM se vyskytuje s vyssi frekvenci u bélochtl, u europoidni rasy bylo hladseno
vice pfipadii nez napf. u AfriCani a Afroamericanii (Grochans et al. 2022, Tamimi

& Juweid 2017, Thakkar et al. 2014).

Glioblastomové 1éze mohou vzniknout z glidlni tkané kdekoliv v  CNS, ale
ve veétSing piipadil v supratentoridlni ¢asti mozku, kde se nachdzi frontalni, temporalni,
parietalni a okcipitalni lalok. Ve frontalnim laloku je vyskyt GBM nejfrekventovanéjsi.
V jinych ¢astech mozku, jako je mozecek a micha, pak vznikéd vzacnéji (Grochans et al.

2022, Ostrom et al. 2014, Tamimi & Juweid 2017, Thakkar et al. 2014).

Vék sehrava v pripadé GBM kli¢ovou roli, nebot’ s postupujicim vékem stoupa
vyskyt tohoto nadoru. GBM se Castéji vyviji u starSich jedincii, a u jedinct ve véku 85 let
a starSich incidence klesa. Median véku pii diagnostice GBM ¢ini 64 let, a nejcastéjsi
doba pfteziti po diagnoze se pohybuje kolem 15 mésic (Grochans et al. 2022, Ostrom

et al. 2014, Tamimi & Juweid 2017, Thakkar et al. 2014, Wen et al. 2020).

Do neovlivnitelnych rizikovych faktordi GBM miizeme tedy zatadit vék, muzské
pohlavi, rasu, etnicitu, a podle nékterych studii dokonce i vySku pacienta. DalSim
potencidlnim rizikem pro vyvoj GBM je obezita (Grochans et al. 2022, Thakkar et al.
2014).

Tuto malignitu nelze oznacit jako geneticky vrozenou, hereditarni vyskyt GBM je
vzacny a u vétSiny pacientli s GBM nenachazime rodinou historii téchto nddort. Nicméné

u pacienti s dédicnymi nadorovymi syndromy, jako jsou Turcotiv syndrom,
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Li-Fraumentiv syndrom nebo fibromatoza, miize existovat zvySené riziko vzniku tohoto

invazivniho nadoru (Ostrom et al. 2014, Tamimi & Juweid 2017, Wen et al. 2020).

Byla studovana cela tfada environmentalnich a genetickych faktori, které by
mohly pfispivat ke vzniku GBM. Mezi tyto faktory patii trvaly pobyt v primyslovych
oblastech, socioekonomicky status, pfedchozi expozice ionizujicimu zéfeni, kontakt
s chemikaliemi, pesticidy, t¢zZkymi kovy a rozpoustédly, ale také historie zranéni hlavy.
Existuji 1 studie o vlivu tabakového koute, mikrovinného zafeni a elektromagnetického
zaieni z mobilnich telefont (Grochans et al. 2022, Ostrom et al. 2014, Thakkar et al. 2014,
Urbanska et al. 2014).

Vzhledem k tomu, Ze Zadny z téchto potencidlnich exogennich rizikovych faktort
dosud nevykézal vysokou odpovédnost za vznik GBM, byla vétSina téchto faktort

oznacena jako sporadicka (Thakkar et al. 2014).

Existuji i potencialni protektivni faktory GBM. Mezi né mizeme zatadit naptiklad
zenské pohlavi a hormony a kratkodobé uzivani nesteroidnich antiflogistik.
Epidemiologické studie konzistentné naznacuji, ze by alergické stavy véetné astmatu,
ekzému, senné rymy a potravinovych alergii mohly riziko vyvoje GBM snizovat

(Grochans et al. 2022, Ostrom et al. 2014, Thakkar et al. 2014, Wen et al. 2020).

2.2.3 Molekularni zmény spojené s GBM

V GBM byly jiz identifikovany rizné zmény na molekularni urovni, které
souviseji s komplexnimi mechanizmy vzniku tohoto nédoru. Existuje rozsahla skala
genetickych a epigenetickych aspektli, u kterych dochdzi béhem vyvoje GBM
k dysregulaci, kterd je spojena s mutacemi a aberacemi gent rtiznych molekularnich
biomarkert. Tyto genetické odchylky vedou k abnormdlni regulaci dvou kli¢ovych
systému v bunice, konkrétné signalnich drah a bunééného cyklu, coz hraje roli ve zvySené
proliferaci, inhibici apoptdzy a ve spusténi invaze a angiogeneze (Alifieris & Trafalis

2015, Taylor et al. 2019, Thakkar et al. 2014).

Buniky GBM se vyznacuji nekontrolovatelnou progresi bunééného cyklu, ke které
dochazi na zédklad¢ zmén rtznych drah regulujicich tento cyklus a apoptézu. Draha RB
proteinu (retinoblastoma proteinu), ktery v nefosforylované formé& brani progresi
bunécného cyklu, je ¢asto v GBM modifikovana napt. deleci, mutaci, nebo metylaci genti

kédujicich tento protein. Dalsi drahou, jejiz zména vede k indukci bunééného cyklu, je
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drédha tumor supresorového proteinu p53. Taktéz upregulace drahy P13K/AKT/mTOR
vede k tumorigenezi, kde protein mTOR plisobici v této draze indukuje syntézu cyklina
(napf. cyklinu D1), a tim 1 bunéény rtst. Dal§imi zménami, jez ovliviiuji bunéény cyklus
a pozitivné koreluji se stupném malignity GBM, mohou byt zvySena exprese p38,
upregulace drahy NF-kB s antiapoptickym uc¢inkem a mutace v promotoru genu
telomerdzové reverzni transkriptazy (TERT) (Ferry et al. 2018, Gousias et al. 2022,
Paolillo et al. 2018).

Primarni a sekundarni GBM nemusi byt do jist¢é miry histopatologicky
rozlisitelné, ale u kazdého z téchto typl tumoru nalézdme odliSné genetické zmény.
fosfatazy a homologu tenzinu (PTEN), ztrata heterozygotnosti dlouhého raménka
chromozomu 10 (LOH 10q), promotorové mutace TERT nebo delece 16p. V souvislosti
se sekundarnim GBM jsou pfitomny nejcastéji mutace isocitratdehydrogenazy (IDH1),
mutace genu 7P53 a ztrata 19q (Aldape et al. 2015, Thakkar et al. 2014, Wilson et al.
2014).

Mutace TP53
Mutace IDH1

A

Gliomy nizsiho

Amplifikace EGFR
Delece PTEN stu pné
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 primarniho a sekundarniho GBM
(zdroj: Vitovcova 2023)

2.2.3.1 Protein STAT3

Ptfevodnik signalu a aktivator transkripce 3 (STAT3) je onkogenni transkripcni

faktor, ktery je u lidi kodovan genem S7AT3, je aktivovan rliznymi cytokinovymi
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receptory a figuruje v signalni draze IL6/JAK/STAT. Tato draha je spojena s progresi
a patogenezi fadou malignit, véetné GBM (Fu et al. 2023, Vitovcova et al. 2023).

Bylo prokazano, ze gen STAT3, lokalizovany na chromozomu 17 lidského
genomu, muze zastavat v neoplastickych onemocnénich dudlni roli. V nékterych
pfipadech muizZe pulisobit i jako tumor supresorovy gen, ale upregulace STAT3 jako
onkogenu se vyskytuje az u 70 % vSech nadorovych onemocnéni (Fu et al. 2023, Lin

et al. 2019, Vitovcova et al. 2023).

Pokud je STAT3 v buiikdch GBM nadmérné aktivovan, miize STAT3 inhibovat
aktivitu cytotoxickych NK bunék, T-lymfocyta a zrani dendritickych bunék, tim vytvaret
imunosupresivni prostiedi v GBM, a podporovat tak invazi, proliferaci a metastdzovani
bunck. Tato zvySena aktivace miiZze navic negativné ovliviiovat expresi p53 a exprese
jinych gend, jako je gen pro vaskularni endotelovy ristovy faktor, mize byt naopak
zvysena. Nadorové bunky tak mohou unikat apoptotickému procesu, coz piispiva k jejich

preziti (Fu et al. 2023, Lin et al. 2019, Vitovcova et al. 2023).

Kdyby doslo k cilenému zablokovani signalni drahy IL6/JAK/STAT, mohl by se
inhibovat rlst a metastdzovani nadorovych bunék GBM. Zastaveni této drahy je tedy
povazovano za dilezitou potencidlni strategii pro 1écbu neoplazii (Fu et al. 2023, Lin

et al. 2019).

2.2.3.2 Protein p53

Tumor supresorovy protein p53, ktery je oznacovan také jako straZzce genomu, ma
dilezitou funkeci pii potlacovani tumorigeneze. Pokud dojde k poruseni bunééné DNA, je
p53 schopny iniciovat a koordinovat opravu této nukleové kyseliny. V ptipadé€, ze dojde
ke vzniku nenapravitelnych 1€zi DNA, zastavuje p53 bunécény cyklus a navodi se

apoptoza (Carlsson et al. 2014, Sasmita et al. 2018).

V GBM se mohou nachizet mutace genu 7P53, ktery koduje protein p53. Tyto
bodové mutace se vyskytuji az u 90 % vsech GBM sekundarniho typu. Primarni GBM
vykazovaly tyto mutace jen ve 30 % pfipadi, tudiz jsou zmény p53 spojovany castéji

s niz§im vékem pacientl pii diagné6ze GBM (Sasmita et al. 2018, Thakkar et al. 2014).

Gen TP53 je negativné regulovan MDM?2 a sam reguluje mevalonatovou drahu,

pficemz oba tyto mechanizmy podporuji proces tumorigeneze. Bylo zjisténo, Ze vyskyt
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mutantniho genu 7P53 silné¢ koreluje s prechodem nadoru mozku nizkého stupné

na GBM vysokého stupné (Carlsson et al. 2014, Sasmita et al. 2018).

U primarnich GBM, jejichz buiiky exprimuji mutantni p53, se objevovaly
soubézné¢ mutace nebo delece PTEN, ktery je stejné jako protein p53 kriticky
pro bunéénou homeostazu. PTEN by navic mohl byt prognostickym faktorem u pacientli
s diagnostikovanym GBM starSich nez 45 let, kde by hladiny PTEN pozitivné korelovaly

s prezitim pacienta (Carlsson et al. 2014).

2.2.3.3 ZTRATA HETEROZYGOTNOSTI CHROMOZOMU

Ztratou heterozygotnosti je ovlivnéno v GBM mnoho chromozomi. Nejcastéji to
byvaji chromozomy 9p, 10, 17p, 19q a 22, kdy p oznacuje kratké raménko a q raménko
dlouhé. Tato genetickd ztrata se konkrétné na chromozomu 10 mulZe tykat pouze
jednotlivych ramen, nebo dochazi ke ztraté celého chromozomu (Sasmita et al. 2018,

Thakkar et al. 2014).

LOH 10q, konkrétnéji 10923, je spole¢nou charakteristikou az u 70 % pacientil
postizenych GBM, s CastéjSim vyskytem u primarniho typu tohoto nddoru mozku. Gen
PTEN pro vyse uvedeny tumor supresorovy protein je lokalizovan pravé na 10q, jehoz
ztratou je tento gen silné ovlivnén. PTEN inhibuje PIP3, tim zabranuje bunééné
proliferaci, tudiz jeho delece mlize slouzit jako prediktor neptiznivé prognozy (Sasmita

et al. 2018, Thakkar et al. 2014).

2.2.3.4 ISOCITRATDEHYDROGENAZA (IDH)

NAD" dependentni metabolicky enzym IDH katalyzuje oxidaéni dekarboxylaci
v Krebsové cyklu. Béhem této reakce vznika z isocitratu alfa-ketoglutarat a NAD" se
redukuje na NADH. Kromé toho existuji cytozolické formy IDH, které ke svému
fungovani vyuzivaji kofaktor NADP+ (Cloughesy et al. 2014).

Az v 85 % ptipadech sekundarntho GBM mizeme najit bodové mutace
na aktivnim mist¢ IDH, a to bud’ v kodonu 132 (IDH1) nebo méné cCasto v kodonu
172 (IDH2). Tyto mutace podporuji neomorfni aktivitu enzymu IDH, diky které je béhem
dekarboxylace isocitratu produkovan onkometabolit 2-hydroxyglutarat, ktery pak
pfispiva s alfa-ketoglutardtem k aktivaci dalSich enzymii podporujicich metylaci DNA.

To nakonec vede k hypermetylaci této nukleové kyseliny a ptipadné tumorigenezi.
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Bodové mutace IDH nejsou v primarnich GBM pfitomny, a proto by mohly slouzit jako
biomarker pro sekundarni typ GBM, ktery je diagnostikovan u mladSich pacientt a je
spojovan s ptiznivéjsi prognozou (Aldape et al. 2015, Carlsson et al. 2014, Cloughesy
et al. 2014, Sasmita et al. 2018, Thakkar et al. 2014).

Bodové mutace IDH pozitivné koreluji s dal§imi molekuldrnimi abnormalitami
jako je napf. mutace TP53 a ATRX. Inverzni korelaci pak vykazuje napiiklad
s amplifikaci genu EGFR (Aldape et al. 2015).

2.2.3.5 MUTACE AAMPLIFIKACE EGFR

Gen pro EGFR, receptor pro transmembranovou tyrosin kindzu, se nachazi
na chromozomu 7pl2. Prostfednictvim signalnich drah mize EGFR modulovat rizné
bunétné funkce a aktivity, v€etné nadorové invazivity, Ci rezistence vici chemoterapii
a radioterapii. Ke zvysSené aktivit¢ tohoto proteinu dochazi zvySenim jeho exprese,
mutaci jeho genu, nefunkcnosti inhibitorti signalnich drah EGFR, pfitomnosti
kontinualn¢ aktivovaného EGFR — EGFRVIII, nebo amplifikaci EGFR (Thakkar et al.
2014).

Zvysend exprese mutantni formy EGFRVIII (nejcastéjsi zmena spojend s EGFR),
kterou nese az 70 % vSech primarnich typtit GBM, podporuje a indukuje proliferaci bun¢k,
tumorigenitu a odolnost vii¢i apoptdze. Navic diky této formé EGFR mohou buitky GBM
indukovat sousedni buniky k jejich pfemén€ na fenotyp podobny GBM (Aldape et al.
2015, Carlsson et al. 2014, Thakkar et al. 2014).

Kontinualné aktivovany EGFR vykazuje potencial slouzit jako prognosticky
biomarker pro GBM. Identifikace konstitutivné aktivniho EGFR v nadoru signalizuje

neptiznivou prognézu u pacientll s touto formou nddoru (Sasmita et al. 2018, Thakkar

et al. 2014).

2.2.3.6 ENZYM MGMT

O-6-methylguanin-DNA-methyltransferaza (MGMT) je enzym, jehoz tkolem je
opravovat DNA. Enzym ma schopnost odstraiovat methylové skupiny
z O-6-methylguaninu, coz je typ genomické léze vzniklé piisobenim alkyla¢nimi latkami

jako je Temozolomid (TMZ) (Aldape et al. 2015).
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Pokud je vbunkich GBM hypermetylovan promotor genu tohoto enzymu,
dochazi k transkripénimu utlumeni genu. MGMT urcuje miru citlivosti na 1écbu
alkyla¢nimi latkami a metylace promotoru MGMT miZe poskytovat lepsi prognozu
pfi chemoterapii, a slouzit tak jako prediktivni a prognosticky biomarker GBM (Aldape
et al. 2015, Sasmita et al. 2018, Thakkar et al. 2014).

2.2.3.7 MUTACE TERT

TERT piedstavuje kliCovou podjednotku telomerazového komplexu, enzymu
zodpovédného za udrzovani délky telomerické DNA na chromozomalnich koncich. Tato
délka ma tendenci se zkracovat pii kazdém bunééném déleni, a proto je role telomerazy

kriticka pro udrzeni stability chromozomu (Aldape et al. 2015, Cree 2011)

U nadorovych onemocnéni je Casto pozorovana pfitomnost mutaci v promotoru
genu TERT, v ptipadé GBM primarniho typu byly tyto mutace pozorované az u 70 %
pacientl. Touto mutaci TERT ziskavaji buiiky vlastnosti charakteristické pro neoplazie,
véetné¢ neomezen¢ho bunécného déleni a imortality (Aldape et al. 2015, Thakkar et al.

2014).

2.2.3.8 MIKROTUBULARNI CYTOSKELET A JEHO DYSREGULACE

Mikrotubuly jsou dynamickou polarni strukturou, kterd spolu s mikrofilamenty
a intermedidlnimi filamenty tvoii cytoskelet jak v bunkach zdravych, tak v bunkach
nadorovych. Zapojuji se do mnoha dilezitych zakladnich bunéénych funkci, jako je
naptiklad vznik mitotického vieténka, které zajist'uje rovnomérnou distribuci chromatid
v anafazi a nasledné rozdéleni genetické informace do dvou dcefinych bun¢k (Goodson

et al. 2018, Katsetos et al. 2011, Katsetos et al. 2015).

Mikrotubularni cytoskelet mimo jiné udrzuje bunéény tvar, mechanickou odolnost
a polaritu, umoziuje bunkdm navzajem komunikovat a pfijimat extracelularni material.
Mikrotubuly také figuruji v dalSich klicovych funkcich, vcetné zajiStovani
intracelularniho transportu nebo interakce s riznymi bunéénymi organelami (Chen et al.

2022a, Katsetos et al. 2011, Katsetos et al. 2015, Zottel et al. 2021).
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Obr. 3: Struktura mikrotubuld
(zdroj: https://e-learning.vscht.cz/mod/glossary/showentry.php?eid=50961 &displayformat=dictionary)

Tyto hojné se vyskytujici proteiny, které tvoii asi 20 procent vSech proteina
v mozku, jsou sloZzeny z heterodimert alfa a beta tubulinu, jez dale vytvareji polarni
protofilamenta, pfipominajici tvar trubice. V savcéich builkdch jsou minus konce
mikrotubull stabilné zakotveny v centralnich organiza¢nich centrech mikrotubul
(MTOC), zatimco plus konce projevuji dynamickou schopnost, ktera zahrnuje procesy
polymerizace a depolymerizace téchto proteini. Maligni buiiky maji schopnost
proliferace, angiogeneze, invaze, migrace a metastazovani predevsim diky
mikrotubularnimu cytoskeletu. (Goodson et al. 2018, Katsetos et al. 2011, Katsetos et al.
2015, Kralova et al. 2013, Zottel et al. 2021)

Jeden z izotopl B-tubulinu, BIII-tubulin, je fyziologicky exprimovan v neuronech,
zatimco v glialnich a dalSich bunikach se vétSinou vyskytuje jen v zarode¢né fazi. Ve vSech
typech a stupnich gliomili je mikrotubulovy cytoskelet dysregulovan a exprese tohoto
izotypu je zde v rizné mite vyssi nez pii fyziologickém stavu. Vyssi hladina BIII-tubulinu
koreluje s agresivn€j§im chovanim a nepfiznivymi klinickymi vysledky, coz zahrnuje
vyssi histologicky stupeni, chemorezistenci a pokrocily pritbéh onemocnéni (Katsetos

et al. 2011, Katsetos et al. 2015, Vitovcova et al. 2023)

Dal$im nadmérmné exprimovanym proteinem v GBM je y-tubulin, ktery jako
soucast MTOC hraje roli pfi nukleaci mikrotubuld. y-tubulin je obvykle lokalizovan
v centrozomech, avSak v buitkach GBM byla jeho exprese objevena i v cytosolu. V GBM

je Casto koexprimovéan s B-tubulinem (Katsetos et al. 2011, Katsetos et al. 2009).

Abnormalni akumulace a zmény v GBM se mohou vyskytovat 1 u dalSich proteinti
cytoskeletu, napt. intermedidlnich filament, jako jsou vimentin, glidlni fibrilarni kysely

protein (GFAP), synemin a nestin (Zottel et al. 2021).
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Cytoskeletarni proteiny se jevi jako potencialni biomarkery pro diagnostiku
a terapii GBM. V soucasné dob¢ se v 1é€bé raznych typt nador pouziva jiz celd fada
latek plsobicich na mikrotubuly (MTAs) (Katsetos et al. 2015, Zottel et al. 2021,
Vitovcova et al. 2020).

2.2.4 Klinické projevy

Standardni klinicka prezentace GBM neexistuje, nebot’ pacienti s touto diagnézou
vykazuji nespecifické symptomy, které se mohou lisit u kazdého jedince. Klinicky prib¢h
onemocnéni zavisi na umisténi nadoru a dynamice jeho §ifeni. Vzhledem k rychlému
prubéhu GBM dochazi ve vétsiné piipadli k postupné progresi jeho ptiznakt. Jelikoz
byvaji klinické projevy GBM nespecifické, miize se toto onemocnéni pii diagnostice
zaménit za infekce nebo cirkula¢ni a imunitni choroby, coz miize zpusobit zpozdéni
ve stanoveni spravné diagnézy (McKinnon et al. 2021, Tiefenbach et al. 2023, Urbanska
et al. 2014, Wirsching et al. 2016).

Poskozenim tkdn¢ a naslednym otokem dochazi ke zvySeni intrakranidlniho tlaku,
ktery provazi tfada nepiijemnych symptoma vcetné bolesti hlavy, zvraceni, zavrati,
neurologické deficience, ataxie s projevy ztraty koordinace. Moznd je 1 pfitomnost
halucinaci, jak sluchovych, tak vizualnich (Tiefenbach et al. 2023, Urbanska et al. 2014,
Wirsching et al. 2016).

Vyznamnym piiznakem GBM je také nove vznikly epilepticky zachvat, ktery je
pozorovan u 25 % ptipadii a v pozdnim stadiu nemoci postihuje az 50 % pacientd.
Epilepticky zachvat jako prvni ptiznak GBM je spojovan s lepsi prognézou onemocnéni.
Lozisko v tomto ptipadé byva pravdépodobné mensi a jeho chirurgickou resekci lze

provést snadnéji (Tiefenbach et al. 2023, Wirsching et al. 2016).

K neurologickym ptiznakim GBM déle fadime poruchy zraku, jako je diplopie
nebo rozosttené vidéni. Dale mohou trpét pacienti laxnimi sfinktery, inkontinenci moci
a stolice a erektilni dysfunkci. Jsou pozorovany i Casté synkopy a ischialgie — bolesti,
ztrata citlivosti a oslabeni v dolnich ¢astech zad a koncetin, které pfipominaji potize

pfi vyhtezlé plotynce (Gee et al. 2012, Urbanska et al. 2014).

Zpozdéna diagnostika miiZe nastat 1 v ptipadé, kdy se GBM nachazi v predni ¢asti

mozku. Piitéto lokaci tumoru mohou pacienta postihnout poruchy nalady i zmény
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osobnosti, coz jsou obvykle projevy psychogenni poruchy, a proto v téchto ptipadech neni

snadné urcit spravnou diagnozu (Wirsching et al. 2016).

2.2.5 Diagnoza a prognoza

Diagnostické nastroje pro GBM byvaji pouzity v reakci na symptomy zminéné
vyse, které jsou zplsobeny invazivni destrukci mozkové tkané a rychlym ristem nadoru.
Screening nadord mozku neni bézny. Pacienti, u kterych se vyskytuje urcité genetické
riziko vzniku nédoru, jako je napiiklad neurofibromatoza typu 1 a Turcotlv syndrom,
mohou byt sledovani. BEhem neurologického vysetfeni se pouZivaji zobrazovaci metody
vcetné magnetické rezonance (MRI), pocitacové tomografie (CT) a pozitronové emisni

tomografie (PET) (Weller et al. 2017, Wirsching et al. 2016, Wen et al. 2020).

Pro urceni definitivni diagndzy je nutno provést histopatologické vySetieni
zahrnujici histologické, cytologické nebo histochemické stanoveni odebran¢ho vzorku
nadoru. Jednim z diagnostickych biomarkerii je protein GFAP, jez je fyziologicky
exprimovan v astroglidlnich buiikéach, avSak s rostouci malignitou a klesajici diferenciaci
bunék se jeho exprese v nadoru snizuje. K potvrzeni diagnozy opétovného vyskytu GBM
muze byt vyZadovéna opakovand operace (Czarnywojtek et al. 2023, Davis, 2016,

Urbanska et al. 2014).

Standardni zobrazovaci metodou pro diagnostiku nadoru mozku je kontrastem
zvyraznéna MRI, jez se pouziva i pii kontrole neoplazie po probéhnuté 1é¢bé. Diky MRI
lze rozeznat tumor jako zvyraznénou nekrotickou hmotu, obklopenou nezvyraznénymi
sekundarnimi intrakranialnimi abnormalitami, zahrnujici edém a invazi tumoru. MiiZe byt
pritomno také krvaceni a cystické zmény. Tato neinvazivni metoda dale poskytuje
anatomické podrobnosti o okolnich strukturach neoplazie, coz je dulezité
pfi chirurgickém planovani pro provedeni co nejobsahlejsi a spravné chirurgické resekce,
kterd poskytne lepsi prognozu pacienta s GBM. Dalsi vyhodou MRI je jeji ptesnost,
nepfitomnost zatéze ionizujiciho zafeni, schopnost odlisit abnormalni tkan. Vykazuje
podrobnéjsi rozliSeni cév, nervovych struktur a rozdilii mezi Sedou a bilou mozkovou
hmotou (Adam et al. 2010, Czarnywojtek et al. 2023, Shukla et al. 2017, Urbanska et al.
2014, Wen et al. 2020)

V soucasnosti se jiz vyuzivaji pokroc¢ilé modality MRI, které poskytuji

komplexnéjsi charakteristiku nadoru, mohou vyhodnotit fyziologické 1 metabolické
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vlastnosti GBM, ¢imz umoznuji vyuziti personalizovanych terapeutickych postupt.
Jednou z nov¢jSich technik je magnetickd rezonancni spektroskopie, diky niz miizeme
detekovat uvnitf nddoru n€které metabolity 1 jejich koncentrace (Shukla et al. 2017, Wen

et al. 2020)

PET, dalsi zobrazovaci metoda nuklearni mediciny, neni soucasti standardniho
postupu vysetiovani, ale jeji vyznam v diagnostice roste. Muze rozsifit informace
pii diferencidlni diagnostice tumoru, popsat jeho metabolické zmény, vymezit rozsah
pro chirurgické planovani a monitorovat terapii a prognézu nemoci (Adam et al. 2010,

Wirsching et al. 2016, Wen et al. 2020).

Dalsi dostupnou metodou je CT, kterd nedosahuje takového rozliSeni jako MRI,
ale doplnuje dalsi informace o lokalizaci, velikosti a struktufe GBM a miize také

popisovat jeho vztah k okolni tkdni (Adam et al. 2010, Wirsching et al. 2016).

V onkologii a paliativni mediciné se pro vyhodnoceni progndézy onemocnéni
pouzivéa vykonnostni stupnice — Karnofského skore (KPS) obsahujici 11 stupiii. Dale se
pouzivd prognostické schéma RPA, jez stanovuje odhad pfeziti pacienta s nové

diagnostikovanym nadorem mozku (Urbanska et al. 2014).

Medién preziti této nemoci se pohybuje okolo 15 mé&sict. Péti let po diagnoze se
dozije mén¢ nez 5 % pacienti s GBM. Velice Spatna progn6za tohoto onemocnéni je
ovlivnéna faktory, jako je vk pacienta v dobé diagndézy a jeho vykonnostni stav
pted operaci, histologicky stupen, geneticky profil, index proliferace, lokalizace a rozsah
chirurgické resekce nadoru. Tyto faktory déale ovliviiuji vybér vhodného zplisobu 1éCby

(Grochans et al. 2022, Ostrom et al. 2014, Thakkar et al. 2014, Urbanska et al. 2014).

Pacienti s GBM ve vy$§im v€ku maji krat$i dobu pifeZziti. Ve srovnani s nadory
umisténymi v mozkovém kmeni a diencefalonu se GBM lokalizované v supratentorialni
oblasti vyznacuji ptiznivej$i progndzou, protoze je zde lepsi ptistup pro chirurgickou
resekci, ktera ptinasi zlepseni progndzy (Chen et al. 2022b, Luo et al. 2021, Ostrom et al.

2014, Thakkar et al. 2014).

2.2.6 Soucasné lécebné postupy

V soucasné dob¢ je standardem neurochirurgicka 1écba s adjuvantni terapii, kde
se vyuziva radioterapie a chemoterapie. ProtoZze GBM vykazuje vysokou odolnost viici

nynéjsi dostupné 1é€bée, kdy i v pfipad€ vzacného vymizeni tohoto nddoru dochazi k jeho
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recidivé, neni tato 1é¢ba povazovana za Gispé$nou a jejim primarnim cilem je co nejvice
prodlouzit dobu pieziti pacienta, nikoliv v§ak nador pIné vylécit. Proto je nezbytné hledat
inovativni a efektivni 1écebné strategie, které by mohly poskytnout personalizovanou
perspektivni terapii této nemoci (Alifieris & Trafalis 2015, Czarnywojtek et al. 2023,
Davis 2016, Grochans et al. 2022, Chen et al. 2022b, Louis et al. 2021, Urbanska et al.
2014, Wang et al. 2022).

Mezi problémy spojené s 1écbou GBM patii nemoZnost dosaZeni dostate¢né
resekce a vysoky stupen heterogenity nadoru, coz znamena, ze rizné typy bun¢k v GBM
reaguji rizn€ na 1écbu. Kvili umisténi GBM v mozku m4 1é¢ba tohoto tumoru omezeni
zpusobena hematoencefalickou bariérou. Velké molekuly nejsou schopny tuto bariéru
piekonat, coz sniZzuje biologickou dostupnost 1é¢iv podavanych systémové. Dalsi
piekazkou jsou buiky v hypoxickych oblastech, které nereaguji na radioterapii
(Czarnywojtek et al. 2023, Taylor et al. 2019, Urbanska et al. 2014, Vitovcova et al. 2023,
Wang et al. 2022).

2.2.6.1 CHIRURGICKA LECBA

Primérnim cilem zakladni 1é¢by GBM je dosdhnout totalni chirurgické resekce
nadorové tkané€, aniz by doSlo k poSkozeni dilezitych ¢asti mozku. Resekce je
prizptisobena individualnim charakteristikAm kazdého ptipadu, zohlednujici umisténi,
velikost a tvar nadoru, polohu krevnich cév a citlivé oblasti mozku. DileZitost této
resekce byla prokazdana v mnoha studiich, ve kterych pacienti s rozsahlejSim
chirurgickym odstranénim 1éze dosahovali lepSich vysledkll nezZ ti s menSim rozsahem.
Tato zlepSeni se projevovala u pacientli delSim pfeZitim bez progrese, celkovym prezitim
a redukci neurologickych symptomd, véetn¢ zachvatii, fecovych a motorickych deficitt.
Vzhledem k vysoké proliferativni aktivité, invazivité¢ a nejasnym hranicim GBM je vSak
uplna resekce tohoto tumoru témét vzdy nemozna. Infiltrujici nddorové buiiky zlstavaji
1 po resekcei v okoli 1éze, coz pozdéji vede k recidivé nebo progresi onemocnéni (Carlsson
et al. 2014, Czarnywojtek et al. 2023, Davis 2016, Sasmita et al. 2018, Urbanska et al.
2014).

V chirurgickém odstraiovani GBM se pro zvySeni ucinnosti pouziva také
onkologicka fluorescence. PouZzitim barviva kyseliny 5-aminolevulové je proces resekce
efektivnéjsi. Operacni planovani je zalozeno na MRI a béhem operace se vyuzivaji dalsi

zobrazovaci metody, jako je MRI, ultrazvuk nebo CT, tudiz dochazi ke stalému

24



zlepSovani chirurgickych i pfedoperacnich technik, coz zvySuje pravdépodobnost vyssiho

rozsahu resekce GBM (Czarnywojtek et al. 2023, Davis 2016).

2.2.6.2 RADIOTERAPIE

Po kraniotomii nésleduje obdobi pro zahojeni rany trvajici pfiblizné 4 tydny,
po kterém néasleduje radiacni 1é¢ba, kterou dopliuje chemoterapie pro dosazeni lepSich

vysledki (Davis 2016)

Radioterapie vyuziva ionizujici zafeni jako fyzikalniho c¢inidla k napadeni
rakovinovych bunék, pfi¢emz celkova davka zareni je obvykle 60 Gy béhem Sesti tydn.
Také Gc¢innost radioterapie neni uplna (Urbanska et al. 2014, Davis 2016, Maier et al.

2016).

Radioterapeutické zateni ovliviiuje také bunky zdravé, coz mulze vést
k nezddoucim uc¢inklim vcetné radiacni nekrdzy. Proto se stale pracuje na zdokonaleni
této metody. Technologicky vyspélejsi formou radioterapie je tomoterapie
(toradioterapie), ktera poskytuje vétsi ochranu zdravym tkéanim (Czarnywojtek et al.

2023, Davis 2016).

2.2.6.3 CHEMOTERAPIE

vvvvvv

ve srovndni s pouhym ozafovanim prodluzuje medidn celkového preziti pacientt,
zejména u jedincd s pritomnosti hypermetylace MGMT. TMZ zvysSuje medidn preziti
pacienti s GBM vice nez jakékoliv jiné chemoterapeutikum. V 1écbé GBM se
prilezitostné pouzivaji 1 dal§i chemoterapeutika, jako je karboplatina, etoposid,
irinotecan, karmustin a cisplatina (Alifieris & Trafalis 2015, Urbanska et al. 2014,
Wirsching et al. 2016).
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Obr. 4: Chemicka struktura temozolomidu
(zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/product/sigma/t2577)
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TMZ je dusikaty derivat dakarbazinu patfici mezi DNA alkylujici cytostatika.
Jedna se o 1ék prvni linie, ktery se podava v davce 75 mg/m? peroralng, a to kazdy den
po dobu 6 tydnl soucasné s 6tydenni radioterapii. Navzdory vysoké biodostupnosti TMZ
v plazmé (témét 100 %) dosahuje koncentrace tohoto 1éCiva v cerebrospinalni tekuting
piiblizné 20 % plazmatické koncentrace. Mechanizmus U€inku této latky spociva
v poskozeni DNA prostfednictvim metylace O6 pozice na guaninu a v zastaveni
bunécného cyklu v G2/M fazi, coz nastartuje proces bunécné apoptdzy. U pacientd
s metylaci promotoru MGMT byl zaznamenan vyS$§i medidn pfeziti, ktery muze
dosahovat az 23 mésict, a Sleté celkové preziti bylo zaznamenéno u 14 % pacientt
(Alifieris & Trafalis 2015, Czarnywojtek et al. 2023, Chua et al. 2019, Ortiz et al. 2020,
Sasmita et al. 2018).

Tato 1écba proti nadorovym buitkam neni selektivni a mize zptlisobit toxicitu
iu zdravych bun€k, coz miize vést k nezddoucim uCinkiim, véetné trombocytopenie,
neutropenie, virové hepatitidy nebo cytomegalovirové infekce, a mulze se projevit
1 selhdnim jater nebo syndromem Stevena-Johnsona. K prevenci nauzey je mozné
podévat antagonisty serotonergnich 5-HT3 receptor 30-60 minut pied podanim TMZ.
Pro zvySeni selektivity chemoterapie na nadorové buiiky se testuje vyuZiti nanonosict
a polymernich castic(Alifieris & Trafalis 2015, Czarnywojtek et al. 2023, Verdugo et al.
2022b)

Podavani TMZ je vSak spojeno se vznikem rezistence, jez vznika na zakladé celé
fady mechanizmil, mezi nimizZ je dilezité pisobeni enzymu MGMT, ktery je schopny
odstranovat alkylové skupiny z guaninu, a tim snizovat u¢innost alkyla¢ni 1écby. Dalsi
enzym, ktery hraje roli v opravé bazi, je poly-(ADP-riboza)-polymeraza-1 (PARP-1).
Inhibice PARP-1 zvySuje cytotoxicitu TMZ, a proto jsou inhibitory PARP-1 testovany
pro pouziti v kombinaci s TMZ (Alifieris & Trafalis 2015, Davis 2016, Sasmita et al.
2018).

2.2.6.4 DALSI LECEBNE STRATEGIE

S ohledem na molekularni a genetickou heterogenitu GBM jsou aktudlné vyvijeny
dalsi 1écebné strategie, které by mohly byt vyuzivany jako personalizovana terapie

pfizptsobena specifickym charakteristikim GBM u kazdého jedince (Aldape et al. 2015)
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Angiogeneze, proces fizeny VEGF a dalsimi mediatory, je dualezitou
charakteristikou GBM. Terapeuticky pfistup zamétfeny na angiogenezi funguje na zékladé
vyhladovéni nédoru pomoci intravendézné¢ podavané monoklondlni protilatky
bevacizumab, ktera se vaze na VEGF, snizuje jeho biologickou aktivitu a tim puasobi
na krevni cévy. Bevacizumab snizuje vaskuldrni permeabilitu, ¢imz redukuje edém
zpusobeny nadorem. Tato terapie také zlepSuje oxygenaci a ma schopnost snizovat
komplikace spojené s radia¢ni nekrézou. Studie vSak zaznamenaly rozdilné vysledky
tykajici se ucinnosti této monoklondlni protilatky (Davis 2016, Urbanska et al. 2014,
Verdugo et al. 2022, Wirsching et al. 2016).

DalS8imi latkami, jejichz ti€¢inek se u GBM experimentalné ovetuje, jsou inhibitory
tyrosinkindz, které reguluji nekontrolovatelny a nadmérny rist nadoru. Patii sem

napf. imatinib, sunitinib a sorafenib (Czarnywojtek et al. 2023).

Prosttedi GBM neni odolné pouze vici 1éCbe, ale builkky nadoru jsou také
rezistentni vic¢i reakcim imunitniho systému. Existuji snahy spojit 1é¢bu GBM
s imunoonkologickou terapii. Cilem imunoterapie je pfekonat imunorezistenci
nadorovych bunék viici T-lymfocytiim, obnovit ¢i posilit reakce imunitniho systému proti
imunosupresivnimu prostiedi GBM, a tim dosadhnout efektivni eradikace nadoru

(Czarnywojtek et al. 2023, Medikonda et al. 2021, Wang et al. 2022).

Imunoterapie GBM zahrnuje dva hlavni pfistupy. Prvnim z nich je vyuziti vakcin
zalozenych na peptidech, ¢i DNA. Tyto vakciny (podobné jako antigen prezentujici
bunky) maji schopnost prezentovat antigeny T-lymfocytim, pfiC¢emz zvySuji imunitni
odpovéd’ T-lymfocytd na nador, coz ptispiva k aktivni specifické imunizaci. Druhy typ
imunoterapie je zaloZen na viroterapii, kde protein cytomegaloviru vyvolava silnou
imunitni odpovéd” CD8+ T-bunék, a pfispiva tak k protinddorové aktivité (Czarnywojtek

et al. 2023, Verdugo et al. 2022).

V nedavno publikovanych studiich se také objevila terapie elektrickym polem,
pii které se elektrické pole dodava pfimo do mista loziska nadoru a zptisobuje poruchu
dé€leni bun€k piritomnych v tomto lozisku. Slibné nové moznosti terapeutickych strategii
zahrnuji latky, které by zacilily na molekularni buné¢éné signalni dréhy a receptory, jako
jsou EGFR, IDH2, IDH1 a PI3K/AKT, jez prochazi v GBM zménami (Taylor et al. 2019,
Verdugo et al. 2022).
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2.3 Latky putsobici na mikrotubularni cytoskelet a ,,drug
repurposing

Mikrotubuly hraji klicovou roli v buiikdch, a to jak v normalnich, tak i v téch
nadorovych. V disledku toho se mikrotubuly stavaji dilezitym terapeutickym cilem
pro léCiva pouzivana pii terapii riznych typt malignit. Mezi tyto latky patii MTAs, ktera
interaguji s cytoskeletem ndadorové bunky prostfednictvim riznych mechanizmt

(Katsetos et al. 2015, Zottel et al. 2021, Vitovcova et al. 2020).

MTAs lze rozdélit na latky, které destabilizuji mikrotubuly, a latky, které je
stabilizuji. Oba typy téchto protinadorovych 1é¢iv vedou ke smrti nadorovych bunék.
Mezi destabilizujici antimitotika patii 1éCiva ze skupiny vinca alkaloidii a kolchicin,
zatimco stabilizujicimi latkami jsou 1éCiva ze skupin taxanil a epothilonti. Pouzitim této
antimitotické 1écebné strategie dochdzi ke zpomaleni pfechodu bunc¢k z metafize
do anafaze, coZ brani ispéSnému dokonceni mitdzy, a nasledné se spousti programovana

bunééna smrt (Cermék et al. 2020, Katsetos et al. 2011, Katsetos 2015, Zottel et al. 2021).

Jednou z nevyhod antimitotik pouzivanych v protinddorové terapii je moznost, ze
si nddorové buiiky vybuduji rezistenci k 1é€bé. V takovém ptipad€ se objevuje zvysSena
exprese PIII-tubulinu nebo také dochazi k jeho mutaci. V 1é¢bé nadoru mozku pomoci
MTAs je také nevyhodou mala priichodnost téchto latek pres hematoencefalickou bariéru
z davodu exprese P-glykoproteinu, ktery funguje jako efluxni transportér latek

(Vitovcova et al. 2020, Zottel et al. 2021).

Je velice Zadouci zkoumat a vyvijet nové terapeutické postupy a 1é€ivé latky, které
by mohly vést k lepsi prognoze pacientii s GBM. Vyvoj IéCiv je ekonomicky a ¢asoveé
narony proces a mnohé studie novych latek casto konéi netuspéchem. "Drug
repurposing” je perspektivni metoda, pti které se hledaji nové indikace pro jiz schvalené
a pouzivané lécivé latky. Zkoumaji se tedy takové struktury, u kterych jsou znadmy
farmakodynamické i farmakokinetické aspekty, vcetné informaci o jejich toxicité
a vyskytu nezadoucich ucinkli. Vyhodou jsou tedy nejen snizené¢ naklady na vyvoj
nezadoucim G€inkiim. Mezi skupinu latek, které byly diive vyuzivany pro jinou indikaci
a v soucasné dobé jsou testovany pro své UCinky na nadorové bunky, patii také

benzimidazoly (Cafiova et al.2017, Hanusova 2015, Ren et al. 2022)
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2.4 Benzimidazoly

Benzimidazol je dilezity heterocyklicky systém, ktery je zdkladem mnoha
bioaktivnich sloucenin, jako jsou napf. antiparazitika, analgetika, antiulceroza,
antihypertenziva, antikonvulziva a potencialné i anticanceroza. Toto Siroké spektrum
biologické aktivity benzimidazolu je ddno moznostmi substituce jeho jadra, které
obsahuje sedm pozic nesoucich rozmanité funkéni skupiny, a to vétSinou na pozici 1, 2
a (nebo) 5/6. Slouceniny obsahujici toto riizn€ substituované jadro tedy ptisobi na rtizné

cile a maji rizné farmakologické vlastnosti (Bansal & Silakari 2012).
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Obr. 5: Chemicka struktura benzimidazolu (zdroj: Bansal & Silakari 2012)

Benzimidazolova anthelmintika, jako je albendazol, fenbendazol, flubendazol
(FLU) a mebendazol, jsou testovana jako potencidlni 1é¢iva v boji proti celé fad¢ tumor
a n¢které z nich, predevsim mebendazol, jsou také slibnymi kandidaty pro 1é¢bu GBM

(Bansal & Silakari 2012, Ren et al. 2022, Zottel et al. 2021).

Podle vysledka studie publikované v roce 2022 byla prokazana protinddorova
aktivita nékterych benzimidazoli u pacienti s GBM. Tyto latky prokazaly schopnost
inhibovat migraci a invazi nddorovych bunck a zastavit bunéény cyklus v G2/M fazi
pomoci ovlivnéni signalni drahy p53/p21/cyklin B1. Pisobenim benzimidazol na tumor
byla zaznamenana zvySena exprese tumor supresorového proteinu p53 a snizena exprese

cyklinu B1 (Ren et al. 2022).

Bylo také prokdzano, zZe benzimidazoly testované na xenoimplantatu mysi in vivo
vykazuji inhibi¢ni potencidl v proliferaci malignich bun€k. V tomto piipadé dochazi
k zastavé proliferace prostfednictvim indukce apoptické a pyroptické bunécéné smrti.
Hmotnost i objem neoplazie se navic snizuji bez pozorovatelnych vedlejSich ucinkti (Ren

et al. 2022).
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2.4.1 Flubendazol

Toto Sirokospektralni syntetické benzimidazolové anthelmintikum, objevené v 70.
letech 20. stoleti, se pouziva jak ve veterinarni, tak 1 v huménni medicing. V pfislusnych
indikacich se obvykle podavd po dobu tfi dnili, ale jeho ucinnost byla prokdzana

i pfi jednorazovém podani (Catiova et al. 2017, Chen et al. 2022a).

Aktudlni vyzkumy naznacuji, Ze FLU muze sehrat klicovou roli v uspésné 1écbé
ruznych typi rakoviny. V soucasné dob¢ probiha vyzkum jeho protinadorovych ucink,
pricemz pfesné mechanizmy téchto UCinkl zlstavaji stale neobjasnény. FLU je také
zkoumén v kontextu 1é€by GBM, coz je dilezité vzhledem k nevyhoddm spojenym se
standardni terapii tohoto nadoru, zahrnujici rezistenci viici 1écbé a selhani terapie

v disledku infiltrativniho ristu a Sifeni GBM (Chen et al. 2022a, Vitovcova et al. 2023).

2.4.1.1. FARMAKOKINETIKA A STRUKTURA FLUBENDAZOLU

Tato chemicka slou¢enina ma komplexni strukturu, kde benzimidazolové jadro
tvoii spojeni s karbamatovym fetézcem a fluorovym substituentem na benzenovém kruhu
(methyl-N-[6-(4-fluorbenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl]karbamat). ~ Specificnost FLU
v ramci skupiny benzimidazolii spociva pravé v pritomnosti tohoto atomu fluoru (Chen

et al. 2022a, Son et al. 2020).
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Obr. 6: Chemicka struktura flubendazolu (zdroj: Catiova et al. 2017)

FLU se vstfebava v travicim traktu, a proto se nejcasteji podava peroralni cestou.
Jeho lipofilni struktura zptisobuje, ze je toto 1€Civo obtizné€ rozpustné ve vodném prostiedi
gastrointestindlni soustavy, coZ se projevi jeho nedostate¢nou absorpci do krevniho
obéhu. Tyto vlastnosti prispivaji k celkove nizké biodostupnosti FLU. K dosazeni lepsiho
vstiebani a biodostupnosti se obvykle doporucuje uzivat 1€k ihned po jidle. Pii indikaci,
jako jsou infekce zptisobené filariemi, je aplikace 1éCiva efektivnéjsi ve formé podkozni

&i intramuskularni injekce (Cafiova et al. 2017, Chen et al. 2022a).
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Lipofilni povaha FLU, kterd mu umoziiuje proniknout hematoencefalickou
bariérou a hromadit se v mozku, pfedstavuje vyznamny potencial pro jeho pouziti v 1é¢bé

GBM (Chen et al. 2022a).

Jednim z omezeni pti pouziti FLU v 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni je praveé nizka
biodostupnost této latky. Existuje pfedpoklad, Ze jeho potencidlni vyuziti musi byt
spojeno s modifikacemi, které zvysi jeho biodostupnost. ZlepSeni rozpustnosti ve vodé
by mohlo vést k vétsi absorpci, coz by zvysilo maximalni koncentraci v plazmé, a tedy
celkovou biodostupnost 1éCiva. Jednou z moznych cest k dosazeni tohoto cile je pouziti

cyklodextrinovych komplexti (Caova et al. 2017).

V¢étSina peroralné podané davky FLU (80 %) se vylouci stolici a pouze velmi malé
mnozstvi nezménéného 1é¢iva (méné nez 0,1 %) se nachazi v moci. Polocas FLU
v tkanich ¢ini jeden az dva dny. Biotransformace absorbovan¢ho FLU probiha v jatrech,
kde dochazi k jeho preméné prostfednictvim dvou metabolickych cest. Jedna z téchto cest
zahrnuje redukci ketonu a béhem druhé reakce vznikne keton hydrolyzou karbamatu. Oba
produkty téchto krokd jsou nasledné prevedeny na stejny metylovany metabolit (Cafiova

etal. 2017, Chen et al. 2022a).

Béhem ptisobeni FLU in vivo nebyly zaznamenany zadné zavazné nezadouci
ucinky ani toxicita. Nedochazelo k poklesu télesné hmotnosti testovanych zvitat na jejich
organech se neprojevily zddné morfologické zmény a v prubehu analyzy krevnich testl

nebyla zji§téna zadna malignita (Ren et al. 2022, Catiova et al. 2017).

2.4.1.2 MECHANIZMY UCINKU A ZASTAVENI BUNECNEHO CYKLU
NADOROVYVCH BUNEK

Anthelminticky ucinek FLU spociva v modifikaci struktury mikrotubulérniho
cytoskeletu prostfednictvim inhibice polymerizace tubulinu. Tento benzimidazolovy
karbamat se vaze ainteraguje s mikrotubuldrnim proteinem B-tubulinem, narusuje
sestavu a dynamiku cytoskeletu parazita, a tim mu brani v plnéni zékladnich bunécnych
funkci. Dochazi také k poruSeni transportu glukdzy a vycerpani energetickych zasob
glykogenu. FLU neni omezen pouze na tento mechanizmus uc¢inku; je téZ induktorem
vzniku reaktivnich forem kysliku, jez jsou spojeny s aktivaci oxidativniho stresu, coz

vede k oslabeni a nasledné degradaci buné€k parazita. Toto anthelmintikum ma rovnéz
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schopnost aktivovat autofagii bunék. Vysledkem téchto procest je cilend destrukce

parazita (Canova et al. 2017, Chen et al. 2022a, Vitovcova et al. 2020).

YV v

FLU byl ispés$né testovan jako uc¢inny proti solidnim nadortim, jako je melanom,

neuroblastom a rakovina plic, a také v pripad¢ leukemii (Chen et al. 2022).

Na nadorové buiiky prsu, melanomu nebo prostaty piisobil FLU tak, ze potlacil
jejich rast inhibici bunééného cyklu ve fazi G2/M a podpofil tvorbu monopolarniho
mitotického vieténka. V bunkach prsnich nadorti se soucasné snizila exprese genl
spojenych s obnovou neoplazie a redukoval se pocet bunc¢k vykazujicich vlastnosti bunck
kmenovych. Dale dochéazelo k potlaceni exprese mezenchymalnich markert, jako jsou
B-katenin, vimentin a N-kadherin. FLU také inhiboval schopnost migrace bun¢k, coz
nasledn¢ vedlo k redukci metastazovani (Chen et al. 2022a, Son et al. 2020, Vitovcova

et al. 2023).

Dal$im moznym mechanizmem ucinku FLU je potlaceni aktivace STAT3.
V disledku podani FLU byla pozorovéana sniZzend fosforylace STAT3. FLU byl schopny
inhibovat drahu STAT3 v nadorovych buiikach prsu, melanomu i prostaty, ¢imz potlacil
rust, angiogenezi a metastazovani téchto nadorti do dalSich orgénti. Toto 1é¢ivo rovnéz
indukovalo diferenciaci bunék, coz by mohlo vést ke snizeni celkového poctu bunek,

a tim potencidlné omezit recidivu naddorti (Chen et al. 2022a, Vitovcova et al. 2023).

V buiikach kolorektalniho a prsniho karcinomu dale dokazal FLU sniZovat
hladinu cyklinu D1 a soucasn¢ zde zvySoval expresi cyklinu B1, aktivoval kaspazu 2
a kaspazy 3/7. Podobné jako pfi jeho pisobeni na parazitické buiiky, FLU zplisobuje
poskozeni bunécného mikrotubularniho cytoskeletu v bunkdch nadorovych. Struktura
mitotického vieténka vykazovala nepravidelnost, probihala abnormdlni mitéza

a vytvarely se obrovské multinuklearni bunky (Chen et al. 2022a, Vitovcova et al. 2023).

Dalsi experimentalni diikazy naznacuji, ze by FLU mohl byt perspektivni latkou
pravé pro 1écbu GBM. Byly navrzeny rizné mechanizmy antitumorového ucinku této
latky, nicméné je tieba dalSiho testovani, nebot’ pfesné sekvence téchto procest zlstavaji

nejasné (Zhou et al. 2018, Vitovcova et al. 2023).

Podobné jako u parazitarnich bun¢k ovlivituje FLU buiiky GBM prostfednictvim
mikrotubulového cytoskeletu. U¢inek 1é¢by FLU v GBM spociva také ve sniZeni exprese
a aktivace STAT3, coZ pravdépodobné vede k aktivaci signalni drahy p53. Tento proces

je spojen se zastavenim bunééného cyklu ve fazi G2/M, kde se buiiky zac¢inaji hromadit,
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a zaroven se snizuje jejich pocet v G1 fazi. FLU také snizoval expresi PARP a zvySoval
expresi jeji Stépené formy. VSechny vyse zminéné mechanizmy spoustéji signalni cesty,
které vedou k programované bunécné smrti (Ren et al. 2022, Slade 2020, Vitovcova et al.

2023).

FLU téZ muze zvySovat cytotoxicitu a projevovat synergicky ucinek s né€kterymi jiz
existujicimi protinadorovymi lé€ivy, jako je napiiklad fluorouracil a doxorubicin (Chen

et al. 2022a, Hou et al. 2015).
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3. CILE

Cilem této prace bylo sledovat vliv opakovaného podani nizké davky

anthelmintického 1é¢iva FLU na bunééné nadorové linie US7MG a US7MG-IDH1-mut.
Dil¢imi cili bylo:
e stanoveni vlivu opakovaného podani FLU na viabilitu bunék U87MG

a US7MG-IDH1-mut a stanoveni stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50)

e posouzeni vlivu opakovaného podani FLU na morfologii bun¢k U87MG

a US7MG-IDHI1-mut

e stanoveni vlivu opakované¢ho podani FLU na expresi vybranych markert
bunééného cyklu, proliferace a chemorezistence na Urovni mRNA u bunék

U87MG a US7MG-IDH1-mut

e zhodnoceni vlivu opakovaného podani FLU na expresi vybranych markert

na urovni proteint u bunék US7MG a US7MG-IDH1-mut

.....

a efektorovych kaspaz 3/7 u buné¢k US7MG a US7MG-IDH1-mut

e stanoveni mnozstvi FLU a jeho metabolitu v buikich U87MG

a U87MG-IDH1-mut po opakovaném podani FLU
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4. METODIKA A MATERIAL

4.1 Material

4.1.1 Bunécné linie a jejich kultivace

Pro tento projekt byly pouzity dvé bunééné linie — US7MG a U87MG-IDH I mut.
Bunécna linie US7MG s epitelialni morfologii byla izolovana z GBM dospélého muze.
Linie IDH1 mutant-U87 je odvozena od matetské linie US7MG vnesenim specifické

mutace IDH1R132H za vyuziti technologie CRISPR-Cas9 (ATCC 2022, 2024).

Bunééné linie byly pro tento vyzkum zakoupeny od firmy ATCC a kultivovany
v DMEM (ATCC, LGC Standard) médiu obohaceném o 10 % fetalni bovinni sérum
(FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) a 1 % smés penicilinu/streptomycinu (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific). Pro kultivaci byly pouzity bunécné inkubatory
(5 % CO2 a 37 °C, Shoeller), buniky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich s plochou

75 cm?.

4.1.2 Pristrojové vybaveni

* Laminarni box s vertikalnim proudénim (Verkon)
* Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendorf)

* Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
* (COz2 inkubator Sanyo (Schoeller)

* Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan)

* PCR laminarni box

* Tiepacka

* Termoblok

*  NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)

* (Qdsavacka
¢ Vortex

* Cyklér LightCycler® 96 Instrument (Roche Life Science)
* Zdroj stejnosmérného napéti

* Azure c600 Gel Imaging System (Azure Biosystems)
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* Mikroskop Olympus IX-70 s fazovym kontrastem (Olympus)

4.1.3 Chemikalie

* DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (Capricorn, EastPort)

* Fetalni bovinni sérum FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific)

* Flubendazol (Sigma-Aldrich)

* Fosfatovy pufr PBS

* Penicilin/Streptomycin (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific)
* Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma Aldrich)

* Kit pro méteni proliferace bunék metodou WST-1

* DEPC voda (voda bez nukleaz) (InVitrogen)

* TRISOL reagent (Qiagen)

* RNA Wash Buffer pufr (Amplicon)

* DNA Digestion Buffer pufr (Amplicon)

* DNAsa I (Amplicon)

* Direct Zol RNA PreWash pufr (Amplicon)

* Kit pro ptipravu cDNA — RiboLock RNase inhibitor, 5x reakéni pufr 10 mM

dNTP mix, M- MuLV Reverzni Transkriptdza, Randomizovany hexamer primer

(Thermo Fisher Scientific)

* Kit pro ptipravu Master mixu pro PCR amplifikaci— DEPC voda, SYBR GREEN,
Forward a Reverse primer pro cilovou mRNA v koncentraci 10 mM (Roche;

Generi Biotech)

* Kit pro stanoveni bilkoviny — kyselina bicinchoninovd BCA (Thermo Fisher

Scientific)
* Blotovaci pufr
* DAPI (Sigma Aldrich)
*  ProLong™ Gold Antifade Mountant (Invitrogen Molecular Probes)
* 4 M kyselina chlorovodikova (HCI)
* Akrylamid (AA) a bis-akrylamid (bisAA) (Sigma Aldrich)
* TEMED (N, N, NN-Tetramethylethylenediamin) (Sigma Aldrich)
* 1,5M Tris-HCI pufr, pH 8,8

36



* 0,5 M TRIS-HCI puft, pH 6,8

* 0,1 M TRIS puftr, pH 8,0

* 10x TBS (TRIS-Buffered Saline)

* 10 % SDS — dodecylsiran sodny

* Koncentrovany elektrodovy pufr

* Isobutanol nasyceny vodou

* TBST pufr (TRIS-Buffered Saline s Tween 20) (Sigma Aldrich)
* 5% roztok mléka v TBST pufru

* 10 % APS — persiran amonny

* Reakeni ¢inidlo pro kaspazy 3/7 (Promega Corporation)
* Reak¢ni Cinidlo pro kaspazu 8 (Promega Corporation)

» Reakeni ¢inidlo pro kaspazu 9 (Promega Corporation)

* 4% roztok formaldehydu

* 1xPBS

4.1.4 Pomiicky

* Pipety (Eppendorf)

«  Spicky o riiznych velikostech (Eppendorf)

*  Mikrozkumavky (Eppendorf)

* Collection tube (Amplicon)

*  Zymo-Spin IIC Column (Amplicon)

*  96jamkové desticky (Thermo Scientific)

*  96jamkové desticky pro LightCycler® 96 (Roche Life Science)

* Pomicky pro ptipravu elektroforetického gelu (stojanek, spony, hieben, skla...)

* Pomicky pro blotting (blotovaci houbicky, tlusty filtra¢ni papir, PVDF
membrana)

* Plastové nadoby s vickem

* Injekeni stiikacky a jehly

» Laboratorni pomiicky pro bézné pouziti
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4.2 Stanoveni viability bunék metodou WST-1

Metoda WST-1 se vyuziva pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék. Zivé buiiky
obsahuji mitochondrialni enzymy (dehydrogenazy) schopné Stépit tetrazoliovy kruh soli
obsazenych v testovacim ¢inidle za vzniku ve vodé€ rozpustného barevného produktu —
formazanu. Vyhodnoceni probihd pomoci spektrofotometru méfenim pii specifické
vlnové délce 450 nm. Naméfend absorbance vyjadiuje intenzitu zbarveni, které je pfimo
umérné mnozstvi zivotaschopnych bun¢k (MCE 2022, SIGMA ALDRICH 2024, Yin
et al. 2013).

Bunky testovanych bunéénych linii U87MG a US7MG-IDH1mut byly naneseny
na 96-jamkovou desti¢ku (Thermo Scientific) a inkubovany v CO2 inkubatoru po dobu
24 hodin. Nasledn¢ byly buniky opakované (1x — 3x) ovlivnény rtiznymi koncentracemi
FLU v médiu, a to v ¢asovych intervalech 2 h, 12 h, 24 h, 48 h a 72 h od ptfedchoziho
ovlivnéni. Po poslednim ovlivnéni byly mikrotitracni desti¢ky vlozeny zpét do CO2
inkubétoru (Schoeller) a po dobu pfislusSného ¢asového intervalu byly inkubovany

pfi teplot& 37 °C a 5 % CO2,

Po inkubaci bylo z desti¢ek odsato piivodni médium a nasledné bylo pipetovano
do jamek 100 pl piipraveného pracovniho roztoku WST-1 (fedén s médiem v poméru

1:20). Desticky byly inkubovany v inkubatoru pti 37 °C a 5 % CO2 dalsi 2 hodiny.

Nasledn¢ byla zméiena absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite M200

(Tecan) pti vlnové délce 450 nm s referencni vinovou délkou 690 nm.

Tab. 1: Koncentrace flubendazolu v médiu pro stanoveni viability bunék metodou WST-1

1. konc. fada | FLU (nM) | 10 | 25 | 50 | 100 | 250 | 500 | 750 | 1000 | 2000

2. konc. fada | FLU (nM) | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800

4.3 Mikroskopie fazového kontrastu

Pti prochazeni svétla materidlem s riznymi indexy lomu nebo tloustkami dochézi
k fazovym posuniim. Tyto posuny lidské oko ale samo nezaznamenava. Pomoci
mikroskopu s fazovym kontrastem dochazi ke zlepSeni viditelnosti neobarvenych
fazovych objekti zpasobujicich tyto fazové posuny svétla. Tato mikroskopicka technika
dokaze zvyraznit fazové posuny a pievést je na rozdily ve svételné intenzité (amplitudové

posuny), které jsou jiz lidskym okem rozeznatelné (Ockenga 2022).
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Bunééné linie US7MG a U87MG-IDHImut byly pozorovany v kultivacnich
lahvich o plose 25 cm?. Buiiky byly ovlivnény 200 nM a 500 nM FLU, a to 3x vzdy
po 24 h inkubace. Jejich morfologie byla pozorovéana v ¢asovych intervalech 24, 48, 72,
96, 120 a 144 hodin po prvnim ovlivnéni mikroskopem Olympus IX-70 s fadzovym
kontrastem (Olympus).

4.4 Kvantifikace proteiniit metodou Western blot

Béhem Western blotu dochazi pomoci elektroforézy k separaci proteinti
na zéklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Tyto separované proteiny jsou poté pieneseny
na pevny podklad — membranu. Nasleduje oznaceni (detekce) proteinli pomoci
specifickych protilatek. Tato analyticka metoda v oblasti molekularni biologie slouzi
k identifikaci specifickych proteini (Kurien & Scofield, 2015; Labguide, 2022b; Yang
& Mahmood, 2012).

4.4.1 Piiprava vzorku pro analyzu Western blot

Bunky (linie U87MG a U887MG-IDHImut) byly kultivovany v 6jamkovych
kultivaénich miskadch v koncentraci 150 tisic bunék na jamku. Bunky poté byly
opakovanég ovlivnény (1x — 3x po 24 h) testovanou latkou (FLU) v koncentracich 200 nM
a 500 nM. Po inkubaci bylo médium z jednotlivych jamek odsato.

Dale byly do kazdé jamky pfidany 3 ml ledového PBS. Buiiky byly kyvavym
pohybem oplachnuty a PBS bylo nésledné odsato do sucha.

K bunkam bylo posléze ptidano 100 pl ledového lyzacniho pufru s inhibitory
proteaz. Bunky byly 2 minuty inkubovany, poté seSkrabany z kultiva¢nich misek

a preneseny do 1,5 ml zkumavek umisténych na ledu.

Ziskany bunécny lyzat ve zkumavkach byl homogenizovan za pomoci injekéni
sttikacky (10 x nasatim a vypusténim), byl ponechan 20 minut na ledu a nasledovala jeho
centrifugace pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 10 min. Poté byl supernatant pfenesen
do novych 1,5 ml zkumavek.

Vzorky byly zmrazeny pti -20 °C do dal§iho pouziti, nebo pouzity ihned

pro stanoveni koncentrace bilkoviny a po nafedéni vzorkl pro Western blot.
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4.4.2 Méreni koncentrace proteinii metodou BCA

Tato analyticka metoda zahrnuje dvé chemické reakce. V prvnim kroku dochazi
v alkalickém prostfedi k redukci méd’natych ionti na ionty médné. Tato reakce je
podminéna ptitomnosti peptidovych vazeb proteinu obsazené¢ho ve vzorku. Nésledné
probiha chelatace médnych iontd molekulami bicinchoninové kyseliny, coz vede
k vytvotfeni fialového zbarveni, jez je schopno absorbovat svétlo. Tato analyza se
vyhodnocuje spektrofotometricky. Méfena absorbance je piimo umérnd intenzité
vzniklého zbarveni. Timto zplsobem lze kvantifikovat mnoZstvi redukovanych iont

a koncentraci proteintl ve zkoumaném vzorku (Frasco 2019, G-Biosciences 2016).

V prvnim kroku bylo pro kazdy vzorek (z bunééné linie U87MG
a US7MG-IDH 1mut) ptipraveno v duplikatech 50 pl 5x-10x zfedéného vzorku a zaroven
byly dle nasledujici tabulky pfipraveny roztoky z 1 % bovinniho sérového albuminu

(BSA) (Sigma Aldrich) pro stanoveni kalibra¢ni kiivky.

Tab. 2: Redéni roztoki pro stanoveni kalibraéni kiivky pro BCA méfeni koncentrace bilkovin

Koncentrace 1 % roztok BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0wl 500 pl
2 200 pg/ml 10 pl 490 wl
3 400 pg/ml 20 pul 480 ul
4 600 pg/ml 30 ul 470 ul
5 800 pg/ml 40 pl 460 pl
6 1000 pg/ml 50 ul 450 wl

Do pfislusnych jamek na 96-jamkové desticce (Thermo Scientific) pak bylo
pipetovano 10 pl kazdého kalibra¢niho roztoku a 10 ul kazdého vzorku.

Méifeni bylo provedeno pomoci komeréné dostupného kitu pro stanoveni
koncentrace proteinii metodou BCA (Thermo Fisher Scientific). Byl pfipraven pracovni
roztok C, a to smisenim komercné dostupnych roztoki A (kyselina bicinchoninova,
uhlic¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny v 0,1 M NaOH) a B (4 % (w/v) pentahydrat
siranu méd’natého) v poméru 50:1. Posléze bylo ptfiddno do kazdé jamky 200 pl

pracovniho roztoku C.
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Desticka byla inkubovana pti 37 °C po dobu 30 minut za pouziti Thermomixeru.

Poté byla zméfena absorbance pii 562 nm na spektrofotometru Tecan i-control (Tecan).

Nasledovalo hodnoceni, pfi kterém byl od priimérné hodnoty absorbance kazdého
vzorku odeCten primér hodnot absorbance vzorku slepého. Koncentrace bilkoviny

ve vzorku byla vypocitdna pomoci sestavené rovnice kalibracni kiivky.

4.4.3 Elektroforéza proteinii na polyakrylamidovém gelu

Pti této separacni metod¢€ se vyuziva rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic (iontit)
v elektrickém poli. VyuZziva se pro analyzu makromolekul, jejichz rychlost pohybu zavisi
na molekulové hmotnosti a velikosti naboje iontu. Béhem elektroforézy proteinti se malé
proteiny pohybuji rychleji nez proteiny s véts§i molekulou. Pisobenim dodecylsiranu
sodného (SDS) dojde k denaturaci proteini, diky které ziskaji proteiny zaporny ndboj
a schopnost migrace v elektrickém poli (smérem k anod¢) (Gottwaldova, 2017;

Labguide, 2022b; Yang & Mahmood, 2012).

Pro elektroforézu byly vzorky z pifedchoziho stanoveni nafedény pomoci 4xSDS

vzorkového pufru a lyza¢niho pufru na vyslednou koncentraci bilkoviny 1 pg/pl.

Pro separaci proteint byly pfipraveny gely o koncentraci 10 % (viz Tabulka 2

a Tabulka 3).

Tab. 3: Slozeni separacniho gelu

2 gely o koncentraci 10 %

a tloust’ce 1,5 mm

redestilovana voda 8,1 ml
1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8 5 ml
roztok AA + bisAA 6,7 ml
10 % SDS 0,2 ml
Iniciace polymerace
10% roztok APS 200 pl
TEMED 16 ul
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Tab. 4: Slozeni 4 % zaostfovaciho gelu

2 gely o tlouSt’ce 1,5 mm

redestilovana voda 6,1 ml

1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8 2,5 ml
roztok AA + bisAA 1,3 ml

10 % SDS 0,1 ml

Iniciace polymerace
10% roztok APS 200 pl
TEMED 16 ul

Byl ptipraven nalévaci stojanek, do kterého byla postavena skla spojena sponou

a prichycena vrchnim kolikem.

Ptipraveny roztok pro spodni separacni gel byl nalit pomoci pipety mezi skla
do vysky cca 4,5 cm od spodniho okraje, poté byl pfevrstven isobutanolem nasycenym
vodou (cca 200 ul) a nésledné probihala polymerace po dobu 30-60 minut. Isobutanol byl
pak opatrn¢ slit.

V dal§im kroku byl opatrné nalit na spodni gel roztok zaostfovaciho gelu mezi
skla pomoci pipety (po horni okraj). Do tohoto horniho gelu byl zasunut hieben

az po drazky a min. 30 minut probihala polymerace.

Gely byly posléze vyndany ze stojanku, oplachnuty pod tekouci vodou a byl

z nich opatrn¢ vyndéan hieben.

Skla s gely byla zasunuta a pfipevnéna sponami ve vng¢js$i Casti stojanku
na elektroforézu, ktery byl vloZen do vanicky. Do vnitiniho a vngjs$iho elektrodového

prostoru byl nalit elektrodovy pulft.

Naredéné vzorky proteinii byly povafeny v predehiatém termobloku po dobu
5min pii 95 °C. Do kazdé jamky v zaostfovacim gelu bylo naneseno 30 pl vzorku
adojedné znich 5 pul molekuldrniho standardu. Stojanek pro elektroforézu byl

pak piiklopen a ptipojen ke zdroji o konstantnim napéti 120 V.
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4.4.4 Imunoblotting

Pro imunoblotting byl rozpusténim 6,06 g TRIS (Penta) a 28,8 g glycinu (Penta)
v 500 ml redestilované vody, ptidanim 400 ml methanolu a doplnénim vodou v odmérné
baiice do 2000 ml pfipraven blotovaci pufr. Vznikly pufr byl ptelit do 11 lahve

a uchovavan v chladu.

Dale byl odstranén zaostfovaci gel a u separa¢niho gelu byla odfiznuta dolni ¢ast
s modrym barvivem. Separacni gel byl oddé€len od spodniho skla a poté vlozen spolecné
s PVDF membranou aktivovanou v methanolu do blotovaciho pufru v plastové krabicce
s vickem. Do blotovaciho pufru byl v jiné krabi¢ce namocen tlusty filtra¢ni papir (2 ks

pro jeden gel) a blotovaci houbicky. Vse bylo takto naméac¢eno po dobu cca 20 minut.

Poté byl piipraven blotovaci sendvi¢, ktery byl postupné slozen z blotovaci
houbicky, silného filtraéniho papiru, polyakrylamidového gelu, PVDF membrany,
silného filtracniho papiru a blotovaci houbicky. Blotovaci sendvi¢ byl uzavien a vloZen
do blotovaciho néstavce, a ten pak vlozen do vany spolu s leditkem. Tato vana naplnéna

blotovacim pufrem byla umisténa do ledové lazné.

Viko vany bylo pfipojeno ke zdroji, ve kterém bylo spusténo napéti
na 100 V a proud 0,25 A. Proteiny byly nasledné pirenaseny z gelu na PVDF membranu
po dobu 1,5 hod. Po dob&hnuti blotu byla membrana pinzetou opatrn€ vyjmuta a pouZita

dale pro detekci proteinti.

4.4.5 Detekce proteinii

Po imunoblottingu byla membrdna pifenesena pinzetou do plastové misky
s vickem, do které byla nalita destilovana voda, a v té byla membrana oplachnuta

kyvavym pohybem.

Na membranu bylo nalito cca 25 ml roztoku 5 % mléka v TBST (Sigma Aldrich)
pufru a miska byla poté umisténa na kyvacku po dobu 1-2 hod. Nésledné bylo mlé€ko slito

a membrana oplachnuta.

Membrana pak byla pfes noc inkubovana pti 4 °C s primarni protilatkou (zasobni
protilatka byla fedéna dle instrukci vyrobce TBST pufrem s 2 % BSA (Sigma Aldrich)

nebo 2 % mlékem).
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Nasledovalo oplachovani membrany s TBST pufrem, a to 4x po dobu 5 minut.
V dal$im kroku byla membréana inkubovéana 1-2 hod pii pokojové teploté se sekundarni
protilatkou. Sekundérni protilatka byla fedéna podle instrukci vyrobce v poméru 1:10 000
v roztoku 1 % BSA (Sigma Aldrich) v TBST pufru. Po odstranéni sekundarni protilatky
byla membrana 4x oplachovana po dobu 5 min s TBST pufrem, ktery byl nasledné
z misky vylit.

Pii chemiluminiscencéni detekci proteind byl pouZit ,,Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection reagent™ (podle instrukci vyrobce). Na membranu bylo

naneseno cca 1,5 ml substratu a nésledovala inkubace po dobu 5 minut.

Po inkubaci byla membrina vynddna ze substratu a pinzetou pienesena
do pfistroje Azure c600 (Azure Biosystems). Relativni kvantifikace proteind byla

provedena pomoci programu AzureSpot.

4.5 Kvantifikace mRNA metodou RT-PCR

Reverzné transkripcni a zaroven kvantitativni polymerazova fetézova reakce
(RT-gPCR) je laboratorni metoda, ktera kombinuje principy PCR s reverzni transkripci
a detekci produktli v realném case. Tato metoda se pouziva k detekci zmén v expresi

specifickych gend v bunice prostfednictvim kvalitativniho a kvantitativniho méfeni

mRNA.

Nejprve je mRNA templat piepsan pomoci reverzni transkriptdzy

na jednovlaknovou cDNA.

Samotna PCR reakce se skladd znekolika krokli — denaturace, annealing
a elongace. V prvnim kroku se vzorek zahtiva na 90-95 °C po dobu 30 s, kdy dochazi
k denaturaci. Poté probihd annealing, kdy se primery navazou na cDNA, a tim urci
sekvenci DNA k amplifikaci. Dal§im krokem je elongace, béhem které Taq DNA
polymeraza syntetizuje smérem 5°-3° od primeru nové vlakno DNA dle komplementarity

bazi v cDNA za vzniku dvouvlaknové DNA.

Cely proces PCR se opakuje v cyklech v termocykleru. Detekce DNA se provadi
pomoci fluorescence. K reakéni smési se prida fluorescencni substrat, naptiklad SYBR

Green, ktery se nespecificky vaZze na DNA a fluoreskuje. Intenzita fluorescence odpovida
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mnozstvi DNA v reakéni smési (Biogen 2024, Labguide 2022; ThermoFisher 2024, VFU
2011).

4.5.1 Izolace RNA pomoci kolonek

Bunky U87MG a U87MG-IDHImut byly nasazeny na 6jamkové destiCky
(150 tisic bun¢k/ jamku) a opakované ovlivnény 200 nM a 500 nM FLU (1x — 3x
po 24 h). Po inkubaci byly bunky seSkrabany do 200 ul TRISOL reagentu. Ke vzorku
lyzovaném v TRISOL reagentu bylo ptidano 200 ul 100 % ethanolu a naslednym

preklapénim se vzorky promichaly.

Tato smés se prenesla do kolonek (,,Zymo-Spin IIC Column*) vlozenych

do ,,Collection Tube* a byla zcentrifugovana pti 13000 rpm a 4 °C po dobu 30 s.

Po centrifugaci byly kolonky pteneseny do nové ,,Collection tube®, pfidalo se
do kazd¢ z nich 400 pl pufru (,,RNA Wash Buffer) (Amplicon) a byla znovu provedena
jejich centrifugace pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 30 s. Prosla tekutina do ,,Collection
tube* z kolonky byla vylita do toxického odpadu.

V ,,RNAsa-free“ 1,5 ml mikrozkumavce (Eppendorf) byla pfipravena smés
DNAsy (Amplicon) a pufru (,,DNA Digestion buffer*) (Amplicon), pfi¢emz na 1 reakci
bylo pouzito 5 ul DNAsy a 75 ul pufru. Tato smés pak byla pfidana na kolonky

a ponechana stat 15 min pii pokojové teploté.

Posléze bylo ptidano do kolonky 400 ul ,,Direct Zol RNA PreWash* (Amplicon)
anasledovala opét centrifugace, po které¢ byla prosSla tekutina z kolonky wvylita
do toxického odpadu. Tento krok byl poté proveden znovu.

Na kolonku bylo nasledné€ napipetovano 700 ul pufru (,,RNA Wash Buffer) a poté
centrifugovéno pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 2 min. Dale byly kolonky pieneseny
do novych 1,5 ml ,,RNAsa-free* mikrozkumavek (Eppendorf).

K vymyti RNA z kolonky bylo pfidano 20 pl vody bez nukleaz (DEPC vody)
(InVitrogen) a na konec centrifugovano pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 30 s.

Pot¢ byla méfena koncentrace RNA na spektrofotometru NanoDrop 2000

(Thermo Fisher Scientific).
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4.5.2 Priprava cDNA a qPCR identifikace

Do nové sterilni zkumavky byla ptipravena smés A, do které byl napipetovan 1 pg
celkové RNA, 1 ul ,,Random hexamer primeru®, a nakonec byla doplnéna voda do 11 pl.
Smés A byla promichéna pipetou, inkubovana pii 70 °C po dobu 5 minut a nakonec

zchlazena.

Zaroven byla pripravena smés B obsahujici pro 1 vzorek 4 ul 5x reakéniho pufru,
2 ul 10 nM dNTP mixu, 1 pl,,RiboLock RNase* inhibitoru a 2 ul ,,M-MuLV Reverse

Transcriptase* (Thermo Fisher Scientific).

K 11 pl smési A bylo ptidano 9 ul smési B. Tato smés A + B byla poté opatrné
promichana, inkubovana 5 minut pii pokojové teploté a nasledné 60 minut pii 37 °C

v inkubdatoru. Reakce byla zakon€ena zahtatim pii 70 °C na 5 min.

4.5.3 PCR amplifikace jednovlaknové cDNA

Vzorky smési A+B pro cilovou mRNA amplifikaci byly fedény v poméru 1:5
(80 ul DEPC vody (InVitrogen) + 20ul smési A+B) a vpoméru 1:40
pro housekeepingovy gen pro kontrolu mRNA amplifikace (195 ul DEPC vody + 5 ul

fedéné smesi A+B).

Poté byla do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek (Eppendorf) pfipravena smés C,
ktera obsahovala pro jeden vzorek 25 ul ,,SYBR Greenu“ (Roche), 1 ul ,,Forward
primeru” pro cilovou mRNA (10 uM), 1 ul ,,Reverse primeru” pro cilovou mRNA

(10 uM) a 13 pl DEPC vody.

V duplikétech pro kazdy vzorek bylo pipetovano 20 pl smési C do jednotlivych
jamek desticky pro LightCycler® 96 (Roche Life Science). Nasledné bylo do ptisluSnych

jamek ptidano 5 pl smési A+B.

Celé desticka byla promichana v ThermoMixeru pii pokojové teplot¢ po dobu
30s, a dale vlozena do LightCycleru® 96 (Roche Life Science), kde byla provedena
analyza.

4.6 Luminiscencni test bunécné apoptozy

Luminiscencni test pro stanoveni aktivity kaspaz vyuziva principu luminiscence,

kterd vznika beéhem S$tépeni substratu kaspazou. Pfidanim ¢inidla k bunéénému vzorku
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dochazi k lyze bunck a uvolni se aktivni kaspazy. Kaspazy nasledné §tépi substrat, coz
vede k emisi luminiscencniho signalu. Intenzita luminiscence je pifimo umérna aktivité

kaspaz v testovaném vzorku (Promega, 2023).

Luminiscen¢ni metodou byla stanovovana aktivita kaspaz 3, 7, 8, a 9. Bunécné
linie U§7MG a US7MG-IDH1mut byly ovlivnény (1x, 2x a 3x po 24 h) piisluSnymi
koncentracemi (200 nM a 500 nM) FLU a kultivovany v 96-jamkové desticce (Thermo
Scientific). Po 2, 4, 8 a 24 hodinach inkubace byl pfiddnim 50 pl pufru obsahujiciho
50 mM HEPES, 5 mM DDT a 5 mM CHAPS do kazdé¢ jamky vytvoien bunécny lyzat.
Lyzat byl dale vlozen do mikrozkumavek (Eppendorf) a uchovéan pii -80 °C pro dalsi

analyzu.

Pfi meéfeni Iluminiscence byla pouzita 384-jamkova desticka urcena
pro spektrofotometr. Do jamek bylo pipetovano 25 pl vzorku a k tomu nasledné 25 pl
reakcéniho Cinidla. Vzorky v desti¢ce byly opatrné promichany a poté néasledovala jejich
inkubace pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

Po inkubaci byla naméfena luminiscence pomoci spektrofotometru Tecan Infinite
M200 (Tecan). Aktivita kaspaz byla poté vztaZzena k celkovému mnoZzstvi bilkoviny,

zmetené za pomoci metody BCA (popsano vyse).

4.7 Stanoveni léciv v biologickém materialu pomoci LC/MS

Kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (LC/MS) je
vykonna a citliva analytickd metoda o vysoké specifi¢nosti. Vyuziva se k identifikaci
a kvantifikaci chemickych sloucenin (i stopovych mnozstvi chemickych latek)
v oblastech védy a primyslu, vcetn¢ farmacie, l€kafstvi, potravinafstvi a ochrany
zivotniho prosttedi. LC/MS kombinuje schopnost oddélit slozky smési pomoci
chromatografie s citlivou a selektivni detekci molekul pomoci hmotnostni spektrometrie.
Béhem analyzy se smés latek rozpusti v kapaliné a vstiikne do chromatografického
systému, kde je odd€lena na jednotlivé slozky na zaklad¢ jejich interakci s pevnou fazi
a mobilni fazi. Poté jsou separované slouceniny vedeny do hmotnostniho spektrometru,
kde jsou ionizovany a analyzovany podle jejich hmotnosti a naboje (Altium 2023, Kiiz

2023, MUNI 2013, Ying, 2022).

Buniky linie U87MG a US7MG-IDH1mut byly inkubovany v 6jamkové desticce
v médiu. Dale byly tyto buniky ovlivnény ptislusnymi koncentracemi (200 nM a 500 nM)
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FLU avlozeny do inkubatoru pii 37 °C a 5 % COz. Ovlivnéni bylo provadéno opakovang,
1x — 3x vzdy po 24h inkubace.

Po inkubaci byly buiky odebirany v ¢asovych intervalech 2h, 4h, 24 h
a uchovavany pii —20 °C v 500 pul vody pro injekci.

Nasledovalo méieni koncentrace proteinti v takto piipravenych vzorcich pomoci

metody BCA (viz vyse).

Bunéc¢na suspenze byla dale smichana s methanolem a acetonitrilem v poméru
1:1:1 a vortexovéana po dobu 15 minut. Tato smés byla nasledné centrifugovana 4 minuty
pfi 13000 rpm. Supernatant byl pak pfes 0,22 um PTFE injekéni filtr prefiltrovan

do sklenéné lahvicky urc¢ené pro analyzu.

Pro analyzu byl pouzit Agilent 1290 Infinity II UHPLC systém spojeny s Agilent
6470 QgQ hmotnostnim spektrometrem a objem vzorku ¢inil 1 pl. Tato analyza probihala
pfi gradientové eluci a priitoku mobilni faze 0,4 ml/min. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1%
roztoku kyseliny mraven¢i ve vodé a 0,1% roztoku kyseliny mravenci v methanolu
(v poméru 95:5 v ¢ase 0-0,5 min; 5:95 v Case 0,5-3 min; 5:95 v ¢ase 3-4 min, 95:5 v Case
4-5 min). Termostat autosampléru byl nastaven na 15 °C. Termostat kolony Zorbax
Eclipse plus RRHD C18, 2,1 x 50 mm, 1,8 um byl nastaven na 30 °C. Parametry MS
zdroje byly nastaveny nasledovné: susici plyn — 200 °C, 2 1/min; SGT (,,sheath gas
temperature*) — 400 °C; SGF (,,sheath gas flow*) — 12 1/min; tlak nebulizatoru 25 psi;
napéti na kapilafe 2500 V. Pfechody [M+H]" iontl byly detekovany pii dwell time 50 ms.

4.8 Statisticka analyza

Data z méfeni jsou vyjadiena jako primérnd hodnota + SD z alespoii dvou
nezavislych experimentd. Statistickd analyza byla provedena pomoci Two-Way ANOVA
testu, Bonferroniho testu a statisticka vyznamnost vyjadiena jako * odpovidd hladiné

spolehlivosti p <0.05. Analyza byla provedena za pouziti programu GraphPad Prism 6.0.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv FLU na viabilitu bunécnych linii U87MG
a US7MG-IDHI-mut

Ptsobeni FLU na viabilitu bun¢k bylo testovano na bunéénych liniich U87MG
a US7MG-IDH1-mut pomoci metody WST-1. Lécivo (FLU) bylo pouzito v koncentracni
fadé¢ 10 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM; 250 nM; 500 nM; 750 nM; 1000 nM a 2000 nM.
Buiiky byly ovlivnény 1x, 2x a 3x pomoci uvedenych koncentraci FLU, a to v casovych
intervalech 2 h, 12 h, 24 h, 48 h a 72 h od pfedchoziho ovlivnéni. Po poslednim ovlivnéni
byly buiky dale inkubovany po dobu pfislusného casového intervalu a nasledné byla

stanovena jejich viabilita.

U obou buné¢nych linii dochazelo ke sniZeni bunééné proliferace oproti kontrole

v zavislosti na zvysujici se koncentraci FLU, poctu ovlivnéni a také doby ovlivnéni FLU.
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Obr. 7: Stanoveni vlivu FLU na proliferaci bunék U87MG metodou WST-1. *p <0,05, **p <0,01,
***p <0,001 vs. Neovlivnéna kontrola v jednotlivych opakovanich; # p <0,05, ##p <0,01, ### p <0,001
vs. 1x podani v jednotlivych koncentracich.
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Statisticky vyznamné snizeni proliferace oproti kontrole bylo pozorovano u bun¢k
U87MG ovlivnénych FLU v koncentracich 750 nM, 1000 nM a 2000 nM jiz po 12 h
od podani FLU a dale ve vSech vysSich casovych intervalech. Ke snizeni dochdzelo
i v koncentraci 500 nM, ato po 24 h od tietiho ovlivnéni, po 48 h a 72 h od prvniho

a tfetiho ovlivnéni.

U téchto bun¢k ovlivnénych 2x a 3x bylo pozorovano statisticky vyznamné
snizeni viability v porovnani s buiitkami ovlivnénymi 1x, pfedev§im se zvySujici se
koncentraci FLU a c¢asovym intervalem ovlivnéni. Statisticky vyznamné snizeni
proliferace je nejlépe vidét po 24 h po ovlivnéni v koncentracich FLU 750 nM, 1000 nM
a 2000 nM. Statisticky vyznamné snizeni viability v porovnani s buitkami ovlivnénymi
1x je vSak mozné pozorovat jiz pii niz§ich koncentracich, a to po 72 h od tfetiho ovlivnéni

bunék FLU 250 nM a od druhého ovlivnéni bunék 500 nM.
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52



U bunééné linie U§7MG-IDH-mut je trend snizeni bunécné proliferace po podani
FLU obdobny jako u linie U87MG, zavisi na zvySujici se koncentraci FLU, poctu

ovlivnéni a také na délce ¢asového intervalu ovlivnéni.

U téchto bunék ovlivnénych 2x a 3x je vSak mozné pozorovat v porovnani
s buiikkami ovlivnénymi 1x statisticky vyznamné snizeni proliferace jiZ po 2 h od podani

FLU, a to v koncentracich 750 nM, 1000 nM a 2000 nM.

Stejné¢ jako u predchozi bunécéné linie byla statistickd vyznamnost snizeni
proliferace oproti kontrole pozorovdna u bunék U87MG-IDH1-mut po 12 h od podani
FLU v koncentracich 750 nM, 1000 nM a 2000 nM.

Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme nésledné ptistoupili k podrobnéjSimu testovani

vlivu opakované podédvaného FLU ve vybraném uzs§im koncentra¢nim spektru.

FLU byl pouzit ve druhé koncentracni fad¢ (200 nM; 300 nM; 400 nM; 500 nM;
600 nM; 700 nM; 800 nM). Stejné jako v pfedchozi koncentracni fad¢ byly bunky
ovlivnény 1x, 2x a 3x pomoci uvedenych koncentraci FLU, a to v ¢asovych intervalech
2 h, 12 h,24 h, 48 ha 72 h od pfedchoziho ovlivnéni. Po poslednim ovlivnéni byly bunky
dale inkubovany po dobu pfislusného casového intervalu a nasledné byla opét stanovena

jejich viabilita.
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Obr. 9: Stanoveni vlivu FLU na proliferaci bunék U87MG metodou WST-1. *p <0,05, **p <0,01,
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V porovnani s kontrolnimi buiikkami dochédzelo ke statisticky vyznamnému
snizeni proliferace u buné¢k U87MG po podani FLU v koncentracich 600 nM, 700 nM
a 800 nM.

U téchto bunck ovlivnénych 2x a 3x bylo pozorovano statisticky vyznamné
sniZzeni proliferace oproti bunkdm ovlivnénym FLU 1x v koncentraci FLU 800 nM

v ¢asovém intervalu 24 ha 72 h.
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Bunééna linie U87MG-IDHI1-mut vykazovala vyssi citlivost k FLU, piedevs§im
v Casovych intervalech 12 h, 24 h a 48 h od ovlivnéni. V porovnani s kontrolou bylo
zaznamenano  statisticky vyznamné snizeni bunécné proliferace u bunck
US7MG-IDH1-mut ve druhé koncentra¢ni fad¢ v koncentracich FLU od 400 nM
do 800 nM, v koncentraci 800 nM jiz po 2 h po ovlivnéni.

Ptedevsim ve vysSich casovych intervalech ovlivnéni (12 h, 24 h a 48 h) bylo
zarovenl mozné pozorovat statisticky vyznamné sniZzeni viability bun¢k 3x ovlivnénych
800 nM koncentraci FLU oproti buiitkam, které byly danou koncentraci FLU ovlivnény

pouze 1x. Toto sniZeni v8ak nebylo pozorovano v intervalu ovlivnéni 72 h.

5.2 Stanoveni inhibicni koncentrace IC50

Na zékladé ptedchoziho stanoveni viability bunék US7MG a US7MG-IDH1-mut
po ovlivnéni rozlicnymi koncentracemi FLU metodou WST-1 bylo provedeno stanoveni

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace (IC50) pro jednotlivé testované bunécné linie.

Tab. 5: Hodnoty IC50 pro bunééné linie US7TMG a U87MG-IDH1-mut

FLU [nM]
US7MG 1377,0
U87MG-IDH1-mut 1280,0

Obé¢ testované bunétné linie vykazovaly vysokou citlivost k ovlivnéni FLU,
hodnoty IC50 byly pro obé testované linie podobné. Pfiemz mirné vyssi citlivost
k testovanému lé¢ivu vykazovala bunéénd linie US87MG-IDH1-mut, jejiz hodnota 1C50

pro FLU dosahovala 1280,0 nM koncentrace.

5.3 Morfologické zmény bunék po ovlivnéni FLU

V dal$im kroku jsme pozorovali vliv nizkoddvkového opakovaného podani FLU
na morfologii GBM buné¢k. Bunécné linie US7MG a U87MG-IDH-mut byly v ¢ase 0 h,
24 ha 48 h ovlivnény pomoci FLU v koncentracich 200 nM a 500 nM. Morfologie bun¢k
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a jeji pripadné zmény byly pozorovany za pouziti mikroskopu s fazovym kontrastem

v intervalech O h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h a 144 h.
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Obr. 11: Morfologie bun¢k U887MG po ovlivnéni FLU v ¢asovych intervalech 0, 24, 48, 72, 96, 120

My

a 144 hodin po ovlivnéni 1é¢ivem, zvétseni 400x, méfitko 10 pm.
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Vliv FLU na bunécnou linii US7MG lze pozorovat jiz po prvnim ovlivnéni,
dochazelo ke vzniku zakulacenych a vicejadernych bunck. Zaroven bylo mozné sledovat
sniZzeni proliferace bunék. Po druhém a tietim ovlivnéni tyto zmény dale pokracovaly
azmény v morfologii bunék byly viditelné i v nasledujicich casovych intervalech.
Plsobenim FLU na buné&€nou linii v koncentraci 200 nM byly vSak zaznamenany mensi
morfologické zmény v porovnani se vzorky, které byly postupné ovliviiovany FLU
v koncentraci 500 nM. V dalSich intervalech, kdy se ovlivnéni bunc¢k FLU dale
neprovadélo, dochazelo ke zdanlivému obnoveni proliferace piezivsich bun¢k, predevsim

u bungk, které byly ovlivnény 200 nM FLU.
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Obr. 12: Morfologie bunék U87MG-IDH1-mut po ovlivnéni FLU v ¢asovych intervalech 24, 48, 72, 96,

v

120 a 144 hodin po ovlivnéni 1é¢ivem, zvétseni 400x, méfitko 10 pm.
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U bunécné linie US7MG-IDH1-mut byl vliv FLU vyrazné viditelny jiz po prvnim
podani lé¢iva. Morfologické zmény (zakulaceny tvar bunék a vznik vicejadernych bunék)
a snizeni bunécné proliferace byly patrné po ovlivnéni lé¢ivem v obou testovanych
koncentracich. Stejné jako u ptedchozi bunécné linie bylo po pteruseni podavani FLU
pozorovano zdanlivé znovuobnoveni proliferace u prezivSich bunék, opét vyraznéji

ve vzorcich ovlivnénych 200 nM FLU.

5.4 Stanoveni vlivu FLU na expresi vybranych markerit

Zmény hladin jednotlivych markeri na urovni mRNA byly stanovované metodou
RT-PCR. Buiky U87MG a US87MG-IDHI1-mut byly ovlivnény Ix, 2x a 3x FLU
v koncentraci 200 nM a 500 nM vzdy po 24 h. Po poslednim ovlivnéni byly bunky
inkubovany 24 h a posléze ptipraveny na RT-PCR analyzu. Nasledné byly stanovovany
markery buné¢éného riistu, proliferace, preziti a chemorezistence a markery regulace

bunééného cyklu.
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Obr. 13: Stanoveni relativniho mnozstvi jednotlivych markert na tirovni mRNA metodou RT-PCR
u bunéénych linii U§7MG. *p <0,05 vs. Neovlivnéna kontrola v jednotlivych opakovanich; #p <0,05 vs.
1x podani v jednotlivych koncentracich.

63



Po prvnim ovlivnéni bunék U887MG obéma koncentracemi FLU dochézelo
ke snizeni exprese MDRI, toto snizeni bylo v porovnani s kontrolnimi bunkami
statisticky vyznamné pouze po ovlivnéni 500 nM FLU. Po druhém i tfetim podani obou
koncentraci FLU bylo naopak zaznamenano zvySeni exprese tohoto markeru a u bunék
2x ovlivnénych koncentraci 500 nM bylo toto zvySeni statisticky vyznamné

(v porovnanim s kontrolnimi a 1x ovlivnénymi bunikami).

Exprese markeru PTEN byla snizena po prvnim podani obou koncentraci FLU,
kdy toto snizeni po ovlivnéni 500 nM bylo v porovnani s kontrolnimi buiikami statisticky
vyznamné. Po druhém i tietim opakovani dochazelo u bun¢k ovlivnénych 200 nM FLU
ke zvySeni exprese této molekuly, u bun¢k ovlivnénych vyssi testovanou koncentraci

zustavala exprese na podobnych hladinach jako v kontrolnich vzorcich.

Hladina molekuly EGFR byla po prvnim podani obou koncentraci zvySena. Poté
byla tato hladina v pfipad¢ obou koncentraci u bun¢k U87MG snizena v zavislosti
na poctu podani FLU i na koncentraci. Statisticky vyznamné snizeni hladiny EGFR bylo
v porovnani s 1x ovlivnénymi buiitkami pozorovano po tretim ovlivnéni obéma

koncentracemi.

U bun¢k 1x ovlivnénych 200 nM FLU se v porovnani s kontrolnimi bunikami
relativni mnozstvi STAT3 signifikantné neménilo a po ovlivnéni 500 nM FLU bylo
snizeno. U druhého opakovani bylo mozné pozorovat zvysSeni relativniho mnozstvi
STAT3 u bun¢k ovlivnénych 200 nM FLU a sniZeni u bunék ovlivnénych 500 nM FLU.
Po tfetim podani dochazelo ke snizeni exprese této molekuly po ovlivnéni obéma
koncentracemi FLU. Zadna z téchto zmén relativniho mnozstvi STAT3 mRNA viak

nebyla statisticky signifikantni.

S vyjimkou 2x ovlivnénych bunck 200 nM FLU dochazelo ke sniZeni exprese
c-Myc ovlivnénim obéma testovanymi koncentracemi ve vSech opakovanich, po podani
500 nM FLU byl tento efekt vyraznéjsi. U bun€k 1x ovlivnénych touto koncentraci byl

navic pokles exprese molekuly c-Myc statisticky vyznamny.

Po podéni obou testovanych koncentraci FLU dochazelo ve vSech opakovanich
ke zvySeni hladiny CDKNI1A, u bun¢k ovlivnénych koncentraci 200 nM bylo toto
zvySeni vzhledem k buitkdm ovlivnénych koncentraci 500 nM vyraznéj$i. V porovnani
s kontrolnimi bunikami byla exprese tohoto markeru statisticky vyznamné zvysSena

po prvnim a druhém podéani obou zkouSenych koncentraci FLU a u tfetiho ovlivnéni

64



obéma koncentracemi doslo ke statisticky vyznamnému snizeni v porovnani s 1x

ovlivnénymi buiikami.

Ke snizeni mnozstvi CCNEIl dochazelo u bunék 1x ovlivnénych obéma
zkousenymi koncentracemi FLU, statisticky vyznamné bylo po ovlivnéni 500 nM FLU.
Po druhém podani obou koncentraci FLU byla vSak hladina tohoto markeru zvysSena,
u bun¢k ovlivnénych 500 nM FLU bylo zvyseni v porovnéni s 1x ovlivnénymi buiikami
statisticky vyznamné. Po tietim podani 200 nM FLU nedochdazelo k vyraznym zménam
exprese CCNEI1, u bun¢k ovlivnénych vyssi testovanou koncentraci byla ale exprese

v porovnani s 1x ovlivnénymi buiikami statisticky vyznamna.

Po prvnim podani obou testovanych koncentraci a po druhém podani 200 nM FLU
nebyly pozorované vyznamné odchylky exprese CCNA2. Statisticky vyznamny narast
relativniho mnoZstvi tohoto markeru byl v porovnani s kontrolnimi 1 1x ovlivnénymi
bunikami zaznamenan po druhém ovlivnéni bunék FLU v koncentraci 500 nM. Po tfetim

podani obou koncentraci FLU pak dochazelo ke snizeni exprese CCNA2.

Hladina molekuly CCNB1 byla u bun¢k U87MG sniZena po prvnim a druhém
podani obou uvedenych koncentraci FLU, a naopak zvySena po tfetim podani téchto

koncentraci.

S vyjimkou bunék 2x ovlivnénych 500 nM FLU bylo v porovnani s kontrolnimi
buiikami relativni mnozstvi CDK1 zvySeno ve vSech opakovanich podani obou
koncentraci FLU. V porovnani s kontrolnimi builkami dochazelo ke statisticky
vyznamnému zvySeni tohoto mnozstvi u bunék 1x ovlivnénych FLU obéma
koncentracemi, u 2x ovlivnénych 200 nM FLU a u 3x ovlivnénych 500 nM FLU.
U bunék 2x ovlivnénych 500 nM FLU a u 3x ovlivnénych 200 nM FLU dochézelo
v porovnani s 1x ovlivnénymi bunikami ke statisticky vyznamnému sniZzeni mnoZzstvi

CDKI.

Stejné jako exprese c-Myc byla v porovnani s buiikami ovlivnénymi 200 nM FLU
exprese CDK2 u bunék ovlivnénych koncentraci 500 nM mensi. S vyjimkou bunék 1x
ovlivnénych 200 nM FLU bylo u bun¢k ovlivnénych obéma koncentracemi FLU
pozorovano snizeni exprese této molekuly, a to statisticky vyznamné v porovnani
s kontrolnimi buiikami u 1x, 2x 1 3x ovlivnénych bunék koncentraci 500 nM a u 3x

ovlivnénych bun¢k koncentraci 200 nM. V porovnani s 1x ovlivnénymi builkkami se
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statisticky vyznamn¢ tato exprese snizovala po druhém podani 500 nM FLU a po tfetim

podéani 200 nM FLU.
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Obr. 14: Stanoveni relativniho mnozstvi jednotlivych markerti na irovni mRNA metodou RT-PCR
u bunéénych linii US7MG-IDH1-mut. *p <0,05 vs. Neovlivnéna kontrola v jednotlivych opakovanich;
#p <0,05 vs. 1x podani v jednotlivych koncentracich.
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U bunééné linie US7MG-IDHI1-mut ovlivnéné FLU dochéazelo ke zvySeni
mnozstvi MDR1 v zavislosti na pocCtu opakovani ovlivnéni a na koncentraci FLU.
Statisticky vyznamné zvySeni bylo pozorovano po prvnim, druhém i tfetim podani obou

testovanych koncentraci FLU.

S vyjimkou bun€k 2x ovlivnénych 200 nM FLU byla exprese markeru PTEN
u bunééné linie U§7MG-IDH1-mut sniZzena ve vSech opakovanich (vyraznéji po podani

500 nM), statisticky vyznamné pak po prvnim a tfetim podani 500 nM FLU.

Relativni mnoZstvi EGFR bylo u ovlivnénych bun¢k US7MG-IDH1-mut sniZeno
ve vSech opakovanich. Toto sniZzeni bylo vyraznéjsi u bun¢k ovlivnénych 500 nM FLU,

statisticky vyznamné v porovnani s kontrolnimi bunikami bylo jen po prvnim ovlivnéni.

U bunék ovlivnénych 200 nM FLU i 500 nM FLU byla ve vSech opakovanich
hladina STAT3 snizena, u bunék ovlivnénych 500 nM FLU vsak vyraznéji. Ke statisticky
vyznamnému sniZzeni v porovnani s kontrolnimi buiikami dochazelo u bun¢k 1x a 2x

ovlivnénych FLU v obou koncentracich a u bunék 3x ovlivnénych 500 nM FLU.

Ve vSech opakovénich dochazelo ke sniZeni exprese c-Myc a stejné jako
u predchozi linie byl i u linie US§7MG-IDH1-mut v porovnani s buiitkami ovlivnénymi
200 nM FLU pozorovan vétsi pokles exprese této molekuly u bunék ovlivnénych 500 nM

FLU, avs$ak bez statistickych vyznamnosti.

Po prvnim podani bylo u bun€k ovlivnénych 200 nM zaznamenéno zvySeni
a u bun¢k ovlivnénych 500 nM FLU snizeni relativniho mnozstvi CDKN1A. Po druhém
podani FLU v obou koncentracich dochédzelo v porovnani s kontrolnimi 1 1x ovlivnénymi
bunkami ke statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi tohoto markeru. Ve tfetim
opakovani se poté v porovnani s kontrolnimi bunikami hladiny CDKNI1A v bunikéch
ovlivnénych 200 nM snizily a v buitkdch ovlivnénych druhou testovanou koncentraci

naopak zvysily.

Ke snizeni exprese CCNE1 dochézelo po ovlivnéni obéma koncentracemi
po prvnim i druhém podani, toto snizeni bylo statisticky vyznamné u bun¢k ovlivnénych
1x 500 nM FLU v porovnani s kontrolnimi buiikami a u bunék 2x ovlivnénych touto
koncentraci v porovnani i s I1x ovlivnénymi buiikami. Po tfetim podani byla exprese
tohoto markeru naopak zvySena a v porovnani s kontrolnimi buiikami u bunék

ovlivnénych 500 nM FLU pak statisticky vyznamné.
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Oproti ptedchozi linii bylo u bunék US7MG-IDH1-mut zaznamenano viditelné
snizeni exprese CCNA2 (vyraznéji po ovlivnéni 500 nM FLU) ve vSech opakovanich.
Toto sniZeni bylo statisticky vyznamné u bun¢k 2x ovlivnénych 500 nM FLU, a to

v porovnani s kontrolnimi i s 1x ovlivnénymi buiikami.

Kromé druhého podani 200 nM FLU, kdy dochazelo ke statisticky vyznamnému
zvySeni hladiny CCNBI v porovnani s kontrolnimi 1 s 1x ovlivnénymi buiikami, bylo
po ovlivnéni FLU v obou koncentracich pozorovdno snizeni exprese této molekuly
ve vSech opakovanich. Statisticky vyznamné bylo toto snizeni po ovlivnéni obéma
koncentracemi v prvnim opakovani, po druhém podani 500 nM FLU a po tfetim podani

200 nM FLU.

Snizeni exprese CDK1 bylo viditelné po podani obou koncentraci (vyrazngji
po ovlivnéni 500 nM FLU) ve vSech opakovanich. Toto sniZzeni bylo v porovnani
s kontrolnimi buiikami statisticky vyznamné u bun€k po prvnim podani obou testovanych
koncentraci FLU a po druhém podani obou koncentraci i v porovnani s 1x ovlivnénymi

burikami.

Relativni mnozstvi CDK2 bylo u bunék této bunécéné linie sniZzeno ve vSech
opakovanich. Tento efekt byl vyraznéjsi opét u bunck ovlivnénych 500 nM FLU nez
u bunék ovlivnénych 200 nM FLU. Statisticky vyznamné sniZeni tohoto mnoZstvi bylo
zaznamenano u bunék 1x ovlivnénych obéma zkousenymi koncentracemi FLU a u bunék
2x ovlivnénych 500 nM FLU. Ve tietim opakovani vSak dochéazelo u obou koncentraci

v porovnani s prvnim opakovanim k vyznamnému nartistu mnozstvi CDK2.

5.5 Stanoveni proteinové exprese vybranych markerit

Ke stanoveni exprese uvedenych markerti souvisejicich s regulaci bunééného
cyklu, bunécnou proliferaci a chemorezistenci na urovni proteind byla pouzita metoda
Western blot. Toto stanoveni bylo provedeno u bunéénych linii U87MG
a US7MG-IDHI1-mut ovlivnénych 1x, 2x a 3x FLU v koncentraci 200 nM a 500 nM.
Buiiky byly ovlivnény vzdy po 24 h od nasazeni/ptedchoziho ovlivnéni. Po poslednim
ovlivnéni byly buniky inkubovany dalSich 24 h a nasledné pfipraveny pro analyzu

proteint.
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Obr. 15: Stanoveni exprese vybranych markert souvisejicich s regulaci bunééného cyklu, buné¢nou
proliferaci a chemorezistenci na urovni proteintt metodou Western blot u bunék US7MG ovlivnénych
FLU. *p <0,05 vs. Neovlivnéna kontrola.
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Obr. 16: Stanoveni exprese vybranych markert souvisejicich s regulaci bunééného cyklu na Grovni
proteintt metodou Western blot u bunék U87MG-IDH1-mut ovlivnénych FLU. *p <0,05 vs. Neovlivnéna
kontrola.

Exprese markeru MDR1 nebyla u bun¢k US7MG ovlivnénych FLU vyrazné
zménéna. U linie US7MG-IDH 1-mut se exprese MDR1 po prvnim a druhém podéni FLU
pohybovala v podobnych hodnotach, jaké byly pozorovany u kontrolnich vzorki.
Po tfetim podani vSak dochazelo u bunck ovlivnénych 500 nM FLU ke statisticky

vyznamnému snhizeni exprese této molekuly.

V porovnani s kontrolnimi buiikami nebyly u bun¢k U87MG ovlivnénych FLU
pozorovany zadné statisticky vyznamné odchylky exprese mTOR. U bunék
U87MG-IDH1-mut dochdzelo v porovnani s kontrolnimi bunikami ve vSech ptipadech
ke zvySeni exprese mTOR. Tento efekt byl statisticky vyznamny u bunék 1x ovlivnénych

200 nFLU a u 3x ovlivnénych 500 nM FLU.

Exprese EGFR byla u bun¢k US7MG po prvnim podéani 200 nM FLU snizena

a u druhé koncentrace naopak zvysena. Po druhém podani obou testovanych koncentraci
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se exprese snizovala, statisticky vyznamna byla pouze po ovlivnéni 200 nM FLU.
Po tietim podani se vSak exprese EGFR u bunék ovlivnénych 500 nM zvysovala, a to se
statistickou vyznamnosti. U bunék US§7MG-IDH1-mut se exprese EGFR v porovnani
s kontrolnimi bunikami signifikantné nemeénila s vyjimkou tfetiho opakovéni, kdy bylo
pozorovano statisticky vyznamné zvyseni exprese této molekuly v buiikach ovlivnénych

500 nM FLU.

Exprese STAT3 ztlistavala u bunck U887MG v porovnani s kontrolnimi buiikami
na stejné urovni, po ovlivnéni pouzitymi koncentracemi FLU nebyly pozorovany zadné
statisticky vyznamné odchylky této exprese. U bunck U87MG-IDH Imut v8ak dochézelo
ke statisticky vyznamnému snizeni exprese STAT3 hned po prvnim podani 200 nM
1500 nM FLU. Po druhém podéani obou koncentraci FLU dochézelo opét ke snizeni
exprese testované molekuly, snizeni bylo statisticky vyznamné pouze po ovlivnéni
500nM FLU. Po tfetim podani 500 nM FLU dochazelo naopak ke statisticky

vyznamnému zvyseni exprese STAT3.

Po prvnim a druhém podani FLU v obou koncentracich dochdzelo u bunck
U87MG k mirnému zvySeni exprese p21, po tietim podani vSak byla exprese tohoto
markeru snizena, v pfipad¢ bun€k ovlivnénych 500 nM FLU bylo snizeni statisticky
vyznamné. U druhé bunééné linie U§7MG-IDH1-mut ob¢ testované koncentrace FLU
ucinné stimulovaly expresi p21, dochazelo k vyraznému zvySeni exprese této molekuly
Jiz po prvnim ovlivnéni, u bun¢k ovlivnénych 500 nM statisticky vyznamnég. Po tietim

ovlivnéni se tato exprese naopak sniZzovala.

Po prvnim, druhém 1 tfetim ovlivnéni bunék U87MG obéma testovanymi
koncentracemi FLU dochazelo ke zvysSeni exprese molekuly cyklin Bl, statisticky
vyznamné bylo zvySeni po prvnim a tfetim ovlivnéni 500 nM FLU. Exprese této
molekuly se u bunék US7MG-IDH1-mut pohybovala v podobnych hodnotach, které byly
pozorovany u kontrolnich vzorkii, Zadné vychyleni hodnoty exprese nebylo statisticky

vyznamne.

U bunck US7MG Ix ovlivnénych FLU v obou testovanych koncentracich
dochdzelo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese cyklinu E1. U druhé bunééné linie
bylo naopak pozorovéano statisticky vyznamné snizeni exprese této molekuly, a to

po ttetim ovlivnéni FLU v koncentraci 500 nM.
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Exprese Cdc2 byla snizena u bunék US7MG i U87MG-IDHI-mut po prvnim
a druhém ovlivnéni obéma testovanymi koncentracemi FLU. Statisticky vyznamné bylo

toto sniZzeni u bun¢k US§7MG-IDH1-mut ovlivnénych 1x a 2x 500 nM FLU.

5.6 Stanoveni aktivity kaspaz,

.....

u bunéénych linii U§7MG a US7MG-IDH1-mut byl stanoven luminiscenénim méfenim.
Buiiky byly ovlivnény 1x, 2x a 3x uvedenymi koncentracemi FLU (200 nM a 500 nM)
vzdy po 24 h, vzorky pak byly odebirdny po 4 h, 8 h, 16 h a 24 h od posledniho ovlivnéni.
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Obr. 17: Stanoveni aktivity kaspaz 8, 9 a 3/7 u bunééné linie US7MG a U87MG-IDH1-mut ovlivnénych
FLU. *p <0,05 vs. Neovlivnéna kontrola; # p <0,05 vs. 1x podani v jednotlivych koncentracich.
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U bun¢k U87MG i U87MG-IDHI1-mut ovlivnénych FLU v obou testovanych
koncentracich dochazelo k narustu aktivity kaspaz v zavislosti na dobé od ovlivnéni
a na poc¢tu opakovani ovlivnéni. Obecné k nejvyraznéjSimu nartstu aktivity uvedenych

kaspédz dochazelo u bunék ovlivnénych 3x.

Po ovlivnéni bunék US7MG 1 US7MG-IDH1-mut obéma testovanymi
koncentracemi FLU dochazelo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity kaspazy 8,
predevsim u bunék 3x ovlivnénych, a to v porovnani s buiikami kontrolnimi i s buiitkami
Ix ovlivnénymi FLU. U bunék US7MG ovlivhénych 200nM a u bunck
US7MG-IDH1-mut ovlivnénych 500 nM FLU navic dochéazelo k casové zavislosti efektu
1é¢iva na aktivitu kaspazy 8, k nejvétSimu nartstu jeji aktivity dochazelo u bunck 3x
ovlivnénych FLU po 24 h od posledniho ovlivnéni. Tento vysledek byl statisticky
vyznamny v porovnani s kontrolnimi buiikami i s buikami ovlivnénymi FLU pouze

jedenkrat.

Stejné jako u ptedchozi kaspazy bylo v porovnani s kontrolnimi a 1x ovlivnénymi
buikami pozorovano u bun¢k US7MG i US7MG-IDHI1-mut statisticky vyznamné
zvySeni aktivity kaspazy 9, hlavné po tietim, ale 1 po druhém ovlivnéni ve vysSich
casovych intervalech od posledniho ovlivnéni (16 h a 24 h). Trend zvySeni aktivity této

kaspazy byl u obou bunécnych linii zavisly na dobé od podani 1éCiva.

U bunék U87MG byl pozorovéna statisticky vyznamny ndrust aktivity kaspaz 3/7
castetné¢ po druhém, ale predevSim po tfetim ovlivnéni FLU v obou testovanych
koncentracich. Zvlasté ve vyssich ¢asovych intervalech od posledniho ovlivnéni (16 h
a24h) bylo mozné pozorovat tento nartist v porovnani s buiitkami kontrolnimi
1 s butkami 1x ovlivnénymi danymi koncentracemi FLU, a to u bun¢k ovlivnénych 2x
13x. Staticky vyznamny ndrast aktivity kaspaz 3/7 byl u bunék U87MG-IDHI-mut
viditelny, stejn¢ jako v pfedchozi bunécné linii, ¢aste¢né po druhém, ale predevsim
po tetim ovlivnéni FLU v obou testovanych koncentracich. Trend zvySeni aktivity téchto
kaspaz v zavislosti na dobé€ od ovlivnéni FLU nebyl ovSem tak zifejmy jako u pfedchozi
bunécné linie, napt. u bunék ovlivnénych 3x (obéma koncentracemi) FLU nebyla aktivita

kaspdz po 16 h od ovlivnéni zvySena vyraznéji nez po 4 h.
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5.7 Stanoveni obsahu FLU a jeho metabolitu v buiikach
US7MG a US7MG-IDHI-mut

Pro stanoveni mnozstvi FLU a jeho metabolitu redukovaného FLU (FLU-R)
v buné&énych linii US7MG a US7MG-IDH1-mut po jejich ovlivnéni timto 1é¢ivem byla
pouzita LC/MS analyza. Ta byla provedena PharmDr. Adamem Skarkou, Ph.D.

na Univerzité Hradec Kralové.

Pro stanoveni koncentrace FLU a FLU-R uvniti bunék byly bunécéné linie
ovlivnény ve tfech opakovanich v koncentraci FLU 200 nM a 500 nM vzdy po 24 h.

Koncentrace latek byla méfena v €asovych intervalech 2 h, 4 h a 24 h od jednotlivych

ovlivnéni.
US7MG FLU 200 nM U87MG-IDH1-mut FLU 200 nM
300000% B8000%
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Obr. 18: Stanoveni mnozstvi FLU a jeho metabolitu FLU-R v bunéénych liniich U§7MG
a U87MG-IDH1-mut pomoci LC/MS analyzy po ovlivnéni FLU — porovnani ovlivnénych bunék
s bunikami kontrolnimi pro jednotliva opakovani. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs. FLU 1x 2 h.

V bunééné linii US7TMG obsah FLU v bunkéach stoupa v zavislosti na dobé
od ovlivnéni, a to po ovlivnéni obéma testovanymi koncentracemi FLU. Vyjimkou je
obsah FLU v buiikach po 24 h od posledniho, tfetiho ovlivnéni pomoci FLU 500 nM.
Obsah FLU také stoupa v zavislosti na poctu opakovani ovlivnéni, toto zvySeni mnozstvi
FLU v bunkédch ovSem opét nebylo pozorovano po 24 h od tietiho ovlivnéni FLU
500 nM.
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Statisticky vyznamné zvySeni obsahu FLU v porovnani s butikami ovlivnénymi
1x po 2 h bylo u téchto bun¢k ovlivnénych FLU 200 nM pozorovano ve druhém a tietim
opakovani ve vSech ¢asovych intervalech, u buné¢k 1x a 2x ovlivnénych koncentraci
500 nM v poslednim intervalu a u bunék 3x ovlivnénych koncentraci 500 nM ve druhém

¢asovém intervalu.

Obsah metabolitu FLU-R v téchto bunkach stoupd po podani FLU v obou
testovanych koncentracich v zavislosti na délce €asového intervalu a na po¢tu opakovani
ovlivnéni. S vyjimkou 1x ovlivnénych bunék v prvnim opakovani dochazi v porovnani
s buiikkami 1x ovlivnénymi po prvnim casovém intervalu ke statisticky vyznamnému

zvySeni obsahu FLU-R ve vSech ¢asovych intervalech v obou testovanych koncentracich.

V bunééné linii US7MG-IDHI1-mut obsah FLU po ovlivnéni 1écivem v obou
koncentracich také stoupal v zdvislosti na délce Casového intervalu ovlivnéni. Toto
zvysSeni obsahu FLU vsak nebylo pozorovano v buiikach, které byly ovlivnény tfikrat
200 nM FLU a jedenkrat 500 nM FLU po 4 h inkubace od posledniho ovlivnéni lé¢ivem.
Stejné jako v predchozi bunécné linii stoupad obsah FLU v zavislosti na po¢tu opakovani

ovlivnéni ve vétsing stanovovanych Casovych intervalii inkubace s 1écivem.

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu FLU v téchto bunikach ovlivnénych
koncentraci 200 nM dochézelo v porovnani s butkami jednou ovlivnénymi (po 2 h
od ovlivnéni) po 24 h od prvniho, druhého i tietiho ovlivnéni a po 2 h od druhého
ovlivnéni. U bun¢k ovlivnénych druhou testovanou koncentraci dochazelo k tomuto
zvySeni po 24 h od ovlivnéni v prvnim a druhém opakovani a po 4 h od druhého podani
1éciva.

Obsah metabolitu FLU-R v téchto bunkach opét stoupal po ovlivnéni FLU
200 nM a 500 nM, a to ve vétSin€ ¢asovych intervalech ovlivnéni i pii opakovaném

podani FLU.

Statisticky vyznamné zvySeni obsahu metabolitu FLU-R bylo v porovnani
s bunkami ovlivnénymi 1x (po 2 h od ovlivnéni) pozorovano v bunkach po ovlivnéni
FLU 200 nM, a to ve vSech Casovych intervalech ve vSech opakovanich ovlivnéni

s vyjimkou 1x ovlivnénych bunék v prvnim casovém intervalu.
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Obr. 19: Stanoveni mnozstvi FLU a jeho metabolitu FLU-R v buné¢énych liniich U§7MG
a U87MG-IDH1-mut pomoci LC/MS analyzy po ovlivnéni FLU. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs.
FLU Ix.
V porovnani s buitkkami po daném ¢ase od prvniho ovlivnéni bylo zaznamenéano

statisticky vyznamné zvyseni obsahu FLU v bunikach US7MG 2x i 3x ovlivnénych FLU

200 nM, a to ve vSech Casovych intervalech.

Také v ptipadé metabolitu FLU-R byl pozorovan statisticky vyznamny nartst
obsahu tohoto metabolitu v buiikdch 2x 1 3x ovlivnénych FLU 500 nM v porovnani
s bunkami ovlivnénymi pouze jedenkrat, a to ve vSech testovanych ¢asovych intervalech

od ovlivnéni.

V porovnani s buitkkami po daném ¢ase od prvniho ovlivnéni bylo zaznamenéano
statisticky vyznamné zvyseni obsahu FLU v buiikach US7MG-IDH1-mut, které byly 2x
ovlivnény FLU 200 nM, a to po 2 h a 24 h od dan¢ho ovlivnéni. K tomuto zvySeni déle
dochazelo v buiikéch po 4 h a 24 h od druhého ovlivnéni FLU 500 nM.

V bunikdch U87MG-IDHI-mut dochéazelo ke statisticky vyznamnému zvySeni
obsahu metabolitu FLU-R v porovnani s buitkami po daném case od prvniho ovlivnéni,
a to ve vSech Casovych intervalech u bunék US7MG-IDH1-mut 2x i 3x ovlivnénych FLU
200 nM. Toto zvySeni bylo pozorovano i u bun¢k ovlivnénych FLU 500 nM, a to po 4 h

od druhého opakovani ovlivnéni a po 24 h od tfetiho ovlivnéni.
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6. DISKUZE

GBM je nejagresivnéjsi forma primarnich naddori mozku. I pies intenzivni
vyzkum, usili o nové 1éCebné strategie a neustalé zdokonalovéani diagnostickych metod
a chirurgickych postupt, zlistdva prognoza pacientii s timto onemocnénim neuspokojiva.
Tento fakt je dan nékolika faktory. Mikroprosttedi GBM vykazuje vysokou heterogenitu,
coz predstavuje prekazku pro jednotny terapeuticky pfistup. Builky navic vykazuji
imunorezistenci, vysokou schopnost rychlé proliferace a snadno pronikaji do okolnich
tkani. Kromé toho podani béZznych chemoterapeutik je zna¢né¢ komplikované z ditvodu
nepropustnosti hematoencefalické bariéry. Vyvoj rezistence vuci 1écbé je dalSim
vyznamnym faktorem pfispivajicim ke Spatné prognoze pacientti s GBM. VSechny tyto
skutecnosti ve vysledku vedou k recidivé a progresi onemocnéni a GBM tak zlstava
onemocnénim odolnym vici sou¢asnym terapeutickym strategiim (Adam et al. 2010,

Czarnywojtek et al. 2023, Jiapaer et al. 2018).

Jako nadéjny smér ve vyzkumu 1écby GBM se jevi vyuziti 1€€iv jiz schvalenych
pro jin¢ indikace, mezi néz patii 1 FLU. Toto anthelmintikum se prokazalo jako t¢inné
v boji proti buitkkdm riznych typt nddort. Kromé jeho antimitotického ucinku, kdy 1é¢ivo
inhibuje vznik mikrotubull, bylo také zjisténo, ze FLU ovliviiuje bunéény cyklus. Jeho
vlivem nejcastéji dochazi k zastaveni bunécného cyklu na piechodu z G2 do M faze.
Schopnost FLU ovliviiovat kli¢ovy bod bunééného cyklu mize byt rozhodujici pro jeho
protinadorovy ucinek, jelikoz zastaveni bunééného cyklu v této fazi miize vést k potlaceni
proliferace nadorovych bun&k a k nasledné apoptéze (Caiova et al. 2017, Chen et al.
2022a, Hanusova et al. 2015, Vitovcova et al. 2023, Zhou et al. 2021). Cilem této prace
bylo hodnoceni vlivu FLU na bunéfny cyklus a celkovy stav buné¢k GBM

pii opakovaném podani léCiva.

Protinddorova aktivita FLU jiz byla pozorovana na riznych typech naddorovych
bunék, véetné leukemickych, ovaridlnich, myelomovych, melanomovych, prsnich, bunék
karcinomu tlustého stfeva a prostaty. Studie navic ukézaly, Ze FLU vykazuje nizkou
toxicitu a minimélni nezddouci uc€inky, coz jej €ini perspektivnim kandidatem pro 1écbu
nadorovych onemocnéni (Cafiova et al 2017,2018, Chen et al. 2022a, Hou et al. 215,
Kralova et al. 2016; Zhou et al. 2021).
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Vliv FLU byl jiz testovan také na GBM bunécnych liniich. Ve studii Vitovcova
et al. (2023) FLU ucinné inhiboval proliferaci a viabilitu GBM buné¢nych linii A172,
T98G a U118MQG, ale také GBM primarnich kultur odvozenych z pacientskych vzorki.
V nasi praci jsme studovali vliv FLU rovnéz na nadorové bunécné linie GBM, a to
pii opakovaném  nizkodavkovém  podavani  lé€iva na  buiky U87MG

a US7MG-IDH1-mut.

Tyto dvé stabilizované linie byly vybrany jako vhodné modely dvou typtit GBM,
primarniho a sekundarniho GBM. Ac¢koli byla v doporuc¢eni WHO z roku 2021 navrZena
nova nomenklaturni klasifikace GBM, v soucasné dobé je v klinické praxi stale
vyuzivédna klasifikace GBM na primarni a sekundarni typ nddoru, a to predevsim podle
pritomnosti nebo nepiitomnosti specifické mutace IDH1. Linie US7MG-IDH1-mut byla
od linie US7MG odvozena vnesenim prave této specifické mutace a pouZiti obou téchto
linii ndm umoznilo soucasnou analyzu ucinku FLU na bunkach imitujicich primérni

a sekundarni typ GBM nadoru (ATCC 2022, 2024, Stoyanov et al. 2022).

Nejprve byl testovan vliv 1éCiva na viabilitu bun¢k. Buniky byly ovlivnény ve dvou
koncentracnich fadach, v riznych ¢asovych intervalech a v riznych stupnich opakovani
podani (1x, 2x a 3x). Ob¢ testované bunécné linie vykazovaly k FLU vysokou citlivost.
Hodnota IC50 bunécné linie US7MG pro FLU byla 1377,0 nM, mirn¢ vyssi citlivost
k testovanému lé¢ivu vykazovala bunécné linie U§7MG-IDH1-mut, jejiz hodnota IC50
pro FLU dosahovala 1280,0 nM. Tyto hodnoty jsou podobné hodnotdm zjisténych
ve studii Vitovcova et al. (2023), kdy se IC50 testovanych GBM bunécnych linii pro FLU
pohybovalo mezi 1,3 uM a 3,9 uM. Tyto hodnoty jsou také v souladu s namétenymi
hodnotami IC50 v dosud provedenych studiich zabyvajicich se vlivem FLU na bunky
rozliénych typii nadori, které se pohybovaly mezi 0,3 pM a 6,8 uM (Catiova et al., 2018;
Hou et al. 2015, Kralova et al. 2016, 2013, Oh et al. 2018, Xie et al. 2021, Zhou et al.
2018).

U obou bunéénych linii dochazelo ke snizeni bunécné proliferace oproti kontrole
v zavislosti na koncentraci podaného FLU, poc¢tu ovlivnéni a také dob¢ od ovlivnéni FLU.
Viabilita bunék US7MG se snizovala po podani 500 nM FLU na 97 % po 2 h inkubace,
na 95 % po 12 h inkubace, dale na 75 % po 24 h inkubace, 66 % po 48 h inkubace
a azna 55 % po 72 h inkubace. Kromée ¢asové zavislosti efektu této koncentrace na burnky

U87MG bylo mozné také pozorovat zvySovani efektu 1éCiva opakovanym podanim,
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kdy dochézelo ke snizeni viability na 75 % po prvnim podani, 73 % po druhém podéni
a 61 % po tfetim podani 500 nM FLU vzdy s 24 h inkubaci mezi jednotlivymi podanimi.
Obdobny efekt jsme také pozorovali u druhé testované bunééné linie U§7MG-IDH1-mut.

Efekt FLU na nadorové bunécné linie US7MG a US7MG-IDHI1-mut GBM byl
dale potvrzen pomoci fazové kontrastni mikroskopie, kde byla sledovéna nejen jejich
viabilita a proliferace, ale také morfologie bunék. Po podani FLU dochazelo ke zménam
kvantitativnim (snizovani viability bunék a jejich proliferace), ale také kvalitativnim,
pricemz bylo pozorovano piedevs§im vyrazné zakulacovani bunck a vznik vicejadernych
bunék. Tato pozorovani jsou také konzistentni s pfedchozimi studiemi zabyvajicimi se
studiem efektu FLU na morfologii bunék napi. Canova (2017), Kralova (2016),
Vitovcova (2023). Tento efekt byl jest¢ umocnén opakovanym podanim FLU (200 nM
a 500 nM, 3x po 24 h), nicmén¢ po pieruseni nizkodavkového podavani FLU bylo u obou
bunéénych linii pozorovano zdanlivé znovuobnoveni proliferace u ptezivS§ich bunék

a také obnoveni jejich ptivodni morfologie (bunky protahlého tvaru s vybezky).

Jednim z mechanizmi G¢inku FLU na nddorové bunky, ktery byl popsan
v predeslych studiich, je ovlivnéni signdlni drahy STAT3. Molekula STAT3 je nadmérné
exprimovana a aktivovana u mnoha nddorovych onemocnéni, a to také v GBM. Pfispiva
k vytvéafeni imunosupresivniho prostiedi a vyrazné ovlivituje regulaci bunécného cyklu
nadorovych bunék, a tim podporuje proliferaci a invazi bunék. Navic jeho nadmérna
exprese muze vést ke snizeni exprese p53, jakoZto tumor supresorového markeru (Fu
et al. 2023, Lin et al. 2019). Pfedchozi studie ukéazaly, Ze k inhibici signalni drahy STAT3
pusobenim FLU dochazelo v bunikdch nadoru prsu, kolorektalniho karcinomu i GBM

(Chen et al. 2022a, Lin et al. 2019, Vitovcova et al., 2023).

Proliferaci bun¢k, tumorigenitu a odolnost vici apoptdze podporuje a indukuje
také zvySend exprese EGFR a c-Myc. Aktivace signalni drahy STAT3 piisobenim
aktivniho EGFR patii mezi nekanonické drahy aktivace tohoto transkripéniho faktoru,
kterd jiz byla opakované u GBM bunék popsana (Aldape et al. 2015, Fritah & Niclou
2020, Miller et al. 2012). Nasim dal§im zajmem v této praci tedy bylo zhodnotit vliv FLU
na zmény exprese vySe uvedenych markerit bunééného ristu, proliferace a regulace

bunécného cyklu.

Na trovni mRNA bylo po opakovaném nizkodavkovém ovlivnéni bun¢k US7MG

a U87MG-IDHI-mut pomoci FLU v koncentracich 200 nM a 500 nM pozorovano
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snizovani exprese markert bunécéné proliferace. Exprese molekul STAT3, EGFR a c-Myc
byla snizovédna v zavislosti na koncentraci, tedy vyraznéji po ovlivnéni 500 nM FLU nez
200 nM FLU. Vyrazngj$i sniZeni exprese STAT3 a c-Myc bylo moZné pozorovat u bunék
US7MG-IDH1-mut, které také v porovnani s buikami US7MG vykazovaly vyssi citlivost
pro FLU. Opakovanym podanim vSak dochazelo k vétSimu sniZeni exprese pouze

v ptipad¢ markeru EGFR v bunkach U87MG.

Tyto trendy snizeni exprese vyse uvedenych markerit STAT3, EGFR a c-Myc
pusobenim FLU vsak nebyly potvrzeny na Grovni proteinti. V ramci této prace vSak byla
testovana pouze inkubacni doba 24 h po poslednim ovlivnénim, zatimco zmény v expresi
téchto markerti se mohly projevovat jiz diive nebo naopak pozdéji po podani testovaného
1é¢iva. Soucasti dalsiho testovani efektu FLU na proteiny by tak mélo byt i testovani jeho

efektu v jinych Casovych intervalech.

Jak uvadi nékteré studie, FLU ovlivitoval piechod bun¢k z faze G2 do M faze
u vice typll nadorovych bunék, vcetné karcinomu prsu, melanomu, karcinomu prostaty
a tlustého stfeva (Céﬁové et al. 2017, 2018, Kralova et al. 2013, Zhou et al. 2021). Tento
mechanizmus U¢inku FLU byl rovnéz potvrzen ve studiich zamétenych na GBM
(Vitovcova et al. 2023, Zhou et al. 2018). V téchto studiich bylo u buné¢k GBM prokazano
snizeni exprese cyklinu Bl a cyklin-dependentni kinazy 1 (cdkl), ve studii Vitovcova
et al. (2023) dochézelo i ke zvySeni exprese p21, coZ naznacuje zastaveni bunécného

cyklu v G2/M fazi.

Také naSe vysledky potvrzuji tento trend ptisobeni FLU na markery bunééného
cyklu GBM bunék. Pasobenim FLU dochazelo ke zmén€ exprese cyklint
a cyklin-dependentnich kindz, které reguluji bunécény cyklus. Pfedev§im u bunék
US7MG-IDH1-mut dochéazelo ke snizovani relativniho mnoZzstvi mRNA cyklinu EI,
cyklinu A2, cyklinu B1, cdkl a cdk2, a to ptisobenim obou pouzitych koncentraci FLU
(200nM a 500 nM). Také relativni mnozstvi p21 mRNA, ktery inhibuje cyklin
dependentni kindzy, a tim zastavuje bunéény cyklus (Cho et al. 2023), bylo po ovlivnéni
bun¢k U887MG FLU na tGrovni mRNA zvySovano ve vSech opakovanych podanich,
zatimco u bunék U87MG-IDHI1-mut toto zvySeni pozorovano nebylo. Tento efekt
na expresi p21 byl také potvrzen na urovni proteinti, kdy dochazelo ke zvySeni jeho
exprese u bunék US7TMG 1 US7MG-IDH1-mut. Vliv FLU na dal$i markery bunééného

cyklu vSak na Grovni proteint potvrzen nebyl.
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Vzhledem k tomu, ze nase dosud zjisténé vysledky naznac¢ovaly mozné zastaveni
bunécného cyklu a nasledné vstup bunék do apoptické smrti, byl nasledné u bunéénych

linii U87MG a US7MG-IDHI-mut testovan vliv opakovaného podani nizkych

vvvvvv

tdchto kaspaz u bunék GBM i v dalsich typech nadorovych bundk prokazan (Catiova et al.
2018, Lin et al. 2019, Oh et al. 2018, Vitovcova et al. 2023, Zhou et al. 2018).

V nami testovanych buitkach US7MG 1 U87MG-IDHI-mut ovlivnénych FLU
kaspaz v zéavislosti na koncentraci FLU, na dobé od posledniho ovlivnéni a na poctu
opakovani ovlivnéni. Obecné k nejvyraznéjSimu nartstu aktivity uvedenych kaspaz
dochazelo v buiikkach ovlivnénych 3x pomoci FLU, nejvyssi narist aktivity kaspaz byl
pozorovan predevs§im ve vySSich Casovych intervalech, tedy 16 h a 24 h po poslednim
ovlivnéni. Tyto vysledky odpovidaly nasemu piedchozimu pozorovani plisobeni

nizkodavkového podavani FLU na viabilitu bunék.

Poslednim krokem této prace bylo kvantitativni stanoveni obsahu FLU a jeho
metabolitu, redukovaného FLU (FLU-R) po opakovaném ovlivnéni bunék nizkymi
koncentracemi FLU (200 nM a 500 nM, 1x — 3x po 24 h). Na zdklad¢ piedchozich
vysledkli jsme timto testovanim chtéli ovétit hypotézu o zvySeni mnozstvi FLU i1 jeho
metabolitu v buiikdch v zavislosti na opakovani podani FLU. Tato hypotéza byla
potvrzena, po ovlivnéni bunéénych linii US7MG a U87MG-IDHI-mut pomoci
testovaného 1éciva stoupal obsah FLU a ptedev§im FLU-R v bunikdch v zavislosti
na poctu opakovani ovlivnéni a také na dobé od posledniho ovlivnéni. Tento efekt mize

ptispivat k protinadorovému ucinku FLU.

Na zékladé nasich experimentalnich vysledki je mozné konstatovat, ze FLU je
vysoce ucinné 1é€ivo pro piisobeni na buitkky GBM, jehoZ opakované podani jiz v nizkych
koncentracich se vyznafuje znaénym uc¢inkem na viabilitu, proliferaci a bunécnou
morfologii bunék GBM. V soucasné dobé se predpokldda, ze protinddorovy
mechanizmus FLU, jenz dosud nebyl zcela objasnén, je komplexni povahy a ptisobeni
FLU na bunétny cyklus je jen jednim z moznych mechanizmii u¢inku tohoto 1éCiva.
Navzdory tomu nebyla naSe prace zamétena na vSechny jiz znamé mechanizmy ucinku,
jako napftiklad antimitotickou aktivitu FLU. Do budoucna by bylo vhodné se také zaméfit

na vliv nizkych opakovanych davek FLU na mikrotubularni cytoskelet bunék GBM.
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S ohledem na rozporuplné vysledky pisobeni FLU na markery proliferace a regulace
bunécného cyklu by pro dalsi rozvoj studie bylo také vhodné sledovat efekt FLU
na bunécné linie GBM pfi jinych inkubaénich intervalech. Dal$im dualezitym krokem
k lepsimu pochopeni efektu FLU a jeho opakovaného podani na bunéény cyklus by byla
také studie jeho aktivace a inaktivace pomoci fosforylace, jejiz absence je znacnou
limitaci této prace, vzhledem k tomu, Ze fosforylace urcitych proteinii maze hrat klicovou
roli v patogenezi nadoru a sledovani jejich fosforylovanych forem by mohlo poskytnout

v

pfesnéjsi informace o signaliza¢nich drahach v nadoru.
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7. ZAVER

Na zaklad¢ vysledki ziskanych z ndmi provedenych experimentt lze zavéry prace

shrnout do nasledujicich bodi:

e FLU inhiboval viabilitu a proliferaci bun¢k US87MG a US7MG-IDH1-mut, a to
v zavislosti na koncentraci FLU, poc¢tu opakovani ovlivnéni a také dobé
od ovlivnéni

e Ob¢ testované bunécné linie vykazovaly vysokou citlivost k ovlivnéni FLU
a hodnoty IC50 byly pro ob¢ testované linie podobné

e Podani FLU vedlo ke zménam morfologie bun¢k u obou testovanych linii.
Dochazelo k viditelnému sniZeni bunécné proliferace, k zakulaceni bunck
a vzniku vicejadernych bunék.

e Ovlivnénim bunék US7MG a US7MG-IDHI1-mut pomoci FLU o koncentraci
200nM a 500 nM dochdzelo ke snizeni exprese EGFR, STAT3 a c¢c-MYC
na tarovni mRNA, naznacujici inhibici proliferace bun&k. Vyrazngj$i snizeni
exprese téchto markerii bylo mozné pozorovat u bunék ovlivnénych vyssi
testovanou koncentraci.

e FLU zvySoval expresi CDKNIA (protein p21) a snizoval exprese cyklint
CCNA2, CCNBI1 a cyklin-dependentnich kinaz CDK1 a CDK2 na tirovni mRNA,
coz naznacovalo mozné zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi.

e Svyjimkou zvySeni exprese proteinu p21 se vSak tyto pozorované trendy
na urovni proteint nepotvrdily.

e Obsah FLU a jeho metabolitu FLU-R stoupal v bunikdch v zavislosti na dobé¢
od jejich ovlivnéni a na poc¢tu opakovani podani 1éciva.

u bunéénych linii US7MG 1 US7MG-IDH1-mut, coZ naznac¢ovalo vstup bunék

do apoptotické bunécné smrti.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze FLU je vysoce u¢inné 1é¢ivo pro piisobeni
na builky GBM, jehoZz opakované podani jiz v nizkych koncentracich se vyznacuje

zna¢nym ucinkem na viabilitu, proliferaci a buné¢nou morfologii bun¢k GBM.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AA — akrylamid

APS — persiran amonny

bisAA — bis-akrylamid

BRAF — gen kddujici protein B-Raf

BSA — bovinni sérovy albumin

CDKI1 - cyklin-dependentni kinaza

cDNA — komplementarni DNA

CNS — centralni nervovy systém

CT — pocitacova tomografie

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DEPC voda — voda bez nukledz

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGFR - receptor epiderméalniho rtistového faktoru
FBS — fetalni bovinni sérum

FLU — flubendazol

FLU-R — redukovany flubendazol

GBM - glioblastom

GFAP — glidlni fibrilarni kysely protein

HCI — kyselina chlorovodikova

IC50 — stfedni inhibi¢ni koncentrace

IDH1- isocitratdehydrogendza- 1

LC/MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
LOH 10q — ztrata heterozygotnosti dlouhého raménka chromozomu 10
MGMT - O6-methylguanin-DNA-methyltransferaza
MRI — magneticka rezonance

mRNA — messenger RNA

MTAs — mikrotubule targeting agents

MTOC — centréalni organiza¢ni centra mikrotubulll
NF1 — gen neurofibromatdzy typu 1

PARP-1 — poly-(ADP-riboza)-polymeraza-1

PBS — fosfatovy pufr

PDGFR — receptor pro rastovy faktor PDGF
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PET — pozitronova emisni tomografie

PTEN — homolog fosfatazy a tenzinu

PTX — paklitaxel

PVDF — polyvinylidendifluorid

RNA - ribonukleova kyselina

RT-PCR - kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném Case
SD — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsiran sodny

STAT3 — ptevodnik signélu a aktivator transkripce 3
TBS — tris-buffered saline

TEMED — N, N, NN-Tetramethylethylenediamin
TERT — telomerazova reverzni transkriptaza

TMZ — temozolomid

VEGF — vaskularni endotelidlni ristovy faktor

WHO - svétova zdravotnicka organizace
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