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VLIV PREPARATU BIOCOL NA RUST LIDSKEHO KARCINOMU
COLON (LINIE HCT 116) U NU/NU MYSI
1. Cil studie:
Cilem predkladané studie bylo stanovit protinddorovy ucinek preparatu BIOCOL na rist

lidského karcinomu colon (linie HCT 116) subkutanné (s.c.) transplantovaného do
podkozi nu/nu mysi.

2. Material a metody

2.1. Testovana latka:

BIOCOL - latka byla dodana ve formé tmavocerveného prasku.

Byla fedéna podle navodu dodaného zadavatelem. Aplikovany roztok se
pripravoval bezprostifedné pred kaZdou aplikaci, byl redén pitnou vodou,
aplikovan byl denné peroralné (p.o.) v davce 250 mg/kg, (5 mg/20g), v objemu 0,2
ml/20g (10 ml/kg) télesné hmotnosti.

Kontrolnim skupindm byl aplikovan denné , p.o., shodny objem pitné vody
(0,2ml/20g, 10 ml/kg télesné hmotnosti).

2.2. Nadorové linie

K pokusu byla pouZita lidska nadorova linie karcinomu colon (HCT-116), byla
primarné ziskana z Evropské nadorové banky ECACC (European Collection of Cell
Cultures, CAMR, Salisbary, Wiltshire SP4 O]JG, United Kingdom). V tkanové kulture
byla tato nadorova linie namnoZena a nu/nu mys$im bylo s.c. aplikovano Ix107
nadorovych bunék spolecné s 0,lml Matrigelu - na pravy bok mysi.

2.3. Laboratorni zvirrata

K pokusu byly pouzity outbredni nu/nu mysi kmene CD-1, samice, t€lesné hmotnosti 18
- 20g, celkem 32 ks, 16 mysi pokusnych a 16 mysi kontrolnich (Dodavatel: AnLab s.r.o.
Praha). Mysi byly chovéany v air laminal flow boxech KAT- F/SZ-1000 (AnLab s.r.0.),
podestylany radiacné sterilizovanou podestylkou (SAWI Research Bedding , AnLab
s.r.o.Praha), krmeny radia¢né sterilizovanou dietou ST-1 (AnLab s.r.o. Praha) a
napajeny autokldvovanou vodou ad libitum.



2.4. Vlastni postup

Den pied zahgjenim podéavani terapeutické latky BIOCOL (den 0) byla 3 mySim
odebrana krev z o¢niho plexu a byl stanoven vychozi krevni obraz. Za 24 hodin po
odbéru bylo nu/nu mys$im CD-I zahdjeno perordlni podavani preparatu BIOCOL po
dobu 10 dni. (Pokusnym mySim bylo peroraln¢ sondou aplikovano 250 mg/kg preparatu
BIOCOL), 11. den byly nu/nu mySim s.c. inokulovany nadorové buiky, na pravy bok
mysSi, a to v potu 1 x 107/myS. Po inokulaci nadorovych bun€k bylo plynule
pokracovano v terapii preparatem BIOCOL u pokusné skupiny, kontrolnim mySim byl
po stejnou dobu sondou podavan shodny objem pitné vody. Pokus byl ukoncen 36. den
po zahajeni peroralniho podani preparatu BIOCOL.

Pokusna skupina:

P1 — 16 outbrednich nu/nu mysi kmene CD-I, s.c. ca colon- linie HCT116 + p.o. 250 mg/kg
latky BIOCOL.

Kontrolni skupina:

K1 — 16 outbrednich nu/nu my$i kmene CD-I, s.c. ca colon - linie HCT 116 + p.o. pitna voda

Rostouci naddory byly v priabéhu pokusu kazdy 3.-4. den méteny a byl kalkulovan objem
rostouciho nadoru podle vzorce V= a x b2 x Jt/6 , kde a = délka tumoru, b = Sitka
tumoru. Soucasn¢ byly mysi kazdy 3. — 4. den vazeny. Pokus byl ukoncen 36. den po
zahajeni terapie.

2.5. Hodnoceni pokusu

Hodnoceni pokusu bylo provedeno na zéklad¢€ porovnam rtistovych kiivek tumort u
pokusné skupiny - ve srovnani se skupinou kontrolni. V pribéhu a na konci pokusu —
bylo spocitano % inhibice riistu nadoru - %TGI (tumor growth inhibition), pro
prumérny objem tumoru, (% TGI = (1 -(primérny objem tumoru v 1écené
skupiné/pramémy objem tumoru v kontrolni skupiné€)) x 100. Ziskané vysledky byly
statisticky hodnoceny neparametrickym oboustrannym Studentovym t-testem. V
prubéhu pokusu a na konci pokusu byla provedena fotodokumentace u¢innosti terapie
ve srovnani s kontrolni skupinou.



3. Vysledky a diskuze

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 1-11 a na grafech ¢. 1-9

Pokusna skupina: 16 outbrednich nu/nu mysi kmene CD-I, s.c. ca colon -
linie HCT116 + p.o. 250 mg/kg latky BIOCOL

Kontrolni skupina: 16 outbrednich nu/nu mysi kmene CD-I, s.c. ca colon -
linie HCT 116 + pitna voda

Preparat BIOCOL po preventivnim peroralnim podani 10 dni pted s.c. aplikaci
nadorovych bunék a nasledné¢ denné¢ podavany i1 po jejich aplikaci - prodluzoval
statisticky vyznamné dobu latence narasti ca colonu (HCT -116) u pokusnych nu/nu
mysi, v priméru o 7,93 dne na 18,56 dne (0 74%) na 174,6% proti kontrolni - nelécené
skuping , v které byl nartist tumoru zjistén za 10,63 dne (100%) (Tab. 1,2, grafy 1,2)

Preparat BIOCOL c¢astecné inhiboval rist lidského karcinomu colon , linie HCT-
116 na nu/nu mys$ich. Dosazend inhibice byla statisticky vyznamna od 18. do 36. dne
pokusu, a to na 1% hladiné vyznamnosti. Dosazené¢ % inhibice rstu tumoru proti
kontrolni skupiné bylo (%TGI) 18. den pokusu 64,4%, 22. den pokusu 56,1%, 25. den
53,8%, 29. den 47,04%, 32. den 39,53%, 36. den 31,61%. (Tab. 3,4,5,6,7 grafy
3,4,5,6)

V pfiipadé sledovani vlivu prepardtu BIOCOL na hmotnost nu/nu mysi, davka 250
mg/kg vyvolavala ztratu télesné hmotnosti pokusnych nu/nu mysi a po 5. tydnu
podavani i razové- Cervené zbarveni pokozky nu/nu mysi. Ztrata télesné hmotnosti
nu/nu mysi byla statisticky vyznamna na 1% hladin€ vyznamnosti od 11. dne do 36. dne
terapie (Tab.8,9,10,11 graty 7,8,9)

Z vysledku je zrejmé, Ze preparat BIOCOL Ccastecné inhiboval rust lidského
karcinomu colon u nu/nu mysi, zvlasté priznivé se projevil efekt preventivniho podavani
preparatu od prvniho dne pokusu — jesté pred transplantaci nadorovych bunek. S
pribyvajici dobou podavani prepardtu se % dosazené inhibice inhibice ristu tumoru
postupné snizovalo. Podle vzhledu mysi predpokladame, Ze doslo k predavkovani
podavaného preparatu (viz foto).



4.

Zavéry

a)

b)

d)

Preventivni podavani preparatu BIOCOL 10 dni pted s,c. inokulaci nddorovych
bunék (nédsledné denné podavany i po jejich aplikaci) , statisticky vyznamné
prodluZovalo dobu latence s.c. narGstl ca colon - linie HCT-116 u pokusnych
nu/nu mysi proti kontrolni skupiné, a to o 74%. (o 7,93 dne).

Preparat BIOCOL mél statisticky vyznamny inhibi¢ni G€inek na s.c. rast lidského
ca colon linie HCT 116 u nu/nu mysi kmene CD-I.

18. den pokusu bylo dosazeno 64,4% inhibice rstu tumoru proti kontrolni
skupiné

S pfibyvajici dobou podavani preparatu BIOCOL se % dosaZené inhibice riistu
tumoru postupné snizovalo, 36. den bylo dosazeno 31,61% inhibice tumoru proti
kontrolni skupin¢.

Preparat BIOCOL v podéavané denni peroralni davce 250 mg/kg statisticky
vyznamné sniZzoval télesnou hmotnost pokusnych mysi.

V Praze dne 15. 9. 2005 Doc. RNDr. Pavla Pouékové, CSc.

RCD spol. s r.o.
Americka 632
252 29 Dobrichovice

DIC: CZ47052511



my3 doba latence (dny)
& kontroly pokusné
1 11 18
2 15 18
3 11 18
4 11 18
5 8 22
6 11 18
7 8 18
8 8 18
9 11 18
10 8 22
11 15 18
12 8 18
13 11 18
14 11 18
15 8 15
16 15 22
prameér.
hodnota 10,63 18,56
smérodat.
odchylka 2,5 18
vyjadreni
In % 100 174,6

Tab. 1 : Casovy interval mezi transplantaci nidorovych bun&k (den 1)
a nartistem mefitelnych nadort.
Testovany preparat BIOCOL se zacal aplikovat 10 days pred
transplataci nadorovych bunék karcinomu colon HCT 116



doba latence

vypocitana hladina
hodnota vyznamnosti
kontroly: pokusné 1,31 x 10" 1

Tab. 2 :

Statistické hodnoceni doby latence po transplantaci nadorovych
bunék. Pokusnym mysSim byl podavan testovany preparat BIOCOL.

Studentuv t test. Colon HCT 116.

1 = 1% hladina vyznamnosti
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den objem nadoru % %

pokusu (prim. hodnota) kontroly TGl
18 0,089 35,6 64,6
22 0,148 43,9 56,1
25 0,209 46,2 53,8
29 0,313 52,96 47,04
32 0,462 60,47 39,53
36 0,649 68,39 31,61

Tab.7: Objem pokusnych nadonl vyjadien jako %TGI a % objemu
kontrolnich nadort.

(objem kontrolnich nadori = 100%)
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Hodnoty objemu pokusnych nadori po aplikaci testovaného preparatu BIOCOL

vyjadiené jako % TGl a % objemu kontrolnich nadora.
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Obr. 1: Pokusna mys pred transplantaci nadorovych bunék HCT 116, po 10
aplikacich testovaného preparatu BIOCOL.

Obr.2:  Kontrolni my$ 5.den po transplantaci nddorovych bunék HCT 116. Naznak
budouciho nadoru.



Obr. 3: Pokusna mys, 25.den po transplantaci nadorovych bunék HCT 116.

Obr. 4: Kontrolni mys§, 25. den po transplantaci nadorovych bunék HCT 116.



Obr. 5: Pokusna mys 32.den po transplantaci nadorovych bunék HCT 116.

Obr. 6: Pokusna a kontrolni mys 36. den pokusu po transplantaci nddorovych
bunék.



