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Predklinické hodnotenie lieCiv je ddlezitou fazou zrodu nového lieku, popisuje
testovania latok pred tym, ako sa podaji l'udom. Tato praca sa zameriava na
experimentalne meranie cytotoxicity a hematotoxicity, ktoré st dolezitymi stcast'ami
predklinického vyskumu. Testy in vitro cytoxicity predstavuju jednu zo vstupnych metod
skimania buducich liekov. Viabilita, zivitaschopnost, bola sledovand na modelovej
bunkovej linii HepG2. Hodnotenie viability bolo prevadzané ziskanim parametru 1Cso, tj.
koncentracie latky, pri ktorom straca Zivotnost’ polovica kultivovanych buniek. Dalej bola
Studovana stabilita Cervenych krviniek potkanej krvi po podani testovanych latok, ¢ize
bola pozorovana in vitro hemolyza, ktoré je dobrym ukazovatel'om efektu a bezpecnosti
latok. Pri stanovovani hemolytického efektu sa sleduje hodnota ECso, ktora spdsobi
hemolyticky ucinok na 50 % sktiSanych erytrocytoch. Taktiez boli pozorované najvyssie
koncentracie, ktoré nevyvolavali hemolyticky uc¢inok, teda kedy nedoslo k prekro¢eniu
medze 10 % hemolytickej aktivity pozitivnej kontroly. Hemolyticky uc¢inok bol
stanoveny na zéklade Struktirnej podobnosti so sulfonamidmi. Testované latky, rovnako
ako sulfonamidy, sa zchemického hl'adiska definuju ako derivaty p-aminobenzoovej
kyseliny, jedna sa o jedenast’ latok s antimikrobidlnym ucinkom.

Vicsina skusSanych latok vykazovala hemolyticky G¢inok porovnatel'ny s HEPES
pufrom, nehemolytickym Standardom. Hemolyticky ucinok bol pozorovany u celkom
troch latok. VSetky skiimané latky vykazali so zvySujucou sa koncentraciou negativny
vplyv na viabilitu HepG2 bunkovej linie, av§ak hodnoty ICs boli vZzdy nad 100 pM. Vo
vel'kom mnozstve klinicky pouzivanych lie€iv sa v§ak u¢inna koncentracia pohybuje v
jednotkach az desiatkach uM, ztoho vyplyva, ze latky mdzeme ztohto hladiska

povazovat’ za vhodné pre d’alSie testovanie.
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development

Preclinical drug evaluation is an important stage in development of new drug, it
describes testing substances before they may be carried out in humans. This work is
focused on the experimental measurement of cytotoxicity and hematotoxicity, which are
parts of preclinical research. In vitro cytotoxicity tests are one of the first methods used
for investigating novel drugs. Viability was monitored in the HepG2 model cell line. The
viability evaluation was performed by obtaining parameter ICso, the concentration of
substance at which half of the cultured cells lose their viability. We studied the stability
of rat red blood cells after administration of the tested substances, so we observed in vitro
hemolysis, which is a good indicator of substances effect and safety. The ECso value is
monitored to determine the hemolytic effect. The ECso concentration causes a hemolytic
effect on 50% of tested erythrocytes. The no observed effective concentration parameter
was also observed, when the 10% limit of positive control’s hemolytic activity was not
exceeded. The hemolytic effect was determined on basis of structural similarity to
sulfonamides. Antibacterial sulfonamides are structural analogues of our investigated
substances. The test substances, as well as sulphonamides, are chemically defined as p-
aminobenzoic acid derivatives, there are eleven potential substances with antimicrobial
activity. Most of the tested substances showed a hemolytic effect comparable to HEPES
buffer, a non-hemolytic standard. Three of substances appear to have hemolytic effect.
HEPES buffer is needed for reading of the background absorbance. All test substances
showed a negative effect on the viability of the HepG2 cell line with increasing
concentration, but ICso values were always above 100 uM. However, in a large number
of clinically used drugs, the effective concentration is in the range of units up to tens of

uM. This implies that the substances can be considered suitable for further testing.
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1 Zoznam skratiek

AIHA
ATC
ATP
BK
CK
DITHA
DNA
FDP
G6PD
HA
ICso
IgG
LDos
LDso
LDH

MTS

NADH
NADPH
UDP

WHO

autoimunitné hemolytické anémie

metdda akitnej toxickej kategorie
adenozintrifosfat

biele krvinky

cervené krvinky (erytrocyty)

Imunitna hemolytickd anémia vyvolana lie¢ivom
deoxyribonukleova kyselina

procedura fixnej davky

glukéza-6-fostat dehydrogenaza

hemolytickd anémia

polovi¢na maximalna inhibi¢na koncentracia
imunoglobulin G

minimalne smrtel'nd davka

stredna smrtel'na davka

laktatdehydrogenaza

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-

sulfofenyl)-2H-tetraz6lium
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
metoda nahor-dole

Svetova zdravotnicka organizécia



2 Uvod

Proces vyvoja novych lieciv presiel v poslednom storo¢i silnym rozvojom. Bolo
objavené obrovské mnozstvo novych ucinnych latok icelda rada novych
farmakologickych skupin. Inovativny liek ma prinaSat’ moznosti vylieCenia doposial
nelieCitelnych chordb alebo kvalitativne nové moznosti terapie, ocakéava sa taktiez vacsia
bezpecnost’ liecby a pozitivne ovplyvnenie kvality zivota. Jeho pouzitie by malo byt
prinosom iz hl'adiska farmakoekonomického. Vyvojovy program lieku spociva
v hl'adani dokazov o UCinnosti a bezpecnosti lieku v podmienkach experimentalnych

a nasledne 1 klinickych (Suchy, Hora et al. 2009).

Antibiotika st vyznamné v liecbe bakteridlnych ochoreni a prispievaju k zniZeniu
umrtnosti na infekcie. Vzrastajuca rezistencia vSak ohrozuje pacientov a je vyznamnou
verejne-zdravotnickou hrozbou (Demitrovicova 2017). Zaciatkom roku 2017 vydala
WHO (Svetovd zdravotnicka organizécia) globalne prioritny zoznam antibioticky
rezistentnych baktérii, pre ktoré st potrebné nové antibiotikd. Jednd sa napriklad
o Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a iné (WHO 2017).
Vdaka narastu poctu tazko imunokompromitovanych pacientov stupa aj pocet

invazivnych mykotickych infekcii (Demitrovicova 2017).

Existuje vSak Sirokd Skala paramentrov, predklinickych skusok, ktoré je potrebné
otestovat’ a vyhodnotit’ eSte pred tym, nez bude potencionalne nové lie¢ivo podané prvym
T'udskym dobrovolnikom v rdmeci prvej faze klinického hodnotenia lie€iv. Bezpecnost
subjektov hodnotenia je najdolezitejSie parameter a vzdy sa nan musi brat’ ohl'ad (Suchy,

Hora et al. 2009).

Testovanie cytotoxicity je jednym z prvych biologickych hodnoteni, ktoré sa
vyuziva vin vitro testovani. V priebehu tohto naro¢ného procesu sa sleduje rast,
reprodukcia a morfologické zmeny buniek vplyvom skimanych latok. Zistovanie
cytotoxicity potencidlnych novych lie€iv je preferované ako jeden z pilotnych testov (Li,
Zhou et al. 2015). TaktieZ mechanické stabilita ¢ervenych krviniek, ¢ize sledovanie
hemolyzy, je dobrym indikatorom efektu a bezpecnosti latok pri ich testovani (Sharma

and Sharma 2001).
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3 Teoreticka ¢ast’

3.1 Predklinické skusSky

Predklinické skuSanie lieCiv je charakterizované hl'adanim dékazov o ucinnosti
novej substancie (farmakodynamicky ,,screening®) a riziku (toxikologicky ,,screening®)
(Suchy, Hora et al. 2009). Predklinické Studie prebiehaji na réznych urovniach vyskumu
a delia sa na dve zakladné skupiny — in vitro a in vivo experimenty (Souckova, Kostkova
et al. 2015).

Vyvoj novych lieciv prechadza niekol'’kymi fadzami, z nich kazd4 je nezastupite'na
a zasadna pre d’alSie testovanie (Svihlovec et al. 2018). Vyvoj nového lieku prebieha
obvykle v troch na seba nadvizujucich stadiach:

1. Stadium zakladného vyskumu
2. Stadium predklinického vyskumu
3. Stadium klinického vyskumu (Souckova, Kostkova et al. 2015).

Skor ako moze byt nova latka skimana v klinickych skaskach u I'udi, musia sa
ziskat’ rozsiahle data o celom spektre jej ucinkov a tiez o moznych vedl'ajSich ti¢inkoch
z vyskumu na zvieratach. Okrem ddokazu ucinnosti v predklinickych modeloch, ktoré
maju pochopitelne obmedzenu validitu, sa predklinické testovanie snazi odhalit’ rizika,
ktoré by s pouzivanim danej latky mohli byt spojené. Predklinické testovanie tak
zahriiuje predovietkym testy farmakodynamiky, farmakokinetiky (Svihlovec et al. 2018)
(u sl'ubnych latok su prevadzané farmakokinetické skusky (Suchy, Hora et al. 2009).
Okrem inych sa jedné o nasledujuce testy:

e akutna toxicita — dosiahnutie letadlneho u¢inku po podani jednej davky

e subakutna a chronicka toxicita — u¢inok opakovanych davok lieciva, ddlezité
predovsetkym u lie€iv ur¢enych na dlhodobé uzivanie

e Ucinky na reprodukéné funkcie vratane teratogenity

e kancerogenita

e mutagenita

e Specialne toxikologické testy (do tejto kategorie spadaju napr. testy na miestnej
drézdivosti)

Okrem vyssie uvedenych testov je treba doplnit’ este d’alSie tidaje: maximdlna

tolerovatel'na davka (= maximdlna davka bez S$pecifikovaného toxického ucinku),
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minimalna smrtelnd davka (= najmensSia davka, ktord sposobi letdlny ucinok; tato
hodnota moze byt nahradend hodnotou LDys, tj. davka, ktora usmrti 5 % pokusnych
zvierat) apod. Roz$irenou kvantitativnhou hodnotou je tzv. LDso, tj. strednd smrtel'na
davka, pri ktorej je usmrtenych 50 % pokusnych zvierat. Tato hodnota je stale vyuZzivana

k porovnaniu toxicity roznych latok vo vztahu k terapeutickym davkam (Starobova,

Landa et al. 20006).

3.2 Vyuzitie laboratérnych zvierat

K prevedeniu testov toxicity je potreba spravidla 2-5 rokov. Predklinické
testovanie je stale nutné vykonavat’ na laboratornych zvieratach, pretoze iba zivy
organizmus moéze poskytnit’ spolahlivé udaje, ktoré je mozné extrapolovat’ na ¢loveka
(Svihlovec et al. 2018).

Tieto predklinické Stidie sa prevadzaju obvykle na zdravych zvieratach, ale
v niektorych pripadoch taktiez i na zvieratich s modelovym ochorenim, u ktorych sa
navodzuje patologicky stav (Souckova, Kostkova et al. 2015). Na patologicky zmenenom
organizme mdzeme sledovat’ G€inok takychto potencidlnych lieiv, ktoré by u zdravého
zvierata nevyvolali ziaden efekt. Vhodnym prikladom moézu byt latky s potencidlne
antihyperténznym, antipyretickym uc¢inkom, d’alej analgetickym a antiflogistickym
posobenim, rovnako latky z obsiahle; skupiny psychofarmak a mnoho dalSich
(Starobova, Landa et al. 20006).

Prenos toxikologickych udajov zo zvierat na ¢loveka nie je Uplne spolahlivy.
Sthrnné toxikologické data pre aktkol'vek latku, ziskané na ro6znych druhoch
laboratornych zvierat, vSak maji velku predpovednu hodnotu pre odhad toxicity
u ¢loveka. Je vel'mi malo pravdepodobné, ze sa podari odhalit’ vel'mi vzacne neziaduce
ucinky. Toto Zial plati i pre oblast’ klinickych skusok (Starobova, Landa et al. 2006).

Na in vivo modeloch sa Studuju a overuju zakladné farmakokinetické vlastnosti,
vyvijaji sa analytické metddy na stanovenie danej latky z plazmy/mocu, sliziace ako
podklad pre nastavenie metodiky detekcie u l'udi. Prevadzaja sa Stidie subchronickej
a chonickej toxicity, Specialnej toxikoldgie so zameranim na mutagenitu, teratogenitu,
kancerogenitu. Stanovuju sa vodné davky a sleduje sa vztah medzi davkou a vyskytom
neziaducich ucinkov. Vzdy je potreba vykonat vysSSie spomenuté testy minimalne
na dvoch zvieracich druhoch. Z hlodavcov sa €asto vyuziva my$ domova, Skrecok zlaty,

potkan hnedy alebo morc¢a doméce. Z nehlodavcov sa potom voli najcastejSie medzi
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kralikom domacim, mackou domacou, psom domécim alebo sviiiou domacou. Definuje
sa maximalne tolerovatel'na davka, ktora nasledne sluzi k odvodeniu davky, ktora bude
po prvykrat podand 'nd'om v ramci klinického hodnotenia fazy I. Ciel'om predklinickych
studii je zhodnotenie novej ucinnej latky z hl'adiska bezpecnosti, ti€innosti a potencidlu
pre klinické pouzitie. VSetky predklinické stidie st prevadzané za dodrzania etickych
Standardov zachadzania s laboratornymi zvieratami v stilade so spravnou laboratérnou

praxou v akreditovanom zariadeni (Souckova, Kostkova et al. 2015).

3.3 Zaradenie tkaninovych kultir a poéitacovych modelov do studii

Stale viac s vyuzivané i tkaninové kultary ¢i pocitacové modely, ich vyuzitie
pre predikaciu G¢inku lietiva u ¢loveka je vak obmedzené (Svihlovec et al. 2018).

Existuju matematické a pocitacové 3D modely, ktoré znazornuju orgény, tkaniva
a bunky zivého organizmu. Za vyuzitia vhodnych programov je mozné potom na takychto
modeloch simulovat’ napr. vzajomné chovania urcitej latky a zvieracieho ¢i 'udského
organizmu. Vyznamnou alternativou k pokusom na zvieratach su taktiez in vitro modely.
(Starobova, Landa et al. 2006). Prikladom moéZe byt nova in vitro metoda tzv. organ
on chip mikrofluidné aparatury, ktoré simuluju relevantnejSie fyziologické prostredie.
Prikladom moéze simulacia dychajacich pl'ic na Cipe (viz. Obr. 1), baktériami obyvané
¢revo na Cipe alebo simulacia aterosklerdzy. Paleta organovych systémov vyuZzivajicich
organ on chip je Siroka a je stale viac a viac rozSirovana (van der Helm, van der Meer et
al. 2016) alebo co-culture systém, vd’aka ktorému je umoznena kultivacia viacerych
druhov tkaniv naraz, sledujuc ich vzajomny efekt veduci k pribliZzeniu fyziologickych
podmienok (Carter and Shieh 2015). Paleta in vitro metdd je Siroka a zahriiuje bunkoveé
a tkanivové kultury P'udskych a zvieracich buniek, ako 1 systémov s nizkymi organizmami
ako su baktérie alebo huby, metddy biochemickych analyz apod. (Starobova, Landa et al.
2006).
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Obr. 1 In vitro metdda organ on chip simulujtica alveo-kapilarnu membranu pocas
dychania. Prevzaté z: Mauriac et al. (2017)

Napriklad vysSie uvedené stanovenie hodnoty LDso, tj. strednej letdlnej davky,
pri ktorej je usmrtenych 50 % pokusnych zvierat, méze byt dnes v urcitych pripadoch
nahradit’ testovanim na bunkovych kultarach. Princip spoc¢iva v tom, Ze 'udské alebo iné
cicavcie kultiry buniek su vystavené pdsobeniu testovanej latky. Aby sa odkrylo Siroké
spektrum mozného Skodlivého pdsobenia latky, je vhodné pouzit’ viac druhov buniek
vykazujucich rozdielne vlastnosti, funkcie a stupen diferenciacie. Za ucelom stanovenia
toxicity danej latky st zvlast vhodné hepatocyty, pretoze pecenn je najvyznamnejSim
metabolickym organom zodpovednym za biotransforméciu rady liekov a xenobiotik
obecne. Tymto sposobom potom moze byt stanovend tzv. ICso (= poloviénd maximalna
inhibi¢na koncentracia), tj. mnozstvo latky, pri ktorom straca zivotnost’ polovica
kultivovanych buniek. K testovaniu mozu byt’ vyuzité nielen bunky zvieracie, ale taktiez
Pudské, ktoré su preferované. Testy s bunkovymi kultGrami moézu byt dalej
kombinované s inymi in vitro metodami (Starobova, Landa et al. 2006).

Taktiez vhodnym materidlom pre vyskum st nddorové bunkové linie. Nadoroveé
bunky sa liSia od normalnych buniek, spravidla sa lepSie mnoZia a obecne l'ahSie
kultivujt. Kultiry normdlnych buniek majii obmedzent Zivotnost, po niekolkych
pasazach dochéadza k tzv. zostarnutiu kultiry — bunky zmenia svoje vlastnosti a prestanti
sa delit. Nadorové bunky vicsinou starnutiu nepodliehaji (Vejrazka, 2008). Aj napriek
stale pokracujucemu vyvoju novych vedeckych metod a s tym suvisiacou redukciou poctu
pokusov na zvieratdch, maji a do budicna stale budi mat’ svoje nezastupitené miesto

pri vyvoji nového lieciva (Starobova, Landa et al. 2006).
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3.4 Testy toxicity

3.4.1 Testy akutnej toxicity

Testy akutnej toxicity si prevadzané na stanovenie efektu jednej davky
na konkrétny druh zvierata. Vo vSeobecnosti je odporucané, aby testy akutnej toxicity
boli uskutocnené na dvoch rozlicnych druhoch zvierat (jeden hlodavec a jeden
nehlodavec). Pri testoch akutnej toxicity je testovana latka podavana v rozli¢nych
davkach a efekt je sledovany pocas 14 dni. VSetky umrtia spdsobené skiimanou latkou
pocas experimentalneho obdobia si zaznamenané asu skimané morfologické,
biochemické, patologické a histologické zmeny v mrtvych zvieratdich. Hodnota LDso,
znama ako strednd smrtelnd davka, po podani spdsobuje smrt’ u 50-% testovanych
zvierat. LDso bola pouzivand v minulosti ako indikator akutnej toxicity. Determinacia
LDso zahtna vel’ké mnozstvo zvierat a percento uhynutych zvierat je vysoké. Kvoli tymto

limitom boli vyvinuté nové metody:

e Procedura fixnej davky (The fixed dose procedure, FDP),
e Metdda akutnej toxickej kategorie (The acute toxic category method, ATC),
e Metoda nahor-dole (The up-and-down method, UDP).

FDP metoda sa pouziva na stanovenie nonletalnej toxicity radsSej ako podanie
letdlnej davky. Sktimany produkt je podany v davkach 5, 50, 500 a 2000 mg/kg
a experimentalne zviera je pozorované pocas konkrétneho obdobia.

ATC metdda je sekvencnd procedura v ktorej tri zvierata rovnakého pohlavia st
pouzité¢ v kazdom kroku. V tejto metode mézu byt pouzité Styri vopred urené davky
a testovana davka by mala byt’ vybrana na zaklade globalne harmonizovaného systému.

UDP testovanie je taktieZ poznané ako ,,schodiskovy* dizajn. Tento toxikologicky
pristup je najviac odporucany réznymi regulaénymi agentirami, pretoZe tato metdda
redukuje pocet stavovcovych zvierat vo vyskume. Davka, ktora je mensSia ako odhadnuta
davka LDso je vybrand a podana zvierat'u, ktoré je nasledne pozorované pocas 48 hodin.
Ak prezije, Stidia pokracuje s vysSou davkou (dvojnasobok povodnej davky), ak zviera
zomrie, testovanie je prevadzané s nizSou davkou a inym zvieratom rovnakého pohlavia

ako bolo poévodné zviera (Parasuraman 2011).
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3.4.2 Test na chronicku toxicitu

Chronickd toxicita je definovand ako neziaduci uCinok po opakovanom alebo
pretrvavajucom podani testovanej vzorky. U hlodavcov toto obdobie trva zvycajne 6
mesiacov. Kvoli dlh§iemu trvaniu Stidie narasta aj pocet zvierat, ktoré st zii€astnené
tejto Studie. Deje sa to z dovodu snahy zvysSenia Statistickej vyznamnosti (De Jong et al.,
2012).

Presnd povaha a trvanie chronickych testov zavisi od povahy zamyslané¢ho
pouzitia skimanej latky. Zakladom chemicky indukovanej toxicity je, ze toxicita suvisi
priamo s koncentraciou chemikalie v mieste efektor. Preto by mala byt’ dostato¢ne nizka
koncentracia akejkol'vek chemikalie kompatibilné s biologickym systémom na neurciti
dobu. Tvrdenie, ze ak dana koncentracia chemickej latky vyvold toxicitu za 1 mesiac,
potom polovica tejto danej koncentracie by spdsobila rovnaku toxicitu za 2 mesiace
neplati.

Klinické testy krvi, analyza mocu a pocet krviniek by sa mali vykonavat' v 6 az
12 tyzdinovych intervaloch alebo v pripade, Ze zvieratd ochoreli, alebo by sa mali prejavit’
ucinky testovanej chemikalie.

Casto je ziaduce ziskat dokaz o reverzibilnej povahe chronicky
vyvolanych toxickych latok. Ak sa v priebehu §tidii o chronickej toxicite zisti, Ze zvierata
v skupine s vysokou davkou postupuju k smrtelnym ucinkom, mdze byt tato skupina
zvierat rozdelena na parové skupiny, v ktorych je podavanie chemikalie prerusené
u jedného z paru. V Case smrti jedného z paru je druhy zabity; u zvierat sa vykona Uplné
patologické hodnotenie a vykond sa hodnotenie tykajice sa reverzibilnej povahy toxicity.
Vsetky zvieratd v Stididch chronickej toxicity sa nakoniec podrobia uplnému

patologickému vyhodnoteniu (Loomis and Hayes 1996).

3.4.3 Testy teratogenity

Teratogény su xenobiotika a d’alSie latky, ktoré spdsobuji malformacie
vo vyvijajicom sa zarodku. Ukézalo sa, Ze mnoho chemikalii spdsobuje embryotoxicitu.
Niektoré latky st prevazne smrtelné, zatial ¢o iné st vidcSinou schopné vyvolat’

malformécie plodu. Rozdiel v type embryotoxického ucinku vyvolaného réznymi
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chemickymi latkami je hlavne v davkach a v Stadiu tehotenstva, kedy je plod vystaveny
testovanej zlucenine.

Preukézalo sa, ze aj iné faktory ako chemické latky, vyvoladvaju abnormalny
vyvoj plodu pocas gravidity u laboratérnych zvierat. Niektoré z tychto faktorov su diétne
nedostatky, virusové infekcie, hypertermia, hormonalna nerovnovaha a rdzne stresové
stavy.

Aj ked’ je znamych vela chemickych latok, ktoré su schopné vyvolat
teratogénne zmeny u laboratornych zvierat, dokazalo sa, ze u 'udi vyvolava takéto ucinky
iba niekol’ko zltic¢enin. Mysi, potkany a kraliky s najCastejSie pouzivané zvieratd pri
testoch teratogenity. Vyuzivaju sa nielen z dovodu predchadzajicich skusenosti s tymito
druhmi, ale aj z dovodu ich dostupnosti vo vac¢Sine laboratorii a preto, Ze pouzity pocet
moze byt dost’ vel'ky na to, aby vyhovel Statistickym poziadavkam. Rozsah davok, ktory
sa vyberie pre tato skupinu, by mal byt’ taky, aby najvyssia davka nebola pre matku vdzne
toxicka a najnizsia davka bez ovplyvniteI'né¢ho ucinku na matku

Poradie vSetkych teratologickych testov je: (1) vyvolat’ tehotenstvo, (2)
potvrdit’ tehotenstvo a podat’ testované latky, (3) preukazat’ teratogénny uc¢inok. Testy by
sa mali vykonavat na dvoch druhoch zahfiiajicich najmenej tri koncentracie davok
v roznych skupinach zvierat. Potkanom a mySiam sa podava davka (testovana chemicka
latka, placebo alebo pozitivna kontrolna latka) dennym davkovanim od 7. do 15. dna
gravidity. Tehotenstvo sa prerusi tesne pred vypocitanym datumom narodenia
odstranenim mlad’at cisarskym rezom. Matka podstipi uplna pitvu. VSetky plody st
dokladne a systematicky vySetrované na vyskyt malformécii. Ak sa u pokusnych zvierat
nenajdu ziadne plody, ma sa za to, ze doSlo k potratom a pokus by sa mal opakovat’

s pouzitim menSich davok (Loomis and Hayes 1996).

3.4.4 Draizov o¢ny test

Draizov o¢ny test, ktory zahfna aplikéaciu testovanej zluceniny do oka
znehybneného, vedomého zviera (zvycCajne kralik), je kontroverznym testom toxicity
s pochybnou aplikovatel'nost'ou na 'udské oko. Na zaklade snahy vyhnut sa tomuto testu
je to velky zaujem o néjdenie alternativnych testovacich stratégii, vratane in silico

modelov. Roézne in silico programy, vratane Dereka Nexusa, MCASE, ToxTree
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a TOPKAT, hlasili vysoku $pecifickost’ (do 80 %) pri predikcii podraZzdenia o¢i (Ford
2016).

3.4.5 Test koznej drazdivosti

Drazdivost’ koze je hlavnym toxikologickym koncovym ukazovatel'om pre
dermatologiu a kozmetické vyrobky (Ford 2016). V oboch pripadoch sa latka podava
na vyholené, pripadne vydepilované miesto (viz Obr. 2). Malo by sa dbat’, aby pocas tohto
procesu nedoslo k poSkodeniu koze. Taktiez pred a po teste je zviera odvazené (OECD
1992). Buehlerov test morcat’a a maximalizacny test na morcatach sa bezne uskutocnuju
na hodnotenie potencidlu molekuly drézdit’ kozu, hoci aplikécia vysledkov pre 'udi nie
je ista. Okrem toho testy na drazdivost’ koZe Casto zahfnajii podavanie adjuvans, ktoré
mozu sposobit’ bolest” zvierat, takze je potrebné tieto testy nahradit’. Niekol’ko in silico
programov vratane Derek Nexus, MCASE, ToxTree a TOPKAT bolo hlasenych, ze

predpovedaju drazdivost’ koze s pdsobivym stupiom presnosti az 90 % (Ford 2016).

Obr. 2 Fotky testov koznej drazdivosti: (a) aplikacia naplaste na vyholenu Cast’

koze; (b) pokozka zajaca v den aplikacie; (¢) pokozka testované¢ho zajaca po siedmych
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dnoch aplikacie (d) pokozka Standardnej skupiny zajacov po siedmych dnoch aplikacie

s vyvolanym edémom. Prevzaté z: Panchaxari, Pampana et al. (2013)

3.4.6 Testy mutagenity

Mutagény st skupinou latok na ktoré sa kladie doraz pri bezpecnostnych
hodnoteniach, kvoli ich potencidlnemu vplyvu na 'udské zdravie, hlavne na prispievanie
formacie tumoru (Ford 2016). Pod terminom mutagenita rozumieme permanentné zmeny
v §trukture a/alebo mnozstve genetického materidlu organizmu, ktoré moédzu viest’
k dedicnym zmendm vo funkcii, zahfila tiez mutacie ako Strukturdlne a poctové

chromozémové zmeny (Eastmond, Hartwig et al. 2009).

In vivo testovanie

In vivo testy mutagenity st financ¢ne a ¢asovo naro¢né a vyzaduju velky
pocet zvierat, kvoli Statistickym vysledkom (Ford 2016). Predtym ako sa pristipi
k in vivo testom, pokracuje sa v in vitro Studiach na optimalizaciu in vivo testovania. Testy
in vivo by sa mali byt’ vyberané starostlivo, aby sa prediSlo neinformativhym vysledkom
a bral sa ohl'ad na podmienky zvierat. Preto je potrebné starostlivo zvazit’ toxikokinetiku,
metabolizmus a chemicku reaktivitu. Testy in vivo sa m6Zu pouzit’ aj na vyhodnotenie
reakcie na davku, rozdielov druhov alebo spdsobu urcenia Gc¢inku. Pouzitie takychto
testov sa musi posudzovat’ od pripadu k pripadu na ucely posudenia rizika (Eastmond,

Hartwig et al. 2009).

In vitro testovanie

Testy mutagenity sa pouzivaju na zistenie submikroskopickych zmien
v bazickych ¢astiach DNA zahriiujuce duplikécie, insercie, inverzie a translokécie (viz
Obr. 3) (Parasuraman 2011). Urcité typy mutacii koncia karcinogenézou a inymi
dedi¢nymi ochoreniami, determinacia mutagenity je nevyhnutna vo vyvoji lieku
(Eastmond, Hartwig et al. 2009). In vitro testovanie je prevadzané v dvoch alebo troch
rozli¢nych baktériach a cicav€ich bunkach (Parasuraman 2011). Testy mutagenity su vo
vSeobecnosti zalozené na kombinécii testov na stanovenie troch hlavnych koncovych

bodoch génovych poskodeni asociovanych s l'udskymi ochoreniami: génova mutécia,
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klastogenicita a aneuploidia. Test vo vSeobecnosti zahfnia bekteridlnu reverznu spravu
o mutacii. Rozhodnutie o pridani testov zavisi na chemicke;j Strukture/triede latky. In vivo
mutagenita, ktora je zavisla na davke sa pouziva k dokazu case-by-case zdkladnych rizik
hodnotenia testovanej latky. Testy mutagenity s transgénovymi zvieratami st viac
vhodné techniky na dokézanie toxicity testovanej substancie (Eastmond, Hartwig et al.

2009)

Deletion Duplication Inversion

X

Translocation

>

Obr. 3 Chromozomové mutacie: delécia, duplikacia, inverzia, inzercia,

translokdacia. Prevzaté z: Wilkin, and Brainard (2012)

3.4.7 Testy kancerogenity

Hlodavce i1nehlodavece mézu byt pouzité v testoch karcinogenity. Testy su
prevadzané na va¢Som pocte zivoCichov (Parasuraman 2011). Zahrnuju okolo 860 zvierat
(Ford 2016). Pocas apo vystaveni k testovanej latke, experimentdlne zvierata su
sledované pre znaky toxicity arozvoj tumorov. Ak nie su najdené, test moze byt
ukonceny po 18 mesiacoch v pripade mysi a Skrecka, po 24 mesiacoch v pripade potkana.
Ak su zvieratd zdravé, hematologickd analyza je prevedena po 12 a 18 mesiacoch
samostatne a Stiidia je napokon ukoncend. Zvieratd st usmrtené, patologické zmeny st
zaznamenané a taktiez su prevedené histopatologické Stadie na vSetkych tkanivach
(Parasuraman 2011).

Velké mnozstvo zvierat pouzitych v stadii u€inili predikciu kancerogenity jednou
z hlavnych ohnisk vypoctovej toxikologie pocas poslednych 30 rokov. Rada in silico

modelov bola publikovana s liSiacim sa stupfiom presnosti. Porovnavacia Stiidia siedmich
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in silico modelov odkryla, ze chyba v predpoklade v kazdom programe bola vysoka
(presnost’ bola mensia alebo rovna 70 %), avsak, vyhodnotenie taktiez poukazalo, ze
programy boli uspesné v rozliSovani genotoxickych od negenotoxickych karcinogenov

(Ford 2016).

3.5 Vyznam testovania hemolytickych vlastnosti

Pri hemolyze dochadza k poskodeniu cervenych krviniek, ktoré vedie
k uvolneniu intracelularneho obsahu erytrocytov do krvnej plazmy. Erytrocyty tvoria
priblizne 45 % objemu krvi. Ak d6jde k hemolyze in vivo, mdze to viest' k anémii, zltacke
a d’alsim patologickym stavom, ktoré by mohli ohrozit’ zivot. Hemoglobin je dominantny
intracelularny protein erytrocytov. Hra kIi¢ova ulohu pri prenose kyslika do inych
buniek a tkaniva. Extracelularny hemoglobin uvol'iovany po hemolyze je vSak toxicky a
mdze ovplyvnit’ tkaniva ciev, myokardu, obli¢iek a centralneho nervového systému. Preto
vSetky zdravotnicke pomocky a lieky, ktoré prichadzaju do styku s krvou, sa musia

testovat’ na potencidlne hemolytické vlastnosti (Neun, Ilinskaya et al. 2015).

3.6 Rozdiely medzi potkanimi a Pudskymi erytrocytmi

V poslednych rokoch sa evolu¢né bioldgia stala dolezitou sucast'ou medicinskej
dedukcie. Evoluciou podmienenymi faktormi existuji medzidruhové rozdiely ¢i uz
vo fyziologickych dejoch alebo v konkrétnych vlastnostiach organov, buniek (Baskurt
and Meiselman 2013).

Erytrocyty boli tudované do hibky ako modelové bunky kvéli viacerym

dovodom:
o su zjednoduSenym modelom bunkovych plazmatickych membran kvoli
nepritomnosti jadra a organel;
. ich hemolyza sa d4 'ahko monitorovat’ pomocou spektrofotometrie v dosledku
uvolnovania hemoglobinu,
o ich velké mnoZstvo; a ich vyznam v hematoldgii (Manaargadoo-Catin, Ali-

Cherif et al. 2016).
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3.6.1 Hematologické parametre

Prikladom medzidruhovych rozdielov moze byt pocet Cervenych krviniek.
V stadii, kde bolo porovnavanych viacero druhov (zahfnala aj l'udské a potkanie
erytrocyty) bol sledovany vyskyt vacSieho poctu Cervenych krviniek u potkanov (7,84 +
1,12x10'/1) ako u ¢loveka (5,09 + 0.6x10'%/1). Taktiez stredny objem erytrocytov bol
vyrazne nizsi u potkanov (58,5 = 4,17 fl) v porovnani s ¢lovekom (92,78 + 8,13 fl).
Priemerna koncentracia hemoglobinu v Cervenej krvinke bola vysSia oproti I'udskym
hodnotam (potkan: 27,54 + 3,45 g/dl; ¢lovek: 26,24+2,65 g/dl) (Kiss, Toth et al. 2016).

Hematokritové hodnoty u ¢loveka i potkana s 0,4 1/ 1 (40 %), hoci poget CK
potkanov bol podstatne vyssi ako u l'udskej vzorky; dovodom tohto rozdielu je ovela

mensi stredny objem erytrocytu potkana (Baskurt, Farley et al. 1997).

3.6.2 Vlastnosti krvi a erytrocytov

Bolo pozorované, ze reologické vlastnosti krvi sa mézu medzi druhmi vyrazne
li8it, hoci zakladna Struktira ich krvi je relativne podobna. U vSetkych cicavcov je krv
zlozena z hemoglobin nesticich ¢ervenych krviniek (CK a malého mnozstva bielych
krvinieck (BK) suspendovanych v plazme. U takmer vietkych cicavcov, CK si
pri normalnych fyziologickych podmienkach bikonkavne disky, zatial’ Co ich priemerna
velkost’' sa mdze medzi druhmi ligit. Velkost' zvierata rovnako ako velkost’ ich CK nie
st jediné determinanty hemoreologického spravania. Zistilo sa, ze zloZenie plazmy sa 1isi
medzi druhmi, no tento faktor sdim o sebe neposkytuje uspokojivé vysvetlenie
hemoreologickych zmien. Stupen agregacie roznych druhov zéavisi na ich pohybovej
kapacite - je vysS$i u atletickych druhoch (Baskurt, Farley et al. 1997).

Tendencia k agregécii potkanich ¢ervenych krviniek v plazme a taktiez v dextrane
70 je vyrazne niz$ia v porovnani s clovekom. Ostatné reologické nalezy zahfnajii mensie
zmeny v deformacnych indexoch cervenych krviniek za rovnakych hodndt rozsahu
$mykového napitia a niz§iu ¢asova konstantu rekonvalescencie tvaru. Potkanie CK mali
tiez vyssie rozdel'ovacie koeficienty dvojfazového vodného polyméru, Co naznacuje vyssi
povrchovy naboj (Baskurt, Farley et al. 1997).

Metabolizmus vyrazne zavisi na velkosti tela, vdcSie zvieratd maju pomalsi

metabolizmus vzhl'adom na ich velkost. Tym paddom, menSie cicavce potrebuju vacsi
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kyslikovy transport do ich tkaniv a tak potrebuju viac efektivne pradenie krvi. Z toho
vyplyva, ze druhy s mensou velkostou tela m6zu mat’ vyhodu z redukovanej agregacie
cervenych krviniek — hlavny determinant krvnej viskozity (Baskurt and Meiselman
2013).

Erytrocyty mézu taktiez rozli¢ne reagovat na rdozne Casti postupov pri Uprave.
Z pokusov bolo zistené, Ze pri centrifugécii nastdvaju zmeny v agregacnych faktoroch.
Pri §tadii agregacie Cervenych krviniek, ak je mozné, by sa malo vyhnut’ centrifugacii
pocas pripravky vzorku (Kiss, Toth et al. 2016).

Membranové proteiny: hlavné membranové proteiny sa nachadzali u oboch
druhov a mali takmer identicki molekularnu vahu. Pri elektroforéze sa ale jedine
u ¢loveka nasiel pas 6 (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza), ktory u potkana chybal
(Baskurt, Farley et al. 1997).

Potkanie membrany cervenych krviniek maju velmi vysoky pomer poly-
k mononenasytenym mastnym kyselinam a maju vysoky rozdelovaci koeficient
v dvojfazovych systémoch, ktoré nie su citlivé na naboj. Potkanie CK maji tieZ vysoky
rozdel'ovaci koeficient v dvojfazovom systéme citlivom na naboj, ¢o naznacuje vysoky
povrchovy naboj, ktory méze byt zodpovedny za nizku tendenciu k agregacii. [21]

Zotavenie tvaru pre potkanie CK bolo tieZ niz$ie v porovnani s Pudskymi CK,
pretoze zotavenie tvaru je umerné pomeru povrchovej viskozity membrany CK

k membranovému Smykovo -elastickému modulu (Baskurt, Farley et al. 1997).

3.7 Hemolyza

Cervené krvinku st i napriek svojej znaénej pruznosti a deformovatelnosti citlivé
vo¢i roznym vplyvom. Ich membréna sa reverzibilne alebo ireverzibilne poruSuje
niektorymi fyzikalnymi a chemickymi €initeI'mi a obsah erytrocytu vytekd von z bunky.
Tento jav sa nazyva hemolyza (viz Obr.4) (Trojan et al. 2003).

Mechanické stabilita membrany erytrocytov je dobrym ukazovatelom ucinku
réznych zlu€enin za cielom skriningu cytotoxicity a zavisi na fyzikdlnych a
Strukturdlnych vlastnostiach. Je taktieZ zndme, Ze pri infekénych ochoreniach sa
vyskytuje hemolyza kvoli pdsobeniu mikrobidlnych produktov a parazitov. Membrana

erytrocytov, sama o sebe, je dynamickou Struktirou, ktord moze diktovat’ signifikantné
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zmeny Vv jej interakciach, najlepSie viditelné s detergentami aznamou, liekmi
indukovanou hemolyzou.

Hemolyza sa najlepSie hodnoti pomocou metddy in vitro, ktord moéze preukéazat’
ucinok zvysSujucej sa koncentracie a sigmoidalny suvis s logaritmom kontaktného Casu,
ako sa skumalo u réznych povrchovo aktivnych latkach. Kinetika takejto Casovej
zavislosti méze byt urcend celkom pokojne a presne pomocou rychlostnych konStant
prvého radu, ktoré sa ziskaju vypocitanim sklonov a méze zachytavat’ rozne cinidla.
Vyznam tohto porovnania je =zvyrazneny vacsim rozdielom medzi davkami
s pozorovatenym uc¢inkom a hemolytickymi aktivitami in vitro (Sharma and Sharma
2001).

Nevyhnutnou sucastou predklinického vyvoja je hodnotenie biologickej
kompatibility lieku s krvnymi zlozkami v podmienkach in vitro. Vac€$ina in vitro $tadii
hemolyzy indukovanej €asticami hodnoti percentudlnu hemolyzu spektrofotometricky
detegovanim derivatov hemoglobinu bez plazmy po inkubacii Castic s krvou a potom
oddelenim neposkodenych buniek odstredenim. Inkubaéna doba, vinova dizka, pri ktorej
sa kvantifikuje hemoglobin, a krvné podmienky (napr. pouzitie Cistenych erytrocytov
namiesto celej krvi a zahrnutie r6znych antikoagulancii) sa medzi jednotlivymi Stidiami
vyznamne liSia. Okrem tychto premennych mézu rozdiely v relativnej odstredive;j sile,
¢ase, podmienkach uchovavania krvi a zdrojoch krvi nasledne komplikovat’ porovnanie

vysledkov z roznorodych §tadii (Dobrovolskaia, Clogston et al. 2008).
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Obr. 4 Sledovanie CK so znakmi hemolyzy elektronovym mikroskopom. Obrazok
(a) ukazuje CK s normalnym bikonkavnym tvarom bez zndmok poskodenia; (b) a (c)
vykazuji znamky hemolyzy, punkéné diery v membrane CK. Prevzaté z: (Mustafa, Al

Marwani et al. 2016).

3.7.1 Hemolyzujuce latky

Stav a vitalita erytrocytov méze byt ovplyvnena viacerymi vplyvmi. Hemolyza
nastava za rozlicnych podmienok ako je zmena fyzikalnych vlastnosti okolia, vystavenie

toxickym latkam, atd’.

3.7.2 Rozdelenie hemolyzy podPa pric¢iny

Osmotickd hemolyza — V hypotonickom prostredi prijimaji krvinky vodu,
zduruju sa a v désledku toho sa menia na gul'u. Djde k vzniku membranovych defektov,
ktorymi unika hemoglobin a d’alSie latky. Normalne erytrocyty maji voci hypotonickym
roztokom odolnost’, tj. zaéni hemolyzovat’ az pri uritom stupni hypotonického

prostredia, ktorému su vystavené. StarSie erytrocyty su fragilnejSie a hemolyzuju skor.
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V hypertonickom roztoku naopak krvinky vodu odovzdavajt a zvrastuja sa. Tato zmena
tvaru méze byt tak intenzivna, Ze ddjde takisto k poskodeniu membrany.

Fyzikalna hemolyza — Nastdva napr. pri silnom trepani, $'ahani, pdsobeni
ultrazvuku, vysokej alebo nizkej tepote a pod.

Chemicka hemolyza — Spociva v tcinku latok, ktoré rozpustaju alebo chemicky
reaguju s lipidmi v membrane erytrocytu. Sem patri vplyv tukovych rozpustadiel, silnych
kyselin a zésad, latok silno znizujucich povrchové napitie, rastlinnych glykozidov
saponinov a pod.

Toxickd hemolyza — Mozu ju sposobit’ niektoré bakteridlne toxiny, hadie,
protozoarne ¢i rastlinné jedy.

Imunologicka hemolyza — Nastdva hlavne ako patologicky fenomén posobenim
komplementu. Jeho lytickymi u¢inkami vznikaji membranové defekty a z bunky unikaja
makromolekuly 1 bez osmotického zdurenia (napr. pri inkompatibilnej transfazii) (Trojan

et al. 2003).

3.7.3 Hemolyza in vivo

Pomocné latky

Nielen ucinna latka moze spdsobovat’ hemolyzu, ale taktieZ pomocné latky.
Napriklad pri podavani lieCiv injekénou formou podania, je dolezité aby kosolvent
nesposoboval bolest. Bolest mdze byt pripisovana intravendéznemu podaniu lieku
vyplyvajuca z uvol'nenia hemoglobinu z erytrocytov do plazmy. Uvol'neny hemoglobin
moze mat’ za nasledok vaskularne podrazdenie, flebitidu, anémiu, Zltacku, kernicterus,
akutne zlyhanie obli¢iek a v niektorych pripadoch smrt. Niektoré lieky samotné su
hemolytické, ale o vodnej formuldcii je tieZ zndme, Ze sposobuje hemolyzu. Hodnotenie
hemolytického potencidlu parenterdlnej formulédcie je dolezité. Napriek vyznamu
hemolytického potencidlu roznych formulécii existuju v literatire zna¢ne protichodné
informacie tykajuca sa hemolytického potencidlu réznych pomocnych rozpustadiel.
Nezrovnalosti vyplyvaju z rozdielov v testovacich metéodach, najmd v objemovych
pomeroch krvi na rozpustadle, ¢asoch kontaktu a statickych dynamickych testovacich
metddach. Rozdiely moézu suvisiet' aj s krvnymi bunkami réznych druhov a ich

citlivost'ou na tto hydrolyzu (Amin and Dannenfelser 2006).
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Tri z deviatich formulacii naznacuji hemolyzu in vivo, €o zodpovedad 61 — 100 %,
37-97 % a 30— 53 % hemolyzy u I'udi, kralikov a psov. Vo vsetkych pripadoch je mozné
pozorovat' vysSie percento hemolyzy u l'udi, po ktorych nasleduje kralik a pes.
Hemolytické medzné hodnoty pre rozne druhy su len priblizné a su zastipené
percentudlnou hemolyzou: 'udia 10 % alebo viac, psi medzi 10 % a 29 % a pre kraliky
medzi 0 % a 37 %. VSeobecne plati, ze 10 % a 25 % hemolyza je relativna hranica, inymi
slovami, akakol'vek hodnota hemolyzy pod 10 % sa povazuje za nehemolyticku, zatial
¢o hodnoty nad 25 % sa povazuju za hemolytické (Amin and Dannenfelser 2006).

Pri detekcii in vitro sa zistilo, ze 40 % a 60 % propylénglykol, resp. 40 %
propylénkglykol + 10 % etanol vo vode spdsobuju hemolyzu. Napriek tomu v niektorych
komeréne dostupnych produktoch sa nachadza 40 % propylénglykol (napr. fenobarbital,
fenytoin, digoxin). Tento rozpor je akceptovatelny, pretoze hemolyza je komplexna
udalost’ ovplyvnena mnozstvom faktorov. Napriklad hemolyticky ucinok vehikula sa
mdze eliminovat’ pouzitim pomalSej rychlosti vstrekovania, ¢im sa znizi koncentracia

pomocnej latky v mieste vpichu injekcie (Amin and Dannenfelser 2006).

Hemolytické anémie

Pri¢inou hemolytickych anémii je nerovnovdzny stav medzi nadmernym
rozpadom erytrocytov (hemolyzou) a kompenzacnou funkciou kostnej drene. Pri¢ina
skrateného preZivania erytrocytov moéze byt priamo v samotnej krvinke — ide
o korpuskularne hemolytické stavy, alebo o extrakorpuskuldrne hemolytické stavy, kedy
je zivot erytrocytu skrateny kvoli vplyvom vychadzajacim z prostredia, v ktorom sa

krvinka pohybuje, teda mimo krvinku samotnu (Kafkova 2005).

Imunitny systém

Imunitna hemolytickéd anémia vyvolana lieCivom (DIIHA) je zriedkava; moZze byt
mierna alebo spojena s aktitnou hemolytickou anémiou (HA) a smrt'ou. Za pricinu sa
povazuje asi 125 liekov. HA mozZe byt spdsobend protilatkami nezavislymi od lieciva,
ktoré su nerozliSiteI'né in vitro a in vivo od autoprotilatok sposobujucich idiopatickt
autoimunitni hemolyticki anémiu s tepelnymi protildtkami (AIHA). BeznejSie su
protilatky zavislé od lieCiva (t.j. budu reagovat’ in vitro iba v pritomnosti lie¢iva).
Najbeznejsie lieky spdsobujice DIIHA st antimikrobidlne latky (napr. cefotetan,

ceftriaxon a piperacilin), ktoré st spojené s protildtkami zavislymi od lieciv.
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Najbeznejsim lieckom sposobujiicim AIHA je cytostatikum fludarabin. Zistenie, ktory liek
spdsobuje problém a zastavenie tohto lieku, je prvym pristupom k liecbe (Garratty 2010).

Autoimunitné hemolytické anémie (AIHA) najviac zapricifuja tepelné protilatky
(70 % pripadov) a m6zu byt primarne alebo sekundarne pri autoimunitnych ochoreniach
(systémovy lupus erytematosus), lymfoproliferativnych ochoreniach (maligne lymfomy
vratane chronickej lymfocytovej leukémie), monoklonovych gamapatiach a pri uzivani
niektorych liekov (antihypertenzivum metyldopa). Podtyp AIHA s chladovymi
protilatkami moéze takisto byt idiopaticky alebo sekundarny pri infekénych ochoreniach
(infek¢na mononukleodza, tuberkuldza, syfilis), malignych lymfomoch a paroxyzmalne;j
chladovej hemoglobinurii. Na hemolyzu treba mysliet, ked’ ddjde k ndhlemu poklesu
hemoglobinu bez prejavov krvacania, a to najma vtedy, ked’ sa zvysi pocet retikulocytov,
nezrelych CK (nad 1,5 %) (viz Obr. 5). Vzostup nekonjugovaného bilirubinu je véasnym
ukazovatelom hemolyzy, konjugovany bilirubin ostdva v norme. VySetrenie mocu na
bilirubin je negativne. Haptoglobin sa vyznamne zniZuje, resp. chyba. Pri masivnej
hemolyze stipa plazmatickd LDH (laktatdehydrogénédza). Zakladnym vySetrenim je
priamy anepriamy antiglobulinovy (Coombsov) test. Podstatou testov je dokaz
antierytrocytovych protilatok triedy IgG s aktivovanou zlozkou komplementu C3. Pri
priamom Coombsovom teste sa dokazujii imunne antierytrocytové protilatky, ktoré sa
naviazali na erytrocyty in vivo. Pri nepriamom Coombsovom teste sa po inkubdcii
vySetrovaného séra so znamymi typovymi erytrocytmi dokazuju cirkulujuce protilatky
v sére pomocou heteroimunneho séra proti I'udskym imunoglobulinom (Stanciakova,

Flochova et al. 2015).

retikulocyty

|

Obr. 5 Retikulocyty viditeI'né v krvi. Prevzaté z: Lisowska (2011)
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Imunitné hemolytické anémie vyvolané liekmi
V tejto skupine sa rozliSuji dva zdkladné typy hemolytickej anémie: po podani
antihypertenzného lieku alfa-metyldopa a klasické liekmi vyvolané imunohematolytické
anémie.

V prvom pripade sa nachadzaji v sére pacienta protilatky typu IgG namierené
proti ur¢itym antigénom, ktoré reaguju s normdlnymi erytrocytmi aj za nepritomnosti
lieku. V laboratérnych podmienkach sa chovaju ako tepelné protilatky proti Rh systému.
Prvykrat sa dokézali u pacientov po podavani alfa-metyldopy, ale mozu sa objavit’ aj
po nesteroidnych antireumatikach. Predpokladd sa, ze tieto lieky ucinkuju priamo
na imunitny systém, pricom potlacaju supresorové klony lymfocytov, ¢im umoziuju
vznik autoprotilatok proti vlastnym antigénom. Protilatky pretrvavaji dlho aj po vysadeni
lieku.

V druhom pripade klasicky typ lieckmi vyvolanej hemolytickej anémie je
charakteristicky vznikom protilatok proti uzivanému lieku, ktoré sa v pacientovom sére
daju dokazat’ in vitro len po jeho pridani do skumavky.

Existuju dva zakladné typy tychto reakcii:

Penicilinovy typ hemolytickej anémie sa objavuje po velkych davkach tohto
antibiotika. Peniciliny sa chovaji ako haptény (neuplné antigény), ktoré sa viazu pevne
s proteinmi na erytrocytove] membrane. Tym vznik4 kompletny antigén, ktory vyvolava
tvorbu protilatok typu IgG. Hemolytickd anémia sa rozvija pomaly, kedZze viceina
erytrocytov s naviazanym imunokomplexom sa odburava v slezine. Po vysadeni lieku
hemolyza ustane. Podobnd reakcia vznikd aj po dnes Casto podavanom antibiotiku
cefalosporine.

Stibophennovy (imunokomplexovy) typ hemolytickej anémie vznika po velkom
pocte roznych liekov- napr. chinidine, kyseline paraminosalicylovej, po sulfonamidoch,
rifampicine, diklofenaku a d’alSich. Liek sa naviaze na plazmatické proteiny, ¢im vznika
kompletny antigén, vo¢i ktorému organizmus tvori protilatky vé¢sinou typu IgM. Tieto
komplexy sa neSpecificky a vol'ne naviazu na membranu erytrocytu. Ak sa na komplex
naviaze komplement, moze dojst k tazkej hemolyze so vSetkymi jej prejavmi
a nasledkami pre organizmus. ZvIast’ nebezpecna je situdcia, ked’ pacient uz v minulosti
prisiel do kontaktu s uvedenym lieckom. Po vysadeni lieku hemolyza vymizne. Podobne

pri tomto type reakcie moZu byt’ postihnuté aj trombocyty.
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Imunokomplexova hemolyticka anémia je zriedkava v porovnani s tym, ze vysSie
uvedené lieky sa bezne uzivaju. Pravdepodobne sa protilatky tvoria Castejsie, avsak na to,
aby doslo k manifestdcii hemolytickej reakcie, musia byt na erytrocytovej
a trombocytovej membrane tiez urcité antigénne predpoklady.

Pri obidvoch typoch hemolyzy po vysadeni lieku je mozné podat’ transfizie,

podané erytrocyty, pripadne trombocyty, prezivaji normalne (Fabryova et al. 2012).

Favizmus

U Tl'udi postihnutych dedi¢ne podmienenym favizmom sa daju zistit’ biochemické
abnormality metabolizmu erytrocytov (Liillman, Mohr et al. 2004). Enzym gluké6za-6-
fostat dehydrogenaza (G6PD) je rozhodujici pre ochranu erytrocytov pred oxida¢nym
stresom a nedostatok moze viest’ k hemolyze v pritomnosti ur¢itych environmentalnych
faktorov, ako su infekcie a niektoré lieky, potraviny (Harcke, Rizzolo et al. 2019). Po
podani oxidujucich lieciv alebo urcitych strukovin (napr. bob zédhradny) sa zvysuje tvorba
H>0,, moznost’ redukcie je znizend, vznikajuce kyslikové radikaly zvySia rigiditu
cytoskeletu. Pri nedostatku G6PD je okrem toho poruSend redukcia methemoglobinu
(Fe*") na hemoglobin (Fe?*) (Liillman, Mohr et al. 2004). Prikladom liekov, ktoré mozu
viest k hemolyze su: sulfasalazin (Crevné protizdpalové liecivo), nitrofurantoin
(antimikrobidlna latka), nitroglycerin (vazodilatne aktivna latka), primachin
(antimalarikum) atd’ (Anonym 2019). Novorodenecka Zltacka, favizmus a hemolyza s
spojené s expoziciou zvySenym oxida¢nym stresorom u pacientov s geneticky zdedenym
deficitom G6PD (Harcke, Rizzolo et al. 2019). Hemolyza pri poziti primachinu nastava
us — 10 % muZov ¢iernej rasy, u Aziatov a taktiez u niektorych l'udi zo Stredomoria
(Fendrich 2005). Rozpoznanim potencidlu nedostatku G6PD mozu lekari vySetrit
poruchu a naucit' postihnutych pacientov, ako sa vyhnit spuStacom, ktoré vedu

k Skodlivym klinickym prejavom (Harcke, Rizzolo et al. 2019).

3.8 Stanovenie cytotoxicity

Test cytotoxicity, jeden z in vitro biologickych hodnotiacich a skriningovych
testov, vyuziva tkanivové bunky na pozorovanie bunkového rastu, reprodukcie a
morfologickych uc¢inkov testovanych latok. Cytotoxicita je jednou zo zikladnych a

zaroven najdolezitejSich metdd biologického hodnotenia.  Cytotoxicita je
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uprednostinovana ako pilotny projektovy test a dolezity ukazovatel na hodnotenie
toxicity, pretoze je jednoducha, rychla, ma vysoku citlivost’ a znizuje mnozstvo pouzitych
laboratornych zvierat. Zvierata chrani pred toxickym posobenim novo syntetizovanych
latok tym, Ze je znacne znizené mnozstvo latok, ktoré sa zvieratam poda, pretoze tie, ktoré
vykézu vyrazny cytotoxicky ucinok, su z d’alSich stadii vyradené (Li, Zhou et al. 2015).

Existuje viacero spdsobov ako merat cytotoxicitu testovanej latky. Moze sa
napriklad jednat’ o sledovanie zivotaschopnych buniek (test viability), mftvych buniek
alebo mechanizmu apoptozy (Riss and Moravec 2004).

Obecne su testy vyhodnocované na zaklade luminiscencie, fluorescencie alebo sa
hodnoti absorbancia pri danej vlnovej dizke. Mbze sa vyuzit' i kombinacia tychto testov
a tak dosiahnut’ ziskanie ¢o najvacsieho mnozstva informdacie zo vzorku (Anonym 2020).
V minulosti boli rozSirené iradioaktivne testy. Prikladom mdze byt test s pouzitim
radioaktivneho chrému, ktorého nevyhodou vSak je ziarenie, ktoré musi byt tienené

a meranie je potrebné uskutocnit’ v Specifickom ¢asovom bode (Karimi, Lee et al. 2014).

Testovanie viability

Viabilita buniek predstavuje pocet zivych buniek aje zvy€ajne vyjadrena
percentualne ku kontrole (Zivotaschopné bunky s netoxickou latkou). Postupnym
zvySovanim koncentracie testovanej latky sa sleduje jej vplyv na Zivotnost’. Pri testoch
viability sa vyuzivaju napriklad koloriza¢né metddy, ktoré rozliSia mftve bunky od Zivych
(Fang and Trewyn 2012). Viabilita moZe byt sledovand na zaklade viacerych bunkovych
procesov. Jednou z mozZnosti je zmeranie mnoZzstva ATP v zivych bunkéch, ktoré sa da
nepriamo zistit' reakcie s luminiscenénym ¢&inidlom luciferinom. Daliou moznostou je
kolorimetrick4 reakcia zaloZena na intracelularnej premene Zivymi bunkami tetrazdliovej
soli MTS na rozpustny formazan alebo resazurinu na resofurin (viz Obr. 6). Sleduje sa
hodnota ICso, koncentracia latky, pri ktorej straca zivotnost' polovica kultivovanych

buniek (Anonym 2020)



31

o NADH NAD*
Br ":\ _:\ /__>
>
N-N N-NH
I.'r-::---\h""--k“N"N:“‘*-]:,"/S\B . H-\r— \ M. ““.” \ iy
\%-_/I_,' ';"___?f( 3 \\. N ?J :
" CH,
MTT Formazan

Obr. 6 Reakcia ziskania formazanu testovanim viability kolorimetrickou reakciou.

Prevzané z: Riss, Moravec et al. (2004)

Testovanie cytotoxicity

Jednym z pristupov testovania cytotoxicyty je sledovanie zmien v integrite
membrany, ktoré nastavaji v dosledku umrtia bunky. Esej je predurena na stanovenie
cytotoxického pdsobenia v bunkovej kultire po experimentdlnej manipulacii. Je
vyuzivané asymetrické kyaninové farbenie ktoré je vylucené z zivotaschopnych buniek,
ale preferencne zna¢i DNA v mftvych bunkdch. Ked sa farbivo naviaze na DNA
v dotyénych bunkéach, fluorescenéné vlastnosti si vyznamne zvysené. Zivotaschopné
bunky produkuju nevyznamné zvysenie fluorescencie. Tym padom fluorescencny signal
produkovany vdaka naviazaniu na DNA mftvych buniek je umerny k cytotoxicite.
Farbivo méZe byt riedené v médiu a podané priamo bunkam v ¢ase nasadania buniek
alebo pocas pridavania skimanych latok, umoznujice kontinudlnu kinetiku merania
cytotoxicity. Farbivo taktiez mdze byt riedené¢ v pufri a podané bunkdm na konci
merania. Jednd sa o stabilny systém, pretoze nie je zalozeny na bielkovinovych
biomarkeroch, ktoré moézu degradovat’ pocas pridavania latok a viest’ k strate signalu.
DNA je viac stabilné a preto dava stabilnejSie, dlhSie trvajice signdly neZ iné sucasné
cytotoxické chemikalie. Pri hodnoteni cytotoxicity sa stanovuje hodnota ECs, efektivna
koncentracia skuSanej latky, ktord spdsobi thyn 50 % sktSanych erytrocytov (Anonym

2013).
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Sledovanie metabolickej aktivity buniek

Daldim z moznych postupov je testovanie metabolickej aktivity. Rakovinové
ochorenie je typické nekontrolovateI'nym rastom buniek, ktorych metabolické cesty sa
zmenili za cielom prezitia a proliferacie. Mechanizmus tychto procesov je stale
nedostatocne objasneny. Nikotinamiddinukleotidy (NADH, NADPH) su zakladnymi
kofaktormi enrgetického metabolizmu buniek, nevyhnutnymi k biosyntéze, udrziavaniu
redoxného potencialu bunky a bunkovej signalizacii. NADPH je napriklad spotrebované
pri biosyntetickych reakciach. NADH sa vytvara pri energetickych reakciach. Testy by
nasledne mohli podrobnejSie sledovat’ ulohu dinukleotidov v metabolickej aktivite
buniek. Prikladom moze bioluminescentna esej, ktora sleduje koncentraciu redukovane;j
formy NADH a NADPH, priamo umernej luminiscenénému efektu luciferinu za
pritomnosti jeho detekéného Cinidla (viz Obr. 7). Sleduje sa parameter ICso (Anonym

2020).
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Obr. 7 Testovanie metabolickej aktivity pomocou luciferinu. Prevzané z: Anonym (2020)
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4 Ciele prace

Ciel'om diplomovej prace je urCenie hemolyzy sposobenej skimanymi latkami,
potencidlnymi antibiotikami a antimykotikami, a stanovenie vplyvu spomenutych latok

na viabilitu modelovej bunkovej linie.

Zaroven sa sledovala koreladcia medzi vysledkami ziskanymi z testov viability

a hemolytickym efektom.
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S Experimenalna ¢ast’

5.1 Material

5.1.1

5.1.2

5.1.3

Pristroje a zariadenia

Centrifuga Z 326K (HERMLE Labortechnik GmbH, Nemecko)

Centrifuga Universal 32R (Hettich)

Platni¢kovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Svajiarsko)

Orbitalna trepacka IKA® Lab Dancer (IKA-Werke GmbH & Co., Nemecko)
Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Box s laminarnym protidenim TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Taliansko)
Opticky mikroskop (Optica Microscopes, Taliansko)

Vodny kapel’ TW12 (Julabo, Nemecko)

Analytické vahy (Boeco, Nemecko)

Dalsi pouZity material

Automatické pipety Eppendorf Research® plus 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl
(Eppendorf, Nemecko)

96-jamkové mikrotitraéné platnicky, ¢ire (TPP, Svajéiarsko)

Rukavice latexové, nesterilné (VWR, USA)

Spi¢ky Eppendorf 0,1-20 pl, 20-200 ul, 100-1000 ul (Eppendorf, Nemecko)

Mikroskiimavky Eppendorf 2 ml

Falkonky/centrifuga¢né skiimavky 50 ml TPP

Jednorazové sérologické pipety TPP

Sklenené Pasteurove pipety (Sigma Aldrich, USA)

Kultiva¢né fTasky TPP

DalSie pouzité chemikalie

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
HEPES (Sigma-Aldrich, USA)
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DMSO (dimethyl sulfoxid pre molekularnu biol6giu>99,9%) (Sigma-Aldrich,
USA)

triton X-100 (Koch-Light Laboratories)

Destilovana voda

DMEM médium (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované medium) (Sigma Aldrich,
USA)

FBS (fetalne hovddzie sérum) (Sigma Aldrich, USA)

Neesencidlne aminokyseliny (Sigma Aldrich, USA)

L-glutamin 200 mM (Sigma Aldrich, USA)

Fosfatovy pufer s fyziologickym pH

Trypsin (Sigma Aldrich, USA)

5.1.4 Pouzita bunkova linia

Pri urovani cytotoxického efektu bola vyuzitd bunkova linia HepG2. Jedna sa
o bunky l'udského hepatocelularneho karcinomu produkujuce hlavné plazmové proteiny
(napr. albumin) bez povrchovych antigénov hepatitidy B. Bunkova linia bola poskytnuta
z Health Protection Agency Culture Collections (ECACC, UK).

Bunky hepatocelularneho karcinomu st povazované za Standardna liniu

pri uskuto¢iiovani zakladného toxikologického screeningu.

5.2 Testované latky

Hemolyticky a cytotoxicky efekt bol sledovany na jedendstich novo
syntetizovanych latkach ziskanych z laboratoria doc. PharmDr. Mgr. M. Kratkého, Ph.D.
z Katedry organickej a bioorganickej chémie Farmaceutickej fakulty UK. Konkrétne
hodnoty pouzité pri priprave 50 mM roztokov skimanych latok sa nachadzajt v tabul’ke

1. Objem DMSO u vsetkych roztokov bol 500 pl.
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Tab. 1 Relativna molekulova hmotnost’ a navazka pouzité pri priprave 50 mM

roztokov
C. Kod Mr Navazka (g)
1 DAB-5-K 681,05 0,01703
2 PABA-Me-5 415,61 0,01039
3 PABA-Et-5 429,64 0,01074
4 PABAN-3 568,15 0,01420
5 PABAN-5 476,70 0,01192
6 MK-F-1 467,02 0,01168
7 MK-F-2 482,04 0,01205
8 MK-CF3-1 517,03 0,01293
9 MK-CF3-2 532,04 0,01330
10 MK-NO>-1 494,03 0,01235
11 MK-NO;-2 509,04 0,01273

Jedna sa o derivaty aminobenzoovej kyseliny liSiace sa ¢i uZ substituentom

na aminovej funkénej skupine alebo substituentami na aromatickom kruhu. Chemické

nazvy a Struktirne vzorce su uvedené v tabulke 2. Testované latky boli skiimané

na zaklade ich potencidlneho antibakteridlneho, antifungélneho a antimykobakteridlneho

pdsobenia.

Tab. 2 Chemické nazvy a Struktirne vzorce skiimanych latok

Testovana latka Chemicky nazov

Struktiirny vzorec

PABA-Et-5 ethyl-4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-

jodbenzyliden)amino|benzoat

PABA-Me-5 methyl-4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-

jodbenzyliden)amino|benzoat



PABAN-3

PABAN-5

MK-F-1

MK-F-2

MK-CF3-1

MK-CF3-2

MK-NO2-1

MK-NO:-2

4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-
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DAB-5-K 3,5-bis[(5-chlor-2-hydroxy-3- o}
OH
jodbenzyliden)amino]benzoova kyselina | OH

Cl

Cl

5.3 Metody

5.3.1 Priprava roztoku HEPES

Roztok HEPES (N-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2-etansulfonové kyselina) je pufer
Siroko vyuzivany laboratornych procesoch z dovodu dobrého udrziavania fyziologického
pH, ucinné ¢inidlo na udrzanie Struktiry a funkcie enzymov aj pri nizsich teplotach.

Pufer HEPES bol pri vypracovavani experimentalnej Casti vyuzity pri Cisteni
potkanej krvi, priprave 2 % suspenzie erytrocytov a taktiez ako negativna kontrola
pri merani absorbancie - systém bez pritomnosti hemolyzy.

Priprava pufra prebiehala navdZenim zloZiek podla tabulky 3 a doplnenim
destilovanou vodou do objemu 800 ml. MieSanim sa docielilo rozpustenie zloziek
apomocou pH metru bola odmerand hodnota pH, ktora bola nasledne upravena

na ciel'ovu hodnotu 7,4. Roztok bol doplneny destilovanou vodou do objemu 1000 ml.

Tab. 3 Priprava 10 mM HEPES pufra (1000 ml)

Zlucenina Molarna hmotnost’ Navazka [g] Koncentracia [mM]
[g/mol]
HEPES 238,30 2,383 10
NaCl 58,44 8, 766 150

5.3.2 Priprava 2 % suspenzie erytrocytov

Pri vypracovéavani experimetalnej Casti diplomovej prace bola vyuZivana Cerstva

potkania krv. Krv bola vyluéne dospelych samcich potkanov. Po obdrzani krvi
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nasledovalo jej spracovanie. Ako prvé bola prevedena centrifugacia, pri ktorej sa
docielilo rozdelenie erytrocytov od zvySnych krvnych elementov a plazmy odstredivou
silou. Centrifugacia prebichala za nasledujucich podmienok: pri 5000 ot/min (¢o
odpoveda 2790 g), teplote 5 °C, po dobu 5 mintut. Nasledovalo odsatie plazmy a pridanie
dvojnasobného objemu HEPES pufru, ktorym sme erytrocyty premyvali. Cely tento
proces bol opakovany 2-3x pokial’ nebol supernatant ¢iry. Pri praci sme vyuzivali 2 %

hematokrit, ktory sme vytvorili nariedenim suspenzie erytrocytov HEPES pufrom.

5.3.3 Proces pripravy vzoriek a meranie absorbancie

Prvym krokom pri priprave vzoriek prebiehalo riedenie testovanych latok v skale
koncentracie od 50 mM do 0,01 mM. Riedenie bolo prevddzané latkou DMSO
(dimetylsulfoixid). Vzorky boli pipetované do vopred priradenych jamiek na platnickach
s 200 pl 2% suspenzie erytrocytov postupne, podla klesajiicej koncentracie. Kazda
koncentracia v objeme 2 pul bola testovana v troch jamkéch za cielom vyvarovania sa
chyb aziskania C¢o najpresnejSicho vysledku. Zaroven prebichalo i sledovanie
pozitivnych a negativnych kontrol. Na platnickach sa nachadzalo Sest’ jamiek s HEPES
pufrom, kde sme mohli sledovat’ absorbanciu sustavy bez hemolyzy (negativna kontrola)
a Sest’ jamiek s latkou triton X (s vyslednou koncentraciou roztoku 1 %), ktora potvrdene
lyzuje erytrocyty (pozitivna kontrola). Platnicky boli inkubované pri izbovej teplote a
bez pristupu svetla po dobu 60 minut.

Po ukonceni inkub4cie nasledovala centrifugacia pri 4500 ot/min, 2720 g, teplote
4 °C, pocas 10 minut. V pripade, Ze latky maju hemolyticky uc¢inok, po inkubdcii
a stoCeni buniek bude supernatant zafarbeny, ak hemolyza neprebehla, supernatant bude
Ciry. Supernatant bol odsaty a premiestneny do novej 96 jamkovej cirej platnicky.
Pomocou platnickového readera TECAN bola namerand absorbancia vzorkov pri vlnove;j
dizke 540 nm. Vdaka ziskanym vysledkom absorbancie bola stanovovana schopnost’
sposobovat’ hemolyzu.

Za rovnakych podmienok boli pripravené platnicky bez erytrocytov, iba za
pritomnosti pufru HEPES. Vzorky boli pripravené v rovnakej koncentracnej Skale,
v triplikatoch, Pozitivna inegativna kontrola boli taktiez zahrnuté. Nasledovala
inkubaécia, centrifugéacia a meranie absorbancie v rovnakych podmienkach ako platnicky

s roztokom erytrocytov. Ziskany vysledok bol vyuzity k vyruseniu ovplyvnenia vysledku
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absorpciou pozadia, ktord by mohla mat’ napriklad za nasledok kladnti chybu merania,
zvySovanie absorbancie.
Vysledky boli spracované a vyhodnotené pomocou Microsoft Excel 2016

a GraphPad Prism 8.3.1, taktiezZ hodnoty ECso boli stanovené s vyuzitim tohto softwaru.

5.3.4 Kultivacia buniek

Prvym krokom pri préci s bunkovou liniou je kontrola buniek pod mikroskopom
z dovodu uistenia sa o neporusenosti linie, zistenia konfluencie (tj. pokrytie kultiva¢nej
flase), morfologického zhodnotenia, vylafenia pritomnosti baktérii a plesni.
V lamindrnom boxe nasleduje odsatie vSetkého média nachidzajiceho sa vo flasi.
Opatrne sa prida PBS, ktorym sa bunky oplachnu od zbytkov starého média DMEM
(Dulbeccovo a Eaglovo modifikované medium). Médium obsahuje 10 % FBS (fetalne
hovidzie sérum) obsahujuce bielkoviny, ktoré by zapriCinili nefunkcénost’ trypsinu
v d’alSom kroku. PBS sa odsaje Pasteurovou pipetou. Prida sa trypsin-EDTA (proteaza),
ktora uvol'ni bunky od dna kultiva¢nej fl'asky. Fl'aska sa vlozi do inkubatora na priblizne
1-2 mintty, potom sa poklepanim na bok fl'asky odlepia bunky od dna. U¢inky trypsinu
sa zneutralizuju pridanim rovnakého mnozstva kultivaéného média. Vzniknutd bunkova
suspenzia sa premiesava opakovanim nasdvanim a vypustanim pipetou. Cast’ sa prenesie
do novej fl'asky, zo zvySnej sa pripravi suspenzia. Bunky sa pocitaji pomocou Biirkerovej
komorky a pripravi sa suspenzia s vyZadovanym poctom buniek, ¢ize 150 000 buniek/ml.
Pri hodnoteni viability pouZivame 96-jamkové platnicky, pricom do kazdej jamky je
danych 15 000 buniek, ¢ize pipetovany objem je 100 pl. Na platnicke sa kultivuja bunky
24 hodin, potom nastava pridanie testovanych latok. Inkubécia buniek prebieha

v inkubatore pri teplote 37 °© C a 5 % atmosfére COx.

5.3.5 Stanovenie vplyvu vyvojovych latok na viabilitu HepG2 buniek

Po 24 hodinach od nasadenia buniek na platnicku sa k bunkdm pridd médium
s testovanymi latkami v poZadovanom koncentraénom rozmedzi. Celkovy objem
rozpustadla (DMSO) v médiu musi byt maximalne 1 %, inak uz na bunky posobi toxicky.
Pri stanoveni mame dve kontroly: netoxicku, ktora je tvorend 1 % DMSO (100 %

viabilita) a toxickq, tvorenou 10 % DMSO (100 % Umrtnost’). Bunky su s testovanymi
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latkami kultivované dalSich 24 hodin za Standardnych kultivatnych podmienok.
Nasleduje pridanie ¢inidla CellTiter a bunky sa znovu inkubujt v inkubatore pocas doby
1,5 — 2 hodiny. Po uplynutom c¢ase sa zmeria absorbancia pri 490 nm.

Stcasne sa prevadza i meranie pozadia, to znamena opakovanie rovnakého postupu,
ale bez pritomnosti buniek. Na 96-jamkovu platnicku sa napipetuje médium s latkami,
prida sa CellTiter a po 1,5-2 hodinéch sa zmeria absorbancia. Od ziskanych bunkovych
hodnét sa odpocita pozadie.

Pouzity komeréne dostupny kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay sa radi medzi kolorimetrické metdody merania metabolickej aktivity
buniek na uréenie Zivotaschopnosti buniek. Metéda prebieha pomocou tetrazoliovej soli
MTS acelektron spajacieho cinidla fenazin etosulfatu, PES. PES je intracelularne
redukovany napriklad NADH alebo NADPH (koenzymy oxida¢no-redukénych reakcii
v bunke) a extracelularne vedie k redukcii MTS na intenzivne sfarbeny formazan. Iba
bunky, ktoré si metabolicky aktivne, teda aj Zivotaschopné, st schopné premenit’ MTS
na fialovo sfarbeny formazan. Sleduje sa absorbancia média pri 490 nm, ¢o je absorpéné
maximum formazanu, produktu MTS. Tymto sposobom sme potom schopni zhodnotit’

kvantitu furmazanu, ktera je umerna mnozstvu zivotaschopnych buniek.

Vysledky boli spracované a vyhodnotené pomocou Microsoft Excel 2016

a GraphPad Prism 8.3.1, rovnako hodnoty ICso boli stanovené s vyuZitim tohto softwaru.
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6 Vysledky

6.1 Hodnotenie hemolytickej aktivity testovanych potencionalnych

yza (%)

lieCiv
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Obr. 8 Hemolytické aktivita latok DAB-5-K a PABA-ME-5 pozorovana na potkanich
erytrocytoch

Na Obr. 8 sa nachadzajii namerané hodnoty pri urCovani hemolytickej aktivity
latok DAB-5-K a PABA-Me-5. Pocas vyhodnocovania bola sledovana hodnota ECso -
efektivna koncentracia skuSanej latky, ktord sposobi hemolyticky Uc¢inok na 50 %
sktiSanych erytrocytov. Z nameranych dat je zrejmé, ze obe latky nevykazuju
v testovanom rozmedzi Ziadnou hemolytickt aktivitu, vysledky sa pohybuji v rovnake;j
vyske ako Standard (HEPES pufor). U latky DAB-5-K v8ak hodnota ECso bola vysSia ako
maximalna testovana koncentracia. Takisto u latky PABA-Me-5 nebolo moZné urcit’

hodnotu ECsyp.
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Obr. 9 Hemolytické aktivita latok PABA-Et-5 a PABAN-3 pozorovand na potkanich
erytrocytoch

Na Obr. 9 st zobrazené hemolytické efekty latok PABA-Et-5 a PABAN-3.
U oboch latok bola potvrdena hemolyticka aktivita, ale hodnota ECso bola vysSia ako
nami najvysSia namerand koncentracia. V pripade latky PABA-Et-5 bol pozorovany
hemolyticky ucinok az v najvyssich testovanych koncentraciach (100 pM). Latka

PABAN-3 vykazovala hemolytické G€inky zrovnatel'né so Standardom.
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Obr. 10 Hemolyticka aktivita latok PABAN-5 a MK-F-1 pozorovand na potkanich

erytrocytoch

Na Obr. 10 mézeme vidiet” hemolytické pdsobenie latok PABAN-5 a MK-F-1.

Obe latky vykazuji hemolyticky efekt porovnatel'ny so Standardom, hodnoty ECso urcené

pomocou pocitatového programu GraphPad Prism vSak boli mnohonasobne vyssie ako

najvyssie koncentracie pouzité pri skimani aktivity. V pripade tychto dvoch latok teda

nebol potvrdeny hemolyticky G¢inok v testovanom koncentracnom rozmedzi.

1000
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Obr. 11 Hemolyticka aktivita latok MK-F-2 a MK-CF3-1 pozorovand na potkanich
erytrocytoch

Na Obr. 11 sledujeme vysledné hodnoty percentudlnej hemolyzy latok MK-F-2
a MK-CFs;-1. V pripade latky MK-F-2 sme pozorovali hemolyticky t¢inok na trovni
Standardu, avSak softwarovo bola stanovena hodnota ECso, ktord o niekol’ko radov
prevySovala nasu najvysSie pouziti koncentraciu, takze nebolo mozné ju presne urcit’.
Latka MK-CF3-1 sice potvrdila hemolyticka aktivitu prevysujicu 30 % trovne 100%
hemolytickej kontroly, opat’ to bolo v pripade najvyssie pouzitej koncentracii, hodnota

ECso nebola mozna stanovit’.



46

MK-CF;-2 MK-NO;-1
60+ 60+
£ 40+ = 40+
i L)
& td
= =
L] [=}
5 20- E 204
L £
.
ole o * 4 o o o 0 *® o o 8 g * »
{ 1h 160 1ﬂbﬂ { 1h 160
koncentracia () koncentracia ()

Obr. 12 Hemolyticka aktivita latok MK-CF3-2 a MK-NO>-1 pozorovand na potkanich
erytrocytoch

Na Obr. 12 modzeme vidiet hemolytické posobenie latok MK-CF3-2 a
MK-NO»-1. Latka MK-CF3-2 vykazovala hemolyticky ucinok porovnatelny s HEPES
pufrom, hodnota ECso bola vyS$Sia ako najvyssSie pouzitd koncentricia. Pri zistovani
hemolytickej aktivity latky MK-NO:-1 doslo k hemolytickému u¢€inku na urovni
priblizne 10 % pouZitej hemolytickej kontroly (1 % triton X), hodnotu ECso vSak nebolo

na zaklade ziskanych dat softwarovo mozné stanovit'.

1000
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Obr. 13 Hemolytickd aktivita latky MK-NO»>-2 a destilovanej vody pozorovana
na potkanich erytrocytoch

Na Obr. 13 sa nachadzaji graficky zndzornené vysledky hemolyzy latky
MK-NO»-2 a destilovanej vody, ktora bola pouzita ako Standardné latka na overenie
hemolytického uc¢inku vzhladom k tomu, ze pridavkom destilovanej vody vznika
hypotonické prostredie. Posledna nami testovana latka MK-NO>-2 vykazuje hemolyticky
ucinok na urovni nehemolytického Standardu, spocitand hodnota ECso bola o niekol'ko
radov vysSia ako nami testované najvysSia koncentréacia. V pripade destilovanej vody sa
potvrdil ocakdvany hemolyticky efekt. Na grafe je vidiet ako s rasticim podielom
destilovanej vody bol pozorovany hemolyticky efekt, takZze hodnoty relativnej hemolyzy
st na urovni asponl 10 % pozitivnej hemolytickej kontroly (1 % roztok tritonu X). AvSak
ani pouzitim najvySSiecho mozného objemu destilovanej vody sme nedosiahli hranicu 50

% hemolyzy vzhl'adom k roztoku tritonu X.

1000
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V tab. 4 su zhrnuté data ziskané¢ z hemolytickych stadii, konkrétne hodnotené
koncentra¢né rozmedzie, ktoré nie je u vSetkych latok rovnaké vplyvom zniZzenej
rozpustnosti latok v HEPES pufri. Dalej st v tabulke vypisané najvyssie koncentracie,
ktoré nevyvolavali hemolyticky uéinok (NHU), teda kde nedoslo k prekro¢eniu medze
10 % hemolytickej aktivity pozitivnej kontroly (1 % triton X). Hemolyticky G¢inok bol
pozorovany u celkom troch latok, konkrétne PABA-Et-5, MK-CF3-1 a MK-NO»-1.

Tab. 4 Zhrnutie hemolytického posobenia testovanych latok

Latka Koncentratné NHU
rozmedzie
(»M)
(LM)
DAB-5-K 0,1 -50 50

PABA-Me-5 0,1 -100 100

PABA-Et-5 0,1 -100 50
PABAN-3 0,1 -50 50
PABAN-5 0,1-50 50
MK-F-1 0,1 -100 100
MK-F-2 0,1-50 50
MK-CFs3-1 0,1 -250 100
MK-CF3-2 0,1 -100 100
MK-NO2-1 0,1 -250 100

MK-NO2-2 0,1 -50 50
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6.2 Hodnotenie vplyvu testovanych potencionalnych lieCiv na bunkovu
viabilitu

Pocas zistovania vlastnosti potencionalnych lie¢iv bol sledovany taktiez vplyv
na viabilitu buniek. Popisuje Zivotaschopnost’ po interakcii HepG2 buniek so zvySujucou
sa koncentraciou skimanych latok. Viabilita testovanych potencionalnych lieciv bola
nasledne graficky spracovana, a to zaznamenanim zavislosti viability % na koncentracii.
Taktiez bola sledovand hodnota ICso, koncentracia latky, pri ktorej straca Zivotnost’
polovica kultivovanych buniek. Hodnoty viability su zndzornené percentualne oproti

kontrolnym bunkdm, kde bolo aplikované iba 1 % rozpustadla (1 % DMSO v

Standardnom kultivacnom médiu).
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Obr. 14 Vplyv latok DAB-5-K a PABA-Me-5 na viabilitu HepG2 bunkove;j linie

Na Obr. 14 sa nachadza grafické spracovanie viability buniek po 24 hodinové
aplikacii latky DAB-5-K a PABA-Me-5. V pripade oboch latok doSlo k vyraznému
znizeniu viability HepG2 buniek po aplikacii 100 pM roztoku testovanych latok, kedy
viabilita poklesla v obidvoch pripadoch pod 50 % hranici.
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Obr. 15 Vplyv latok PABA-Et-5 a PABAN-3 na viabilitu HepG2 bunkovej linie

Na Obr. 15 mézeme vidiet' viabilitu buniek po 24 hodinové aplikacii latok
PABA-Et-5 a PABAN-3. Testovana zlu¢enina PABA-Et-5 vyznamne znizovala bunkovu
viabilitu uz v koncentracii 100 uM, k poklesu viability pod 50 % hranicu doslo az pri
pouzitej koncentracii 250 pM. V porovnani stouto latkou sa v poradi 4. testovana
zlucenina PABAN-3 javila viac toxicky, pretoze k vyznamnému zniZeniu viability a to

pod 50 % doslo po aplikacii 100 uM roztoku.



51

1000

PABAN-5 MK-F-1
150 - 200 -
150
= 1001 3
2 £ 100-
=] o
Z gfpd m
.
U T T T T . 1 I] T T T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100
koncentracia (uh) koncentracia (u)

Obr. 16 Vplyv latok PABAN-5 a MK-F-1 na viabilitu HepG2 bunkovej linie

Na Obr. 16 sledujeme viabilitu po 24 hodinovej aplikacii latok PABAN-5
a MK-F-1. Obe latky mali priblizne rovnaky cytotoxicky efekt, kedy k vyraznému
poklesu bunkovej viability doslo po aplikécii 100 uM. V pripade zluceniny PABAN-5
viabilita poklesla na priblizne 50 %, v pripade MK-F-1 bol pokles vyraznejsi, na necelych
40 % viability kontrolnych buniek.
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Obr. 17 Vplyv latok MK-F-2 a MK-CF3-1 na viabilitu HepG2 bunkovej linie

Na Obr. 17 sa nachadza grafické zndzornenie viability po 24 hodinové aplikacii
latok MK-F-2 a MK-CF3-1. Rovnako ako v predchddzajicom pripade obe Studované
latky vykazali priblizne rovnaky cytotoxicky efekt. K vyznamnému zniZeniu viability
doslo po podani 100 uM roztoku testovanych antimikrobialne aktivnych latok a to na
44 % po aplikacii latky MK-F-2 resp. na 57 % po aplikacii 100 uM roztoku latky
MK-CF3-1.
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Obr. 18 Vplyv latok MK-CF3-2 a MK-NO:-1 na viabilitu HepG2 bunkove;j linie

Na Obr. 18 moézeme vidiet’ viabilitu po 24 hodinovej aplikacii latok MK-CF3-2
a MK-NO:-1. U oboch latok sa prejavil vyznamny cytotoxicky efekt, po aplikacii prvej
z dvoch spominanych latok v koncentracii 100 pM doslo k zniZeniu viability HepG2
buniek na zhruba 25 % kontrolnych buniek (1 % DMSO). V pripade 100 uM roztoku
latky MK-NO:-1 bunkov4 viabilita poklesla na priblizne 48 %.
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Obr. 19 Vplyv latky MK-NO>-2 na viabilitu HepG2 bunkovej linie

Na Obr. 19 vidime vplyv 24 hodinového posobenia latky MK-NO>-2 na viabilitu
HepG2 buniek. Z grafického zndzornenia je zrejmé, ze tato latka vykazuje cytotoxicky
efekt, no hodnota ICso bola vysSia ako nami najvysSia pouZitd koncentracia 100 puM.

Vyssie koncentracie boli z testovania vyradené kvoli ich vyzrazaniu v kultivaénom

médiu.
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V tab. 5 st zhrnuté data ziskané z toxicitnych Studii, konkrétne je uvedené
hodnotené koncentraéné rozmedzie, ktoré sa pohybuje v rozmedzi od 0,1 do 500 uM,
s vynimkou prvej testované latky DAB-5-K, ktora bola rozpustna iba do koncentracie
250 uM a poslednej testovanej latky MK-NO»-2, pri ktorej bola z rovnakého dovodu
najvyssia sledovand koncentracia 100 uM. Latka MK-NO»-1 mala najvyssSiu toxicitu
zo vsetkych skimanych latok. Naopak najnizsi vplyv na bunkovu viabilitu vykazala latka

PABA-Me-5, kde hodnota ICs0 304,2 uM bola najvyssia spomedzi testovanych latok.

Tab. 5 Zhrnutie vplyvu testovanych latok na viabilitu HepG2 bunkovej linie po 24

hodinovom po6sobeni testovanych latok

Latka Koncentra¢né rozmedzie ICso

(M) (M)

DAB-5-K 0,1 -250 255,1
PABA-Me-5 0,1 —500 304,2
PABA-Et-5 0,1 —500 201,4
PABAN-3 0,1 —500 143,6
PABAN-5 0,1 —500 163,8
MK-F-1 0,1 —500 172,5
MK-F-2 0,1 —500 132,7
MK-CF3-1 0,1 —500 126,3
MK-CF3-2 0,1 —500 113,1
MK-NO>-1 0,1 —500 108,7

MK-NO»-2 0,1 -100 >100
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7 Diskusia

Hl'adanie a vyvoj novych lieciv zohrava délezitl rolu v zdravotnictve. Uz tisicky
rokov pred nasim letopoctom sa 'udstvo snazilo lie¢it’ r6zne ochorenia lieckmi prirodného
povodu. Postupom cCasu sa zacali rozvijat chemicky pripravené lieCiva az
po najmodernejSie pristupy pripravy liekov. Novy liek by mal priniest nové moznosti
pristupu k liecbe ochorenia, vylepSenie doposial’ pouzivanych liekov a rieSenie pre zatial’
nepoznanu liecbu nelieCitelnych chordb. Prospech a bezpecnost’ pacienta st vzdy
na prvom mieste a ztoho dovodu je nutné vykonat’ velké mnozstvo roznych testov,
vratane zdkladného testovania cytotoxicity, ale i Specializované pristupy ako je
hodnotenie hemolytickej aktivity (Svihlovec et al. 2018). Diplomova praca bola zamerana
na in vivo testovanie cytotoxicity a hematotoxicity vyvijanych lie¢iv. V minulych
Studiach uz bol dokédzany ich antibioticky, antimykoticky a antifungdlny ucinok.
Struktirou sa jednalo o derivaty aminobezoovej kyseliny. Vo vietkych pripadoch bola
aminoskupina substituovand objemnejSim substituentom, rdzne substituovanym
benzylidénom. V troch pripadoch (MK-F-2, MK-CF3-2, MK-NO»-1) aminoskupina bola
nahradend hydrazinylidenovym spojovacim ¢lankom a vo vécSine bola substituovana

alebo nahradend karboxylova skupina.

Podobnou chemickou Struktirou sa vyznacuje zndma skupina antibakterialnych
chemoterapeutik, sulfonamidy. Medzi sulfonamidmi a skimanymi latkami su vyrazné
rozdiely, ako napriklad pritomnost’ sulfonamidovej skupiny. V Struktire sa vSak
nachadzaju aj spolo¢né prvky, ktoré su dolezité pre antibakterialny uc€inok. Vyznamnou
castou je aminobenzén, ktory maju spoloény aje zaroven nevyhnutny
pre farmakologicky efekt zddvodu analdgie kyseliny p-aminobenzoove;j.
U sulfonamidov je vol'nd aromaticka aminoskupina pre Gi€¢inok nevyhnutnd, ale moze byt’
nahradend za tvorby prolieciv. Taktiez v naSich potenciondlnych lie¢ivach je
aminoskupina substituovanad objemnejSim substituentom. Je dodlezité¢, aby bola latka
v neionizovanej forme, pretoze musi prejst’ cez bunkovi membranu dovnutra baktérie.
Mechanizmus t¢inku sulfonamidov je zaloZeny na Struktirnej analdgii a kompetitivnom
antagonizme kyseliny p-aminobenzoovej a zabranuju tak syntéze kyseliny listove;.
Sulfonamidy su baktériostatické, ale Sirokospektré, ich U¢inok pdsobi na G* aj G

baktérie. Jednym z neziaducich ucinkov sulfonamidov je i akatna hemolytickd anémia,
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¢o je dovod, pre¢o bolo potrebné hodnotit hemolytickll aktivitu. Casté podavanie
sulfonamidov vSak viedlo k vzniku rezistencie (Hartl et al. 2012).

Antibiotikova rezistencia je jednym z d6lezitych problémov v zdravotnictve. Je to
vlastne schopnost’” mikroorganizmu odolavat’ u¢inkom antimikrobidlneho prostriedku
vplyvom vysledku génovej mutécie alebo expresiou exogénneho genetického materialu.
Vznik rezistencie podmienuje vel'a faktorov zo strany makroorganizmu, mikroorganizmu
alieku. Medzi ne patria lokalna antibiotikova politika, génové muticie vplyvom
vonkajSiecho prostredia, dostupnost’ zdravotnickej starostlivosti, vysoka spotreba
antibiotik v humannej a veterinarnej praxi a iné. Dolezité je, aby sa viedlo k racionélnej
antiinfek¢énej lieCbe, ktord by mala za nasledok optimalizaciu spotreby antibiotik
a znizenie rezistencie (JarCuska and Liptakova 2004). Svetova zdravotnicka organizacia
WHO v roku 2017 vydala zoznam baktérii, pre ktoré je nutné ziskanie novych antibiotik.
Baktérie boli zoradené do troch skupin podla priority. Medzi tymito baktériami sa
nachadzali aj baktérie Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentny (WHO 2017). Prave
na tychto baktériach arade patogénnych hub boli skisané novosyntetizované latky,
s vynimkou latok MK-F-2 a MK-NO»-2 vykézali latky signifikantni antimikrobialny
1 antifungalny efekt.

In vivo testovanie cytotoxicity a hematotoxicity patria medzi pociatocné
biologické hodnotenia potencionalnych lieciv.

Vicsina skusanych latok vykazovala hemolyticky Gi€inok porovnatel'ny s HEPES
pufrom, nehemolytickym S$tandardom. Hodnoty ECsp uréené pomocou pocitatového
programu GraphPad Prism vSak boli ndsobne vysSie ako najvyssie koncentracie pouzité
pri skiimani aktivity. V pripade latok PABAN-Et-5, MK-CF3-1 a MK-NO;-1 sme
potvrdili hemolyticky efekt, ¢ize doslo k prekro¢eniu medze 10 % hemolytickej aktivity
pozitivnej kontroly (1 % triton X). Pozorovatel'ny hemolyticky efekt nastal aZ pri pouZiti
nevyssie testovanej koncentracie danych latok, kedy pozorovana hemolyza dosahovala
maximalne 30 % urovne pozitivnej kontroly, ¢o ndm neumozZnilo presné spocitanie
hodnoty ECso. VysSie koncentracie latok nebolo mozné otestovat’ z dovodu nizkej
rozpustnosti latok, priCom ich rozpustnost' v suspenzii erytrocytov a bunkovom
kultivaénom médiu bola vyssia v porovnani s HEPES pufrom, ktory bolo nevyhnutné
pouzit’ pre od¢itanie absorbance pozadia, kedy zafarbenie roztoku mohlo vniest’ faloSne
pozitivne vysledky.

V pripade hemolytickej aktivity destilovanej vody, ktora bola pouZzita na overenie

hemolytického uc¢inku, vznikla lyza erytrocytov vyvoland v désledku hypotonického
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So vzrastajiicim mnozstvom sa hemolyticky G¢inok postupne zvysoval, avsak v pripade
posledného testovaného mnozstva bol narast hemolyzy iba necelé 2 % oproti
predchadzajicemu mnozstvu. Tento fenomén mohol vzniknut napr. v dosledku
pritomnosti dvojnasobného mnozstva vody, ktory suspenziu erytrocytov viacej nariedil
a tym padom nebol pozorovany vyraznejsi efekt.

V priebehu sledovania hemolytickej aktivity skiimanych latok bola pouzita
potkania krv. Medzi potkanou a 'udskou krvou sa sice nachadzaju rozdiely, ale je viacero
faktorov, ktoré ovplyvnili vyber potkanej krvi. Prikladom moze byt vyssia dostupnost’,
ale rolu zohréava je hygienické hl'adisko, moznd pritomnost’ ochorenia darcu a nasledné
ovplyvnenie vysledkov, nutnost’ pristrojového a persondlneho zabezpecenia. Taktiez
vyuzivanie potkanej krvi je vel'mi rozsirené, co viedlo k intenzivnej §tidii parametrov
potkanej krvi a ziskaniu podrobnych poznatkov vlastnosti potkanej krvi (da Silveira
Cavalcante, Acker et al. 2015, Starobova, Landa et al. 2006).

Pri toxicitnych Studiach sme si zvolili sledovanie vplyvu latok na viabilitu HepG2
bunkovej linie. Jednd sa o bunky odvodené z hepatocelularneho karcinomu, ktoré su
povazované za zlaty Standard pri zakladnych toxikologickych skriningoch, aj ked’ je ich
biotransformacna aktivita znacne obmedzena v porovnani s primarnymi l'udskymi
hepatocytmi. AvSak dostupnost’ primarnych hepatocytov je do zna¢nej miery obmedzena
z dovodu obmedzeného poctu darcov, naviac sa medzi jednotlivymi darcami moZze
vyskytnut® vyraznd interindividudlna variabilita, ¢o moze skreslit vysledné data.
Vzhl'adom k tomu, Ze HepG2 bunky st nddorovou bunkovou liniou, tak ndm v podstate
poskytuju takmer neobmedzené mnoZstvo buniek, ktoré st uniformné a poskytni nam
dobre opakovatel'né vysledky s ovel'a nizSou finan¢nou zat'azou (Donato, Tolosa et al.
2015).

Vsetky Studované latky vykazali negativne ovplyvnenie viability HepG2
bunkovej linie, avSak hodnoty ICso sa pohybovali v rozmedzi hodn6t 108,7 - 304,2 uM,
pouzité koncentracné rozmedzie bolo od 0,1 uM do 500 uM (s vynimkou prvej testovane;j
latky DAB-5-K, u ktorej bola kvoli obmedzenej rozpustnosti pouzitd maximéalna
koncentracia 250 uM a poslednej testovanej latky MK-NO»-2, pri ktorej bola
z rovnakého dovodu najvyssia sledovand koncentracia 100 uM).

Vzhl'adom k tomu, Ze zatial nepozname plazmatickl G¢inni koncentriciu,

vysledky nemé6Zeme Skalovo delit’ za mélo alebo vel'mi toxické. AZ po zisteni G¢innej
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koncentracii a jej porovnani so ziskanymi nameranymi hodnotami mézeme posudzovat’
bezpecnost’ podavanej latky. Vo vicsine klinicky pouzivanych lieciv sa vSak ucinna
koncentracia pohybuje v rozmedzi jednotiek az desiatok uM, takze z tohto hl'adiska je
mozn¢é latky oznacit’ ako vhodné pre d’alSie testovanie, avsak v pripade latok PABAN-3,
PABAN-5, MK-F-1, MK-F-2, MK-CF;-1, MK-CF3-2, MK-NO:>-1, kedy sa hodnoty ICso
pohybuji pod 200 pM, je treba s d’alsim predklinickym testovanim postupovat’ obozretne
1 z dovodu podavania nasobne vyssich davok pokusnym zvieratam.

Pocas merania absorbancie pri stanovovani hemolytické aktivity potencialnych
novych lie€iv, sme u niektorych hodnét absorbancie zaznamenali zaporné hodnoty,
pripadne sme pozorovali nezvyc¢ajny pokles absorbancie. Tieto hodnoty boli z pouzitych
vysledkov eliminované. Kvoli tomu sa Skala pouzitych koncentracii latok vo vysledkoch
lisi. Dovodom je, Ze pravdepodobne doslo k vyzraZaniu latok, ktoré spdsobila rozdielna
rozpustnost’ (napriklad v krvi a pufri, ako uz bolo spomenuté vyssie). Niekedy je
rozdielna rozpustnost’ i medzi r6znymi druhmi kultivaénych médii (kazda bunkova linia
vyzaduje iné podmienky a teda i iné médium). Prave v dosledku vyzrézania latky potom

moze byt zvySend absorbancia a preto vychadzaju zaporné hodnoty po od¢itané pozadia.

Pri stanovovani vplyvu testovanych potencionalnych lie¢iv na bunkovu viabilitu
bola pouzitd neinvazivna metéda hodnotenia. Dal§im krokom v skimani ué¢inku
potenciondlnych lie¢iv moZe byt pozorovanie pouZitych buniek. NepoSkodenost’ bunky
modze viest knepretrzittmu sledovaniu tkaninovej kultiry, ¢o modze prispiet
k pochopeniu mechanizmov bunkovej smrti. Znizena viabilita pouzitych buniek mdze
byt spdsobend cytostatickym, apoptickym alebo nekrotickym téinkom. U&inok moze byt
definovany pomocou d’alSich eseji, ktoré sa zameriavaji na rozdiely, ako je napriklad

pritomnost’ zapalu, stav membrany a uvolnenie obsahu bunky (Riss and Moravec 2004).

V pripade pozitivnej korelacie vysledkov hodnét ucinne; koncentracie
a vysledkov testov cytotoxicity a hematotoxicity je mozné pokracovat dalej
v predklinickom hodnoteni lieCiva. Nasleduju d’alSie testy toxicity, testy Specidlnej
toxicity, ako su napriklad testy mutagenity, kancerogenity, reproduk¢éné Studie a iné. Ak
by aj tieto testy vysli negativne, pokracuje sa klinickym hodnotenim lieciv, kedy su
testované latky, potencidlne nové lieciva, podavané 'udskym dobrovolnikom. Vyskum
lieciva je velmi =zlozity andkladny proces ziskania ¢o najucinnejSicho

a najbezpecnejsieho lieku (Starobova, Landa et al. 2006).
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8 Zaver

Cielom tejto diplomovej prace bolo urcenie in vitro hemolytického pdsobenia
skimanych latok s potencidlnym antibiotickym a antimykotickym w¢inkom. Dal§im
ucelom bolo stanovenie vplyvu spomenutych latok na viabilitu modelovej bunkovej linie
HepG2 v in vitro podmienkach. Zaroven sa sledoval vzadjomny vzt'ah medzi vysledkami

ziskanymi z testov viability a hemolytickym pdsobenim.

Vicsina skasanych latok vykazovala hemolyticky Gi€inok porovnatel'ny s HEPES
pufrom, nehemolytickym Standardom. V pripade najvyssie testovanej koncentracie latok
PABA-Et-5 (100 pM), MK-CF3-1 (250 pM) a MK-NO-1 (250 pM) sme potvrdili
hemolyticky efekt, ¢ize bola prekrocend hranica 10 % hemolytickej aktivity pozitivnej
kontroly (1 % triton X). VysSie koncentracie latok nebolo moZné otestovat’ z dovodu

niz8ej rozpustnosti latok v HEPES pufri, potrebného na od¢itanie absorbancie pozadia.

Vsetky Studované latky vykazali negativne ovplyvnenie viability HepG2
bunkovej linie, av§ak hodnoty ICso sa pohybovali v rozmedzi hodnot 108,7 - 304,2 uM,
¢o nas vedie k tomu, Ze s latkami, ktorych hodnota ICso je pod 200 pM, je treba v d’alSom
predklinickom testovani postupovat’ obozretne. U latok MK-CF3-1 a MK-NO»-1,
pri ktorych bol potvrdeny hemolyticky efekt, sa zistila hodnota ICs niz$ia ako 200 uM.
Latka MK-CFs-1 vykazovala hodnotu ICso 126,3 pM a litka MK-NO»-1 mala
koncentraciu ICso 108,7 pM. Tretia hemolyticka latka PABA-Et-5 je menej cytotoxicka,
hodnota ICso predstavuje 201,4 uM. V pripade, ze G€inna koncentracia nebude omnoho
niZSia nez toxické koncentracie alebo nebude vyrazne aktivna, je vhodnejsie latky MK-
CF3-1 a MK-NO»-1 z buduiceho testovania vyradit, kvoli ziskanym hrani¢nym alebo
potvrdenym vysledkom dvoch parametrov toxicity. Hemolyza oboch spominanych latok
nastava pri koncentracii 250 pM, pri nizSej koncentracii, je mozné sledovat skor
cytotoxické posobenie. Naopak, latka PABA-Et-5 spdsobila hemolyzu uz pri koncentracii

100 uM a hodnota ICso bola pozorovana az pri koncentracii 201,4 uM.

Az po zisteni u¢innej koncentracii ajej porovnani so ziskanymi nameranymi
hodnotami m6Zeme urcovat’ bezpecnost’ podavanej latky. Vo velkom mnozstve klinicky
pouzivanych lieCiv sa v§ak u¢inna koncentracia pohybuje v jednotkach az desiatkach uM,

takze z tohto hl'adiska je mozné latky posudzovat’ ako vhodné pre d’alSie testovanie.
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