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Uvod

konvencné chirurgickou resekci, radioterapii, chemoterapii a jejich kombinacemi.
Astrocytomy tiidy IV (“glioblastoma multiforme” neboli GBM) tvofi zhruba polovinu
vSech nadorl pochézejicich z astrocyti s medianem preziti krat$im nez jeden rok, a to

bez ohledu na zvolenou 1é¢bu.

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazole), alkaloid izolovany z rostlin
Apocyanaceae, vykazuje zna¢né protinadorové ucinky. Pii "screeningu" nadorového

panelu NCI byl oznacen za latku specifickou proti nddortiim mozku (Shi et al., 1998).

Farmakologické a/nebo nezadouci genotoxické ucinky ellipticinu jsou zavislé na jeho
biotransformaci cytochromy P450 (CYP) a peroxiddzami, kdy mohou vznikat jak
detofixikacni metabolity, tak reaktivni intermediaty, které tvoii kovalentni adukty s
DNA (Stiborova et al., 2001, Stiborova et al., 2007a). Ellipticin mtze také ptsobit
jako inhibitor nebo induktor biotransformac¢nich enzymd, ¢imz ovliviiuje sviij vlastni

metabolismus, a tedy i své uc¢inky (Aimova et al., 2007).

Zjistili jsme, ze ellipticin je metabolicky aktivovan CYP nebo peroxiddzami a tvofi
kovalentni adukty s DNA in vivo v riznych tkénich potkana v¢etné mozku (Stiborova
et al. 2001, Stiborova et al., 2003. Stiborova et al. 2004, Stiborova et al. 2007a,
Stiborova et al. 2007b). Dutheil a kol. zjistili, ze v lidském mozku je exprimovano
Ctyfiadvacet cytochromt P450 (CYP1, CYP2 a CYP3 rodiny a CYP46A1) (Dutheil
al., 2009). Z CYP metabolizujicich ellipticin je na trovni mRNA exprimovan

CYPI1B1 a 1A1 (Dutheil et al., 2009).

Vzhledem k tomu, Ze prognozy pacientt s diagnézou glioblastomu jsou i nadéale velmi
neuspokojivé, a to bez ohledu na zvolenou klasickou 1é¢bu, je vysoce aktudlni hledat
stale nové terapeutické pfistupy. Nedavno byly identifikovany integriny jako
potencialni terapeutické cile, a to vzhledem k tomu, ze se ucastni v riiznych fazich
nadorovych procest. Jedna se o vlastni maligni transformaci, rist nddoru a jeho
progresi, invazi a metastazovani a dale i angiogenezi. Zvlastni diraz byl kladen na

avB3/B5 integriny, které jsou exprimovany ve zvySené¢ mife v novych cévach



vyzivujicich nador. Jeden z antagonistl integrinu avp3/BS5, cilengitide, je v soucasné
dob¢ klinicky testovan pro anti-angiogenetickou lé¢bu malignich gliomt (Nabors et

al. 2007, Reardon et al., 2008).

a5PB1 integrin byl identifikovan teprve nedavno jako potencialni terapeuticky cil,
protoZze je hojné exprimovéan jak v nddorovych cévach (Magnussen et al. 2005,-
Wingerter Parsons et al., 2005), tak v nddorovych buiikach. Jevi se tak jako zajimavy
terapeuticky cil pro nadory mozku (Kita et al., 2001, Maglott et al. 2006, Martin et al.,
2009), plic (Adachi et al., 2000) a nadory vajecnikt (Sawada et al., 2008). Exprese
a5PB1 integrinu se 1i8i v riznych fazich rastu gliomi (Kita et al., 2001) a ukazuje se
byt dilezitou kfizovatkou v signalnich drahdch nadorovych bunck (Bredel et al.,
2005). Vzhledem ke vzrlstajicimu zdjmu o a5B1 integrin vzrostl také pocet jeho
navrzenych specifickych nepeptidovych ligandi (Heckmann et al. 2008, Heckmann et
al. 2007, Marinelli et al., 2005). Takovi antagonisté integrinu a5p1 dokdzi napf.
blokovat angiogenezi a lymfangiogenezi. (Kim et al., 2000, Okazaki et al., 2009,
Umeda et al., 20006).

Se zaméfenim na nadory mozku jsme nedavno prokazali, Ze specifickd perturbace
funkce integrinu a5B1 jeho specifickym antagonistou, SJ749, vede k bloku
bunécného cyklu (Maglott et al., 2006) a snizuje agresivitu nadorovych bun¢k (Martin
et al., 2009). Navic jsme ukézali, ze exprese a5p1 integrinu v gliomech je ovlivnéna
caveolinem-1, ktery funguje jako jeho represor. Nase vysledky dokazaly, ze bunky
exprimujici mald mnozstvi caveolinu-1 a velkd mnozstvi integrinu aSB1 jsou citlivejsi
k anti-prolifera¢nim a anti-invazivnim u¢inkiim SJ749 (Martin et al., 2009). Pomoci
3D modelu integrinu a5B1 byly navrzeny jeho dalsi selektivni ligandy (Marinelli et
al., 2005). Mezi nimi se K34c jevi jako vysoce aktivni ligand s dobrou selektivitou

pro integrin a5B1 oproti integrinu avp3 (Heckmann et al., 2007).

Pokusy o zlepSeni G¢innosti cilené molekularni 1é¢by zahrnuji jeji pouziti v kombinaci
s radio/chemoterapii. Publikované prace pfipisuji roli v chemorezistenci nékterych
nadort (vetné gliomi) B1 integrinu (Cordes a Park, 2007, Park et al. 2008). Nicmén¢
vzhledem k tomu, Ze Bl podjednotka mulze dimerizovat s nékolika riznymi o

podjednotkami, mize se chemorezistence Ucastnit veétsi pocet riiznych heterodimerti



obsahujicich podjednotku B1 integrin. Uloha podjednotky integrinu o5 v odpovédi

glioblastomil na chemoterapii vSak dosud nebyla popséana.

Cile dizertacni prace
Hlavnim cilem prvni ¢asti dizertacni prace bylo:

* popsat cytotoxicitu ellipticinu v modelovych glioblastomovych bunéénych
liniich U373 a U87
+ studovat metabolismus ellipticinu (detoxifikaci a aktivaci) v glioblastomovych

bunéénych liniich U373 a U87

Vzhledem k tomu, Ze ellipticin neni v soucasné dobé v klinické praxi pouzivan
vzhledem k jeho kardiotoxicité, by jeho piipadné znovu-vyuziti muselo byt nutné
spojeno se snizenim davky nebo jeho zacilenim pfimo do nddorové tkané. Zde
navrhujeme pouziti kombinované terapie ellipticinu s antagonisty integrinu aSp1.
Tento novy terapeuticky pfistup k 1écbé glioblastomu by mohl vést ke snizeni

terapeutické davky ellipticinu za soucasného zlepsSeni 1é¢ebnych vysledki.

Hlavnim cilem druhé casti studie bylo navrhnout kombinaéni terapii antagonistou

integrinu a5P1 a ellipticinu pro 1é¢bu glioblastomti a osvétlit jeji mechanismy téinku.

Vysledky
Cast A

Ob¢ glioblastomové linie, US7MG a U373, jsou citlivé na ellipticin. Nicméng,
mechanismy, jak ellipticin inhibuje jejich proliferaci jsou rtizné. V bunécné linii
US87MG ellipticin blokuje bunécny cyklus ve fazi GO/G1, zatimco U373 buiiky jsou
blokovany v S a G2/M fazi. Ellipticin vyvolava v buiikach US7MG senescenci, ne
vSak apoptdzu, zatimco v bunkach U373 je indukovana apoptéza a k senescenci

naopak nedochazi.



Zjistili jsme, Ze ellipticin siln¢ aktivuje funkéni signalni kaskadu tumorového
supresoru p53. Po této aktivaci navozuje ellipticin senescenci spiSe nez apoptdzu,
zatimco v kontextu s nefunkénim p53 indukuje apoptézu. Zminéné vysledky
nastinuji, ze rozdilné odpovédi obou testovanych bunécnych linii na ellipticin

vychézeji z rozdilného statutu p53.

Obé¢ studované bunécné linie, US7TMG a U373, exprimuji biotransformacni enzymy
generujici metabolity ellipticinu, které se mohou kovalentné vazat na deoxyguanosin

v DNA. Tvorba téchto metabolita ellipticinu byla pak také prokazana.

V buitkach U87MG byla navic detekovana nezanedbatelna mnozstvi dvou hlavnich

aduktt ellipticinu s DNA.

Dale jsme zjistili, ze v buitkach U87MG ellipticine ovliviiuje svlij metabolismus tim,
ze indukuje expresi CYP1BI1, 3A4 a 1A1. Koncentrace ellipticinu ptsobici na tyto
nadorové buiiky se zda byt klicovou pro jeho ucinek. Zjistili jsme totiz, Ze pomér jeho
aktivanich a detoxifika¢nich metaboliti tvofenych v U87MG se pii riznych

hodnotach koncentraci ellipticinu zasadn¢ lisi.

W

CastB

V druhé casti prace jsme nejprve optimalizovali podminky terapie dvéma riznymi
chemoterapeutiky (ellipticinem nebo temozolomidem) v kombinaci se specifickym
antagonistou integrinu a5B1 (SJ749 nebo K34c). Zjistili jsme, ze jak SJ749, tak
ellipticin vykazuji silnéj$i inhibi¢ni u¢ink na bunécnou proliferaci bunék US7MG,
pokud jsou aplikovany na bunky, které dosud nejsou piisedlé, a pifi nizsi (2%)
koncentraci séra v kultivacnim médiu.

Na zakladé téchto vysledki byl zvolen postup podavani latek v dalSich
experimentech: aplikace latek v okamzZiku rozsévani buné€k a v 2% séru.

Oba antagonisté integrinu a5B1 (SJ749 a K34c) blokuji bunécny cyklus bunck
US7MG ve fazi GO/G1. Nicmén¢ tento "arrest" je pouze docasny, nepiesahujici 48
hodin. V kombinaci s ellipticinem je takovy blok bunécného cyklu prohlubovéan a

prodluzovéan. Zatimco temozolomid blokuje bunécny cyklus spiSe v S a G2/M fazich,

jeho kombinace s antagonisty integrinu vede k protichidnym G¢inktm.



Takové vysledky podtrhuji dilezitost znalosti mechanismii ucinku uvaZovanych

chemoterapeutik.

Klicové vysledky predkladané dizertacni prace odhalily zajimavou rovnovahu mezi
senescenci a apoptdzou v reakci na stres vyvolany chemoterapii, v niz hraje integrin
a5B1 dialezitou roli. Pfiddnim antagonisty integrinu o5B1 je snizena senescence
vyvolana v bunkidch U87MG chemoterapeutikem (ellipticin/temozolomid). Naproti
tomu bunky v takovém ptipad¢ umiraji apoptozou.

Vzhledem k roli signalni kaskady tumorového supresoru p53 indukované
chemoterapii jsme studovali nékolik modelli s riznym statutem drédhy tohoto
supresoru. V kontextu funkcniho p53, je jeho signalizace potlaCena a modulovana
pridanim antagonisty integrinu a5B1, coz vede k upfednostnéni apoptdzy pied
senescenci. Naproti tomu v kontextu nefunkéniho p53 ¢i v piipadé jeho absence,
kombinace chemoterapeutika a antagonisty integrinu a5B1 benefit oproti chemoterapii

samotné neptinasi.

V préci jsme déle zjistili, Ze po aktivaci integrinu a5SB1 fibronektinem reagovaly
buitky U87MG na ellipticin dal$im zvySenim senescence. ZvySeni exprese oS
podjednotky integrinu vyustilo v rezistenci bun¢k US7MG k ellipticinu a
temozolomidu, zatimco snizena exprese a5 integrinu vedla k senzibilizaci téchto
bunék na temozolomid, nikoliv vSak na ellipticin.

Zvyseni exprese a5 integrinu v buitkdch U373 (p53mt) vedlo k silné senescenci,

tetraploidii a alterovanému bunénému fenotypu.

Diskuze

Soucasna onkologie stale postrddd dostatek Ucinnych terapeutickych strategii pro
1é¢bu agresivnich nadort, jako jsou glioblastomy. Zadny z klasickych piistupt
nepifinds$i pacientim vyrazné prodlouzeni kvalitniho Zivota. Z téchto davodi je
studium kombinace konvencnich chemoterapeutik s terapii cilenou zajimavym cilem

pro fadu laboratofi v€etné klinické praxe.

Predkladand prace se zabyva studiem vyuziti kombinaci chemoterapeutika ellipticinu

s antagonisty integrinu a5f1 v 1écbé lidskych glioblastomi. Ellipticine byl v



minulosti pouzivan v klinické praxi proti n€kterym agresivnim a metastazujicim
nadorim. V in vitro studiich pak byla prokdzéna jeho jista specifita vii¢i nadorim
mozku (Shi et al., 1998). Drtivéejsi vysledky z nasi laboratotfe ukézaly, Ze ellipticin
pravdépodobné prochéazi ptes hematoencefalickou bariéru, nebot’ jeho kovalentni
adukty s DNA byly detekovany v mozku experimentalniho modelu, laboratorniho
potkana.

Ellipticin ptsobi jako "pro-léCivo", které je metabolizovano cytochromy P450 a
peroxiddzami jak na detoxika¢ni, tak na aktivaéni metabolity. Tyto enzymy tak
ovliviiuji jeho farmakologickou aktivitu specificky podle enzymové vybavy jedince i
jednotlivych nadorovych tkani. V tomto sméru je CYPIBI vyznamnym enzymem,
ktery oxiduje ellipticin a zaroven byl detekovan pouze v nddorové, nikoliv vSak ve
zdravé mozkové tkani (Murray et al., 1997). Touto selektivni oxidaci ellipticinu je
determinovana jeho urcita specifita k nadorim.

V préci jsme prokazali senzitivitu dvou studovanych glioblastomovych bunécnych
linii vici ellipticinu a poukdzali na dilezitost statutu tumorového supresoru p53 pfi
bunéné¢ odpovédi na ellipticin. Prestoze byly ob¢ bunécné linie  citlivé k
chemoterapii ellipticinem, mechanismy jejich odpovédi byly zcela odlisné. Zatimco v
bunkach U87MG exprimujicich pS3wt ellipticin indukoval senescenci, buitkky U373,
exprimujici nefunk&ni mutant p53, umiraly po terapii ellipticinem apoptoézou.

Ob¢ studované linie exprimuji biotransformacni enzymy metabolizujici ellipticin.
Jejich exprese v butkkach U87MG je ellipticinem dokonce indukovana. Tim ellipticin
reguluje sviij vlastni metabolismus, stejn¢ jako farmakologicky ucinek. Koncentrace
ellipticinu, a tim i selektivni indukce cytochromti P450, je kli¢ova pro takové
mechanismy ucinku ellipticinu, které vyzaduji metabolickou aktivaci, jako je tvorba

kovalentnich adukta s DNA.

Jak jiz bylo uvedeno, glioblastomy jsou velmi agresivni nadory, Ccasto
chemorezistentni a také siln¢ vaskularizované. Vzhledem k tomu, Ze integriny jsou
popisovany jako skupina molekul participujich v chemorezistenci a zaroven se ticastni
angiogeneze, stavaji se potencidlnimi terapeutickymi cily. Z historickych divodi to
byl zejména integrin avp3, ktery se teSil nejveétsi pozornosti laboratofi jako cil pro
anti-angiogenetickou 1écbu. Nicméné v poslednich letech se stdva mnohem
zajimav¢jSim terapeutickym cilem pravé integrin a5p1. Divod je ziejmy, tento

integrin se totiz G¢astni mnoha patofyziologickych pochodi, jako je bunécna invaze, a



jeho exprese je vdzana na stupen agresivity nadoru i na fazi tumorigeneze. I kdyz
tento integrin hraje dalezitou roli v angiogenezi, tato prace se zabyva integrinem a5p1
z hlediska jeho tcasti v signalnich kaskadach.

Za nejvyznamnéjsi vysledek predkladané studie lze povazovat poznani rovnovahy
mezi senescenci a apoptézou v reakci na stres vyvolany chemoterapii, v niz hraje
integrin a5B1 dtlezitou roli. Pfidanim antagonisty integrinu a5B1 je snizena
senescence vyvolana \% bunkach U87MG chemoterapeutikem
(ellipticin/temozolomid). Tyto buiikky pak umiraji apoptdézou. Senescentni buiilky
mohou narozdil od apoptotickych znovu vstoupit do bunééného cyklu a proliferovat.
Navic mohou vylucovat do svého okoli ristové faktory, kterymi naopak stimuluji
proliferaci sousednich bun¢k. Proto je piinos indukce senescence terapii ponckud
diskutabilni. Posunuti rovnovahy ve prospéch apoptdzy piinasi jednoznacné veEtsi
benefit.

Antagonisté integrinu a5B1 specificky moduluji signalni drahu proteinu p53 a pouziti
neékolika riznych modeld potvrdilo, ze tuomorovy supresor p53 hraje v regulaci
rovovahy senescence/apoptdza kliCovou roli. Poprvé jsme navic poukazali na
spojitost mezi proteinem p53 a integrinem aSp1.

Stejn¢ tak jsme odhalili necekanou roli integrinu a5B1 v senescenci, jejiz pochopeni

bude ovSem vyzadovat dalsi hlubsi studie.

Dozertacni prace piinaSi origindlni vysledky, které prokazuji pfinos pouziti
kombinace konven¢nich chemoterapeutik s terapii cilenou na integrin o5f1 a
podtrhuji dulezitost znalosti zakladnich charakteristik nadoru. Piestoze se protein p53
neukdzal byt dostacujicim predikdtorem uCinnosti chemoterapie glioblastomt
(Leuraud et al., 2004, Weller et al., 1998), "screening" exprese integrinu aSp1 a
sledovani statutu p53 by mohly v tomto sméru vést k lepSim vysledkiim a nédvrhiim

novych terapeutickych ptistupti.
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