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Souhrn

Studium vlivu flubendazolu na buiiky glioblastoma multiforme in vitro a in vivo

Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcastéjsi a nejagresivnéjsi primarni nador mozku
u dospélych. Soucasna terapeutickd strategie tohoto onemocnéni je nedostatecnd a prognoza
pacientll je nepfizniva, proto existuje intenzivni snaha o vylepSeni terapeutickych moznosti
GBM. Vyzkumy se zamé&fuji pfedev§im na identifikaci novych potencialnich cilt terapie nebo
na optimalizaci jiz existujicich 1écebnych strategii u GBM. Hojné diskutovanym ptistupem
k terapiit GBM je zacileni na mikrotubuly, které patii mezi zékladni piistupy k 1écbé
nadorového bujeni. Pro tento ucel by bylo mozné vyuzit jiz v bézné praxi vyuzivana
chemoterapeutika nebo také 1é¢iva ptivodné urcend pro jinou indikaci, jako je napt. flubendazol
(FLU), pivodné humanni i veterindrni anthelmintikum. FLU jiz v pfedchozich studiich
demonstroval inhibi¢ni ucinek na buiky rozli€nych solidnich tumorti i hematologickych
malignit specifickou interakci s mikrotubuly. Cilem této prace bylo otestovat inhibi¢ni €inek
FLU na raznych in vitro a in vivo GBM modelovych systémech.

Studium G¢inku FLU bylo provadéno in vitro za vyuziti stabilizovanych GBM buné&cnych
linii (A172, T98G a U118MG) a GBM primarnich kultur odvozenych ze vzorka ziskanych
od pacientll operovanych ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. FLU prokazal inhibi¢ni
ucinek na viabilitu a proliferaci GBM bungk, a to v nékolikanasobn¢ nizsich koncentracich nez
béZzné vyuzivané chemoterapeutikum temozolomid. FLU zéiroven vyznamné ovliviioval
morfologii GBM bunék, poskozoval strukturu a organizaci mikrotubularni sité i dalSich slozek
bunécného cytoskeletu s naslednym vyraznym smrStovanim bunék. FLU také ovliviioval
expresi a aktivaci molekuly STAT3, jeho podani vedlo k zastaveni bunétného cyklu
na pfechodu z G2 do M féaze s naslednou apoptotickou bunéénou smrti.

Utinek FLU byl také ovéfen in vivo, v nadorech vzniklych implantaci GBM bunééné linie
U118MG do modelového organismu, tzv. atymické mysi. V pfitomnosti FLU vznikaly az 4x
mensi nadory s niz8i proliferacni aktivitou. U takto vzniklych nadorti bylo navic mozné potvrdit
inhibi¢ni u¢inek FLU na expresi molekuly STAT3.

FLU se ukazal jako vhodné potencidlni protinadorové 1é¢ivo s inhibi¢ni i¢inkem na GBM
bunky. Vysledky této prace akcentuji nezbytnost dalSiho testovani mechanisma uc¢inku tohoto
lé¢iva na GBM, predevSim se zaméfenim na interakci FLU s mikrotubularnim cytoskeletem
a STATS3 signalni drahou.



Summary

Study of the effect of flubendazole on the glioblastoma multiforme cells in vitro and
in vivo

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

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

The effect of FLU was further verified in vivo, in tumours generated after implantation
of the GBM cell line Ul118MG into the model organism, the athymic mouse. After FLU
administration, up to 4 times smaller tumours with lower proliferative activity were formed.
In addition, the inhibitory effect of FLU on the STAT3 molecule expression was confirmed
in such tumours.

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



1. Uvod do problematiky

1.1.Gliomy

1.1.1. Vznik a vyvoj nadoru

Nadorové bunky jsou definovany nekontrolovatelnou schopnosti riist a délit se a schopnosti
napadat mista v lidském téle ur¢ena pro jiné buiiky, coz je zptsobeno rozsahlymi genetickymi
zménami. Takové buiiky davaji vznik neoplasmatickému rustu [1-3]

Genetické mutace ddvajici vznik nddorovému bujeni se odehravaji predevSim na genech
regulujicich bunécny rust, déleni buniky a jeji programovanou smrt. Vznikem takové genetické
zmény bunky ztraci schopnost odpovidat na signaly ovlivitujici praveé tyto déje. Jedna mutace
vSak neni dostatecna pro nadorovou pieménu, u vétSiny nadorovych bunék dochézi k akumulaci
genetickych a epigenetickych zmén. Rada genetickych mutaci vznika predevsim
na protoonkogenech a tumor supresorovych genech, které patifi mezi dilezité regulatory
biologickych procesti v normalnich burnkach [1, 4, 5].

Na vzniku nadorového bujeni se kromé genetickych zmén podileji také epigenetické zmény
(rozsahlé zmény v metylaci DNA a posttranslacnich modifikacich histont) a jejich vzajemnou
interakci je dotvafen nadorovy fenotyp bunék. K nekontrolovanému dé€leni bunék pfispivaji
zmény na enzymu telomeraza umozinujici zachovani stabilni délky telomer. Vznik nadoru miize
byt také spojovan s populaci kmenovych nddorovych bunék, které jsou spojeny nejen
se vznikem nadoru, ale také s jeho opakovanym vyskytem, vznikem metastaz a rozvojem
chemorezistence [6-8].

1.1.2. Nadory vznikajici z gliovych bunék

Gliové bunky spolu-tvotici nervovy systém maji fadu nepostradatelnych funkci ve vyvoji
1béZném fungovani nervového systému. Nadory vznikajici z gliovych bunék se nazyvaji
gliomy a patii mezi nejb&znéjsi primarni nadory mozku. Jedna se o velmi Sirokou a heterogenni
skupinu nédort [9, 10].

Gliomy muzeme podle jejich histopatologickych znaka a jejich chovani délit na gliomy
nizkého stupné malignity (,,low-grade gliomas*, LGG) a na gliomy vysokého stupné malignity
(,,high-grade gliomas®, HGG). Svétova zdravotnickd organizace (WHO) gliomy roz¢leniuje
do ctyfech stupitt (WHO L.-IV.; Tab.1). LGG s charakteristicky pomalym rlistem a schopnosti
difuzni infiltrace reprezentuji 10-15 % vSech mozkovych glioml. NejcastéjSim
a nejmalignéjS$im zastupcem HGG je glioblastoma multiforme (GBM), pro ktery je, stejné jako
pro ostatni HGG, typicky rychly invazivni riist nadoru s aktivnim proliferaci [10-13].

Tab. 1. Klasifikace glioml podle kritérii WHO z roku 2007

WHO stupen Histologicka kritéria Mozkové gliomy
I. Nizka agresivita, pfilezZitostna Pilocytarni astrocytom,

jaderna atypie subependymom

II. Mirné€ zvySend hustota bunék, Diftizni astrocytom,
piilezitostna mitoza a jaderna atypie  oligodendrogliom, oligoastrocytom

I11. Zvysend hustota bungk, pfitomna Anaplasticky astrocytom,
mitdza a jaderna atypie anaplasticky oligodendrogliom

IV. Vysoka hustota bun¢k, vysoka Glioblastom
mitdza a jaderna atypie, pfitomna
nekroza a endotelialni proliferace

Gliomy se téméf vyhradné vyskytuji ve ctyfech mozkovych lalocich — ¢elnim, spankovém,
parietdlnim a okcipitdlnim. Umisténi nddoru muiZze korelovat s riznorodosti jednotlivych
subtyptll, s charakterem riastu nddoru a také klinickymi vystupy. Gliomy vétSinou vznikaji
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sporadicky, existuje vSak statisticky vyznamny vztah mezi vyskytem gliomi a pfitomnosti
nékolika vzacnych genetickych syndromti, jako je mnapf. syndrom Li-Fraumeni,
enchondochromato6zy, nebo familiarni polyp6zni syndrom [12, 14].

1.2.Glioblastoma multiforme

GBM je nejagresivngj$i a nejvice invazivni primarni nador mozku patfici mezi gliomy
ajedna se o nejcast¢j$i primarni nador mozku u dospélych. Pfiblizné 40 % vSech ptipadi
primérnich nadorti mozku a az 80 % vsSech vysoko-stupfiovych primarnich tumort centralniho
nervového systému je tvoieno pravé GBM [13, 15].

GBM postihuje pacienty vsech vékovych kategorii, nejvetsi vyskyt se pohybuje mezi 65.
a 75. rokem Zivota, ¢astéji u muzu, vyssi vyskyt byl zaznamenén u osob europoidni rasy zijicich
predevsim v industridlnich oblastech. Ackoli se predpoklada, ze GBM je spontinné se
vyskytujici nddorové onemocnéni, existuje n€kolik rizikovych faktora, které jsou spojovany
s vyskytem GBM, jako napt. nékterd geneticky podminénd onemocnéni (neurofibromatoza
typu I, tuber6zni skler6za), pfitomnost cytomegaloviru, nebo rizné fyzikalni faktory (ionizujici
zateni, nékteré chemikalie) [12, 13, 16, 17].

Molekularni biologie vzniku GBM je komplexni, agresivni biologické chovani nadoru
zahrnuje jeho progresivni invazivitu do rozséhlych ¢asti mozkové tkdné. Az 90 % vSsech GBM
se rozviji de novo, tedy ptimo z gliovych bun¢k skrz mnohostupfiovou tumorigenezi, a tyto
nadory jsou oznacovany jako primarni GBM. Naproti tomu tzv. sekundarni GBM se rozviji
postupné z LGG po dobu n¢kolika let [16, 18-20].

Na zaklad¢ nové klasifikace WHO z roku 2021 doslo k zaniku déleni GBM na primarni
a sekundarni, toto déleni je vSak 1 nadale Siroce vyuZivano v klinické praxi. Jako GBM jsou tak
podle nové klasifikace oznaCovany pouze nadory, které nenesou mutaci v enzymu
isocitrat-dehydrogenaze (IDH), kterou se vyznacuji piedevS§im sekundarni GBM [21].
Vzhledem ktomu, Ze tato prace byla zapocata jeSté pied zavedenim nové klasifikace
a vzhledem k stale Sirokému klinickému uZivani ptivodniho rozdéleni GBM na primarni
a sekundarni bude v ramci této prace dale postupovano s vyuzitim ptivodni klasifikace GBM.

Mikroskopicky je GBM charakterizovan vysokou hustotou bungk, jejich velmi nizkou
diferenciaci a velkou variabilitou v jejich velikosti a tvaru, bézny je také vyskyt obrovskych
bun¢k s mnohocetnymi jadry. Zatimco na periferii nddorového loZiska je mozné pozorovat
infiltrujici nadorové bunky, uprostied nadorového loZiska se nachazi nekrotickd oblast.
V nadorové mase se nachdzi mensi nekrotické oblasti, které jsou od ostatnich bun¢k oddéleny
tzv. pseudopalisadovymi oblastmi. Typickym znakem GBM nadorové masy je také vysoky
stupen vaskularizace [16, 20].

Prognoéza pacientii s GBM je nepfizniva, nddory maji tendenci se velmi rapidné Sifit a vracet
se 1 po inicialni 1écbé. GBM je povaZovano za nevylécitelné onemocnéni, soucasné 1é¢ebné
protokoly nevedou k uplné kontrole onemocnéni a median pieZiti pacientl je 12-15 mésict,
pouze u piiblizné 10 % pacientl s touto diagndézou bylo prokazano delsi preziti od inicialni
diagnozy [16, 17, 22].

1.2.1. Molekularni subtypy GBM

K nepfiznivé prognoze pacienti s GBM pfispiva také velkd heterogenita nadoru i pfimo
uvnitt nddoru. GBM je mozné dale kategorizovat do riznych subtypil, coz umoziuje lepsi
zameieni terapie na zakladé téchto specifickych charakteristik nadoru [23, 24].

Studie Verhaak a kol. (2010) rozc¢lenila nddory GBM do ¢tyt zdkladnich kategorii subtypt
— klasicky, mesenchymadlni, proneuralni a neuralni [25].

Proneuralni subtyp GBM se vyskytuje ¢astéji u mladsich pacientti a je spojen s delSi dobou
pieziti pacientii. Neurdlni subtyp GBM obsahuje podobné geneticky profil jako v normalni
nervove tkani a byva citlivéjsi k ozareni nebo chemoterapii. Klasicky subtyp vykazuje vétSinu
nejcastéjSich molekularnich a genetickych zmén v GBM a pacienti s timto subtypem nadoru
vykazuji vyrazné lepsi pfeziti pfi vyuziti vysoce agresivni lécby. Mesenchymalni subtyp je
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charakteristicky vysokym vyskytem nekrozy a zanétlivych lozisek a zvySenou regulaci genti
spojenych s angiogenezi. Pacienti s timto subtypem GBM maji nej¢astéji nepiiznivou prognodzu
[23-25].

1.2.2. Molekularni a genetické zmény vedouci ke vzniku GBM

Proces nadorové transformace u GBM zahrnuje kombinaci zvySené exprese a amplifikace
onkogent spolecné s nedostatecnou expresi nebo az ztratou exprese tumor supresorovych gent.
Vznik primérniho a sekundarniho GBM je definovan zna¢nymi rozdily v mutacich a zménéch
signalnich drah. Pro primarni GBM jsou typické zmény na signalni draze pro epidermalni
rastovy faktor (EGF) a ovlivnéni drdhy MAP kindzy, u sekundarniho GBM hraje vyznamnou
roli mutace ovliviiujici protein p53 a muta¢ni zmény IDH. Mutac¢ni zmény enzymu IDH se jen
ziidka vyskytuji u primarniho GBM, jsou ale typické pro LGG. Sekundarni GBM v prub¢hu
vyvoje také ziskavaji mutace typické pro primarni GBM, jejich cCetnost vyskytu se vSak lisi.
Typickou mutaci vyskytujici v obou typech GBM je ztrata heterozygotnonsti kratkého raménka
chromozomu 10 (LOH 10q) spojena s mutaci homologu fosfatazy a tensinu (PTEN), ktera se
nevyskytuje u LGG [13, 18, 26].

Kromé& vySe zminénych muta¢nich zmén dochdzi v GBM jesté¢ k dalSim zménach
na signdlnich drahach, jako napf. zvySend exprese MDM2 (,,mouse double minute
homolog 2%), abnormalni aktivace receptoru pro rastovy faktor PDGF (,,platelet-derived
growth factor) nebo nadmérna aktivace STAT3 (,signal transducer and activator
of transcription 3*). Vyvoj GBM také zna¢né ovliviiuji epigenetické zmeény, z nichZ za jednu
z nejvyznamnéjSich je povazovana metylace promotoru DNA reparacniho genu
O%methylguanin-DNA methyltransferazy (MGMT), ktery zaroved slouZi jako prognosticky
marker pro zvySené pieziti pacienti s GBM lécenych alkyla¢nimi ¢inidly [13, 18, 27, 28].

1.2.3. Diagnostika GBM

Incidence GBM se v Ceské republice pohybuje mezi 3 az 5 piipady na 100 000 obyvatel
za rok, pficemz vice neZ 80 % pacientl je starSich 50 let v dob& prvni diagnézy. VétSina
primarnich GBM vyvijejicich se de novo vznikne béhem pouhych 3 mésict, u sekundarnich
GBM dochazi k postupnému rozvoji nadoru po dobu az 5 let [16, 28-30].

Klinické projevy nddoru se odviji od jeho lokalizace, nejcastéjSimi ptiznaky jsou bolesti
hlavy, nevolnost aZ zvraceni, ataxie nebo poruchy vidéni, objevuji se dale poruchy psychiky,
védomi, fedi a kognitivnich funkci. Castym piiznakem spojenym s vyskytem GBM jsou
epileptické zachvaty. Vzhledem k znacné nespecifi¢nosti téchto ptiznaki, jejich rychlému
vyskytu a kratké historii trvani jsou postizeni pacienti Casto nespravné diagnostikovani [16, 29].

Hodnoceni pfiznakii a celkového stavu (,Karnofsky Performance Score, KPS)
je provadeéno pii stanoveni diagndzy a také béhem 1écby. Podrobna diagnéza a zhodnoceni
prognostickych klinickych faktorti pomaha vypracovat vhodnou strategii 1écby [10, 29].

Hlavni diagnostickou metodikou pro GBM je magnetickéd rezonance (MR), nezastupitelny
vyznam ma také vypocetni tomografie (CT), vyuZivana je také pozitronova emisni tomografie
(PET). Definitivni potvrzeni diagndzy probihd na zéklad€ histologického vySetfeni vzorku
tkang ziskaného béhem chirurgického odstranéni nadoru nebo provedenim biopsie [10, 29, 31].
Nekteré diagnostické markery umoziuji piesnéjsi zatazeni nddoru a mohou napomoci
pfi predikci reakce na 1écbu. Patii sem predevSim urceni pfitomnosti mutované varianty IDH,
mutaci EGFR nebo metylace promotoru MGMT [28, 32].

1.2.4. Terapie GBM

Volba terapeutické strategie zavisi na vlastnostech samotného naddoru a na celkovém stavu
pacienta a ptitomnosti klinickych prognostickych faktorti. Sou¢asnym standardem terapie je
nejveétsi moznd chirurgickd resekce, nasledovana radioterapii s pfipadnou adjuvantni
chemoterapii za vyuziti alkyla¢niho protinadorového 1é¢iva temozolomidu (TMZ). Tato terapie
je vsak nedostatec¢na, ¢asto dochdzi ke vzniku recidiv a rezistence na lécbu, medidn pieziti
pacientl je 1 po 1écb¢ 12-15 mésicti [10, 15, 33].
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Ptestoze je pouziti chemoterapie u nddortt mozku obecné¢ komplikované predevsSim
z diivodu pfitomnosti hematoencefalické bariéry a jeji nedostatecné propustnosti pro vétSinu
a prodlouzeni medianu pfeziti pacientl. TMZ alkyluje bunéénou DNA, coz ve vysledku vede
k zastaveni replikace DNA, vzniku DNA zlomu a k postupné smrti buniky [10, 30, 33].

Pouziti TMZ pfti 1é¢bé GBM je komplikovano ¢astym a rychlym rozvoje resistence, vice nez
50 % pacientii s GBM neodpovida na 1é€bu TMZ. Jednou z cest vzniku rezistence je aktivace
MGMT proteinu, ktery se Gcastni opravy DNA. Tento efekt mlze byt potlacen v piipadé
deaktivace vzniku proteinu MGMT metylaci jeho promotoru, coz miize piinaset benefit z 1écby
TMZ. Rezistence viici TMZ muze vzniknout také vlivem hypoxického prostredi nadoru, je také
spojena se zvysSenou aktivaci STAT3 [34, 35].

Dal8im problémem spojenym s uzitim TMZ je pfedev§im nizka dostupnost 1é¢iva v mozku
oproti koncentracim dosazenym v krevnim fecisti. A¢koli TMZ prostupuje hematoencefalickou
membranou, v mozku dosahuje pouze 15-20 % koncentrace, ktera je dostupna v krvi [36].
Vyse uvedené diivody vedou ke snaze o vylepSeni terapie GBM, sou€asny vyzkum se zamétuje
predevsim na cilenou biologickou 1é¢bu. Nejvétsi pozornost je jiz del§i dobu vénovana
monoklondlnim protilatkdm, jako je napt. bevacizumab. Dal§imi hojné testovanymi latkami
pro 1écbu GBM jsou malé molekuly inhibujici amplifikovany EGFR protein (erlotinib,
gefotinib) [13, 30].

1.3.Mikrotubuly v GBM

1.3.1. Mikrotubuly — struktura a funkce

U GBM miizeme pozorovat velkou heterogenitu tvart a velikosti jednotlivych nadorovych
buné¢k, kde vyznamnou roli hraji proteiny bunééného cytoskeletu, mezi nimi také mikrotubuly.
Jedna se o polymery tvofené af-tubulinovymi heterodimery se strukturné¢ polarnim
uspofadanim. Jejich polymerizace probihd postupnym navazovanim téchto heterodimerti
na konce vznikajicich mikrotubulli, které jsou ukotveny v mikrotubuly organizujicim centru
(MTOC) [1, 37].

S mikrotubuly interaguje velké mnoZstvi proteini a mnoho znich se zapojuje piimo
do dynamiky mikrotubuld, at’ uz se jedna o proteiny podporujici stabilitu mikrotubuli nebo
proteiny mikrotubuly destabilizujici. Dal$imi proteiny jsou mikrotubularni motory, které
se podileji na pienosu celé fady bunéénych nakladu [1, 38, 39].

Mikrotubuly maji v buiikdch mnoho funkci, podileji se na udrZeni bunééného tvaru, bunécné
polarity, ucastni se vnitrobunécného transportu a hraji velkou roli pti bunééném déleni, kdy
vytvaii mitotické vieténko umoziujici rovnomérné rozdéleni genetické informace v buiice.
Velka rozlicnost funkci mikrotubuli v bunce je také zplsobena odlisnostmi v jejich
vlastnostech, odliSnosti proteinli asociovanych s danym proteinem a posttranslacnimi
modifikacemi jejich tubulinové podjednotky [38, 40, 41].

1.3.2. Mikrotubuly v GBM

Mikrotubuly vytvareji v buitkdch mozkové tkdné€ hustou sit’, jsou velmi bohaté zastoupeny
a tvoti az 20 % celkového obsahu proteint téchto bunék. V. GBM buiikach je mozné pozorovat
mnoho specifickych zmén v zastoupeni jednotlivych isoforem mikrotubularnich podjednotek
tubulint. U GBM byla pozorovéna piedevSim zvySend exprese PlII-tubulinu spojend
s dediferenciaci bun€k, zvySenou invazivitou a hor§imi klinickymi vysledky. ZvySena exprese
této isoformy je také spojena s piitomnosti hypoxického prostiedi a rezistenci na nékteré
mikrotubuly ovlivityjici latky [42-44].

Zvysena je v GBM buikach také exprese y-tubulinu vedouci ke strukturnim a funk¢énim
zménam centrosomil a abnormalitim na mitotickych vieténcich, coz ve vysledkli muize
zpusobovat rtizné poruchy pfi spravném rozdeleni genetické informace pii déleni buiiky [45,
46].
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Posttranslacni modifikace mikrotubulii hraji svou dtlezitou roli v nadorovych bunkach
véetné GBM. V GBM jsou prednostné zastoupeny tti druhy této modifikace, a sice tyrosinace,
polyglutamylace a acetylace. Pfedevsim acetylace hraje v GBM bunkéach dulezitou roli, protoze
je Casto spojovéana s diftizni invazivitou a adhezivitou nadorovych bunék, poji se také
se zvysenou stabilitou mikrotubult [47].

1.3.3. Latky ovliviiujici mikrotubuly

Ovlivnéni mikrotubull patii mezi jeden ze zakladnich pfistupt k protinadorového 1€cbé.
Latky ovliviiujici mikrotubuly (,,microtubule targeting agents“, MTAs) jsou Sirokou
a rozmanitou skupinou latek, které se vazi na mikrotubuly a ovliviiuji jejich polymerizaci
a jejich funkce. Znacna tada téchto latek pochazi piivodné z ptirodnich zdroju a jejich pouziti
pfineslo znacny postup v protinadorové terapii [48, 49].

Velmi jednoduse Ize MTAs rozdélit do dvou zakladnich skupiny — na latky stabilizujici
polymerizaci mikrotubulii a na latky mikrotubuly destabilizujici, a tudiz podporujici jejich
depolymerizaci. Dal§im zpiisobem, jak rozdélit latky ptisobici na mikrotubuly, je podle jejich
vazebného mista na mikrotubulu, a to na latky ptisobici na vinka vazebné misto, latky ptisobici
na kolchicinové vazebné misto a latky pisobici na taxanové vazebné misto [48, 49].

Klinicky uspéch MTAs je vSak zna¢né poznamenan vznikajici rezistenci proti témto
léciviim. Ta je Casto spojena se zvySenou expresi ABC transportéri, také nckteré isoformy
tubulinu, napf. BllI-tubulin, mohou snizovat citlivost bunék k jednotlivym 1é¢iviim
a zpusobovat tak selhani terapie [49].

1.4.Benzimidazoly

Vzhledem k Casové a finan¢ni narocnosti vyvoje novych protinadorovych 1éciv
se zlepSenymi vlastnostmi se jako vyhodné&jsi jevi proces vyuziti jiz existujicich 1é¢iv ptivodné
urenych pro jinou indikaci pfi cileni na nadorové buniky. Mezi vhodné kandidaty tohoto
procesu patii léCiva ze skupiny anthelmintickych benzimidazolli, kam fadime
napf. flubendazol, mebendazol nebo albendazol. Flubendazol (FLU) je originadln¢ humanni
1 veterinarni anthelmintikum vyznacujici se ptfedevSim nizkou toxicitou. FLU, podobné& jako
ostatni benzimidazoly, na molekuldrni urovni interaguje s B-tubulinovou podjednotkou
mikrotubuld, coz vede k ovlivnéni jejich polymerizace a k jejich poskozeni [50-52].

Protinadorovy efekt FLU byl demonstrovan u celé fady solidnich tumori
a hematologickych malignit, jako napf. u bunck leukemii, myelomu, melanomu nebo
kolorektalniho karcinomu. FLU také vykazoval inhibi¢ni U¢inek na buiky rezistentni vici
MTAs z diivodu zvySené exprese ABC transportérii. Ve srovnani v dalSimi benzimidalovymi
latkami, FLU navic vykazoval nejvétsi afinitu pti vazbé na mikrotubuly [51-55].

FLU je v souCasném dobé& administrovan peroralné¢ a vstiebdva se gastrointestinalnim
traktem. Zavazné vedlejsi G€inky nevyvoldvalo ani jednorazové podani velmi vysoké davky.
Problémem podani FLU je ovSem jeho nizka biodostupnost, v soucasné dob¢ vSak jiz existuji
systémy, které biodostupnost FLU zvysuji [52, 56].

V souvislosti s pouzitim FLU byla popsana fada dalSich mechanismt uc¢inku, zahrnujicich
krom¢& ucinku na mikrotubuly také inhibici epitelidlné-mesenchymalni transformace, zvySeni
hladiny reaktivnich forem kysliku, vyvolani autofagie, nebo inhibici aktivace molekuly STAT3
a jeji nasledné signalni drahy [57, 58].

Také u bunék gliom a GBM byl demonstrovan inhibi¢ni G¢inek FLU, ale pfedevsim jeho
pfibuzného benzimidazolového derivatu mebendazolu. Aktivita mebendazolu proti GBM
buiitkdm a mySim modeltim a jeho schopnost pfestupovat hematoencefalickou bariéru umoznili
jeho vstup do prvni faze klinického testovani pro pacienty s nové diagnostikovanymi gliomy
s vysokym stupném malignity [59].

Benzimidazoly obecné jsou vnimany jako prospektivni skupina pro inhibi¢ni plisobeni
na bunky GBM a prvotni vysledky jejich testovani proti buiikdm tohoto nddoru demonstruji
nadéjné vysledky, které je potfeba podrobit dalsimu testovani [60, 61].
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2. Cile

Cilem této prace bylo stanovit inhibi¢ni vliv flubendazolu (FLU) na bunky glioblastoma
multiforme (GBM) in vitro a in vivo. Pro ucely této prace byl vliv FLU testovan
na stabilizovanych GBM bunécnych liniich A172 a T98G a na GBM primarnich kulturach.
Dale byla pro testovani vyuzita tumorigenni linie U1 18MG, ktera byla nésledn¢ implantovana
do atymickych mysi.

Dil¢imi cili této prace bylo:

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

e Zhodnotit vliv FLU na mikrotubularni cytoskelet a expresi tubulinii a na dalsi
slozky bunééného cytoskeletu, a nasledné¢ studovat mozné zmény ve tvaru bunék
a jejich velikosti u GBM bunécnych linii A172 a T98G

e Stanovit vliv FLU na expresi a aktivaci molekuly STATS3, distribuci buné¢ného
cyklu a aktivitu kaspaz u GBM bunécnych linii A172 a T98G

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

e Posoudit vliv FLU na expresi tubulini a molekuly STAT3 u GBM primarnich
kultur

e Analyzovat expresi STAT3 v klinickych vzorcich GBM

e Porovnat vliv FLU a TMZ na proliferacni schopnosti GBM bunécné linie
Ul18MG in vitro a po jeji implantaci do atymickych mysi sledovat rlst
vzniklych nadort in vivo

e Zhodnotit vliv FLU a TMZ na expresi tubulinil a expresi a aktivaci STAT3
u nadort ziskanych z atymickych mysi

12



3. Metodika

3.1.Stabilizované bunécné linie a jejich kultivace

Pro potieby této disertacni prace byly vyuzity tfi nddorové bunécné linie A172, T98G
a UI18MG, které byly ziskany od spole¢nosti ATCC. Bunky A172 (ATCC® CRL-1620™)
aUl18MG (ATCC® HTB-15™) byly kultivovany v DMEM médiu (LGC Standard), bunky
T98G (ATCC® CRL-1690™) v EMEM médiu (LGC Standard). Ob¢é média byla obohacena
010 % fetdlniho bovinniho séra (FBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific) a1 % smési
penicilinu/streptomycinu  (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Builkky byly kultivovany
v kultiva¢nich lahvich o plose 75 cm? v bun&énych inkubatorech pti 37 °C a 5 % CO..

3.2.Primarni kultury

Priméarni kultury GBM byly odvozeny z pacientskych vzorkli ziskanych od pacienti
podstupujicich GBM resekci ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Tento projekt byl
schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (referenc¢ni ¢islo 201709 S13P)
a od pacientl byl ziskan informovany souhlas se zatazenim do studie. Ziskané vzorky byly
zpracovany pomoci mechanické disociace, jak bylo popsano v publikaci Skarkova a kol. [36].
Bunky byly déle kultivovany v kultivaénim médiu, které bylo slozeno z média RPMI 1640
(Sigma Aldrich) obohaceného o 15 % FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific), inzulin
(100 IU/ml, Eli Lilly) a transferin (2 mg/ml, Sigma-Aldrich). Builky byly kultivovany
v bunéénych inkubatorech pii 37 °C a 5 % CO». VSechny experimenty na takto ziskanych
primérnich kulturach byly provedeny u bun¢k v niz$im stupni subkultivaci.

3.3.Modelovy organismus pro in vivo experiment

Pro implantaci bunék U118MG a pro provedeni in vivo experimentu byla jako modelovy
organismus vyuzita Athymic Nude Mouse (Hsd:Athymic Nude-Foxnlnu), déle jen nu-nu mys.
Jedna se o imunodeficientni model nahé mysi, kterd byla odvozena v ,National Cancer
Institute* v Marylandu [62]. Pro ucel tohoto projektu byly vyuzity samice nu-nu mysi, stafi
6 tydnti na pocatku experimentu. Pro tento projekt byl etickou komisi schvalen projekt pokusu
MSMT-18476/2020-3.

3.4. Méreni viability metodou WST-1

Bunééné linie A172, T98G a U118MG a GBM primokultury byly ovlivnény roztoky TMZ
o rizné koncentraci (50 uM; 125 uM; 250 uM; 500 uM; 1000 uM) a roztoky FLU o rtizné
koncentraci (0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 5 uM). Takto ovlivnéné buiky byly kultivovany
po dobu 48 hodin a nasledné bylo ptidano ¢inidlo WST-1. Absorbance byla zméfena za pouZziti
destickového spektrofotometru Tecan Infnite M200 (Tecan) pii vinové délce 450 nm
a referen¢ni vlnové délce 650 nm.

3.5.Méreni proliferace bunék systémem xCELLigence

Testovani proliferace bylo provedeno na 16jamkové desticce (,,E-Plate*), na kterou bylo
pipetovano 100 pl bunécéné suspenze. Bunky byly inkubovany po dobu 24 hodin a kazdou
hodinu byla méfena impedance. Po pocatecni inkubaci byly buiky ovlivnény FLU 0,5 uM
a 2 uM. Desticky byly vlozeny zpatky do pfistroje a impedance byla métena kazdou hodinu
po dobu 72 h.

3.6.Transfekce bunék pomoci siRNA

Pro ucely tohoto projektu byla pouzita siRNA proti STAT3 (SignalSilence® STATS3
siRNA; CellSignaling Technology) a odpovidajici kontrolni siRNA (SignalSilence® Control
siRNA — Fluorescein conjugate; CellSignaling Technology). Transfekce byla provedena
za vyuziti transfek¢éniho reagens X-tremeGENE siRNA. Buniky A172 a T98G rozdéleny do tii
skupin — kontrolni transfekované bunky (transfekované pomoci kontrolni siRNA), bunky
transfekované pomoci siRNA proti STAT3, a netransfekované buiiky ovlivnéné 0,5 pM FLU.
Transfekéni roztoky byly pfipraveny v médiu 1x Opti-MEM podle instrukci vyrobce. Buiiky
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byly transfekovany takto pfipravenymi roztoky, ptipadné ovlivnény 0,5 uM FLU a inkubovany
48 h pti 37 °C a 5 % COs. Takto ptipravené buiiky byly nésledné¢ podrobeny dal$im analyzam.

3.7.Fazové kontrastni mikroskopie

Pro stanoveni efektu testovanych chemoterapeutik TMZ a FLU na bunéénou morfologii
byla vyuzita fazové kontrastni mikroskopie. Buiikky A172, T98G, U118MG a GBM primokultur
byly ovlivnény 0,5 uM FLU nebo 500 uM TMZ a kultivovany v bunécném inkubatoru pfi
37°C a5 % COy. Po 24 h, 48 h a 72 h inkubace byly buiiky pozorovany pomoci mikroskopu
Olympus IX-70 s fazovym kontrastem (Olympus).

3.8.Imunofluorescence bunék

Pro posouzeni vlivu FLU na cytoskelet bunék A172 a T98G byla vyuzita fluorescencni
mikroskopie. Buniky byly ovlivnény riznymi koncentracemi FLU (100 nM; 250 nM; 500 nM;
750 nM; 1000 nM) a inkubovany po dobu 2 h a nasledn¢ fixovany jednim z nasledujicich
zpusob:

e kombinaci ledového metanolu a 4 % paraformaldehydu (pro protilatky anti-EB1/EB3,

anti-y-tubulin, anti-pericentrin, anti-a-tubulin)
e kombinaci 0,1 % glutaraldehydu a 4 % paraformaldehydu (pro protilatky
anti-tyr-tubulin, anti-ac-tubulin, anti-a-tubulin)

e ledovym metanolem (pro protilatku anti-vimentin)
Po fixaci byly builkky permeabilizovany 0,3 % triton X-100 a blokovany 2 % roztokem
bovinniho sérového albuminu (BSA). Nasledné byly vzorky inkubovéany s priméarni protilatkou
a nasledné se sekundarnimi protilditkami. Vzorky byly zamontovany za pouziti média
Vectashield (Vector Laboratories) a pozorovany konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 700
(Zeiss).

3.9.0brazova analyza

Obrazova analyza byla provedena v programu Fiji, normalizace dat prob&hla pomoci
programu MS Excel a statistickd analyza takto ziskanych dat byla realizovana v programu
GraphPad Prism 6.0. Pro upravu intenzity a kontrastu ziskanych mikroskopickych obrazii a také
pro stanoveni velikosti bunék (na zékladé pfepoctu mnoZstvi pixelli/um) byl vyuZzit program
Fiji. Komety EB1/EB3 byly spocitany v programu Fiji za vyuziti ComDet pluginu (se svolenim
autora, Dr. E. Katrukha, Univerzita Utrecht).

3.10. Analyza RT-PCR

Buiky A172, T98G a GBM primokultur byly ovlivnény riznymi koncentracemi FLU
(0,25 uM; 0,5 uM; 1 pM) a inkubovany po dobu 24 h, 48 h a 72 h. RNA z bunék byla izolovéana
kolonkovou metodou za vyuZiti komercniho kitu Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research).
Koncentrace izolované RNA byla stanovena na pfistroji NanoDrop ND-2000 UV/Vis
spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific) a kvalita ziskané RNA byla ovéfena pomoci
piistroje Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent). Jednovlaknova cDNA byla syntetizovana pomoci
komer¢niho kitu First Strand cDNA Synthesis kit (Biogen). Ziskana cDNA byla pétkrat ziedéna
pted provedenim kvantitativni PCR. Primery pro kvantifikaci mRNA byly navrZzeny za vyuZiti
programu Primer3, jejich specifita byla ovéfena programem NCBI Blast a jejich syntéza byla
provedena komercné spolecnosti Generi Biotech. Kvantitativni PCR byla provedena detekénim
systémem LightCycler96 Real-Time PCR (Roche) za vyuziti detekce pomoci SYBR Green 1.
Vsechny PCR analyzy byly provedeny v duplikatech a vysledky byly spocitany na zakladé
vyuziti delta-delta Ct metody. Data jsou vyobrazena jako zména relativniho mnoZzstvi mRNA.

3.11. Analyza Western blot

Bunky A172, T98G a GBM primokultur byly ovlivnény riznymi koncentracemi FLU
(0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM) a inkubovany po dobu 24 h, 48 h nebo 72 h. Buiiky byly nasledné
ve zkumavce homogenizovany v lyza¢nim pufru a koncentrace bilkoviny byla zmétena pomoci
BCA stanoveni bilkoviny. Vzorky byly rozdéleny pomoci gelové elektroforézy a nasledné
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pieneseny na PVDF membranu. Membrany byly inkubovany s primarnimi protilatkami pti4 °C
pfes noc anasledné se sekundarnimi protildtkami konjugovanymi s kifenovou peroxidazou.
Chemiluminiscencni detekce byla provedena za pomoci detekéniho reagentu ECL Prime
Western Blotting (Amersham, GE Healthcare Life Science) a zobrazeni membran a relativni
kvantifikace ziskanych vysledkii byla provedena v systému Azure c600 Imagining Systém
(Azure Biosystems).

3.12. Analyza bunééného cyklu pomoci priitokové cytometrie

Tato analyza byla provedena ve spolupréci s Ustavem lékaiské biochemie Lékaiské fakulty
v Hradci Krélové. Bunky A172 a T98G byly ovlivnény FLU 0,5 uM a inkubovany po dobu
12 h nebo 24 h. Buiiky byly fixovany pomoci 70 % ethanolu a nasledn¢ oznaceny propidium
jodidem ve Vindelové roztoku. Obsah DNA byl stanoven pouzitim pritokového cytometru
CytoFLEX LX (Beckman Coulter) s excita¢ni vinovou délkou 488 nm. Data byla analyzovana
pomoci softwaru Kaluza Analysis 2.1. (Beckman Coulter).

3.13. Luminiscen¢ni stanoveni aktivity kaspaz
metodou komer¢né dostupnym kitem Promega Caspase-Glo Assay (Promega) podle instrukei
vyrobce. K méfeni byla vyuzita 384jamkova desticka s bilymi st€énami uréena pro luminometr
a luminiscence byla zaznamenéana piesn¢ po 30 minutdch inkubace pfi pokojové teplote
za pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan). Luminiscence byla vztaZzena
ke stanovené koncentraci proteind jednotlivych vzorka a aktivita byla vyjadiena jako procento
neovlivnéné kontroly.

3.14. Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemickd analyza (IHC) byla provedena ve spolupréici s Fingerlandovym
ustavem patologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzorky nadorové tkané byly fixovany
4 % formalinem a zalité do parafinovych blo¢kt (FFPE). Pro toto stanoveni byly pouzity
primarni protilatky proti STAT3, STAT3p705 a Ki67. Detekce STAT3 a Ki67 byla provedena
na Benchmark Ultra stainer (Ventana/Roche) za vyuziti detekéniho kitu Ventana OptiView
DAB IHC. Detekce STAT3p705 byla provedena na systému Agilent/Dako Omnis (Agilent)
za vyuziti detek¢éniho kitu EnVision Flex. Ptipravené vzorky byly digitalizovany pomoci Leica
Aperio AT2 slide scanner (Leica Biosystems) a vyhodnoceny softwarem Aperio ImageScope
(Leica Biosystems). Zhodnoceni IHC zbarveni bylo provedeno jednim patologem a bylo
zaznamenano procento pozitivné zbarvenych bunck a intenzita zbarveni.

3.15. In vivo experiment
Implantace bunék U118MG do modelového organismu byla provedena ve spolupréci
s vivariem Lékafské fakulty v Hradci Kréalové subkutdinné do pravého a levého boku.
Implantace byla provedena do 16 nu-nu mysi rozdélenych do 4 skupin (viz Tab. 2). Nadory
byly ponechany rastu po dobu 2 tydnt, béhem nichz byl jejich vyvoj sledovan pohledem
a pohmatem.
Tab. 2. Rozdéleni skupin in vivo experimentu

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

Od 15. dne od implantace bylo pfislusné 1é¢ivo podavano peroralni sondou po dobu dalSich
2 tydnd, a to kazdy den. Léciva TMZ a FLU byla pfipravena rozpuSténim v 1 % roztoku
methylcelulézy. Ukonceni pokusu bylo provedeno usmrcenim nu-nu mysi 24 h po podani
posledni davky pfislusného léc¢iva. Cilové tkané po usmrceni zvifete byly odebrany
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do ptipravenych zkumavek a podrobeny dal$im analyzam. Velikost a hmotnost vzniklych
nador byla zaznamendna a ziskané nadory byly pouzity pro IHC analyzu, analyzu RNA
a proteinli. Nadory urcené pro IHC analyzu byly ulozeny do 4 % formalinu a posléze zalité
do FFPE bloc¢ku. Nadory urcené pro analyzu RNA a proteinli byly zamrazeny v tekutém dusiku
a ulozeny do -80 °C. Nasledné byly homogenizovany pomoci pfistroje TissueLyser. [zolace
RNA byla provedena pouzitim komercné dostupného kitu GeneAll Hybrid-R kolonkovou
metodou, jeji koncentrace byla na pfistroji NanoDrop ND-2000 UV/Vis spektrofotometr
(Thermo Fisher Scientific) a kvalita ziskané RNA byla ovéfena pomoci piistroje Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent). Dalsi analyza RNA vzorku byla provedena stejné jako v ptipad¢ in vitro
analyzy, jak bylo popsano vySe. Izolace proteinti byla provedena pomoci homogenizace
v prostiedi lyza¢niho pufru. Takto piipravené vzorky byly pouzity ke stanoveni koncentrace
bilkoviny BCA metodou a k provedeni analyzy Western blot (viz vyse).

3.16. Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena v softwaru GraphPad Prism 6.0. Pro jejich
zhodnoceni byla vyuzita metoda TWO-WAY ANOVA nasledovand Sidakovym testem
pro vice€etna porovnani. Vysledky méfeni jsou vyjadieny jako primérna hodnota + smérodatné
odchylka znejméné dvou nezavislych experimentt. Statistickd vyznamnost vyjadiend
symbolem * odpovidd hladiné spolehlivosti az do p < 0,05. Hodnota poloviny maximalni
inhibi¢ni koncentrace IC50 byla vypocitana metodou nelinearni regrese v programu GraphPad
Prism 6.0.
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4. Vysledky

4.1.Vysledky in vitro experimentu

4.1.1. Vliv FLU a TMZ na viabilitu a proliferaci bunék A172 a T98G
Efekt FLU a TMZ na viabilitu GBM bun¢k byl stanoven u bunécénych linii A172 a T98G,
které byly ovlivnény riznymi koncentracemi TMZ a riznymi koncentracemi FLU po 48 h
inkubaci. Na zakladé¢ ziskanych dat byla stanovena hodnota IC50 pro ob¢ testovana 1éciva.
Tab. 3. Hodnoty IC50 u stabilizovanych bunéénych linii GBM

IC50 [uM]

| TMZ FLU

Al172 | 1840,0 3,959
T98G | 3255,0 2,181

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

Na zaklad¢ prvotniho testovani byl dale posouzen vliv TMZ a FLU na viabilitu bunék
v dalSich ¢asovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h), kdy FLU vykazoval vétsi efekt na viabilitu
bun¢k v delSich ¢asovych intervalech, a to ptredevsim u bunék T98G.

Obr. 1. Vliv 0,5 uM a 2 uM

FLU na proliferaci GBM
kontrola bungk Al172 a T98G
stanoveny systémem
xCELLigence. Cas ovlivnéni
je oznacen Sipkou.

FLU 0,5 uM

- %*M}HMH%H}HH Fli2um V}'/razny efekt FLU
na proliferaci GBM
bunéénych linii byl dale
potvrzen také za vyuziti

1986 systétmu xCELLigence
S ————— (Obr.1). U bunek T9SG
doslo po inicidlnim
ovlivnéni FLU
k postupnému  snizeni
proliferace a v pribéhu

Kontrola

celé¢ho sledovaného
FLU 0,5 uM ’ v Y
R FLU 2 obdobi n,edoslo k jejimu
tmmea obnoveni. U  bunék
Al172  bylo moZné
pozorovat postupné

obnoveni proliferace bun¢k po jejim pocateCnim sniZeni, po celé sledované obdobi vSak
proliferacni schopnost buné€k ziistavala sniZena.

Na zéaklad¢ téchto vysledka byly pro dalsi testovani zvoleny koncentrace 500 uM pro TMZ
a 0,5 uM pro FLU.
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4.1.2. Vliv FLU a TMZ na morfologii buné¢k A172 a T98G
Morfologie bunék a jeji zmény byly pozorovany pomoci fazove kontrastni mikroskopie.

Obr. 2. Vliv 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU
na morfologii GBM bunék A172 a T98G
po 48 h ovlivnéni. ZvétSeni 400x, méfitko
30 um.

Kontrolni buriky FLU 0,5uM

Al172

Popodéni 0,5 puM FLU
dochazelo ke zménam v morfologii
bunék, u bun¢k TI8G
ik viditelnym zméndm v poctu
bun¢k. Buiikky se zmenSovaly,
zaoblovaly, u bunék Al172
dochazelo k viditelnym  ztratdm
dlouhych bunéénych vybezki.
Buniky postupné ztracely svou
adherenci ke dnu kultivaéni lahve,
bylo moZné pozorovat vznik vicejadernych bun¢k a nastupujici bunécnou smrt.

4.1.3. Vliv FLU na mikrotubulirni cytoskelet bunék A172 a T98G

Vliv FLU na polymerizaci mikrotubuli a mikrotubularni cytoskelet bunék A172 a T98G byl
pozorovan pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Pro stanoveni vlivu FLU na polymerizaci mikrotubulli byla pozorovana ptitomnost
a mnozstvi EBI/EB3 proteini. Po ovlivnéni 500 nM FLU bylo moZné pozorovat vyrazné
snizeni mnozstvi EB1/EB3 komet u obou testovanych bunéénych linii, k vyraznéjsimu snizeni
dochazelo u bun€k T98G (Obr. 3). Dochézelo také k porusSeni zékladni sité a-tubulinu 1 jeho
posttranslacnich modifikaci u obou testovanych bunéénych linii. Bylo mozné
pozorovat postupné zaoblovani tvaru tubulinové sité, konce tubulinovych vldken se
zakrucovaly a celkova organizace tubulind byla piisobenim FLU porusena.

Kvantitativni porovnani mnoZzstvi EB1/EB3 komet normalizovanych na jednotku velikosti
bunék (EB1/EB3 komety/um?) byl potvrzen vyraznéjsi efekt FLU u bunék T98G a obecné
vyrazny inhibi¢ni efekt FLU na polymerizaci mikrotubuli.

Predevsim u bunék T98G, v mensi mife také u bunék A172 dochazelo ke zdanlivému sniZeni
intenzity zbarveni acetylovaného-a-tubulinu, proto jsme provedli ovéfeni na urovni proteind
metodou Western blot (Obr. 4). U bun¢k A172, a predevsim T98G pii ovlivnéni bunék vyssimi
koncentracemi FLU (750 nM a 1000 nM) bylo pozorovéano nesignifikantni sniZzeni hladiny
acetylované modifikace a-tubulinu (v poméru k celkové hlading a-tubulinu v buinikach).

Dale jsme u bunck A172 a T98G stanovovali zmény v hladindch pfitomnosti proteind
a-tubulinu a BIlI-tubulinu (Obr. 5). U obou testovanych bunécnych linii dochdzelo vlivem
500 nM FLU k ovlivnéni hladin proteind o- a BlII-tubulinu, k nejvyraznéjSimu poklesu
dochazelo u bun¢k A172 po 72 h inkubace. U bun¢k T98G se signifikantné snizovaly hladiny
a-tubulinu po 72 h inkubace. Snizeni hladiny a-tubulinu bylo pozorovano u obou testovanych
bunéénych linii ve vSech ¢asovych intervalech, zatimco hladiny BIII-tubulinu byly piisobenim
FLU snizeny ve vSech ¢asovych intervalech u bunék T98G a u bunék A172 pouze po 24 h
a 72 h inkubace.

T98G
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A EB1/EB3 a-tubulin tyr-a-tubulin ac-a-tubulin
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Obr. 3. Vliv 500 nM FLU na polymerizaci mikrotubult (EB1/EB3 proteiny) a strukturu a posttranslacni
modifikace tubulinti pozorovany prostiednictvim imunofluorescenéniho barveni u GBM bunéénych linii A172 (A)
a T98G (B). Zvétseni 1000x (EB1/EB3 protein), 60x (a-tubulin, tyr-a-tubulin, ac-a-tubulin), méfitko 10 pm.

A172 T98G

Flubendazol
250nM  500nM

Kontrola Kontrola

100nM

Flubendazol

750nM 1000nM 100nM  250nM  500nM 750nM 1000nM

ac-a-tubulin o o v N ~ .!%
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Obr. 4. Exprese acetylovaného-o-tubulinu na Grovni proteini stanoveny pomoci metody Western blot u GBM
bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych riznymi koncentracemi FLU za vyuziti a-tubulinu jako referenéniho
proteinu.

A172

24h

48h

72h

Kontrola

Kontrola FLU
500nM

Kontrola FLU
500nM

T98G
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Kontrola FLU
500nM
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Obr. 5. Exprese a- a BllI-tubulinu na Grovni proteinti stanoveny metodou Western blot u GBM bunéénych linii
A172 a T98G ovlivnénych 500 nM FLU po dobu 24 h, 48 h a 72 h za vyuziti GAPDH jako referenc¢niho proteinu.
*p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.
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4.1.4. Vliv FLU na cytoskelet bunék A172 a T98G

Vliv FLU na dalsi ¢asti bunééného cytoskeletu byl stanoven u bun¢k A172 a T98G pomoci
fluorescencni mikroskopie (Obr. 7).

U bunék A172 1 T98G dochézelo po podani FLU ke zméném ve struktufe a organizaci vSech
tii slozek bunécného cytoskeletu. U bunck A172 dochdzelo ke kondenzaci F-aktinu
v okrajovych ¢astech buiiky, k postupnému zakrucovani o-tubulinovych vldken a ke ztraté
vybézki tvorenych a-tubulinem a vimentinem. Také u bun¢k T98G se u vSech tii pozorovanych
slozek postupné zakrucovaly konce vlaken a celkové zaoblovaly jednotlivé buiiky. U obou
bunécnych linii bylo mozné po podani FLU pozorovat vyrazné zmenSovani bunék, které bylo
dale kvantifikovano analyzou velikosti bun¢k (Obr. 6.).

U obou testovanych bunécnych linii dochdzelo k statisticky vyznamnému snizeni velikosti
bunék jiz po podani nejnizsi testované koncentrace FLU (100 nM). Tento efekt byl vyraznéjsi
u bunck T98G, jejichz velikost byla v neovlivnéné kontrole vétsi.

U bun¢k A172 mély vSechny pouzité koncentrace FLU stejny vliv na zmenSeni
exponovanych bunék.

Obr. 6. Zmény
A172 T98G velikosti bun¢k
5000 tooop, GBM  bunéénych
linii A172 a T98G
E e po ovlivnéni  FLU
= = o Id
Z o Z o riznych
5 * * H koncentraci.
= 2000 T * _F‘: LoDl . *p < 0,05 \'A)
%' 1000 T _g' 2000 T L £ neovlivnéna
T kontrola.
0 ontrol FLL 100081 FLL) 250048 FLU 500n11 Kontrala FLU 100nM FLU 250nM FLU 500nM
Kontrola w fr:"'}a - \\// /
(DMs0) : V. & .9
s B A Obr. 7. Vliv 500 nM FLU na cytoskelet
- & GBM bun&énych linii A172 (A) a T98G
i = -l (B) pozorovany pomoci fluorescencni
FLU ,. _ mikroskopie. Zvétseni 600x, méfitko
v - 8 10 pm.
500nM ™ *Q H
B
Kontrola =
(DMs0)
N o
FLU !
500nM 4 e <k
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4.1.5. Vliv FLU na aktivaci a expresi STAT3 u bunék A172 a T98G
Vliv FLU na expresi STAT3 byl testovdn na trovni proteini metodou Western blot
a na urovni mRNA pomoci RT-PCR, vliv FLU na aktivaci STAT3 byl testovan na urovni
proteint stanovenim hladiny aktivované formy proteinu (phospho-STAT3 (Tyr705)).

A172 T98G
2.5+ 151

L
o

- -
(=1 o
-
=)

STAT3 mRNA
STAT3 mRNA

relativni mnozstvi
e

relativni mnozstvi

=
o

x

.0 0-
Kontrola FLU0,5uM Kentrola FLU 0,5uM Kontrola FLU 0,5uM Kontrola FLU 0,5uM Kontrola FLU0,5uM Kentrola FLU 0,5uM

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

Obr. 8. Relativni mnozstvi STAT3 mRNA u GBM bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych 0,5 uM FLU
po dobu 24 h, 48 h a 72 h analyzovano metodou RT-PCR za vyuziti TBP jako referenéniho genu. *p < 0,05 vs
neovlivnéna kontrola 24 h, #p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola 48 h, xp < 0,05 vs neovlivnéna kontrola 72 h.

U obou testovanych bunécnych linii se sniZzovalo relativniho mnozstvi STAT3 mRNA
po ovlivnéni 0,5 uM po dobu 24 h a 48 h (Obr. 8). U bunééné linie TI98G se zaroven vyznamné
snizovalo relativniho mnozstvi STAT3 mRNA po 72 h ovlivnéni. U buné¢k T98G bylo zaroven
mozné pozorovat vyrazné zvysovani relativniho mnozstvi STAT3 mRNA v Case.

A172 T98G
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU  Kontrola FLU
0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM
hospho-STAT3 (Tyr705) # s - - .
_— -— p
- 1,00 0,53 1,00 1,34 1,00 0,38*
1,00 0,03* 1,00 0,50%
T W W — STAT3 — Y G e " =
1,00 3,69* 1,00 1,53 1,00 0,96 1,00 0,71 1,00 0,93 1,00 0,55
GAPDH — T oy T——
— ed -— A m——.....,
k S—

Obr. 9. Exprese STAT3 a jeho fosforylované formy na tirovni proteini u GBM bunécnych linii A172 a T98G
ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 24 h, 48 h a 72 h stanovend metodou Western blot za vyuziti GAPDH jako
referen¢niho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

Také na urovni proteini bylo moZzné pozorovat nesignifikantni sniZzeni exprese STAT3
u bun¢k T98G ve vSech Casovych intervalech, naproti tomu u bunék A172 nebylo pozorovano
snizeni exprese STAT3 po ovlivnéni 0,5 uM FLU. U obou testovanych bunécénych linii ale
dochézelo ptisobenim 0,5 uM FLU ke sniZeni hladiny fosforylovaného STAT3 (Obr. 9).

U bunék A172 bylo také mozné pozorovat sniZzeni exprese fosforylovaného STAT3
po ovlivnéni vys§imi koncentracemi FLU (0,5 uM a 1 uM), objevilo se dile mirné sniZeni
exprese STAT3 ve vSech tfech testovanych koncentracich. Snizenou expresi STAT3 bylo
mozné pozorovat také u bunck T98G ovlivnénych vSemi testovanymi koncentracemi FLU.
Snizeni exprese fosforylovaného STAT3 bylo mozné pozorovat po podani 0,25 uM FLU
aluM FLU.

4.1.6. Vliv FLU na buné¢ny cyklus a aktivaci kaspaz u bunék A172 a T98G
Pro stanoveni vlivu FLU na expresi markerd bunécného cyklu u bun¢k A172 a T98G
na urovni proteintt byla vyuzita metoda Western blot. Na zakladé vysledkti ziskanych
z predchozich experimentti, vypovidajicich o vlivu FLU na expresi a aktivaci STAT3, byly
do této analyzy zatazeny buitkky A172 a T98G, kter¢ byly transfekovany siRNA proti STAT3.
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Pisobeni FLU snizovalo u obou bunécnych linii A172 a T98G expresi STAT3 a jeho
fosforylované formy (Obr. 10) podobné¢ jako u buné€k transfekovanych pomoci STAT3-siRNA.
U bun¢k A172 se ptisobenim 0,5 uM FLU zvySovala exprese proteini p53 a p21, zvySeni
exprese pS3 bylo mozné pozorovat také u bunck A172 transfekovanych STAT3-siRNA.
Pisobenim FLU dochazelo také k vyraznému snizeni exprese cdkl1 a cyklinu B1 podobné jako
u bunék transfekovanych pomoci STAT3-siRNA. Po ovlivnéni FLU dochazelo u bunék T98G
ke snizeni exprese proteinti p53, p21, cdkl a cyklinu B1 a snizeni hladin téchto proteina bylo
mozné pozorovat také u bun¢k T98G transfekovanych pomoci STAT3-siRNA.

Vzhledem k vysledkiim naznacujicim ovlivnéni bunééného cyklu byla provedena analyza
bunécného cyklu pomoci prutokové cytometrie u bunék A172 a T98G (Obr. 11).
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Obr. 10. Exprese markerti spojenych
s bunécnym cyklem u GBM
bunéénych linii Al72 a T98G
ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu
48 h nebo transfekovanych
STAT3-siRNA (50 nM) stanovena
na urovni proteinti pomoci metody
Western blot za vyuziti GAPDH jako
referen¢niho proteinu. *p <0,05 vs
neovlivnéna kontrola.

T98G

Kontrola, 12h ovlivnéni
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Obr. 11. Distribuce
bunééného cyklu u GBM
bunéénych  linii  A172
a T98G ovlivnénych

0,5 uM FLU po dobu 12 h

FLU 0,5uM, 24h ovlivnEni

a 24 h analyzovana pomoci

Gl =5061%
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pritokové cytometrie.
*p<0,05 vs neovlivnéna
kontrola.

Jiz po 12 h
od ovlivnéni  pomoci
0,5 uM FLU dochéazelo
k vyznamnym zméndm
bunécného cyklu
uobou  testovanych
bunéénych linii A172
aT98G. Po 12 h se

vyrazné snizoval pocet bun¢k v G1 fazi a zaroven se bunky hromadily v G2/M fazi oproti
neovlivnéné kontrole. Tento efekt byl jeste zietelnéjsi po 24 h ovlivnéni 0,5 uM FLU.

Dale byl hodnocen vliv FLU na aktivaci inicia¢nich kaspaz 8 a 9 a efektorovych kaspaz 3 a 7
u bunéénych linii A172 a T98G (Obr. 12).
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ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 4 h, 8 h, 16 h a 24 h stanovend pomoci luminiscenéniho méteni. *p < 0,05 vs
neovlivnéna kontrola.

.....

8a 9, ubunék A172 predevsim v delSich ¢asovych intervalech (16 h a 24 h), u bun¢k T98G
ve vSech testovanych ¢asovych intervalech. ZvySovala se také aktivita efektorovych kaspaz 3/7
u obou bunéénych linii A172 a T98G a zvyseni vykazovalo ¢asovou zavislost efektu.

4.1.7. Vliv FLU a TMZ na viabilitu a proliferaci GBM primarnich kultur
V dalsim kroku tohoto projektu bylo pfistoupeno k ovéieni efektu FLU na GBM primarni
kultury odvozené z pacientskych vzorkl ziskanych od pacientli podstupujicich chirurgickou
resekci GBM ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Pro toto stanoveni bylo vyuzito 23 GBM
primarnich kultur (viz Tab. 4), které byly ovlivnény riznymi koncentracemi FLU a rliznymi
koncentracemi TMZ.
Tab. 4. Hodnoty IC50 u GBM priméarnich kultur

IC50 [uM]

TMZ FLU

GBM24 6249,0 0,510
GBM25 2742,0 1,026
GBM26 2941,0 8,145
GBM27 7383,0 2,024
GBM31 1664.,0 4,153
GBM40 2830,0 7,655
GBM41 2317,0 7,382
GBM44 3898,0 1,433
GBM46 3219,0 1,444
GBM49 1601,0 0,661
GBM50 990,3 2,762
GBMS51 2946,0 9,350
GBM53 1835,0 2,422
GBM57 5480,0 2,937
GBM58 2572,0 3,013
GBM59 35435,0 2,978
GBMo64 2076,0 2,119
GBMG66 6945,0 1,736
GBM67 1187,0 8,618
GBM69 1468,0 2,093
GBM71 25 852,0 2,084
GBM72 11236,0 3,376
GBM73 1300,0 1,753

Vsechny testované GBM primarni kultury vykazovaly vyssi citlivost k FLU, zatimco
citlivost téchto GBM primarnich kultur k TMZ byla vyrazné niz8i. Na zaklad¢ vysledki
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primarniho stanoveni citlivosti bun¢k k FLU a s ohledem na jejich mnozstvi a schopnost riistu
v ramci bunééné kultivace byly pro dalsi testovani vybrany GBM primarni kultury GBM49,
GBMS50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73.

Efekt FLU na vybrané GBM primarni kultury byl nasledné potvrzen také pti analyze jejich
proliferace pomoci pftistroje XCELLigence, kde po ovlivnéni 2 uM FLU dochazelo u vSech
testovanych GBM primdarnich kultur k vyraznému snizeni proliferace bunék, efekt 0,5 uM FLU
vSak nebyl jednoznacny.

4.1.8. Vliv FLU na morfologii bunék GBM49, GBM50 a GBM72

Vliv FLU na bunécnou morfologii vybranych GBM primarnich kultur byl pozorovan

pomoci fazov¢ kontrastni mikroskopie (Obr. 13).

GBM49 GBM50 GBM72 Obr. 13. Vliv
T - 0,5 uM FLU

na morfologii
GBM  priméarnich
kultur GBM49,
GBMS50 a GBM72
po 48 h
od ovlivnéni

Kontrola

pozorovany
s pomoci fazove
= kontrastni
n . .
- mikroskopie.
= Zvétseni  400x,

S _ f méfitko 30 uM.
: : 16 / L P ——E N, -

Po ovlivnéni 0,5 uM FLU po dobu 48 h bylo pozorovano u vSech zobrazenych GBM
primarnich kontrol optické snizeni poctu buné¢k, nejvyraznéjsi byl tento efekt u bunék GBM49,
kde zaroven bylo mozné pozorovat zmény v morfologii bunék, zaoblovani bun¢k a také vznik
vicejadernych bungk.

4.1.9. Vliv FLU na expresi tubulini u GBM primarnich kultur

U vSech testovanych GBM primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72
a GBM73) byl nasledné stanoven vliv FLU na expresi a- a BIlI-tubulinu na tGrovni proteint
metodou Western blot (Obr. 14).

GBM49 GBMS50 GBMS57 GBMT71 GBM72 GBM73

Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola  FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU
0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM

St — ey —

1,00 0,68 1,00 0,94 1,00 0,42* 1,00 043* 1,00 0,44*
- C— - — L
0,59 1,00 0,70 1,00 0,34* 1,00 0,16* 1,00 0,86
L — — —

Bll-tubulinu S

5
g |8

a-tubulin ==

GAPDH = st s s oo S

Obr. 14. Vliv 0,5 uM FLU na expresi a- a BllI-tubulinu na trovni proteinti u GBM primarnich kultur (GBM49,
GBM50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73) po 48 h od ovlivnéni stanoveny metodou Western blot za vyuziti
GAPDH jako referencniho proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.

FLU po 48 h piisobeni snizoval expresi a-tubulinu u vSech testovanych GBM primarnich
kultur. U bunék GBM71, GBM72 a GBM73 dale dochéazelo po 48 h plsobeni 0,5 uM FLU
k signifikantnimu poklesu hladiny BIII-tubulinu oproti neovlivnéné kontrole.
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4.1.10.Vliv FLU na expresi STAT3 u GBM primarnich kultur
Vliv FLU na expresi STAT3 byl u GBM primarnich kultur stanoven na urovni mRNA

a proteint.
4

relativni mnoZstvi
STAT3 mRNA
N

GBM49 GBM50 GBMS7 GBM71

GBM72

GBM73

& STAT3

Obr. 15. Relativni mnozstvi STAT3 mRNA
u GBM primarnich kultur (GBM49,
GBM50, GBMS57, GBM71, GBM72
a GBM73) inkubovanych po dobu 48 h
analyzované metodou RT-PCR za vyuziti
TBP jako referen¢niho genu. *p < 0,05 vs
neovlivnéna kontrola.

Relativni  mnozstvi ~ STAT3
mRNA vykazovalo znacné rozdily
mezi jednotlivymi testovanymi GBM
primarnimi kulturami, vyssi relativni
mnozstvi byla nalezena u bunck

GBMS50, GBM72 a GBM73, zatimco zna¢n¢ snizené relativni mnozstvi STAT3 mRNA bylo
demonstrovano u bunék GBM71 (Obr. 15).

Po ovlivnéni 0,5 uM FLU se snizovalo relativni mnozstvi STAT3 mRNA u bun¢k GBMS50,
GBM?72 a GBM73, u bunék GBM57 a GBM71 dochézelo pisobenim FLU naopak ke zvySeni
relativniho mnozstvi STAT3 mRNA, zatimco u bunék GBM49 zistavala hladina STAT3
mRNA pfiblizné stejné jako u neovlivnéné kontroly (Obr. 16).

5 x

relativni mnoZstvi
STAT3 mRNA
W

N

Kontrola FLU 0,5ult Kontrola FLU 0,5uM Kontrola FLU 0,5uM Kontrola FLU 0,5ul Kontrola FLU 0,5uM Kontrola FLU 0,5uM

GBM49 GBMS50 GBM57 GBM71

GBM72

GBM73

Obr. 16. Relativni mnozstvi STAT3 mRNA

u GBM primarnich kultur (GBM49,
GBM50, GBM57, GBM71, GBM?72
a GBM73) ovlivnénych 0,5 uM po dobu
48 h analyzované metodou RT-PCR

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

Také na  Grovni  proteind
dochazelo ke snizeni exprese
STAT3, a to uvSech testovanych
GBM primarnich kultur. SniZeni
hladiny STAT3 bylo statisticky
signifikantni u primarnich kultur
GBM50, GBM71, GBM72

a GBM73. K mirnému sniZeni exprese STAT3 dochazelo také u primarnich kultur GBM49

a GBMS57 (Obr. 17).

GBM49 GBMS50 GBM57 GBM71 GBM72 GBM73
Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU Kontrola FLU
0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM 0,5uM
-_— ol s @S v G -
STAT3 ==~ == S ==
1,00 0,72 1,00 0,47* 1,00 0,62 1,00 0,49* 1,00 0,23* 1,00 0,40*
GAPDH — —— - o — .

Obr. 17. Exprese STAT3 u GBM primarnich kultur (GBM49, GBM50, GBM57, GBM71, GBM72 a GBM73)
ovlivnénych 0,5 uM FLU po dobu 48 h stanovend metodou Western blot za vyuziti GAPDH jako referencniho

proteinu. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.
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4.1.11. Analyza exprese STAT3 v klinickych vzorcich GBM
Pro zhodnoceni klinické relevance STAT3 a jeho fosforylované formy v GBM byla
provedena IHC analyza exprese STAT3 a phospho-STAT3 (Tyr705). Pro tuto analyzu bylo
pouzito 90 vzorki GBM diagnostikovanych

mezi lety 2012-2015.

Porovnani exprese STAT3 a p-STAT3

1009 — — — Obr. 18. IHC analyza exprese STAT3
a phospho-STAT3 (Tyr705) v GBM klinickych

80 vzorcich a porovnani exprese proteinti na zakladé

vysoka

.g‘ 604 mm stredni pohlavi pacienti a jejich véku. *p < 0,05 signifikantni
= B nizka rozdil v expresi STAT3, resp. p-STAT3 vs Zadna
S 404 m >adna pozitivita.

ES

. Nase vysledky ukazuji, ze alespon nizka

exprese STAT3, resp. jeho fosforylované
«?‘\@ﬁ; S S ;\ 3 formy byla ve vice nez 75 % analyzovanych

d d GBM Kklinickych vzorcich, vysoka exprese
STAT3 pak byla zaznamenana u téméf 30 %
vSech testovanych vzorkil, zatimco vysoka
exprese phospho-STAT3 (Tyr705) byla demonstrovana pouze u pfiblizné 15 % vzorkt. Vysoka
exprese STAT3 1 jeho fosforylované formy se pak ¢astéji vyskytovala u muzi, castéji u pacientl
nad 70 let véku.

4.1.12.Vliv FLU na buiiky U118MG
Pro moznost provedeni in vivo implantace byl efekt FLU otestovan na linii U118MG. Bylo
provedeno testovani vlivu FLU na viabilitu, proliferaci a bunéénou morfologii.

Tab. 5. Hodnoty IC50 u GBM bunécné linie U118MG
IC50 [uM]
| TMZ FLU
U118MG \ 3056,0 1,329

GBM bunécna linie Ul18MG vykazovala vyrazné vyssi citlivost k ovlivnéni FLU,
pii ovlivnéni vys$simi koncentracemi FLU (1 puM; 2 uM a 3 uM) pak bylo mozné pozorovat
casovou zavislost inhibi¢niho G¢inku FLU. Tyto vysledky byly déale potvrzeny také systémem
xCELLigence.

Utinek FLU na GBM buné&énou linii byl dale pozorovan pomoci fazové kontrastni
mikroskopie po ovlivnéni bunék 500 uM TMZ a 0,5 uM FLU.

Kontrolni buriky FLU 0,5uM

Obr. 19. Vliv 0,5 uM FLU
na morfologii GBM bun¢k Ul118MG
po 48 h ovlivnéni. Zvétseni 400x,
meéfitko 30 um.

Vyraznéjsi zmeny
v morfologii a poc¢tu bunck
byly pozorovany po podani
0,5uM  FLU, buiky se
zmenSovaly a zaoblovaly a uvoliiovaly se do kultivaéniho média. Pisobenim FLU také u bunék
U118MG dochdzelo ke ztratam jejich vyraznych bunéénych vyb&zki a bylo mozné pozorovat
nastupujici bunénou smrt.

U118MG
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4.2.Vysledky in vivo experimentu

4.2.1. Vliv FLU a TMZ na rist nadori a proliferacni index Ki67 v nu-nu mysich
Po ukonceni pokusu byly narostlé nddory odebrany a byla porovnana jejich velikost
a procento proliferacniho markeru Ki67.
Tab. 6. Vliv FLU a TMZ na velikost nadori a hodnotu proliferacniho markeru Ki67
ziskanych z nu-nu mysi. *p < 0,05 vs neovlivnéna kontrola.
pocet naddorit  prumérna vaha [g] prolifera¢ni marker

Ki67 [%]
A — Kontrolni skupina \ n=6 0,13+ 0,02 25
B-FLU 10 mg/kg | n=4 0,03 +0,01* 10
C-FLU 25 mg/kg | n=4 0,05 = 0,02* 15
D - TMZ 0,9 mg/kg | n==6 0,05 + 0,03* 15

Po podani obou testovanych 1é¢iv dochézelo k statisticky vyznamnému poklesu hmotnosti
nadorit vzniklych po implantaci bunééné linie UI18MG, k nejvétsimu poklesu hmotnosti
dochazelo u skupiny atymickych mysi ovlivnénych FLU o koncentraci 10 mg/kg, u kterych
dochazelo k poklesu hmotnosti nadorti vice nez 4x.

Ovlivnénim TMZ a FLU dochézelo také ke snizeni hodnoty proliferaéniho markeru Ki67,
nejvetsi snizeni jeho exprese bylo pozorovano u nadorli z nu-nu mysi, kterym byl podavan FLU
o koncentraci 10 mg/kg.

4.2.2. Vliv FLU a TMZ na expresi tubulinti u nadori ziskanych z nu-nu mysi

Nédory ziskané z nu-nu mys$i byly dale vyuzity k analyze exprese markerii spojenych
s mikrotubuldrnim cytoskeletem na trovni proteinii metodou Western blot.

U nadorti ziskanych znu-nu mysi, kterym byl podavan FLU, se sniZovala exprese
a-tubulinu, naopak u téchto nadorii se zvySovala exprese BlII-tubulinu. Po podani TMZ byla
u nadort ziskanych z téchto mysi statisticky signifikantné sniZena hladina a-tubulinu, zatimco
hladina BIII-tubulinu byla u vSech tii skupin nadord zvysena (Obr. 20).

In vivo model
- Obr. 20. Vliv FLU
* e 10 mg/kg a 25 mgk

TMZO‘ng!kgj.* bill-tubulin gTMg £ (0,9 mg/kg
na expresi a-tubulinu
FLU 25mgr’k9'. a BII tubulinu u nadord
ziskanych po implantaci
* GBM bunécné linie
Ul18MG do nu-nu mysi
stanovena na urovni
K°mr°'a'- proteini metodou Western
blot za vyuziti PCNA jako
referen¢niho proteinu.
% neovlivnéné kontroly *p < 0,05 vs neovlivnéna

kontrola.

FLU 10mg.fkg-

I T T 1
0 500 1000 1500

4.2.3. Vliv FLU a TMZ na expresi STAT3 u nadori ziskanych z nu-nu mysi
U nadort ziskanych z nu-nu mysi bylo dale sledovano relativni mnozstvi STAT3 mRNA
pomoci metody RT-PCR a exprese STAT3 a jeho fosforylované formy na urovni proteinti
metodou Western blot (Obr. 22).

27



In vivo model
1.5+

relativni mnozstvi
STAT3 mRNA

* *

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

Obr. 21. Vliv FLU (10 mg/kg a 25 mg/kg) a TMZ
(0,9 mg/kg) na relativni mnozstvi STAT3 mRNA
unéddord ziskanych po implantaci GBM bunécné
linie UlI8MG donu-nu mySi analyzované
na urovni mRNA metodou RT-PCR za vyuziti B2M
jako referenéniho genu. *p < 0,05 vs neovlivnéna
kontrola.

Podéni obou koncentraci FLU snizovalo
unadorti ziskanych z pfisluSnych nu-nu
mysi relativni mnozstvi STAT3 mRNA.
Toto signifikantni snizeni relativniho
mnozstvi bylo srovnatelné po podani obou

testovanych koncentraci. Také nadory ziskané z nu-nu mysi ovlivnénych TMZ o koncentraci
0,9 mg/kg vykazovaly sniZené relativni mnozZstvi STAT3 mRNA (Obr. 21).

In vivo model

TMZ 0,9mg/kg

FLU 25mg/kg:

FLU 10mg/kg

Kontrola

¥ T T T 1
L] 50 100 150 200

% neovlivnéné kontroly

Obr. 22. Vliv FLU (10 mgkg
a25mg/kg) aTMZ (0,9 mg/kg)
W STATS na expresi STAT3 a phospho-STAT3
PSTATS (Tyr705) u nadorG  ziskanych
po implantaci GBM bunééné linie
Ul18MG do nu-nu mysi stanovené
na urovni proteinii metodou Western
blot za wvyuziti PCNA jako
referencniho proteinu. *p <0,05 vs
neovlivnéna kontrola.

Po podéni FLU
o koncentraci 25 mg/kg

dochazelo u nadord ziskanych z pfislusnych nu-nu mysi ke snizeni exprese STAT3. Hladiny
fosforylovaného STAT3 se naopak sniZzovaly u nadort ziskanych z nu-nu mysi ovlivnénych
FLU o koncentraci 10 mg/kg. U vzorki ziskanych z nu-nu mysi ovlivnénych TMZ dochazelo
ke snizeni exprese STAT3, hladiny fosforylovaného STAT3 nevykazovaly mezi jednotlivymi

vzorky jednoznacny vysledek (Obr. 22).
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5. Diskuse

Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcastéjsi primarni nador mozku u dospélych
s typickym rychlym invazivnim rlstem, vysokou agresivitou a aktivni proliferaci.
Za neptiznivou prognozou pacienti s GBM stoji rychlé Sifeni nadorové masy, rekurence
onemocnéni i po inicialni 16¢bé, ale také vysoka rezistence k 1é¢bé. Vzhledem k infiltrativnimu
charakteru nadoru jsou moznosti chirurgického odstranéni pouze omezené a ackoli zarazeni
konkomitantni chemoradioterapie do standardniho 1é¢ebného protokolu zvySilo pramérné
preziti pacientl, nizka prostupnost chemoterapeutik pies hematoencefalickou bariéru
a rozvijejici se rezistence k 1é¢bé €ini soucasnou terapeutickou strategii nedostatecnou [10, 15,
30].

Pravé nizka ucinnost soucasné 1€cby je jednim z diivodi intenzivniho vyzkumu ve snaze
o nalezeni novych terapeutickych moznosti GBM. Rada klinickych studii se v sougasnosti
zamétfuje na vyuziti cilené biologické 1é¢by a monoklonalnich protilatek pti 1é¢bé GBM.
DalSim ze zamérh soucasného vyzkumu GBM je lepSi porozuméni biologickym
charakteristikdm GBM a identifikace novych potencidlnich cili nadorové terapie, jejichz
objeveni by déle vedlo k vyvoji efektivnéjSich a G€innéjsich terapeutickych protokolt [26-28,
30].

Cileni nové potencialni terapie v§ak mize byt zaméteno také na jiz studované vyznamné
biomarkery v GBM, nebo vyuziti jiz zavedenych terapeutickych pfistupi pro nové aplikace
v lécbe. Jednim ze zakladnich piistupii k 1é€bé nadorového bujeni je inhibice a odstranéni
nadorovych buné¢k prostfednictvim interference s mikrotubuldrnim cytoskeletem nadorovych
bunék, ktery se u GBM vzhledem k hojnému zastoupeni mikrotubuld v buitkdch mozkové masy
a specifickym zménam v pfitomnosti jednotlivych isoforem jevi jako potencidlné¢ vhodny cil
pusobeni [42, 63].

Klinickd uspésnost v soucasnosti vyuzivanych latek plsobicich na mikrotubuly je vSak
limitovana jejich rozsahlymi vedlejsimi G€inky, coz vede ke snaze o nalezeni novych latek
se stejnymi mechanismy G¢inku, ale vylepSenymi vlastnostmi. Klasicky proces vyvoje nového
protinadorového lé€iva je ovSem velmi zdlouhavy a finanéné narocny, slibnou alternativou
proto mize byt vyuziti 1é¢iv pivodné uréenych pro jinou indikaci, u kterych byla objevena
protinadorova aktivita. Tento pfistup pfinasi vyhodu predevs§im v jiz znamych informacich
o bezpecnosti a toxicité diky asto béZznému pouZiti takovych latek v klinické praxi [51, 64].

Protinadorovy ucinek na celou fadu bunék solidnich naddora i hematologickych malignit byl
takto prokazéan u léciv ze skupiny benzimidazoli, které jsou pivodni indikaci anthelmintika
pouzivana v humanni i veterinarni medicing. Tyto latky maji schopnost se vazat na mikrotubuly
a modulovat jejich polymerizaci a strukturu. Také u GBM byl s Gspéchem testovan zéastupce
této skupiny IéCiv mebendazol a jeho inhibicni aktivita a schopnost pfestupu
ptes hematoencefalickou bariéru umoznily jeho vstup do klinického testovani [65, 66].

Vyssi afinitu pfi vazbé na mikrotubuly vykazoval dalSi zastupce této skupiny Iléciv,
flubendazol (FLU), u kterého jiz v pfedchozich studiich byla popsana protinadorova aktivita
u bun¢k nadort prsu, melanomu, kolorektalniho karcinomu atd, inhibi¢ni u¢inek FLU byl dale
popsan také u bunck gliomt [55, 60, 67-69]. Na zdklad¢ téchto diive publikovanych vysledkt
naznacujicich potencial vyuziti FLU, bylo cilem této prace otestovat cytotoxicky efekt FLU
v rozliénych in vitro a in vivo GBM modelech.

Nejprve byl otestovan vliv FLU na viabilitu a proliferact GBM bunék za vyuziti tii
stabilizovanych GBM buné¢nych linii A172, T98G a U118MG, u kterych byl ucinek FLU
porovnan su GBM standardné vyuZzivanym chemoterapeutikem temozolomidem (TMZ).
Vsechny tii testované GBM bunécné linie vykazovaly vyrazné vyssi citlivost k FLU, jejich
IC50 pro FLU se pohybovalo mezi 1,3 uM a 3,9 uM. Tyto hodnoty jsou podobné diive
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zjisténym hodnotam IC50 u rtiznych druht nadorovych bunék, IC50 pro FLU se v rozli¢nych
nadorovych modelech pohybovala mezi 0,25 uM a 6,8 uM [54, 60, 67-71]. V rozsahlé studii
Michaelis a kol. (2015) byla testovana citlivost 321 nadorovych bunécnych linii riznych typt
nadorii za i¢elem stanoveni jejich IC90 (indikujici uplnou inhibici bunék), coz vedlo ke zjisténi,
7Ze tato hodnota je pro 36 % testovanych bunéénych linii ovlivnénych FLU niz§i nez 1 uM [55].
Naproti tomu IC50 pro TMZ u vSech tfi GBM bunécnych linii pfesahovala 1800 uM, coz
vysoce piesahuje klinicky relevantni koncentrace TMZ i maximalni dosazitelné koncentrace
TMZ v organismu [72, 73]. Ackoli inhibi¢ni efekt FLU nevykazoval jasnou ¢asovou zavislost,
jiz pti ovlivnéni 0,5 uM FLU bylo prokazano snizeni viability i proliferace GBM bunécnych
linii v celém ¢asovém intervalu ovlivnéni (do 72 h).

Pro dalsi verifikaci efektu FLU na viabilitu a proliferaci GBM bunék bylo toto testovani dale
provedeno na GBM priméarnich kulturach, které byly vramci této prace odvozeny
z pacientskych vzorki ziskanych od pacientli podstupujicich chirurgické oSetieni ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. Také citlivost téchto GBM primarnich kultur k FLU byla vyrazné
vy$§i nez citlivost k bézné vyuzivanému TMZ, IC50 pro FLU se pohybovala mezi 0,6 uM
a 9,3 uM. Proliferace vybranych GBM primarnich kultur byla inhibovéana po podéni 2 uM FLU
po celou testovanou inkubacni dobu (do 72 h), efekt 0,5 uM FLU na inhibici proliferace bunck
ale nebyl jednoznacny a vykazoval odli$nosti v riznych GBM primarnich kulturach.

Vliv 0,5 pM FLU na buné&€nou viabilitu, ale také na bunéénou morfologii byl dale u GBM
bunécénych linii a vybranych GBM primarnich kultur hodnocen pomoci fazoveé kontrastni
mikroskopie, kterd prokdzala nejen kvantitativni vliv (snizeni poctu bungk), ale také vyrazné
zmény kvalitativni — v bunééné morfologii a chovani. Buitky GBM bunécnych linii i GBM
primarnich kultur pisobenim FLU =ztracely sviij typicky tvar, zakulacovaly se, ztracely
adherenci a vytvarely odlisné morfologické figury vcetné vicejadernych bunék. Také pomoci
mikroskopického zobrazeni bylo moZné pozorovat rozdilnou citlivost jednotlivych testovanych
bunécnych modeld k pisobeni FLU, coz mize byt zptisobeno celou fadou diivodii zahrnujicich
také velkou heterogenitu nadoru nebo mozné rozdily v biologickych charakteristikach mezi
pouzitymi bunéénymi modely.

Rozdiln citlivost k podani FLU miZe byt také zplisobena ménici se expresi intercelularnich
cill, na které dana latka pisobi. Studie Abbassi a kol. (2019) naznacila korelaci citlivosti
jednotlivych GBM bunéénych modell k latkam ovliviiujicim mikrotubuly s jejich zékladni
expresi o/B-tubulinu [74]. Ackoli v ramci této prace nebylo provedeno srovnani zékladni
hladiny o/B-tubulinu v jednotlivych testovanych GBM modelech, je nutné uvaZovat
1 0 moznosti jejich rozdilné exprese. V tomto piipade pak tato mozné souvislost mezi kolisajici
citlivosti jednotlivych GBM bun¢k k FLU a zékladni Grovné exprese o/B-tubulinu zaklada
nutnost dal§imu vyzkumu.

Zakladni anthelminticky uc¢inek FLU se na molekuldrni tirovni projevuje vazbou léciva
na B-tubulin a také v ptedchozich studiich byl efekt FLU na mikrotubuly potvrzen u celé fady
nadorovych bunék [52, 57]. Dalsim cilem této prace tak bylo posoudit vliv FLU
na mikrotubularni cytoskelet a posléze 1 dalsi slozky cytoskeletu u GBM bunéénych linii A172
a T98G. Tyto dvé€ linie patfi mezi nejcastéjsi experimentalni modely pro GBM vyzkum [75],
zaroven na zaklad¢é naSeho ptedchoziho testovani vykazuji rozdilnou citlivost k FLU 1 TMZ.
Nase vysledky potvrzuji pfedchozi zavéry, totiz ze FLU jiz ve velmi nizké davce (0,1 uM) byl
schopen inhibovat polymeraci mikrotubula a ovliviiovat strukturu a organizaci mikrotubularni
sité. Ve vysSich testovanych davkach navic FLU sniZoval expresi acetylovaného-a-tubulinu,
coz naznaCuje mozné¢ zmény Vv celkovém rozlozeni posttranslacnich modifikaci tubulini
pusobenim FLU.

FLU navic ovliviioval expresi a- a BlII-tubulinu u GBM bunéénych linii A172 a T98G a také
u GBM primarnich kultur, a to plisobenim lé¢iva jiz v koncentraci 0,5 pM. U GBM bunéénych
linii A172 a T98G byl dale posouzen vliv FLU na dalsi slozky bunécného cytoskeletu, kdy jsme
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pozorovali znacné zmény ve struktufe a organizaci vSech tii zékladnich slozek cytoskeletu.
Vyraznou zménou byla predevsim ztrata dlouhych vybézkl bunck tvofenych a-tubulinovymi
a vimentinovymi vlakny, a pfedevSim znacné zmenSovani bunck plisobenim jiz nizkych
koncentraci FLU.

Inhibice mikrotubulli mize byt u bun¢k spojena se zastavenim bunécného cyklu vyvolanym
zvysenou expresi proteinu p21 [76], coz vysledky této prace potvrzuji. U GBM bunécnych linii
A172 a T98G byla jiz pfi pasobeni 0,5 uM FLU zvySena hladina proteinu p21 a zaroven
dochazelo ke snizeni exprese proteini cdkl a cyklinu B1, naznacujici zastaveni bunécného
cyklu na ptechodu z G2 do M faze. To bylo déale potvrzeno analyzou distribuce bunécného
cyklu pomoci pratokové cytometrie, které odhalilo zvySeni podilu bun¢k v G2/M fazi po 12 h
pusobeni 0,5 uM FLU (na 51,45 % u bunék A172 a 64,77 % u bunck T98G) a jesté vyraznéji
pak po 24 h ptsobeni 0,5 uM FLU (na 78,19 % u bunék A172 a 76,35 % u bun¢k T98G).

Ackoli cileni FLU na mikrotubularni cytoskelet a jeho efekt na rozloZeni bunééného cyklu
jsou vsoucasné dobé¢ jiz znamy [57, 60, 67, 69, 77], ptesny mechanismus ucinku jeho
protinadorového plsobeni zistdva neobjasnény. Existuje cela fada studii navrhujici rizné dalsi
mechanismy pusobeni FLU, zahrnujici ovlivnéni imunitniho prostfedi nddoru nebo vliv
na STAT3 signalni drahu [57].

Molekula STAT3 patii mezi intenzivné studované potencialni cile nadorové terapie GBM.
Jeji kontinualni aktivace v GBM hraje vyznamnou roli v samotné tumorigenezi nadoru,
prispiva ke zvysSené invazivit¢ GBM bun¢k a ke vzniku agresivnéjsiho fenotypu GBM.
Nedavné studie také identifikovaly STAT3 jako jeden z iniciatord epitelidlné-mesenchymalni
transformace v GBM, aktivace STAT3 dale reguluje imunitni prostiedi nadoru a vede
k potlaceni imunitni odpovédi. Molekula STAT3 je také nezbytnd pro proliferaci a zachovani
populace pluripotentnich GBM kmenovych bunék. Inhibice STAT3 by tak mohla blokovat
proliferaci GBM bun¢k a vést k indukci apoptdzy, piesto je dalezité brat i nadale v potaz
vysokou heterogennost GBM, kvili které je odpovéd téchto bunc¢k na inhibici STAT3
nepiedvidatelna [78-80].

Jiz v ptedchozich studiich byl demonstrovan inhibi¢ni efekt FLU na aktivaci STAT3
napi. u bun€k nadorid prsu nebo kolorektalniho karcinomu [58, 70]. Také v rdmci této prace byl
testovan vliv FLU na expresi a aktivaci molekuly STAT3 a naSe vysledky ukazuji sniZeni
aktivace a také exprese STAT3 u GBM bunéénych linii A172 a T98G po ovlivnéni 0,5 uM
FLU. Pro vétsi objasnéni efektu FLU na STAT3 bylo dale provedeno testovani mozné
koncentracni nebo ¢asové zavislosti tohoto efektu, nicméné pouze u GBM bunék A172 bylo
mozné pozorovat mirnou koncentracni zavislost efektu FLU na aktivaci molekuly STAT3.
Casova zavislost tohoto efektu nebyla pozorovéana ani u jedné z testovanych GBM bun&énych
linii. Pfi porovnani relativniho mnozstvi STAT3 na irovni mRNA v jednotlivych testovanych
casovych intervalech (24 h, 48 h a 72 h) v8ak byly pozorovany velmi vyrazné zmény, u GBM
bunécné linie T98G dochazelo k ¢asove zavislému zvySovani relativniho mnozstvi STAT3, coz
muze také ovlivitovat efekt FLU na expresi a aktivaci této molekuly.

Exprese a aktivace STAT3 se vyrazné liSi mezi jednotlivymi bunéénymi modely GBM
a také studie zabyvajici se zkoumanim hladiny STAT3 a jeji aktivace v pacientskych kohortach
reportuji velmi rozdilné vysledky, pohybujici se mezi 9 % a 83 % zastoupenim aktivni
fosforylace STAT3 [81-86]. Pro ziskani lepsi pfedstavy o klinické relevanci exprese a aktivace
STATS3 jsme v ramci této prace dale provedli imunohistochemickou analyzu tohoto markeru
u 90 klinickych vzorkit GBM diagnostikovanych v letech 2012-2015 v Kralovehradeckém
kraji. NaSe pacientska kohorta pak vykazovala vice nez 75 % ptipadul s alespon nizkou expresi
STAT3 a jeho aktivované (tzn. fosforylované formy). Vyssi exprese STAT3 pak byla castéji
nalezena u pacienti nad 70 let véku, Castéji u muza. Tento vysledek naznacuje moznou
terapeutickou vyhodu téchto pacientl pifi vyuziti latek cilicich na molekulu STAT3 a jeji
aktivaci.
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Také u jednotlivych GBM primarnich kultur byly nalezeny zna¢né rozdily v relativnim
mnozstvi STAT3 na urovni mRNA, které mohou vysvétlovat rozdilnou odpovéd’ na ptisobeni
STAT3. Zatimco u GBM primarnich kultur se zvySenym relativnim mnozstvim STAT3
(GBM50, GBM72 a GBM73) dochazelo k inhibi¢nimu efektu STAT3 na trovni mRNA a také
na urovni proteinu, inhibi¢ni efekt na relativni mnozstvi STAT3 mRNA nebyl pozorovan
v GBM primarnich kulturdch se snizenym mnozstvim mRNA (GBM71), na urovni proteind
vSak ke snizeni exprese dochazelo.

Studie Niu a kol. (2004) demonstrovala negativni korelaci mezi aktivaci molekuly STAT3
a expresi proteinu p53 naznacujici moznost vyvolani bunééné smrti aktivované proteinem p53
po zablokovani aktivace STAT3. Také nase vysledky ukazuji, Ze inhibici molekuly STAT3
pomoci specifické siRNA dochazelo u GBM bunécné A172 linie ke zvySeni hladiny proteinu
p53 a ke snizeni exprese cdkl a cyklinu B1, naznacujici zablokovani bunééného cyklu
na pfechodu G2 a M faze. Zatimco sniZeni exprese a aktivace STAT3 bylo pfi ovlivnéni GBM
bunééné linie A172 0,5 uM FLU srovnatelné s pouzitim specifické siRNA proti STAT3,
zvySeni exprese proteinu p53 a snizeni exprese cdkl a cyklinu B1 byla po ovlivnéni FLU
vyraznéjsi. Také u GBM bunééné linie T98G dochézelo pouzitim STAT3-siRNA a 0,5 uM
FLU ke sniZeni hladiny cdkl a cyklinu B1. Inhibice STAT3 nebo ovlivnéni hladiny proteinu
p53 prostiednictvim FLU bylo vSak nejasné, a proto je nezbytné jeho dalsi testovani za pouziti
riznych koncentraci FLU a STAT3-siRNA a také dalSich ¢asovych intervali.

Na zéklad¢ dosavadnich vysledk, které naznaCovaly zastaveni bunécného cyklu a vyvolani
kaspaz u GBM bunécnych linii A172 a T98G. Efekt FLU na zvySeni aktivity pfedevsim
efektorové kaspazy 3 byl jiz dfive prokdzan u rozliénych typt nadorovych bunék, a to jiz
ve velmi nizkych koncentracich (napf. 0,1 uM u bunék nadort prsu, 0,3 uM u bunck
kolorektalniho karcinomu, nebo 1 pM u bun¢k melanomu), Casto tento efekt FLU vykazoval
také koncentracni a ¢asovou zavislost [58, 60, 67, 70, 77]. Také v této praci bylo prokézéano, ze

......

.....

u GBM buné¢k A172 bylo pozorovano az ve vysSich ¢asovych intervalech (16 h a 24 h). Tomu
nasledné odpovidalo také casové zavislé zvyseni aktivity efektorovych kaspaz 3 a 7, jejichz
vyznamny narist byl u GBM bunék pozorovatelny jiz po 4 h od ovlivnéni FLU, zatimco
u GBM bunééné linie A172 dochazelo k signifikantnimu zvySeni opét az v delSich ¢asovych
intervalech. Tyto vysledky naznacuji rychlejsi nastup u€inku FLU u bunék T98G, u kterych
také dochazi k vétsi inhibici polymerizace mikrotubulil a k vyraznéjSimu smrstovani bunék
pusobenim FLU. Tento rychly inhibi¢ni u¢inek FLU na GBM buné¢nou linii T98G muze byt
také diivodem neménné exprese proteintt p21 a p53 po 48 h inkubaci s 0,5 uM FLU
a zdliraziuje dalezitost dalSiho testovani vlivu FLU na tyto buinky pfedev§im v nizSich
casovych intervalech ovlivnéni.

Testovani in vitro patii mezi zakladni nastroje bunécné biologie vyuzivané ve vyzkumu
GBM, jeho vyuziti vSak pfinds$i krom¢ znacnych vyhod i1 své nedostatky. V soucasnosti
vyuzivané¢ bunéné modely nemohou reprodukovat komplexni mikroprosttedi GBM
a heterogenitu nadoru, jejich dlouhodoba subkultivace navic miize pfindSet zmény
v biologickych a molekularnich vlastnostech bunék. VyuZiti vétSiho mnozZstvi rozlicnych
stabilizovanych bunéénych linii je tak nezbytné pro ziskani relevantnich vysledkt. Také vyuziti
GBM priméarnich kultur odvozenych z pacientskych vzorka pifinasi individualizaci testovani
novych potencidlnich 1é€iv diky své schopnosti uchovavat si heterogenni vlastnosti ptivodniho
nadoru po urcité mnozstvi subkultivaci. Chyb¢jici nadorové mikroprostiedi vSak vyzaduje
vyuziti dal§ich bunéénych modela [87, 88].
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3D bunécné kultury, jejichz vyuziti je v soucasné dobé na vzestupu. Presto jsou s jejich
pouzitim stale spojeny urcité limitace, zahrnujici také chybé&jici jasn€¢ definovany
experimentalni protokol pro jejich ptipravu, ktery by umoznoval mezi-laboratorni
reprodukovatelnost [88, 89].

Dalsim modelem dlouhodobé vyuzivanym ve vyzkumu nadorii jsou in vivo implantace
GBM bun¢k do zvitecich modelovych organismu. NejcastéjSim zptisobem in vivo implantace
u bun¢k GBM je subkutanni umisténi na boku modelového organismu, coz umoziuje vizualni
pozorovani nadoru [87, 90]. Také v této praci bylo na zakladé ptredchozich vysledka
ptistoupeno k implantaci GBM bun€k do modelového organismu a testovani vlivu FLU na takto
vzniklé nadory.

Na zakladé své schopnosti tumorigenity byla pro implantaci zvolend GBM bunécna linie
Ul18MG, které byla subkutdnné injikovana do atymickych mysSi, kterym byl nasledné
po zahajeni rustu nadorti podavan peroraln¢ FLU. Také u takto vzniklych naddorti bylo mozné
pozorovat inhibi¢ni vliv FLU na jejich riist a hmotnost. Pti podani FLU o koncentraci 10 mg/kg
byla v porovnani s kontrolou vyslednd hmotnost nadordt vice nez 4x niz$i. Kromé toho byly
podanim FLU sniZeny také hodnoty proliferaéniho indexu métené¢ho expresi markeru Ki67.

V in vivo modelu naopak nebylo potvrzeno snizeni exprese BIII-tubulinu po ovlivnéni FLU,
coz mize byt také zplsobeno reakci bun¢k na opakované podavani FLU inhibujiciho
polymerizaci mikrotubult. Bylo vSak zaznamenano snizeni hladiny exprese molekuly STAT3
u nadort ziskanych z mySich modelti ovlivnénych FLU o koncentraci 25 mg/kg, a to predevSim
na urovni mRNA. Vzhledem k tomu, jak dtlezitou roli hraje nddorové mikroprosttedi v GBM
je nezbytné vnimat limitaci zvoleného in vivo modelu se subkutanni implantaci [91]. In vivo
modely vzniklé pfimou implantaci bun€k do mozku modelového organismu jsou pro studium
chovani naddoru vhodnéjsi diky pfitomnosti mikroprostfedi mozku a zachovani integrity bun¢k
iniciujicich GBM [87]. Zavedeni takového modelu, ptipadné vyuziti GBM primarnich kultur
pro implantaci do in vivo modelového systému je tak dalS§im dileZitym krokem pro ovéteni
ucinku FLU na buitkky GBM.

Na zéklad€ vysledkl této disertani prace je mozné konstatovat, Ze FLU je nadéjnym
protinadorovym lé€ivem vykazujicim inhibi¢ni u€inek na proliferaci GBM bunék, coz bylo
potvrzeno s vyuZitim nékolika GBM bunécnych modelt. Je v§ak nezbytné dalsi testovani, které
by se zaméiilo jednak na detailni posouzeni vlivu FLU na mikrotubularni cytoskelet
a souvislost tohoto ucinku se zakladni expresi tubulint. Stejné€ tak je dalsi testovani dilezité
pro hlubsi posouzeni efektu FLU na expresi a aktivaci STAT3 signalni drahy.
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6. Zavér

Tato prace se zabyvala studiem inhibi¢niho vlivu FLU na bunky GBM v rtiznych bunéénych
modelech in vitro a in vivo. Na zékladé naSich ziskanych vysledkd je mozné zavéry prace
shrnout nasledovné:

FLU ucinné inhiboval viabilitu a proliferaci GBM stabilizovanych bunéénych
linii (A172, T98G a U118MG) a GBM primarnich kultur, a to n¢kolikandsobné
ucinnéji nez v soucasnosti bézné pouzivané chemoterapeutikum TMZ. FLU také
ucinné snizoval rist nadorti v in vivo modelovém systému, kde byla velikost
a hmotnost vysledného nadoru po aplikaci FLU srovnatelnd s hmotnosti
hmotnosti nddoru po aplikaci TMZ.

FLU ovliviioval celkovou morfologii bun¢k ve vsSech testovanych GBM
bunécnych systémech, zptisoboval zaoblovani bunék a jejich zmensovani, vznik
vicejadernych bunék, ptipadné ztratu dlouhych bunéénych vybézka.

FLU inhiboval polymerizaci mikrotubuldi, mé¢l vyrazny vliv na jejich strukturu
a organizaci u GBM bunécnych linii A172 a T98G. U vSech testovanych
bunéénych systému (GBM bunéénych linii a GBM primarnich kultur) FLU
snizoval expresi a- a BllI-tubulinu, u GBM bunécnych linii A172 a T98G navic
snizoval pfitomnost acetylovaného-a-tubulinu.

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

Pisobenim FLU dochazelo ke sniZeni exprese a aktivace molekuly STAT3
u GBM bunéénych linii A172 a T98G, které bylo srovnatelné s inhibici exprese
STAT3 pomoci specifické siRNA. U vybranych GBM primarnich kultur
dochézelo plisobenim FLU ke sniZeni exprese STAT3, sniZzeni exprese STAT3
bylo také potvrzeno u nadori ziskanych z in vivo modelového systému.
Klinickéd relevance cileni na molekulu STAT3 byla potvrzena v pacientské
kohorté, ktera vykazovala u vice nez 75 % piipadii pozitivitu exprese STAT3
a jeho aktivované formy.

Pusobeni FLU vedlo k zastaveni bunééného cyklu na prechodu z G2 do M faze

......

a T98G.
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