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1. SOUHRN

Analyza ristowv inhibi énich mechanisni flubendazolu u bungk maligniho melanomu

Maligni kozni melanom je ve svém pokilém stadiu vysoce agresivnim nadorovym
onemocgnim, ¢asto chemorezistentnim n&t$inu sodasnych terapeutickych strategii.
V sowasné dob se vyzkumy zagtuji na identifikaci novych cil v malignich melanocytech
¢i se snazi vyuzit tzv. novych indikaci jiz schvélem I&iv, a to prostednictvim gistupi
nazyvanych ,drug repurposing“. Tato prace se zabgv&ovanim fstow inhibi¢nich
vlastnosti jednoho takovéhaiiga — flubendazolu (FLU) — Siroce vyuzivaného ahttietika
paticiho do rodiny benzimidazolovych deriiat Toto I&€ivo specificky interaguje
s B-tubulinem, coz naslednvede k poSkozeni struktury a funkce mikrotubulovlivnénych
bunkach. Nekolik ¢lenia benzimidazolové rodiny ¢etné FLU) jiz prokazalo fistow-inhibi¢ni
potencial u nadorovych bgk odvozenych z nadorprsu, tlustého #tva, krve a nervového
systému. Protinadorové vlastnosti FLU u malignirelanomu vSak jeStdo této doby nebyly
overovany.

Cytotoxicita FLU byla testovana i tlinii lidského maligniho melanomurgxstavujici
odliSné molekularni subtypy (A-375, BOWES a RPMBIPkthem 72 hodin pomoci WST-1
a X-CELLigence test Na z&klad jednotlivych hodnot Ig ziskanych z jednotlivych
buréénych linii byla pro dalSi testovani vybrana koncace FLU 1 uM. Tato koncentrace
byla relativi¢ tolerovana u normalnich lidskych koznich melandcfiEM), nicmérk u
melanomovych butk vyznamr@ posSkodila organizaci a funkci mikrotuliiylindukovala
zastavu bugného cyklu v G2/M fazi a vyvolala sérii Zmv burééné morfologii. Ritomnost
dalSich specifickych z#m (tzn. vznik obrovskych mnohojadernych BknzvySena exprese
p21 a aktivace kaspazy-2) naita mitotickou katastrofu, po které nasledovalakaapéaze-
3/7 zavisla apoptoticka b&na smrt. DalSi analyzy prokazaly, Ze oba procespajaje
aktivovana signalni drdha TP53-BAX, a jejich podwbi mechanizmy budou tedy
piednttem budoucich studii.

Protinadorova aktivita FLU byla také @&wovana u melanomovych b odvozenych
z explantatovych kultur ziskanych ze vazbrinelanomu od pacieitlécenych ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. V pilotni studii prow@e na bikach vzorku od vybraného
pacienta FLU vyvolal inhibicitstu a cytotoxicitu, nicmé&nbuiky na &) vykazovaly nizsi
citlivost (dle ziskané hodnoty ig). Dale testovana koncentrace FLU 1 uM vykazovala
cytostaticky @inek a vyvolavala velmi ojed#té morfologické zminy u exponovanych
burgk, vyznamr odliSné od tive pozorované mitotické katastrofy a apoptdzy unéku
melanomovych linii.



2. SUMMARY

Analysis of growth-inhibitory mechanisms of flubendzole in malignant melanoma cells

Malignant skin melanoma is at its advanced stagklyiaggressive and chemoresistant to
almost all currently available therapies. Moderfigres are thus aimed to identify new targets
in melanoma cells or ttake advantage of novel indications of already eygd drugs — a
process called drug repurposinghis work was focused on evaluation of cell growth
inhibitory properties of one such drug — flubendaz@-LU) — a widely used anthelmintic
compound belonging to benzimidazole family. Thigglspecifically interacts witf-tubulin,
which results in disruption of microtubule struewand function in the exposed cells. Several
members of the benzimidazole family (including FLbave already shown the growth
inhibitory potential in tumor cells derived fromdast, colon, blood and nervous system
malignancies. Still, the specific activity of FLd malignant melanoma has not been tested to
the date.

Cytotoxicity of FLU was tested in three malignanelemoma cell lines representing
diverse melanoma molecular types (A-375, BOWES RRMI-7951) during up to 72 hours
using WST-1 and x-CELLigence assays. Based on aethiéGs, from individual cell lines,
the 1 uM FLU concentration was selected for furttesting. While relatively tolerated in
normal human skin melanocytes, FLU at this conegioin disrupted microtubular
cytoskeleton, induced G2/M cell cycle arrest andngfed morphology of exposed melanoma
cells. The presence of other specific changes ¢edl. enlargement and multinucleation,
overexpression of p21 and activation of caspasedifated mitotic catastrophe which was
followed by apoptotic cell death. Further analysegealed that both processes were not
linked by activated TP53-BAX axis and their furtheucidation should be addressed in
future.

FLU activity was also evaluated in melanoma ceklsiveed from melanoma explant
cultures obtained from human subjects undergointameena excision in Faculty teaching
hospital in Hradec Kralové. In a pilot study usinglls from one patient FLU showed
cytotoxicity and growth inhibitory properties, hoves, with lesser potency as judged from
higher 1Gp value. 1 uM FLU concentration then had cytostaffect in exposed cells and
induced a series of very unusual morphologicalratiiens entirely dissimilar of mitotic
catastrophe and classical apoptosis.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1.Maligni melanom

3.1.1. Definice
Melanom je zhoubny nador, ktery vznika z pigmentbviurgk (melanocyl) a primarr
se vyskytuje v #zZi. Vzacre se také vyskytuje v jinych tkanich (jako je sitnhicka nebo
sliznice Ust a genitalu) a to diky neuroektoderimalnpivodu melanocyt. Melanomy jsou
béZzré vysoce pigmentované, ale mohou byt také amelddtiglelanom je charakteristicky
agresivnimistem a schopnosti rychle metastazo$at (

3.1.2. Epidemiologie

Vyskyt maligniho melanomu wlbSské populaci celogtove dramaticky nabksta,
zejména v oblastech s nagimym slunénym z&enim. Do hlavni rizikové skupiny vyskytu
melanomu séadi lidé se sstlou pleti, blor’atymi nebo zrzavymi vlasy a modryméirna.

Nejvy3si mira vyskytu melanomu byla hlasena v Alistr(2, 3, piicemz vCeské
republice vzrostl vyskyt melanomuide skoro ptkrat za poslednich 30 let)(

Geneticka predispozice hraje dominantni roli v kiizivzniku melanomu. Krogn
pigmentace &Ze to jsou i dalSi@licné faktory, jako je pozitivni rodinnd anamnéza,tbiasa
typ stavajicich név nebo nachylnost k spaleni sluncem, nikoliv opal@)i Negastji
zminované mutace vifpad maligniho melanomu jsou mutace §&@DKN2Aa CDK4, které
koduji tumor-supresorove proteiny pl16 a pl9. Tyldkumentovany v dkterych rodinach
s dédicnym melanomem afmaseji 60 az 90 % celozivotniho rizika vyskytu amgmu 6, 7).

Je vSeobeen znamo, Ze celkové riziko pro vznik melanomu je&eano vzijemnou
souwinnosti mezi genetickymi a environmentalnimi faltorejména pak vystavenim se
slunenimu z&eni @). Uginky slungniho z&eni na vyskyt melanomu v3ak nejsou zcela
ziejmé. Redpoklada se, Ze na vznik melanomu se podili zggm@rtagenni UV-B zéni (to
které je zodposdné za opalovani a spalenizk), ale i prozaslive UV-A zé&teni, které
pronika hloulsji a tak aktivuje melanocyty. Navic UV &ni ma na &Zi imunosupresivni
Gcinky a tim, ginejmensim teoreticky, zasahuje do imunologickyathanism a gispiva k
rozvoji rakoviny Kize 6).

3.2.Melanocyty

Melanocyty jsou pigmentové blay vyskytujici se ¥tSinou, ale ne pouze, v epidermis
kaze, dale také ve vlasech neboioh. Jejich hlavni funkci je produkagernohrdého
pigmentu melaninu, ktery je zodpsminy za barvu &Ze a vias (8).

3.2.1. Evoluce melanocyi

Melanocyty se diferencuji z melanoblast neuralni zarodmé liS€ a migruji dostratum
basale epidermjskde se vyskytuji mezi keratinocyty. Alternativ@sty vedou melanocyty do
vlasovych folikuh nebo uvealniho traktu oka a sitni& (

Melanocyty jsou ovalné dendritické itky, menSi nez keratinocyty. Nachazeji se ve
spodni vrst¢ epidermis, kde dohromady s 30-40fidpuZzenymi Kkeratinocyty tvid
epidermalni-melaninovou jednotku. Ve spodni wstgpidermis se melanocyty ugi
keratinocytim vyskytuji v pordru 1:10 a tento po#n zistava zachovan po cely Zivot.



Exprese specialnich adheznich molekul, jako jsoa B- kadheriny, demonstruje existenci
meziburgénych spaoji v epidermalni-melaninové jednotce. Tyto kontakigyzimdendritickymi
melanocyty a keratinocyty jsou nezbytné pro transpelaninu do keratinoclt coz zarduje
zbarveni kize a fotoprotekcil(0).

3.2.2. Melanogeneze
Syntéza melaninu je biochemicky proces zvany meganeze. Probiha v melanocytech,
ve v&cich zvanych melanosomy, které vznikaji égévanim z Golgiho aparatul@).
V lidské kizi jsou dva typy pigmentu: eumelanin, odpovidaizitmavou barvu viasi kize
a feomelanin vyskytujici se u&liych a rezavych vlas K tomu, aby syntéza mohla probihat,
je poteba dostatek kibvé aminokyseliny tyrosin a enzymu tyrosinasy. aZikse obvykle
nachazi s#s obou tyfi pigmentu, picemz lidé s tmavsi pleti maji vice eumelanibi, (19.

3.2.3. Biologie melanocyf

Patet, organizace a biologickad aktivita melandcye v epidermis kontrolovana a
regulovana genetickymi, epigenetickymi a environtdkrimi mechanismy, které nejsou
aplr¢ zirejmé objasrny. Melanocyty jsou vysoce diferenciovanénky charakterizované
dlouhou Zivotnosti, zvySenou rezistenci na enviremt@ni stres a nizkou proliférs
aktivitou. Tento stav je udrzovan diky komplexniuki@ riznych fstovych faktoi,
parakrinnich faktar a/nebo expresi molekul b&mého povrchu, které zpréstlkovavaji
interakce mezi melanocyty, keratinocyty, fibrobyasebo jinymi organy (nap hypofyzou)
(10). Melanocyty navic podléhaji viisn environmentalniho prasdi, zejména UV zani.
UV zareni nasled® aktivuje keratinocyty, které vysilajadu signél pro zvySeni proliferace
melanocyt, které jsou odpasdné za tvorbu név Melanocyty vyskytujici se v névech se
vyznamr neliSi od normalnich melanodytmohou vSak zat s expresiistovych faktoi a
¢asto nesou dkteré genetické zémy typické pro rozvoj melanomul®). Névové biky
pirestavaji proliferovat v gitém stadiu, aby vytidly populaci pigmentovych buik, kterd
tvofi pihu (14). Tato zastava proliferace je zdaslipod kontrolou inhibitorem buiného
cyklu p18Y*A pricem? defekty v expresSCDNK2A koreluji se zvySenym ptem pih a
vySSim rizikem transformace melanacyt(15). AvSak vznik zhoubného melanomu
Z jednotlivych néu je vysoce individualni proces s postupnou akumubgnetickych a
epigenetickych zgn a silnym vlivem mikroprosedi (L3).

3.3.Genomické znény u melanomu

Mira mutaci u melanomu je podle publikace ,The eargenome atlas data“ nejvyssi ze
vSech analyzovanych malignit®). Podrobné wjisleni genetickych a epigenetickych &m
zjisténych v iznych formach melanomu je mimo rozsah tohoto Uvadcmér negast;i
nalezené genetické 2my jsou shrnuty v obrazku 1.



Gen Typ genu Frekvence/typ vyskytu u melanomu (%)

BRAF Protoonkogen Mutace (50-70 %)

NRAS Protoonkogen Mutace (10-30 %)

AKT3 Protoonkogen Overexprese

NF1 Antionkogen Mutace (12-18 %)

KIT Protoonkogen Mutace (3 %), amplifikace
GNAQ G protein Mutace (1-2 %)

GNA 11 G protein Mutace (1-2 %)

CDKNA2A Antionkogen Delece, mutace nebo silencing (30-70 %)
PTEN Antionkogen Delece nebo mutace (5-20 %)
APAF1 Antionkogen Silencing (40 %)

Cyklin D1 Protoonkogen Amplifikace (6-44 %)

MITF Transkrigni factor = Amplifikace (10-16 %)

Obrazek 1 - Vybrané genetické zrny u maligniho melanomu (upraveno podle: Gray-Schopfer et al., 2007.
Melanoma biology and new targeted theraggture Unor 2007. Vol. 445, no. 7130, s. 853. * Kiuruaét 2017. The NF1
gene in tumor syndromes and melanoimaboratory investigation; a journal of technical theds and pathologyUnor
2017. Vol. 97, no. 2, s. 146-157. ** Lyle et alQ13. Diagnosis and treatment of KIT-mutant metastatlanomaJournal
of Clinical Oncology Z&i 2013. Vol. 31, no. 26, s. 3176-3181)

3.4.Chemorezistence

Chemorezistence je hlavnfiginou selhani chemoterapeutick&ldg u WtSiny lidskych
nadoi. Tradiné je chemorezistence klasifikovana jako vrozena rebkand a to na zaklad
pocateni odpowdi organismu na terapii. Mezi rejstjSi mechanismy rezistence pHat
nagiklad nap. zvySena exprese efluxnich proteirevySena tolerance stresovych sitav
potlaieni signalizace bwiné smrti. Melanom je agresivni a mnoébte chemorezistentni
typ malignity, gicemz jsou pitomné mnohé z vySe uvedenych mechafisezistence &i
lécivam.

3.5.Benzimidazolové derivaty

Benzimidazoly jsou kondenzované heterocyklickékstny, které tvéi nedilnou sotést
vitaminu B12. Bylo prokazano, Ze substituce jadeazimidazolu modifikuje chemické a
farmakologické vlastnosti molekuly a je rozhodujickrokem v procesu objevovani tek
Prvni benzimidazol, ktery byl vyvinut a a@n pro humanni pouziti, byl thiabendazol,
nasledovanyiadou veterinarnich antihelmintik (parbendazol, @amazol, oxfendazol a
cambendazol). Prvni benzimidazolkarbamat pouzivanidi byl mebendazol a nésletin
flubendazol. V sotasné dob jsou reékteré derivaty benzimidazolu klinicky schvalenyetng
albendazolu, mebendazolu, thiabendazolu jako anthgka; omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol jako inhibitory protonové pumpy; asteshijako antihistaminikum; enviradin
jako antivirotikum; candesarten cilexitil a telmisan jako antinypertenzivd ).

3.5.1. Mechanismus ®&inku benzimidazol-karbamata
Benzimidazolkarbamaty se specificky vazi a intejflagupodjednotkou mikrotubulu
B-tubulinem (8), i navzdory tomu, Ze afinita k séwmu tubulinu je slabsi nez afinita
k tubulinu helmint (19). Vzhledem k tomu, Ze struktura mikrotutbyé velmi dilezita pro
mnoho Zivotg dualezitych funkci parazita, jako jsou proliferace, téaia, intracelularni

9



transport organel, udrZzovani tvarunky nebo zmina mikrotubularniho uspadani, jejich

zablokovani vede ke ko#reé destrukci parazital® 20, 21). Krom¢ toho také mohou
benzimidazolkarbamaty inhibovat energeticky metabuls parazitnich bwhk. Déle

zpasobuji naruSeni transportu a metabolismus gluképy, vede k v§erpani energie a
glykogenu a ke ztratburg¢cné motility. Dokonce i tento proces nakonetspiva ke smrti
parazita 22, 23).

3.5.2. Protinadorové vlastnosti benzimidazol-karbamaf
Ukazalo se, Ze benzimidazolkarbamaty interagugmejmikrotubuly u helmift ale i se
sawim tubulinemin vitro. To vyvolalo otazku, zda tato skupina slenin miZze také
inhibovat polymeraci tubulinu v lidskych tkiach, a pokud ano, zda by takowinek mohl
vyvolat jejich antiproliferativni a / nebo protindvé &inky. V fad publikovanych studii se
ukazalo, Ze albendazol a mebendazol jsou cytotéxickndukuji bu&nou smrt v Sirokém
spektru nadorovych bgh (24).

3.5.3. Flubendazol
Flubendazol (FLU) je syntetické anthelmintikum olgey v 70. letech firmou Janssen.
BéZre je pouzivan ve veterinarni medigijako Sirokospektré anthelmintikum, ale je také
v Evrops registrovan k humannimu pouziti ngbé stevnich nematod@).

3.5.4. Protinadorové éinky flubendazolu

Protinddorové &inky FLU byly poprvé zaznamendny u kinych linii leukémie a
myelomu, kde FLU zjisoboval potl&eni proliferace, zastavu b&imého cyklu a mitotickou
katastrofu. Podobnéciinky byly také pozorovany u bgeénych linii nadoru prsu MDA-MB-
231, BT-549, MCF-7 a SK-BR-3, kde kr@éninhibi¢cnich &inka FLU byla pozorovana i
inhibice burcné migrace, ktera byla doprovazena snizenou expresienchymalnich
markefi (B-katenin, N-kadherin, Vimentin) a indukovana exprespitelialniho marketu
(Keratin 18). FLU byl navic popsan jako silny indglok reaktivnich kyslikovych radikél
(ROS), které jsou schopné pi@stnictvim cileného autofagického proteinu 4B (AT(G4B
aktivovat autofagii 24, 25). U burek kolorektélniho karcinomu SW480 a SW620, FLU
inhiboval jejich dst, zmsobil zastavu bugného cyklu ve fazi G2/M a také potencoval
acinek paklitaxelu 26, 27). Nakonec v rozsahlém zkoumani 321 &unych linii, Wetrg
raiznych nadorovych bwinych linii, byl identifikovan neuroblastom jako dalmaligni
burg¢na linie vysoce citliva na FLU. Nasledné experingeokazaly, ze FLU vykazuje
Sirokou aktivitu W¢i primarnim neuroblastomovym bkém ziskanym od g pacienti a
panelu 140 buitnych linii neuroblastomu se ziskanou rezisterici llavnim slodeninam
vazajicich se na mikrotubuly. Specifickd aktivitaU- sméfovala k signalizaci p53, a to
zejména proteinu PUMA, ktery byl prokdzan jakoc¢ally mediator indukovanychcinka
(24).

3.6.Mitoticka katastrofa

Ve wdecké literatie se termin mitotickd katastrofa pouziva k popistkolika
souvisejicich, ale ne zcela totoZznychujelonkrétré jsou v sodasné dob prezentovany dva
protichidné nazory, zda mitoticka katastrofa jé&gpb smrti busk nebo zda fedstavujeadu
kroki vedoucich k bustné smrti (apoptéze nebo nekr6z@B)( Mitoticka katastrofa je

10



charakterizovana é&kolika zetelnymi morfologickymi rysy, jako je tvorba velkyc
mnohojadernych bwhk s dekondenzovanym chromatinem, zmnozZeni centrbsomyskyt
aberantnich mitotickych ietének. Nkteré studie navic Zdaziuji, Ze buiky podstupujici
mitotickou katastrofu majifftomné vybrané fenotypoveé znaky charakteristickegpoptozu
(29).

Alternativni pohled na mitotickou katastrofu jigplstavuje jako sekvéni proces, ktery
vrcholi burg¢nou smrti vyplyvajici z abnormalni mitézy. V tonptipadt maze byt samotny
proces spush piedasnym nebo abnormalnim vstupem #&urdo mitdézy v dsledku
piitomnosti fyzickych nebo chemickych stresoffyto stresory zahrnuginidla poSkozujici
DNA, jako je doxorubicin nebo cisplatina, mitotickgdly zahrnujici jak hyperpolymerizaci
mikrotubuli (nag. Taxany), tak i depolymerizZai ¢inidla (Vinca alkaloidy) nebo inhibitory
mitotickych proteii (monatrol nebo hesperidin). Aktivitgahto ¢inidel vedou k defekim v
DNA (chromozémech), které pak maji vliv na vazbu mdotické weténko, pipadré k
nepravidelné tvorb vieténka spojenou s defekty v kontrolnich bodech nlebovzniku
multipolarnich mit6z 30).

VétSina malignich bukk (véetre melanomu) vykazujeizné Urove genetické nestability
(31, 32). Proto bylo navrzeno, Ze stimulace dalSi nestgliitiZze fedstavovat terapeutickou
strategii. V souladu s tim se zda, Ze maligniklyujsou nachylgjsi k burécné smrti po
mitotickém poskozeni ve srovnani s netransformovariyuikami (33), coz zfisobuje, ze
mitoticka katastrofa iedstavuje potenci&ndilezitou protinadorovou strategii, kterou by
mohla dosahnoutiznymi mechanismy, které se z&wji na bukény cyklus.
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. CILE DISERTA CNi PRACE

V této praci jsme si stanovili nasleduijici cile:

. Stanoveni biologickéhocinku FLU u normalni linie lidskych melanodyt

. Oweieni cytotoxicity FLU v lidskych malignich melanom@mh buréc¢nych liniich s
odliSnym molekularnim profilem A-375, BOWES a RPKA51

. Charakterizace mechanidmpii kterych FLU indukuje cytotoxické dinky ve vyse
uvedenych bugnych liniich, zejména s ohledem na mitotickou kiatds a srovnani
téchto &inka s inky znamych z jinych modél

. Ziskani melanomovych btk ze vzorki od pacient a nasledna charakterizace Bkira
ovéreni cytotoxicity FLU
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5. MATERIAL A METODIKA

5.1.Bunééné linie a jejich kultivace

Bunééné linie A-375 a BOWES jsou adherentni linie odvezed lidského maligniho
melanomu ficemz linie A-375 obsahuje ve svychndch mutaci gein BRAF a CDKN2A
Bunééna linie RPMI-7951 je odvozend od maligniho melanonmetastazujiciho
do lymfatickych uzlin s mutacemi v geneBRAF, p53 CDKN2AaPTEN HEM-LP je linie
zdravych lidskych epidermalnich melanacytzolovanych z neonatalnifgdkozky z lehce
pigmentované tkan

A-375 a BOWES byly kultivovany v médiu DMEM giganim 10% fetalniho bovinniho
séra (FBS) a 1% penicilinem/streptomycinem v 5%, Q@ 37 °C. RPMI-7951 byly
kultivovany v E-MEM s pidanim 10% FBS a 1% penicilinem/streptomycinem vG@&b pri
37 °C. HEM byly kultivovany v medium 254CF giganym kalciem a melanocytovym
rastovym suplementem v 5% G@ii 37 °C. I1zolované melanomovéitky od pacient byly
péstovany v kultivénim meédiu (RPMI-1640 medium, 1% penicilin/streptamny 15% FBS,
humulin N 100 1U/ml, transferrin 2 mg/ml) v 5% G@xi 37 °C. HEM-LP byly pasdZovany
1x tydre pomoci 0,05 % trypsinu/ EDTA a trypsin neutalizemédium bylo minéno kazdé
2-3 dny. Ostatni hiky byly pasdZovany po dosaZzeni 80 % konfluence y2ix¢t pomoci
0,05 % trypsinu/ EDTA. Kultury byly pravidedrtestovany naiftomnost mykoplazmat.

5.2.1zolace melanocyi ze vzorki od pacient

Lidské kozni melanocyty byly odvozeny z explantdtdv kultur ziskanych ze vzaik
melanomu od pacieitiécenych ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Vzotkane byly
nasledg preneseny v transportnim médiu (RPMI-1640 medium, 1BB&, humulin N
100 IU/ml, transferrin, heparin) na katedru L&#a biologie a genetiky, kde byly déale
zpracovany. Tkié byla i s transportnim médiggnesena na Petriho misku, kde byla pomoci
nizek a skalpelu nashana na co nejmensi kousky. Kousky tkdyly nasledd pomoci
Pasteurovy pipetyipneseny do kultivani lahve s kultivéanim médiem.

5.3.Stanoveni cytotoxicity pomoci test WST-1 a XCELLigence

Cytotoxicita FLU byla testovana # tinii lidskeho maligniho melanomu A-375, BOWES
a RPMI-7971 pomoci WST-1 a XxCELLigence testest WST-1 byl provésh v ¢asovych
intervalech 24, 48 a 72 hodin v koncentrian rozmezi 0,05-10 uM. #&feni bylo provedeno
ihned a nasledn2 hodiny po fidani ¢inidla pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200
pii vinové délce 450/650 nm. Systém xCELLigenc&inelektrickou impedanci a poskytuje
kvantitativni informace o biologickém stavu kkn Rostouci impedance (odpovidajici
proliferaci burk) byla méfena kazdych 30 minut po dobu 24 hodin, kdy bylyikyu
ovlivnény FLU v koncentraci 1 uM a impedance byla nasteawiena kazdou hodinu po
dobu dal3ich 72 hodin. Postup je podrdpopsan v publikadaiova et al. 2018.

5.4.Proliferace bunék HEM-LP

Vzhledem k pomalé proliferaci bék HEM-LP a zavislosti na hustohasazeni, ktera by
mohla produkovat potenci&@mekonzistentni data z WST-1, jsme se rozhodli dylodit
acinky FLU na tyto buiiky pomoci pimé mikroskopie se softwarévpodporovanym
pocitdnim burk. Paiet Zivych bugk byl pctitdn na mikroskopu Nikon Eclipse E 400
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(Nikon, PrahaCeskéa republika) s fazovym kontrastem v intervale984hodin. Fotky byly
ziskané pomoci softwaru LUCIA DI Image Analysis t8ys LIM (Laboratory Imaging s.r.o,
PrahaCeska republika) a analyzovany. Piely analyzy bylo vyhodnoceno minim&l@000
burgk pii zvétSeni 100x a 400x.

5.5.Casoslérna videomikroskopie
Kontrolni a ovliviené buiky byly umistny na stolek invertovaného mikroskopu v
prostoru s teplotou 37 °C. Po dobu 72 hodin byimémo vybrané reprezentativni zorné pole.

5.6.Analyza bunééného cyklu pomoci piitokove cytometrie a EAU zn&eni

Stanoveni jednotlivych fazi begného cyklu bylo detekovano u htknovlivnénych 1 pM
FLU vcase 12 a 24 hodin. B&na suspenze byla dfena na pitokovém cytometru
Beckman Coulter metodou barveni DNA proprium jodidd’rocento butk v S fazi bylo
mé&feno pomoci EdU za pouZiti kitu Click TTEdU Flow Cytometry Assay Kit. Kit byl pouZit
dle pokyrii vyrobce a nasledrdoslo k vyhodnoceni pomoci MetaXprésmage Acquisition
and Analysis Software (Molecular Devices, Sunnyvdl#&, USA). Postup je podrobn
popséan v publikadlainova et al. 2018.

5.7.Aktivita kaspaz 2 a 3/7
K detekci aktivity kaspaz 2 a 3/7 byl pouzit Cagp@so Assay kit (Promega, USA). Kit
byl pouzit dle pokynf vyrobce. Postup je podrobpopséan v publikadtéiova et al. 2018.

5.8.Imunofluorescentni detekce

Morfologické zngny v kontrolnich a FLU ovlivenych buikach byly pozorovany ve
fluorescenim mikroskopu Nikon Eclipse E 400 (Nikon, Prageské republika) pomoci
znaeni specifickymi fluorescemimi protilatkami. Postup je podrobmpopsan v publikaci
Céiova et al. 2018.

5.9. Detekce proteini pomoci Western blottu

Detekce vybranych proteirbyla provadna pomoci gelové elektroforézy a nasketgly
proteiny geneseny z gelu na PVDF membranu, kde byly rozpozngpecifickymi
protilatkami. Kvantifikace imunoreaktivnich bahda exponovanych filmech byl provedena
pomoci chemiluminiscence za pomoci softwaru Qugdtie imaging software (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Postup je podiopopsan v publikadiaiova et al. 2018.

5.10.Statistika

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit progr@raphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software, USA). Statisticka analyza byla provedpamoci one-way a two-way ANOVA s
naslednym hodnocenim podle Bonferroniho (mrehrmy porovnavaci test). Vysledky byly
porovnavany s kontrolou, figemz rozdily byly povazovany za signifikantni na et
vyznamnosti p <0,05.
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6. VYSLEDKY

6.1.Antiproliferativni U ¢inky FLU na bunééné linie maligniho melanomt

Efekt FLU na viabilitu a proliferaci buk lidskeho maligniho melanomu-375, BOWES
a RPMI-7951 byl testovan koncentrg&nim rozmezi 0,01 - 1@M. Test WS™1 ve vSech
trech liniich ukazalZze FLU misobi cytotoxicky ' zavislosti na koncentraci &se [sobeni
(Obr. 2A, 2B, 2C) Stejné vysledkpotvrdil i systém XCELLjence, ktery navic &it hodnotu
ICs0 pro kazdou bwtnou linii: A375 - 1Go = 0,96 uM, BOWES -Csp = 0,90 pM a
RPMI-7951 - I1Go = 0,25 uM Na zéaklad téchto vysledk byla pro dalSi experimer zvolena
koncentrace FLU M.
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Obréazek 2 - Proliferace burék A-375 (A), BOWES (B) a RPM-7951 (C) po ovliviéni flubendazolem(FLU) v koncentraénim
rozmezi 0,01 - 10 pM pomoci testu WST- Data fFedstavuji pimér + SD ze ti nezavislych experimeint* P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; **** P <0,0001

6.2.Antiproliferativni U ¢inky FLU na normalni lidské melanocyty (HEM-LP)

FLU v koncentraci 0,5 uM a 1 uM agobil nizSi proliferaci bk HEM-LP (Obr. 3).
Navic gidani 1 uMFLU vyvolalo okamzitou zninu morfologie i choval burék. Zejména
béhem prvnich 12-24 hodibyly buiky zploStlé a naplgné cetnyni vacky pripominajici
vakuoly, gicemz n¢které z nich prosly rychlou degradaciehBm pozdjSiho ¢asu (7:-96
hodin) se buiky postupg vracey k pivodnimu vzhledu thovani. FLU v koncentraci 1 p
tedy ma na normalni humanni melanocyty F-LP cytotoxické a cytostatickéciinky, ale
zda se, Ze sgasem sniZuji adgtSina exponovanych btk je dokazetolerova (Obr. 4).
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Obrézek 3 - Proliferace burék HEM-LP po ovlivn éni flubendazolem (FLU) v koncentracich 0,5 a 1 uM &em 96 hodin stanovena pomoci
poditani bunék. Data gredstavuji pimér + SD ze ti nezavislych experimeint* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001
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Obréazek 4 - Vzhled lidskych normélnich melanocyi HEM-LP b éhem 96 hodin pisobeni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 pM.
Fazovy kontrast 100x a 400x.¢kftko 30 pm.

6.3.Vliv FLU na distribuci bun é¢ného cyklu

Bunécny cyklus byl analyzovan 12 a 24 hodin po ovinhFLU v koncentraci 1 uM. U
vSech ¥i zkoumanych linii maligniho melanomu A-375, BOWBSRPMI-7951 doSlo k
poklesu buwk ve fazi G1 (A-375 ~ 2 %, BOWES ~ 9 %, RPMI-795115 %) a rapidnimu
naristu burk v G2/M fazi (A-375 ~ 79 %, BOWES ~ 75 %, RPMI-7295 71 %; Obr. 6).
Navic dalSi nezavislé &eni pouzivajici zngni DNA pomoci EdU ukéazalo, Ze dochazi i
k vyznamnému poklesu S faze (A-375 ~ 8 %, BOWES %1 RPMI-7951 ~ 45 %; Obr. 5)
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Obrazek 5 - Procento buitk A-375, BOWES a RPMI-7951 vyskytujicich se v S fabunééného cyklu po 24 hodinach od ovlivéni
flubendazolem (FLU) v koncentraci 1 uM.Data gedstavuji pimér + SD ze ki nezavislych experimeint* P <0,05; *** P <0,001; **** P
<0,0001

12 h 24 h
100 100+ o
80 T 80+ I
60 J_ = kontrola 604 Il kontrola
£ 1M e
ul
40 * 404 1uM
20 I i 20+ :[
* Hkk
A ol ML= v : ol MM o . ﬁ
G1 s G2 G1 s G2
100+ 100+
ot Wk
804 I 80 I
60- W kontrola 60+ Hm kontrola
B B 1M
ul
40 1M 40
204 = 204 i T
= L
B 0- T T T 0- T T T
G1 5 G2 G1 S G2
100+ 100+
804 80 s
h'ft I
60+ el = kontrola 60 = kontrola
B ES
404 M 404 -1
264 o = i o
0+ T T T 0- T T T
s G2 G1 ] G2

C G1

Obrazek 6 - Zmény v bunééném cyklu u melanomovych buik A-375 (A), BOWES (B) a RPMI-7951 (C) po 12 a 24ddinach od
ovlivnéni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 pM.Data fedstavuji pimér + SD ze ti nezavislych experimeint* P <0,05; *** P
<0,001; **** P <0,0001

6.4. Vliv FLU na inhibici bun é¢ného cyklu

Inhibici burg¢ného cyklu po fisobeni FLU jsme aitili pomoci exprese proteinu p21,
ktery hraje roli v zastavbuni¢ného cyklu jak v G1, tak v G2/M fazi. Imunofloureseni
detekce proteinu p21 v kontrolnich tiach odhalila jeho slaboufippmnost a expresi
zejména v jadrech melanomovych BkinOproti tomu 1uM FLU indukoval zvySenou expresi
p21, ktery se nachazel v j&d cytoplazn$ burek a to po 12 i 24 hodinach (Obr. 7).

17



kontrola 12h FLU 1pM 12h kontrola 24h FLU 1uM 24h

A-375

BOWES

¢

. ;\ '. -

Obrazek 7 - Exprese proteinu p21 u linii A-375, BOWES a RPMI-7951 po ovliviéni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 pM
v ¢asech 12 a 24 hodirStanoveno pomoci fluoresaer mikroskopie, zelena - p21, modra - jadroét8eni 400x, réitko 10 pm.

6.5.Morfologické zmény v buiikach ovlivnénych FLU

Casosbrna video-mikroskopie nam ukazuje, Zaikyi se hem prvnich 12-24 hodin po
ovlivnéni 1 uM FLU déle di a rostou, i kdyZz mé&hintenzivreé nez u kontrol. Bblizné po 12
hodinach jgsobeni FLU byly postugnpozorovany ¥tSi buiky s vice jadry a to zejména
v linii RPMI-7951. Tyto mnohojaderné hikly nently jednotné rozrry a jejich jadra se liSila
ve velikosti, tvaru a ptiu (Obr. 8). Vyskyt mnohojadernych htkn byl také potvrzen
fluorescenim zbarvenim pomoci DNA-specifického barviva - DAPbr. 9). Navic fi
pozcjSim 24 hodinovém intervaluipobeni FLU doslo k dalSimu ro#sii mnohojadernosti
a rekteré buiky byly obrovskeé.

Krom¢ mnohojadernych buk se v liniich A-375 a RPMI-7951, avSak velmi malbnii
BOWES, vyvinula perinuklearni vakuolizace. Tytonky s vakuolami petrvavaly dalSich
12-24 hodin a poté ztratily svou adherenci, bylgltané a jejich membrana vykazovéau
rychle vynivajicich vystupk. To nasleda vedlo ke konéné fragmentaci bustnych €l na
malé elementy. Bkteré butky vSak nevykazovaly zémy plazmatické membrany a
podstoupily rychlou bunou demisi bez vyraznych morfologickych ztakObr. 10).
Dynamika popsanych zfn v ovlivrénych buikach se liSila nejen mezi jednotlivymi
burg¢nymi liniemi, ale také mezi jednotlivymi Bkami. Takze v bugnych liniich A-375 a
RPMI-7951 se zaobleni bék a fragmentace vyskytovala asynchr&nmatimco v bué&iné
liniit BOWES se zdalo, Ze lilky provadji jednotlivé kroky vice synchrorn
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Obréazek 8 - Kontrolni buiiky a ob¥i mnohojaderné buiky 12 hodin po ovlivréni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 uM.Fazovy
kontrast 600x. Mfitko 25 um.

A-375 BOWES RPMI-7951

Obrazek 9 - Kontrolni a mnohojaderné buiky 12 hodin po ovlivréni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 uM.Fluoresceni
mikroskopie 600x, modra - jadro.dftko 20 pm.
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Obrazek 10 - Morfologické znény u bunéénych linii melanomu 48 hodin po ovliviéni flubendazolu (FLU) v koncentraci 1 pM.
Fazovy kontrast 400x. &ltitko 10 pm.

6.6.Efekt FLU na cytoskelet

DalSim cilem bylo zjistit, jaké zénmy vyvolava fisobeni FLU na strukturu a uspdani
mikrotubuli. Mikrotubuly v interfazi kontrolnich butk jsou typicky usptadany z jediného
centrozomu v blizkosti jadra.éBem mitdzy se pak mikrotubulygskupuji a tvti mitotické
vieténko. Ve srovnani s kontrolnimi kulturami se WFavlivnénych burtk zmenil pocet a
distribuce centrozofy coZz vedlo k fitomnosti aberantnich mitotickychietynek a
naslednych multipolarnich mitéz (Obr. 11). Ré¥mikrotubularni siv interfaznich bitkach
se také rozpadla; mikrotubuly byly poSkozeny a dd®& ztrat jejich typického usp@dani.
Krom¢ zmenéné mikrotubularni topografie byly zaznamenany takikteré zmngny v
aktinovych vlaknech,&oliv ne tak zavazné jako wipact mikrotubufi (Obr. 12).

A-375 BOWES RPMI-7951

kontrola

FLU 1pM

Obrazek 11 - Norméalni mitotické Weténko vs. aberantni multipolarni weténko 24 hodin po ovliviéni flubendazolu (FLU)
v koncentraci 1 uM. Fluorescetini mikroskopie 600x, modra - jadro, zelen&tubulin, éervena f-aktin. M&titko 10 um.
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Obrézek 12 - Efekt flubendazolu (FLU) v koncentracil pM na interfazni cytoskelet po 24 hodin od ovliwéni. Fluorescetni
mikroskopie 600x, modra - jadro, zelenétubulin, cervend $-aktin. Métitko 10 pm.

6.7.Charakteristika flubendazolem-navozené butiéné smrti

Jak jiz bylo zmigno vySe, FLU v koncentraci 1 uM d&gobuje u pouzitych
melanomovych buk sérii morfologickych zmn jako je ztrata adherence, tvorba
membranovych wWnélka, zaokrouhleni a fragmentace (Obr. 13)ed®o, ne vSechny
ovlivnéné buky vykazuji vSechny tyto kroky, které se navic o®bje v souvislosti s
mnohojadernosti bwk. Navzdory individualnim rozdim v €chto morfologickych znach
a jejich ngasovani, se 48 hodin po ovliami paiet takto postizenych bk stale zvySoval ve
vSech testovanych b&nych liniich a jejich porér zastal podobny s vyjimkou buhk
RPMI-7951 (Obr. 15). Spolu se Zmami celkové morfologie a chovani melanomovych
burék byly pritomny i dalSi typické markery apoptotické komé smrti. Pat mezi r¢
zejména typicka kondenzace a fragmentace nukleaaghitomatinu (Obr. 14).

FLU-indukovana apoptéza byla déle potvrzen&emim aktivity vybranych kaspaz 2 a
3/7, o nichZz je znamo, Ze jsou typicky spojeny epafizou.Casové intervaly 12, 24 a 48
hodin byly zvoleny pro wfeni pomoci standardniho luminis¢afho testu. 1 pM FLU
aktivoval kaspazy ve vSeclieth bugcnych liniich, avSak s jinyntasovym piitbéhem a
acinnosti (Obr. 16).

RPMI-7951

Obrazek 13 - Morfologie apoptickych burék A-375, BOWES a RPMI-7951 36 hodin po ovlivéni flubendazolem (FLU)
v koncentraci 1 pM. Fazovy kontrast 400x. Bllitko 10um.
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Obrazek 14 - Kondenzace chromatinu u buék A-375, BOWES a RPMI-7951 24 hodin po ovlivéni flubendazolem (FLU)
v koncentraci 1 puM. Fluorescetini mikroskopie, z§tSeni 600x. Mfitko 10 pm.
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Obrazek 15 - Procento apoptickych buik 24 a 48 hodin po ovliviéni flubendazolem (FLU) v koncentraci 1 pM.Data, uvedena
v procentech, fedstavuji pimér + SD ze ti nezavislych experimeft** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001
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Obrazek 16 - Aktivita kaspaz 2 a 3/7 v bu&nych liniich A-375, BOWES a RPMI-7951 ovliviénych flubendazolem (FLU)
v koncentraci 1 pM béhem 48 hodin. Data, uveden& v procentech kontroly (=100 %gdptavuji pimér + SD ze ti nezavislych
experimeni. ** P <0,05, ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,001

6.8. Efekt FLU na p53 zpros¥edkované proapoptické signaly

Imunoblotovaci analyzy exprep®3 stejreé jako vybrané posttransiai modifikace TP53
(konkrétrg Ser-15 a Ser-46) v melanomovychnkach vystavenych 1 uM FLU¢hem 48
hodin odhalily vyznamné rozdily mezi testovanymn&inymi liniemi melanomu. Na jedné
straré doSlo k pozdnimu (48 hodin) vyraznému zvySeni es@rmproteinu TP53 po ovligni
1 uM FLU v buikach A-375. Naopak v kikdch BOWES byly ve vSech intervalecispbeni
FLU pozorovany stabilni hladiny proteinu p53. Navidouikdch RPMI-7951 jsme nebyli
schopni detekovat jakoukoliv expresi proteinu TRB3u kontrol, tak ovliviinych burk, coz
ziejme potvrzuje jiz ozndmeny stav absence p38).(TP53 fosforylace u Ser-15 a Ser-46,
které jsou povazovany za pomocné posttranslenodifikace po poskozeni DNA a aktivaci
apoptozy, nebyly signifikanthzvySeny v Zzadné z testovanych melanomovych Rodobné
byly i vysledky vyskytu proteiin BAX a BCL-2, kde ve vSech ovlignych melanomovych
bunkach byly pouze okrajové a nevyznamnéémy coZz naznaje, Ze klasickd osa TP53-
BAX-BCL-2 nebyla signifikantt zapojena do FLU-indukované higné smrti (Obr. 17).
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Obrézek 17 - Exprese proapoptickych proteii v melanomovych buikach A-375, BOWES a RPMI-7951 po ovliviéni flubendazolem
(FLU) v koncentraci 1 pM zjisténo pomoci imunoblotovaci analyzy po 48 hodin od avhéni. Data fredstavuji pimér + SD ze i
nezavislych experimedt* P <0,05; **** P <0,0001

6.9.Efekt FLU na vzorky primarnich melanomui

Béhem let 2013-2017 jsme ziskali 5 vzorkoZzniho melanomu z odigni Plastické
chirurgie Fakultni nemocnice v Hradci Krélové. ¢gtito vzorki se nam poddo izolovat
explantatové kultury, které byly v jednotlivych ve@ch pongrné heterogenni a obsahovaly
raizné podily ¥tSinou fibroblasi, melanocyt a dalSich bu¥k s rozdilnou velikosti a
chovanim. Na zaklad ristovych a kultivanich charakteristik byl vybran jeden vzorek
(M-170202) pro pilotni testovani.

Cytotoxicita FLU v koncenttmim rozmezi 0,01 pM - 10 uM byla &ena na ziskanych
melanomovych hbikdch z primérniho explantatu izolovaného od paaiepbmoci testu
WST-1. Vysledky tohoto experimentu ukazaly podobmtyibicni (€inek FLU ve srovnani s
nasimi pouzitymi melanomovymi b&nymi liniemi A-375, BOWES a RPMI-7951figemz
koncentrace FLU 1 uM bylatiinna jiz po 24 hodinachdsobeni (Obr. 18). Naopak, hodnota
FLU ICsp (stanovena pomoci GraphPad Prism Software) poodihéch byla 1,42 pM; tj.
vyrazre vysSi nez hodnota ziskana ze stabilizovanychriianomu.
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Obréazek 18 - Proliferace M-170202 hem piisobeni FLU \ koncentracich 0,01 pM- 10 uM méFené pomoci testu WS-1. Data,
uvedend v procentechiquistavuji pimér + SD ze ti nezavislych experimeint* P <0,05; ** P <0,01; **P <0,001; ****P <0,0001
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Cytometrické studie melanomovych Blrziskanych z explantatu melanomu ukazaly, Ze
buriky rostly porgkud pomaleji ve srovnani s melanomovymi &tnymi liniemi a typicky se
liSily jejich velikosti a vzhledem.iPexpozici 1 uM FLU; tj. pod davkou kg reagovaly tim,
Ze znénily svou vnitni organizaci. Navic se objevilyétsi vakuoly nebo vakuolovité
struktury a postuph dochazelo ke zémam v adherenci. Naopak, na rozdil od takto
ovlivnénych melanomovych betinych linii se nevyskytly obrovské, mnohojaderndikyu
Béhem delSi doby od ovliwmi (24-48 hodin) se hiky za&aly smr¥ovat, rtkdy pomalu
nékdy rychle a roz$ovat své cytoplazmatické membrany (Obr. 19). Naslgqubzorovana
demise bu&k byla obect mnohem méh homogenni nez v ovliimych melanomovych
bung¢nych liniich a obsahovala alesp&i odliSné vzory - 1) individuélni smi&ti burek
doprovazené zvimim plazmatické membrany, 2) kolektivni rychlé swns bez jakékoliv
zietelné aktivity bus¢né membrany a 3) viiiti fragmentace, ndsledovana destrukcichun

kontrola

FLU 1uM

Obréazek 19 - Morfologické znény u vzorku explantatu melanomu ovliviéného 1uM FLU po 48 hodin.Fazovy kontrast 600 x. #ilitko
5um.
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7. DISKUZE

Maligni melanom pedstavuje powrné vzacnou, ale velmi nebezjp®u formu kozni
malignity, ktera je ve své poktite fazi charakterizovana agresivninmistem s vysokou
tendenci k metastatickémueii a chemorezistenci. Proto neni véssmé dob k dispozici
Za&dna dinna cytostaticka kba pokr@ilého maligniho melanomu a nové cilené terapie
vykazuji pouze omezenou Klinickowignost @5). Diky tomu pokrauji studie biologie
melanomu, které jsou zateny na identifikaci novych fpdpokladdanych dil u malignich
melanocyl, které by mohly byt pouZzity pro vyvoj dBy. Alternativré, prostednictvim
piezkoumani jiz zavedenych terapeutickych konicesat \édci snazi najit nové aplikace pro
budouci I€bu této malignity 86).

Jednim ze za#snu cilené terapie v malignich fikhch je cytoskelet, konkré&in
mikrotubuly. Mikrotubuly hraji podstatnou roli viaznych procesech, jako je mitdza,
intracelularni transport a signalizace nebo udrabwéaru a polarity buk (37). Zejména
mitotické weténko, které tvid mikrotubuly @ déleni burgk, se stalo zakladnim cilem pro
chemoterapeuticky ifstup k Sirokému spektru malignit. ¢ldnost 1€k, zanétenych na
mikrotubuly, byla potvrzena Uugpnym pouzitim vinka alkaloidnebo taxah u Siroké Skéaly
nadofi. Jejich klinicky uspch vyvolal celoswtové hledani slatenin s podobnym
mechanismem dinku, ale zlepSenymi vlastnostmi, zejménanlkvpieviadajici existenci
toxickych vedlejSich &inka a vyvinuté chemorezisten@g, 39).

Koncem minulého stoleti byly publikovany prvni expeenty demonstrujici cytotoxicitu
vybranych benzimidazolkarbangat(tj. albendazolu a mebendazolu) wkolika linii
nadorovych bu&k. Prestoze byly pvodre schvéaleny pro kbu parazitickychtervi jak u lidi,
tak u zvfat, selektivni zagfovani na mikrotubuly rychle podnitilcégecké zkoumani jejich
potencialniho antiproliferativnihcatiinku (24).

Prvni zprava o protinaddorové akt&iELU se tykala jejich &inka na buiky leukémie a
myelom, kdy nizké koncentrace FLU indukovaly mitotickoatstrofu a buftnou smrt v
malignich buikdch. Navic v biikkach rezistentnichii vinblastinu, v dsledku nadrrné
exprese P-glykoproteinu, byla zachovana citlivoat FLU @0). V néaslednych studiich
provedenych naé&kolika buré¢nych liniich karcinomu prsu (MDA-MB-231, BT-549, SK
BR-3 a MCF-7) a liniich kolorektalniho karcinomunauroblastomu, FLU vykazoval Sirokou
protinddorovou aktivitu progdnictvim tiznych mechanisin(41, 42).

Na zéklad téchto, jiz dive publikovanych zkuSenosti s FLU, jsme v naStasné praci
chteli vySeftit potencialni aktivitu FLU Jn vitro modelu melanomu lidské pokozky nejprve
pomoci rkolika zavedenych melanomovych inych linii s odliSnymi molekulovymi
subtypy. Pouzité testy cytotoxicity ukazaly, Zze Flpkédvidatel® inhibuje burény rist a
proliferaci u vSech pouzitych melanomovych &nych linii, avSak v zavislosti n&ase a
koncentraci. Kror toho, existence rozdilné citlivosti exponovanycimdk (jak je nazn&eno
dosazenymi hodnotami ¥ nejspiSe dokazovala vlastni heterogenitu odezwyzim
jednotlivymi burgénymi liniemi, kterd jiz byla prokdzana s jinymi temidazolovymi
derivaty a melanomovymi bgénymi liniemi @3). Na zaklad téchto pa@ateinich
experimeni jsme si vybrali 1uM koncentraci FLU pro dalSi testovani v melanomdwvyc
buinkach a pro osovani jeho dinku na normalnich melanocytech lidské pokoZzky.
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NaSe vysledky nazikgji, Ze FLU ma v d&chto normélnich melanocytech cytostaticky
acinek, coz usuzujeme diky rychlym morfologickym &ram (tj. zplo&ini a expanze bgR),
zpomalenémuusstu a alespo zpaiatku zvySenému zaniku beka Na druhé stranse tyto
negiznivé zneny snizily v pozdjSim obdobi (48 hodin a dale) a&které exponované
melanocyty obnovily svou dynamiku a proliferaci.aZse tedy, Ze pouzita koncentraceM
FLU je v tomto modelu normalnich koznich krdostaténé tolerovana. Eesto je vSakieba
si uwdomit, Ze tato "tolerance" ie byt zfisobena spiSe zvlastnim stavem melanocyt
Melanocyty jsou zodpasdné za syntézu melaninu & a jako takové jsou vysoce odolné
proti enviromentalnim strém a apoptoze. Jejich tolerance k FLU proto musipof¥rzena a
porovnana s jinymi koznimi kkami (fibroblasty nebo keratinocyty), aby sesitho, zda by
normalni Kize nebyla touto sl@eninou vazaji postizena.

Abychom dale identifikovali mechanismy cytotoxiciBLU na testovanych bgtnych
liniich melanomu, provedli jsme analyzu Baného cyklu, ktera odhalila, Ze u FLU
ovlivnénych buri¢nych populaci se vyznamanzvysil paiet burgk ve fazi G2/M coz
odpovidalo poklesu bk ve fazi G1 a S buidného cyklu. Tato zastava hiknve fazi G2/M
se zda byt charakteristickym¢iogkem pro mnoho benzimidazolkarbamatu v nadorovych
bunkach, protoZze to bylo pozorovano také u nadoroviaiek jater a tlustého stva
ovlivnénych albendazolem a v nddorovychikéch tlustého gtva ovlirenych FLU @6, 44).

Kromé zéstavy bu&ného cyklu doSlo také u melanomovychiek ovlivnenych FLU k
fad® morfologickych znin, které zahrnovaly: 1dasnou intracelularni vakuolizaci, &8seni
burgk, hrubnuti cytoplazmy a mnohojadernost a 2) zt@dherence, zaokrouhleni kln
smrsEni objemu buik a blebovani membrany. Ze vSech popsanycénzoyla intracelularni
vakuolizace zaznamenana sporadickyekterych exponovanych bgk pouze bu&cné linie
BOWES. Naopak, vznik obrovskych mnohojadernych ¢kuibylo ve vSech pouzitych
burg¢nych modelech té#t univerzalni a jednozgaé spojeno s primarnim cilem FLU, tedy
mikrotubuly. FLU modifikuje strukturu mikrotubiula inhibuje polymerizaci tubulinu tim, ze
se vaze n@-tubulin v podobném mistjako kolchicin, ale v odliSném mésnez molekuly
ztad vinca alkaloil (40). V pouzitych melanomovych liniich tedy FLU émil
mikrotubularni uspiadani dlicich se budk za vzniku zvySeného vyskytu aberantnich
multipolarnich vetynek a abnormalnich mitéz. Navic v interfaznicbnkdach FLU
zpusoboval viditelné zigmy v mikrotubularni topografii. #ftomnost &chto znén naznaila
aktivaci procesu zvaného mitotick&a katastrofa.

Mitotick&a katastrofa je termin, ktetasto ozn&uje mechanismus zpo&ae bukcné smrti
spojené s mitdzou. Na druhé stanckolik vyzkumi ma alternativni pohled, ktery tvrdi, Ze
mitoticka katastrofa je proces igobeny aberantni mitézou vedouci ke smrti ekun
apoptéze nebo nekr6ze2845). Vzhledem ktomu, Ze mitoticka katastrofaiza byt
indukovana nejen mitotickymi inhibitory, ale takénidly poSkozujici DNA, inhibovana
mitotickymi proteiny nebo replikmim stresem, vykazujefadu morfologickych a
biochemickych charakteristik. V nasich pouzitychlanemovych biikach ovlivrenych FLU,
bylo pfitomno hned &kolik téchto vlastnosti, jako jerptrvavajici blok G2/M faze, nadima
exprese inhibitoru butného cyklu p21, mnohojadernost kkra zvySena aktivita kaspazy 2,
coz jas® demonstruje aktivaci tohoto procesu. Je ale zagmnae mitotickd katastrofa byla
doprovdzena chromatinovou kondenzaci, mitochondréluvoliovanim proapoptotického
cytochromu c a faktorem indukujicim apoptézu (AlBktivaci kaspazy a degradaci DNA
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(45), tj. vlastnostmi typickymi pro apoptézu, coz naare €snou vazbu mezi @&ma
procesy. Nami ziskané vysledky potvrzuji tuto Uzk@zbu, protoZze melanomové by
ovlivnéné FLU nakonec ukazaly typické apoptotické morf@agmembranovym blebovanim
a kondenzaci jaderného chromatinu. Za timielem jsme také a¥ili apoptézu detekci
zvysSeneé aktivity kaspazy 3/7.

Zastava mitdzy a mitoticka katastrofa jsou &ilapojeny s apoptozou, alefegné
molekularni mechanismy této asociacéstavaji nejasné. Navzdory jiz publikovanym
vysledkim, kdy FLU indukoval apopt6zu zavislou na p53 \ikkAch neuroblastomu4®),
nasSe data ziskan& z ovlénych melanomovych bk argumentuji odli&h FLU indukoval
zvySenou expresi TP53 pouze v bemé linii A-375. Navic sotasna fosforylace TP53 se
tykala Ser-15 (tj. modifikace zvySujici akumulacP33), ale ne Ser-48 (tj. modifikace
regulujici schopnost tohoto proteinu indukovat dppp), coZz nazralje negimou (East
tohoto proteinu na indukované apopt6dé)( ZvySena aktivita kaspazy 2 v exponovanych
bunkach navic naziaje apoptézu nezavislou mb3 vzhledem k tomu Ze se tato inidd
kaspasa vyskytovala jakfiip mitotické burgcné smrti, tak i u mitotické katastrofy,
prostednictvim MOMP-zavislého p53-nezavislého procesd).

Aktivita rodiny proteii BCL-2 je klicovym faktorem ufujici nasledky mitotické
katastrofy 48-52). Protein BCL-2 je Siroce exprimovan v lidském ammu a byl spojen s
chemoresistanci melanomu ptesinictvim jeho antiapoptotické funkcé3f. Bylo jiz
prokazano, Ze mebendazol, derivat benzimidazoluolpog s flubendazolem, inhibuje
burg¢nou proliferaci melanomu prdastnictvim BCL-2 zprosedkované buitné odpo¥di
na mikrotubularni poSkozen#3). Krom¢ toho inhibice @istu melanomu zpragtdkovana
mebendazolemn vivo je doprovazena fosforylaci BCL-2 a snizenim hla#kspojeného
inhibitoru apoptézy (XIAP) progednictvim mitochondrialnich proteginSMAC/DIABLO
(46, 54). Na rozdil od &chto zjiS&ni, v naSich experimentech ani BCL-2 ani BAX protei
nevykazovaly zvySenou expresi, coz poukazuje mehjganedbatelnou ulohu v apoptotickém
procesu.

Schopnost FLU inhibovatist a proliferaci buék melanomu zahrnujici vznik mitotické
katastrofy a apoptézy byla testovana také na melamgch butkdch odvozenych
z explantatovych kultur ziskanych ze vazbrielanomu od pacieint Jak bylo popsano ve
vysledkové casti, vSech @& vzorki maligniho melanomu &vo odliSny histopatologicky
stupdi a obsahovalodgkolik buné¢nych typi v riznych p@atetnich pongrech a biologickych
vlastnostech. Jejich podrobna charakterizadgédani vSak nebylo primarnim cilem s&@asné
prace a vysledné primarni kultury obsahovalgsiurgcnych fenotyjd, které podle naseho
nazoru pesréji odrazeji skut&né slozeni nadoru. Na zakéadustovych a kultivanich
charakteristik vSech vzoilkbyl nakonec vybran jeden pro pilotni testovanitoTlyuiky byly
nejprve udrzovany ve standardnich laboratornichnpokiach a néslednbyly ovlivnény
koncentréni fadou FLU. Podobhjako u stabilizovanych melanomovych Banych linii
FLU indukoval inhibici fistu a proliferace melanomovych nv zavislosti nacase a
koncentraci, jeho dinnost vSak byla nizsi, jak je také patrné z vyssinoty 1Go. Navic
morfologické studie ovlivenych melanomovych bghk odhalily zcela odlisSny efekt FLU; tj.
buiky prakticky nevytvéely obrovské mnohojaderné struktury, misto tohangaila jejich
struktura cytoplazmy nasledovana ynitimplozi. Ritomnost klasické, morfologicky odliSné
apoptézy byla velmi nizka a bkl se c¢asto rychle zmenSovaly aipominaly nekrotické
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buiky. Tyto pozorovani jsou na jedné staiiekvapujici, nebdpodle nasSich znalosti nebyly
nikdy popsany v l&e¢ benzimidazoly. Na druhou stranu byléegloZeno, Ze indukovana
mitotick&d katastrofa by mohlaapobit jako prevence apoptézy nebo nekréz2§),(coz by
mohl byt tento fipad. Vzhledem k tomu, Ze jsme n#8nzadné dalSi udaje, nérbeme tuto
moznost potvrdit, &oli se zda, Ze ji podporuje ¢kolik morfologickych ukazatél
Kazdopads je poteba proveést dalSi zkoumani tohoto jevu.
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8. ZAVERY

Tento vyzkum byl zagfen na zkoumani biologickych aktivit a zejména
antiproliferativnich dinku derivatu benzamidazolkarbamatu - flubendazolu (FLWin vitro
modelech melanomu lidské&ke. Vzhledem kipvodnim citim jsme dosgi k nasledujicim

Zawram:

1)

2)

3)

4)

V lidskych malignich melanomovych b&imych liniich s odliSnym molekularnim
profilem (A-375, BOWES a RPMI-7951), FLU¢hem pisobeni 72 hodin
vykazuje cytotoxitu zavislou néase a koncentraci. Cytotoxicita FLU se navic
meéni mezi jednotlivymi ovlivenymi burg¢nymi liniemi a vyplyva z konkréth
stanovenych hodnot kg (A375 - IGo = 0,96 uM, BOWES - I1Gp = 0,90uM a
RPMI-7951-1Go = 0,25uM).

Koncentrace 1 uM FLU zvolena pro dalSi testovara, spiSe cytostaticky nez
cytotoxicky (&inek u normalnich melanodytlidské kize. V €chto bukach
indukuje FLU morfologické zrny, zpomaluje proliferaci a Zgobuje omezenou
aktivaci bugéné smrti. Pozorované&iinky jsou vSakiaso¥ omezené a na konci
testovaného intervalu ubyvaji. D&$p se tedy k zawu, Ze fisobeni FLU je
alespa v melanocytech tolerovano.

FLU v koncentraci 1 uM indukuje v exponovanych melaovych buscnych
liniich zastavu bwtného cyklu ve fazi G2/M, zvySuje expresi inhibitoru
bunééného cyklu p21 a vyt¥d fadu morfologickych zmin wetrg tvorby
obrovskych mnohojadernych a vakuolovych 8ur-LU interaguje s mikrotubuly
jak cklicich, tak interfaznich bwk a je odpowdny za zahajeni procesu mitotické
katastrofy. FLU-simulovana mitoticka katastrofa @ddapopt6ze v exponovanych
melanomovych bikach, ktera je charakterizovana zvySenou aktivikaspazy 2 a
3/7 a typickymi morfologiemi jader a membran. TP%Bj BAX nebo BCL-2
proteiny nejsou mo a univerzalé zapojeny do apoptozy épobené FLU, a
proto jsou zapdebi dalSi vyzkumy tykajici se tohoto mechanismu.

Pét explantatovych kultur ze vzokk melanomu od pacieint s odliSnym
histopatologickym stugfim umoznily jejich testovani citlivosti FLU. Vzhleghek
jejich heterogenét a tiznym biologickym vlastnostem byly pro pilotni teshni
pouZzity pouze bitky odvozené z jednoho vzorku. Jejich citlivost naUFse
ukazala byt nizSi nez u stabilizovanych &tmych linii melanomu (16 =
1,42 uM). Ri ovlivnéni 1 uM FLU (davka nizSi nez ¥g) se u melanomovych
burgk zpomaluje jejichist a dochazi kadé morfologickych zmsn odliSnych od
téch, pozorovanych u stabilizovanych linii melanordejich morfologie smrti je
také odliSna.
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