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Albendazol (ABZ) patifi mezi benzimidazolova anthelmintika a je Siroce
vyuzivan k 1écbé parazitarnich onemocnéni c¢loveéka i zvifat. Mechanismus ucéinku
spo¢iva v inhibici polymerace mikrotubulii, ke které dojde po navazani ABZ na
B-podjednotku tubulinu paraziti. V dasledku toho nasledné dochdzi k naruSeni zivotnich
funkci parazita a k jeho smrti. Po objasnéni tohoto mechanismu byl ABZ testovan jako latka
s moznym protinadorovym uc¢inkem. Bylo prokdzano, Ze je schopen inhibovat proliferaci
nékterych nadorovych bunéénych linii. V této praci jsme se zabyvali €inkem ABZ na
proliferaci bun€k in vitro. Pro potieby naSeho experimentu byly pouzity bunécné linie
odvozené od kolorektalniho karcinomu — SW 480 a SW 620 spole¢né s buné¢nou linii
NCM 460, odvozenou z bunék normdlni stfevni sliznice. Bunky byly ovlivnény
koncentracemi ABZ v rozmezi 0,01 — 10 uM a nasledné inkubovany 24, 48 a 72 hod. Pro
stanoveni viability bun€k jsme pouzili metody WST-1 a test neutralni ervené¢ (NRU).
V piipadé¢ obou metod ABZ inhiboval proliferaci testovanych bunék v zavislosti na
koncentraci a dobé plsobeni. V ¢asovém intervalu 72 hod po ovlivnéni jsme vypocitali
hodnoty ICsy pro vSechny testované linie. Jako nejcitlivéjsi k ptisobeni ABZ se jevila linie
SW 480. Pii porovnani obou pouzitych metod (WST-1 a NRU) se metoda WST-1 jevila
jako vice citliva. Dale jsme pomoci pritokové cytometrie méfili distribuci fazi bunééného
cyklu v ¢asovém intervalu 24 hod po ovlivnéni ABZ koncentracemi v rozmezi 0,2 - 1 uM.
Meéieni jsme provadéli na bunééné linii SW 480. Se zvySujici se koncentraci ABZ
zptsoboval akumulaci bun¢k v G2/M fazi bunécného cyklu v porovnani s kontrolnim
vzorkem. Z naSich experiment tedy vyplyva, ze ABZ v koncentracich nizSich nez
1 uM zpiisobuje zastavu bunééného cyklu v G2/M fazi a inhibuje proliferaci bunék

kolorektalniho karcinomu in vitro.
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Albendazole (ABZ) is a benzimidazole anthelmintic widely used for the
treatment of parasitic diseases in man and animals. The mechanism of action is based on
inhibition of microtubule polymerization by binding of ABZ to the -subunit of tubulin
in parasites. As a result, it subsequently leads to the disruption of vital functions of the
parasite and to its death. After elucidation of this mechanism, ABZ was tested as a
potential anticancer agent. It has been shown that it is able to inhibit proliferation of
some cancer cell lines. In this study, we examined the effect of ABZ on cell
proliferation in vitro. For the purpose of our experiment we used cell lines derived from
colorectal carcinoma — SW 480 and SW 620 together with a cell line NCM 460 isolated
from normal colonic mucosa. The cells were treated with ABZ in the concentration
range of 0.01 - 10 uM for 24, 48 and 72 hours. Cell viability was determined using
WST-1 assay and Neutral Red Uptake Test (NRU). ABZ inhibited cell proliferation in a
concentration-dependent and time-dependent manner, which was shown using both
methods. We calculated the ICsy values for all tested cell lines at the time interval of 72
hours of treatment with ABZ. The cell line SW 480 appeared as the most sensitive to
ABZ. Comparing both methods used (WST-1 and NRU), the WST-1 assay was more
sensitive. Using flow cytometry, we also measured cell cycle distribution of SW 480
cells treated with ABZ in concentration range 0.2 - 1 uM for 24 hours. Increasing
concentrations of ABZ caused accumulation of cells in G2/M phase of the cell cycle in
comparison with the control. In conclusion, ABZ in concentrations lower than 1 pM
causes cell cycle arrest in G2/M phase and inhibits proliferation of colorectal cancer

cells in vitro.
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1 Uvod



Kolorektalni karcinom neboli rakovina tlustého stfeva a konecniku, je jiz vice
nez dvé generace nemalym problémem ceské populace. Od roku 1960 vyskyt tohoto
onemocnéni stale stoupa a od 90. let minulého stoleti zaujima Ceska republika piedni
postaveni ve svétovych statistikach. Rocné ptibude v ¢eském staté kolem 8000 novych
pacientli s diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem (diagnéza C18-C20) a vice
nez 4000 osob na toto onemocnéni zemfe. Tento typ naddoru je mozné oznacit za jeden
znejlépe prevenci ovlivnitelnych a zaroven IéCitelnych, je vSak nutné ho zachytit

v Casném stadiu (Zavoral et al. 2013).

Ptesnou prtic¢inu vzniku kolorektalniho karcinomu u vétSiny pacientli nezname,
ale existuji rizikové faktory, které moznost vzniku onemocnéni zvysuji. Je to naptiklad

vek, muzské pohlavi, sloZeni potravy, koufeni ¢i dédicné vlivy.

Vyvoj tohoto typu nadoru trva az 15 let, je tu tedy moznost v€asného zachytu a
zahajeni 1é¢by, avSak ptiznaky v ¢asném stadiu byvaji Casto podcenovany a dochazi
tedy k dal$imu rozvoji onemocnéni, se kterym se nadéje na uplné vyléceni snizuje (Kiss

a Tomasek 2010).

Prestoze se moznosti 1éCby zlepSuji, u pacientd se zachytem kolorektalniho
karcinomu v pozdnim stadiu je progndza stale Spatnd. Situace neni piizniva ani u jinych
typti nadorti a tak se vyzkum zabyva neustale hledanim novych latek, které by mohly

pozitivné ovlivnit terapii nddorovych onemocnéni.

Pomoci metod WST—1 a testu neutralni cervené jsme v této praci zkoumali vliv
benzimidazolového anthelmintika albendazolu na proliferaci bunék kolorektalniho
karcinomu a bun¢k normalni sttevni sliznice in vitro a dale jeho vliv na bunéény cyklus

pomoci pritokové cytometrie.



2 Teoreticka c¢ast
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2.1 Nadorova onemocnéni

Nédorova onemocnéni piedstavuji stdle zadvazny problém moderni mediciny.
Pocet téchto onemocnéni i ptes veskeré snahy o prevenci stale vzriistd. Dulezité je vSak
brat v uvahu prodluzujici se délku lidského Zzivota, jelikoz incidence nadorovych
onemocnéni stoupa s vékem cClovéka. Dale je tfeba zminit zhorSujici se zivotni
prostedi, nezdravy zivotni styl ¢i stres, ke kterému zajisté pfispivaji vys$i naroky

spole¢nosti na uplatnéni se v pracovnim procesu.

V dnesni dob& jsou nadorova onemocnéni druhou nejcastéjs$i piiCinou Umrti
vnasi populaci, pfiéemz na prvnim misté jsou choroby kardiovaskularni. V Ceské
republice onemocni riznym typem rakoviny ro¢né ptiblizné¢ 73 000 lidi a vice nez
27000 jich na toto onemocnéni zemfe. Velkd Umrtnost souvisi piedevSim se
skute€nosti, Zze fada ptipadd je diagnostikovdna az v pokrocilém stadiu onemocnéni

(web 1, Altaner 2008).

2.1.1 Vznik nadorové bunky

Za normalnich okolnosti je rast bun€k a tkani pfisné¢ regulovany a hlidany
proces, ktery je podfizeny konkrétnim potiebdm organismu. V piipad€, Ze se burka
z riznych divodt vymkne regulaci a pokracuje v bunééném déleni, je mozné, Ze se z ni
vyvine zarodek zhoubného nadoru. Na lidsky organismus pisobi po cely zivot fyzikalni,
chemické a biologické faktory, které mohou vést k mutacim v bunikach (Altaner 2008).
Mezi fyzikalni faktory vyvolavajici nddorovou transformaci patii UV zéfeni, rtg zateni
¢1 gama zafeni. Benzen, asbest, polycyklické aromatické uhlovodiky, nitrosaminy a

mnoho dalSich latek fadime mezi chemické karcinogeny (Drsata et al. 2009).

K mutacim v organismu dochazi diky fad€ ndhodnych a ptiznivych okolnosti pro
bunku, ktera tak =ziskdva prakticky neomezenou moznost proliferovat. Mutace
zpusobujici tyto zmény se tykaji predev§im dvou kategorii genti. Prvni skupinu tvofi
proliferacni geny, druhé je oznacovana jako geny antiprolifera¢ni. Pokud dojde k mutaci
v genu pro proliferaci, nastdva zvySena exprese proteinti, kterd vede k nadmérnému
bunécnému déleni. Tyto geny se nazyvaji onkogeny, pficemz nemutovany gen je
oznacovan jako protoonkogen. Geny antiprolifera¢ni jsou oznacovany jako tumor —

supresorové geny. Obé skupiny genii koéduji rizné typy proteinii. Pokud naptiklad dojde
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k mutaci genu pro proteiny regulujici ptreziti bunck a jejich zanik, buitka mtze ziskat

schopnost pfezit i bez potiebnych proliferacnich signalli (Alberts et al. 1998).

Vznik nadorové bunky vSak neni jednoduchy déj, ale jedna se o vicestupnovy
proces, na kterém se podili kumulace zmén zpusobenych predispozici, aktivaci

onkogent a inaktivaci supresorovych genii (Drsata et al. 2009).
Charakteristické rysy nadorovych bunék jsou:

e hyperplazie — nekontrolovana proliferace bunék, rezistence vii¢i apoptdze

e anaplazie — ztrata bunécné funkce

e invazivita — proristani naddord do zdravych tkdni, schopnost tvofit nové cévy a
kapilary

e metastazovani — schopnost oddéleni se od plvodniho nadoru a vytvéfeni

sekundarnich nadorti (metastazy) v jinych ¢astech téla (Hynie 2003).

Dalsim typickym znakem nadorové bunky je telomerazova aktivita. Telomery
obsahuji opakujici se nukleotidové sekvence, které umoznuji replikaci koncl
chromosomil (DrSata et al. 2009). U normdlnich bun&k dochézi postupné ke zkracovani
telomery a tim i1 ke smrti téchto bun¢k. U nadorové zvrhlych bunék je neustale
udrzovana konstantni délka opakujicich se nukleotidovych sekvenci na konci

chromosomi, které tvofi telomery (Altaner 2008).

2.1.2 Rizikové faktory

Rizikové faktory pro vznik naddoru lze obecné rozdélit na ty, které muzeme
vhodnym zplisobem ovlivnit, a na faktory neovlivnitelné, kterym se nelze uplné

vyhnout.

Do druhé¢ skupiny patii zejména:

geneticka predispozice
e virové a bakterialni infekce

e ionizacéni zafeni

znecisténé zivotni prostiedi.
Mezi faktory, které lze ovlivnit, se fadi naptiklad:

e koufeni

e slozeni stravy
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e vysoky ptijem alkoholu

e nizka fyzicka aktivita

e obezita

e n¢které 1éky - napt. cytostatika, kterd mohou zpusobit sekundarni
malignity (Smejkalova 2012).

vvvvvv

faktorti. Az ke tretin€ umrti na nadorova onemocnéni dochazi v disledku koufeni, které
1ze rozdélit na aktivni a pasivni. Je tedy zfejmé, ze odstranénim tohoto faktoru by doslo
k vyraznému snizeni vyskytu naddorovych onemocnéni, predevsim pak rakoviny plic. U
osob, kter¢ zacaly koufit v mladém veku, se riziko umrti na nddory zptsobené koufenim
zna¢n€ zvySuje. Stejné je tomu 1 u déti, které byly v détstvi pravidelné¢ pasivné

vystavovany karcinogennimu uc¢inku cigaretového koufte.

Dalsim velice vyznamnym faktorem je strava, ve které se nachdzeji latky
pusobici preventivné proti vzniku nadoru, ale také nejrizngj$i chemické latky
(karcinogeny), které ke vzniku zhoubného bujeni pfispivaji. Je tedy na misté vénovat
potravé, kterou konzumujeme, zvySenou pozornost. V ohrozeni je zvlasté travici
systém, kterym je potrava zpracovavana, a s tim souvisejici predev§im vznik nadort
stiev. Jak jiz bylo uvedeno, strava miize mit protekéni ucinek (pfiznivé plisobi napf.
dostatek vlakniny, Cerstvé ovoce a zelenina, vitaminy A, C, E), na druhé strané¢ mulze
vyznamnym zpusobem pfispivat ke vzniku nadoru napf. nadmérnd konzumace

alkoholu, ¢erveného masa a zivoc¢isnych tukt (Altaner 2008).
2.2 Kolorektalni karcinom

Mluvime — li o kolorektidlnim karcinomu (CRC), jedna se o zhoubny nador
tlustého stfeva a kone¢niku. Ve vice nez 90 % jde histologicky o adenokarcinomy, které
1ze popsat jako nadory, vznikajici ze Zlaznatych bunck stfevni sliznice. Pouze vzacné se
objevuji lymfom, karcinoid ¢i sarkom. U téchto typt nadora je pak nasazena odliSna
1écba.

U vétSiny pacientli nejsme schopni urcit pfesnou pfic¢inu, zndme vsak rizikové
faktory pro vznik kolorektalniho karcinomu. Jednim z nich je vyssi vék, podobné jako u
vetsiny nadorovych onemocnéni. Rakovinou tlustého stieva a konecniku trpi predevsim

pacienti nad 50 let.
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Velkou roli hraji také dédicné vlivy a to obzvlasté vyskytuje-li se CRC u

ptibuznych prvniho stupné, tj. u pokrevnich rodicii a sourozencti.

Prvnim stadiem vétSiny kolorektalnich karcinomit jsou polypy. Jedna se o
vyrustky ze stfevni stény, ze kterych mize za delsi Casovy usek vzniknout nador. Je
proto nutné polypy odstranit a odeslat na histologické vySetfeni. Timto zpisobem je
tedy mozné snizit riziko vzniku karcinomu. Dilezitym faktem vSak je, Ze se polypy

mohou tvofit opakované a je proto nékdy nutné je odstranit vicekrat.

Dalsimi faktory, které jsou povazovany za rizikové z hlediska vzniku CRC, jsou
chronickd zanétliva onemocnéni stiev (ulcer6zni kolitida a Crohnova choroba) a

v neposledni fad€ nevhodna strava (Kiss a Tomasek 2010).

2.2.1 Mechanismus vzniku

Pro zacatek vzniku CRC je typickd DNA mutace nebo epigenetickd zmeéna
jednoho nebo vice geni, které postihuji epitelidlni bunky stievnich krypt. Dochazi ke
ztrat¢ funkci regulujicich bunéény cyklus, k poruchdm pfirozenych opravnych a

kontrolnich systémi DNA replikace a v disledku toho vznika nekontrolovatelné déleni

.....

Vrozené formy kolorektdlniho karcinomu

Ptiblizné 15 % CRC je zplsobeno vrozenou predispozici, kterd se piendsi ve
forme dédicné genové poruchy. Mezi nejzndmé;jsi typy patii familiarni adenomatdzni
polypdza (FAP) a hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC).

Pro FAP je typicky nalez stovek az tisici polypl v tlustém stievé a rektu. Jedna

se 0 autosomaln¢ dominantni syndrom. U téchto pacientl je nejcastéj$i mutace v genu

APC (Adenomatous Polyposis Coli), (Minarik a Minarikova 2005).

HNPCC je onemocnéni oznacované téz jako Lynchiv syndrom. V porovnani

s FAP se zde nenachézi velké mnozstvi stfevnich polypl. Opét se jedna o autosomalné

wrwe

"mismatch-repair genli" (MMR). Tyto geny zajiStuji systém oprav ndhodné vzniklych

chyb ptfi DNA replikaci (Minarik a Minérikova 2005).
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Sporadicke formy kolorektalniho karcinomu

Jednd se o vice nez 85 % piipadd CRC. Tyto nadory primarn¢ vznikaji na
zéklad¢ plisobeni vné¢jSich faktorti. V roce 1990 Fearon a Vogelstein prezentovali
dikazy o né¢kolikastupnovém procesu vzniku sporadického kolorektdlniho karcinomu.
Vogelsteintiv model prezentuje formaci sporadického CRC z adenomovych polypil
v dtsledku nahromadéni somatickych mutaci nékolika onkogenii a tumor supresorovych
genti. Na pocatku této drahy dochazi k mutaci genu APC a postupné k hyperplazii
bun¢k stievni sliznice a ke vzniku polypli. DalSi mutace nastavaji nejCastéji
v protoonkogenu K-ras (Kirsten rat sarcoma), jejichz diasledkem je zablokovani
proteinu v jeho aktivni form¢. Vysledkem je tvorba benigniho adenomu, ktery se
inaktivaci nadorového supresorového genu DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma)
méni na pozdni adenom. Poslednim z geni mutujicich dle Vogelsteinova modelu je
tumor supresorovy gen p53. Ztratou funkce genu p53 dochazi az k vyvoji maligniho

karcinomu (Fearon a Vogelstein 1990).

npi g

R b |

Normal Adenoma Carcinoma Metastasis
AR
, | |
APC DNA APC  K-ras DCC p53
Hypomethylation
MMR MMR
(remes {renes

Obr. 1 Vyvoj CRC (Howe a Guillem 1997)

2.2.2 Epidemiologie

Kolorektalni karcinom patii v Ceské republice mezi nejcastéj$i malignity u
muzské 1 Zenské populace. Incidence zna¢né nariistd s vékem a i1 v mezindrodnich
statistikach je CR v incidenci CRC na piednich pozicich. Konkrétné v Evrop€ obsazuje

2. misto u muzl a u Zen je na 5. misteé (DuSek et al. 2012).

Prevalence CRC je v CR u muzi druha nejvyssi, po zhoubném nadoru prostaty,

au zen je tieti nejvyssi. Vyssi je jiz jen u karcinomu prsu a délohy (Dusek et al. 2012).
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V mortalité na nadorovd onemocnéni je u obou pohlavi tento typ nadoru na
druhém misté. U Zen je fazen po karcinomu prsu a u muzi je pted nim jiz jen karcinom
plic. U zenské populace se vSak po 75. roce Zivota posouva na misto prvni. Mortalita
zavisi predevsim na stadiu onemocnéni v dobé stanoveni diagnozy. V Ceské republice
preziva primérné 41 % pacientd se zhoubnym kolorektalnim karcinomem 5 let, velky
vliv na to ma vsak jiz zminované stadium nemoci, ve kterém se pacient v dob¢é zachytu

nachazi (Lipska et al. 2009).

100
80
80
70
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50
40

—- Incidence — muzi
-1 Incidence — Zeny
— Mortalita — muzi

....... Mortalita — Zeny

Pocet na 100 000 osob

SERBUHBLSHBOBBTEBATARTITD® Rok

Obr. 2 Incidence a mortalita CRC v CR (Dusek et al. 2012)

Stadia kolorektalniho karcinomu
Stadium 0 Nador se nachézi pouze na sliznici stieva.
Stadium I Dochézi k proriistani nadoru do hlubsich vrstev stény stieva.

Stadium II ~ Nador prortista celou stfevni sténou, ptipadné az do sousednich organt.

Nesifi se do okolnich uzlin a nejsou vzdalené metastazy.
Stadium III  Nador se rozsifuje i do okolnich uzlin, nejsou vzdalené metastazy.

Stadium IV~ Dochézi ke vzniku metastdz. Nejcastéji se nachédzeji v jatrech nebo

v plicich (Kiss a Tomasek 2010).
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2.2.3 Symptomy

Je pomérné obtizné zachytit CRC v pocatecnim stadiu, jelikoz se vyznacuje
zpravidla asymptomatickym pribéhem. Symptomatologie je z velké Casti zavisld na
pozici nadoru. Nadory, které jsou lokalizovany proximalné od linedlni flexury,
zpusobuji sideropenickou anemii z chronickych ztrat krve a stim tedy souviseji

piriznaky jako slabost, zvySena unavnost, abdominalni diskomfort a bolesti bicha.

Nadory v casti colon descendens a sigmoidea zptlisobuji prijmy, které se casto
stiidaji s obstipacemi. Dale se objevuje stolice s pfimési krve a Casté kolikovité bolesti

bricha.

Pro nadory rekta jsou typické tenezmy, jedna se o nutkavy pocit na stolici, ale
s defekaci minimalniho mnozstvi stolice ¢i hlenu skrvi. Dal§$im ptfiznakem je
hematochezie, coz je pasaz Cerstvé krve konecnikem, kterd svédc¢i pro gastrointestindlni

krvaceni.

V ptipad€ pokrocilého metastatického postizeni se jednotlivé symptomy lisi

podle prevladajici lokalizace. MiiZe to byt napt. dusnost, porucha jaterni funkce a dalsi.

K celkovym pfiznakiim se fadi nevolnost, nechutenstvi, hubnuti, inava nebo

bledost. Miize se objevit také nartistajici objem bticha (Buchler 2009).

2.2.4 Prevence

Kolorektalni karcinom je za ptfedpokladu vc€asné diagnézy vylécitelné
onemocnéni, je vSak dilezité nddor v€as odstranit, aby se zabranilo jeho rozsiteni do
ostatnich organti lidského téla. Nejzasadnéjsi vSak je, ze se mu da spravnou prevenci

predchazet (web 2).

RozliSujeme tzv. primarni prevenci a prevenci sekundarni. Pod pojmem primarni
prevence se rozumi takové chovani clovéka, které vede k predchazeni vzniku
onemocnéni. Patii sem predev§im zdravy zivotni styl a dostate¢na pohybova aktivita.
V ramci prevence CRC je dulezit¢é dodrZovat zasady spravné vyzivy. To znamena
snizeni obsahu nasycenych tukli, omezeni uzenin a tzv. Cerveného masa, omezeni
konzumace alkoholu a nekufédctvi. Dulezity je dostateCny piisun ovoce a zeleniny a

zvyseny piijem vldkniny.
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Sekundarni prevence je zaméiena predevSim na vcasny zachyt zhoubného
nadoru ve stadiu, kdy je pln¢ vylélitelny. Jedna se zejména o kolorektalni screening.
Patfi sem test okultniho krvaceni do stolice (TOKS) a primarni screeningova
kolonoskopie. Lidem nad 50 let je doporuceno ud¢lat si jedenkrat za rok TOKS, ktery je
zcela nenaro¢ny na provedeni a lidé po 55 letech mohou v téchto pravidelnych testech
pokracovat, nebo se mohou nechat vysettit primarni screeningovou kolonoskopii, ktera

se provadi jednou za deset let (web 3).

2.2.5 Stanoveni diagnozy

Zakladem spravné diagnostiky je, jako v pfipadé vsech chorob, pecliva
anamnéza. VySetieni u lékafe dale pokracuje klinickym vySetfenim, které zahrnuje
vySetfeni kone¢niku pohmatem, tzv. per rectum. Provadi se odbér krve, ktera se posila
na zakladni laboratorni vySetfeni a urceni hladiny karcinoembryondlniho antigenu
(CEA), ktery je vSak ptedevSim vyuzivan ke sledovani pribéhu terapie. Dal§im krokem

v diagnostice miize byt vySetieni stolice na pfitomnost krve.

Zakladnim vySetfenim umoziujicim diagnézu CRC je v soufasné dobé
kolonoskopie. Kolonoskopie poskytuje podrobné vysetieni celého tlustého stfeva a
kone¢niku, dovoluje odbér materidlu k histologickému vysetifeni a odstranéni polypt

stfeva.

Druhym dulezitym néstrojem diagnostiky jsou rentgenologicka vySetfeni. Patii
sem predevsim irrigografie, kdy se pacientovi aplikuje kontrastni latka pfes kone¢nik do

tlustého stfeva a nasledné se snimkuje rentgenem.

Z dalSich postupil je mozné jmenovat ultrazvuk bficha a nékdy také vypocetni
tomografii (CT) bficha, protoze CRC ze sliznice postupné proriistd stievni sténou do
okolnich struktur a infiltruje lymfatické a krevni cévy a CT je schopné urcit prave

hloubku nadorové invaze do stievni stény (Abrahamova et al. 2010, Urban 2008).
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2.2.6 Terapie

Lécebny postup u pacientii s diagnostikovanym CRC je vzdy =zavisly na
lokalizaci nadoru, jeho velikosti a Sifeni do okoli. Diilezity je téz celkovy stav pacienta

a jiné ptridruzené choroby. Mezi zakladni 1é¢ebné metody patfi:

e chirurgicky vykon
e chemoterapie

e radioterapie.

Chirurgicky vykon se u vétSiny ptipadd provadi jako prvni, ale v ptipad¢
zachytu velmi casného stadia je tu také moznost provést endoskopické odstranéni
maligné transformovaného polypu. Nadory konecniku Ize odstranit za pouziti
operacniho rektoskopu. Nejcastéji vSak dochazi k resekci Casti stfeva nebo konecniku,
ktera je postiZena nadorem. U ¢asti pacientl je nasledné mozné sesiti zbylych ¢asti stiev

nebo koneéniku.

V ptipadech, kde tento postup nelze uplatnit, je nutné provést kolostomii. Jedna
se o vyusténi stfeva na povrch piedni bfisni sténou. Pacient pak ma pfi sobé upevnén

sacek, do kterého odchazi stolice a ktery se po naplnéni vyménuje.

Terapie cytostatiky u pacientii s CRC c¢asto doplituje chirurgické odstranéni
nadoru nebo predevSim v pfipadé karcinomu konecniku také radioterapii. Cytostatika
jsou latky s protinadorovym ucinkem, které se aplikuji ve formé infuzi, nitroZilnich

injekci €1 ve formé tablet urcenych pro peroralni podani (Abrahamova et al. 2010).

Je tfeba zminit, Ze rozliSujeme adjuvantni a neoadjuvantni terapii a to na zaklad¢
Casového pouziti. Neoadjuvantni léCba predchazi operacni vykon a je pouzivana
pfedevSim pro karcinom rekta v pokrocilych stadiich oproti terapii adjuvantni, ktera
nasleduje po opera¢nim vykonu, kdy byl nddor primarné odstranén (Zavoral et al.

2012).

Pro adjuvantni terapii je vyuzivan S—fluorouracil (5-FU) v kombinaci
s leukovorinem, pficemz by tato terapie méla byt aplikovana maximalné po dobu 6
mesicl, delSi podavéani zpiisobuje nartst toxicity této 1é¢by. V chemoterapii CRC je
dale vyuzivan kapecitabin, ktery je prekurzorem 5-FU a jeho nejvétSi prednosti je
moznost peroralniho podavani pacientim. Oxaliplatina a irinotecan se fadi mezi dalsi

cytostatika, kterd jsou vyuzivana k 1écbé CRC.
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Radioterapie se nejCasteji pouziva neoadjuvantné u nadortt konecniku. Cilem
této 1écby je zmenSeni objemu nadoru. Casto také dochazi ke kombinaci 1é€by pomoci
zéafeni a chemoterapie, mluvime tedy o radiochemoterapii. Mozné je pouzit 5-FU ¢i

oxaliplatinu, ktera ma radiosenzibiliza¢ni vlastnosti.

Mezi soucasné moznosti 1écby CRC patii také biologickd 1écba vyuZzivajici
protilatky, které jsou namifené proti urCitym strukturam bunky. Jedna se nejcastéji o
bunécné receptory Ci fosforylatni enzymy. Piikladem lze uvést napf. bevacizumab,
ktery je namifen proti receptoru vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF,
vascular endothelial growth factor). VEGF je stimulatorem tvorby endotelidlnich bunék
a tim se tedy zajistuje angiogeneze, kterd se po navazani bevacizumabu na receptor
VEGF zablokuje. Tohoto procesu je tedy vyuzivano v nadorové tkani, kde je

angiogeneze velice intenzivni (Richter 2008).

2.3 Albendazol

Albendazol (ABZ), chemickym nazvem  methyl-[5—(propylthio)-1H-
benzimidazol-2—yl] karbamat (viz Obr. 3), patii do skupiny benzimidazoll. Pivodné
byla tato latka vyvinuta pro veterinarni 1écebné ucely, v souCasné dob¢ je vSak bézné
pfedepisovana jako u¢inné anthelmintikum k 1é¢bé ¢lovéka 1 zvifat (Pourgholami et al.
2010a). ABZ je oblibeny diky jeho Sirokému vyuZziti, ucinnosti a nizké toxicité
(Ramirez et al. 2007).

Pouziva se k 1écbé onemocnéni vyvolanych nékterymi prvoky ¢i tkanovymi a
sttevnimi Cervy, jako jsou napf. teniosy, enterobiosy a trichuriosy. Plisobi efektivné

proti vS§em vyvojovym stadiim helminth (web 4).

H O /
N
»—NH
N

Obr. 3 Struktura ABZ (web 5)

P
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2.3.1 Farmakodynamika

ABZ je karbamat benzimidazolu, ktery disponuje anthelmintickym a
antiprotozoalnim uc¢inkem proti stfevnim a tkanovym parazitim. Ma Sirokou
vyuzitelnost ve veterinarni i humdnni mediciné, plsobi ovicidné, larvicidné a

vermicidné. Je i€inny na nematoda, cestoda, trematoda a protozoa (web 4).

Spolecné se vSemi benzimidazoly vykazuje vysokou afinitu k tubulinu parazitt.
Specifickou vazbou na PB-tubulin dojde kinhibici polymerace mikrotubult.
Mikrotubularni struktury (viz Obr. 4) zajistuji zivotné¢ dulezité funkce parazita, jako
jsou pohyb, transport a migrace chromosomu pfi mitéze. Po jejich zablokovani tedy
dochazi k pomalé destrukei jedince (Bodecek a Koudela 2009). Za nizkou toxicitu u
savcl je zodpovédna mnohem vyssi afinita ABZ k tubulinu paraziti, nez k tubulinu

savcl (Ramirez et al. 2007).

Heterodimere

alpha-Tubwlin

beta-Tubulin

Protofilarnente

Obr. 4 Zakladni struktura mikrotubulu (web 6)

2.3.2 Farmakokinetika

Absorpce riznych sloucenin, véetne 1é¢iv, zavisi na rozpustnosti ve vodé. ABZ
vykazuje mens$i rozpustnost nez ostatni benzimidazoly, prakticky je ve vodé
nerozpustny. Rozpousti se v dimethylsulfoxidu, silnych kyselinach a bazich. Po
peroralnim podéni je jeho absorpce u mysi 20 — 30% a u skotu az 50%. U clovéka

dosahuje 1 — 5%, v porovnani se zvifaty je tedy znacné snizena. Pii podani spole¢né
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s tuénym jidlem se absorpce zvysi az na pétindsobek. Toto plati u lidi i zvifat (Dayan

2003).

ABZ je rychle metabolizovan v jatrech na priméarni metabolit albendazolsulfoxid
(ABZSO), ktery je povazovan za aktivni metabolit, zodpovédny za terapeuticky ucinek
ABZ. Prvniho kroku biotransformace se ucastni hlavn¢ cytochrom P4503A (CYP3A) a
flavinové monooxygenasy (FMO) (Velik et al. 2005).

Cytochromy P450 (CYP) jsou klicovymi enzymy v metabolismu xenobiotik,
kam spadaji samoziejm¢ veSkera 1éCiva, a maji téZ zasadni vyznam v metabolismu
nékterych eobiotik. V lidském organismu jsou jatra organem nejhojnéjsiho vyskytu
CYP, ale vmensi mife se nachdzeji prakticky ve vSech tkanich a specializovanych
bunikach. FMO jsou enzymy, které oxiduji velkou ¢éast organickych sloucenin

s nukleofilnim heteroatomem. Nejvétsi vyskyt je v jatrech, ale je mozné je nalézt i

v dalSich tkanich (Skalova et al. 2011).

Produktem prvni faze biotransformace ABZ je latka s chirdlnim centrem a
vznikaji tak dva enantiomery: (-)-ABZSO, ktery je zavisly predev§im na CYP3A a (+)-
ABZSO, produkovany syst¢tmem FMO (Dayan 2003). V prib¢hu druhého kroku
biotransformace vznikd za ucasti CYP1A albendazolsulfon (ABZSO;) (viz Obr. 5),
ktery nevykazuje zadnou farmakologickou aktivitu (Velik et al. 2005).

Diky rychlé transformaci je samotny ABZ prakticky nedetekovatelny v plazmé,
je mozné detekovat pouze jeho metabolity. Az 70 % ABZSO se vaze na plazmatické
proteiny a v této podobé je ABZSO Siroce distribuovan po celém téle. Spolecné
s dalSimi metabolity se vylucuje ptevazné zluci, pouze mald Cast je vyloucena moci

(Dayan 2003).

Dale je tfeba zminit indukéni aktivitu ABZ. Plsobi jako induktor
biotransformaénich enzymi, ptedev§im podrodiny CYP1A (Velik et al. 2005). Indukce
muze mit zédsadni farmakologické a toxikologické diisledky, nebot’ jejim vysledkem
muze byt n¢kolikanasobné zvyseni plasmatickych hladin G¢inné latky ¢i naopak jejich
snizeni. V ptipadé¢ ABZ jako anthelmintika mlZe sniZenim koncentrace ucinné latky

pod terapeutickou mez dojit ke vzniku rezistence na parazita (Skéalova et al. 2011).
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Obr. 5 Metabolismus ABZ (Skélova et al. 2007)

2.3.3 Toxicita

ABZ ptedstavuje Sirokospektré anthelmintikum, které vynika vysokou ucinnosti
a bezpe€nosti. OvSem po podani 1éciva v gravidité byly prokazany teratogenni a
embryotoxické ucinky u hospodaiskych 1 laboratornich zvifat (Teruel et al. 2011).
Dochazelo ke sniZeni télesné hmotnosti u mysi, potkant, kraliki a ovci. Déle byly
hlaSeny cévni a skeletalni malformace u plodu, které nastaly po lé€bé gravidniho
potkana netobiminem, coZ je prolécivo albendazolu (Carlsson et al. 2011). Jelikoz byl
jasné prokdzan embryotoxicky a teratogenni u¢inek ABZ ve studiich na zvitatech, nelze

toto riziko vyloucit 1 u ¢loveka a je tedy kontraindikovan v obdobi gravidity.

Diky rychlé metabolizaci ABZ v jatrech se piedpokladalo, Ze za prenatalni
toxicitu je zodpovédny hlavni metabolit ABZSO. Byly vSak provedeny studie
v prosttedi in vivo 1 in vitro, které mély za cil objasnit, zda je za teratogenitu

zodpovédny ABZ ¢i jeho metabolit. Bylo zjiSténo, ze hlavni podil na tomto tc¢inku

23



in vivo nese ABZSO, ackoli je 5 — 100x mén¢ ucinny nez ABZ v prostiedi in vitro
(Eckardt et al. 2012). Pokusy s bunéénymi kulturami kolorektalniho karcinomu s linii
HT=29 toto potvrzuji. ABZ byl ptiblizné 20x cytotoxictéjsi nez ABZSO. Hodnota ICs
pro ABZ byla vypocitana na 0,12 uM a pro ABZSO na 2,35 uM (Pourgholami et al.
2005).

Po dlouhodobém podavani vysokych davek (vice nez 30 — 40 mg/kg/den) ABZ
mysSim a psim dochézelo k anemii, lehké leukopenii, hypercholesterolemii a dalsSim
nespecifickym zménam. Pii podavani dévek vétSich nez 40 — 60 mg/kg/den bylo
pozorovano relativni zvétSeni jater a pfi davkach 400 mg/kg/den dochazelo k hypoplazii
varlat. Pti vyzkumech, které byly zaméfeny na kancerogenitu u mysi a potkand, kdy jim
byly podévany denni davky mnohonésobné vyssi, nez je doporucend davka u cloveka,
nebyla prokdzdna kancerogenni aktivita. Na zdklad¢ nepublikovanych vysledkil ze
studie genotoxicity in vivo pii mikronukledrnim testu na mys$i kostni dfeni je ABZ
povazovan za latku genotoxickou. Ackoli nebyly provedeny studie, které by
prozkoumaly toto riziko pro Cloveka, predpoklada se, ze pti dodrzovani terapeutického

davkovani je nepravdépodobné (Dayan 2003).

2.3.4 Nezadouci ucinky

V souvislosti s 1é€bou parazitdrnich onemocnéni u ¢lovéka se mohou vyskytovat
vedlej§i ucCinky, jako jsou napf.: prijem, zvraceni, nevolnost, nespavost, unava,

Mrve

jaternich enzymu (Pourgholami et al. 2010b).

2.3.5 Protinadorové ucinky

Poté, co byl objasnén mechanismus piisobeni benzimidazoli véetné ABZ, ktery
spo¢iva v inhibici polymerace tubulinu, se vyzkum zaméfil na jeho moZnou
protinddorovou aktivitu (Morris et al. 2001). Mikrotubuly jsou pouzivany jako cil
protinadorové terapie. Jedna se o klicové slozky cytoskeletu vSech eukaryotnich bunék.
Maji zasadni vyznam pro fadu bunécnych procesti, predev§im bunécéné déleni a mitozu

(Field et al. 2013).

Doposud bylo publikovano nékolik studii, které popisuji protinddorové
vlastnosti ABZ a dalSich benzimidazoll. Napt. ABZ, spole¢n¢ s mebendazolem (MBZ),
flubendazolem (FLU) a carbendazimem (CBZ), kter¢ také patii do skupiny
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benzimidazoli, je schopen indukce apoptdzy v nadorovych buitkach (Pourgholami et al.
2010b). Dale byla prokazana schopnost téchto latek inhibovat proliferaci Sirokého
spektra nadorovych bunék zahrnujicich napt. bunky hepatocelularniho karcinomu
(Pourgholami et al. 2001), karcinomu plic (Mukhopadhyay et al. 2002),
adrenokortikalniho karcinomu (Martarelli et al. 2008), karcinomu délozniho cipku
(Pourgholami et al. 2006) nebo kolorektalniho karcinomu, u kterého byla prozatim

testovana pouze bunécna linie HT-29 (Pourgholami et al. 2005).

ABZ byl také piedstaven jako latka potlacujici vaskularni endotelidlni ristovy
faktor (VEGF, vascular endothelial growth factor), ktery hraje vyznamnou roli
v kancerogenezi. VEGF se podili na ptfezivani endotelidlnich bunék, proliferaci, migraci

a zvySené vaskuldrni permeabilité¢ (Pourgholami et al. 2010a).

V zavislosti na pouzité koncentraci ovlivituje ABZ bunécny cyklus. Nizké
koncentrace zptsobuji akumulaci bunék v GO/G1 fazi cyklu a naproti tomu vyssi
koncentrace jsou zodpovédné za vySsi pocet bunck v G2/M fazi bunééného cyklu

(Pourgholami et al. 2010b).

V soucasné dobé je ABZ jako potencidlni latka pro 1é€bu rakoviny ve stadiu
vyzkumu (Pourgholami et al. 2010b). Byla vSak jiz provedena pilotni studie, kdy byl
oraln¢ podavan sedmi pacientim pievazné s CRC a jaternimi metastazami nebo
s hepatocelularnim karcinomem. 10 mg/kg ABZ za den bylo rozdéleno do dvou davek
po dobu 28 dni. U dvou ze sedmi pacientli byl zaznamenan pokles tumorovych markert,
u tfech pacientll nedochéazelo ke zméné a u poslednich dvou pacientli, po pocate¢ni

stabilizaci, zaCalo dochazet k jejich zvySovani (Morris et al. 2001).
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3 Cil prace
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Cilem diplomové prace bylo:

1.

Stanovit cytotoxické ucinky ABZ na bunky kolorektalniho karcinomu linii
SW 480 a SW 620 a linie odvozené od bun€k normalni stfevni sliznice NCM

460 za pouziti testu metabolické aktivity WST-1 a testu neutralni Cervene.
Za pomoci pritokové cytometrie prozkoumat ucinky ABZ na distribuci fazi

bunééného cyklu u vybrané bunécné linie, kterd vykéaze v ptedchozich

testech nejvetsi citlivost k pisobeni ABZ.
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4 Material a metody
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4.1 Pristroje

e C(Cellometer Auto T4, Nexcelom Bioscience

e Centrifuga Allegra TM X-12 R Centrifuge, Beckman Coulter
e Invertovany mikroskop CK2, Olympus

e Laminarni box MSC - ADVANTAGE 1.2, Thermo Scientific
e Laminarni box Telstar Bio-1I-A/G

e Lednice BRANDT Apollo

e Pritokovy cytometr Cell Lab QuantaTM SC Flow Cytometer, Beckman Coulter
e Pipetboy Swiftpet, Thermo Scientific

e Spektrofotometr Tecan infinite M200pro, Tecan

e Termostat CO, Incubateur IG 150, JOUAN

e Termostat Sanyo CO, incubator MCO-18 AIC (UV), Sanyo

e Deskova tfepacka MTS 2/4 digital, IKA

e Vodni laze Memmert

e Vortex MS2 Minishaker, IKA
4.2 Spotiebni material

e Automatické pipety Finnpipette, Thermo Scientific, objemy — 0,2-2 ul,
0,5-10 pl, 5-50 pl, 2-200 pl, 30-300 ul, 200-1000 pl, 0,5-5 ml, 2-10 ml

e (Centrifugaéni zkumavky (50 ml), Sarstedt

e Jednordzové Spicky Finntip Filter, Thermo Scientific

e O6ti-jamkové mikrotitracni desticky s vickem, NuncTM, Thermo Scientific

e Kultivacni lahve, stiedni (20 ml) NuncTM, Thermo Scientific

e Plastové korytka (10 ml)

e Lahve pro média (250 ml), Pyrex

e  Odmérné sklo — odmérné vélce, kadinky, sklenéné pipety (10 ml)

e Stojanky na zkumavky

e Pocitaci komirky Cellometer Counting Chambers, Nexcelom Bioscience

e Mikrozkumavky Eppendorf
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4.3 Chemikalie

e PBSbez Ca’" a Mg”" ionti, PAN™ Biotech

e Trypsin 0,05% + EDTA, GIBCO

e Penicilin /Streptomyccin, GIBCO

e Albendazol, Sigma-Aldrich

e Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium (D-MEM), Sigma-Aldrich

e 5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2 H-tetrazolium
(WST-1), Boehringer Mannheim-Roche

e Neutralni ¢ervenn (NR), Sigma-Aldrich

e Fetalni bovinni sérum (FBS), PAA Laboratories

e Dimetylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich

e Propidium jodid, Sigma-Aldrich

e Ribonukle4za A, Sigma-Aldrich

e Triton-X, Sigma-Aldrich

e Etanol (70%), RNDr. Jan Kulich s.r.0.

e Bézné chemikalie Cistoty p.a.
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4.4 Biologicky material

Bunééna linie SW 620
Zdroj: The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

Katalogové ¢Cislo: 87051203

Pivod: lidsky kolorektalni adenokarcinom, metastdza v lymfatickych uzlinach
Morfologie: epitelidlni
Kultivace: médium D — MEM (Sigma Aldrich) + 10% FBS, 37 °C, 5% CO,

Pas4zovani: 2 x tydné — Po a Ct za pouziti trypsinu 0,05% + EDTA

Bunécna linie SW 480
Zdroj: The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

Katalogové ¢Cislo: 87092801

Plivod: lidsky kolorektalni adenokarcinom
Morfologie: epitelialni
Kultivace: médium D — MEM (Sigma Aldrich) + 10% FBS, 37 °C, 5% CO,

Pas4zovani: 2 x tydné — Po a Ct za pouziti trypsinu 0,05% + EDTA

Buné¢na linie NCM 460

Zdroj: Incell corporation, LLC

Puvod: lidska sliznice tlustého stfeva

Morfologie: epitelidlni

Kultivace: médium D — MEM (Sigma Aldrich) + 10% FBS, 37 °C, 5% CO,

Pasazovani: 2 x tydné — Po a Ct za pouziti trypsinu 0,05% + EDTA
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4.5 Pasazovani bunék

VétSina bunéénych kultur roste adherentné, potiebuje tedy ke své proliferaci
kontakt s podkladem a postupné dochazi k pokryti celého dna kultivacni lahve (100%
konfluence). Déle jiZ neni mozna proliferace a je nutné builky pfed dosazenim 100%
konfluence zpasazovat. Jedna se o pieneseni pouze ¢asti bunécné populace z kultivacni
lahve, kde jsou jiz bunky narostlé, do nové kultivaéni nadoby, kde opét za¢nou riist

(Cedikova et al. 2012).
Postup pro pasazovani bunek:

e Roztok trypsinu a kultivaéni médium ohiat ve vodni lazni na 37°C.

e Pripravit sterilni nddobu na vyliti starého média a popsat kultivacni lahve —
datum, nazev linie, ¢islo pasaze, podpis laboranta.

e Narostlé bunky v kultivacni lahvi vyjmout =z inkubatoru a prohlédnout
pod mikroskopem.

e Vylit staré médium do sterilni nadoby.

e Pridat trypsin (2 ml) a omyvat kyvavym pohybem buiiky, slit do sterilni nadoby,
opakovat 3x, pii poslednim omyvani nechat malé mnozstvi trypsinu v lahvi.

e Na4 - 6 min vlozit do inkubéatoru.

e Kultivacni lahev vyjmout zpét z inkubatoru a uvolnéné buniky oplachnout a
resuspendovat v 10 ml média.

e 2 ml této bunécné suspenze pienést do nove, jiz popsané kultivacni lahve.

e Doplnit médiem na objem 10 ml.

e Ulozit do inkubatoru.
4.6 Pocitani bunék na analyzatoru Cellometer Auto T4

Pted nasazenim bun¢k do 96ti-jamkovych desti¢ek je tfeba stanovit koncentraci
bunék v suspenzi ziskané pii pasdzovani. Pocitdni bunék pro potfeby naseho
experimentu bylo provadéno na pfistroji Cellometer Auto T4 firmy Nexcelom

Bioscience.
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Postup pro méfeni koncentrace bunék:

e Zapnout pocitac.

e Peclivé promichat pfipravenou bunécnou suspenzi.

e Do pocitaci komuirky (dodavané specidlné pro pfistroj Cellometer Auto T4)
napipetovat 20 pl bunécné suspenze.

e Vlozit do analyzatoru.

e Zaostfit.

e Zvolit typ bunék.

e Provést méfeni.
4.7 Nasazovani bunék do 96ti-jamkovych desticek

Postup pro nasazovani bunék:

e Na zaklad¢ zméfené koncentrace buné€k pomoci pfistroje Cellometer Auto T4
piipravit bunécnou suspenzi o koncentraci 30 000 bun¢k/ml.

e Piipravit a popsat 96ti-jamkové desti¢ky pro kazdou testovanou linii.

e Do kazdé¢ jamky pipetovat 200 pl bunééné suspenze, tj. 6000 bunck na jamku.

e Desti¢ky s nasazenymi bunikami vlozit do termostatu a nechat inkubovat 24 hod

v podminkach 5% CO, a 37°C.

4.8 Priprava pracovnich roztoki albendazolu pro WST-1 a

test neutralni Cervené

Pro ob¢€ metody je tieba pfipravit pracovni roztoky ABZ v DMSO o koncentraci
0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM a 10 mM.

Postup:

e Meédium vlozit do vodni ldzné¢ ohtat na 37°C. DMSO a zasobni roztok ABZ
(10 mM) nechat povolit pii pokojové teplote.

e Pfipravit a popsat mikrozkumavky pro jednotlivé koncentrace.

e Postupné fedit zasobni roztok ABZ (10 mM) do DMSO dle Tab. 1.

e Piipravené roztoky skladovat pii teploté 4°C bez piistupu svétla.
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Tab. 1 Priprava pracovnich roztoki ABZ pro WST-1 a test neutralni ¢ervené

Mnozstvi ABZ o koncentraci Vysledna koncentrace
uvedené v zavorce bigptal jpd 2101w DIIEID) pracovniho roztoku ABZ
100 pl (10 mM) 100 ul DMSO 5 mM
40 pl (5 mM) 160 ul DMSO 1 mM
100 pl (1 mM) 100 ul DMSO 0,5 mM
40 pl (0,5 mM) 160 ul DMSO 0,1 mM
100 pl (0,1 mM) 100 ul DMSO 0,05 mM
40 pl (0,05 mM) 160 ul DMSO 0,01 mM

4.9 Ovlivinovani bunék

Pondéli:

e Nasadit buniky — linie SW 620, SW 480, NCM 460 do 96ti-jamkovych desticek,

200 pl bunééné suspenze o koncentraci 30 000 bunék/ml.
Do sloupce 1 (blank) buiiky nenasazovat.

e Inkubovat 24 hod v inkubdtoru v podminkach 37°C, 5 % CO,.

Uteg’ :

e Meédium vloZzit do vodni 1azn¢ ohtat na 37°C. DMSO a pracovni roztoky ABZ

nechat povolit pii pokojové teplote.

e Ptipravit a popsat korytka pro fedéni pracovnich roztok.

e Na 3 desticky (24 hod, 48 hod, 72 hod) pfipravit 5 ml ovliviiovaciho média,

pracovni roztok ABZ tedit 1000x (viz Tab. 2), tj. 5 ul pracovniho roztoku

v DMSO + 4995 pul média.
e Stejnym zplsobem pfipravit roztok DMSO, tj. 5 ul DMSO + 4995 ul média.
e Desticky s buitkami vyjmout postupné z inkubatoru a odsat staré médium.
e Podle Tab. 3 pipetovat 200 pl ovlivitovaciho média do jamky.
e Do sloupce 3 pipetovat roztok 0,1% DMSO v médiu.

e Vlozit do inkubatoru.
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Tab. 2 Vysledna koncentrace testované latky v jamce

Pracovni roztok v DMSO Vysledna koncentrace ABZ
v jamce
10 mM 10 uM
5mM S5 uM
1 mM 1 uM
0,5 mM 0,5 uM
0,1 mM 0,1 uM
0,05 mM 0,05 uM
0,01 mM 0,01 uM

Konec¢na koncentrace DMSO je ve vSech jamkach 0,1%.

Stieda, étvrtek, patek:

e (Odsat médium s ABZ a zpracovat podle piislusné metody.

Tab. 3 RozloZeni koncentraci ABZ na 96ti-jamkové desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

Bl K | 0,01pM | 0,05pM | 0,1pM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10pM

T Q| ™ = O Al @ >
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4.10 Stanoveni metabolické aktivity bunék

4.10.1 Metodika testu WST-1

Metoda WST-1 predstavuje U¢inny a spolehlivy nastroj pro méfeni bunécné
proliferace a viability (Yin et al. 2013). Jedna se o kolorimetrickou metodu, pfi niz se
mefi prezivani bunek v prostiedi ucinné latky na zakladé zachovani jejich metabolické
aktivity. Intenzita metabolické aktivity je hodnocena stupném schopnosti zivych bunék
redukovat tetrazoliovou sil [4-(3(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5tetrazolio)-1,3-
benzen disulfonat] na barevny produkt formazan, ktery je ve vod¢ rozpustny (web 7).
Cely proces je katalyzovan sukcinatdehydrogenasou, kterd se nachazi v zivych bunkéch
a dana reakce probiha pouze na mitochondrialni membrané¢ téchto bunék (Michalova et
al. 2008). Standardni doba inkubace pro WST-1 je 2 hod (Yin et al. 2013). Mé&feni
absorbance vzniklého barevného produktu se provadi v rozmezi vinovych délek 420 —
480 nm, maximum absorbance je 440 nm (web 7). Namétend hodnota absorbance pak

odpovida intenzité metabolismu a viabilité bun¢k (Michalova et al. 2008).

Postup méfeni:

e Ptipravit pracovni roztok WST-1. Na jednu desticku je tfeba piipravit mnozstvi
10 ml. Smichat WST—1 s médiem v poméru 1:20, tj. 0,5 ml WST-1 + 9,5 ml
média.

e Desticky s buitkami vyjmout z inkubatoru a odstranit pivodni médium s ABZ.

e Pipetovat 100 pl pfipraveného roztoku WST-1 do Sesti prostfednich jamek
sloupcii 1 a 3 — 10.

e Zapnout pocitac a spektrofotometr (Tecan infinite M200pro) a zméfit absorbanci
v ¢ase 0 hod (450 nm, referen¢ni vinova délka 650 nm).

e Desticky vlozit na 2 hod do inkubéatoru (37°C, 5% CO»).

e Po dvouhodinové inkubaci zméfit absorbanci v ¢ase 2 hod (450 nm, referencni

vlnova délka 650 nm).
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4.11 Stanoveni integrity plazmatické membrany bunék

4.11.1 Metodika testu neutralni ¢ervené

Test neutralni Cervené (Neutral Red Uptake test - NRU) patii mezi nejvice
pouzivané testy pro stanoveni cytotoxicity (Repetto et al. 2008). Jedna se o kvantitativni
kolorimetrickou metodu, kterd je zalozena na schopnosti zivych bunék vychytavat a
akumulovat neutralni ¢erven (NR) v lyzozomech (Chiba et al. 1998). U poskozenych ¢i
mrtvych bunék se tato schopnost rapidné snizuje. NR je barvivo nesouci kladny naboj,

které snadno prochézi pies bunéénou membranu (web 8).

Buiiky jsou po obarveni inkubovany v termostatu po dobu tfi hodin a nasledné
jsou promyvany, pticemz poskozené buiky nedokdzou uchovat barvivo ve svych
lyzozomech a jsou odbarveny (Repetto et al. 2008). Mnozstvi akumulované NR je
meéfeno spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm a je pfimo umérné poctu zivych

bunék (web 8).

Postup méfeni:

e Piipravit pracovni roztok NR. Na jednu desticku je tfeba pfipravit mnozstvi
10 ml. Smichat NR s médiem v pomé&ru 1:40, tj. 250 ul NR + 9,75 ml média.

e Desticky s buitkami vyjmout z inkubatoru a z jamek odsat 100 ul pavodniho
média s ABZ.

e Pipetovat 100 pl pfipraveného pracovniho roztoku NR do Sesti prostfednich
jamek sloupcti 1 a 3 — 10. Vysledna koncentrace NR v jamce je 40 pg/ml.

e Desticky vlozit na 3 hod do inkubéatoru (37°C, 5% CO»).

e Po tifithodinové inkubaci provést fixaci a lyzu bunék: odsat médium s NR a ptidat
100 pl fixa¢niho roztoku (1 g/100 ml CaCl, v 0,5% roztoku formaldehydu),
15 min fixovat pii pokojové teploté, 2x oplachnout 100 pl PBS bez iontd, pfidat
200 pl lyzac¢niho roztoku (1% CH3;COOH v 50% etanolu), 15 min inkubovat pfi
pokojove teploté, 15 min tfepat na deskové tfepacce.

e Zapnout pocita€ a spektrofotometr (Tecan infinite M200pro) a zméfit absorbanci

pii vlnové délce 540 nm.
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4.12 Nasazovani bunék do kultiva¢nich lahvi

Postup pro nasazovani bunék:

e Na zakladé zmétené koncentrace bunék pomoci pfistroje Cellometer Auto T4
pfipravit bunéénou suspenzi o koncentraci 150 000 bunék/ml.

e Piipravit a popsat kultivacni lahve pro jednotlivé koncentrace a kontrolu.

e Do kazdé kultivaéni lahve (75 cm?) prenést 20 ml média s buiikami o
koncentraci 150 000 bunék/ml, tj. 3 000 000 bun¢k na lahev.

e Kultivacni lahve s nasazenymi bunikami vlozit do termostatu a nechat inkubovat

24 hod v podminkach 5% CO, a 37°C.

4.13 Priprava pracovnich roztokii albendazolu pro

prutokovou cytometrii

Pro méteni bunééného cyklu (BC) metodou prutokové cytometrie je tieba
piipravit pracovni roztoky ABZ v DMSO o koncentraci 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM,
0,5mM a 1 mM.

Postup:

e Meédium vlozit do vodni l4zn€ ohtat na 37°C. DMSO a zésobni roztok ABZ
(10 mM) nechat povolit pii pokojové teploté.

e Pfipravit a popsat mikrozkumavky pro jednotlivé koncentrace.

e Postupné fedit zasobni roztok ABZ do DMSO dle Tab 4.

e Ptipravené roztoky skladovat pii teploté 4°C bez piistupu svétla.
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Tab. 4 Priprava pracovnich roztoki ABZ pro priitokovou cytometrii

Mnozstvi ABZ o koncentraci

Mnozstvi ptidaného DMSO

Vysledna koncentrace

uvedené v zavorce pracovniho roztoku ABZ
10 pl (10 mM) 90 ul DMSO 1 mM
5 ul (10 mM) 95 ul DMSO 0,5 mM
4 pl (10 mM) 96 ul DMSO 0,4 mM
3 ul (10 mM) 97 ul DMSO 0,3 mM
2 pl (10 mM) 98 ul DMSO 0,2 mM

4.14 Ovliviiovani a fixace bunék pro pritokovou cytometrii

Pondéli:

e Nasadit buiiky — linie SW 480 do kultivacnich lahvi, 20 ml bunétné suspenze

o koncentraci 150 000 bun¢k/ml.
e Inkubovat 24 hod v termostatu v podminkach 37°C, 5 % CO,.

I3

Utery:

e Meédium vloZit do vodni lazné€ ohtéat na 37°C. DMSO a pracovni roztoky ABZ

nechat povolit pii pokojové teploté.

e Pfipravit a popsat zkumavky pro fedéni pracovnich roztok.

e Pro kazdou lahev (1 lahev = 1 koncentrace) pfipravit 20 ml ovliviiovaciho

média, pracovni roztok ABZ tedit 1000x (viz Tab. 5), tj. 20 pul pracovniho

roztoku v DMSO + 19 980 ul média.

e Stejnym zpiisobem pfipravit roztok DMSO, tj. 20 ul DMSO + 19 980 pl média.

e Kultivacni lahve s butkami postupné vyjmout z inkubétoru.

e Vylit staré médium a ovlivnit pfipravenym médiem s urcitou koncentraci ABZ.

e Do posledni lahve pipetovat roztok 0,1% DMSO v médiu - kontrola.

e Vlozit do inkubatoru na 24 hod (37°C, 5% CO,).
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Tab. 5 Vysledna koncentrace testované latky v kultivacni lahvi

Pracovni roztok v DMSO Vysledna koncentrace ABZ
v kultivaéni lahvi
1 mM 1 uM
0,5 mM 0,5 uM
0,4 mM 0,4 uM
0,3 mM 0,3 uM
0,2 mM 0,2 uM
Streda:

e Me¢édium a trypsin vlozit do vodni ldzné€ ohtat na 37°C.

e Ptipravit a popsat centrifugacni zkumavky.

e Vylit staré médium z kultivacni lahve.

e Pridat trypsin (2 ml) a omyvat kyvavym pohybem buiiky, slit do sterilni nadoby,
opakovat 3x, pfi poslednim omyvani nechat malé mnozstvi trypsinu v lahvi.

e Na4 — 6 min vloZit do inkubatoru.

e Trypsinem uvolnéné bunky resuspendovat v 10 ml média.

e Buné¢nou suspenzi pienést do centrifugacni zkumavky.

e Centrifugovat pii 1000 RPM, 4°C, 10 min.

e Slit supernatant, sediment dobfe rozklepat.

e Doplnit 10 ml PBS.

e Centrifugovat pii 1000 RPM, 4 °C, 10 min.

e Slit supernatant, sediment dobte rozklepat.

e Po kapkéch ptidat 2 ml 70 % etanolu za stalého tfepani.

e Skladovat pfi teploté 4°C bez pfistupu svétla.
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4.15 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie (flow cytometry, FC) je moderni analytickd metoda
umoznujici simultdnni analyzu vice parametrd na velkém mnozstvi bunék. Pii
cytometrické analyze se provadi méteni kazdé jednotlivé bunky zvlast. Tato skutecnost
je velice vyznamnym faktorem, jelikoz nejde pouze o primérné hodnoty métfené

suspenze.

Analyza fyzikalné-chemickych vlastnosti bun¢k, véetné¢ simultdnniho méfeni
vice parametrl, je umoznéna jejich priichodem laserovym paprskem, u kterého po
dopadu na ¢astici dochazi k lomu a rozptylu svétla. Podle sméru a thlu lomu je tento
rozptyl oznac¢ovan jako ptimy rozptyl — forward scatter (FSC). Bo¢ni rozptyl neboli tzv.
side scatter (SSC) je ovlivnén charakterem a vnitini strukturou buniky, zatimco FSC je

umérny jeji velikosti (Pecka 2010).

Po ozafeni laserovym paprskem mize builka také emitovat fluorescenéni zafeni.
Latky, které jsou schopné fluorescence, se nazyvaji fluorochromy a jsou vétSinou
konjugovéany s monoklonalnimi protilatkami. Ty maji schopnost vazat se na specifické
struktury na povrchu c¢éstic. Nékteré fluorochromy vynikaji také moZznosti vazby na

buiiky piimo nebo se mohou do bunky inkorporovat (Roubalova 2012).

Pritokova cytometrie se uplatiiuje v celé tadé analyz ve vSech odvétvich
klinické praxe. Nejvétsi uplatnéni nachazi v klinické imunologii, hematoonkologii,
molekularni biologii a také v oblasti nadorové biologie. Jednou z nejcastéji vyuzivanych

je analyza bunécného cyklu (Roubalova 2012).

Pfi analyze bunééného cyklu pritokovou cytometrii je méfen obsah DNA
jednotlivych bunék ve vzorku. DNA je nejprve oznacena fluorescen¢ni sondou, kterou
je nejbéznéji propidium jodid (PI). Jednd se o fluorescencni interkalacni ¢inidlo, které
se zabudovava do struktury DNA. Po vazb& dochazi k posunu a zesileni intenzity

fluorescence emitované v Cervené oblasti spektra (Branska et al. 2011).
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4.16 Méreni distribuce fazi bunécného cyklu
Postup méfeni:

e Fixované bunky v centrifuga¢nich zkumavkach centrifugovat pfi 2000 RPM,
4 °C, 10 min.

e Slit supernatant, sediment dobte rozklepat.

e Ptidat 10 ml PBS.

e Centrifugovat pii 1000 RPM, 4 °C, 10 min.

o Slit supernatant, sediment dobie rozklepat.

e Pridat 0,5 ml PBS + 0,5 ml fosfat—citratového pufru (0,2 M Na,HPO,, 0,1 M
citrat, pH 7,8).

e Inkubovat 5 min.

e Ptidat 10 ml PBS.

e Centrifugovat pti 1000 RPM, 4 °C, 10 min.

e Slit supernatant, sediment dobte rozklepat.

e Prfidat 0,5 ml Vindelova roztoku (2 g/l TRIS, 0,01 g/l RNAsa, 0,6 g/l NaCl,
0,05 g/l PI).

e Inkubovat 50 — 60 min v inkubatoru (37 °C, 5 % CO,).

e Me¢éfit na pritokovém cytometru (Cell Lab QuantaTM SC Flow Cytometer,
Beckman Coulter).

4.17 Zpracovani vysledkii a statistické vyhodnoceni

Vysledky metod WST-1 a NRU byly zpracovany v programu Microsoft Office
Excel, ve kterém byly vytvofeny i grafy. Méfeni bylo provadéno vzdy Sestkrat pro
kazdou koncentraci ve tfech nezavislych pokusech. Hodnoty ICsy byly vypocitany
v programu GraphPad Prism 6.0. V programu MultiCycle AV for Windows bylo
vyhodnoceno meéfeni bunééného cyklu, ktery byl také méfen ve tfech nezavislych
pokusech. Statistické hodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 6.0
pomoci analyzy one way analysis of variance (ANOVA) za pouziti testu Bonferroni,

statistickd vyznamnost p < 0,05.
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5 Vysledky
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5.1 Vliv albendazolu na metabolickou aktivitu bunék

Utinek ABZ na metabolickou aktivitu bunéénych linii SW 480, SW 620 a NCM
460 byl stanoven pomoci testu WST-1. ABZ byl testovan v koncentraCnim rozmezi

0,01 — 10 uM a v Casovych intervalech 24, 48 a 72 hod.

U vSech bunécnych linii ABZ sniZzoval metabolickou aktivitu v zavislosti na

koncentraci a dobé pilisobeni (viz Obr. 6 — 8).

Statisticky vyznamny rozdil hodnot absorbance ve srovnani s hodnotami
absorbance kontrolnich vzorkd byl zaznamenan u vSech bunéénych linii od koncentrace
0,5 uM ABZ. V piipadé¢ bunéné linie SW 620 dochazelo i pifi nejvyssi testované
koncentraci ABZ (10 uM) k nartistu hodnot absorbance mezi ¢asovymi intervaly 24 —

72 hod, na rozdil od dal$ich dvou testovanych linii.

SW 480

"
1
m24h
%
J ]I * % % % 72 h
d o
0.5 1 5 10

0.01 0.05 0.1
Koncentrace albendazolu (uM)

2,5

I

o
1
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0

Obr. 6 Porovnani vlivu riznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

Absorbance

48- a 72- hodinové inkubaci u bunééné linie SW 480 — metoda WST-1

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05
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Obr. 7 Porovnani vlivu riznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

48- a 72- hodinové inkubaci u bunécné linie SW 620 — metoda WST-1

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05

NCM 460

W24 h

W48 h

Absorbance

m72h
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Obr. 8 Porovnani vlivu riznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

48- a 72- hodinové inkubaci u bunééné linie NCM 460 — metoda WST-1

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05
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5.2 Vliv albendazolu na integritu plazmatické membrany

bunék

Utinek ABZ na integritu plazmatické membrany bundk byl stanoven u
bunéénych linii SW 480, SW 620 a NCM 460 pomoci testu NRU. ABZ byl testovan

v koncentraénim rozmezi 0,01 — 10 uM a v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hod.

U vSech bunéénych linii ABZ snizoval schopnost bunék vychytavat a

akumulovat NR v zdvislosti na koncentraci a dob¢é ptsobeni (viz Obr. 9 — 11).

Statisticky vyznamny rozdil hodnot absorbance ve srovnani s hodnotami
absorbance kontrolnich vzorkl byl zaznamenéan u bunécnych linii SW 480 a SW 620 od
koncentrace 0,5 pM ABZ. U bunécné linie NCM 460 byl zaznamenan jiz pfi

koncentraci 0,1 uM ABZ v ¢asovém intervalu 24 hod.

V ptipad¢ bunécné linie SW 620 a NCM 460 dochézelo i pfi nejvyssi testované
koncentraci ABZ (10 uM) k nartstu hodnot absorbance mezi ¢asovymi intervaly 24 —
72 hod, na rozdil od bunééné linie SW 480, u které¢ doslo mezi intervaly 48 — 72 hod

k mirnému poklesu.

W24 h

W48 h

Absorbance

m72h

0 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 10
Koncentrace albendazolu (uM)

Obr. 9 Porovnani vlivu raznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

48- a 72- hodinové inkubaci u buné¢éné linie SW 480 — metoda NRU
* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05
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Koncentrace albendazolu (uM)

Obr. 10 Porovnani vlivu riznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

48- a 72- hodinové inkubaci u bunécné linie SW 620 — metoda NRU

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05

NCM 460

o
~

o
o

o
Ul

o
'

W24 h

o
w

W48 h
m72h

Absorbance

o o
SN N)

o

0 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 10
Koncentrace albendazolu (uM)

Obr. 11 Porovnani vlivu riznych koncentraci ABZ na hodnotu absorbance po 24-,

48- a 72- hodinové inkubaci u bunééné linie NCM 460 — metoda NRU

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05
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5.3 Porovnani hodnot ICs,

Pomoci programu GraphPad Prism 6.0 byly u jednotlivych bunéénych linii, z dat
ziskanych metodami WST-1 a NRU, vypocitainy hodnoty ICsy v ¢ase 72 hod po
ovlivnéni ABZ. Pro jejich vypocet byly pouzity primérné hodnoty ze tii nezavislych
pokusii. Tab. 6 shrnuje vypocitané hodnoty ICsy (koncentrace + SD) pro metody WST-1
a NRU pro vSechny testované bunécné linie. V pfipadé bunck SW 620 meétfenych
metodou NRU nedoslo k poklesu zivotnosti pod 50 %, ICs, tedy nebyla hodnocena.

Tab. 6 Hodnoty ICs, ziskané jednotlivymi metodami pro vSechny testované linie

v intervalu 72 hod po ovlivnéni ABZ

WST-1 NRU
SW 620 8,70 uM £ 0,12 Nehodnoceno
SW 480 0,78 uM = 0,08 5,05 uM £ 0,08
NCM 460 2,33 uM + 0,10 3,46 uyM £ 0,15

Pro bunécnou linii SW 480 byla hodnota ICsy zaznamenand metodou WST-1
vice nez 6x nizsi neZ v piipadé¢ metody NRU. Pro bunécnou linii NCM 460 byla rovnéz
stanovena niz$i hodnota ICsy u metody WST-1, avSak nejednd se zde o takovy rozdil,
jaky byl zjistén u bunééné linie SW 480. V ptipadé bunck SW 620 bylo mozné hodnotit
ICsp pouze pro metodu WST-1. Z uvedenych hodnot tedy vyplyva, Ze metoda WST-1

v nasem experimentu celkové vykazovala vétsi citlivost neZ metoda NRU.

Pokud porovname citlivost jednotlivych bunétnych linii, pfi pouziti metody
WST-1 vykazovala nejvyssi citlivost bunééna linie SW 480, zatimco pfi pouZiti metody
NRU byla jako nejcitlivéjsi vyhodnocena bunécnéd linie NCM 460. Linie SW 620

dosahla nejvyssi hodnoty I1Csy ze vSech tfi testovanych linii.
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5.4 Hodnoceni bunécéného cyklu pritokovou cytometrii

Vliv ABZ na distribuci fazi bunécného cyklu byl méfen pomoci pritokové
cytometrie. Bunécna linie SW 480 byla ovlivnéna ABZ v koncentraénim rozmezi 0,2 —

1 uM a inkubovana 24 hod.

100 -
80 -
*

60 -
5 BG1
S
Kl @s
X 40 A

BG2/M
20 -
0 .

0 0.2 0.3 0.4 0.5 1
koncentrace albendazolu [pM]

Obr. 12 Graf distribuce fazi bunééného cyklu po 24- hodinové inkubaci — SW 480

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0,05

V zavislosti na zvySujici se koncentraci ABZ dochazelo ke zvySovani poctu
bun¢k v G2/M fézi v porovnani s kontrolnim vzorkem (viz Obr. 7). Vyznamnéjsi zmeny
v distribuci fazi lze zaznamenat od koncentrace 0,4 uM ABZ, kdy je zaznamenéan
statisticky vyznamny rozdil proti kontrole u G1 a G2/M faze. Pti nejvyssi testované
koncentraci ABZ (1 uM) je jiz patrny statisticky vyznamny rozdil proti kontrole u G1, S
1 G2/M faze BC.
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Obr. 13 (a — f) Distribuce fazi bunécéného cyklu linie SW 480 po ovlivnéni ABZ
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Histogramy fézi bunétného cyklu linie SW 480 po ovlivnéni ABZ jsou

znazornény na Obr. 13. Jedna se o vysledek jednoho ze tii opakovanych pokusti.

V zévislosti na zvysujici se koncentraci ABZ dochézelo ke zvySovani vrcholu

frakce histogramu, ktera odpovida populaci bun¢k v G2/M fazi bunécného cyklu.

V ptipadé koncentrace 1 pM ABZ (viz Obr. 13-f) se v pravé Casti histogramu
objevovala populace bunék s obsahem DNA vyssim, nez odpovid4d normalnim bunkdm

v G2 fazi bunécného cyklu.
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6 Diskuze
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Albendazol patfi svym rozsahem ucinku mezi nejdilezitéjsi zastupce
benzimidazolovych anthelmintik. V roce 1975 byl uveden na trh a pivodné byl urcen
pouze pro veterinarni medicinu (Pourgholami et al. 2010a). Od roku 1982 je vsSak
vyuzivan i k 1é¢bé helmint6z ¢lovéka (Eckardt et al. 2012). Jedna se o velmi bezpecné a

ucinné anthelmintikum (Pourgholami et al. 2010a).

Mechanismus u¢inku ABZ spociva predevSim v inhibici polymerace
mikrotubuld, ktera je zplsobena specifickou vazbou ABZ na B-podjednotku tubulinu
paraziti (Eckardt et al. 2012). Mikrotubularni struktury zajistuji zivotné dulezité funkce
parazita, po tomto procesu tedy dochazi k jeho smrti (Bode¢ek a Koudela 2009). Tento
mechanismus U¢inku je spole¢ny i pro dalSi derivaty benzimidazolu jako jsou napf.
mebendazol, flubendazol a carbendazim. Dale bylo prokazano, ze pisobenim téchto latek
dochdzi k naruSeni energetického metabolismu parazitl a ke snizenému piijmu glukozy

(Eckardt et al. 2012).

Pravé schopnost ABZ inhibovat polymeraci mikrotubuli ho zatadila mezi latky
s moznym protinddorovym uUc¢inkem, jelikoZ mikrotubuly jsou v klinické mediciné
pouzivany jako cil protinddorové terapie. Latky s inhibi¢nim U¢inkem na polymeraci
mikrotubuld jsou pouzivany jako cytostatika, jednd se o tzv. mitotické jedy (Field et al.
2013). Typickym piikladem jsou alkaloidy z Vinca rosea, tzv. vinka alkaloidy. Lze
uvést napiiklad vinkristin, ktery je pouZivdn jako chemoterapeutikum u
hematologickych malignit i solidnich néador@, ¢i vinblastin uplatiyjici se v 1écbé

malignich lymfomd a testikularnich nadorti (Klener a Klener jr. 2010).

Stejnym zplisobem jsou vyuzivany i latky zptisobujici inhibici depolymerace
mikrotubult. Dochézi k urychleni tvorby mikrotubulil a k jejich stabilizaci, je narusen
bunéény cyklus v G2/M fézi, coz mlize mit za nasledek spusténi apoptdzy. Inhibici
depolymerace mikrotubulti vyvolavaji naptiklad taxany, latky izolované z Taxus
brevifolia. Jako jejich zastupce lze uvést paklitaxel ¢i docetaxel, které se podileji na

terapii n€kterych typi solidnich nadorti (Klener a Klener jr. 2010).

Po objasnéni mechanismu plisobeni benzimidazoll byly tyto latky testovany in vitro
a byla prokdzana jejich schopnost ovliviiovat proliferaci riznych typt nadorovych bunék.
ABZ inhiboval proliferaci bunék hepatocelularniho karcinomu (Pourgholami et al. 2001),
karcinomu plic (Mukhopadhyay et al. 2002), adrenokortikélniho karcinomu (Martarelli
et al. 2008), karcinomu délozniho ¢ipku (Pourgholami et al. 2006) nebo kolorektalniho

karcinomu. U posledniho jmenovaného vSak byla prozatim testovdna pouze bunécna
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linie HT-29 (Pourgholami et al. 2005). Mezi farmakokinetické vlastnosti ABZ patii
nizka rozpustnost ve vodé vedouci k velmi nizké absorpci a zaroven k malé systémové
biologické dostupnosti. Tato skutecnost je limitujici pro 1é¢bu mnohych nadort, avsak
ne pro 1écbu nadorti gastrointestinalniho traktu, kde je ABZ vstiebavan a kde muze jeho

koncentrace dosahovat znacnych hodnot (Pourgholami et al. 2005).

Jelikoz ucinek ABZ byl prozatim testovan pouze na bunééné linii HT-29,
rozhodli jsme se pro testovani ucinku tohoto anthelmintika na dalSich bunécnych liniich

odvozenych od kolorektalniho karcinomu.

Pro nas experiment byly pouzity bunécéné linie SW 480, SW 620 a NCM 460,
které se navzdjem liSi svym nadorovym potencidlem. Buiky SW 480 byly izolovany
z primarniho kolorektalniho adenokarcinomu a jednd se o nemetastazujici linii. Déle
byly testovany buiiky SW 620, které jsou metastazujicim typem buné€k SW 480 a byly
izolovany z metastazy kolorektalniho adenokarcinomu v lymfatické uzlin€ u stejného
pacienta, od kterého pochazeji buitky SW 480 (Leibovitz et al. 1976). Jako posledni byla
testovana bunécna linie NCM 460, ktera pochazi z normalni sliznice tlustého stfeva. Po
izolaci byly tyto builkky netumorigenni a vykazovaly riistové charakteristiky normalnich
buné¢k (Moyer et al. 1996). N&které posledni studie nicméné naznacuji, Ze nékteré
subpopulace této bunécéné linie mohly ziskat schopnost riist v agaru a mohou byt

tumorigenni (web 9).

Pro stanoveni cytotoxicity ABZ jsme pouzili metody WST-1 a NRU. Jedna se o
metody, které jsou zaloZeny na rozdilném principu. V pifipadé metody WST-1 je
pozorovana intenzita metabolické aktivity bunék, po expozici testované latce, ktera je
hodnocena stupném schopnosti zivych bunék redukovat tetrazoliovou sill na barevny
produkt formazan, jehoZ absorbance je nasledné métena. Naméfena hodnota absorbance
pak odpovidéd intenzit¢ metabolismu a viabilit¢ bun€k (Michalova et al. 2008). Test
neutralni Cervené je zaloZzen na schopnosti zivych bun¢k vychytdvat a akumulovat
barvivo — neutrdlni ¢erven v lyzozomech (Chiba et al 1998). Bunky jsou po obarveni
inkubovany v termostatu po dobu tii hodin a nasledné jsou promyvany, piicemz
poskozené buitky nedokézou uchovat barvivo ve svych lyzozomech a jsou odbarveny
(Repetto et al. 2008). Mnozstvi akumulované NR je méfeno spektrofotometricky a je

piimo umérné poctu zZivych bunck (web 8).

Na zékladé provedeného méteni pomoci obou metod se ABZ projevil jako latka

inhibujici bunétnou proliferaci u vSech testovanych linii v zavislosti na koncentraci a
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dobé¢ ptisobeni. Protoze kazda z pouzitych metod méii jinou stranku Zivota buniky, lisi se
v citlivosti, s jakou detekuji inhibi¢ni u¢inek ABZ. Pro porovnani citlivosti pouZzitych
metod 1 jednotlivych testovanych linii byly vypocitdny hodnoty ICsy v Casovém
intervalu 72 hod. U bunécné linie SW 620 byla ICsy vypocitana pouze pro metodu
WST-1, protoze u metody NRU nebyl zaznamenan pokles viability pod 50 %. U linie
SW 480 byla na zakladé¢ méteni WST-1 vypocitdna hodnota ICsy = 0,78 uM, zatimco
méieni NRU vedlo ke stanoveni ICsy = 5,05 uM. Podobné vysledky jsme ziskali 1
v ptipad¢ linie NCM 460, u které ICso = 2,33 uM ziskana metodou WST-1 byla rovnéz
nizsi nez ICsy = 3,46 uM ziskana metodou NRU. V ptipadé vsech testovanych linii se

tedy jevi metoda WST-1 pro detekci cytotoxickych ucinkit ABZ jako citlivéjsi.

Pokud porovnavéame citlivost jednotlivych bunéénych linii, nejméné citlivou linii
k piisobeni ABZ v naSem experimentu byla linie SW 620 s ICs5o = 8,70 pM. Nejcitlivéjsi
linii byla na zékladé méfeni WST-1 linie SW 480 s ICso = 0,78 uM, na zaklad¢ méteni
NRU to vsak byla linie NCM 460 s ICso = 3,46 uM. Ze studie toxicity ABZ provedené
na bunééné linii HT-29 odvozené také z kolorektalniho karcinomu byla vypocitdna
ICs0= 0,12 uM, tedy podstatné niZ§i nez nami naméfené hodnoty. Je vSak dilezité brat
v ivahu, Ze autofi této studie pouZzili pro stanoveni ICsy rozdilné detek¢éni metody —
barveni trypanovou modii a inkorporaci *H- thymidinu - a celkova doba expozice ABZ

byla 5 dni, pficemz médium s ABZ bylo ménéno obden (Pourgholami et al. 2005).

Nase vysledky také ukazaly, Ze citlivost linie NCM 460, odvozené z bunck

normalni stfevni sliznice, je srovnatelna s citlivosti nadorove linie SW 480.

Protoze mechanismus uU¢inku albendazolu je podobny piisobeni mitotickych
jedd, v dalSich experimentech jsme se zabyvali vlivem ABZ na distribuci fazi
bunécného cyklu. Pro méfeni bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie jsme
vybrali linii SW 480, ktera byla v naSich testech cytotoxicity vyhodnocena jako
nejcitlivéjsi. Bunky byly ovlivnény ABZ v rozmezi koncentraci 0,2 - 1 puM a

inkubovany 24 hod.

Se stoupajici koncentraci ABZ zpilisobil akumulaci bunek v G2/M fazi
bunééného cyklu ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Vyznamnéj$i posun v distribuci
fazi bunééného cyklu byl zaznamenan od koncentrace 0,4 uM. Zatimco u bunécné linie

odvozené od hepatocelularniho karcinomu zpiisobil ABZ v nizké koncentraci (0,25 uM)
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akumulaci bun¢k v GO/G1 fazi (Pourgholami et al. 2001), v ptipadé¢ bunék SW 480

k tomuto jevu nedoSlo u zddné z testovanych koncentraci.

Zastava bunécného cyklu v G2/M fazi je disledkem inhibice polymerace
mikrotubuld, které jsou nezbytné pro mitozu. Mimo to se mikrotubuly podileji také na
udrZeni tvaru buriky, na pfenosu signali mezi povrchovymi receptory a jadrem a rovnéz
na bunééné motilité¢ a tedy i invazivit¢ a metastazovani. Zastavou bunééného cyklu

v G2/M fazi miize nasledné dojit ke spusténi apoptdzy (Klener a Klener jr. 2010).

Jak uz bylo naznaceno, ABZ neni jedinou latkou patfici mezi derivaty
benzimidazolu, kterd vykazuje antiproliferativni G€inky na nadorové bunécéné linie.
Carbendazim je schopen inhibovat proliferaci nadorovych bunék odvozenych z lidského
bunééného cyklu s naslednym spusténim apoptézy (Yenjerla et al. 2009). U
flubendazolu bylo popsano jeho cytotoxické piisobeni na leukemickou a myelomovou
bunécnou linii. Hodnoty ICsg byly téméf u vSech testovanych linii mensi nez 1 uM FLU
(Spagnuolo et al. 2010). U mebendazolu, rovnéz derivatu benzimidazolu, byla
prokazéana v zavislosti na koncentraci a dobé& plisobeni schopnost vyvolat apoptézu u

bunék lidského karcinomu plic (Mukhopadhyay et al. 2002).

Z dosud publikovanych poznatka tedy vyplyva, Ze derivaty benzimidazolu by
mohly najit uplatnéni v terapii nckterych nddorovych onemocnéni. NaSe vysledky
potvrzuji, Ze ABZ v klinicky relevantnich koncentracich je schopen inhibovat

proliferaci buné€k kolorektalniho karcinomu in vitro.
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Vysledky diplomové prace Ize shrnout do nésledujicich bodi:

e ABZ inhibuje proliferaci bunck SW 480, SW 620 a NCM 460 v zavislosti na

koncentraci a dobé¢ ptisobeni.

e Hodnoty ICsy zjisténé pro ABZ u testovanych bunécnych linii se pohybuji
v rozsahu od 0,78 £ 0,08 uM do 8,70 + 0,12 uM. Na zakladé hodnot ICsy,
vypocitanych pro jednotlivé bunécné linie, se jako nejcitlivéjsi k ptisobeni ABZ
jevi bunky SW 480, nejméné citlivé jsou bunky SW 620. Pti porovnani obou
pouzitych metod (WST-1 a NRU) se metoda WST-1 jevi jako vice citliva.

e Se zvysujici se koncentraci zptisobuje ABZ akumulaci bunék SW 480 v G2/M
fazi bunécného cyklu v porovnani s kontrolnim vzorkem, pfi¢emz statisticky

vyznamny rozdil proti kontrole byl zaznamenan od koncentrace 0,4 uM.

e C(itlivost linie NCM 460, odvozené¢ z bun€k normalni stfevni sliznice, je

srovnatelna s citlivosti nadorové linie SW 480.
e ZnaSich experimentt tedy vyplyva, ze ABZ v koncentracich nizsich nez 1 uM

zpiisobuje zastavu bunécného cyklu v G2/M fézi a inhibuje proliferaci bunék

kolorektalniho karcinomu in vitro.
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8 Seznam zkratek
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ABZ albendazol
ABZSO albendazolsulfoxid

ABZSO, albendazolsulfon

BC bunécny cyklus

CBZ carbendazim

CEA karcinoembryonalni antigen
CRC kolorektalni karcinom

CT vypocetni tomografie

CYP cytochromy P450

CYPIA cytochrom P4501A

CYP3A cytochrom P4503A

D-MEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO dimetylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina

ECACC The European Collection of Cell Culture

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
FAP familidrni adenomat6zni polypdza
FBS fetalni bovinni sérum

FC pritokova cytometrie

FLU flubendazol

FMO flavinové monooxygenasy

FSC piimy rozptyl

5-FU 5-fluorouracil

HNPCC hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
ICsg inhibi¢ni koncentrace (50%)
MBZ mebendazol
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NR

NRU

PBS

PI

SSC

TOKS

VEGF

neutralni ¢erven

test neutralni Cervené

fosfatovy pufr

propidium jodid

bocni rozptyl

test okultniho krvaceni do stolice

vaskulédrni endotelidlni ristovy faktor
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