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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Katefina Dvorakova
Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv flubendazolu na podani temozolomidu v bunkach
glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM) je jednim z nejcastéjSich a nejagresivnéjsich
nadord mozku u dospélych. I pfes znacné pokroky v 1écbé se jednd o nevylécitelné
nadorové onemocnéni s velmi Spatnou progndézou a s medidnem preziti pouze 12 az
15 mésicii od stanoveni diagndzy. Zlatym standardem 1écby je maximalni mozna
chirurgicka resekce nasledovand chemo-radioterapii za pouziti protinddorového 1é¢iva
temozolomidu (TMZ). Problémem u pouziti TMZ vSak byva rychle se rozvijejici

rezistence.

Cilem této prace bylo prozkoumat Gc¢inek potencialniho protinddorového 1éciva,

anthelmintika flubendazolu (FLU) a u¢inek FLU v kombinaci s TMZ na buitky GBM.

Pro tuto praci byly pouzity dvé GBM bunééné linie - A172 a T98G. FLU obecné
vykazoval vyssi efekt na zivotnost bunék GBM, zejména u bun¢k T98G. Navic pouZziti
riznych kombinaci TMZ + FLU prokazalo jes$t¢ vysSi inhibicni ucinek
na zivotaschopnost bunéénych linii GBM. Kombinace TMZ + FLU také snizovala
expresi a-tubulinu a BIII-tubulinu, zaroven byly pozorovany zajimavé zmény v expresi
STAT3 a EGFR a dale snizeni exprese cdc2 a cyklinu Bl, coZ naznacuje zastaveni

bunééného cyklu ve tazi G2/M.

Kombinace TMZ + FLU také vykazovala inhibi¢ni efekt in vivo, kde opét bylo
mozné pozorovat sniZzeni exprese vybranych markerti bunécného cyklu potvrzujici
pfedchozi ziskané vysledky. Tyto vysledky naznacuji moZny profit z pouZziti kombinace

1é¢iv, ktery je nutné podrobit dalsimu vyzkumu.
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Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common and aggressive brain
tumors in adults. Despite significant advances in treatment, GBM remains to have very
poor prognosis and median survival of only 12 to 15 months after diagnosis. Standard
treatment consists of maximal possible surgical resection followed by
chemo-radiotherapy with antitumor drug temozolomide (TMZ), which use is

problematic due to fast developing chemoresistance.

The aim of this study was to examine the effect of potential anticancer drug,
anthelmintic flubendazole (FLU) and effect of FLU in combination with TMZ on GBM

cells.

For this purpose, two GBM cell lines were used - A172 and T98G. In general
FLU reduced cell proliferation more, especially in T98G cells. Moreover, the use of
different combinations of TMZ + FLU showed even higher inhibitory effect on the
viability of GBM cell lines. The combination of TMZ + FLU reduced the protein level
of a-tubulin and BIII-tubulin, simoultaneously interesting changes in STAT3 and EGFR
expression, as well as lower levels of cdc2 and cyclin B1 were observed, indicating

possible cell cycle arrest in the G2/M phase.

TMZ + FLU combination also showed inhibitory effect in vivo, where the decrase
of selected cell cycle markers was detected confirming our previous results. These
results suggest possible benefit of the TMZ + FLU combination use promting futher

investigation.



1. UVOD

Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcastéjsi a nejagresivnéj$i maligni nador
mozku u dospélych. Vznikd z astrocyti a je Svétovou zdravotnickou organizaci
oznacovan jako gliom IV. stupné. Median pteziti je pouze 12 az 15 mésicii od stanoveni
diagnézy, nebot’ moznosti 1é¢by jsou velmi omezené (Carlsson a kol., 2014; Jiapaer

a kol., 2018).

SouCasnym standardem 1écby GBM je maximalni mozna chirurgickd resekce
nadoru s naslednou radioterapii a chemoterapii. Uplna chirurgickd resekce je Casto
neproveditelnd zejména z divodu umisténi nadoru v dulezitych oblastech mozku

(Carlsson a kol., 2014).

Omezené je také kvili pfitomnosti hematoencefalické bariéry podéani cytostatik.
Dnes nejpouzivangj$im cytostatikem je alkyla¢ni ¢inidlo temozolomid (TMZ).
U nékterych pacientl je uc¢innost TMZ nizkd od zacatku 1écby, u ostatnich se uc¢innost
snizuje po urCité dobé¢, nebot’ buiiky GBM se stavaji na TMZ rezistentni. Z tohoto
diavodu je v poptedi védeckého z4jmu snaha o vyvoj novych léCiv, ktera by zlepSila
lécbu tohoto dnes nevylécitelného onemocnéni. JelikoZ je vyvoj zcela novych 1éciv
velmi dlouhy a nékladny proces, vyhodnou alternativni moznosti je hledani G¢innych
latek mezi jiz béZné pouZivanymi léCivy a naslednd zmeéna jejich indikace (Adam,
Krej¢i a Vorlicek, 2010; Carlsson a kol., 2014).

V této praci jsme studovali vliv potencidlniho chemoterapeutika a dnes v huménni
a veterinarni mediciné bézné pouZivanc¢ho anthelmintika flubendazolu (FLU) na uc¢inek

TMZ v bunkach GBM in vitro 1 in vivo.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vznik a vyvoj nadoru

Rakovina je onemocnéni, pfi kterém dochazi k nekontrolovatelnému déleni
arustu bun¢k. Vznikd na zdkladé¢ kumulace genetickych abnormalit. Ty mohou byt
zpusobeny chybami pii bunééném déleni, riznymi rizikovymi faktory, jako jsou faktory
biologické (napt. onkogenni viry), faktory fyzikalni (napt. ionizujici zafeni) ¢i chemické
(naptf. kancerogeny), nebo mohou byt ziskany dédicn¢ (Klener, 2011,

https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer).

Mutace, které vedou ktvorbé nadorovych bunék, postihuji prevazné
protoonkogeny, tumor-supresorové geny a geny pro opravu DNA. Protoonkogeny jsou
geny, které obecné podporuji bunécény riist. Mutace v protoonkogenech jsou typicky
dominantniho charakteru, a proto staci pouze jedna mutovana alela k pfeméné zdravé
buiiky v nddorovou. Mutované protoonkogeny nazyvame jako onkogeny (Wang a kol.,

2019).

Tumor-supresorové geny se naopak podileji na opravé poskozené DNA, inhibuji
bunécné déleni, indukuji apoptéozu a potlacuji tvorbu metastdz. Mutace jsou v tomto
ptipadé recesivni povahy a je tedy potieba pfitomnosti obou mutovanych alel ke vzniku
nadorové bunky. Mezi tumor-supresorové geny zarazujeme napiiklad Rb protein, p53

nebo homolog fosfatazy a tenzinu (PTEN) (Wang a kol., 2019).

Ke vzniku nddorového onemocnéni staci 1 pouze jedna nddorové zvrhla buiika ¢i
malé skupina bunék. Nadorové buiiky rostou na rozdil od normalnich bun¢k nezavisle
na ristovych faktorech a nereaguji na inhibi¢ni podnéty z okoli. Casto jsou schopné
uniknout imunologickému dozoru diky odliSnym povrchovym antigentim, ¢i odlisSnému
tvaru. Zasadni je jejich schopnost §ifit se 1 do jinych cCasti téla a vytvaret tak metastazy
(https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer).

Pfitomnost metastaz obecn¢ svédci o Spatné progndze. Samotny proces vzniku
metastaz zahrnuje invazi bunék skrz extracelularni matrix, migraci bunék krevnimi

a lymfatickymi cévami a déleni bunék v mistech vzdalenych od primarniho nadoru

(Kramer a kol., 2013).
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Rakovina dnes patii mezi nejcastéjsi pti¢iny tmrti po celém svété (Kramer a kol.,
2013). Incidence stale stoupd, coz je ddno mimo jiné zvysujicim se prumérnym vékem
obyvatelstva (s rostoucim vékem se v téle snizuje schopnost likvidovat buiky
s poskozenou DNA) a zivotnim stylem (koufeni, fyzickd inaktivita, Spatné stravovaci
navyky, obezita) (Roy a  Saikia, 2016; https://www.cancer.gov/about-

cancer/understanding/what-is-cancer).

2.2 Glioblastoma multiforme
Glioblastom je jednim znejbéznéjsSich, nejinvazivnéjSich a nejagresivnéjsich
primérnich nadortt mozka u dospélych. Piedstavuje az 70 % vSech primérnich nadorii

mozku. Median pteziti se udava pouze 12 az 15 mésici od stanoveni diagndzy (Jiapaer

a kol., 2018).

Glioblastoma multiforme (GBM) zafazujeme do skupiny astrocytomui
tzv. astroglidlnich nadort. Dle klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO) je
GBM podle stupné malignity (grade) oznaCovan jako WHO grade IV (Adam, Krejci
a Vorlicek, 2010).

U starsi populace se glioblastom nazyvany jako primarni glioblastom (az 90 %
pfipadi GBM) vyviji vétSinou de novo (z astrocytii nebo prekurzorovych bungk).
Naopak u mladSich pacienti (do 45 let) se Castéji vyskytuje sekundarni glioblastom
(10 % ptipadi GBM), ktery se vyviji z gliomu niZ§iho stupné malignity. Klinicky jsou
si vSechny glioblastomy velmi podobné. Charakteristickd je hojna nekroza,
pleomorfismus a vaskularizace. Bunky glioblastomu migruji podél nervovych cest

a krevnich cév (Lah, Novak a Breznik, 2020; Vitovcova a kol., 2020).

I pfestoze exprimuji znacnym mnoZstvim protedz umoziujicich invazi, tak jen
ziidka opoustéji centralni nervovy systém (CNS). Metastazy jsou u tohoto onemocnéni
vzacné. Pacient umird kvili rychlé progresi a agresivnimu chovani nadoru na nervova
centra jeSté diive, neZ je mozné piipadné metastdzy detekovat. Hlavnim divodem
casn¢ho relapsu onemocnéni je hlavné diftzni invaze tzv. ,partyzanskych® bunék
a odolnost glioblastomu vici radioterapii a chemoterapii (dano zejména piitomnosti

hematoencefalické bariéry) (Lah, Novak a Breznik, 2020).
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GBM je nejcastéji lokalizovany v mozkovych hemisférach (hlavné
v supratentorialni oblasti) a méné pak v mozecku, mozkovém kmeni a mise (Hanif

a kol., 2017).

GBM se u pacientli Casto projevu nespecifickymi piiznaky — bolesti hlavy,
nevolnostmi, zachvaty, poruchami paméti, zménou osobnosti apod. (Sasmita a kol.,
2018). Symptomy zavisi zejména na oblastech mozku, které nador ovliviiuje. Naptiklad
poruchy sluchu a zraku jsou typické u nadoru lokalizovaného ve spankovém laloku.
Zmeéna osobnosti se pak ¢asto objevuje u nadoru pritomného v oblasti celniho laloku.
ZvySeny nitrolebni tlak zplsobeny zvétSovanim nadoru a okolniho edému ma zas

za nasledek progresivni bolest hlavy (Hanif a kol., 2017).

Incidence tohoto nddorového onemocnéni je zhruba 0,6 az 5 novych ptipadi
na 100 000 obyvatel za rok (Grech a kol., 2020). Castéji se vyskytuje u muzii nez u Zen.
Vyskyt tohoto onemocnéni zfeteln¢ koreluje s vékem (pfiblizné¢ 50 % pacientd je

starSich 65 let) (Sasmita a kol., 2018).

2.2.1 Etiologie a rizikové faktory vzniku GBM

I ptes veSkerou snahu mnoha studii zlstavd plivod glioblastomu a jeho
patofyziologicky mechanismus nejasny (Lukas a kol.,, 2019). Etiologie je zfejmé

multifaktoridlni (Adam, Krej¢i a Vorlicek, 2010).

Na rozdil od jinych typl naddorovych onemocnéni nejsou u GBM zndmé zadné
rizikové faktory (ani napf. koufeni, dieta, expozice pesticidim) vzniku onemocnéni
krom& plsobeni vysokych davek ionizujictho zéafeni. Genetickd predispozice byla
pozorovana také pouze v jednotkach procent ptipadi. Naopak protektivni uéinek pred
vznikem GBM by mohli mit lidé trpici alergiemi (ziejmé z diivodu aktivace imunitniho

dohledu) (Hanif a kol., 2017).

2.2.2 Prognoza

Lepsi progndézu maji mladSi pacienti a pacienti s dobrym celkovym fyzickym
stavem. Ptiznivéj$i prognézu vykazuji také nadory supratentorialni a cerebelarni oproti
tumortim v mozkovém kmeni a diencephalonu. Nadory vétsi nez 5 cm nebo nadory

ptekracujici sttedovou ¢aru mozku jsou pak spjaty s horsi prognozou (Davis, 2016).
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2.2.3 Zobrazovaci metody v diagnostice GBM

2.2.3.1 Pocitacova tomografie

Pocitacova tomografie (CT vySetteni) je zakladni vySetieni pfi podezieni na nador
mozku. Jedna se o neinvazivni metodu, kterd poskytuje zakladni informace o umisténi
a velikosti nadoru (Adam, Krej¢i a Vorlicek, 2010). Zna¢né vyuziti mé také
v diagnostice u pacientti, ktefi znéjakého diivodu nemohou podstoupit vySetieni
magnetickou rezonanci (napt. pacienti s kardiostimuldtorem) (Hanif a kol., 2017).

Typickym obrazem glioblastomu na CT jsou hypodenzni loziska (Young a kol., 2015).

2.2.3.2 Magneticka rezonance

Zlatym standardem mezi zobrazovacimi technikami pii diagnostice GBM je
magnetickéd rezonance (MR). MR umoziuje diky vynikajicimu kontrastu mékkych tkéni
zobrazit slozitost a heterogenitu nadoru lépe nez CT vySetfeni (Hanif a kol., 2017).
Lépe také dokaze rozliSit bilou a Sedou mozkovou hmotu a cévni a nervové struktury.
Pro lepsi zobrazeni mozkovych struktur se pacientovi aplikuje kontrastni latka
(nejcastéji na bazi gadolinia). Pro GBM je typické vyrazné postkontrastni syceni se
znamkami centralnich nekr6z a edém kolem nadoru (Adam, Krejéi a Vorlicek, 2010).
Okraje nadoru pak mohou byt nepravidelné ¢i Spatné diferencované (Young a kol.,

2015).

2.2.3.3 Pozitronovad emisni tomografie

Dalsi, v praxi méné vyuZzivanou metodou, je pozitronova emisni tomografie
(PET). Tato metoda spadajici do nuklearni mediciny pfindsi informace o metabolickych
zménach v tkanich. Pfi diagnostice nadort CNS ma vSak své omezeni zejména kvili
fyziologickému intenzivnimu vychytavani gluk6zy v mozku (Adam, Krejci a Vorlicek,

2010).

2.2.4 Molekularni patofyziologie

Primarni a sekundarni GBM se vyvijeji z riznych genetickych prekurzorii a nesou
nekteré odlisné genetické zmény. Pro primarni GBM je typickd nadmérna exprese
receptoru  epidermdalniho rustového faktoru (EGFR), mutace PTEN a ztrata

chromozomu 10. Naopak u sekunddrntho GBM pozorujeme castéji mutace
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isocitratdehydrogendzy-1 (IDHI1, slouzi také k diferenciaci sekunddrniho GBM
od primarniho), mutace p53 a ztratu dlouhého raménka chromozomu 19 (19q) (Wilson,

Karajannis a Harter, 2014).

2.2.4.1 EGFR

EGFR je transmembranova tyrosinkinéza, jejiz navazujici signdlni drahy v GBM
podporuji bunééné déleni, invazivitu a odolnost nadoru vii¢i chemoterapii. Amplifikace
EGFR je doprovadzena zvySenou expresi proteinu EGFR. Témétf u 40 % ptipadd
primarnich GBM nachazime amplifikaci EGFR (Thakkar a kol., 2014). V asi 50 %
pripadi je amplifikace EGFR doprovéazena také mutaci genu kodujiciho EGFRvVIII
(aktivni varianta EGFR), ktera vede ke zvysené proliferaci nadorovych bungk,

k rychlej§imu riistu naddoru a je spojena s horsi prognézou (Aldape a kol., 2014).

2.2.4.2 IDHI

IDHI je NADP'-dependentni enzym, ktery katalyzuje oxidativni dekarboxylaci
isocitratu na 2-oxoglutarat. Soucasné se také redukuje NADP* na NADPH. Nejcast&ji
dochazi k mutaci v aktivhim mist¢ enzymu v kodonu 132, coz vede k abnormadlni
enzymatické funkci a k produkci 2-hydroxyglutardtu. Mutace IDHI1 také naruSuji
methylaci histonll a vedou ke zvySené proliferaci nadorovych bun¢k (Cloughesy a kol.,
2014). Mutace se vyskytuji az v 80 % ptipadi sekundarniho GBM (Sasmita a kol.,
2018).

2.2.4.3 p53

P53 je nadorovy supresorovy protein, ktery fyziologicky v buiikach iniciuje
opravu DNA ¢i apoptozu v pripadé nevratného poskozeni (Carlsson a kol., 2014).
Mutace genu p53 silné koreluje se vznikem nadorti vysokého stupné. Mutace byla
nalezena zhruba u 30 % primarnich a 90 % sekundarnich GBM a vyskytuje se Cast&ji

u mladSich pacientil (Thakkar a kol., 2014; Sasmita a kol., 2018).

2.2.4.4 STAT3

STAT3 neboli pfevodnik signalu a aktivator transkripce 3 je onkogen, jehoz
exprese je zvySena u zhruba 70 % nadorovych onemocnéni, véetné GBM. STAT3

podporuje proliferaci nadorovych bunék, angiogenezi a metastazovani. V soucasné dobé
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je tak velk4 snaha najit vhodné latky, které by tento onkogen inhibovaly, a mohly tak
zlepsit progndézu GBM a fady dalSich nadorovych onemocnéni (Lin a kol., 2019).

2.2.5 Lécba

GBM je nevylécitelné nadorové onemocnéni. Cilem tedy neni pacienta vylécit, ale
prodlouzit a zkvalitnit dobu jeho zivota. Lécba je komplexni a spociva v maximalni
mozné chirurgické resekci s naslednou radioterapii a chemoterapii (Thakkar a kol.,
2014). Konkrétni strategie 1écby se vzdy odviji od velikosti a lokalizace nadoru, jeho
biologického charakteru a v neposledni fadé od véku a celkového fyzického

a psychického stavu samotného pacienta (Adam, Krej¢i a Vorlicek, 2010).

2.2.5.1 Chirurgicka lécba

Chirurgicka resekce nadoru v maximalni bezpe¢né miie mé zdsadni roli v 1écbé
GBM. Maximalni resekce je vSak pro kazdy nador specifickd a zaleZi zejména na jeho

velikosti a na umisténi cév a dulezitych oblasti mozku.

Chirurgickou resekci klasifikujeme jako celkovou totalni resekci ¢i subtotalni
resekci v piipad€¢ neuplného odstranéni nddoru. Median preziti je vSak vétsi u pacienti
s vice nez 90 % resekci nadoru nez v piipad€ pacientil, u kterych bylo mozné provést

jen velmi omezenou resekcei (Carlsson a kol., 2014).

Uplné chirurgické resekce je viak kvili umisténi nadoru v dilezitych &astech
mozku (véetné oblasti ovladajici fe¢ a motorické funkce) a schopnosti bunék rychle
proliferovat a infiltrovat (buiiky vzdy v okolnich ¢astech mozku zlstavaji) velmi

obtizné dosahnout (Davis, 2016; Jiapaer a kol., 2018).

2.2.5.2 Radioterapeuticka lécha

Radioterapeuticka 1écba probihd pomoci ionizujiciho zafeni, které pfimo vyvolava
v proliferujicich bunikach jednofetézcové a dvoutetézcové zlomy DNA. Nepiimo pak
muze zafeni interagovat s jinymi molekulami v buiice (napt. s vodou), ¢imz dochazi
k radiolyze vody a naslednému vzniku volnych radikalt, které mohou iniciovat dalsi
reakce vedouci k bunécné smrti (Wilson, Karajannis a Harter, 2014; Carvalho a Villar,

2018).
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Pred zahdjenim vlastni radioterapie cekd pacient po chirurgické resekci
az 4 tydny, nez dojde k zahojeni rany po kraniotomii. Typicka celkova davka zatfeni je
60 Gy podavana ve frakcich 1,8 az 2 Gy pét dni v tydnu po dobu Sesti tydnt (Davis,
2016).

Kombinace radioterapie s podanim temozolomidu (TMZ) je uU€inngj$i nez
samotnd radioterapie, protoze dochazi k synergii ucinkd ozafeni s uc¢inky TMZ, coz

zvysuje pravdépodobnost smrti bunék GBM (Schreck a Grossman, 2018).

Radioterapie je spojena i s n¢kterymi nezddoucimi Uc¢inky. Mezi Casté nezaddouci
ucinky patfi Gnava, sucho v ustech, zarudla pokozka hlavy, ztrata vlasii apod. (Lee

akol., 2013).

2.2.5.3 Chemoterapeuticka lécba - temozolomid

Ucinnost chemoterapeutick¢ 1é€by je znacné omezena kvili neprostupnosti
chemoterapeutik skrz hematoencefalickou membranu. Existuje zatim pouze omezené
mnozstvi cytostatik, které jsou schopné dosdhnout dostate¢né koncentrace v mozkovém

nadoru (Adam, Krej¢i a Vorlicek, 2010).

Nejpouzivangjs$i chemoterapeutickou 1écbou pacient s GBM je podavani TMZ.
TMZ je strukturné imidazotetrazinon (Schreck a Grossman, 2018). V organismu plisobi
jako prolécivo. Je stabilni pii kyselém pH, proto se podavé hlavné perordlné. Pii
peroralnim podéni se rychle a Gplné vstiebava v gastrointestinalnim traktu (GIT) (Arora
a Somasundaram, 2019; https://go.drugbank.com/drugs/DB00853). Pfi fyziologickém
pH organismu se neenzymaticky hydrolyzuje na  aktivni  slouceninu
5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazol-4-karboxamid (MTIC). MTIC je pak rychle
degradovan na vysoce reaktivni methyldiazonium a na neaktivni metabolit
5-aminoimidazol-4-karboxamid (AIC), ktery je nasledné vylouen ledvinami

(Ostermann a kol., 2004; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Temozolomide).

Farmakokinetika TMZ je v rozmezi terapeutického davkovani linearni
(Ostermann a kol., 2004). Maximalni plazmatickd koncentrace roste piimo umeérné
s podanou davkou. In vitro je biologicky polo¢as TMZ ve fosfatovém pufru pii 37 °C
apH 7,4 1,9 hod. Jeho aktivni slou¢enina MTIC ma za stejnych podminek biologicky
polocas 2 minuty. V lidském téle se TMZ velmi rychle absorbuje a maximalni

plazmatické koncentrace dosahuje 1 hodinu po podani (Baker a kol., 1999).
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Pacientim se TMZ obvykle podédva denné v ddvce 75 mg/m? po dobu Sesti tydni,
po nichz nasleduje doba klidu pfiblizn¢ jeden mésic po dokonceni radioterapie. Poté se
TMZ podava v davce 150 mg/m? jednou denné po dobu péti dnii. Dale nasleduje 23 dnti
bez 16¢by. Pokud je 1é¢ba tolerovana, davka se zvysuje az na 200 mg/m? po dobu péti
po sob¢ jdoucich dnii v kazdém mésici. Lécba je tedy dlouhodobd a opakuje se

v cyklech (tzn. 5 dni podani TMZ + 23 dni bez 1é¢by) (Davis, 2016).

X
N//\N I>I,CH3
N

— N’z

HoN 0

Obrazek 1 Chemicka struktura temozolomidu
(zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/product/sigma/t2577)

TMZ patii do skupiny alkylacnich cytostatik. Na bunky piisobi tak, Ze ptidava
methylovou skupinu k bazim purinu a pyrimidinu v DNA (Karachi a kol., 2018;
Schreck a Grossman, 2018). To zpusobi substituci thyminu za cytosin béhem replikace
DNA, ¢imz se vytvaii nekomplementéarni par bazi. To nakonec vede k poskozeni bunck,
zastaveni bunééného cyklu pii prechodu z G2 faze do M faze a nasledné apoptoze

(Schreck a Grossman, 2018).

TMZ je hlavné diky své schopnosti prochizet hematoencefalickou bariérou
(velikost 194 Da, lipofilni) nej€asteji pouzivané protinadorové 1é¢ivo pii 1éCbe pacientl
s glioblastomem (Karachi a kol., 2018). Nadory mozku vykazuji typicky zasadit&jsi pH
nez zdravé tkan€, coZz podporuje aktivaci TMZ pifimo v néadorové tkani

(https://go.drugbank.com/drugs/DB00853).

Problémem podani TMZ vsak je, Ze u zhruba poloviny pacienti TMZ neni
ucinny, nebot’ maji zvySenou aktivitu methylguanin-DNA-methyltransferdzy (MGMT),

ktera opravuje DNA poskozenou TMZ. Nema-li tedy pacient methylovany promotor
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genu MGMT, vytvoii se protein, ktery mize snizit i€inek TMZ. Naopak je-1i promotor
genu methylovéan (a tedy uml€en), nedochézi k translaci proteinu MGMT a nadorové
buniky jsou k TMZ citlivéjsi, coz zlepSuje odezvu na lécbu (Young a kol., 2015).
Nicméné ani u pacientt citlivych na TMZ nevede jeho podani k uzdraveni, protoze se
buiky GBM stavaji na TMZ rezistentni. V nadorové tkani se navic nachazi pouze
cca 20 % plazmatické koncentrace a moznost dalSiho zvySeni je omezena kvuli toxicité

TMZ (Karachi a kol., 2018; Schreck a Grossman, 2018; Skarkova a kol., 2019).

TMZ miize zpisobovat vyznamné vedlejsi UcCinky, jako je myelosuprese
(zdvazngjsi u zen a  geriatrickych  pacientl) ¢i  poSkozeni  jater
(https://go.drugbank.com/drugs/DB00853). U nékterych pacientd se také objevuje
zacpa, malédtnost a nevolnost (Schreck a Grossman, 2018). Snizit riziko nevolnosti
a zaroven zvysit absorpci 1é¢iva mize uzivani TMZ nalac¢no (jidlo absorpci snizuje)

(https://go.drugbank.com/drugs/DB00853).

Nejen kvili vyse zminénym uskalim, které souviseji s podanim TMZ, je
v poslednich letech velkd snaha nalézt vhodné lé¢iva, ktera by v kombinaci s timto
chemoterapeutikem zlepsila ucinek 1écby. Jako slibnd kombinace se zd4 byt naptiklad
kombinace TMZ s irinotekanem a vinkristinem (popf. i s bevacizumabem) u mladsich
pacientl. Aktivni metabolit irinotekanu SN-38 inhibuju topoizomerdzu I a nasledné
i replikaci DNA. Vinkristin zase ptsobi jako inhibitor tvorby mikrotubulli v mitotickém
vieténku, coz vede k zastaveni dé€leni bun€k v metafazi. Tento reZim terapie je vSak

stale ve fazi vyzkumu (Tsakatikas a kol., 2021).

Dalsi slibnou kombinaci 1éCiv, kterd je také ve fazi vyzkumu, by mohla byt
kombinace TMZ, vinblastinu a mebendazolu. Zda se, ze kombinace téchto 1éCiv
v davkach, které se bézné€ pouzivaji, vykazuje synergicky tcinek pfi indukci poskozeni
nadorovych bunék a vede k zastaveni jejich bunééného cyklu. Vyhodou téchto 1é¢iv je

také pacienty obecné dobra snasenlivost (Kipper a kol., 2018).

2.2.5.4 Alternativni zpiisoby lé¢by — bevacizumab a ivermektin

2.2.54.1 Bevacizumab

Bevacizumab je lidskd rekombinantni IgG monoklondlni protilatka, kterda se
specificky vaZe na vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF). VEGF hraje
dalezitou roli v angiogenezi a tedy 1 v rustu a proliferaci nadorovych bunék.

Bevacizumab zabranuje interakci VEGF s jeho receptory na povrchu endotelidlnich
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bun¢k, ¢imz se zamezuje tvorba novych krevnich cév a dochazi ke snizeni prokrveni
nadoru (Tsakatikas a kol., 2021, https://go.drugbank.com/drugs/DB00112). Zarovei
dochazi i1 ke snizeni intersticidlniho tlaku v nadoru, coz umoziuje lepSi prunik
nizkomolekularnich cytostatik. Proto se v terapii Casto kombinuji cytostatika prave

s bevacizumabem (Klener a Klener, 2010).

V klinické praxi se bevacizumab pouziva k 1é¢bé pokrocilé rakoviny plic, tlustého
stteva, ledvin ¢i v kombinaci s paklitaxelem nebo docetaxelem k 1é¢bé metastazujiciho
karcinomu prsu. Slibné ucinky muize mit 1 v 1écbé¢ recidivujiciho GBM (Klener

a Klener, 2010; https://go.drugbank.com/drugs/DB00112).

Strukturou je bevacizumab velka molekula, kterd Spatné¢ prochdzi bunécnymi
membranami a neni odolnd vici proteolyze v GITu, coz vede ke Spatné absorbci 1éCiva
po perordlnim podani. Z toho dGvodu se podavd nejcastéji intravendzné

(https://go.drugbank.com/drugs/DB00112).

Mezi nejCastéjsi nezddouci ucinky spojené s podanim bevacizumabu patii

epistaxe, bolesti hlavy, proteinurie, hypertenze apod. (Tsakatikas a kol., 2021).

2.2.54.2 Ivermektin

Ivermektin je anthelmintikum, které se pouziva k 1écbé stfevnich infekei
zpisobenych Cervy. Patfi do rodiny makrocyklickych laktonovych sloucenin zvanych
avermektiny. Ivermektin se vaZe na glutamatem fizené chloridové iontové kanaly
v nervovych a svalovych buiikach, coZ vede k hromadéni chloridovych iontl v bunice

a k nasledné paralyze a smrti parazita (Mudassar a kol., 2020).

Pted toxickymi uc¢inky ivermektinu na nervové buiiky Clov€ka chrani intaktni
hematoencefalicka bariéra. Pfijem lé¢iva do mozku je omezen v dasledku pfitomnosti
efluxni transmembranové pumpy P-glykoproteinu. Zda se vSak, ze obecné avermektiny
maji potencidl inhibovat tento transportér a ve vhodnych koncentracich by mohly skrz
hematoencefalickou bariéru pronikat a mohly by tak byt i slibnym lécivem gliomt

(Mudassar a kol., 2020).

Liu a kol. (2016) jiz uvadi, ze ivermektin u¢inn¢ cili na bunky glioblastomu.
Inhibuje angiogenezi tim, Ze potlacuje tvorbu kapilar. Inhibuje také proliferaci

azaroven indukuje apoptéozu. V neposledni ftadé¢ také ivermektin podporuje
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mitochondrialni dysfunkci a indukuje oxida¢ni stres inhibici Akt/mTOR drdhy (Liu
a kol., 2016; Mudassar a kol., 2020).

2.3 Mikrotubuly jako cil nadorové terapie

Mikrotubuly spolu s mikrofilamenty a intermediarnimi filamenty vytvaii
v eukaryotickych bunkach cytoskelet. Jedna se o nejtlustsi vlakna cytoskeletu, které
maji v priméru zhruba 25 nm. Zakladni strukturou mikrotubull je heterodimer tvoieny
a-tubulinem a B-tubulinem (a-tubulin navazuje na B-tubulin). Oba tubuliny vazou GTP,
ale jen B-tubulin je schopen GTP v pribéhu polymerace §tépit na GDP (Goodson

a Jonasson, 2018).

Mikrotubuly jsou tvofeny pfiblizn¢ 13 lateralné spojenymi protofilamenty, které
vytvareji duty valec. Vysledny polymer je polarni a je tvofeny plus koncem (zakoncen
B-tubulinem; umoznuje rist) a minus koncem (zakoncen o-tubulinem; umoZiuje
disociaci). Povrch mikrotubull je zdporné nabity, coz je dano pfitomnosti nékolika
kyselych zbytkii na C-konci a- a B-tubulinu. C-konce jsou pak klicové pro interakci
s proteiny vazajicimi mikrotubuly. Stény mikrotubulti obsahuji otvory, kterymi miiZe

difundovat voda a malé molekuly (Goodson a Jonasson, 2018).

plus konec

o

minus konec

af heterodimer protofilament  mikrotubulus

Obrazek 2 Struktura mikrotubulil (zdroj: Goodson a Jonasson, 2018)

Mikrotubuly hraji zésadni roli v proliferaci, diferenciaci a migraci eukaryotickych

bun¢k. Urcuji umisténi organel v buiice, stanovuji bunéCnou polaritu a vytvafeji

20



mitotické vieténko. Dilezité jsou také pro invazi a metastatické Sifeni rakovinnych

bun¢k (Kralova a kol., 2013; Goodson a Jonasson, 2018).

S mikrotubuly jsou také spojeny jiz zminéné tzv. ,,microtubule-associated
proteins®“ (MAPs). MAPs se podileji na vazbé mikrotubuli s jinymi bunénymi
strukturami, stabilizuji mikrotubuly, ovliviiuji polymeraci a depolymeraci.
U nadorovych bunék c¢asto nachazime zvySenou expresi MAPs vedouci ke zvySené

stabilit¢ mikrotubult (Cirillo a kol., 2017).

Vzhledem k dilezité roli mikrotubulti pfi rozvoji rakoviny a dalSich onemocnéni
se mikrotubuly staly slibnym terapeutickym cilem. Mezi latky pasobici na tubuliny ¢i
mikrotubuly patii antiparazitika (napf. benzimidazoly) a antimykotika (napf.

griseofulvin) (Chatterji a kol., 2011).

Dalsi latky, které cili na mikrotubuly, jsou vinca alkaloidy (latky destabilizujici
(latky stabilizujici mikrotubuly stimulaci jejich polymerace). Jednd se o antimitoticka
¢inidla, kterd inhibuji proliferaci (konkrétné blokuji mitdézu pii prechodu z metafaze
do anafaze a indukuji bunécnou apoptdzu) rakovinnych bunék. Citlivost nadorovych
bun¢k na tyto latky je dana zfejmé tim, Ze se déli podstatné rychleji nez bunky normalni

(Mukhtar a kol., 2014).

Na B-tubulinu tedy rozliSujeme 3 vazebna mista pro 1é¢iva. Vazebné misto pro
vinca alkaloidy se nachazi na plus konci mikrotubulu. Taxanové misto je ulozeno
v hydrofobni kapse na laterdlnim rozhrani mezi sousednimi protofilamenty v lumen
mikrotubulu. Tteti vazebni misto, kolchicinové, se nachazi na intradimernim rozhrani

mezi o- a B-tubulinem (Mukhtar a kol., 2014).

Podéavani latek putsobicich na tubuliny méa vSak znacnd omezeni pii pouZziti
v klinické praxi, které spociva hlavné v omezeném ptestupu téchto latek skrz
hematoencefalickou bariéru a existujici chemorezistenci rakovinnych bunék (Vitovcova
a kol., 2020). Navic tyto latky také Casto zplsobuji fadu nezddoucich ucinkil vcetné

neurotoxicity (periferni neuropatie) a hematologické toxicity (Mukhtar a kol., 2014).
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2.3.1 Flubendazol

Flubendazol (FLU, methyl-N-[5-(4-fluorbenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl]
karbamat) je organicka sloudenina patiici do skupiny benzimidazold (Canové a kol.,
2017). Obsahuje typickou benzimidazolovou skupinu a od ostatnich benzimidazoll se
odliSuje navazanym atomem fluoru (Zhou a kol., 2018). V humanni a veterinarni
mediciné se pouzivd jako anthelmintikum s u¢inky proti  hlisticim
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Flubendazole). Podava se napt. pii 1é¢bé

infekei GITu vyvolanych stievnimi hlisticemi u prasat, dribeze i lidi (Catiova a kol.,

2017).
H
N 0
/

Obrdzek 3 Chemicka struktura flubendazolu (zdroj: Cariova a kol., 2017)

FLU, stejné jako dalsi zastupci benzimidazoll, je schopen se specificky navazat
a interagovat s [-tubulinem mikrotubul, ¢imz zabranuje polymerizaci tubulinu
na mikrotubuly (Caiiova a kol., 2017). FLU patfi do latek destabilizujicich mikrotubuly
a vaze se na kolchicinové vazebné misto (Michaelis a kol., 2015). Vazbou FLU dojde
k naruSeni mnoha Zivotn¢ dulezitych funkci (naruSeni intraceluldrniho transportu,
naruseni transportu a metabolismu glukdzy, snizeni zasob glykogenu, snizeni tvorby
ATP, naruSeni tvaru buiiky, proliferace, mitdzy atd.), coz vede k umrti parazita (Céﬁové

akol., 2017; Lin a kol., 2019).

V poslednich letech se ukazalo, ze by FLU mohl vykazovat i protinadorovy
ucinek. U gliomovych bunéénych liniich in vitro FLU inhibuje bunécnou proliferaci
a podporuje apoptézu nadorovych bunék. SniZzend exprese cyklinu B1 a p-Cdc2
azvySend exprese p53 u bunék exponovanych FLU naznacuje, ze k zastaveni

bunécného cyklu dochazi v G2/M fézi (Zhou a kol., 2018).

Podle vysledkii studie Lin a kol. (2019) se navic zd4, ze FLU vykazuje

protinadorovou aktivitu blokovanim translokace STAT3 a jeho aktivace pomoci
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fosforylace, coz vede k inhibici transkripce cilovych gentt STAT3 (BIRCS, VEGF
a Mcl-1). Krom¢ ucinku na STAT3 také FLU snizuje expresi p-mTOR, p62, BCL2
ap-STAT3. FLU tedy potlacuje progresi nadorti inhibici exprese JAK/STAT3
signalizace (Lin a kol., 2019).

Rada studii také uvadi, ¢ by FLU mohl v nanomolarnich koncentracich
vykazovat protinddorovy ucinek také na leukemické a myelomové buiiky. V kombinaci
se standardnimi lécebnymi davkami fluorouracilu a doxorubicinu pak FLU zvysSuje
cytotoxicitu téchto chemoterapeutik proti buitkdm karcinomu prsu (Céanova a kol.,

2017).

FLU se obvykle podava peroraln¢ a vstiebava se v GITu. Je vSak velmi maélo
rozpustny ve vodném prostiedi, coz zpiisobuje nizkou absorpci do krevniho fecisté a tim
padem velmi nizkou biologickou dostupnost. Ta je pak povazovédna za hlavni omezeni
pii pouziti FLU v 1é¢bé nadort. Zvysit vstiebavani FLU je mozné napiiklad uzitim
1é¢iva ihned po jidle. Modifikace (napt. pouziti nanocastic ¢i cyklodextrini), které by
zvySovaly jeho biologickou dostupnost, jsou ve fazi vyzkumu. Z téla se pak FLU
vylucuje hlavné stolici a velmi malé mnoZzstvi v jeho nezménéné formé se pak vylucuje

moéi (Canova a kol., 2017).
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3. CILE

Cilem této prace bylo porovnat vliv samotného temozolomidu (TMZ)
a flubendazolu (FLU) a jejich kombinace na bunécné linie A172, T98G a Ul118MG

a sledovat vliv kombinace TMZ + FLU in vivo u modelového organismu.
Dil¢imi cili bylo:
1. stanoveni vlivu TMZ, FLU a jejich kombinace na proliferaci bun¢k A172,

T98G a U118MG

2. zhodnoceni vlivu kombinace TMZ + FLU na morfologii bunék

a mikrotubuldrni cytoskelet u bunék A172 a T98G

3. stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na expresi STAT3 a dalSich
vybranych markeri souvisejicich s regulaci bunééného cyklu a na aktivitu

kaspaz u bunék A172 a T98G

4. stanoveni mnozstvi TMZ a FLU v buiikkdch A172 a T98G po podéni
kombinace TMZ + FLU

5. posouzeni vlivu kombinace TMZ + FLU na riist nddoru a na proliferacni

index Ki67 v in vivo modelu

6. stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na expresi STAT3 a dalSich
vybranych markerti souvisejicich s regulaci bunécného cyklu u in vivo

modelu

7. stanoveni distribuce testovanych 1éc¢iv ptfi podani TMZ, FLU a jejich

kombinace modelovému organismu in vivo
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4. METODIKA A MATERIAL

4.1 Material

4.1.1 Bunécné linie

Pro potfeby tohoto vyzkumy byly pouzity 3 bunécné linie — A172, T98G
aUl18MG. Pro in vitro experiment byly pouzity builky A172 a T98G, které maji
podobné zakladni vlastnosti, 1isi se ale expresi ur¢itych genti a morfologii bunck. Ob¢
linie vykazuji také vysokou proliferac¢ni aktivitu. U zhruba 95 — 98 % bunck obou

bunécnych linii je pfitomen proliferacni marker Ki67 (Kiseleva a kol., 2016).

Bunécna linie Al172 byla ziskana z GBM 53lettho muZze. Slozena je

z monomorfnich vicejadernych bunék podobnych fibroblastim (Kiseleva a kol., 2016).

Bunééna linie T98G je polyploidni derivat bunééné linie T98 ziskany z GBM
61let¢tho muze. Buniky této bunécné linie jsou vicejaderné, polymorfni, polygonalni,

sférické a pfipominajici fibroblasty (Kiseleva a kol., 2016).

Pro implantaci do modelového organismu byla pouzita bunécna linie U1 18MG.
Jedna se o adherentni buné¢nou linii odvozenou z GBM 50letého muze, jejiz jednou

z vlastnosti je schopnost vytvaret nadory v tzv. ,,nude* mysich.

Bunééné linie byly pro na§ vyzkum zakoupeny od firmy ATCC. Bunky byly
kultivovany v bunéénych inkubatorech (pii 37 °C a 5% CO2) v piislusSnych médiich
v kultiva¢nich lahvich s kultivaéni plochou 75 cm? Buiky linie A172 (ATCC®
CRL-1620™) a linie UI18MG (ATCC® HTB-15") byly kultivovany v DMEM médiu
(LGC Standard, Lomianky, Poland). Buiiky T98G (ATCC® CRL-1690™) byly
kultivovany v EMEM médiu (LGC Standard). Obé média byla obohacend o 10% FBS

a 1% penicilin/streptomycin.

4.1.2 Experimentalni zvirata

Pro provedeni in vivo pokusu byla zvolena jako modelovy organismus ,,Athymic
Nude Mouse* (Hsd:Athymic Nude-FoxnlI™, stati 6 tydnd, samice; dale jen nu-nu mys).
Jedna se o nahou imunodeficitni mys, kterd postradd normalni brzlik a neni schopna
produkovat T-lymfocyty (https://www.criver.com/products-services/find-

model/athymic-nude-mouse? region=3616).
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4.1.3

Pristrojové vybaveni

Laminarni box

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5424

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R

Inkubator bunéénych kultur

Cellometer Auto

Spektrofotometr Tecan Infinite M200

PCR laminérni box

Ttepacka

Termoblok

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)

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

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

Mikroskop Nikon Eclipse E400

Chemikalie

Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM (ATCC, LGC Standard)
Eagle's Minimum Essential Medium EMEM (ATCC, LGC Standard)
Fetalni bovinni sérum FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
Fosfatovy pufr PBS

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

Kit pro méteni proliferace bun€k metodou WST-1

DEPC voda (voda bez nukledz) (InVitrogen)

TRISOL reagent

RNA Wash Buffer pufr (Amplicon)
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DNA Digestion Buffer pufr (Amplicon)
DNAsa I (Amplicon)
Direct Zol RNA PreWash pufr (Amplicon)

Kit pro pfipravu cDNA — RiboLock RNase inhibitor, 5x reakéni pufr 10 mM
dNTP mix, M-MuLV Reverzni Transkriptaza, Randomizovany hexamer primer

(Thermo Fisher Scientific)

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

Biotech)

Kit pro stanoveni bilkoviny — kyselina bicinchoninovd BCA (Thermo Fisher

Scientific)

Blotovaci pufr

DAPI (Sigma Aldrich)

ProLong™ Gold Antifade Mountant (Invitrogen Molecular Probes)
4 M kyselina chlorovodikova (HCI)

Zasobni roztok akrylamidu (AA) a bis-akrylamidu (bisAA)
1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8

0,5 M Tris-HCI puft, pH 6,8

0,1 TRIS pufr, pH 8,0

10xTBS

10% SDS — dodecylsiran sodny

Koncentrovany elektrodovy pufr

Isobutanol nasyceny vodou

TBST pufr

5% roztok mléka v TBST pufru

10% APS — persiran amonny

Reakéni €inidlo pro kaspazy 3/7 (Promega Corporation)
4% roztok formaldehydu

1xPBS
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4.1.5 Pomiicky
e Pipety (Eppendorf)
e Spicky o riznych velikostech (Eppendorf)
e Mikrozkumavky (Eppendorf)
e 96-jamkové desticky (Thermo Scientific)
e 96-jamkové desti¢ky pro LightCycler® 96 (Roche Life Science)
e Pomiicky pro ptipravu elektroforetického gelu (stojanek, spony, hieben, skla,...)

e Pomucky pro blotting (blotovaci houbicky, tlusty filtraéni papir, PVDF

membrana)
e Plastové nadoby s vickem

e Ostatni bézné laboratorni pomucky (kadinky, jednorazové rukavice,...)

4.2 Stanoveni viability bunék metodou WST-1

Stanoveni WST-1 je jednim ze zdkladnich testi pouZivanych k méfeni
zivotaschopnosti bunék. Jedna se o kolorimetrickou metodu, pti které dochazi k redukci
WST-1 ¢inidla (4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen
disulfondt) na ve vod€ rozpustny formazan pomoci bunéénych dehydrogenaz.
Standardni inkubacni doba pro pribéh této reakce jsou 2 hodiny. Po této inkubaci se
méfi absorbance vyjadiujici intenzitu zbarveni vzniklého formazanu pomoci
spektrofotometru pii vinové délce 450 nm. Hodnota absorbance pak odrazi viabilitu

bunék (Yin a kol., 2013).

Buniky testovanych bunéénych linii (A172 a T98G) byly pipetovany
na 96-jamkovou desticku v koncentraci 7500 bun€k/jamku a nésledné¢ umistény

na 24 hodin do inkubatoru.

Posléze byly buiiky ovlivnény pfidanim 100 pl roztoku ptislusného kultiva¢niho
média s testovanymi latkami (FLU a TMZ v riznych koncentracich) do kazdé jamky.
Mikrotitracni desti¢ka byla vlozena do CO; inkubatoru a byla inkubovana 48 hodin pfti

teploté 37 °C a 5% COo.

Po stanovené dob¢ inkubace byl pfipraven pracovni roztok WST — zasobni
WST-1 byl fedén s pfislusnym médiem v poméru 1:20. Desticky byly vyjmuty
z termostatu a bylo odsato piivodni médium. Do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl
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ptipraveného pracovniho roztoku WST-1. Posléze byly desticky vlozeny zpét do CO>
inkubatoru a byly inkubovany dalsi 2 hodiny pti 37 °C a 5% COx.

Po 2 hodindch inkubace byla zmétfena absorbance pifi 450 nm (za pouziti

referen¢ni vinové délky 690 nm) na spektrofotometru Tecan Infinite M200.

4.3 Fazovy kontrast

Féazovy kontrast je mikroskopicka technika, ktera se v biologii Casto vyuziva pro
pozorovani neobarvenych bun¢k. Pro vizualizaci vzorku jsou vyuzivany fazové posuny
zpisobené rozdily v délce optické drahy vzorku, kterd souvisi s indexem lomu
a tloustkou vzorku. Tyto fazové posuny (malé fadzové posuny lidské oko nerozeznd) je
fazovy mikroskop schopen ménit na posuny amplitudové (lidskym okem pozorovatelné)

(https://www .baria.cz/blog/fazovy-kontrast/).

Kontrolni buitkky A172 a T98G a buniky ovlivnéné kombinaci TMZ + FLU byly
kultivovany ve standardnich lahvich pro bunééné kultury v CO» inkubatoru pii 37 °C

a 5% COa.

Po 24, 48 a 72 hodinach od ovlivnéni byla pozorovana morfologie a pocet bun&k

pomoci mikroskopu Olympus IX-70 s fdzovym kontrastem.

4.4 Imunofluorescencni barveni bunék

Imunofluorescence je laboratorni metoda, ktera vyuziva fluorescenéné znacenych
protilatek k detekci specifickych cilovych antigenti. K vizualizaci fluorescencéné
obarvenych bunéénych struktur se vyuziva fluorescenéni mikroskop (Odell a Cook,

2013).

V nasem pokusu byly imunofluorescenéné barveny bunky, které byly kultivovany

v cytospinovych komurkach v pfitomnosti pfisluSné kombinace 1é¢iv po dobu 48 hod.

Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo ve vodni lazni piedehiato 1xPBS a 4% roztok
formaldehydu.

Mezitim bylo odstranéno médium z cytospinovych komtrek a buiiky byly dvakrat
oplachnuty zahtatym roztokem 1xPBS (1 ml, 3 min). Poté bylo sklicko piekryto
roztokem formaldehydu (asi 500 pl) a fixovdno 30 min pii laboratorni teploté.

Po 30 minutach fixace bylo skli¢ko dvakrat oplachnuto roztokem 1xPBS (1 ml, 3 min).
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Pro permeabilizaci bun¢k bylo sklicko ptekryto 500 ul 100% methanolu.

Nasledovala 10 min inkubace pii —20 °C a oplach roztokem 1xPBS (1 ml, 3 min).

Déle byly bunky ptekryty 500 pl roztoku blokovaciho pufru (1% BSA +
0,3% TritonX-100 v 1xPBS) a inkubovany 60 min pii laboratorni teploté. Nasledné byl

puft odstranén.

V dal$im kroku byly buiiky piekryty primarni protilatkou fedénou roztokem
blokovaciho pufru dle instrukci vyrobce (B-aktin — 1:240; o-tubulin — 1:100;
BIII-tubulin — 1:50). Néasledovala inkubace pies noc v lednici pti 4 °C.

Druhy den byly bunky dvakrat oplachnuty roztokem 1xPBS (1 ml, 3 min)
a prekryty nafedénym roztokem sekunddrnich protilatek (fedény roztokem blokovaciho
pufru 1:250) s DAPI (fedéni 1000x). Inkubovany byly bez ptistupu svétla asi 2 hod pfti
pokojové teploté. Po probé&hlé inkubaci byly buiiky dvakrat oplachnuty roztokem

1xPBS (1 ml, 3 min) a nésledn¢ jedenkrat destilovanou vodou (1 ml, 3 min).

Poté byly komurky rozebrany, byla odstranéna pifebytecna tekutina a preparaty se
nechaly volné osusit. Buiiky byly zakryty krycimi sklicky, na kterych bylo naneseno
7 ul ,,ProLong™ Gold Antifade Mountant“. Hodnoceni probihalo pod fluorescenénim
mikroskopem Nikon Eclipse E400.

4.5 Kvantifikace proteinit metodou Western blot

Western blot je metoda, kterd se vyuziva pro detekci a semikvantifikaci specifické
bilkoviny ve vzorku. Metoda zahrnuje 3 kroky — rozdéleni protein na zakladé jejich
velikosti pomoci elektroforézy, pfeneseni separovanych proteini na membranu
a detekci proteinli pomoci specifickych protilatek (https://labguide.cz/metody/western-
blot/).

4.5.1 Priprava bunécného lyzatu

Bunky byly kultivovany v 6-jamkovych kultivacnich miskach v koncentraci
150 tisic bun€k na jamku. Dale byly buiiky ovlivnény testovanymi latkami TMZ + FLU
v piislusnych koncentracich a inkubovany po dobu 48 hod. Po uplynuti inkubaéni doby

bylo médium z jednotlivych jamek odsato.
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Do kazdé jamky byly ptfidiny 3 ml ledového PBS, kyvanim byly bunky
oplachnuty a PBS bylo nasledné odsato do sucha.

K buiikam bylo dale ptidano 100 ul ledového lyzacniho pufru s inhibitory proteaz
anasledovala 2 min inkubace. Poté byly bunky z kultivacnich misek seSkrabavany

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

Takto ziskané buniky ve zkumavkédch byly homogenizovany pomoci injekéni
sttikaCky. Homogenat se nechal stat asi 20 min na ledu. Poté byl homogenat
centrifugovan pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 10 min. Vznikly supernatant byl odebran

do novych 1,5 ml zkumavek.

Takto ptipravené vzorky mohly byt nésledn¢ ihned pouzity pro stanoveni
koncentrace bilkoviny a pro nafedéni vzorkii pro metodu Western blot, nebo je bylo

mozno do dal§iho zpracovani uchovavat pii —20 °C.

4.5.2 Stanoveni koncentrace proteinii pomoci BCA metody

BCA metoda se pouziva ke kvantifikaci celkové bilkoviny ve vzorku. Princip je
zalozen na schopnosti bilkovin redukovat v alkalickém prostfedi méd’naté ionty na ionty
médné. Médné ionty déle chelatuji s molekulami kyseliny bicinchoninové za vzniku
fialového zbarveni. Mnozstvi redukovanych méd’natych iontd a vzniklého zabarveni je

umérné mnozstvi proteinu ve vzorku (He, 2011).

Pro kazdy vzorek bylo v duplikatech ptipraveno 50 pl 5x — 10x fedéného vzorku.
Zaroven byly podle tabulky (viz Tabulka 1) pfipraveny kalibra¢ni roztoky bovinniho

sérového albuminu (BSA) pro stanoveni kalibraéni kiivky.
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Tabulka 1 Redéni roztoki pro stanoveni kalibraéni kiivky pro BCA méfeni koncentrace

bilkovin
koncentrace [ig/ml] mnozstvi 1% mnozstvi destilované
HE roztoku BSA [pl] vody [ul]
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Ptipraven byl také pracovni roztok C smisenim komer¢nich roztoki A (kyselina
bicinchoninova, uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny v 0,1 M NaOH)

a B (4% (w/v) pentahydrat siranu méd’natého) v poméru 50:1.

Nésledné bylo do kazdé jamky 96-jamkové desticky pipetovano 200 pl
pracovniho roztoku C a 10 pl pfislusného kalibra¢niho roztoku BSA nebo fedéného

vzorku. Desti¢ka byla inkubovéana 30 min pii 37 °C za konstantniho tfepani.

Absorbance byla méfena pfi 562 nm pomoci spektrofotometru Tecan Infinite

M200.

Pti hodnoceni byl ode¢ten primér hodnot absorbance slepého vzorku od primérné
hodnoty absorbance pfisluSného vzorku. Pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky byla

nasledné vypocitana koncentrace bilkoviny ve vzorku.

4.5.3 Elektroforéza proteini na polyakrylamidovém gelu

Gelova elektroforéza je Casto vyuzivand separa¢ni metoda pii analyze proteind.
Proteiny se dé€li na zékladé€ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli, ktera je ddna
rozdilnou molekulovou hmotnosti proteinli (malé proteiny se pohybuji rychleji, velké
naopak pomaleji). Pfitomny dodecylsulfat sodny zpisobuje denaturaci proteint, které
tim padem ziskdvaji zdporny ndboj a migruji ve stejnosmérném elektrickém poli
smérem ke kladné nabité elektrodé (anod¢€) (Kurien a Scofield, 2012; Beranek, 2016;

https://labguide.cz/metody/western-blot/).
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Vzorky byly pro elektroforézu fedény na koncentraci bilkoviny 1 pg/ul pomoci

4xSDS vzorkového pufru a lyzaéniho pufru s roztokem inhibitorti proteaz.

Pro separaci bilkovin o velké molekulové hmotnosti byly pfipraveny gely

o koncentraci 7,5 % a pro separaci bilkovin o mens$i molekulové hmotnosti gely

o koncentraci 10 % (viz Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2 Slozeni separacniho gelu

2 gely o koncentraci
7,5 % a tloust’ce 1,5 mm

2 gely o koncentraci
10 % a tloust’ce 1,5 mm

redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml
1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8 5 ml 5ml
roztok AA + bisAA 5 ml 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml
iniciace polymerace
10% roztok APS 200 pl 200 pl
TEMED 16 pul 16 pul

Tabulka 3 SloZeni 4% zaostfovaciho gelu

2 gely o tloust’ce 1,5 mm

redestilovana voda 6,1 ml
1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8 2,5 ml
roztok AA + bisAA 1,3 ml
10% SDS 0,1 ml

iniciace polymerace
10% roztok APS 200 pl
TEMED 16 ul

Ptipraven byl nalévaci stojanek, do kterého byla vloZena skla spojend sponami.

Ptipraveny roztok separacniho gelu byl ihned pipetou nalit mezi skla do vysky zhruba
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4,5 cm od spodniho okraje. Tento roztok byl nasledné opatrné pievrstven asi 200 pl

isobutanolu nasyceného vodou a polymerovan 30 az 60 min.

Po 60 minutach polymerace byl isobutanol odstranén a separaéni gel byl
prevrstven roztokem zaostfovaciho gelu, do kterého byl zasunut hieben pro vytvoteni

jamek na davkovani vzorka. Nasledovalo 30 min polymerace.

Gely byly nasledné vyjmuty z nalévaciho stojanku, oplachnuty vodou, byl
odstranén hieben a gely byly vlozeny do stojanku pro elektroforézu. Zaroven byl

do vnitiniho a vnéjsiho elektrodového prostoru ptidan elektrodovy pufr.

Pfed nanesenim vzorki na gel byly nafedéné vzorky 5 min povafeny
v termobloku predehiatém na 95 °C. Poté bylo do jamek v zaostfovacim gelu

pipetovano 30 pl vzorku a do jedné z jamek 5 pl molekuldrniho standardu.

Elektroforéza probihala na ledu pfi konstantnim napéti 120 V.

4.5.4 Imunoblotting

Imunoblotting neboli Western blot s pouzitim polyvinylidendifluoridové (PVDF)
membrany vyuziva k detekci proteinii tzv. primarni protilatku, ktera je specifickd pro
hledany protein. Pro vizualizaci je potfeba pouZit tzv. sekundarni protilatku, kterd se
vaze na protilatku primarni a je zna¢ena enzymem nebo fluorescencné (Komatsu, 2015;

https://labguide.cz/metody/western-blot/).

Pro imunoblotting byl nejprve pfipraven blotovaci pufr. V cca 500 ml
redestilované vody bylo rozpusténo 6,06 g TRIS (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM).
Pfidano bylo 400 ml methanolu a roztok byl doplnén vodou do 2000 ml. Vznikly

blotovaci pufr byl ptelit do lahve a uchovavan v lednici.

Po probéhlé elektroforéze byl odstranén zaostfovaci gel a u separacniho gelu byla

odstranéna dolni ¢ast s modrym barvivem. Ziskany gel byl oddélen od skla.

Nasledné bylo potfeba aktivovat PVDF membranu namocenim do methanolu

po dobu 5 min.

Separacni gel byl spolu s aktivovanou PVDF membranou vlozen do plastové
krabic¢ky s vikem naplnéné blotovacim pufrem. Do dalsi krabicky s blotovacim pufrem
byly pak vloZeny blotovaci houbic¢ky a tlusty filtracni papir. VSe bylo ponechano

v blotovacim pufru po dobu 20 min.
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Poté byl pfipraven blotovaci sendvi¢, ktery byl postupné tvofen blotovaci
houbickou, silnym filtraénim papirem, polyakrylamidovym gelem, PVDF membranou,
silnym filtracnim papirem a blotovaci houbickou. Blotovaci sendvi¢ byl uzavien
avlozen do blotovaciho nastavce. Blotovaci nastavec byl umistén do vany spolu
s leditkem a vana byla naplnéna blotovacim pufrem a vlozena do ledové lazn¢, aby se
zabranilo pfiliSnému zahfivani.

Viko vany bylo pfipojeno kabely ke zdroji, kde bylo nastaveno napéti
100 V aproud 0,25 A. Poté nasledoval 1,5hod ptenos proteini z gelu na PVDF
membranu. Po ukonceni pfenosu byla membranu vyjmuta a pouzita pro detekci

proteint.

4.5.5 Detekce proteinii

Po imunoblottingu byla membrana pfenesena pomoci pinzety do plastové misky
s vickem, kam byla nalita destilovand voda a membrana byla kyvavym pohybem

oplachnuta.

Poté bylo na membranu nalito cca 25 ml roztoku 5% mléka v TBST pufru. Miska
byla umisténa na 1 — 2 hod na kyvacku. Nésledné¢ bylo mléko odstranéno a membrana

byla oplachnuta.

Membrana byla pfes noc inkubovéana pii 4 °C s primarni protildtkou (zasobni
protilatka byla fedéna dle instrukci vyrobce TBST pufrem s 2% BSA nebo
2% mlékem).

Naésledujici den byla odstranéna primarni protilatka a membréana byla 4x po dobu
5 min oplachovdna TBST pufrem. Nasledné byla membrana inkubovédna 1 — 2 hod se
sekundarni protilatkou pii pokojové teploté. Sekundarni protilatka byla fedéna podle

instrukei vyrobee v roztoku 1% BSA v TBST pufru.

Po inkubaci byla sekundarni protiladtka odstranéna a membrana byla 4x po dobu

5 min oplachovéana TBST pufrem. Nasledné byl z misky TBST pufr vylit.

Pro chemiluminiscen¢ni detekci proteinli byl pouzit ,,Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection reagent — smichan byl roztok A (,,Juminol solution®)
aroztok B (,,peroxide solution®) v poméru 1:1. Na membréanu bylo pipetovano

cca 1,5 ml substratu. Nasledovalo 5 min inkubace.
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Po probéhl¢ inkubaci se nechala membrina okapat a poté byla vloZena
do pristroje Azure c600. Relativni kvantifikace proteinli byla provedena pomoci

programu AzureSpot.

4.6 Kvantifikace mRNA metodou RT-PCR

Real-time PCR (kvantitativni polymerazova fetézova reakce) je molekularné
genetickd metoda, kterd se mimo jiné pouziva k urceni genové exprese v biologickém

vzorku (Beranek, 2016).

Principem PCR je cyklické opakovani 3 reakénich fazi. V prvni fazi
(tzv. denaturaci) se dvouvldknovd DNA zahiivd na teplotu 95 — 96 °C po dobu
20 az 30 sekund. Tim dojde k rozruSeni vodikovych mustkii mezi dvéma vldkny a tedy
k  tvorbé dvou  jednovldknovych  DNA  molekul (Beranek, 2016;
https://labguide.cz/metody/pcr/).

V druhém kroku (tzv. annealingu) dochédzi k nasednuti primerti na specificka

mista DNA pfi teploté 50 — 60 °C (Beranek, 2016; https://labguide.cz/metody/pct/).

Posledni krok (tzv. elongace) piedstavuje vlastni syntézu DNA, kdy ve sméru
5"— 3" dochazi ¢innosti DNA polymerazy k syntéze nového nukleotidového fetézce
komplementarniho k plvodni DNA. Pouzita teplota je zavislda na vybéru DNA
polymerdzy (pro Taq polymerazu je teplotni optimum 72 °C) (Beranek, 2016;
https://labguide.cz/metody/pcr/).

U real-time PCR jsou navic, oproti klasické PCR, k reakéni smési piridany
interkalacni latky schopné fluorescence (napi. SYBR Green, ethidiumbromid) nebo
fluorescen¢ni sondy hybridizujici béhem PCR k fetézcim vznikajicich amplikont.
Produkt je tedy analyzovan na zéklad¢ fluorescence (narast fluorescence ma typicky
esovity tvar). RT-PCR tedy umoZziuje kvantifikaci urcité nukleotidové sekvence

v realném case (Beranek, 2016).

4.6.1 Izolace RNA pomoci kolonek

Bunky byly kultivovany v 6-jamkovych kultivacnich miskach v koncentraci
150 tisic bun€k na jamku. Poté byly ovlivnény piislusSnymi koncentracemi testovanych

latek TMZ + FLU. Nasledovala 24hod inkubace.
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Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo médium z misek odstranéno a do kazdé jamky

byly pfidany 3 ml ledového PBS. Kyvéanim byly buniky oplachnuty a PBS bylo odsato.

K bunkam bylo nasledné piidano 200 ul TRISOL reagentu a bunky se nechaly
2 minuty lyzovat. Nasledn¢ byly bunky z kultiva¢nich misek seSkrabavany do 1,5 ml

zkumavek bez nukleaz.

Ke vzorku lyzovanému v TRISOL reagentu bylo ptidano 200 pl 100% ethanolu
a preklapénim zkumavek byl vzorek promichan. Posléze byla smés ethanolu
a TRISOLu pfenesena do ,,Zymo-Spin IIC Column* (kolonky) vlozené do ,,Collection
Tube*. Nésledovala centrifugace pti 13000 rpm a 4 °C po dobu 30 s.

Po zcentrifugovani byly kolonky pteneseny do nové ,,Collection Tube*
ana kolonku bylo pfidano 400 pl pufru (,,RNA Wash Buffer”). Opét nasledovala
centrifugace pii 13000 rpm a4 °C po dobu 30s. Prosld tekutina byla vylita
do toxického odpadu.

V,,RNasa-free” mikrozkumavce byla pfipravena smés DNAsy a pufru (,,DNA
Digestion buffer). Na 1 reakci bylo smichano 5 ul DNAsy a 75 pl pufru. Smés byla

pfenesena na kolonky a ponechana stét pti pokojové teploté 15 min.

Nasledné bylo na kolonku ptiddno 400 pl ,,Direct Zol RNA PreWash* a poté
centrifugovdno pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 30s. Prosla tekutina byla vylita

do toxického odpadu. Tento krok byl znovu zopakovan.

Dale bylo na kolonku napipetovano 700 pl pufru (,RNA Wash Buffer®) a opét
centrifugovdno pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 2 min. Poté byly kolonky pfeneseny

do ¢istych 1,5 ml ,,RNAsa-free” mikrozkumavek.

Pro vymyti RNA z kolonky bylo pfiddno pfimo na kolonku 20 ul DEPC vody

a na zavér centrifugovano pii 13000 rpm a 4 °C po dobu 30 s.

V ziskanych vzorcich byla zméfena koncentrace RNA pomoci pfistroje

NanoDrop 200. Do dalsiho zpracovani byly vzorky ulozeny pii —80°C.

4.6.2 Priprava cDNA

Reverzni transkripce je proces piepisu primarni sekvence nukleotidi RNA
do struktury DNA. Reverzni transkripce probihd diky tzv. RNA-dependentni
DNA-polymeraze (reverzni transkriptdze). Produktem je jednovldknovy fetéz DNA,

37



tzv. cDNA (,,complementary DNA*), ktery na rozdil od molekul RNA nepodléha rychlé
degradaci. Této vlastnosti se vyuziva napft. pti klonovani, sekvenovani ¢i studiu genové

exprese (Beranek, 2016).

Ve sterilnich 0,5 ml mikrozkumavkéach (bez nukledz) byla pfipravena smés A
obsahujici 1 pg celkové RNA, 1 ul ,,Random hexamer primeru“ a doplnéna DEPC
vodou do vysledného objemu 11 pl. Pfipravena smés byla promichdna pipetou

a inkubovana 5 min v inkubatoru pti 70 °C. Poté byla smés zchlazena.

Mezitim byla pfipravena smés B, ktera obsahovala pro 1 vzorek 4 ul 5x reak¢niho
pufru, 2 ul 10 nM dNTP mixu, 1 pl ,,RiboLock RNase* inhibitoru a 2 pl ,,M-MuLV

Reverse Transcriptase®.

Ptidanim 9 pl smési B k 11 pl smési A vznikla smés A+B, ktera byla opatrné
promichdna a nasledné¢ inkubovédna 5 min pii pokojové teplot¢ a dale 60 min

v inkubatoru pii 37 °C. Reakce byla zakoncena zahtatim smési na 70 °C po dobu 5 min.

4.6.3 PCR amplifikace jednovlaknové cDNA

Vzorky ziskané v ptfedchozim kroku byly fedény v poméru 1:5 pro cilovou
mRNA amplifikaci (80 ul DEPC vody + 20 pl smési A+B) a v poméru 1:40 pro
amplifikaci housekeepingového genu (195 pl DEPC vody + 5 pl fedéné smési A+B).

Do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek byla pfipravena smés C obsahujici pro
1 vzorek 25 ul ,,SYBR Greenu®, 1 pl ,,Forward primeru® pro cilovou mRNA (10 uM),
1 ul ,,Reverse primeru‘ pro cilovou mRNA (10 uM) a 13 ul DEPC vody.

Do jednotlivych jamek destiCky pro LightCycler® 96 bylo pipetovano
20 pl smési C (vzdy v duplikatech pro kazdy vzorek). Poté bylo do pfisluSnych jamek

pfidano 5 pl nafedéného vzorku smési A+B.

Desticka byla piekryta piiloZzenou f6lii a promichdana po dobu 30 sekund
v ThermoMixeru pii laboratorni teploté. Analyza byla provedena pomoci pfistroje

LightCycler® 96.

4.7 Luminiscencni test bunécné apoptozy

Principem testu je méfeni aktivity kaspdz. Pfidani ¢inidla k buitkdm vede k lyze

bunék a naslednému Stépeni piidaného substratu kaspdzou. Pii Stépeni dochazi
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ke vzniku luminiscence, ktera je umeérna aktivité kaspaz
(https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/apoptosis-assays/caspase

glo-3 7-assay-systems/?catNum=G8090).

Aktivita kaspazy 3 a 7 byla stanovena luminiscen¢ni metodou pomoci kitu
,,Caspase-Glo® 3/7 Assay“ od firmy Promega (Madison, USA). Podle instrukci vyrobce

byla také pfipravena reakcni Cinidla.

Bunky A172 a T98G byly kultivovany v 96-jamkové desticce pii koncentraci
bun¢k 7500 bunék/jamku za ovlivnéni pfisluSnymi koncentracemi testovanych latek
TMZ a FLU. Nasledné po 2, 4, 8 a 24 hodinach inkubace byl vytvofen bunécny lyzat
pfiddnim 50 pl pufru obsahujictho 50 mM HEPES, 5mM DTT a 5 mM CHAPS
do kazd¢ jamky. Lyzat byl nasledné prenesen do mikrozkumavek a do dalsi analyzy byl

uchovavan pii —80 °C.

Pro samotné meéfeni byla pouzita 384-jamkova desticka wurend pro
spektrofotometr. Do pfislusné jamky bylo pipetovano vzdy 25 pl bunécného lyzatu,

ke kterému bylo nasledné& ptidano 25 pl reak¢niho €inidla.

Po 30 minutach inkubace byla méfena luminiscence pomoci spektrofotometru
Tecan Infinite M200. Vyslednd aktivit kaspaz byla vztazena k celkovému mnoZstvi

bilkoviny ve vzorku.

4.8 Stanoveni léciv v biologickém materidalu pomoci LC/MS

Buiikky A172 a T98G byly inkubovany v 6-jamkové desticce (150 000 bunék/ml)
v pfislusném médiu. Nasledné byly ovlivnény testovanymi latkami v pfislusnych
koncentracich a inkubovany pifi 37 °C a 5% CO.. Buiky byly sklizeny v ¢asovych
intervalech 10 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 4 hod a 24 hod a uchovavany v 500 ul vody
pro injekei pii —20 °C.

Nasledn¢ bylo zméfeno celkové mnozstvi proteini v bunééném homogenatu

metodou BCA (viz vyse).

Poté byla bunécna suspenze smichana s acetonitrilem a methanolem v poméru
1:1:1 a 15 min vortexovana. Déle byla sm¢s jesté centrifugovana pii 13000 rpm po dobu
4 min. Supernatant byl pfefiltrovan ptfes 0,22 um PTFE injekéni filtr do sklenéné

lahvicky urcené pro analyzu.
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Pro vlastni analyzu byl pouzit Agilent 1290 Infinity II UHPLC systém spojeny
s Agilent 6470 QqQ hmotnostnim spektrometrem. Déavkovanym objemem byl 1 pl
vzorku. Analyza probihala pii gradientové eluci a pratoku mobilni faze 0,4 ml/min.
Mobilni faze byla slozena z 0,1% roztoku kyseliny mravenci ve vodé a 0,1% roztoku
kyseliny mravenci v methanolu (v poméru 95:5 v ¢ase 0-0,5 min; 5:95 v ¢ase 0,5-3 min;
5:95 v case 3-4min, 95:5 v Case 4-5min). Termostat autosampléru byl nastaven
na 15 °C. Termostat kolony Zorbax Eclipse plus RRHD C18, 2,1 x 50 mm, 1,8 um byl
nastaven na 30 °C. Parametry MS zdroje byly nastaveny nésledovné: suSici plyn —
200 °C, 2 I/min; SGT (,,sheath gas temperature*) — 400 °C; SGF (,,sheath gas flow*) —
12 I/min; tlak nebulizatoru 25 psi; napé€ti na kapilare 2500 V. Piechody [M+H]+ iontl
byly detekovany pti dwell time 50 ms.

4.9 Experiment in vivo

4.9.1 Implantace bunék do modelového organismu

Buiiky linie UI118MG byly do nu-nu myS$i implantovany do pravého a levého
boku, tj. do kazdé mysi ve dvou subkutannich vpichéach, v koncentraci 3 miliony bun¢k

na vpich.

Byly provedeny dva experimenty. Pro prvni experiment (v obdobi kvéten
az Cerven 2021) byla implantace provedena do 22 nu-nu mysi, pti druhém experimentu
(v obdobi listopad aZz prosinec 2021) byly buiikky U118MG implantovany do 30 nu-nu
mysi. Testované modelové organismy byly rozdéleny do Sesti skupin podle nasledujici

tabulky (viz Tabulka 4).
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Tabulka 4 Rozd¢leni skupin in vivo experimentu

Nazev skupiny (1. g?gﬁ;;‘ﬁ fent) Ovlivnéni
A 5/5 mysi Kontrolni skupina (bez 1é¢by)
B 4/5 mysi FLU 10 mg/kg
C 4/5 mysi FLU 25 mg/kg
D 3/5 mysi TMZ 0,9 mg/kg
E 3/5 mysi FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg
F 3/5 mysi FLU 25 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg

Nédory po implantaci rostly po dobu 2 tydni, pfi€emz riist nadorit byl sledovan
dvakrét do tydne pohmatem a postupné zaznamendvan. Po 2 tydnech rstu nadort bylo
po dobu dalsich 14 dni podévano kazdy den piislusné testované 1é¢ivo peroralni sondou.
Podavana 1é¢iva TMZ i FLU byla ptipravena a fedéna do 1% roztoku methylcelulozy
(MC), ktery byl pfipraven smichanim 900 mg MC se 45 ml horké redestilované vody

a po dikladném protiepani byl promichén jeste se 45 ml studené redestilované vody.

Pro kazdou skupinu bylo pfipraveno vzdy 14 zkumavek pro jednotlivé slozky
roztoku, tj. pro kazdodenni podéani. Prvni sada zkumavek obsahovala 1 ml MC. V druh¢
sadé zkumavek byl navaZzen FLU-premix, a to v navdZce 3 mg/ml pro skupiny B a E
a v navazce 7,5 mg/ml pro skupiny C a F. Tteti sadu zkumavek tvofil napipetovany
roztok TMZ v koncentraci 10 mg/ml (rozpuStény v DMSO) pro podani skupinam D, E
aF.

Po dalSich 2 tydnech doslo k usmrceni nu-nu mysi.

Cilové tkané a nékteré organy (srdce, jatra, plice a mozek) byly odebrany

a podrobeny LC/MS analyze. Ziskané nadory byly pouzity pro analyzu RNA a proteini.

Pro potfeby této prace budou nadale zahrnuty piedevSim vysledky z analyzy

vzorkl ze skupin A, E a F.
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4.9.2 Zpracovani nadori z nu-nu mysi pro RNA analyzu

Néadory z nu-nu my$i byly nejprve homogenizovany pomoci pfistroje
TissueLyser LT pfiddnim 200 ul TRISOL reagentu a kovové kulicky. Vznikly

homogenat byl ponechén 5 min pfi pokojové teplote.

K izolaci RNA z nadort byl pouzit komeréni kit ,,GeneAll® RNA Purification
System*. V prvnim kroku bylo pfidano k homogenatu 200 ul chloroformu, smés byla
promichéna, 2 min inkubovédna pii pokojové teploté a na zavér centrifugovana pii

12000 g a 4 °C po dobu 15 min.

Vodna faze byla odebrdna do Cisté zkumavky a pfidan byl stejny objem RBI
pufru. Smés byla promichana pteklapénim zkumavky. Nasledné bylo 700 pl této smési

preneseno na kolonku a centrifugovano pii 10000 g a 4 °C po dobu 30 sekund.

Poté bylo pridano na kolonku 500 ul SWI pufru. Nasledovala centrifugace pii
10000 g a 4 °C po dobu 30 sekund.

Dale bylo pfidano 500 ul RNW pufru a opét centrifugovano pii 10000 g a 4 °C

po dobu 30 sekund a nakonec jesté dalsi 1 min pro vylouceni veskeré zbytkové tekutiny.

Pro eluci RNA byly kolonky pfeneseny do cistych 1,5 ml ,,RNAsa-free”
mikrozkumavek a pfimo na membranu kolonky bylo pfiddno 50 pl ,,RNAsa-free*

water. Nasledovala centrifugace pti 10000 g a 4 °C po dobu 1 min.

V ziskaném vzorku byla zméfena koncentrace RNA pomoci pfistroje
NanoDrop 200. Dalsi ptiprava vzorku a vlastni analyza RNA byla provedena stejné jako

v ptipad¢ in vitro analyzy (viz vyse).

4.9.3 Zpracovani nadoru z nu-nu mysi pro WB analyzu

K nadorim =ziskanym z nu-nu my$i byla pfiddna kovovd kulicka
a 100 pl lyzaéniho pufru. Nadory byly nejprve homogenizovany pomoci pfistroje
TissueLyser LT.

V dalSim kroku byl vzorek homogenizovan pomoci injekéni stiikacky. Vznikly

homogenat byl ponechdn asi 20 min na ledu. Poté byl centrifugovan pfi 13000 rpm
a4 °C po dobu 10 min. Vznikly supernatant byl odebran do ¢istych 1,5 ml zkumavek.
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Takto pfipravené vzorky, stejné jako pii in vitro analyze, byly pouzity pro
stanoveni koncentrace bilkoviny a nafedéné vzorky poté pro analyzu Western blot

(viz vyse).

4.10 Statisticka analyza

Vysledky méfeni jsou vyjadieny jako primérnd hodnota £ SD z alespoii dvou
nezavislych meéteni. Statisticka analyza byla provedena pomoci Two-Way ANOVA
testu, Bonferroniho testu. Statisticka vyznamnost je vyjadiena jako * (ptipadné #)
a odpovida hladiné spolehlivosti p <0,05. K analyze byl pouzit program GraphPad
Prism 6.0.
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5. VYSLEDKY

5.1 Experimenty in vitro

5.1.1 Vliv TMZ a FLU na proliferaci bunéénych linii A172, T98G
a U118SMG

Proliferace bunék GBM byla nejprve stanovena na bunécnych liniich A172
a T98G, pricemz bunécna linie A172 je povazovana za TMZ-senzitivni, zatimco bunky
T98G jsou povazovany za TMZ-rezistentni. Zivotnost bunék byla testovana pomoci
metody WST-1. Buiiky byly po dobu 48 hod vystaveny pusobeni TMZ v riznych
koncentracich (50 uM; 125 uM; 250 uM; 375 uM; 500 uM; 1000 uM a 1500 uM)
a FLU v riznych koncentracich (0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3 uM; 5 uM a 10 uM).

A

A172

150

% neovlivhéné kontroly

o 50 125 250 375 500 1000 1500 O 01 05 1 2 3 5 10

Koncentrace TMZ [pM] Koncentrace FLU [puM]

T98G

150

% neovlivnéné kontroly

L] 50 125 250 375 500 1000 1500 O 01 05 1 2 3 5 10

Koncentrace TMZ [uM] Koncentrace FLU [uM]

Obrazek 4 Stanoveni vlivu TMZ a FLU na proliferaci bun¢k A172 a T98G metodou
WST-1. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

44



U obou bunéénych linii dochazelo ke sniZovani bunécné proliferace v zavislosti
na zvysujici se koncentraci TMZ a FLU. V¢étsi efekt na zivotnost bun¢k vykazoval FLU,
a to u obou bunécnych linii. Vyssi citlivost k FLU pak vykazovala bunécéna linie T98G,
statisticky vyznamné snizeni bylo pozorovano u téchto bunék po podani FLU

v koncentraci 5 pM a 10 pM.

Obecné je vSak mozné pozorovat efekt FLU jiz pfi nizSich koncentracich, zatimco
TMZ snizoval zivotnosti bunék jen pii vysSich koncentracich. Vl1iv vyssSich koncentraci
TMZ na bunécnou proliferaci je pak nepatrné vyraznéjsi u bunck A172, avSak ani
ujedné z bunéénych linii nebylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni zivotnosti

po podani TMZ.

Zivotnost bunék po ovlivnéni vybranymi koncentracemi TMZ a FLU byla kvili
moznosti nasledné implantace bunék do modelového organismu také testovana
u bunééné linie Ul118MG, kde bylo, vzhledem k hodnoceni vlivu TMZ a FLU
na zivotnost této bunécné linie v ramci jinych praci, zvoleno pro ovlivnéni pouze

omezené mnozstvi koncentraci (viz Obrazek 5).
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Obrazek 5 Stanoveni vlivu TMZ a FLU na proliferaci bun¢k U118MG metodou
WST-1. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

Z nalich vysledkli je patrné, Zze Ul18MG vykazuje vyrazné vétsi citlivost

k podéani FLU nez k podani TMZ, a to jiz pfi nizkych koncentracich podavaného 1éciva.

SniZeni Zivotaschopnosti je dokonce po podani vSech testovanych koncentraci FLU
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statisticky vyznamné, zatimco ani podani vysokych koncentraci TMZ nevykazuje

vyrazny vliv na proliferaci bunék U1 18MG.

Na zéklad¢ testovani vlivu TMZ a FLU na buiky GBM byla stanovena
sttedni inhibi¢ni koncentrace IC50 pro tato léCiva u jednotlivych testovanych linii

(viz Tabulka 5).

Tabulka 5 Hodnoty IC50 TMZ a FLU

1C50 [uM]

TMZ FLU

Al172 2567,0 6,530
T98G 2714,0 3,480
U118MG 3056,0 1,359

Z tohoto stanoveni vyplyva, ze nejcitlivéjsi k TMZ byla bunétna linie A172
s hodnotou IC50 2567,0 uM, zatimco citlivost k FLU byla nejvyssi u linie U118MG.
Zde se hodnota IC50 rovnala 1,359 uM koncentraci.

5.1.2 Vliv kombinace TMZ + FLU na proliferaci bunécnych linii

5.1.2.1 Stanoveni proliferace bunék ovlivnénych kombinaci TMZ + FLU

Nasledné byla testovana proliferace bun¢k A172, T98G a U118MG po ovlivnéni
kombinacemi TMZ a FLU, opét pomoci metody WST-1. Buiiky byly po dobu 48 hod
vystaveny rdznym kombinacim TMZ + FLU (viz Obrazek 6).

46



>

@8 Kontrolni buriky

[ ™MZ 50uM

@ ™Z 50uM + FLU 0,5uM

o¢ TMZ 50uM + FLU 1uM

@ T™IZ 250uM

& TMZ 250uM + FLU 0,5uM
TMZ 250uM + FLU 1uM

B T™MZ 500uM

% T™MZ 500uM + FLU 0,5uM

7 TMZ 500uM + FLU 1uM

A172

150

% neovlivnéné kontroly

w

@8 Kontrolni buriky
9 TMZ 50uM
@ TMZ 50uM + FLU 0,5uM
o¢ TMZ 50uM + FLU 1uM
@@ T™MZ 250uM
& TMZ 250uM + FLU 0,5uM
TMZ 250uM + FLU 1uM
* B T™MZ 500uM
0 TMZ 500uM + FLU 0,5uM
7 TMZ 500uM + FLU 1uM

T98G
150

100

50 * *

% neovlivnéné kontroly

N\\\{

@)

@8 Kontrolni buriky

0 TMZ 50uM

@ TMZ 50uM + FLU 0,5 uM

¢ TMZ 50uM + FLU 1uM

@ T™Z 250uM

& TMZ 250uM + FLU 0,5uM
TMZ 250uM + FLU 1uM

B T™MZ 500uM

9 TMZ 500uM + FLU 0,5uM

7 TMZ 500uM + FLU 1uM

U118MG

*
T

150

100

50 T

% neovlivnéné kontroly

N\ g

Obrazek 6 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na proliferaci bun¢k A172, T98G
a UI18MG metodou WST-1. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.
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VSechny zkoumané kombinace TMZ + FLU u bunéénych linii A172, T98G
a U118MG obecné snizuji bunécnou proliferaci vice nez samotny TMZ. Vyssi citlivost
vuci jednotlivym kombinacim TMZ + FLU opét vykazovala bunécna linie T98G, kde

vSechny zkoumané kombinace 1€¢iv snizuji Zivotnost bunék signifikantné.

V piipadé bun¢k A172 dochazelo ke statisticky vyznamnému sniZeni proliferace
u kombinaci TMZ 500 uM + FLU 1 uM, TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM a TMZ 250 uM
+ 0,5 uM.

U bunécné linie Ul18MG je patrny vyrazny efekt piedev§im pii podani
kombinace TMZ s FLU 1 uM, kde dochazi k statisticky vyznamnému snizeni

proliferace bun¢k pii podani v§ech takovych kombinaci.

Z vySe uvedenych grafi je dale zifejmé, Ze dostacujici nebo vétsi efekt

na zivotnost a proliferaci bun€k vykazuji kombinace s niz§imi koncentracemi TMZ.

Na zéklad¢ vysledkl testovani zivotnosti bun¢k po podani kombinace TMZ +
FLU byly pro dalsi testovani vybrany dvé kombinace latek, a sice TMZ 50 uM +
FLU 0,5 uM a TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM. Pro dalsi in vitro experimenty byly
pouzity bunécné linie A172 a T98G.

5.1.2.2 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na morfologii bunék

Morfologie bunék a jeji pfipadné zmény po ovlivnéni vybranymi kombinacemi
TMZ + FLU byly pozorovany za pouziti metody fazového kontrastu. Buiky A172
a T98G byly ovlivnény pfislusnou kombinaci 1é¢iv (TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM nebo
TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM) a po 24, 48 a 72 hod od ovlivnéni byly pozorovany

pomoci mikroskopu s fdzovym kontrastem.
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Al172

24h po ovlivnéni 48h po ovlivnéni 72h po ovlivnéni

Kontrolni §
burky

TMZ 50uM
+FLU 0,5uM

Obrazek 7 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na morfologii bun¢k A172
za pouZiti fadzového kontrastu, zvétSeni 400x.

Efekt obou zvolenych kombinaci na buitkky A172 je pozorovatelny jiz od prvniho
casového intervalu (tedy 24 hod po ovlivnéni), kdy dochézi ke sniZeni proliferace bun€k
oproti kontrolnimu vzorku. Tento efekt je dale mozné pozorovat i ve zbyvajicich
casovych intervalech, kdy dale dochazi ke zménam v morfologii bun¢k, zaoblovani

jejich tvaru a vzniku vicejadernych bunék (piedevsim v intervalu 72 hod po ovlivnéni).
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T98G

24h po ovlivnéni 48h po ovlivnéni 72h po ovlivnéni

Kontrolni
bunky

TMZ 50uM |
+ FLU 0,5uM

TMZ 500puM
+FLU 0,5uM (RS

Obrazek 8 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na morfologii bunék T98G
za pouziti fazového kontrastu, zvétSeni 400x.

Také u bunck T98G je efekt kombinace TMZ + FLU viditelny jiz po 24 hod
od ovlivnéni. Zietelna je snizena proliferace u bun€k ovlivnénych v porovnani
s buiikkami kontrolnimi. U bun¢k T98G je také mozZné pozorovat vyrazngj$i tvorbu

vicejadernych buné€k, zmény v morfologii bun¢k a nastupujici bunénou smrt.

5.1.3 Vliv kombinace TMZ + FLU na mikrotubularni cytoskelet

5.1.3.1 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU pomoci mikroskopie

Vliv kombinace TMZ + FLU na mikrotubuldrni cytoskelet byl pozorovan pomoci
fluorescenéni mikroskopie. Buniky A172 a T98G byly vystaveny piislusné kombinaci
1é¢iv (TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM nebo TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM) po dobu 48 hod,
nasledn¢ byly fixovany, fluorescencné obarveny a pozorovany pod fluorescencnim

mikroskopem.

50



Al172

a-tubulin + B-aktin Blll-tubulin

Kontrolni
bunky

TMZ 50uM
+ FLU 0,5uM

TMZ 500uM
+ FLU 0,5uM

Obrazek 9 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na mikrotubularni cytoskelet bunck
A172 pomoci fluorescen¢niho barveni, zvétSeni 600x (Cervena: B-aktin + zelena:
o-tubulin; zelena: BIII-tubulin; modra: DAPI).
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T98G

a-tubulin + B-aktin Blll-tubulin

Kontrolni
bunky

TMZ 50pM
+ FLU 0,5uM

TMZ 500uM
+ FLU 0,5uM

Obrazek 10 Stanoveni vlivu kombinace TMZ + FLU na mikrotubulérni cytoskelet
bunck T98G pomoci fluorescenéniho barveni, zvétSeni 600x (Cervend: B-aktin + zelena:
o-tubulin; zelena: BIII-tubulin; modra: DAPI).

Efekt kombinace TMZ + FLU na mikrotubuly bun¢k A172 a T98G je viditelny jiz
pfi ovlivnéni bun€k niz8i koncentraci [éCiv, tedy kombinaci TMZ 50 uM +
FLU 0,5 uM. Viditeln¢ dochézi k naruSeni struktury tubulinovych i aktinovych vldken.

Dochazi také, hlavné u bun¢k T98G, ke vzniku vicejadernych bunék.

Podanim kombinace TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM je jesté vice zifejmé, ze dochazi
ke snizeni bunécné proliferace oproti kontrolnimu vzorku a k naruSeni struktur
mikrofilament. Patrnd je také pfitomnost bun€k nepravidelnych tvarti a velikosti.

Zejména pak u bunék T98G jsou viditelné vicejaderné a rozpadlé buriky.

5.1.3.2 Stanoveni markerit spojenych s mikrotubuldarnim cytoskeletem

Markery spojené s mikrotubularnim cytoskeletem (o-tubulin a BIII-tubulin) byly
také stanoveny na Urovni proteinti pomoci metody Western blot. Buiiky bunéénych linii
A172 a T98G byly ovlivnény kombinaci TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM a kombinaci
TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM po dobu 48 hod.
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A172 T98G

TMZ 50 uM TMZ 500 uM
+ +

TMZ 50 uM TMZ 500 uM
+ +

FLU 0,5 uM FLU 0,5 uM FLU 0,5 uM FLU 0,5 uM
p-aktin — e ——— Sy, O $z A S
a-tubulin em— . - — — -— S
1,00 0,28* 0,27 * 1,00 0,51 0,40%

Blll-tubulin oy w e —— — ——

1,00 0,73 0,46% 1,00 0,74 0,65

Obrazek 11 Stanoveni exprese markert spojenych s mikrotubuly na urovni proteind
pomoci metody Western blot u bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych
kombinacemi TMZ + FLU. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

Po podani kombinace TMZ + FLU dochazelo ke snizeni exprese o-tubulinu

u obou testovanych bunéénych linii, u bunék A172 bylo sniZeni exprese statisticky

vvvvvv

(TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM vs. TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM) nebyly nijak zasadni.
Podobny trend je moZné pozorovat také u bunck T98G, u kterych dochézelo
k signifikantnimu sniZeni exprese oa-tubulinu po ovlivnéni bun¢k kombinaci TMZ

500 uM + FLU 0,5 pM.

I v pripadé PBlIll-tubulinu je po podani kombinace TMZ + FLU (v obou
koncentracich) viditelné snizeni exprese u obou bunécnych linii, které je vSak méné

vyrazné nez u o-tubulinu.

5.1.4 Vliv kombinace TMZ + FLU na aktivitu STAT3 a apoptozu

5.1.4.1 Stanoveni exprese mRNA vybranych markerii

Stanoveni relativniho mnozstvi STAT3, EGFR a TP53 na trovni mRNA bylo
provedeno metodou RT-PCR. Builkky A172 a T98G byly ovlivaény TMZ 50 uM +
FLU 0,5 uM a TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM po dobu 24 hod.
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Obrazek 12 Stanoveni relativniho mnozstvi STAT3, EGFR a TP53 na urovni mRNA
metodou RT-PCR u bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych kombinacemi
TMZ + FLU. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

Ovlivnénim bun¢k kombinaci TMZ + FLU dochdzelo u linii A172 i T98G
ke statisticky vyznamnému zvySeni relativniho mnoZzstvi STAT3 v zavislosti na pouzité
kombinaci TMZ + FLU. ZvySeni hladiny STAT3 je v ptipadé¢ bunécné linie T98G

doprovazeno i signifikantnim zvySenim relativniho mnozstvi EGFR a TP53.

V piipadé linie A172 nedochazelo, kromé& signifikantniho zvySeni mnoZstvi
EGFR po podani kombinace TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM, u téchto molekul k Zadné

vyrazné zmeén€ v jejich hladindch po podani testovanych kombinaci latek.

5.1.4.2 Stanoveni proteinové exprese vybranych markeru

Ke stanoveni exprese STAT3 a dalSich vybranych markeri souvisejicich
s regulaci bunééného cyklu (phospho-STAT3, EGFR, cyklin B1, cdc2) na urovni
proteinl byla pouzita metoda Western blot. Exprese téchto molekul byla stanovena
ubunék A172 a T98G ovlivnénych TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM a TMZ 500 uM +
FLU 0,5 uM po dobu 48 hod.
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+

TMZ 500 uM
+

TMZ 50 uM

TMZ 500 uMm

K K + +
FLU 0,5 uM FLU 0.5 uM FLU 0,5 umM FLU 0,5 uM
B-aktin —_— — ey, T T Y
EGFR - - - o R ot Eee—
1,00 0,41% 0,12* 1,00 0,31* 0,82
STAT3 Gt & Py e
1,00 0,70 0,59 1,00 0,99 0,56
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Obrazek 13 Stanoveni exprese STAT3 a dalSich vybranych markert souvisejicich
s regulaci bunééného cyklu na urovni proteini metodou Western blot u bun¢k A172
a T98G ovlivnénych kombinacemi TMZ + FLU. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

U bunck A172 dochazelo ke snizeni exprese STAT3, aktivovaného STAT3
(phospho-STAT3) a také molekuly EGFR. Podobn¢ také dochéazelo ke sniZeni exprese
regulatortt bunééného cyklu v prechodu z G2 do M faze, cdc2 a cyklinu B1, u bun¢k
ovlivnénych obéma kombinacemi TMZ + FLU. S vyjimkou exprese molekuly EGFR
nebyl pozorovan vyraznéjsi rozdil v efektu jednotlivych kombinaci, pouze u exprese

EGFR dochazelo k vétSimu sniZeni pii pouziti kombinace TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM.

Také u bunék T98G dochézelo ke sniZeni exprese cdc2 a cyklinu Bl, a to bez
ohledu na zvolenou kombinaci. Bylo pozorovano sniZeni exprese STAT3 po podani
kombinace TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM, naopak exprese phospho-STAT3 byla
po podani testovanych latek zvySena. Exprese EGFR byla u bunck T98G sniZzena
po ovlivnéni kombinaci TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM.
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5.1.4.3 Stanoveni aktivity kaspaz 3/7

Aktivita kaspaz 3/7 byla stanovena luminiscenénim méfenim. Buniky byly
ovlivnény vybranymi kombinacemi TMZ a FLU (TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM nebo
TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM) a aktivita kaspaz byla sledovana v ¢asovych intervalech
2,4, 8 a 24 hod po ovlivnéni.

A A172 - kaspéazy 3/7 B T98G - kaspazy 3/7
600+ 600

> Bl oh > @l Oh
£ * 2h £ 2h
[= c
£ 400 = 4h S 4004 mm 4h
:% 8h E 8h
< BB 24h 5 Il 24h
= 200 S 2004
=] (=]
@ @
= c
= =2

_ 0-

TMZ 50uM + FLU 0,5uM TMZ 500uM + FLU 0,5uMm TMZ 50uM + FLU 0,5uM TMZ 500uM + FLU 0,5uM

Obrazek 14 Stanoveni aktivity kaspaz 3/7 u bunéénych linii A172 a T98G ovlivnénych
kombinacemi TMZ + FLU. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

U bunék A172 1 T98G dochazelo k nejvyraznéjsimu nartistu aktivity efektorovych
kaspaz 3 a 7 po 24 hod od ovlivnéni, a to v pripadé obou kombinaci TMZ + FLU.
U bun¢k A172 vsak nebyl pozorovan narust aktivity kaspaz 3/7 v zavislosti na case.
Po ovlivnéni bun€k kombinaci TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM dochdzelo v porovnani
s kontrolnimi bunikami ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity kaspaz 3/7 pouze
po 2, 8 a 24 hod. Po podani TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM je pozorovatelna signifikantné
zvysena aktivita kaspaz 3/7 jen po 4 a 24 hod.

Naopak u bun€k T98G ovlivnénych obéma kombinacemi TMZ + FLU je mozné
v zévislosti na ¢ase pozorovat signifikantni nartisty aktivity kaspaz 3/7, nejvyrazné&ji pak

24 hod po ovlivnéni bunék.

5.1.5 Vstup TMZ a FLU do bunék GBM p¥ri podani jejich kombinace

Pro stanoveni mnozstvi TMZ a FLU po podani jejich kombinace v bunécnych
linii A172 a T98G byla pouzita LC/MS analyza. Ta byla provedena PharmDr. Adamem
Skarkou, Ph.D. na Univerzité Hradec Kralové.
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Pro stanoveni koncentrace TMZ uvnitf bunc¢k byly bunétné linie ovlivnény
TMZ 500 uM a kombinaci TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM a inkubovany po dobu 10 min,

30 min, 120 min.

Vstup TMZ do bunék A172 Vstup TMZ do bunék T98G
400- =
. . 10 min 500 * &8 10min
- 30 miﬁ 400- T 30 min
T BN 120 min | 120 min

200+

. BEL

TMZ 500uM TMZ 500uM + FLU 0,5uM

1004 T

TMZ 500uM TMZ 500uM + FLU 0,5uM

(-]

% kontroly (A172 TMZ 10 min)
% kontroly (T98G TMZ 10 min)

Obrazek 15 Stanoveni mnoZstvi TMZ v buné¢nych liniich A172 a T98G pomoci
LC/MS analyzy po ovlivnéni samotnym TMZ a kombinaci TMZ + FLU.
*p <0,05 vs. TMZ 500 uM 10 min.

Ovlivnéni bun¢k A172 a T98G kombinaci TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM
signifikantn¢ zvySovalo mnozstvi TMZ nachdzejiciho se v buiikdch po 30min inkubaci
v porovnani s ovlivnénim samotnym TMZ. Po podani kombinace 1é¢iv navic neni
patrny trend snizujiciho se mnozstvi TMZ v zavislosti na Case inkubace, ktery je

viditelny pii podani samotného TMZ.

Nasledné bylo stanoveno mnozstvi FLU vstupujiciho do bunék. Pro toto stanoveni
byly buiikky ovlivnény FLU 0,5 uM a kombinacemi TMZ 50 uM + FLU 0,5 uM
a TMZ 500 uM + FLU 0,5 uM a inkubovany po dobu 2 hod, 4 hod a 24 hod.

Vstup FLU do bunék A172 Vstup FLU do bunék T98G

— 5004 — 600+
8 *uu o« ®mn - 2
2 4004 * 4h g 4h
p BN 24h ¢ 400- B 24h
~ 3004 2
3 e
> 200+ >
g g 200
€ 1004 - c
2 £
ES ES N

FLU 0,5uM FLU 0,5uM FLU 0,5uM FLU 0,5uMm FLU 0,5uMm FLU 0,5uM

+ TMZ 50uM  + TMZ 500uM + TMZ 50uM  + TMZ 500uM

Obrazek 16 Stanoveni mnozstvi FLU v bunéénych liniich A172 a T98G pomoci LC/MS
analyzy po ovlivnéni samotnym FLU a kombinacemi TMZ + FLU.
*p <0,05 vs. FLU 0,5 pM 2 hod.
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Podénim obou testovanych kombinaci TMZ + FLU se v buitkdch A172 i T98G
nachazelo signifikantné vétsi mnozstvi FLU nez po ovlivnéni bunék samotnym FLU.
Konkrétni podand kombinace pak neméla na vysledné mnozstvi FLU v builkach
vyrazn€j$i vliv. U bun¢k T98G zaroven dochézelo k casové zavislému poklesu hladiny
FLU po podani kombinace s vyssi koncentraci TMZ, zatimco pii poddni kombinace

s nizsi koncentraci TMZ toto snizovani hladiny pozorovéano nebylo.

5.2 Experimenty in vivo
5.2.1 Implantace bunék U118MG do modelového organismu

5.2.1.1 Vliv kombinace TMZ + FLU na rist ndadorit v nu-nu mysich

Pro implantaci do modelového organismu (nu-nu mys$i) byla zvolena GBM
bunééna linie UIl18MG, kterd je tumorigenni v mySich. Bunécnd linie byla
implantovana do nu-nu mysi a po dvou tydnech riistu nadorti bylo zahajeno podavani
testovanych 1éCiv a jejich kombinaci nu-nu mySim po dobu nésledujicich 14 dni.

K usmrceni nu-nu my$i doslo 24 hodin od podani posledni davky 1éc¢iv.

Nédory ziskané znu-nu myS$i byly zvaZeny a zaznamenéany. Pocet ziskanych
a analyzovanych nadora byl ale mensi, neZ se na zacatku experimentu predpokladalo,
vzhledem k faktu, ze n&které nu-nu mysi pokus nepteZily a u nékterych nu-nu mysi

nadory nenarostly.

Tabulka 6 V1iv podani jednotlivych testovanych 1é¢iv na velikost nddorti ziskanych
z nu-nu mysi — 1. pokus

Prumérna vaha [g] SD Pocet nadori
Kontrolni skupina 0,13 +0,02 n=2
FLU 10 mg/kg 0,03* +0,01 n=2
FLU 25 mg/kg 0,05%* + 0,02 n=4
TMZ 0,9 mg/kg 0,05* + 0,03 n==6
};Ii}l]zlg’glg ;“f{; 0,055* 0,02 n=4
FTLMUZzg;g ;i; 0,065* 0,01 n=4
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Podle primérnych hmotnosti nadori ve vyse uvedené tabulce (viz Tabulka 6)
muzeme pozorovat, ze podani jak TMZ ¢i FLU samotnych, tak i kombinace TMZ +
FLU snizuje statisticky vyznamné vahu nadort. Nejvétsi vliv pak vykazuje

FLU 10 mg/kg.

5.2.1.2 Vliv kombinace TMZ + FLU na aktivitu STAT3 a vyvolani apoptotické
bunécné smrti u vzorki ziskanych 7 nu-nu mysi

5.2.1.2.1 Stanoveni mRNA vybranych markeru u vzorki ziskanych z nu-nu mysi

Stanoveni relativniho mnozstvi STAT3, EGFR a TP53 na trovni mRNA bylo
provedeno metodou RT-PCR. Pro toto stanoveni byly pouzity nadory ziskané z pokusi

na nu-nu my$ich, kterym byly podavany kombinace lé¢iv TMZ + FLU.

In vivo model

e @ Kontrolni skupina
FLU 10mg/kg + TMZ 0,9mg/kg
BB FLU 25mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg

relativni mnozstvi mRNA

STAT3 EGFR TP53

Obrazek 17 Stanoveni relativniho mnozstvi STAT3, EGFR a TP53 na irovni mRNA
metodou RT-PCR u nu-nu mys$i po podani kombinace TMZ + FLU.
*p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

U mysi po podani kombinace FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/doslo ke sniZeni
exprese markeru STAT3. U mysi, kterym byla poddna kombinace FLU 25 mg/kg +
TMZ 0,9 mg/kg, byla zjisténa zvySend exprese markeru TP53. Exprese EGFR se

s podanim obou kombinaci TMZ + FLU statisticky vyznamné zvysila.

5.2.1.2.2 Stanoveni proteinové exprese vybranych markeri u vzorkiu ziskanych
Z nu-nu mysi

Exprese marker spojenych s mikrotubularnim cytoskeletem (o-tubulinu
a BlII-tubulinu) a exprese vybranych markeri souvisejicich s regulaci bunécného cyklu

(STAT3, phospho-STAT3, EGFR, cdc2, cyklin B1) byly stanoveny na Grovni proteinti
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pomoci metody Western blot. K analyze byly pouZzity nadory ziskané z kontrolni mysi,
nadory ze 2 mysi, kterym byla podédvana kombinace FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg,
anadory z dalSich 2 mysi, kterym byla podavana naopak kombinace FLU 25 mg/kg +
TMZ 0,9 mg/kg.

K FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg  FLU 25 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg

mys 1 mys 2 mys 1 my3 2

PCNA

0,34* 253* 0,63 0,27*

Blll-tubulin
0,00* 1,01 0,38* 1,20

a-tubulin H - h‘ E—
1,00
s
1,00
op——

STAT3

p-STAT3
1,00 3,49% 1,39 0,87 0,22%

EGFR - - L) - -
1,00 0,00% 0,14% 1,67 0,13*
cdez .. .
1,00 0,00% 0,02* 0,00% 0,00%
cyklin B1 ~ ®

1,00 0,01* 0,01* 0,01* 0,01*

Obrazek 18 Stanoveni exprese STAT3 a dalSich vybranych markerti souvisejicich
s regulaci bunééného cyklu na urovni proteini metodou Western blot u nu-nu mysi po
podani kombinace TMZ + FLU. *p <0,05 vs. neovlivnéna kontrola.

U nadort ziskanych z modelového organismu je patrné v ptipad€ vzorku mysi 1
sniZzeni exprese o-tubulinu 1 BIII-tubulinu po podani kombinace TMZ + FLU v obou
koncentracich FLU. U vzorku mysi 2 vSak tento trend patrny neni. Naopak dokonce
dochazi v ptipad¢ podani kombinace FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg ke statisticky

vyznamnému zvySeni exprese a-tubulinu.

Podéanim kombinace TMZ + FLU v obou zkoumanych koncentracich FLU
dochazi k mirnému snizeni exprese STAT3. Snizeni exprese phospho-STAT3 je pak
pozorovatelné po podani kombinace FLU 25 mg/kg + TMZ 0,9-mg/kg, kombinace
s niz8i koncentraci FLU naopak expresi phospho-STAT3 zvySuje. Exprese molekuly
EGFR je po podani obou kombinaci TMZ + FLU statisticky vyznamné snizena

v ptipadé€ alespoii jednoho vzorku.
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U reguléatord bunécného cyklu v piechodu z G2 do M faze, cyklinu Bl a cdc2,
bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni exprese po podani kombinace TMZ +

FLU bez ohledu na konkrétni koncentraci FLU.

5.2.2 Implantace bunék U118MG do modelového organismu —
2. pokus

5.2.2.1 Vliv kombinace TMZ + FLU na rust nadorit v nu-nu mysich

Bunééna linie UI18MG byla opét implantovana do modelového organismu
a ponechana po dobu dvou tydnli pro umoznéni ristu. Poté bylo zahajeno podavani
testovanych 1éCiv a jejich kombinaci ve stejnych koncentracich jako v piedchozim
pokusu, a to po dobu 14 dni. K usmrceni mys$i doslo pfiblizné¢ 60 minut po podani
posledni davky — ptesny casovy interval spolu s véhou ziskanych nadort byl
zaznamenan. Opét z divodu pfedcasného umrti n€kterych nu-nu mys$i a z divodu
omezeného ristu nadord v nékterych nu-nu mysich byl celkovy pocet analyzovanych
nadori nizsi, nez byl ptivodni ptedpoklad.

Tabulka 7 V1iv podani jednotlivych testovanych 1é€iv na velikost nadorii ziskanych
z nu-nu mysi — 2. pokus

Primérna vaha [g] SD Pocet nadori
Kontrolni skupina 0,03 +0,02 n=9
FLU 10 mg/kg 0,04 +0,03 n==6
FLU 25 mg/kg 0,06 +0,03 n=10
TMZ 0,9 mg/kg 0,06 + 0,02 n=10
iﬁg&g‘gﬁ; 0,06 +0,03 n=10
%}gg;ﬁ;ﬁ; 0,04 +0,02 n=10

Po podéani testovanych léCiv nedochdzelo ke sniZeni velikosti nadorti oproti
kontrole, protoZze i u kontrolnich nelécenych mySi nadory nerostly. Na zékladé
ziskanych vysledkli bylo dale pfistoupeno k testovani proliferacniho indexu Ki67
u ziskanych vzorki pro lepsi posouzeni vlivu jednotlivych testovanych 1éciv a jejich

kombinaci na nadory ziskané z nu-nu mysi.
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5.2.3 Hodnoceni prolifera¢niho indexu Ki67 u nadori ziskanych
Z nu-nu mysi

Hodnoceni prolifera¢niho indexu Ki67 u nadorti ziskanych z nu-nu mysi bylo
provedeno na Fingerlandové ustavu patologie ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

pomoci imunohistochemického barveni.

Tabulka 8 V1iv podani TMZ a FLU na prolifera¢ni index Ki67 u nadorti z nu-nu mysi

proliferac¢ni index Ki67 [%]
Kontrolni skupina 25
FLU 10 mg/kg 10
FLU 25 mg/kg 20
TMZ 0,9 mg/kg 30
FLU 10 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg 25
FLU 25 mg/kg + TMZ 0,9 mg/kg 25

Nejvétsi vliv na proliferaéni index Ki67 ma dle tabulky vySe (viz Tabulka 8)
podani FLU 10 mg/kg. FLU v této koncentraci snizuje prolifera¢ni index Ki67 o vice
jak polovinu v porovnani s kontrolni skupinou. SniZeni je viditelné 1 u FLU 25 mg/kg.
Naopak podanim samotného TMZ (TMZ 0,9 mg/kg) se prolifera¢ni index Ki67 zvysil.
V ptipadé podani kombinace TMZ + FLU v obou koncentracich FLU nedoslo k Zadné

zméne prolifera¢niho indexu Ki67 oproti kontrolni skuping.

5.2.4 Stanoveni distribuce testovanych lé¢iv pri podani TMZ, FLU
a jejich kombinace modelovému organismu in vivo

Pro stanoveni mnozstvi TMZ a FLU pfti podani TMZ, FLU a jejich kombinace
modelovému organismu in vivo byla pouzita LC/MS analyza. Ta byla provedena

PharmDr. Adamem Skarkou, Ph.D. na Univerzité Hradec Kralové.
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Vstup TMZ do nadoru a mozku in vivo
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Obrazek 19 Stanoveni mnozstvi TMZ v nadoru a mozku modelového organismu po
podani samotného TMZ a kombinace TMZ + FLU.*p <0,05 vs. TMZ 0,9 mg/kg.

Podanim kombinace TMZ + FLU s niz8i koncentraci FLU (TMZ 0,9 mg/kg +
FLU 10 mg/kg) modelovému organismu se mnozstvi TMZ v nddoru prakticky
nezménilo v porovnani s podanim samotného TMZ. Avsak po podani kombinace TMZ

0,9 mg/kg + FLU 25 mg/kg se v nadoru nachazelo signifikantné vys$si mnozstvi TMZ.

V piipadé¢ mozku bylo mnozstvi TMZ po podéani kombinace TMZ 0,9 mg/kg +
FLU 10 mg/kg dokonce statisticky vyznamné niz$i nez u modelového organismu,
kterému byl podan samotny TMZ. Naopak po podani kombinace s vyss$i koncentraci
FLU (TMZ 0,9 mg/kg + FLU 25 mg/kg) se v mozku nachézelo signifikantné vyssi

mnozstvi TMZ.

Vstup FLU do nadoru a mozku in vivo

-
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Obrazek 20 Stanoveni mnozstvi FLU v nadoru a mozku modelového organismu po
podani samotného FLU a kombinace TMZ + FLU. *p <0,05 vs. FLU 10 mg/kg,
# <0,05 vs. FLU 25 mg/kg.

Po podani samotného FLU modelovym organismiim se mnoZzstvi FLU v nadoru
avmozku zvySuje v zavislosti na podané koncentraci FLU. Poddnim kombinace

TMZ + FLU s niz§i koncentraci FLU bylo mnozstvi FLU v nadoru i v mozku prakticky
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stejné jako po podani samotného FLU 10 mg/kg. Naopak porovname-li mnozstvi FLU
v téchto tkdnich po podani samotného FLU 25 mg/kg a po podani kombinace
TMZ 0,9 mg/kg + FLU 25 mg/kg, je zfejmé, ze po podani kombinace TMZ + FLU bylo
mnozstvi FLU v mozku vyssi nez po podani samotného FLU. V piipad¢ nadoru je ale

viditelny opacny trend, tedy snizené mnozstvi FLU po podani kombinace TMZ + FLU.
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6. DISKUSE

Glioblastoma multiforme je nejcastéjSi a nejagresivnéjsi primarni nddor mozku

s velmi Spatnou prognozou (Jiapaer a kol., 2018).

Podani chemoterapeutické 1€cby jakozto soucasti komplexni 1écby GBM je stale
znacn¢€ omezené, a to zejména z diivodu nepropustnosti hematoencefalické bariéry pro
bézna chemoterapeutika (Adam, Krej¢i a Vorlicek, 2010). Dnes nejpouzivanéjSim
chemoterapeutikem pii 1ébé GBM je TMZ. Znacnym problémem pii podani TMZ je
vsak jiz pritomna nebo postupné se rozvijejici rezistence vuci 1é¢bé (Young a kol.,

2015; Karachi a kol., 2018).

Nejen kvili uskalim souvisejicim s podanim TMZ existuje neustale snaha nalézt
vhodné latky, které by zlepSily G€inek TMZ a snizily jeho toxicitu. Klasicky vyvoj
novych protinddorovych 1é€iv je vSak extrémné zdlouhavy a finan¢né velmi naroc¢ny
proces. Slibnou alternativou ale miize byt vyuziti 1é¢iv ptivodné pouzivanych pro jinou
indikaci, u kterych byl objeven protinadorovy efekt. Testovani takovych latek v praxi
pfindsi znacné vyhody diky jejich €asto jiz béznému pouziti v klinické praxi, coz pfinasi
informace o jejich bezpecnosti a toxicité¢ (Hanusova a kol., 2015).

Jednim z potencialnich chemoterapeutik je anthelmintikum FLU, které inhibuje
polymeraci mikrotubull a zabranuje tak jejich vzniku. FLU jiZ v pfedchozich studiich
vykazoval inhibi¢ni u¢inek na celou fadu nadorovych bunék, napf. karcinomu prsu,
leukemické a myelomové buiiky (Catiova a kol.,, 2017). Kromé toho byl prokéazan
ucinek FLU na inhibici proliferace také u bunék gliomt, kde byla pozorovana jeho
schopnost vyvolat zastaveni bunécného cyklu na prechodu z G2 do M faze (Zhou a kol.,

2018).

V ramci naSeho projektu byl nejprve testovan vliv FLU na proliferaci bun¢k
GBM, konkrétné¢ u bunék A172 oznacovanych jako TMZ-sensitivni a T98G
vykazujicich vysokou expresi MGMT a tudiz i rezistenci k ovlivnéni TMZ (Alonso
a kol., 2007). U obou bunéénych linii dochazelo ke sniZzeni bunétné proliferace jiz pfi
nizkych koncentracich podavané latky, na rozdil od TMZ, ktery vykazoval vliv
na sniZzeni zivotaschopnosti bun€k jen pii vySSich, v praxi nedosazitelnych,
koncentracich. Vyssi citlivost k FLU pak vykazovala bunécna linie T98G, jejiz IC50

pro FLU odpovidala 3,480 uM koncentraci. Testovani vlivu jednotlivych léciv dale
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probéhlo ve zkracené mife také u bunééné linie U118MG, u které bylo zjisténo, ze je
vyrazné citlivéjsi k podani FLU nez k poddni TMZ a IC50 pro FLU dosahovala hodnoty
1,359 uM.

FLU neni jedinym léCivem z anthelmintické skupiny, které je testovano pro jeho
protinadorovy ucinek. Podani ptibuzné latky mebendazolu v kombinaci s TMZ je
v soucasné dobé¢ testovano v ramci klinické studie (Gallia a kol., 2021). Také FLU byl
jiz dfive testovan pro mozné zvyseni ucinnosti bézn¢ pouzivanych cytostatik, a to jak
s 1éCivy ze skupiny se stejnym mechanismem ucinku (vinblastin a vinkristin), tak dale
1 s léCivy pusobicimi na nadorové bunky jinym mechanismem tuc¢inku (doxorubicin

a 5-fluorouracil) (Spagnuolo a kol., 2010; Hou a kol., 2015).

Na zaklad¢ téchto informaci byl FLU v nasi praci testovan z hlediska mozné
potenciace u¢inku TMZ. V porovnani s podanim samotného TMZ byl pfi podani
riznych kombinaci TMZ a FLU pozorovan vyraznéj$i inhibi¢ni efekt na bunétnou
proliferaci u vSech bunécnych linii. U buné€k T98G bylo dokonce mozné pozorovat
nejvyss$i inhibici proliferace pfi podani nejnizsi testované koncentrace TMZ
v kombinaci s FLU 0,5 uM a FLU 1 uM, coz naznalilo potenciaci protinddorového

uéinku obou latek.

Efekt vybranych kombinaci TMZ (50 uM; 500 uM) + FLU (0,5 uM)
na proliferaci bun¢€k byl dale potvrzen pomoci fadzové kontrastni mikroskopie, kdy jiz
po 24 hodinach od ovlivnéni zietelné dochazelo k sniZzeni bunécné proliferace oproti
kontrolnimu vzorku. Zaroven bylo mozné pozorovat morfologické zmény bunék, jejich

zaoblovani, vznik vicejadernych bunék a nastupujici bunécnou smrt.

Mechanismus u¢inku FLU spociva ve schopnosti se specificky vazat na 3-tubulin
mikrotubulii a zabratiovat tak polymerizaci tubulinu (Caiiova a kol., 2017). To otevira
moznost pro cilené plisobeni na buitky GBM vzhledem ke dfive prokdzané zvySené
expresi BllI-tubulinu (Katsetos a kol., 2015). V naSem experimentu jsme také zkoumali
vliv kombinaci TMZ + FLU na mikrotubuldrni cytoskelet bunck A172 a T98G. Pii
pozorovani pomoci fluorescenéni mikroskopie bylo zietelné, Ze podanim kombinaci
TMZ + FLU dochdzi k naruseni struktury tubulinovych vléken, ke vzniku vicejadernych
bun¢k a bunck nepravidelnych tvarti a velikosti a v neposledni fadé dochézi k rozpadu

bunck. Vliv kombinace TMZ + FLU na mikrotubuldrni cytoskelet byl pak potvrzen
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naurovni proteinl, kde bylo jasné pozorovatelné snizeni exprese o-tubulinu

a BlII-tubulinu.

Dle studie Lin a kol. (2019) FLU vykazuje protinadorovou aktivitu také tim, ze
blokuje translokaci a aktivaci STAT3. Tato molekula je v buitkkdch GBM aktivovana
a také Casto zvysen¢ exprimovana, ¢imz dochazi k negativnimu ovlivnéni exprese TP53.
Proto se zda byt zablokovani aktivity STAT3 cestou vedouci k apoptéze nadorové

bunky.

Také v nasi studii byla zkouména exprese markerti souvisejicich se signdlni
drédhou STAT3 po ovlivnéni bunék kombinacemi TMZ + FLU. Z naSich vysledkt je
mozné pozorovat snizeni aktivace STAT3 (ve formé& snizeni exprese markeru
phospho-STAT3) na trovni proteinti a dale také snizeni markert cyklinu B1 a cdc2
po ovlivnéni kombinacemi TMZ + FLU, coz naznacuje mozné zastaveni bunécného
cyklu v G2/M fazi (Zhou a kol., 2018). Ackoli pii stanoveni relativniho mnozstvi
STAT3 na tGrovni mRNA metodou RT-PCR byl pozorovan opaény trend, zaroven
dochazelo ke zvySeni relativniho mnozstvi TP53, jakoZto supresorového proteinu
iniciujicitho fyziologicky v bunkéach opravu DNA ¢i apoptézu v piipadé nevratného
poskozeni (Carlsson a kol., 2014). Z dosavadnich studii ov§em neni jasné, zda ma FLU

také inhibi¢ni efekt na expresi STAT3, nebo pouze na jeho aktivaci.

Vzhledem k tomu, Ze naSe pfedchozi vysledky naznafovaly moZné zastaveni
bunééného cyklu v G2/M fazi, studovali jsme také ucinky podani kombinaci TMZ +
FLU na aktivitu kaspaz 3/7 jakozto klicovych faktort apoptézy. U obou studovanych
bunéénych linii byl pozorovan postupny mirny narast aktivity téchto kaspaz v zavislosti
na case (pfedevsim u bunck T98G), k nejvyraznéjSimu naristu pak doslo u obou linii
po24hod od ovlivnéni. Tyto vysledky odpovidaji ptedchozimu casosbérnému
pozorovani pusobeni kombinaci TMZ + FLU na bunky GBM, které vykazovaly

vyrazny nastup ucinku praveé v intervalu 24 hod od ovlivnéni.

V posledni ¢asti nasi in vitro studie bylo kvantitativné stanoveno mnozstvi TMZ
a FLU vstupujicich do bun€k A172 a T98G po podani samotnych 1é¢iv a po podani
testovanych kombinaci. Dle ziskanych vysledkl je zfejmé, ze pii podani kombinace
TMZ + FLU dochazi ke zvySeni koncentrace jednotlivych latek uvniti bunck, a to
v ptipadé TMZ 1 FLU. Navic v pfipadé¢ podani kombinace TMZ + FLU zaroven

nepozorujeme postupné a velmi rychlé snizovani parentniho TMZ uvnitt bunék jako
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po podani samotného 1éCiva. Tyto vysledky naznacuji, zZe vyrazny efekt kombinace

1é¢iv na bunky GBM muze byt zptsoben inhibici efluxnich transportéra.

Nami ziskané in vitro vysledky byly ovéfeny i na in vivo modelovém organismu.
Jako modelovy organismus byly vybrany nu-nu mysi, do kterych byla implantovana

bunééna linie U1 18MG.

Kombinace TMZ + FLU vykazovala inhibi¢ni efekt na rlst nadori v nu-nu
mysich, kdy dochazelo ke sniZzeni vahy nadorti. Tyto vysledky vSak nebyly potvrzeny
pii opakovaném pokusu, ktery byl ovSem komplikovany velmi omezenym ristem
nadort v modelovych organismech obecné. U téchto vzorka tak bylo pfistoupeno
k testovani prolifera¢niho indexu Ki67, ktery byl vyrazné snizeny po podani samotného
FLU (pfedevS§im pak po podanim FLU s niz§i koncentraci). Nicméné ale nebyl

pozorovan zadny efekt na expresi Ki67 po podani kombinaci TMZ + FLU.

Nédorova tkan ziskana z nu-nu mysi byla déle analyzovana na rovni proteint
ana urovni mRNA z hlediska efektu podanych 1é¢iv na mikrotubularni cytoskelet
ana ovlivnéni drah souvisejicich s regulaci bunééného cyklu. Podobné jako pii naSem
experimentu na ustdlenych bunécnych liniich dochazelo u nadord ziskanych z nu-nu
mysi, jimz byly podédvany kombinace TMZ + FLU, ke sniZzeni exprese markert
o-tubulinu a BIl-tubulinu a vybranych markerii souvisejicich s regulaci bunécného
cyklu (STATS3, phospho-STAT3, EGFR, cdc2, cyklin B1). Vyraznégjsich vysledkt bylo

obecné¢ dosazeno podanim kombinace 1éCiv s niz8i koncentraci TMZ.

Také u nadorové tkané ziskané z nu-nu mysi jsme stanovovali mnozZstvi TMZ
a FLU vstupujiciho do nadoru. Stanoveni vstupu jednotlivych testovanych latek jsme
rovnéz provedli u klicovych organti, ptedev§im u mozku. Z vysledkid bylo patrné, ze
podanim kombinace TMZ + FLU se jak v nadoru, tak v mozku nachézi vét§i mnozstvi
TMZ 1 FLU neZ po podani latek samotnych. Predev§im pak po podani kombinace

s vy$8i koncentraci FLU dochazi k vyraznému zvySeni hladiny TMZ v téchto orgénech.

Na zaklad€¢ naSich vysledkd je moZné konstatovat, Ze FLU je nad&jnym
protinadorovym lécivem a jeho kombinace s béZné€ pouZivanym chemoterapeutikem
TMZ vykazuje velmi vyrazny inhibi¢ni efekt na proliferaci bunék GBM. Nase vysledky
také naznacuji, ze podani kombinace TMZ + FLU zvysuje vstup jednotlivych latek
do bunék. Zda se tedy, ze by podani kombinace TMZ + FLU mohlo vyftesit soucasna

uskali spojenda s podanim TMZ (nizka koncentrace 1éCiva, jez se bézné do nadoru
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dostavd) a FLU (nizké biologickd dostupnost kviili omezené absorpci do krevniho
recisté). Dalsi pokracovani experimentu je nezbytné predevsim pro hlubsi prozkoumani
mechanismu ucinku stojiciho za vyraznym efektem kombinace téchto dvou testovanych
latek. Dale by bylo vhodné se zaméiit na kombinace TMZ + FLU s nizSimi
koncentracemi 1é¢iv, které se zdaji byt pro ucinek dostatecné, v nékterych ptipadech
vykazuji i lepsi ucinky nez kombinace s vys$i koncentraci, a jejichz podani by mohlo

snizovat toxicitu jednotlivych podavanych 1éCiv.
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7. ZAVER

Na

zakladé provedenych experimentii Ize ziskané vysledky shrnout

do nasledujicich bodu:

1.

Podani FLU a kombinaci TMZ + FLU snizovalo proliferaci bunék A172,
T98G a U118MG vice nez podani samotného TMZ.

Ovlivnénim bunék kombinacemi TMZ + FLU dochézelo viditelné
ke zméndm v morfologii bunék a k naruseni struktur mikrofilament,

zaroven dochazelo ke sniZeni exprese a-tubulinu a BIII-tubulinu.

U bunék A172 a T98G dochéazelo podanim kombinaci TMZ + FLU
ke snizeni exprese STAT3, EGFR, cyklinu B1 a cdc2 na Grovni proteint,
coz naznacuje zastaveni bunécného cyklu v G2/M fazi. Vyrazny nartst
aktivity kaspaz 3/7 byl u bunék Al172 a T98G pozorovan 24 hod
po ovlivnéni kombinacemi TMZ + FLU, zvySeni bylo po podani obou
kombinaci pfiblizné stejné.

V bunkach A172 i T98G se po ovlivnéni kombinacemi TMZ + FLU
nachdzela vétsi koncentrace TMZ a FLU nez v pfipad€ podani samotnych

1éCiv.

. Vliv FLU, TMZ a jejich kombinace na riist nddord v nu-nu mySich nebyl

jednoznacny vzhledem ke zcela odlisSnym vysledkiim ziskanych ze dvou

nezavislych experimentu.

Vliv kombinace TMZ + FLU na sniZeni exprese marker souvisejicich
s regulaci bunécného cyklu na rovni proteini byl potvrzen i u nadori
ziskanych z nu-nu mysi, lepSich vysledkti bylo dosazeno po podani

kombinace s nizsi koncentraci TMZ.

Podéanim kombinace TMZ + FLU se v nadoru a v mozku nu-nu mysi
zvySovalo mnozstvi TMZ i FLU v porovnani s tkdnémi ziskanymi z nu-nu

mysi, kterym bylo podano jen samotné 1é¢ivo.
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8. POUZITE ZKRATKY

AA — akrylamid

AIC — 5-aminoimidazol-4-karboxamid

APS — persiran amonny

bisAA — bis-akrylamid

BSA — bovinni sérovy albumin

cDNA — complementary DNA

CNS — centralni nervovy systém

CT — pocitatova tomografie

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
EGFR - receptor epidermalniho ristového faktoru
EMEM - Eagle's Minimum Essential Medium

FBS — fetalni bovinni sérum

FLU — flubendazol

FLU-R — redukovany flubendazol

GIT — gastrointestinalni trakt

GBM - glioblastoma multiforme

HCI — kyselina chlorovodikova

IDHI1 — isocitratdehydrogenaza-1

LC/MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
MAPS — microtubule-associated proteins

MC — methylcelul6za

MGMT — OS-methylguanin-DNA-methyltransferaza
MR — magnetické rezonance

MTIC — 5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazol-4-karboxamid
PBS — fosfatovy pufr

PET — pozitronova emisni tomografie

PTEN — homolog fosfatazy a tenzinu

PVDF membrana — polyvinylidendifluoridovd membréana
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RT-PCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case
SD — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsiran sodny

STAT3 — ptevodnik signdlu a aktivator transkripce 3

TBS — tris-buffered saline

TMZ — temozolomid

VEGF - vaskularni endotelialni rtistovy faktor

WHO - Svétova zdravotnicka organizace
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