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Nazev diplomové prace: Vliv flubendazolu na proliferaci, migraci a adhezi bunék
oralniho karcinomu in vitro

Flubendazol (FLU) patti do skupiny benzimidazolovych anthelmintik a je Siroce
pouzivan pfi lécbé parazitarnich onemocnéni v humanni i veterinarni mediciné.
Molekularni mechanismus plsobeni FLU spociva v inhibici proteinovych B-tubulinovych
subjednotek. To zpuUsobi naruseni tvorby mikrotubuld a tim dojde k poskozeni
funkcnosti celé burky. FLU také inhibuje energeticky metabolismus parazitarni bunky a
ta postupné odumird. Schopnost narusovat tvorbu mikrotubull vede k teoretické
moznosti vyuziti FLU a dalSich benzimidazolovych anthelmintik v protinadorové 1é¢bé.
V této praci jsme se zabyvali vlivem FLU na proliferaci, migraci a adhezi bunék ordlniho
skvamdzniho karcinomu in vitro. Pro nds experiment jsme pouzZili 2 bunécné linie
odvozené od ordlniho skvamdzniho karcinomu DOK a PE/CA-PJ15 a bunécénou linii GF
odvozenou od bunék gingivy zdravého clovéka. Buriky jsme ovlivnili FLU v koncentraéni
fadé od 0,01 do 10 uM a po 72-hodinové inkubaci jsme stanovili pocéet Zivych bunék
pomoci testu WST-1. Pomoci xCELLigence analyzatoru jsme sledovali vliv FLU na
bunéénou migraci a adhezi. FLU inhiboval proliferaci bunék u vSech t¥i testovanych linii,
nejméné citliva na FLU byla bunécna linie GF. FLU ovliviioval migraci a adhezi v zavislosti

na koncentraci a na typu bunééné linie.



ABSTRACT

Charles Univerzity in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Jana Kamarytova
Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skalovd, Ph.D.
Supervizor specialist: RNDr. Véra Kralova, Ph.D.
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Flubendazol (FLU) belongs to the group of benzimidazole anthelmintics and is
widely used for treatment of parasitic diseases in human and veterinary medicine.
Molecular mechanism of FLU action consists in inhibition of protein B-tubulin subunits.
It interferes with microtubule polymerization, eventually causing cell damage. FLU also
inhibits the energetic metabolism of parasite cell which leads gradually to the death of
the parasite. The ability to disrupt the production of microtubules leads to a theoretical
possibility to use FLU and other benzimidazole anthelmintics in cancertreatment.
In this thesis we studied the impact of FLU on proliferation, migration and adhesion of
oral squamous carcinoma cells in vitro. For our experiment we used two cell lines
derived from oral squamous carcinoma DOK and PE/CA-PJ15 and cell line GF derived
from gingiva of a healthy human donor. We treated cells by FLU in concentration range
from 0,01 to 10 uM and after 72-hour incubation we measured the number of viable
cells by the WST-1 assay. The xCELLigence analyzer was used to follow up the effect of
FLU on cell migration and adhesion. FLU inhibited cell proliferation in all three tested
cell lines with GF cell line being the less sensitive. FLU influenced the migration and

adhesion depending on the concentration and type of cell line.
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1. UVOD



Nadorova onemocnéni celosvétové patfi hned po onemocnéni kardiovaskularni
soustavy mezi nejcastéjsi pri¢iny morbidity a mortality. Narodni onkologicky registr
(NOR) CR v roce 2011 evidoval 83 581 novych pFipadt zhoubnych novotvar( a novotvard

in situ.

U muzl byl v roce 2012 nejcastéjsim diagnostikovanym nadorem karcinom plic,
na druhém misté karcinom prostaty. Mezi dalSi velmi casté nadory u muzd patfi
kolorektalni karcinom, karcinom Zzaludku a karcinom jater. U Zen bylo nejcastéji
diagnostikovdno téchto Sest nador(: karcinom prsu, kolorektalni karcinom, karcinom
plic, rakovina délozniho ¢ipku, karcinom Zaludku a rakovina téla déloZniho. Na
jedenactém misté u muzli a na sedmnactém misté u Zen byl diagnostikovan karcinom

dutiny Ustni a rtd (web 1).

Problém pfi detekci karcinomu dutiny Ustni spocivd v tom, Ze nadorové bujeni je
dlouho asymptomatické. Karcinom je obvykle zjistén aZz v pokrocilém stadiu, kdy uz
dochdzi ke vzniku metastdz a lécba je komplikovanéjsi. DalsSim problémem je, Ze
symptomy tohoto onemocnéni nékdy byvaji mylné identifikovany jako infekce v dutiné
ustni.

Z histologického hlediska dlazdicobunécény neboli skvamdzni karcinom spolu
s adenokarcinomem patti mezi typy karcinomu, které se vyskytuji nej¢astéji. A pravé
dlazdicobunécény karcinom je nejcastéjsim typem u nador( dutiny Ustni (Slaby et al.

2015, Klener et al. 2002).

Vyzkum v oblasti mediciny hleda stale nové uGcinné latky a dalsi prostiedky, u

kterych by se mohl prokdazat pozitivni vliv pfi terapii onemocnénim nadory.

V této praci jsme zkoumali vliv benzimidazolového anthelmintika FLU na
proliferaci, migraci a adhezi bunéénych linii ordlniho skvamézniho karcinomu DOK a
PE/CA-PJ15 a bunécné linie gingivalnich fibroblastd zdravého ¢lovéka. PouZili jsme

k tomu metodu testu WST-1 a xCELLigence RTCA analyzator.



2. TEORETICKA CAST
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2.1 Nadorova onemocnéni

Prvni zminka o nddorovém onemocnéni u ¢lovéka byla zobrazena na tzv. Edwin
Smithoveé papyru, coz je chirurgicka ucebnice z obdobi 1700 pf. n. I, v niZ je zaznamenan
karcinom prsu a jeho chirurgicka l1é¢ba. Zajimavym faktem o zhoubnych nadorech jei to,
Ze nepostihuji pouze lidskou populaci nebo savce obecné, ale jsou rozsifeny témér v
celé Zivocisné Tisi. Nadory byly popsany naptiklad u Zahavcl, ostnokozici nebo
hlavonoZc(. Naopak u hlistic, ZelvuSek nebo vifnik( nebyly nadory nikdy pozorovany

(Slaby et al. 2015).

Z toho vyplyva, Ze nddorovd onemocnéni se v Zivocisné fisi vyskytuji odeddvna, u
lidské populace nevyjimaje. Je bohuZel paradoxnim jevem, Ze s neustdle se prodluZujici
délkou Zivota se zvySuje i pravdépodobnost, Ze ¢lovéka postihne zhoubné nadorové
onemocnéni. Vék je hlavnim rizikovym faktorem vzniku zhoubného bujeni pfedevsim

kvali kumulativnimu vlivu rizikovych faktor( (web 2).

Nadorové onemocnéni je druhou nej¢astéjsi pricinou umrti v CR, na prvnim misté
jsou umrti zplsobend nemocemi obéhové soustavy. Ze statistik plyne, Ze nadorové
onemocnéni postihne béhem Zivota kazdého tfetiho obyvatele Fijiciho v Ceské republice
a kazdy ctvrty obCan mu podlehne. Incidence nadorovych onemocnéni se neustale
navysuje. Ale pozitivni je, Ze se statistik vyplyva, Ze mortalita na nddorova onemocnéni
klesa. Dochazi tedy k tzv. trendu rozevirajicich se nlzek. To je dano tim, Ze dochazi

k vyznamnym pokrokim v terapeutickych moznostech a také diky sekundarni prevenci,

tedy v€asnému zachyceni nemoci (web 2).
2.1.1 Definice

Nador neboli novotvar, tumor, neoplazie, ¢i blastom je z patologického hlediska
definovan jako nové vznikly tkanovy atvar ¢i bunécné populace v organismu, které
vznikaji jako fyziologickd odezva na vnéjsi i vnitini podnéty, jevi znamky abnormality a
vice ¢i méné unikaji z regula¢niho vlivu okolnich bunék a organismu (Kolar et al. 2003).

Na molekuldrni tdrovni nddory predstavuji genetickou nemoc, ktera wvznikd
v disledku patologickych zmén v informaci, kterou nese DNA. Od jinych genetickych

nemoci se lisi tim, Ze s vyvojem nadoru souvisi prfedevSim somatické mutace, tedy

mutace, které se objevuji v jednotlivych télnich burikach, na rozdil od vrozenych mutaci,

11



které jsou vbunkach zarodecné linie davajicich vznik celému mnohobunéénému

organismu (Smardova et al. 2010).

Maligni transformace je proces, pfi kterém se ze zdravych bunék stavaji buriky
nadorové. Vzniku nadoru mohou pfedchdzet ndsledujici zmény v histologickém
usporadani tkani:

e Hyperplazie - zmnozeni bunék, u kterych ale nedochdzi k morfologickym

zménam.

e Metaplazie — zména typu tkdné pro danou oblast neobvyklou, napt. prechod

dlazdicového epitelu na cylindricky epitel v jicnu.

e Dysplazie — stav, kdy u bunék dochazi k cytologickym abnormalitdm, napft.

zména velikosti, tvaru, barvitelnosti jaddra, poméru jadra a cytoplazmy, mitotické

aktivity.
2.1.2 Zakladni rozdéleni nadoru

e Nador benigni neboli nezhoubny - nador roste autonomné a pomalu, ale buriky
tvofici tento nddor neinvaduji do okolnich struktur, nddor byva opouzdreny a
spiSe okolni struktury utlacuje.

e Nador maligni neboli zhoubny - nador roste rychle a invazivné, ma schopnost

tvorby sekundarnich nadord (metastaz).
2.1.3 Vznik nadorové bunky

Nadory jsou Utvary vznikajici z nasi vlastni tkané. Vznik nddorové bunky tedy neni
de novo, ale kvznikd z padvodné zdravé burnky. Jde o novou a abnormalni tkan
v mnohobunécném organismu, kterd je ale bez fyziologické funkce a neregulovatelné
roste. Je to tedy abnormalni ptirlstek bunééné tkané klondlniho charakteru, ktery je
geneticky podminény. Pro zdravou burku je typicky definovany tvar a struktura,
odpovidani na podnéty, regulace tvorby dcefinych bunék. BohuzZel pfi replikacnich
procesech hrozi vznik mutaci neboli ndhodnych zmén, které mohou narusit regulacni
cyklus zdravych bunék. V dlsledku genetické nestability se kumuluji genetické zmény,
které vedou k tomu, Ze dcetina bunka ztrati svij tvar a strukturu, pfestane reagovat na

rastoveé inhibicni signaly a mizZe se nekontrolovatelné délit (Hofmanova 2013).
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2.1.4 Charakteristické znaky nadoru

Jde o znaky nebo schopnosti, které vykazuje vétSina nadorovych bunék. Tyto
schopnosti vedou k ristu a dalSimu rozsifovani nadoru. Definovali je spole¢né Hanahan
a Weinberg vroce 2000, puvodné se jednalo o Sest ziskanych znak(. Byly to: 1.
autonomni stimulace rastu, 2. necitlivost k rlistovym supresorim, 3. schopnost invaze a
tvorby metastdz, 4. neomezeny replikacni potencidl, 5. podpora angiogeneze a 6.
rezistence k apoptdze (Hanahan a Weinberg, 2000). V roce 2011 je rozsifili o dalsi 4
znaky: 7. Unik pfed zni¢enim imunitnim systémem, 8. zanétlivy proces, 9. genomova
nestabilita spojend s mutaci a 10. pfeprogramovani bunééného metabolismu. Svou praci
publikovali v ¢asopise Cell pod ndzvem Hallmarks of Cancer: The Next Generation
(Hanahan a Weinberg, 2011). Dohromady tedy sestavili 8 ziskanych znakd nadoru (tzv.
Hallmarks of Cancer) a 2 mechanismy, které vedou ke spusténi vzniku nadoru (viz. Obr.

¢. 1).

Stabilitu genomu chrani fada molekuldrnich mechanisma, které vytvéreji
ochranné bariéry. Pokud ale dojde k poruseni téchto bariér a burika neni schopna
reparace DNA, mUZe to vést k senescenci nebo apoptdze burnky nebo naopak ke vzniku
mutaci. Pravé genomova nestabilita vede k rychlému vzniku ndhodnych mutaci, mize jit
i o chromozomové prestavby nebo aneuplodie. Dlsledkem genomové nestability je
moznost rozvoje dalSich ziskanych znak( maligniho nadoru. Také zanét, ktery je fizeny
burikami imunitniho systému, podporuje Siteni nadorového onemocnéni. Zanét se mlze
objevit bud v premaligni |ézi, nebo v jiz malignim nadoru. Zanét podporuje proliferaci a
zvySuje schopnost prezivani bunék nadoru, podporuje angiogenezi a metastazovani,
muze zeslabit odpovéd imunitniho systému a ma vliv na plisobeni hormona a cytostatik

(Slaby et al. 2015).
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Obr. €. 1 — Hallmarks of Cancer — The Next Generation — na obrazku je zobrazeno

prvnich Sest ziskanych znak( nadoru a doplnéno o dalsi 2 znaky. Dale jsou zobrazeny 2

mechanismy vedouci ke spusténi vzniku nadoru (genomova nestabilita spojena

s mutaci, zanétlivy proces) (Zdroj: Hanahan a Weinberg, 2011).

2.1.5 Invazivita a metastazovani

Mezi zakladni vlastnosti bunék maligniho nddoru patti schopnost metastazovani,

coZ znamena3, Ze se nadory mohou Sifit do anatomicky vzdalenych oblasti od primarniho

loziska. Pravé metastazovani je nejvétsim medicinskym problémem ve spojitosti

s nadorovymi chorobami. Nadorové bunky ziskavaji se zvysujici se heterogenitou

vlastnosti, které jsou nezbytné k tvorbé metastazy. Buriky s témito vlastnostmi postupuiji

metastatickou kaskddou. Metastaticka kaskada zahrnuje tyto kroky:

a) migrace bunék z primarniho nadoru a lokdlni invaze

b)

c)

d)

intravazace, tedy prostoupeni sténou krevni nebo lymfatické cévy, prezivani
v cirkulaci a hleddni vhodného mista pro tvorbu sekundarniho nadoru
(metastazy)

extravazace, vystoupeni skrz cévni sténu

metastaticka kolonizace, tvorba metastatického loziska (Slaby et al. 2015).
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2.1.6 Rizikové faktory

Rizikové faktory, které maji obecné vliv na vznik a rozvoj zhoubnych nador, se
déli na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi rizikové faktory neovlivnitelné patfi dédi¢nost
a do znac¢né miry i vnéjsi faktory jako UV zareni, ionizujici zafeni, elektromagnetické
zareni, infekce a znecisténé Zivotni prostredi. Rizikové faktory, které mGzeme ovlivnit,
jsou koureni, vyZiva, prekrmovani déti a prejidani dospélych, nedostatecny télesny

pohyb, alkohol (web 3).
2.1.7 Evropsky kodex proti rakoviné

Jedna se o iniciativu Evropské komise EU. Cilem tohoto kodexu je informovat
obé&any EU, jakymi zpGsoby mohou sniZit riziko onemocnéni zhoubnymi nadory. Ctvrta
verze kodexu je z roku 2014 a je v ni celkem 12 doporuceni. Vychazi z ovlivnitelnych
rizikovych faktorli a doporucuje napf. nekoufit tabakové vyrobky, dodrzovat pravidelné
fyzické aktivity, zdravé se stravovat, vyhybat se dlouhodobému slunéni, Ucastnit se
ockovacich program(l, absolvovat organizované screeningové programy (rakovina

tlustého stfeva a konecniku, prsu a délozniho ¢ipku) (web 4).

2.2 Karcinomy dutiny ustni

Dle klasifikace MKN — 10: C01-C06 ZN Dutiny Ustni.

Karcinom dutiny Ustni vyrasta v téchto strukturach: sliznice tvare, dasni, spodiny
ustni, tvrdého patra, predni 2/3 jazyka (volna cast jazyka), retromolarni oblast a
bukoalveolarni ryha. Z histologického hlediska se nej¢astéji jednda o skvamédzni

(dlazdicobunécny) karcinom (Klener et al. 2002).
2.2.1 Epidemiologie

Kazdym rokem je na celém svété diagnostikovano kolem % milionu pacientl se
skvamdznim karcinomem hlavy a krku (Saba et al. 2011). Az dvé tfetiny pacientl s timto
onemocnénim Ziji v rozvojovych zemich. V Indii je karcinom postihujici dutinu Ustni a krk
nejcastéjSim typem nddorového onemocnéni u muzl a tfetim nejc¢astéjSim nddorem u
Zen. Tvofi tam az 40% pripad( nadorového onemocnéni (Sharma et al. 2010). Karcinom

dutiny Ustni Castéji postihuje muze nezZ Zeny a to v poméru 3:1. NejcCastéji to byva po

15



Ctyficatém roku Zivota. Zajimavosti je, Zze celosvétové nejvyssi incidence karcinomu

dutiny Ustni je u Zen ve staté Papua Nova Guinea. Podle Dr. W. Adu-Krowa je hlavnim

rizikovym faktorem tradi¢ni zZvykani betelovych ofech(l. Kombinaci betelovych ofechd,

tabaku a alkoholu se riziko zvysuje (web 5).
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Obr. &. 2 Incidence zhoubnych nadort dutiny Gstni celosvétové — porovnani CR

s ostatnimi zemémi, data jsou z roku 2008 a CR je v pofadi 45. zemé (web 6)
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Obr. &. 3 — Incidence a mortalita zhoubnych nadora dutiny ustni v CR v obdobi 1977

az 2013 (web 6)
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2.2.2 Rizikové faktory

Mezi nevyznamnéjsi rizikové faktory vzniku karcinomu patfi koufeni tabakovych
vyrobk( a zvySend konzumace koncentrovanéjsich alkoholickych napojl. Pfi sou¢asném
uzivani tabakovych vyrobki a alkoholu se riziko vzniku jesté umocriuje. DalSim rizikovym
faktorem je nizka droven hygieny dutiny Ustni a celkové Spatnd péce o své zdravi.
Prevenci je tedy predevsim odvykdni koufeni, omezeni konzumace alkoholu. Také
pravidelné preventivni ndvstévy zubniho lékare mohou pomoci k véasnému odhaleni

pocatecnich stadii onemocnéni (web 7).

Pacienti se snizenou imunitou kvuli HIV pozitivité nebo AIDS maji vyssi riziko
vzniku onemocnéni nez ostatni populace. Riziko tohoto onemocnéni je vyssi také u lidi,

s

ktefi uzivaji imunosupresiva po transplantaci organut (web 8).
2.2.3 Klinicky obraz

V ¢asném stadiu jsou karcinomatdzni léze vétSinou asymptomatické. Poté, co
dojde k progresi, se zaéne nadorové onemocnéni projevovat bolesti, dale se objevuji
polykaci potize a také ztizena mluva. Vtéto fazi byvd onemocnéni mylné
diagnostikovano jako infekce v dutiné ustni. V pfipadé nadoru vsak priznaky pretrvavaji
a nedochazi k hojeni. Vzhledem k asymptomatickému zacatku onemocnéni ma az 40%
pacientd v dobé diagnostikovani nadoru regionalni uzlinové metastazy. Az teprve
zvétSené kréni uzliny privedou pacienta k Iékafi. DalSim symptomem je zapach z Ust,
ktery je zplUsoben rozpadajicim se nadorem. Ddle jsou to neurologické potize zplsobené

prordstanim nadoru nebo jeho Utlakem vétvi licniho nervu (Klener et al. 2002, web 7).
2.2.4 Stadia onemocnéni

Stadium 0 — jde o velmi ranou fazi onemocnéni, nékdy byva lékafi oznacovano
jako prekancerdza, nadorové bunky se jiz vyskytuji ve sliznici, ale nedochazi k jejich

Siteni. Pokud vSak nedojde k nalezu téchto bunék, buriky ziskaji invazivni charakter.

Stadium | — toto je nejranéjsi stadium invazivniho nadoru, bunky rostou a
dostavaji se i do hlubsi tkané, ale nedochazi k tvorbé metastaz v lymfatickych uzlinach a

dalSich organech, nddor ma na priméru méné nez 2 cm.
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Stadium Il — vtomto stadiu také jesté nedochazi k tvorbé metastdz, avsak

nadorova tkan se zvétSuje, na priiméru je vétsi nez 2 cm, ale mensi nez 4 cm.

Stadium Ill — pokud je nadorové onemocnéni ve stadiu lll, znamena to bud'to, Ze
nadorova tkan se zvétsila na priméru na vice nez 4 cm a avsak nesifi se do okolnich
miznich uzlin, nebo naopak doslo tomu, Ze se nador pfilis nezvétsuje, ale Sifi se do

blizkych miznich uzlin.

Stadium IV — nadorové onemocnéni ve velmi pokrocilé fazi, toto stadium se déli

na tfi podskupiny:

e Stadium IV a — nadorova tkan zasahuje do oblasti rtd a ust, lymfatické uzliny
v okoli mohou byt zasazeny nadorovymi burikami

e Stadium IV b — nadorova tkan je rdzné velikosti a navic je zasazena jedna nebo
obé mizni uzliny v oblasti krku, nebo se jakakoliv mizni uzlina zvétsi na vice nez 6
cm

e Stadium IV c—doslo k tvorbé metastdz, nej¢astéji byvaji zasazeny plice nebo kosti

(web 8).
2.2.5 Prognodza

Na prognézu ma vliv to, jak rozsahly je primarni nador a zda jiz doslo
k metastazovani. Ze statistik vyplyva, Ze celkova pravdépodobnost pétiletého preiiti je
kolem 50%. Pokud je nador zjistén ve stadiu |, je pravdépodobnost 80%. Ve stadiu Il je
to 60%. A pro stadia IlI/IV je to 15-35%. Pokud jsou pfitomny uzlinové metastaze,

pravdépodobné preziti se snizi o 50% (Klener et al. 2002).
2.2.6 Terapie

Terapie se odviji od lokalizace nadorové tkané. Zakladem Iécby je chirurgické
odstranéni nadorové tkdné, to byva kombinovdno s radioterapii. A eventualné se
dopliiuje chemoterapii a cilenou biologickou lé¢bou. Volba lé¢ebné strategie je zavisla
na lokalizaci a rozsahu primarniho nadoru, na histologickém vysetteni, dale zda jsou
pfitomné regiondlni nebo vzdalené metastaze. Dulezity je celkovy stav pacienta, vék,
jeho wvyziva, pripadné komorbidity, v neposledni fadé preference pacienta.
Chemoterapie pomaha k ulevé od priznak( a také ke zmenseni nadorové tkané nebo ke

zpomaleni jejiho rlstu. K chemoterapii se vétSinou pristupuje pri mistné pokrocilych

18



neoperabilnich, metastazujicich nebo recidivujicich nadorech. Jako nejcastéjsi
cytostatika se pouZzivaji derivaty platiny — cisplatina a karboplatina, antimetabolity
metotrexat a 5-fluoruracil, taxany paklitaxel a docetaxel, dale se jako cilend biologicka

|é¢ba pouziva monoklondlni protilatka cetuximab (web 9).

2.3 Flubendazol (FLU)

FLU patfi do farmakoterapeutické skupiny benzimidazoll. Léciva z této skupiny se
pouzivaji jako anthelmintika s velmi Sirokym ucinkem ve veterinarnim i humannim
Iékarstvi. Kromé FLU patfi do této skupiny také albendazol, mebendazol, oxibendazol,
fenbendazol a febantel. Tyto benzimidazoly maji téZ anticestodni ucinky (Lamka a

Duchacek 2006).

\N O
L
H H
F

Obr. €. 4 — Strukturni vzorec FLU (web 14)

Systematicky ndzev FLU je methyl-N-[6-(4-flubenzoyl)-1H-benzimidazol-2-
yllkarbamat, jehoz sumarni vzorec je Ci6H12FN303 a molekuldrni hmotnost je M,=313,29
g/mol. Toto IécCivo je prakticky nerozpustné ve vodé, v 96% ethanolu a dichlormethanu.
Je bilé nebo témé&rf bilé barvy (Cesky |ékopis 2009). Analogem flubendazolu je

mebendazol, lisi se od néj absenci kovalentné vdzaného fluoru (web 11).
2.3.1 Farmakodynamické vlastnosti

Anthelminticky uc¢inek FLU je dan inhibici proteinovych B-tubulinovych
subjednotek, které jsou nezbytné k tvorbé mikrotubul( v bunkach parazith. Tim, Ze

dojde k naruseni tvorby mikrotubull, je poSkozena funkcénost celé bunky parazita
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(Lamka a Duchacek 2006). FLU inhibuje energeticky metabolizmus parazitarni bunky.
ZpUsobi naruseni transportu a metabolizmu glukdzy, tim dojde k vycerpani energie.

Burika tim ztrati schopnost pohyblivosti a postupné odumird (Duchdacek a Lamka 2006).

2.3.2 Farmakokinetické vlastnosti

FLU je velmi malo rozpustny ve vodnych systémech, které se nachazeji
v gastrointestinalnim traktu, to plsobi jeho nizkou rozpustnost a velmi nizkou absorpci
(web 10). Absorpce FLU se zvysi, pokud se latka uZije tésné po jidle. Vice nez 80%
perordlné podané latky se vyloudi stolici. Moci se vylu€uji metabolity FLU a jen velmi
malé mnoZstvi nezménéné latky (méné nez 0,1%). Biologicky polocas FLU ve tkanich je

1az 2 dny (web 11).
2.3.3 Metabolismus FLU

Biotransformace FLU je moZzna dvéma cestami. Jednou cestou metabolizmu je
redukce ketoskupiny, metabolitem je metyl[5-[(fluorofenyl)hydrohymetyl]-1H-
benzimidazol-2-yllkarbamat. Redukce je hlavni metabolickou cestou FLU u kurat a
krocand. Druhou metabolickou cestou je hydrolyza karbamatu, vznikd metabolit (2-
amino-1H-benzimidazol-5-yl)(4-fluorofenyl)metadon. Tato metabolickd cesta FLU je
typicka pro prasata. Oba metabolity FLU poté prechazeji na 2-amino-a-(4-fluorfenyl-1H-
benzimidazol-5-metanol (web 11). Metabolické cesty FLU jsou zobrazeny na schématu

(Obr. ¢. 5).
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Obr. €. 5 Metabolické cesty FLU — redukce a hydrolyza, nasledna N-metylace (1) -

methyl-N-[6-(4-flubenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yllkarbamat (FLU); (2) - metyl[5-
[(fluorofenyl)hydrohymetyl]-1H-benzimidazol-2-yllkarbamat; (3) - (2-amino-1H-
benzimidazol-5-yl)(4-fluorofenyl)metadon; (4) - 2-amino-a-(4-fluorfenyl-1H-
benzimidazol-5-metanol; (5) — 2-amino-a-(4-fluorfenyl)-1-metyl-1H-benzimidazol-5-

metanol (Van Leemput et al. 1991, upraveno)
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2.3.4 Toxicita

FLU byl testovan, zda ma vliv na fertilitu a teratogenitu u vybranych druh( zvifat.
U téchto druhd byl dobfe tolerovan. NepuUsobil na fertilitu ani nezplsoboval
teratogenitu pfi studii u prasat. U bazantl nemél vliv plodnost. U slepic nemél vliv na
reprodukéni schopnosti ani neovliviioval kvalitu vajec. U studie na potkanech nebyla
prokdzdna embryotoxicita, fetotoxicita ani teratogenita. U psi FLU nemél Zadny efekt
na jejich fertilitu a reprodukéni schopnosti (web 11). Obecné benzimidazoly maji nizkou
toxicitu u savcu. To lze vysvétlit tim, Ze maji nizsi afinitu k savéimu tubulinu nez

k tubulinu helmint( (Lacey 1988).
2.3.5 Protinadorova ucinnost

Mechanismem plsobeni FLU je zména struktury mikrotubull a inhibice
tubulinové polymerizace. FLU se vaze na molekulu tubulinu na stejném misté jako
kolchicin, ale na jiném nez vinca alkaloidy. Vinca alkaloidy inhibuji polymerizaci
mikrotubulu vazbou na B-tubulin v blizkosti vazebného mista guanosintrifosfatu.
Kolchicin inhibuje polymerizaci mikrotubulu vazbou na rozhrani a/B tubulinového
heterodimeru. Pravé pro tyto vlastnosti byl FLU preklinicky testovan na bunécnych
liniich leukémie a myelomu. Diky rozdilnému mechanismu by mohl byt FLU pouzivan do

kombinace s vinca alkaloidy k posileni U¢inku v této Iécbé (Spanguolo et al. 2010).

Protinadorové ucinky FLU byly déle testovany na bunkach odvozenych od nadort
stfeva. FLU inhiboval rist téchto bunék zastavenim bunécéného cyklu v G2/M fazi. FLU

také v tomto bunééném modelu potencoval Gcinek paklitaxelu (Kralova et al. 2013).

Rakovinné bunky prsni tkané byly také testovany na ucinnost FLU. FLU inhiboval
proliferaci prsnich rakovinnych bunék in vitro a potlacoval nadorovy rust in vivo.
Indukoval bunéénou diferenciaci, potlaéoval bunéénou migraci a povedlo se mu
prekonat rezistenci prsnich nddorovych bunék. FLU inhiboval polymerizaci tubulinu, coz
vedlo k zablokovani bunééného cyklu prsnich nadorovych bunék ve fazi G2/M. Lécba FLU
vyrazné posilila cytotoxicky efekt fluorouracilu a doxorubicinu na burnky karcinomu prsu

(Hou et al. 2015).

FLU predstavuje potencidlni mozZnost 1écby neuroblastomu. Neuroblastom je

nejcastéjsi solidni nador s extrakranialni lokalizaci u déti. FLU ve studii in vitro prokazuje
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aktivitu jak na primarni neuroblastom, tak i na buriky neuroblastomu se ziskanou

rezistenci (Michaelis et al. 2015).
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3. CiL PRACE
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Cilem této diplomové prace bylo:

e Zjistit, zda FLU sniZuje proliferaci bunék ordlniho skvamézniho karcinomu a
stanovit hodnoty ECso. Porovnat ucinek FLU na nadorové bunky s jeho ucinkem

na normalni gingivalni fibroblasty.

e Zjistit, zda FLU ovliviiuje migraci a adhezi bunék oralniho skvamdzniho karcinomu

a normalnich gingivalnich fibroblastu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

26



4.1 Biologicky material
4.1.1 Bunécna linie DOK

Zdroj: The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

Katalogové Cislo: 94122104

Puvod: lidsky oralni skvamdzni karcinom ze hrbetni ¢asti jazyka

Morfologie: epitelidlni

Kultivace: médium D-MEM + 2 mM glutamin + 5 pg/ml hydrokortison + 10% FBS,
5% CO,, 37 °C

Pasazovani: 2 x tydné za pouziti trypsinu 0,25% + EDTA, suspenze se fedi

vpomérul:5
4.1.2 Bunécna linie PE/CA-PJ15
Zdroj: The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

Katalogové Cislo: 96121230

Puvod: lidsky oralni skvamozni karcinom
Morfologie: podobna epitelidlni, zménéna
Kultivace: médium D-MEM + 2 mM glutamin + 10% FBS, 5% CO,, 37 °C

Pasazovani: 2 x tydné za pouziti trypsinu 0,25% + EDTA, suspenze se fedi

v pomérul:10

4.1.3 Bunécna linie GF

Zdroj: Ustav lékaFské biologie a genetiky, LF HK
PuUvod: gingiva zdravého pacienta

Morfologie: fibroblasty

Kultivace: D-MEM + 10% FBS, 5% CO;, 37 °C

PasdZzovani: 1 x za 10 dni za pouZiti trypsinu 0,05% + EDTA, fedéni suspenze

vpomérul:5
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4.2 Chemikalie

Destilovana voda

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

FBS (Fetdlni bovinni sérum, Gibco)

Flubendazol (Toronto Research Chemicals, Inc.)

Kolagen (z lidské placenty, Sigma Aldrich)

PBS bez iont( Ca?* a Mg?*

Penicilin/Streptomycin (Gibco)

Trypsin 0,05% + EDTA (Sigma Aldrich)

WST-1 (4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat)

(Roche)

4.3 Pristrojové vybaveni

Cellometer Auto T4, Nexcelom Bioscience

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

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

Lednice — BRANDT Apollo

Pipetboy Swiftpet, Thermo Scientific

Pocitac ASUS

Pocitac HP

Spektrofotometr Tecan infinite M200pro, Tecan
Termostat CO; Incubateur 1G 150, JOUAN

Termostat Sanyo CO; incubator MCO-18 AIC (UV), Sanyo
Vodni lazen Memmert

Vortex MS2 Minishaker, IKA

xCELLigence RTCA Analyzer, Boehringer Mannheim - Roche
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4.4 Spotirebni material

96-jamkové transparentni mikrotitra¢ni desticky s vickem, Nunc, Thermo
Scientific

Automatické pipety a jednorazové Spicky, Finnpipette

E-plates, Boehringer, Mannheim - Roche

Injekéni stiikacka, Sartorius

Invertovany mikroskop, CK2, Olympus

Korytka

Kultivacni lahve s filtrem, Nunc, Thermo Scientific

Lahve pro média, Pyrex

Mikrozkumavky Eppendorf

Odmérné sklo —odmérné valce, pipety, kadinky

Petriho misky

Pocitaci komUrky Cellometer Counting Chambers, Nexcelom Bioscience
Rukavice — latex, nitro

Stojanky na zkumavky
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4.5 Pasazovani bunék

Vétsina bunécénych kultur roste adherentné (pfisedle), pfi svém rlstu postupné
pokryvaji celé dno kultivacni |dhve dle své rlstové rychlosti. Vytvati tzv. monovrstvu.
Poté, co dosahnou 100% konfluence, jiz nemohou ddle proliferovat, a je tedy nezbytné
buniky pasaZovat. Pfi pasaZzi dojde kpreneseni pouze casti bunécné kultury z
pavodni kultivaéni ldahve do nové, kde bunky ziskavaji Ziviny z nového média a mohou

zase rust (Cedikova et al. 2012).
Postup pfi pasazi bunék:

e Na vodni lazni byl zahtat roztok kultivacniho media a roztok trypsinu na 37 °C.

e Bunky vkultivacni [dhvi byly vynddny zinkubdtoru a prohlédnuty pod
invertovanym mikroskopem.

e Staré médium bylo vylito do sterilni odpadni |ahve.

e Do kultivaéni lahve bylo pfidano 1,5 ml trypsinu a bunky byly kyvavym pohybem
promyvany. Sliti do odpadni lahve. Promyvani bylo opakovdno 3x. Pfi poslednim
promyvani bylo v lahvi nechano nepatrné mnoiZstvi trypsinu, aby se vytvoril
tenky film.

e Bunky se nechaly inkubovat 2-5 minut.

e Poté bylo zkontrolovano, zda se bunky poustéji ode dna kultivaéni lahve.

e Poté byly uvolnéné buriky oplachnuty a resuspendovany médiem (5-10 ml).

e Byla odebrana ¢ast suspenze do nové lahve a nafedéna mnoZstvim cerstvého
média dle typu bunécné linie.

e Lahev byla popsana datem, typem bunécné linie a ¢islem pasaZe a vloZena do

inkubatoru.

4.6 Pocitani bunék pomoci pristroje Cellometer Auto T4

Pred dalSim postupem je potreba zjistit koncentraci bunék v suspenzi pfipravené
k pasazi. K pocitani bunék se pouzije pristroj Cellometer Auto T4, Nexcelom Bioscience.
Tento pfistroj vyuziva svétlé zobrazovaci pole a software na rozpoznani bunék, ktery

rychle a presné identifikuje a pocita jednotlivé bunky. Pfistroj automaticky vypocita a
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nahlasi pocet, koncentraci a primér bunék a jejich procentudini Zivotaschopnost (web

12).
Postup pfi méreni koncentrace bunék:

e Pfipravena suspenze byla peclivé promichdana.

e Do pocitaci komlrky pro pfistroj Cellometer Auto T4 bylo napipetovano 20 pl
bunécné suspenze.

e Komdrka byla vloZzena do analyzatoru.

e Bylo provedeno méreni.

4.7 Priprava pracovnich roztokl FLU

Pro pokusy byly pfipraveny pracovni roztoky FLU v DMSO o koncentracich 0,01
mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM.

Postup:

e Zasobni roztok FLU o koncentraci 10 mM se nechal volné na vzduchu

rozmrznout.
e Mikrozkumavky byly popsany dle jednotlivych koncentraci.
e 10 mM roztok zasobniho FLU byl nafedén pomoci DMSO dle tabulky €. 1.

e Pripravené pracovni roztoky byly uchovavany bez pristupu svétla pfri 4 °C.

Tabulka €. 1 — Pracovni roztoky FLU - jednotlivé koncentrace

Koncentrace Mnoistvi pridaného Mnoistvi pfidaného
pracovnich roztok FLU (o koncentraci DMSO
FLU uvedené v zavorce)
5mM 100 pM (10 mMm) 100 pl DMSO
1mM 40 uM (5 mM) 160 pl DMSO
0,5 mM 100 uM (1 mM) 100 ul DMSO
0,1 mM 40 uM (0,5 mM) 160 pl DMSO
0,05 mM 100 uM (0,1 mM) 100 pl DMSO
0,01 mM 40 uM (0,5 mMm) 160 pl DMSO
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4.8 Testovani vlivu FLU na proliferaci bunék

4.8.1 Ovlivnéni bunécnych linii v médiu se sérem

Testované bunécné linie byly ovlivnény jednotlivymi koncentracemi pracovnich

roztokd FLU a poté byly inkubovany 72 hodin.

Postup:

Pondéli:

,

Utery:

Buniky byly nasazeny do 96-jamkovych desticek, 200 pl bunééné suspenze o
koncentraci 6000 bunék/jamka
Bunky byly inkubovany 24 hodin za podminek 37 °C a 5% CO..

Na vodni lazni bylo zahfato kultivaéni médium na 37°C. Pracovni roztoky FLU se
nechaly rozmrznout. Byl pfipraven roztok DMSO.

Byla pfipravena a popsana korytka pro naredéni pracovnich roztoka.

Bylo ptipraveno médium s rlznymi koncentracemi FLU. Pracovni roztoky FLU
v DMSO byly médiem fedény 1000x (viz tabulka ¢. 2), tedy 5 ul pracovniho
roztoku FLU v DMSO a 4995 pl média.

Dale bylo pfipraveno médium 0,1% DMSO, tedy 5 pl DMSO a 4995 ul média.
Desticky byly vyndany z inkubatoru a bylo z nich odsato staré médium.

Do jamek bylo napipetovano 200 ul média s FLU dle Tabulky €. 3.

Do sloupce 3 byl napipetovdano médium 0,1% DMSO (kontrola).

Desticky byly vloZzeny zpét do inkubatoru (37 °C, 5% CO.).
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Tabulka €. 2 — Vysledna koncentrace FLU v jamce

Pracovni roztok FLU v Koncentrace FLU

DMSO V jamce

10 mM 10uM
5mM 5uM
1mM 1uM

0,5 mM 0,5 uM

0,1 mM 0,1 um

0,05 mM 0,05 uM

0,01 mM 0,01 uM

Koncentrace DMSO je ve vSech jamkach 0,1%.

Tabulka €. 3 — RozloZeni koncentraci FLU na 96-jamkové desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
A | Bl K | 0,01uM | 0,05uM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10pM
B | BI K |0,0luM | 0,05pM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10puM
Cc Bl K |0,0luM | 0,05pM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10puM
D | BI K |0,0luM | 0,05pM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10puM
E | B K |0,0luM | 0,05puM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10puM
F | BI K | 0,01uM | 0,05uM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10pM
BI K | 0,01uM | 0,05uM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10pM
BI K | 0,01uM | 0,05uM | 0,1uM | 0,5uM | 1pM | 5uM | 10pM
Bl........ slepy vzorek (pro odecet absorbance pozadi)

K........ kontrola, 0,1% DMSO v médiu

4.8.2 Ovlivnéni bunécnych linii v médiu bez séra

Testované bunécné linie byly ovlivnény jednotlivymi koncentracemi pracovnich

roztokd FLU a poté byly inkubovany 24 hodin.

33



Postup:

e Nasazeni bunécnych linii do 96-jamkovych desti¢ek, 200 pl bunécné suspenze o
koncentraci 40000 bunék/jamka

e Bunky byly inkubovany 4 hodiny za podminek 37 °C a 5% CO,, konstantni vlhkost
95%.

e Navodnilazni bylo zahfato kultiva¢ni médium bez séra na 37°C. Pracovni roztoky
FLU se nechaly pomalu rozmrznout. Byl pfipraven roztok DMSO.

e Byla pfipravena a popsana korytka pro nafedéni pracovnich roztokd.

e Bylo pfipraveno médium s FLU. Pracovni roztoky FLU v DMSO byly fedény 1000x
médiem bez séra. Vysledné koncentrace: 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1
UM, 5 uM.

e Dale bylo pfipraveno médium s 0,1% DMSO.

e Desticky byly vyndany z inkubatoru a bylo z nich odsato pivodni médium.

e Do jamek bylo napipetovano 200 ul média s FLU dle Tabulky ¢. 3.

e Do sloupce 3 bylo napipetovdno médium s 0,1% DMSO.

e Desticky byly vloZzeny na 24 hod zpét do inkubatoru (37 °C, 5% CO,, 95%

vlhkost).

4.9 Stanoveni poctu zivych bunék testem WST-1

Test WST-1 vyuziva ke stanoveni bunééné proliferace a Zivotnosti bunék. Stejné
jako dal$i podobné testy - MTT, MTS, XTT- je WST-1 hojné pouzivany v bunécéné biologii.

WST-1 je typickym testem na méreni metabolické aktivity bunék (Slaby et al. 2015).

Toto kvantitativni stanoveni Zivotaschopnych bunék je zaloZzeno na Stépeni
nerozpustné tetrazoliové soli WST-1, chemickym sloZenim 4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-
nitrofenyl)-2H-5tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat. Redukci vznikd tmavé zbarveny
formazan, ktery je ve vodé rozpustny (Obr. €. 4). K redukci dochdzi v Zivych burkach

plsobenim mitochondridlni reduktasy.

Stanoveni se provadi na 96-jamkové desticce. Po dvouhodinové inkubaci

(standardni inkubacni doba) se pak méfi na spektrofotometru absorbance vzniklého
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produktu. Hodnota absorbance roztoku odpovida intenzité metabolismu bunék, tedy

poctu Zivych bunék (Michalova et al. 2008).
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Obr. €. 4 — Princip WST-1 testu, tj. redukce tetrazoliové soli WST-1 na Formazan

(zdroj: G-biosciences)

Postup méreni:

Byl pfipraven pracovni roztok WST-1. Na jednu 96-jamkovou desti¢ku bylo
potfeba pfripravit 8 ml roztoku. WST-1 bylo médiem naredéno 20x, tj. 400 pl
WST-1 a 7,6 ml média. Médium s WST-1 bylo dobfe promichano.

Desticky s bunikami byly vyndany z inkubatoru a bylo z nich odstranéno staré
médium s FLU.

Do Sesti jamek (B-G) ve sloupcich 1, 3 — 10 bylo napipetovdano 100 ul média
s WST-1.

Zapnul se pocitacovy program a spektrofotometr (Tecan infinite M200pro). Byla
zmérena absorbance v ¢ase 0 hodin (450 nm, referencni vinova délka 650 nm).
Po zméreni byly desticky dany na 2 hodiny do inkubatoru (37 °C, 5% CO3, 95%

vlihkost).
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e Po dvou hodinadch byly desticky vyndany zinkubatoru a byla zmérena

absorbance v ¢ase 2 hodiny (450 nm, referencni vinova délka 650 nm).

4.10 Analyza vlivu FLU na migraci a adhezi bunék

Ke sledovani vlivu FLU na migraci a adhezi bunék byl vyuZit xCelligence analyzator
(Real-time Cell Analyzer Dual Purpose). Tato technologie je zaloZzena na méreni
elektrické impedance. Pouziva zvlastni elektronické 16-ti jamkové kultivacni destic¢ky pro
sledovani bunécné proliferace a adheze, pro testy bunécné migrace se pouzivaji
elektronické desticky na principu Boydenovy komurky. UmozZnuje sledovat bunécnou
proliferaci, adhezi, migraci a invazivitu v readlném case. Buriky se b&€hem testu monitoruji
nepretrzité a ne az po skonceni experimentu (Kovarikova et al. 2014). Tato technologie
navic Setfi pouzivani drahych reakénich cinidel, ktera se pouZivaji u konvencnich

bunéénych analyz (Urcan et al. 2010).

Vystupem z méreni vtomto systému je bunécny index (Cl). Jednd se o
bezrozmérnou veli¢inu. K vypoctu této hodnoty se pouziva vztah: Cl = (Zi — Z0)/15 W; Zi
—impedance v daném okamziku méreni, Z0 —impedance pozadi (médium pred pfidanim

testovanych bunék) (Kovarikova et al. 2014).
4.10.1 Stanoveni vlivu FLU na migraci bunék
A. Pfiprava pracovniho roztoku FLU

e Testované koncentrace: 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM
Kontrolni roztok 1% DMSO
Pozitivni kontrola — v dolnich jamkach jen sérové médium, v hornich jamkach jen
bezsérové médium
Negativni kontrola — v dolnich i hornich jamkach jen bezsérové médium

e Pracovni roztok FLU pro dolni komurky: 999 ul média se sérem + 1 ul zdsobniho
roztoku FLU dle koncentracni fady nebo 1 ul DMSO

e Pracovni roztok FLU pro horni komurky: 999 ul média bez séra + 1 ul zadsobniho
roztoku FLU dle koncentracni fady nebo 1 ul DMSO

e Mikrozkumavky s pracovnimi roztoky byly dobie promichany.
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B. Pfiprava desticek

e Do dolnich jamek bylo napipetovano 175 pl pracovniho roztoku FLU v médiu se
sérem dle rozpisu viz. Tabulka €. 4.

e Do hornich jamek se bylo napipetovdano 150 ul pracovniho roztoku FLU v
bezsérovém médiu.
Horni a dolni ¢ast desticky byly zamknuty dohromady a z hornich jamek bylo
odebrano 100 pl média.

e Takto pfipravené desticky byly vloZzeny na 1 hodinu do inkubatoru.

e V pocitacovém programu byly nastaveny parametry méreni.

e Bylo zméreno pozadi desticek.
C. Pfiprava bunécné suspenze

e Byla pfipravena bunééna suspenze v médiu bez séra o hustoté bunék 4 x 10°
bunék/ml.

e K1 ml bunécné suspenze byl pfiddn 1 pl zasobniho roztoku FLU dle
koncentracni fady nebo 1 pl DMSO.

e Do hornich jamek desticky bylo napipetovano 100 pl pfipravené bunécné
suspenze s FLU.

e Pripravené desticky byly vioZzeny na pal hodiny do inkubatoru (37 °C, 5% CO,,
95% vlhkost).

D. Méfeni na pfistroji RTCA

e Po pul hodiné byly desticky vloZzeny do pfistroje a provedlo se méreni, snimani

probihalo v 30 minutovych intervalech po dobu 24 hodin.
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Tabulka €. 4 Rozpis testovanych koncentraci FLU a kontrol v 16-jamkovych

destickach

D1 Y1 B 2
A |h A | h [FLU500nM
d d
B | h B | h
d d
c [ | FUS0nM c [h
d d
D | h D | h
d d
E | h E | h| FLUSM
d d
F | h F|h
d d
G | h G | h
d d
H | h H [ h
d d

4.10.2 Stanoveni vlivu FLU na adhezi bunék

2.den

Pfiprava roztoku kolagenu — kolagen byl narfedén destilovanou vodou na
koncentraci 20 pg/ml

Do kazdé jamky 16-jamkové desticky bylo napipetovano 50 ul roztoku kolagenu,
desticka byla ponechana v laminarnim boxu 1 hodinu v klidu stat.

Prebytek roztoku kolagenu byl opatrné odsat.

Desticka byla uloZzena do druhého dne v inkubatoru.

Byla pfipravena bunéénd suspenze v médiu bez séra o hustoté 4 x 10° bunék/ml.

Tedy 40 000 bunék/jamka.
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e Byla pripravena koncentracni rada:

Testované koncentrace FLU: 10 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM, 5
uM

Kontrolni roztok 1% DMSO.
K 1 ml bunééné suspenze byl pfidan 1 ul zasobniho roztoku FLU dle koncentracni
fady nebo 1 ul DMSO.

e V pocitacovém programu byly nastaveny parametry méreni.

e Do vsSech jamek bylo napipetovdano 100 pl bezsérového média s FLU dle
testované koncentracni fady nebo s 0,1% DMSO.

e Bylo zméreno pozadi desti¢ek (background).

e Do jamek bylo napipetovano 100 ul pfipravené bunécné suspenze s FLU dle
koncentracni fady nebo0,1% DMSO.

e Desticka byla vloZena do pfistroje a bylo provedeno méreni, snimdani probihalo

v 5 minutovych intervalech po dobu 5 hodin.

4.11 Zpracovani vysledku a statistické vyhodnoceni

Vsechny pokusy byly opakovany trikrat, kromé testu bunééné adheze s linii GF,
ktery byl opakovan dvakrat. Grafy pro hodnoceni proliferace bunék metodu WST-1 byly
vytvoreny v programu Microsoft Excel 2013. Grafy pro hodnoceni vysledkl ziskanych
analyzatorem xCELLigence byly vytvoreny pfimo v softwaru RTCA DP a v programu
GraphPad Prism 6. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno také v programu GraphPad
Prism 6 za pomoci metody ANOVA (one-way analysis of variance). Hodnoty ECso byly

vypocitany v programu GraphPad Prism 6.

39



5. VYSLEDKY
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5.1 Testovani vlivu FLU na proliferaci bunék pomoci testu WST-1

Testem WST-1 jsme sledovali vliv FLU na metabolickou aktivitu bunécnych linii
DOK, PE/CA-PJ15 a GF. Bunky byly ovlivnény koncentracemi FLU 0,01 - 10 uM. Méreni

probihalo za 72 hodin po ovlivnéni.

5.1.1 Bunécna linie DOK v médiu se sérem

V grafu (Obr. ¢. 5) zvyhodnocenych vysledk(i Ize vidét vliv zvysujici se
koncentrace FLU na proliferaci bunécéné linie DOK. Pocet Zivych bunék klesal v zavislosti

na koncentraci FLU.

DOK

Absorbance (% kontroly)

Koncentrace FLU (pM)

Obr. €. 5 Test WST-1 - vliv FLU na proliferaci bunécné linie DOK (* statisticky

vyznamny rozdil proti kontrole, p<0,05)

41



vv s

5.1.2 Bunécéna linie PE/CA-PJ15 v médiu se sérem

V grafu (Obr. €. 6) jsou uvedeny vysledky vlivu FLU na proliferaci bunécné linie

PE/CA-PJ15. Je zde patrné sniZeni poctu Zivych bunék v zdvislosti na zvysujici se

koncentraci FLU.

PE/CA-PJ15
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Koncentrace FLU (M)

u

Obr. €. 6 Test WST-1 — vliv FLU na proliferaci bunécné linie PE/CA-PJ15 (* statisticky

vyznamny rozdil proti kontrole, p<0,05)
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5.1.3 Bunécna linie GF v médiu se sérem

V grafu (Obr. €. 7) je zaznamenan vliv FLU na bunécénou proliferaci linie GF.

V zavislosti na zvysujici se koncentraci FLU klesa pocet Zivych bunék.

GF

a0

1U

110

10U
K‘K\;

Absorbance (% kontroly)

~e

w

0.01 nno 0.1 nc 1
u,U S v, v,2

Koncentrace FLU (uM)

Obr. €. 7 Test WST-1 — vliv FLU na proliferaci bunécné linie GF (* statisticky vyznamny

rozdil proti kontrole, p<0,05)
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5.1.4 Bunéc¢na linie PE/CA-PJ15 v médiu bez séra

Na bunécéné linii PE/CA-PJ15 byl rovnéz sledovan vliv FLU na proliferaci bunék
v médiu bez séra. Vysledky z tohoto méreni jsou uvedeny v grafu (Obr. ¢. 8). Na grafu je
vidét, Ze pocet Zivych bunék ovlivnénych koncentracemi FLU 0,05 —5 uM v ¢ase 24 hodin

neklesl pod hranici 80%.

PE/CA-PJ15 v médiu bez séra

120

100
E‘\—-M

on =
ou

=

= al
S »*

Absorbance (% kontroly)

"2l
1

0,5 1 5

Kencentrace FLU (uM)

Obr. €. 8 Test WST-1 — vliv FLU na proliferaci bunééné linie PE/CA-PJ15 v médiu bez

séra (* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p<0,05)

44



5.2 Stanoveni hodnoty ECsg

V programu GraphPad Prism 6 byly z namérenych dat vypocitany u jednotlivych
bunécénych linii hodnoty ECso v ¢ase 72 hod po ovlivnéni FLU. Pro jejich vypocet byly
pouzity primérné hodnoty ze tfi nezavislych méreni. Vysledné hodnoty ECso jsou

uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka €. 5 Vysledné hodnoty ECso pro bunécné linie DOK, PE/CA-PJ15 A GF

ECso SD (%)
DOK 0,21 uM 0,5
PE/CA-PJ15 | 0,20 uM 0,8
GF 0,56 uM 5,7
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5.3 Vliv FLU na migraci bunék

Na analyzatoru xCELLigence bylo provedeno méreni zmén bunécného indexu
vlivem FLU u bunécénych linii PE/CA-PJ15 a GF. Bunécné linie byly ovlivnény koncentracni
fadou FLU 0,05 — 5 pM. Snimani zmén bunécného indexu probihalo v 30 minutovych
intervalech po dobu 24 hodin. Vysledné hodnoty bunécného indexu po 24-hodinové
inkubaci jsou uvedeny v procentech kontroly ve sloupcovych grafech (Obr. ¢. 9a 11), jde
o primérné hodnoty ze tfi méreni. Ddle jsou zobrazeny zaznamy z xCELLigence RTCA

analyzatoru (Obr. ¢. 10 a 12).

5.3.1 Vliv FLU na migraci bunééné linie PE/CA-PJ15

Na grafu (Obr. €. 9) lze vidét, Ze se zvySujici se koncentraci FLU dochdzelo
k poklesu hodnot bunécného indexu u bunécné linie PE/CA-PJ15 po 24-hodinové
inkubaci. Stoupajici koncentrace FLU vedla k postupnému sniZzeni migrace bunék

nadorové linie PE/CA-PJ15.

150-
>
o
S 100-
S T
°\° *
% T * *
2 50- «
E T
* . i
01— . .
05 1 5

0,05 01 0,25
koncentrace flubendazolu (uLM)

Obr. €. 9 Vliv FLU na bunéénou migraci linie PE/CA-PJ15 v ¢ase 24h (* statisticky

vyznamny rozdil proti kontrole, p<0,05)
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Obr. €. 10 Vliv FLU na migraci linie PE/CA-PJ15 - zaznam z xCELLigence analyzatoru

(24-hodinové monitorovani)

5.3.2 Vliv FLU na migraci bunécné linie GF

Na grafu (Obr. €. 8) lze vidét, Ze FLU v nizsSich koncentracich vedl k mirnému
zvySovani hodnot bunécného indexu bunééné linie GF po 24-hodinové inkubaci.
Dochdzelo tedy ke stimulaci migrace bunééné linie GF. FLU v koncentraci 5 uM

naopak migraci gingivalnich fibroblastl inhiboval.
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Obr. €. 11 Vliv FLU na buné¢nou migrace linie GF v ¢ase 24h (* statisticky vyznamny

rozdil proti kontrole, p<0,05)
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Obr. €. 12 Vliv FLU na migraci linie GF - zaznam z xCELLigence analyzatoru

(24-hodinové monitorovani)
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5.4 Vliv FLU na adhezi bunék

Na analyzatoru xCELLigence bylo provedeno méreni adheze bunék po ovlivnéni
FLU o koncentracich 0,05 — 5 uM. Bunécné linie PE/CA-PJ15 a GF byly snimany v 5
minutovych intervalech po dobu 24 hodin. Vysledné hodnoty bunécného indexu
namérené v asech 1 hodina a 5 hodin jsou uvedeny v procentech kontroly ve
sloupcovych grafech (Obr. ¢. 13 a 15). Dale jsou zobrazeny zaznamy z xCELLigence RTCA

analyzétoru (Obr. ¢. 14 a 16).

5.4.1 Vliv FLU na adhezi bunéc¢né linie PE/CA-PJ15

Na grafu (Obr. €. 13) je vidét, Ze po 1-hodinové inkubaci FLU v nizsich
koncentracich zvysoval adhezi bunécné linie PE/CA-PJ15. Pouze u koncentrace 5 uM

FLU doslo ke snizeni adheze bunék. V intervalu 5 hod jsou uz rozdily nevyznamné.

150 A

*k%k *kk *%
T T T I '|'
1001 T
*h%k
Bl 1 hod
5 hod
50
0~ T T T T T T
0,05 0,1 0,25 0,5 1 5

Koncentrace FLU (M)

index (% kontroly)

b.

Obr. €. 13 Vliv FLU na adhezi bunééné linie PE/CA-PJ15 v ¢asech 1 hod a 5 hod

(statisticky vyznamny rozdil proti kontrole: ** p<0,01; ***p<0,001)
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Obr. €. 14 Vliv FLU na adhezi linie PE/CA-PJ15 - zaznam z xCELLigence analyzatoru

(5-hodinové monitorovani)

5.4.2 Vliv FLU na adhezi bunécné linie GF

Z grafu (Obr. €. 15) vyplyva, Ze v pribéhu méreni dochazelo k postupnému
snizovani adheze bunécné linie GF u koncentraci FLU 0,05 — 1 uM. Naopak u nejvyssi

koncentrace FLU (5 uM) doslo v ¢ase 1 hod k vyraznému zvyseni adheze.
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Obr. €. 15 Vliv Flu na adhezi bunécné linie GF v ¢asech 1 hod a 5 hod (statisticky

vyznamny rozdil proti kontrole: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)
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Kontrola 01pM 025pM 1pyM 5puM

Obr. €. 16 Vliv FLU na adhezi linie GF - zaiznam z xCELLigence analyzatoru

(5-hodinové monitorovani)
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6. DISKUZE

52



Vyskyt karcinomu dutiny Ustni je celosvétovym problémem a ma souvislost
s nezdravym Zivotnim stylem. Toto onemocnéni se objevuje ¢astéji u muz( ve stfednim
véku nez u jejich vrstevnic Zenského pohlavi. V zapadnim svété je hlavnim rizikovym
faktorem koureni tabakovych vyrobk({ a nadmérna konzumace alkoholickych napoja. vV
rozvojovych zemich, kde lidé pfimo Zvykaji tabak nebo betelové otfechy, je riziko vzniku
nadorového onemocnéni dokonce jesté vyssi. U tohoto onemocnéni maji velkou roli
preventivni opatreni. Pravidelné ndvstévy u zubniho Iékafe mohou pomoci k v€asnému
odhaleni nemoci. Dllezitd je samoziejmé kazdodenni pecliva Ustni hygiena. V zemich,
kde je dostupnost Iékarské péce hire dostupna, je pravdépodobnost véasného zachytu
onemocnéni nizsi. Lé¢ba karcinomu dutiny ustni je prfedevsim chirurgickd, kdy dochazi
k vyoperovani nadoru, casto byvd doplnéna radioterapii. Operaci mlzZe predchdazet
neoadjuvantni chemoterapie, kterda zmensi velikost nadoru a usnadni operaci. Po
operaci nasleduje adjuvantni terapie, kterd ma za ukol eliminovat zbylé nadorové buriky

a slouzi jako prevence navratu onemocnéni (web 8).

V této praci byl studovan vliv FLU na nadorové buriky. V sedmdesatych letech
minulého stoleti FLU vyvinuli ve farmaceutické firmé Janssen. FLU je heterocyklickd
aromaticka sloucenina. Patfi mezi benzimidazoly a v klinické praxi se pouziva pfti |é¢bé
helmintdz lidi i zvifat (Mackenzie a Geary 2011). Vyhodou |éCiv, ktera byla jiz schvalena
pro lé€bu jinych nemoci, nez jsou nddorova onemocnéni, je to, Ze u nich bylo provedeno
testovani toxicity na zvifatech a lidech (Spagnuolo et al. 2010). To je vyhoda praveé i nami

testovaného FLU.

Mechanismem ucinku FLU a dalSich benzimidazol( je jejich vazba na proteinové
tubulinové subjednotky mikrotubul(. To vede k naruseni struktury a funkce mikrotubul(
v bunkach helminta. Také plsobi na naruseni transportu a metabolismu glukdzy, coz

vede k energetickému kolapsu a odumirani helminta.

Schopnost benzimidazolG naruSovat mikrotubuly a transport glukézy v burikach
vede teoreticky k moznym protinddorovym ucinkdm. Pravé mikrotubuly maji velmi
dllezitou roli pri proliferaci a migraci eukaryotickych bunék véetné invaze a
metastazovani nadorovych bunék (Kralovd et al. 2013). Testy potencidlniho
antiproliferativniho ucinku FLU byly provedeny na bunécénych liniich leukemie a

myelomu (Spanguelo et al. 2010), neuroblastomu (Michaelis et al. 2015), karcinomu
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prsu (Hou et al. 2015) a kolorektalniho karcinomu (Kralova et al. 2013). Tyto studie
prokazuji mozné protinddorové plsobeni FLU. Molekula FLU stejné jako vinca alkaloidy
pusobi na strukturu mikrotubulll, vdZze se vSak na jiném misté. Vinca alkaloidy se jiz
v protinadorové |écbé pouzivaji. Vyzkum naznacuje, Ze by FLU mohl potencovat ucinky

téchto alkaloidd, nebo je dokonce nahradit (Spagnuolo et al. 2010).

V nasem experimentu jsme sledovali vliv FLU na proliferaci, migraci a adhezi
nadorovych bunécnych linii DOK a PE/CA-PJ15 a porovndvali jej s vlivem FLU na burky
gingivy zdravého ¢lovéka. Bunécna linie DOK byla izolovdna ze zadni ¢asti jazyka 57 -
letého muze, z dysplastické tkané obklopujici skvamdzni karcinom, ktery byl predtim
chirurgicky odstranén (Chang et al. 1992). Tyto buriky tedy ptredstavuji ¢asné stadium
vyvoje nadoru. Bunécna linie PE/CA-PJ15 pochazi z tkané jazyka 45 — letého muze, z plné
vyvinutého ordlniho skvamézniho karcinomu (Berndt et al. 1997). V nasi studii jsme tedy
zjistovali a porovnavali vliv FLU na buriky ve dvou rGznych stadiich vyvoje oralniho
skvamézniho karcinomu. Gingivalni fibroblasty jsme pouzili jako model nenadorové ale

proliferujici tkané.

U vSech testovanych linii FLU ovliviioval proliferaci bunék v zavislosti na
koncentraci. Abychom mohli porovnat citlivost jednotlivych bunécnych linii k vlivu FLU,
vypocitali jsme pro vSechny tfi bunécné linie hodnoty ECsg. Ze ziskanych hodnot vychazi
jako nejméné citliva bunécna linie GF s hodnotou ECso = 0,56 UM, tedy linie normalnich
zdravych bunék. Naopak bunécéné linie DOK a PE/CA-PJ15 méli nizsi a velmi podobnou
hodnotu ECso. Pro linii DOK jsme vypocitali hodnotu ECsp= 0,21 uM a pro linii PE/CA-PJ15

nam vysla hodnota ECso= 0,20 uM.

Z nasich vysledkd hodnot ECso tedy vyplyva, Ze obé bunécné linie oralniho
skvamdzniho karcinomu jsou citlivéjsi na plisobeni FLU neZ zdravé gingivalni buriky.
Podle udajl v literatufe hladiny FLU v plazmé mohou dosahovat 1 uM (Spagnuolo et al.
2010), ndmi zjisténé hodnoty ucinnych koncentraci FLU jsou tedy klinicky snadno
dosazitelné. Michaelis et al. otestovali citlivost k FLU u 321 bunéénych linii odvozenych
z 26 rlznych typa nadord. Linie odvozené od nador( dutiny Ustni patfily celkové mezi
citlivéjsi, protoze dosahly hodnot ICso méné nez 1 uM (konkrétné 82-379 nM), tfi

z téchto linii vykazaly i podobné nizké hodnoty ICeo (Michaelis et al. 2015). Nase vysledky
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jsou v souladu s témito udaji a potvrzuiji citlivost bunék oralniho skvamézniho karcinomu

k FLU.

Oralni skvamdzni karcinom je vysoce invazivni typ nadoru. Aby byly buriky
schopné invaze do okolnich tkani, musi byt také schopné pohybu a k tomu potrebuji
funkcni mikrotubuly (Oliveira a Ribeiro-Silva 2011). Proto jsme sledovali vliv FLU na
migraci a adhezi u nddorové linie PE/CA-PJ15. Zaroven nds zajimalo, zda FLU ovlivni tyto
parametry u normalnich gingivalnich fibroblastd. K méreni bunécéné migrace a adheze
jsme pouzili xCELLigence systém. Vyhodou této metody je nepfetrzité sledovani bunék
béhem méreni a také skutecnost, Ze metoda je tzv. ,label-free”, to znamen3, Ze
nemusime buriky barvit nebo jinym zplsobem ovliviiovat. Pfi testovani vlivu FLU na
migraci bunécné linie PE/CA-PJ15 jsme pozorovali vyznamné snizeni migrace bunék od
koncentrace 0,25 puM. Naopak testovani vlivu FLU na migraci bunécné linie GF ukazalo,
nadorovych bunék je tedy tlumivy, naproti tomu jeho vliv na migraci zdravych bunék je

stimulacni.

PFi méreni adheze jsme porovnavali hodnoty namérené v ¢ase 1 hodina a v Case
koncentracich 0,05 —0,25 uM k vyznamnému zvyseni adheze, ke konci experimentu vsak
jiz rozdil mezi ovlivnénymi a kontrolnimi burikami nebyl signifikantni. U bunécné linie GF
dochazelo k postupnému sniZzovani adheze vlivem vsech testovanych koncentraci FLU
kromé nejvyssi. Zda se, Ze linie reaguji i v pfipadé adheze na FLU rozdilné. Bude vsak
tfeba dalSich experimentd, které by mély prozkoumat i signalni drahy spojené s migraci
a adhezi u obou typl sledovanych bunék.

Ze studii, které byly publikovany, vyplyvd, Ze anthelmintikum FLU by se mohl
v budoucnu pouzivat k terapii pacientll s nékterymi nadorovymi onemocnénimi. Nase

vysledky ukazuji, Ze FLU jiz v nizkych koncentracich snizuje proliferaci a migraci bunék

oralniho skvamodzniho karcinomu in vitro.
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7. ZAVER
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1.

FLU inhibuje proliferaci bunék u vsech tfi testovanych linii DOK, PE/CA-PJ15 a GF
v zavislosti na jeho koncentraci. Nadorové linie (DOK a PE/CA-PJ15) jsou

k pasobeni FLU citlivéjsi nez nenadorova bunécéna linie GF.

FLU ma vliv i na migraci bunék. U nddorové bunécéné linie PE/CA-PJ15 inhibuje
migraci, naopak na migraci gingivalnich fibroblast (GF) plGsobi stimula¢né. FLU
rovnéz ovliviiuje adhezi bunék v zavislosti na jeho koncentraci a typu bunécéné

linie.
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8. SEZNAM ZKRATEK
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D-MEM

DMSO

DNA

ECso

EDTA

FBS

FLU

GF

NOR

PBS

WHO

Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium
dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

efektivni koncentrace (50%)
etylendiamintetraoctova kyselina

fetalni bovinni sérum

flubendazol

gingivalni fibroblasty

Narodni onkologicky registr

fosfatovy pufr

World Health Organization
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