UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

STUDIUM CYTOTOXICITY VYVOJOVYCH BRONCHODILATANCII IN VITRO

DIPLOMOVA PRACE

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Lucie HyrSova, Ph.D.

Hradec Kralové 2020 Michaela Havelkova



,Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. VeSkera literatura
a dalsi zdroje, z nichz jsem pfii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury

a v praci fadn¢ citovany. Tato prace nebyla pouzita k ziskani jiného ¢i stejného titulu®.



Podékovani

Na tomto misté bych rada pod€kovala své Skolitelce PharmDr. Lucii HyrSové, Ph.D.
za odborné vedeni, cenné rady, pfipominky, vénovany ¢as, ochotu a laskavou pomoc nejen pfi

praci v laboratofi, ale také pii sepsani této prace.



Abstrakt
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Néazev diplomové prace: Studium cytotoxicity vyvojovych bronchodilatancii in vitro

Tato diplomové prace je zaméfena na stanoveni vlivu vyvojovych bronchodilatacné
aktivnich latek na viabilitu modelovych naddorovych bunéénych linii lidskych jaternich bunék
HepG2 a lidskych plicnich bunék HCCS827. Tato potencionalni 1é¢iva jsou teoreticky vhodna
k 1é¢bé astma bronchiale a CHOPN. Pifedmétem zkoumani byly latky (VNO14a, VNOI15a,
VNO045b, VN122c¢) odvozené od struktury chinazolinovych alkaloidli vasicinu a vasicinonu,
coz jsou obsahové latky rostliny Justicia adhatoda. Rostlina, pochazejici z Indie, je hojné
vyuZzivana v tradi¢ni ayurvédské mediciné mimo jiné k 1écbé dychacich obtizi. Kombinace
obou alkaloidli vykazuje vyraznou bronchodilataéni aktivitu. Cytotoxické ptisobeni latek bylo
testovano kolorimetrickou metodou métici bunécnou metabolickou aktivitu zaloZenou na
redukci tetrazolinové slouceniny. K posouzeni vlivu na viabilitu byl stanovovan parametr ICs

pro studované latky na obou testovanych bunéénych liniich.

Celkové testovand vyvojova bronchodilatancia vykazovala cytotoxické plisobeni na
jaterni bunéfnou linii HepG2 v iadové 100 pM koncentracich, stejn€ tomu tak bylo
1 v ptfipadé plicni linie HCC827. Vysledné poradi testovanych latek dle zjisténé ICsy pro
jednotlivé typy bunék bylo rtizné. Jako nejvice toxickd pro HepG2 buiiky se jevila latka
VNO15a a nejméné toxickou byla latka VNO14a. Pro bunky linie HCC827 byla nejvice
toxicka testovand latka VN122¢ a nejméné toxicka latka VNO45b.

Vzhledem ktomu, Ze maximalni plazmatickd koncentrace vétSiny klinicky
pouzivanych 1é€iv se v lidském organismu pohybuje maximalné fadové v jednotkach az
desitkach pM, lze konstatovat, ze testované latky se jevi perspektivné z hlediska dalSiho

testovani.



Abstract
Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Student: Michaela Havelkova
Supervisor: PharmDr. Lucie HyrSova, PhD.
Title of diploma thesis: Study of cytotoxicity of newly prepared bronchodilators in vitro

This diploma thesis is focused on the determination the influence of developmental
bronchodilatory active substances on viability of model tumor cell lines of human liver cells
HepG2 and human lung cells HCC827. These potential drugs are theoretically suitable for the
treatment of asthma bronchiale and COPD. The tested compounds (VNO14a, VNOI5a,
VNO045b, VN122¢) were derived from structure of the quinazoline alkaloids vasicine and
vasicinone, which are substances contained in the Justicia adhatoda plant. The plant
originated in India is widely used in traditional Ayurvedic medicine besides others to treat
respiratory problems. The combination of both alkaloids showed significant bronchodilation
activity. Cytotoxic activity of compounds was tested using colorimetric method by measuring
cell metabolic activity based on reduction of tetrazolium compound. The ICsy value was
determined for each studied compound on both used cell lines to assess the influence on cell

viability.

Overall, the tested developmental bronchodilators proved cytotoxic effect on the
hepatic cell line HepG2 and on the lung cell line HCC827 in the order of magnitude of
hundreds pM concentrations. The final ranking of the tested substances according to the ICs
was different for each cell type. VNO15a was the most cytotoxic substance for HepG2 cells,
VNO14a was the least cytotoxic compound. VN122c¢ was the most cytotoxic substance for

HCC827 cells, VN045b showed the lowest cytotoxic effect.

Considering maximum plasma concentration of most clinically used drugs in human
organism, which ranges maximum in order of magnitude of singles to tens uM, we can

conclude that test substances are perspective for further testing.
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1 Seznam zkratek

ACO

BCOS

BMI

cAMP

COPD

CHOPN

DMEM

DMSO

EDsg

FBS

FEV,

FVC

HEPES

ICso

LABA

fenotyp ptekryvu astma a CHOPN (z agl. astma-COPD overlap)

fenotyp ptekryvu bronchiektaze a CHOPN (z agl. bronchiectasis and COPD

overlap syndrome)
index télesné hmotnosti (z agl. body mass index)
cyklicky adenosin monofosfat

chronicka obstrukéni plicni nemoc (z agl. chronic obstructive pulmonary

disease)
chronicka obstrukéni plicni nemoc

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované sérum (z agl. Dulbecco’s Modified Eagle

Medium)

dimethylsulfoxid

sttedni efektivni davka (z agl. median effective dose)
fetalni bovinni sérum

usilovné vydechnuty objem za prvni sekundu
usilovna vitalni kapacita

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (z agl. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonic acid)

polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

dlouze ptisobici 3, adrenergni agonista (z agl. long acting 3, adrenergic

agonist)



LAMA dlouze plisobici antagonista muskarinovych receptorii (z agl. long acting

muscarinic antagonist)
LDs sttedni smrtna davka (z lat. dosis lethalis media)

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolinum]

PBS fostatovy pufr (z agl. phosphate buffered saline)

PDE fosfodiesteraza (z agl. phosphodiesterase)

PES fenazin ethosulfat (z agl. phenazine ethosulfate)

SABA kratce plsobici B, adrenergni agonista (z agl. short acting 3, adrenergic agonist)
SAMA kratce plsobici antagonista muskarinovych receptorti (z agl. short acting

muscarinic antagonist)

ULABA ultra dlouze plisobici B, adrenergni agonista (z agl. ultra long acting 3,

adrenergic agonist)

ULAMA ultra dlouze plisobici antagonista muskarinovych receptort (z agl. ultra long

acting muscarinic antagonist)



2 Uvod

Stanoveni cytotoxicity testovanych latek na bunéénych modelech in vitro patii mezi
testy pouzivané v preklinickych studiich pii procesu hodnoceni novych 1é¢iv. Pro uvedeni
1éCivé latky na trh je povinné vykonat tyto preklinické testy zjistujici vysledky toxicity, kdy
musi zadatel o registraci dolozit na zaklad¢ svych vysledkii testdi, Ze jsou splnéna kritéria

neskodnosti potenciondlnich 1é¢iv (Liillmann et al. 2012).

Snaha vyvijet nova bronchodilatancia je predev§im z diivodu neoptimalni ucinnosti
nyni pouzivanych lé¢ivych latek. Napiiklad co se tyce teofylinu, je jeho hlavnim problémem
uzké terapeutické okno nebo v ptipadé B, agonistl vyskyt nezddoucich u€inkl z diivodu jejich

netplné selektivity (Spuldk et al. 2014).

Tato prace se zabyva latkami, které vznikly modifikaci struktury ptirodnich
obsahovych latek — alkaloidl ziskanych z rostliny Justicia Adhatoda. Tyto dva chinazolinové
alkaloidy vasicin a vasicinon maji mimo jiné bronchodilata¢ni aktivitu. Rostlina je vyuzivana

predevsim v tradi¢ni ayurvédské medicin€ pro celou fadu indikaci (Kumar et al. 2010).

Testované latky s bronchodilata¢ni aktivitou by se v budoucnu daly vyuzit v terapii
obstruk¢nich plicnich nemoci jako je astma bronchiale a/nebo chronicka obstrukéni plicni
nemoc (CHOPN), jelikoZ ob& onemocnéni jsou pomérné zdvazna a doposud neexistuje idealni

bronchodilatans.

CHOPN je tfeti nejcastéjSi pfi¢ina umrti na svét€ a v roce 2017 toto onemocnéni
zpusobilo pfiblizné 3,2 milionu umrti celosvétové (Halpin et al. 2019). Z metaanalyzy
hodnotici 194 studii vyplyva, ze celosvétova celkova prevalence CHOPN je 9,23 % u muza
a 6,16 % u zen (Ntritsos et al. 2018). V Ceské republice umrtnost v roce 2015-2016 dosahla
hranice 3 500 osob a pocet hospitalizovanych bylo 16 000 (Koblizek et al. 2018).

Bronchidlnim astmatem na svété trpi vice nez 300 miliona lidi a asi 250 000 na
nasledky tohoto onemocnéni zemie, ale prevalence dle lokalni statistiky se podle
epidemiologickych studii vyznamné li§i. V ramci Ceské republiky jim pak trpi kazdé desaté
dit¢ a témét kazdy dvanacty dospély, ale také se zde vyskytuje spousta nediagnostikovanych
astmatiki. Umrtnost se v CR pohybuje kolem 100 osob ro¢né (Salajka a Sedlik 2019,

Novosad a Krémova 2018).
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Hodnoceni lé¢iv

Cely proces od zahajeni vyzkumu po uvedeni 1é¢iva na trh trva 12 — 15 let. Jedna se
Z ptiblizné¢ 10 000 latek se budoucim 1é¢ivem stane pouze 1 latka. Na zacatku vyvoje stoji
objev novych struktur nebo vyzkum jiz zndmych molekul. Mezi zakladni postupy ziskani
novych 1é¢iv patii modifikace struktury jiz zndmé latky, syntéza analogl pfirozenych latek,
testovani latek ptirodniho ptivodu a jejich farmakologickych vlastnosti, nové pouziti znamé
latky a systematicky screening vybranych molekul (Liillmann et al. 2012, Souckova et al.

2015).

Proces hodnoceni novych 1é¢iv zahrnuje preklinické studie a klinické studie.
Hodnoceni obvykle probiha v po sob¢ nasledujicich fazich na ¢tyfech testovacich systémech

in silico, in vitro, in vivo a in homo (Andrade et al. 2016).

3.1.1 Preklinické studie

Preklinické studie nas informuji pfedevSim o uCincich a toxicit¢ novych latek.
V preklinickych studiich se vyuZzivaji nasledujici testovaci systémy in vitro a in vivo.
Na in vitro modelech (jako jsou napfiiklad izolované buiky, tkané€, organy) se testuje
predevsim toxicita a farmakologické vlastnosti. Pfes veSkerou snahu snizeni poctu pokusnych
zvitat pomoci zlepSovani metod u testovacich systémul in vitro nelze zivé modely nahradit
zejména z divodu nutnosti ovéfeni ucinnosti a bezpecnosti latky na organové systémy se
vSemi vazbami, které jsou piitomny pouze v komplexnim zivém organismu. Nejcastéji se
testy provadi na zdravych zvitatech, ale obCas 1 na zvifatech, u kterych se uméle navozuje

dané experimetalni onemocnéni (Liillmann et al. 2012, Souckova et al. 2015).

Béhem preklinického vyvoje musi potenciondlni kandidat na nové léCivo projit
nékolika kroky zahrnujici testy farmakodynamiky, farmakokinetiky a toxicity. Mezi testy
toxicity fadime tfi zdkladni skupiny test a to akutni, pfi nichz je testovana toxicita po

jednorazovém podani, dale chronické, kdy je zjiStovana toxicita po opakovaném podani
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a testy specialni toxicity zahrnujici testy mutagenity, kancerogenity a reprodukc¢ni studie

(Andrade et al. 2016, Souckova et al. 2015).

Testy farmakokinetiky a farmakodynamiky

Cilem testii farmakokinetiky je odhaleni chovani potencionalniho 1é¢iva v organismu
na urovni absorpce, distribuce, metabolismu a eliminace. Farmakodynamické testy popisuji
vztah mezi danou koncentraci a rozsahem specifické odpovédi a ukazuji nam, co dana latka

dela s télem (Edwards et al. 2007, Van den Anker et al. 2018).

Toxicita po jednorazovém podani — akutni toxicita

Testy akutni toxicity jsou dilezitym prvnim krokem pii stanoveni bezpecnostniho
profilu. Diive se zjiStovala tzv. stfedni smrtnd davka (LDsy — dosis letalis media), coz
znamena, Ze po podani latky byla zpsobena 50% tmrtnost u pokusnych zvitat. Dnes jiZ neni
nutné ji zjiStovat, je preferovano stanovit maximalni tolerovanou davku. Z tohoto testu se

poté muze urcit davka pro opakované podani (Edwards et al. 2007).

Toxicita po opakovaném podani

Pti zjistovani toxicity po opakovaném podani by v idedlnim piipadé méla byt cesta
podani latky pokusnému zviteti stejné jako u Clovéka. Davky podavané zvifatim by mély byt
o néco vyssi a doba trvani studie by méla byt o néco delsi, nez je planovana délka podani
u clovéka. Pro studie opakovanych davek protokoly vyzaduji pouZiti tfi Grovni davek plus
kontrolni skupiny a pouziti obou pohlavi jak hlodavce, tak i nehlodavce. Pifed zahajenim
studie a v jejim prabéhu jsou sledovany zmeény télesné hmotnosti, parametry krve, piijem
potravy, hematologické vySetfeni a dal$i vhodné parametry. Jako zavére¢né vySetieni je
vyzadovano makroskopické vySetfeni pii pitvé, stanoveni hmotnosti organti a kompletni

histopatologické vySetieni tkani zvitat (Edwards et al. 2007).

Testy specialni toxicity
Studie mutagenity slouzi k odhaleni latek s mutagennim potencialem. Poskytuji udaje

o schopnosti potencialniho 1é¢iva poskodit geneticky material. Studie kancerogenity probiha;ji
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u hlodavct dlouhou dobu, témér po cely zivot zvifete (18 meésicti az 2 roky), aby se urcilo,
zda dana latka ma schopnost iniciovat nebo podporovat vyvoj nadord. Thalidomidova aféra
zpusobila potfebu hodnotit potencionalni 1é¢iva v reprodukénich studiich. V ramci
reproduk¢nich studii jsou hodnoceny tfi podtypy studii. Prvni podtyp hodnoti ucinek
potencionalniho 1éciva na fertilitu. V této studii jsou chovana zvitata pouze jednoho druhu
(nejcastéji potkani nebo kralici). Obéma pohlavim je latka podavana dva nebo vice tydnii pred
pafenim a samicim se latka podéava jeste urcitou dobu gravidity. Druhym podtypem je studie
embryotoxicity. Matei'ska zvifata jsou vystavena testovaci medikaci v obdobi embryogeneze
(organogeneze) a t¢hotna zvifata jsou obvykle usmrcena kratce pfed terminem porodu pro
podrobnou studii plodu. Tteti podtyp hodnoti toxické ucinky béhem pozdniho téhotenstvi,
porodu a laktace (Edwards et al. 2007, Liillmann et al. 2012).

Testy je vétSinou nutné provadét na zvifatech obou pohlavi a na minimalné¢ dvou
zvitecich druzich, pfi¢emZ jeden druh musi byt hlodavec a druhy nehlodavec. Z hlodavcii se
pfedev§im pouzivd mys laboratorni, potkan laboratorni, morée domdaci nebo kiecek syrsky.
Z nehlodavct se nejcastéji pouziva kralik domaci, pes domaci nebo kocka domaci. Veskeré
testy, procesy a zkousky musi byt provadény v souladu se spravnou laboratorni praxi.
Nedilnou soucésti spravné laboratorni praxe je dodrzovani etickych principli zachazeni
s pokusnymi zvifaty na akreditovanych pracovistich. Cilem preklinickych studii je zjistit
predevsim bezpecnost potenciondlniho 1é¢iva a najit dikazy o u¢innosti latky (Andrade et al.

2016, Edwards et al. 2007, Souckova et al. 2015).

3.1.2 Klinické studie

Klinické zkouseni se déli do ¢tyi fazi. Je zahajeno fazi I, kterd obnasi prvni podani
potenciondlniho 1é¢iva €loveku. U zdravych dobrovolnikli se pfezkousi, zda ucinky latky,
které byly pfitomny u pokusnych zvifat, jsou pifitomné i u clovéka. Zjistuje se

farmakokinetika, ovlivnéni télesnych funkci a urcuje se davka.

Ve fazi I se na vybranych pacientech testuje, zda potencidlni 1é¢ivo plisobi proti dané

chorobé. Déle se testuje bezpecnost, G€innost, farmakokinetika a dochazi k pravé davky.

Nasledné ve fazi 111 se u vétSiho mnoZzstvi pacientii porovnava terapeutickd uspésnost

latky se standardni terapii nebo placebem. Nasleduje proces registracniho fizeni na zakladé
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podéani zadosti vyrobcem. Zadatel musi dolozit, Ze kritéria UCinnosti a neskodnosti jsou

splnéna.

Po schvaleni a registraci se nové 1é¢ivo uvadi na trh jako 1€k. V pribehu pouzivani
probiha IV. faze klinického testovani, kdy jsou sledovany pfedevSim nezadouci ucinky

(Liillmann et al. 2012).

3.2 Vybrané metody stanoveni cytotoxicity (testy cytotoxicity)

Jedna z prvnich véci, kterou musime rozhodnout pied vybérem spravného testu je to,
co chceme na konci stanovit. Jsou dostupné riizné testy, které detekuji usmrcené bunky (test
cytotoxicity), respektive zivotaschopné bunky (test viability) a rovnéz je mozné rozlisit
mechanismus bunééné smrti — tedy zda bude dochazet k apoptéze nebo nekréze bunck
(Anonym 2009). Pii testovani toxického plisobeni mohou byt sledovany rlizné parametry.
Cytotoxicita mize byt hodnocena kvantifikaci uvolnéné slozky jako je laktat dehydrogendza,
adenylat kindza a nasledné meéfena aktivita uvolilovaného enzymu v kultivaénim
supernatantu. Alternativou miize byt méfeni intracelularni enzymové aktivity, kterd je
ztracena pii tniku do extracelularni tekutiny. Dal§im zptisobem hodnoceni je méfeni bunécné
metabolické aktivity, kterou lze stanovit redukci tetrazolinovych soli na barevny formazan
nebo redukci resazurinu na fluorescen¢ni resorufin. Nakonec Ize cytotoxicitu stanovit pomoci
bioluminiscencni detekce adenosintrifosfatu (ATP), ktery hraje hlavni roli v procesech
vymény energie v biologickych systémech, a proto je spolehlivym znakem Zivotaschopnosti

bunky (Peternel et al. 2009).

Kazda in vitro bunétna kultura piedstavuje heterogenni populaci, ktera v pfipadé
vystaveni bun€k piisobeni toxinu neodpovida jednotné. V disledku této heterogenity bunécné

populace predstavuji data primérny signal (Anonym 2009).

3.2.1 Charakterizace metodologického pristupu k testovani

Testy pouzivané pii stanoveni cytotoxického pusobeni se vyrazné lisi. Existuji dva
zakladni pfistupy: bud’ jsou buiiky nasazeny na kultivacni desti¢ky a nechaji se urcitou dobu
ptfed pfidanim testované latky usadit nebo mohou byt buniky nasazeny na desticky, které jiz

obsahuji testované latky (Anonym 2009).
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Doba expozice toxinu se muze lisit od méné nez hodiny po né€kolik dni. Pokud latky
zpuisobuji okamzité nekrotické poskozeni bunck, 1ze pouzit kratkou dobu expozice, jestlize
toxiny inhibuji bunécnou proliferaci, musime pouzit delsi dobu expozice. Vhodnéjsi jsou
rychlé testy napi. 1 z divodu snizené pravdépodobnosti moznych interakci testované
slouceniny s ostatnimi chemikaliemi (jako je napft. pouzité rozpoustédlo nebo ptfimési pouzité
v kultivaénim médiu). Typicky se hodnoti cytotoxické piisobeni latek po 24 resp. 48 hodinach
od pridani zkoumané latky (Anonym 2009).

3.2.2 Faktory ovliviiujici vybér testu

Jednim z prvnich faktorl, které je tfeba vzit v uvahu, je snadné pouziti, citlivost
detekce a doba potiebnd k provedeni a vyhodnoceni experimentu. RovnéZ stabilita
detekovan¢ho signdlu a stabilita pouzitého cinidla je ddlezitym hlediskem pro snadné
a spolehlivé zaznamenavani dat. Cinidlo by mé&lo byt stabilni pii pokojové teploté po uréitou

dobu, aby bylo mozné ¢inidlo nadavkovat do mikrotitraénich desti¢ek (Anonym 2009).

3.3 Invitro modely

Sedesatych let minulého stoleti. Zacaly se pouZivat pfedev§im ke sniZeni poctu
experimentalnich zvirat, tedy z etickych iekonomickych diavodi (Gad 2000). Testovaci
systémy zaloZené na pouziti bunéénych linii maji tedy vyhodu predev§im v tom, Ze postrada;ji
pfitomnost experimentalnich zvifat, hlavni nevyhodou je relativni jednoduchost téchto
modell (Piersma 2006). Zminovana jednoduchost modeli, vSak miize byt i vyhodou. Vétsina
experimentalni prace se totiz provadi na nadorovych bunéénych liniich, které jsou na rozdil
od primarnich bunék dediferencované, tedy postradaji urCité specifické rysy, které jsou
typické pro primarni bunky. Primdrni kultury jsou ziskané pfimo z ur¢itého typu tkané,
jakmile vSak dojde k pasazi bungk, kultura jiz neni primarni, stdva se bunécnou linii. Déle je
pro nadorové linie charakteristické neustalé déleni buné€k, coz poskytuje prakticky nekonecné
zasoby bun¢k a zajistuje i dobrou reprodukovatelnost vysledka na rozdil od primérnich bunék
ziskanych od riznych darct, kde je tfeba pocitat s velkou interindividudlni variabilitou.
Zakladni rozdily mezi nadorovymi bunéénymi liniemi a primdrnimi buiikami jsou shrnuté

v Tab. 1 (Anonym 2016).
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Tab. 1 Rozdily mezi primarnimi buiikami a nddorovymi bunécnymi liniemi.

Primarni bunky Nadorové bunééné linie
Aplikovatelnost na cely oo ) L
pomérné dobra orientacni
organismus (in vivo)
Dostupnost Spatna velmi dobra
Cena vysoka pomérné levné
Reprodukovatelnost 5 ) )
Spatna dobra
vysledki
Diferenciace bunék diferenciované dediferencované
Zivotnost kratka velmi dlouha

Modifikovano dle: Anonym (2016)

Pro rist bun¢k v kultufe existuji dva zakladni systémy. Prvnim je suspenzni kultura,
coz znamena, ze bunky jsou rozptyleny volné v kultivaénim médiu. Pouze né¢kolik typt bun¢k
roste v tomto systému (napf. hematopoetické), ale neékteré dalsi bunécné linie se daji upravit,
aby mohly byt v tomto systému kultivovany. Pro stimulaci ristu miize byt kultura zfedéna,
jelikoz riist je omezen koncentraci bun¢k. Druhym typem je adherentni kultura, ve které roste
vétSina typl bunék vcetné primarnich. V adherentni kultufe jsou buiiky pfilnuty k povrchu,
jelikoZ jsou zavislé na ukotveni. Tato kultura vyzaduje pravidelné pasaZovani, jelikoZ je
omezen rust povrchovou plochou, ale na druhou stranu je mozné snadno kontrolovat riist

pomoci inverzniho mikroskopu (Anonym 2015).

Pivod a typy bunc¢k pouzivané v hodnoceni cytotoxicity jsou Casto vybirdny na
zéklad¢ konkrétnich cili projektu nebo sledovaného cilového organu testovaného
potencidlniho 1é¢iva (Anonym 2015). Dostupna je pestra Skéala bunécnych linii zahrnujici
jaterni, ledvinné, plicni, srde¢ni, kozni, nervové bunky a mnoho dalSich (Gad 2000). Bez
ohledu na zvoleny model je dulezité stanovit staly a reprodukovatelny postup, coz se tyka
reprodukovatelnosti vysledkli nejen v rdmci jedné laboratoie, ale vysledky by meély byt

srovnatelné v riznych laboratofich (Piersma 2006).

Vysledky mtze déle ovlivnit i pocet bun€k nasazenych na jamku a doba kultivace pied
provedenim experimentu véetné denni doby (Du Pré 2014). Udrzba a manipulace
s bunéénymi kulturami by mela byt v kazdém kroku standardizovéana a validovéna. Citlivost
testu muze byt ovlivhéna mnoha jemnymi faktory vcéetné poméru povrchu k objemu

kultivacniho média, kdy pii pouziti nadmérného objemu média bude probihat horS$i vymeéna
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plynii, naopak pii pouziti nedostatecné¢ho objemu kultivaéniho média miize dojit ke zkresleni
vysledki v disledku odpatfovani kapalné c¢asti média a tim i zakoncentrovani roztoku

(Anonym 2009).

3.3.1 2D a 3D bunééné modely

Bunécné kultury in vitro se pouzivaji pro pochopeni mechanismt, které jsou zékladem
chovani bun¢k in vivo. Stale je ve vétsin¢ piipadii pouzivan tradicni model dvojrozmérné (2D)
bunécné kultivace, ktery je v ptipad¢ adherentnich bunéénych linii, zaloZen na pfilnuti bunck
na dno jamky mikrotitracni desticky. Ackoli jsou tyto piistupy dobfe piijimany a vyznamné
pokrocily v nasem chédpani bunécného chovani, stale nartstajici dikazy ukazuji, ze za
urcitych okolnosti mohou 2D systémy vést k bunécné biologické aktivité, kterd se vyrazné lisi
od odpoveédi in vivo. V prosttedi in vivo jsou builkky obklopeny jinymi bunikami
a extracelularni matrix, tzn. rostou v 3D prostiedi, tudiz 2D struktura adekvatné nezahrnuje
toto ptirozené 3D prostiedi. Vysledkem je, ze 2D kultivacni testy nékdy poskytuji zavadéjici
udaje. Z tohoto divodu je vhodngjsi pouzit 3D bunécné kultury, které lépe napodobuji

podminky v zZivém organismu (Duval et al. 2017, Edmondson et al. 2014).

2D modely

Ve 2D jsou buiiky adherentni bunééné linie pfilnuté k povrchu kultivacniho plastiku,
¢imz je poskytnuta jejich mechanickd podpora. V této bunééné kultufe je buitkkam umoznén
ptistup k podobnému mnozstvi zivin a rustovych faktorti, coz vede k homogennimu rastu.
Vrstva bun€k je slozena pfedevSim z proliferujicich buné€k, jelikoz nekrotické buniky se
z povrchu oddé€luji a pfi vyméné média se odstrani. Buiiky jsou zde nepfirozené nataZzeny na
povrchu, coz muze ovlivnit mnoho bunécnych procesti, piedev§im proliferaci, diferenciaci,
apoptozu a genovou expresi. Proto tento model nedostatecné nenapodobuje prostiedi in vivo
a buniky se nechovaji tak jako v organismu. Jejich vyhodou je predevSim jednoduchost
provadéni experimentd, ale vétSina téchto metod nezajist'uje kontrolu nad tvarem bunék, ktery

muze byt kriticky pro jejich biologickou aktivitu (Duval et al. 2017, Edmondson et al. 2014).
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3D modely

Ve 3D kultute tvoti buiky agregaty nebo sféroidy. Jsou zde pfitomny vzajemné

interakce mezi buiikami a mezi builkami a extracelularni matrix, které vice napodobuji

prostiedi in vivo a morfologie bun¢k je vice podobna tvaru buné¢k v organismu. Sféroidy

nadorovych bunék jsou heterogenni, obsahuji bunky v rtiznych stadiich. Proliferujici bunky se

vyskytuji ve vnéjsi oblasti, klidové buniky ve stiedni oblasti a nekrotické ve vnitini oblasti jak

je znazornéno na Obr. 1. Jejich hlavni vyhodou je, ze 1épe napodobuji tkanové struktury

a prosttedi in vivo, tudiz 1épe predikuji in vivo odpovédi na testované latky (Duval et al. 2017,

Edmondson et al. 2014).

Tumor spheroid

o -

Proliferation

Gradient of O,, nutrients

) and assay reagents
Necrosis ¥ g

Quiescence

Obr. 1 Sféroid z nadorovych bun¢k — Cervena barva znazornuje bunky nekrotické, zluta barva

bunky v klidovém stadiu a zelenou barvou jsou zobrazeny proliferujici buiiky.

Ptevzato z: Promega (2020)

Rozdily mezi 2D a 3D strukturami

1.

Rozdil ve fyzikalnich a fyziologickych vlastnostech. Zatimco ve 2D jsou
buniky natazeny v nepfirozeném stavu na plochém dné kultivaéni desticky,
buniky ve 3D si zachovavaji normalni tvar.

Rozdil vexpresi a prostorové organizaci povrchovych receptorti
a kancerogennich genii. Bylo zjisténo, Ze extracelularni matrix diktuje
organizaci bunék a jejich jader prostfednictvim nepftetrzité sité¢ spojeni a tak
fidi expresi gentt (Lelieévre et al. 2017). Uspofadani bunécéného jadra,
predevsim chromatinu fidi reakci bun€k na vnéjsi podnéty, a jelikoz buiky
rostouci v 2D vrstvé jsou ve stresu, mlize se také ménit mira exprese fady genti
v diasledku tohoto neptirozeného stavu.

Rozdil v bunéénych stadiich. Buiiky ve 2D struktuie jsou vétSinou proliferujici
buiiky, zatimco ve 3D struktuie jsou obvykle v rtiznych stadiich.
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4. Rozdil v dostupnosti latek do bun¢k a mistniho pH. Zatimco ve 2D kultufe
latky vcetné 1é¢iv difunduji do bunék rovnomérné, diftize do bunck ve sféroidu
muze byt rizna v zavislosti na umisténi builky ve sféroidu (Edmondson et al.

2014).

V nékterych pfipadech jsou 2D studie proveditelnéjsi a jsou povazovany za jakysi
zlaty standard, kdezto v jinych ptipadech 3D studie ptinesou piesnéjsi vysledky, které jsou

1épe aplikovatelné na cely organismus. (Duval et al. 2017).

3.4 Bronchodilatacni terapie

Bronchodilatancia jsou 1é¢iva urcené piedevsim pro 1écbu obstrukénich respiracnich
onemocnéni jako je chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) a astma bronchiale. Obé¢
onemocnéni se vyznacuji omezenim pratoku vzduchu. Bronchodilatacni terapie miize snizit
pfiznaky obstrukce dychacich cest uvolnénim hladkého svalstva, dochazi tedy

k bronchodilataci (Williams a Rubin 2018).

3.4.1 Astma bronchiale

Definice

Astma bronchiale je chronické zanétlivé respiracni onemocnéni. Je charakterizované
bronchidlni obstrukci, ktera je reverzibilni. Na celém svété je odhadovan pocet astmatiki na
vice nez 300 milionti a pocet stale roste. Jeho vznik je nejCastéji v détském veéku. Stava se
necast€jsi chronickou nemoci u déti. Astma neni plné€ vylécitelné, avSak je mozné ho mit plné

pod kontrolou (Kottova et al. 2008, Salajka a Sedlak 2019).

Etiopatogeneze
Aby byl zanétlivy proces aktivovan, je nutnd pfitomnost alergenu (antigenu), ktera
vede k uvolnéni IgE protilatek prostfednictvim bunék prezentujicich antigen. Tuto odpovéd’

organismu na piitomnost alergenu lze rozd¢lit na casnou a pozdni fazi.

V Casné fazi dochdzi k navazani antigenu na IgE protilatky, coz vede k uvolnéni

zanétlivych mediator (jako jsou histamin, leukotrieny, prostaglandiny a dalsi). Tyto
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medidtory okamzité zpusobi brochokonstrikci — kontrakei hladkych svalli cest dychacich

(Jayasinghe et al. 2015).

V pozdni fazi je také ptitomna bronchokonstrikce, ktera se ale nevyskytuje ihned po
expozici antigenu, ale o n€kolik hodin pozdéji. Nejvice se na ni podileji eozinofily, které
zpusobuji alergicky zanét. Disledkem téchto d&ji dochazi k remodelaci pradusek.

(Jayasinghe et al. 2015). Cely mechanismus vzniku astmatu je zobrazen na Obr. 2.

v Antigen Low-Affinity Interactions
(Small Amount of Antigen) — Inhibition

IL-3, IL-5, GM-CSF

Interactions
(Large Amount

of Antigen) CD40

Granule Proteins
PAF, LTC,

Histamine, Cytokines, * -
Proteases, PGDy,, LTC; «

IL-3, IL-5, GM-CSF

Obr. 2 Mechanismus vzniku astmatu.

Prevzato z: Allergic response (2020)

OvSem astma miZe vznikat 1 bez pfitomnosti alergenu tzv. nealergické kdy pfic¢inou
muze byt chlad, stres, fyzickd namaha, viry. Tyto faktory pravdépodobné stimuluji drazdivé
receptory senzorickych nervli a uvolnéni neuromediatorti, které aktivuji mastocyty a dalsi

prozanétlivé bunky (Jayasinghe et al. 2015, Kottova et al. 2008).

Rizikové faktory

Pricinnou mohou byt jak genetické, tak i vnéjsi faktory. Podminkou vzniku astmatu je
predevs§im opakovany kontakt s alergenem. ZvySené riziko maji pacienti, ktefi trpi atopickym
ekzemém nebo jim trpeli v détském veéku a také pacienti s alergickou rymou. Toto riziko se

zvySuje spolu s rodinnou predispozici (Kottova et al. 2008, Salajka a Sedlak 2019).
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Klinické priznaky

Nejcastéjsimi projevy jsou opakujici se epizody dusnosti, piskotl, drazdivého kasle
a pocit tihy na hrudi ¢astéji v noci nebo rano. Astma mize vzniknout v jakémkoli véku.
Onemocnéni je charakteristické velkou variabilitou ptiznaki a celkového stavu. Astma je
mozné klasifikovat do tii skupin dle urovné kontroly: astma pod kontrolou, pod caste¢nou

kontrolou a pod nedostate¢nou kontrolou (Salajka a Sedlak 2019).

3.4.2 CHOPN

Definice

CHOPN je zavazné chronické onemocnéni dolnich dychacich cest charakterizované
omezenim prutoku vzduchu v priuduskéach zptisobené bronchidlni obstrukci, ktera neni plné
reverzibilni. Bronchidlni obstrukce obvykle ¢asem progreduje a je zptisobena abnormalnimi
zménami dychacich cest, které vznikaji v disledku zanétlivé reakce na dlouhodobou expozici

Skodlivym ¢asticim (Koblizek et al. 2019, Kotolova a Hammer 2018).

Rizikové faktory

Hlavnim rizikovym faktorem nemoci je dlouhodobé koufeni, tudiz zakladnim
pfistupem ucinné 1éCby je odstranéni expozice tabakového koute (Zatloukal 2007). Takeé
pasivni koufeni je nebezpecné. Rizikovym faktorem miZze byt i dlouhodobé vystaveni
zne€iSténému vzduchu napi. smogu, nebo skodlivindm vyskytujicim se v pracovnim prostiedi
(Koblizek et al. 2019). Svou roli v rozvoji onemocnéni miize hrat také geneticka predispozice

a vék nad 40 let (Kotolova a Hammer 2018).

Klinické priznaky a klasifikace

Hlavnim projevem nemoci jsou exacerbace neboli akutni epizody duSnosti.
Exacerbace je nejCastéji vyvolana bakteriemi, viry nebo znecisténym ovzduSim v exteriéru
1 interiéru a pii zméné pocasi. Pfi akutnich epizodach dusnosti se celkoveé zhorSuje zanét, kdy
ve sputu miZzeme najit vétsi mnozstvi zanétlivych bunck. Tuto nemoc miZeme klasifikovat
do ctyt stadii (I — lehké stadium, II — stfedné t€zké stadium, III — tézké stadium, IV — velmi
tézké stadium) podle zavaznosti ptiznakl a dle spirometricky naméfené hodnoty FEV, (FEV,

— usilovné vydechnuty objem za 1 sekundu) a dle poméru FEV/FVC (FVC — usilovna vitalni
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kapacita), jehoz snizeni pod 0,70 dokazuje ireverzibilni obstrukci. Jednotliva stadia s popisem
ptiznaki a spirometrickou charakteristikou jsou uvedena v Tab. 2. Typickym ptiznakem je
produktivni kaSel a chronickd dusnost zplisobena bronchidlni obstrukci. Kvili pfitomné
dusnosti se snizuje tolerance fyzické namahy. V pozdéjSich stadiich muze dochazet
k respiracni insuficienci a k rozvoji cor pulmonale. Podle stadia onemocnéni se také odviji

1é¢ba (Kolek et al. 2011, Zatloukal 2007).

Tab. 2 Klasifikace CHOPN podle tize.

Stadium Spirometricka charakteristika Klinicka charakteristika
I- FEV1/FVC <70 % Pacient s chronickymi nebo bez
lehké FEV1 > 80 % NH chronickych Prlzqaku (}(gs?lj ’
expektorace); pacient si jeSt€¢ nemusi
uvédomovat, ze jeho funkce plic je jiz
abnormalni
I - FEV1/FVC <70 % Pacient s chronickymi nebo bez
stFedns 50 % < FEV1 < 80 %NH chronickych ptiznaku (kasel,

expektorace); ptiznaky obvykle progredu;ji

tézké a objevuje se namahova dusnost; v tomto
stadiu vétSinou pacient vyhledava
lékatskou pomoc pro dusnost nebo
exacerbaci

III - FEVI/FVC <70 % Pacient s chronickymi nebo bez
chronickych ptiznaku (kasel,

tézké 30 % <FEV1 <50 % NH C .
expektorace); typické je zhorSeni dusnosti,
ktera pacienta limituje v jeho dennich
aktivitach; exacerbace se opakuji a
prakticky ovliviiuji kvalitu Zivota

vV - FEVI/FVC <70 % Kvalita Zivota je zjevné velmi zhorSena,

velmi FEV1 < 30 % NH exacerbace mohou byt Zivot ohroZujici

tézké nebo FEV1 <50 % NH pfti soucasné
respiracni insuficienci nebo cor

pulmonale

FVC — usilovné vitalni kapacita, FEV;| — usilovné¢ vydechnuty objem za 1. sekundu, NH —
nalezita hodnota

Ptevzato z: Kolek et al. (2011)
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Komorbidity

Ackoli CHOPN postihuje primarné plice, nyni je oznaCovano jako komplexni
viceslozkové onemocnéni charakterizované chronickym systémovym zanétem, ktery se Casto
vyskytuje sjinymi stavy nazyvanymi komorbidity. Mezi nejCastéjsi komorbidity, které
doprovazeji CHOPN, patii kardiovaskularni onemocnéni, metabolické poruchy, osteoporoza,
dysfunkce kosternich svalii, izkost pfipadné deprese, kognitivni poSkozeni, gastrointestinalni
onemocnéni a respiracni stavy jako je astma, bronchiektaza, plicni fibréza a rakovina plic.
Komorbidity mohou také ovlivnit 1écbu CHOPN. Z hlediska délky hospitalizace pro akutni
exacerbaci, bylo prokézano, Ze pacienti s komorbiditami jako je ischemické choroba srdecni,
srdecni selhani, srdecni arytmie, diabetes mellitus a cévni mozkova piithoda byli
hospitalizovani del$i dobu. Predpoklada se, ze systémovy zanét je nejpravdépodobnéjsi
vazbou vzhledem k jeho roli v patogenezi CHOPN a jeho hlavnich komorbidit (Negewo et al.
2015).

Fenotypy

U onemocnéni CHOPN se mizeme setkat s rtiznymi klinickymi formami neboli
fenotypy. Pokud je u pacienta zdkladem chronické bronchitida a tim pddem vyssi produkce
hlenu a mikrobialni kolonizace dolnich cest dychacich, jednd se o bronchiticky typ. Pokud
pacient trpi vice progresivni destrukci plicnich sklipkti, projevujici se dusnosti pii ndmaze,
sniZzenou toleranci fyzické namahy, soudkovitym hrudnikem a absenci chronické expektorace
jde o typ emfyzematicky. Forma onemocnéni, u které¢ho se vyskytly dvé a vice exacerbace
v pritbéhu poslednich dvanécti mésicich, je nazyvana exacerba¢nim fenotypem. Nékteti trpi
retenci hlenohnisu a tim zvySenym rizikem infekci tzv. bronchiektazii. Obcas se miiZze
vyskytnout 1 krev v hlenu, nékdy vSak mlize expektorace chybét. Tento fenotyp je piekryvem
mezi CHOPN a bronchiektazami oznaCovan anglickou zkratkou BCOS (bronchiectasis and
COPD (chronic obstructive pulmonary disease ) overlap syndrome). U nekterych pacientd se
muze vyskytovat kombinace klinickych projevi CHOPN a astmatu, jde o fenotyp piekryvu
CHOPN a astmatu znacenym anglickou zkratkou ACO (astma-COPD overlap). Poslednim
fenotypem je fenotyp plicni kachexie, do kterého jsou fazeni pacienti trpici CHOPN a zaroven
1 podvéahou, kdy je jejich body mass index (BMI) mensi nez 21 (KobliZzek et al. 2019, Pauk
2019).
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3.4.3 Bronchodilatancia

Pro bronchodilata¢ni terapii jsou hlavnim cilem adrenergni a cholinergni receptory.
Aktivace 3, receptorti vede pfimo k relaxaci hladkého svalstva. Antagonisté muskarinovych
receptorit (anticholinergni terapie) jsou kompetetivni antagonisté acetylcholinu na

postgangliovych nervovych receptorech, coz vede krelaxaci hladkého svalstva

a bronchodilataci (Williams a Rubin 2018).

Dlouze pusobici bronchodilatancia a novéjsi  ultra-dlouhodobé  puisobici
bronchodilatancia se vyuzivaji jako preventivni 1éCiva. Zptsobuji dlouhodobou
bronchodilataci, diky které snizuji potiebu zachranné medikace v podobé kratkodobych
bronchodilatancii pii akutnich stavech dusnosti u CHOPN 1 u astmatu. Poddvame je denné
a dlouhodobé. Radime sem P, mimetika, anticholinergika a methylxantiny (Kottova et al.

2008, Martinkova 2007, Zatloukal 2007).

Rychle ptsobici bronchodilatancia, ozna¢ovana také jako ulevova ¢i zachranna 1é¢iva
slouzi k ulevé pti nahle vzniklé dusnosti. Do této skupiny mizeme také zatadit kromé SABA
(short acting B, adrenergic agonist) a anticholinergik SAMA (short acting muscarinic

antagonist), methylxantiny s kratkodobym ucinkem (Kottova et al. 2008, Zatloukal 2007).

Pti 1é€bé preferujeme predevSim inhalac¢ni formy, které maji niz$i riziko nezadoucich
ucinkli. Vybér spravného terapeutického pfistupu zavisi na mnoha faktorech napf. na
zévaznosti onemocnéni, fenotypu, nezadouci reakci pacienta na dané léCivo atd. Je také
vhodné vyuzivat fixni kombinace, diky kterym muizeme zvySovat jejich U€inek a sniZovat
riziko nezadoucich uc¢inki. Brochodilatancia jsou hlavnimi léky v 1écbé CHOPN (Vondra

2004).

B2 agonisté

Mechanismus ucinku

Dtlezitym cilem 3, agonistl je B, adenoreceptor v hladkém svalu. Vazba na receptor
zpiisobi intracelularni biochemickou kaskadu zptsobujici bronchodilataci. Vazba 3, agonisty
na [, adenoreceptor, ktery je spfazeny s G proteinem (konkrétné se jednd o typ Gs), vede ke
stimula¢nimu plisobeni na adenylatcyklazu, coz nasledn¢ vede ke zvySeni intracelularniho
cyklického adenosin monofosfatu (cAMP), ktery vede k aktivaci proteinkindzy A. Aktivovana

proteinkindza A inhibuje fosforylaci klicovych svalovych proteini a cAMP také vede
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k inhibici uvoliiovani vapenatych iontii z intracelularnich zasob. Tyto udalosti spolecné vedou
k relaxacnimu G¢inku hladkych dychacich svali. Na relaxaci se také mohou podilet cAMP
nezéavislé mechanismy zahrnujici pfimou interakci Gy proteinu s draslikovymi kandly, které

jsou pfitomny v bunkéch hladkého svalstva (Lotvall 2001).

Ackoli jsou adrenergni receptory pritomné v celém lidském téle, nejvice klinicky
relevantni u¢inky se vyskytuji v srdecnim svalu, bronchidlnim a déloznim hladkém svalu

a kosternim svalu (Williams a Rubin 2018).

Farmakokinetika 52 agonisti

Po peroralnim podéani maji nizkou biologickou dostupnost a maly terapeuticky benefit.
Jsou absorbovany v gastrointestindlnim traktu, ale podstupuji vyrazny first-pass efekt, ktery
snizuje jejich skutecnou biologickou dostupnost. K pfekonani tohoto problému jsou pro
peroralni terapii vyZadovany vyssi davky, coz mlze mit za nasledek nebezpecné nezadouci

ucinky. Z téchto diivodi jsou podavany predevsim inhala¢né¢ (Williams a Rubin 2018).

Farmakologické rozdily mezi 5, agonisty

Kratkodobé¢ plisobici B, agonisté — SABA maji nastup u€inku béhem nékolika minut,
coz je zakladem jejich hlavni role jako zachranné medikace pfi akutnim bronchospasmu.
Doba trvani efektu SABA je 3 — 6 hodin, coz omezuje jejich pouziti v chronické terapii. Prvni
dlouhodobé plisobici B, agonisté — LABA (long acting [, adrenergic agonist) vykazovali
dlouhodobou bronchodilataci, kterd umoznovala davkovani kazdych 12 hodin. Nyni, nové
vyvinuté ultra dlouhodobé& plsobici latky — ULABA (ultra long acting adrenergic agonist) lze
davkovat jednou za 24 hodin. Zastupci jednotlivych skupin jsou uvedeny v Tab. 3. LABA
obecné maji vyssi specifitu pro B, receptor oproti SABA. Je to ddno rliznymi faktory, véetné
pfitomnosti vedlej$iho fetézce na molekularni struktufe. Tyto postranni fetézce zvySuji
lipofilitu molekuly, kterd umoZzni jejich retenci v lipidové dvojvrstvé buiky (Williams

a Rubin 2018).
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Tab. 3 D¢leni B, agonistl se zastupci jednotlivych skupin

Piiklady léciv Nastup téinku Doba trvani uéinku

SABA Salbutamol <5min 3-6 h
Terbutalin
Fenoterol

LABA Salmeterol 5-15 min 12h
Formoterol
Olodaterol
Vilanterol

ULABA Indakaterol 5 min 24 h

Modifikovano dle: Billington et al. (2016)

Formoterol a salmeterol patii mezi dlouhodobé piisobici P, agonisty, ale
farmakologicky se 1i8i. Formoterol ma rychly nastup ucinku (béhem nékolika minut), zatimco
salmeterol zacind ucinkovat pomaleji. Salbutamol a terbutalin jsou P, agonisty s rychlym
nastupem ucinku, ale jejich trvani je kratkodobé. Rozdily jsou dany rychlosti absorpce,
distribuce do tkani a odliSnou interakci s 3, receptorem. Formoterol je plny agonista [,

receptord, zatimco salmeterol je pouze Castecnym agonistou (Lotvall 2001).

Odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti 1é¢iv mohou vysvétlovat rozdily v délce
pusobeni. Formoterol mé& mirnou lipofilitu, ¢imZ je zajiSténa rychld diftize k receptoru.
Salmeterol ma pomalej$i nastup ucinku diky své vysokeé lipofilité. Salbutamol a terbutalin
maji rychly nastup Gc¢inku a kratké trvani diky vysSi rozpustnosti ve vodé. Snadnéji difunduji
skrz tkan, ale jsou rychle odplaveny. Oproti tomu formoterol a salmeterol diky své dostatecné
lipofilit¢ zistavaji v tkadnich dychacich cest déle, coz vysvétluje jejich dlouhodobé trvani
ucinku. Odlisna je také jejich vazba na receptor, kterd je dana jejich chemickou strukturou

(Lotvall 2001).

NezZadouct ucinky

Nezadouci ucinky jsou nejcastéji disledkem stimulace 3, receptori i v jinych ¢astech
organismu nez jen v dychacich cestach, nebo disledkem neuplné selektivity k 3, receptortim,

kdy pfi vysSich davkach jsou stimulovany i ; receptory. Se stimulaci B, receptoru v srdci se

N 24
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riziko tachykardie, palpitace a arytmii piedev§im u pacienti s kardiovaskularnim
onemocnénim. V disledku plisobeni na B, receptory je rizikem neklid a tremor kosterniho
svalstva, nespavost a bolest hlavy. Dale pak relaxace délohy a v ramci biologickych procest
B, agonisté zpisobuji zvySeni glykémie, lipolyzu a navozuji hypokalémii. Také mayji
nezadouci ucinek na gastrointestindlni trakt, kdy mohou vyvolat nevolnost a zvraceni

(Billington et al. 2016, Williams a Rubin 2018).

Specifickym nezadoucim ucinkem indakaterolu je suchy kasel objevujici se po inhalaci

1éku (Kolek et al. 2011).

Inhalaéni anticholinergika
Anticholinergika ucinkuji prostfednictvim vazby na muskarinové receptory v cilovych
buiik4ch dychacich cest. V dychacich cestach jsou pfitomny tfi typy muskarinovych receptort

M, M; a M3 (Matera a Cazzola 2016).

V soudasné dobé se v CR pouziva pét antagonistli muskarinovych receptorti délenych
do tii skupin podle délky u¢inku podobn¢ jako [, agonisté. Prvnim zastupcem anticholinergik
je ipratropium — kratkodobé plisobici antagonista muskarinovych receptorii SAMA, dale
dlouhodobé plisobici anticholinergika LAMA (long acting muscarinic antagonist) aklidinium,
tiotropium a nejnovéjsi umeklidium a glykopyrronium s ultra dlouze ptlisobicim U¢inkem

ULAMA (ultra long acting muscarinic antagonist) (Pauk 2019).

Mechanismus ucinku

Neurotransmiterem parasympatiku je acetylcholin, ktery je syntetizovan enzymem
cholinacetyltransferdza. Acetylcholin je excitaéni neurotransmiter, ktery je skladovan ve
vezikulech a po aktivaci dochdzi k jeho uvolnéni do synaptické §térbiny. Poté acetylcholin
stimuluje nikotinové nebo muskarinové receptory. Existuje 5 typt muskarinovych receptort
(M — M), které reguluji sekundarni posly a iontové kandly. VSechny M receptory jsou
spojené s G-proteinem. Anticholinergika pusobi tak, ze inhibuji parasympatické nervové
impulzy tim, ze antagonizuji ti€inek neurotransmiteru acetylcholinu v centralnim a perifernim
nervovém systému, zejména inhibici muskarinovych receptorl prostfednictvim kompetetivni

vazby a snizenim cholinergni neurotransmise (Nishtala et al. 2016).
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Nezadouci ucinky

Vzhledem ktomu, ze muskarinové receptory jsou pfitomny v raznych c¢astech
organismu, mohou anticholinergika vyvolat celou fadu vedlejSich  ucinkd.
Fyzikalné-chemické vlastnosti a rozpustnost v tucich zasadné ovliviiuji schopnost IéCiva
zpusobovat nezadouci ucinky. Dobra rozpustnost v tucich je predpokladem priniku 1éc¢iva
hematoencefalickou bariérou a nésledné¢ centralnich Gc¢inki jako je stimulace az excitace
centrdlniho nervového systému, halucinace, bludy, dezorientace, delirium a kognitivni
dysfunkce predevSim u pacientli v seniorském veéku. Jako bronchodilatancia se pouzivaji
kvarterni amoniové soli, které jsou hiife vstfebatelné z gastrointestindlniho traktu a jsou
nerozpustné v tucich, tudiz neprostupuji hematoencefalickou bariérou. Soucasné ma také vliv
na zavaznost nezadoucich ucinkii cesta podani, kdy se po inhalaci velmi Spatné vstiebavaji.
Nejcastéjsim nezddoucim uc¢inkem inhalacnich anticholinergik je sucho v ustech. Dale mohou
zhorSovat glaukom s zkym uhlem, inhibovat poceni a zpiisobovat retenci moc¢i zejména
u pacientli s benigni hyperplazii prostaty. Obecné antimuskarinika maji i negativni vliv na
kardiovaskularni mortalitu a morbiditu, ale ktery je u inhala¢né podavanych antimuskarinik

niz8i (Lapela et al. 2015, Matera a Cazzola 2016).

Methylxantiny

Jednd se o preventivni bronchodilataéni léky podavané peroralné. PouZivanym
methylxantinem v ramci 1é¢by CHOPN a astmatu je teofylin (dimethylxantin) struktura je
zobrazena na Obr. 3, méné pak aminofylin, coZ je komplex teofylinu a ethylendiaminu 2:1.
Tato sloucenina je rozpustnd ve vode¢, diky ¢emuz je mozné intraven6zni podéani. Vlastni
ucinek je nasledné zplsoben teofylinem, proto se v ramci methylxantini pouZzivanych pro
lécbu astma a CHOPN bavime pfedev§im o teofylinu. Strukturou jsou podobné b&znym
stravovacim xantinim jako je kofein a teobromin. Teofylin se pfirozen¢ vyskytuje v caji
a stopov¢ v kakaovych bobech. Pivodné byl pouzivan jako diuretikum. Poté byl hojné
vyuzivan i pro 1é€bu dychacich cest, ale nasledn¢ se jako vyhodné&jsi 1éCiva zacali pouzivat
B> agonisté a inhala¢ni kortikosteroidy majici vétsi protizanétlivy ucinek. V dnesni dobé& se
pro své nezadouci ucinky pouziva spiSe jako dopliikové terapie u pacientli, ktefi nejsou

v ramci lécby plné kontrolovani (Barnes 2013, Marek et al. 2010).
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Obr. 3 Chemicka struktura teofylinu (1,3-dimethyl-7H-purin-2,6-dion)
Modifikovano dle: Johnson et al. (2012)

Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku teofylinu neni stdle pln€¢ objasnén. Bylo navrzeno nékolik
mechanismi ucinku, ovSem nékteré jsou v terapeutickych davkach slabé. Jako prvnim
mechanismem je uvadéna neselektivni inhibice fosfodiesterazy (PDE) 1-4. DalSim
mechanismem uc¢inku byl navrZen antagonismus vSech typt adenosinovych receptori. Déle
ma imunomodula¢ni a protizdnétlivé Uc¢inky zplsobené inhibici uvolfiovani zanétlivych
mediatord. Tento ucinek je jiZ pozorovan v nizSich davkach, nez jsou potieba pro
bronchodilataci. Dale mezi nové€ji pozorované mechanismy patii zvySeni sekrece interleukinu,
zvySeni aktivity histon deacetylazy a nékolik dalSich. Zminéné zvySeni aktivity histon
deacetylazy je vyhodné u pacientd, ktefi jsou v expozici tabadkového kouie a tim padem u nich
dochdzi ke sniZzeni G¢innosti enzymu histon deacetyldzy, ktery je dilezity pro zastaveni
acetylace histonil a k naslednému zastaveni exprese prozanétlivych geni (Barnes 2013, Kolek

etal. 2017).

Farmakokinetika

Teofylin mé& Uzky terapeuticky index, tedy pii nizké dévce jsou bronchodilata¢ni
ucinky malé a pii vysoké davce hrozi riziko nezadoucich ucinkl. Z divodu uzkého
terapeutického okna je vhodné hladiny teofylinu monitorovat. Pfi ur€ovani davek k dosazeni
terapeutického ucinku se vyskytuji velké interindividualni rozdily, predev§im kvili rozdilim

v clearance kazdého pacienta (Barnes 2013).
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NezZadouci ucinky

Vyskyt nezadoucich G¢inkd u teofylinu je relativné Casty, proto se v dnesni dobé
nedoporucuje jako 1€k prvni volby. NejcastéjSimi nezddoucimi U¢inky jsou bolest hlavy,
gastrointestindlni potize jako je nauzea a zvraceni, zvySena sekrece kyseliny
a gastroezofagealni reflux, z diivodu relaxace dolniho jicnového svérace, coz je zptusobené
inhibici PDE. Dale pak diuréza, ktera miize mit spojitost s antagonismem adenosinového
receptoru a pii vysokych davkach se mohou objevit kiece a srdecni arytmie z divodu blokace

adenosin Aja-receptoru (Barnes 2013, Marek et al. 2010).

3.4.4 Charakteristika stanovovanych latek
Stanovované latky byly ziskdny strukturni modifikaci hlavnich obsahovych latek
rostliny Justicia adhatoda L. Konkrétné se jedna o derivaty alkaloidli vasicinu a vasicinonu

(Spulak et al. 2014).

Justicia adhatoda

Justicia adhatoda (Adhatoda vasica) nazyvana také vasaka nebo strom ofechti malabar
je dobfe zndma v celé Indii pro jeji blahodarné ucinky, pfedevSim pro lécbu riznych
onemocnéni dychaciho Ustroji. Jedna se o rostlinu z ¢eledi Acanthaceae. Vasaka je pivodem
zIndie, ale lze ji najit ve vSech tropickych oblastech jihovychodni Asie. Jedna se
o stalezeleny ket vysoky asi 2,2 — 3,5 metrii, ktery ma velké dlouhé tmavé zelené listy. Kvéty
mohou byt zbarvené bud bile, nebo fialové. Na Obr. 4 je zobrazen vzhled listi a kvéth
rostliny. V tradi¢ni medicin€ se pouzivaji kvéty, koteny, klira a listy. Rostlina ma Stiplavou

a sviravou chut’ (Kumar et al. 2010, Zampachova 2012).
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Obr. 4 Justicia adhatoda L. (list s kvétem)
Ptevzato z: The indian med (2019)

V tradi¢ni ayurvédské medicin€ se pouziva pro celou fadu indikaci pfedevs§im k 1écbé
poruch dychacich cest jako je bronchitida, astma, tuberkuldza, kasel a jiné symptomy
nachlazeni skrze podporu bronchialnich funkci pomoci broncho-dilata¢nich, expektoran¢nich
a mukolytickych vlastnosti. Déle se uziva k 1é€bé malomocenstvi, u krvacivych poruch jako je
potlaceni krvaceni u peptickych vied, hemoroidi a krvacejicich dasni. Dale lze pouzit
u srdecnich potizi, horecky, zvraceni, poruch paméti, Zloutence, nadord, bolesti o¢i, kapavky
a ma i antibakteridlni a protizanétlivé u¢inky. Obklad z listt lze aplikovat na klouby pro
zmirnéni revmatickych potizi. Terapeutické efekty byly uznany i modernimi Iékati. Hlavnim
alkaloidem je vasicin, dale pak v rostliné miZeme nalézt dalsi alkaloidy jako je napiiklad
L-vasicinon, coZ je autooxidacni produkt vasicinu, deoxyvasicin, maionton, vasicinolon

a vasicinol (Kumar et al. 2010, Nepali et al. 2012).

Alkaloidy vasicin a vasicinon

Jedna se o chinazolinové alkaloidy, jez jsou dva hlavni obsahové alkaloidy v listech
vasaky. Oba alkaloidy jsou opticky aktivni, ale béhem extrakce racemizuji. Vasicin
(1,2,3,9-tetrahydropyrrolo [2,1-b] chinazolin-3-ol) viz Obr. 5, jako ¢isty alkaloid byl poprvé
izolovan Hooperem (1888) z listli adhatody, poté byl znovu izolovan Senem a Ghoseem
(1924), kdy probéhlo podrobné chemické zkoumani tohoto alkaloidu. Molekulova hmotnost

vasicinu je 188,23 g/mol (PubChem, vasicine 2020). Vasicin méa pravdépodobné, kromé

w1
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abortivni ¢inidlo a uterotonikum. Vasicin mé také jistou spojitost s mukolytickym ¢inidlem
bromhexinem, jelikoz se jednd o semisynteticky derivat vasicinu (Kumar et al. 2010, Nepali

et al. 2012).

Vasicin vykazuje bronchodilatacni aktivitu srovnatelnou s teofylinem in vivo
a in vitro. Dle nedavno uvefejnéné prace ma vasicin vyssi bronchodilata¢ni aktivitu nez
teofylin a aktivita vasicinonu je nizS§i nez aktivita pouzitého standardu teofylinu
(Zampachova, 2012). Kombinace chinazolinovych alkaloidd vascinu a vasicinonu ((3S)-3-
hydroxy-2,3-dihydro-1H-pyrrolo [2,1-b] chinazolin-9-on) vykazuje vyraznou bronchodilata¢ni
aktivitu. Chemicka struktura vasicinonu je uvedena na Obr. 6 a jeho molekulova hmotnost je
202,91 g/mol (PubChem, vasicinone 2020). Vasicin také vykazuje silnou respiracni

stimula¢ni aktivitu (Kumar et al. 2010)

I oR

Obr. 5 Chemicka struktura vasicinu Obr. 6 Chemicka struktura vasicinonu
(1,2,3,9-tetrahydropyrrolo [2,1-b] ((3S) -3-Hydroxy-2,3-dihydro-1H-pyrrolo
chinazolin-3-ol) [2,1-b] chinazolin-9-on)

Modifikovano dle: Nepali et al. (2012) Modifikovéno dle: Nepali et al. (2012)

Charakteristika testovanych latek

Snaha vyvijet novd bronchodilatancia je z divodu neoptimalni ucinnosti nyni
pouzivanych bronchodilatancii, pfedevsim kvili jejich pfitomnym nezddoucim ucinkim. Tim
je napfiklad myslena neuplna selektivita B, agonistl nebo Uzké terapeutické okno teofylinu.

Nami testované latky vznikly modifikaci ptivodni struktury alkaloidli vasicinu a vasicinonu
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v n¢kolika krocich. Obmeénou struktury bylo ziskédno vice sloucenin, nicméné pro nase

experimenty byly vybrany pouze 4, oznacené kody VNO14a, VNO15a, VN045b, VN122c.

Z dosud publikovanych dat bylo zjisténo, ze slouceniny majici sedmiclenny kruh C
a alkoxy substituenty v kruhu A, vykazuji vyssi aktivitu ve srovnani se standardem
teofylinem. Pro lepsi orientaci je na Obr. 7 pfitomné abecedni oznaceni jednotlivych kruha
a na Obr. 8 je vyobrazen jiz zmiflovany sedmiclenny kruh C a také je zde naznacen alkoxy
substituent. OvSem piitomnost kruhu A byla pro aktivitu klicova. Nésledné bylo zjisténo, ze
analogy bez kruhu C vykazuji lepsi aktivitu a zaroven nizkou toxicitu, tudiz byla
modifikovana nova fada analogt, kde byl C kruh nahrazen jednoduchym alkylovym fetézcem
a byla zde také zaclenéna kyseld nebo bazicka ¢ast z diivodu zjisténi, Ze by potencionalni
lé¢iva méla byt ve vod¢ rozpustnad. Tim vznikla nova fada 3-alkyl-3,4-dihydrochinazolin-4-
onu. Pfitomnost terciarniho aminu zputsobila jeste¢ dal§i mirné zlepSeni aktivity, tim padem
byla dal$i snaha zaméfena na pfipravu sloucenin s dirazem na zménu délky postranniho
fetézce, ktery nese terciarni aminoskupinu. DalSi zlepSeni bylo zjisténo po zavedeni
nasycen¢ho heterocyklu obsahujiciho dusik. Nasledné byla ziskdna fada C4-O, C4-N, C4-S
a modifikaci fady C4-S byly ziskdny 4-alkylsulfanylové slouceniny, které vykazovaly
nejvyrazn&jsi efekt a byly G¢inn&jsi nez jejich alkoxy a alkylamino analogy (Spuldk et al.
2014).

Obr. 7 Struktura vasicinonu se Obr. 8 Struktura se sedmic¢lennym C
zobrazenymi kruhy A, B a C. kruhem, pismeno Z znacici alkoxy
Modifikovéno dle: Spulék et al. (2014) substituenty v kruhu A.

Modifikovano dle: Spulak et al. (2014)

33



Postupné ptes dalsi modifikace byly ziskany latky pouzivané v nasem experimentu.
Latka VNOl4a se systematickym nazvem 2-[3(-piperidin-1-yl)propylsulfanyl]quinoxalin
s chemickou strukturou zobrazenou na Obr. 9 a litka VNO15a se systematickym nazvem
1-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-1,4-dihydroquinolin-4-on uvedena na Obr. 10. Pfi provedeni
predbéznych test zamétenych na zjisténi mechanismu ucinku bylo zjisténo, ze n¢kolik latek,
vcetné nasi testované latky VNO14a, vykazuje vice nez jeden mechanismus. Byl odhalen
cholinergni antagonismus, kdy hladky sval pridusnice potkana byl kontrahovan karbacholem,
coZ je M-agonista. Pokud byla zaroven piitomna testovana latka, bylo nutné pro kontrakci
pouzit mnohem vyss§i koncentraci karbacholu, z ¢ehoz vyplyva antagonismus M-receptoru
testovanou latkou. Byl zjistén také B,-agonismus podobnym experimentem, kdy u morcat byla
pradusnice kontrahovana karbacholem a 3, receptory blokovany propranololem. U slou¢enin
byla zjiSténa podstatné€ vyssi i€innost na izolované prudusnici potkanti nez u€innost teofylinu
a vasicinonu. Studie toxicity in vivo poskytly dobré vysledky. Po provedeni testu akutni

cytotoxicity u latky VNO14a vyslo LDsy 104,0 mg/kg.

SEPINPY
$ CEHJ

Obr. 9 Chemicka struktura latky VNO14a Obr. 10 Chemicka struktura latky VNO15a
2-[3-(piperidin-1- 1-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-1,4-
yl)propylsulfanyl]quinoxalin dihydroquinolin-4-on

Modifikovéno dle: Spulék et al. (2014) Modifikovano dle: Spulék et al. (2014)
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Dilatacni aktivita novych sloucenin byla testovana na izolované pradusnici potkana.
Potkani byli usmrceni vykrvacenim, byla odstranéna trachea a rozfezéna na 4 prstence. Kazdy
prstenec byl rozfiznut a upevnén do vicekanalového tkanového systému do roztoku tak, aby
byla mozna volna relaxace a kontrakce. PriduSnice byla pfedem kontrahovana karbacholem
a nasledné¢ byly zkoumany relaxa¢ni uCinky testovanych latek. Zména v pohybu byla
registrovana snimacem sily a zaznamenana pomoci softwaru SPEL Advanced Kymograph
Sofware. Relaxacni ucinky novych latek byly porovnavéany s teofylinem a nasledné byly
vysledky vyjadieny jako procentualni zména v poméru k maximalni relaxaci vyvolané
teofylinem. U latky VNOl4a byla zjisténa 72 % zména sou€asné¢ s namétfenou stiedni
efektivni davkou (EDsp) 0,00326 mmol/l. Latka VNO15a vykazovala bronchodilatacni aktivitu
89 % a EDsy 0,946 mmol/l. Pro porovnani EDs, teofylinu byla zjisténa 2,090 mmol/l a EDsg
vasicinonu 2,684 mmol/l (Spulék et al. 2014).

O latkach VNO045b a VNI122c¢ nebylo doposud nic uvefejnéno, tim padem nelze

cvwr
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4 Cile prace

e Stanoveni vlivu vyvojovych bronchodilatacné aktivnich latek na viabilitu

modelovych nadorovych bunécnych linii HepG2 a HCC827.

e Stanoveni parametru ICsy (polovicni inhibi¢ni koncentrace) pro studované

latky na obou testovanych bunéénych liniich.
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Material

5.1.1 Bunééné linie

HepG2 (ATCC®HB-8065™)

Modelova adherentni bunécna linie izolovana z jater 15letého bélosského adolescenta
s hepatocelularnim karcinomem (ATCC HepG2 2016). Kultivace byla provadéna v médiu
Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (DMEM) s 10 % fetalnim bovinnim sérem
(FBS), 1 % neesencialnimi aminokyselinami a 2 mM L-glutaminu. Inkubace probihala pfi
37 °C, ve vlhcené atmosféie a 5 % koncentraci CO,. HepG2 bunécna linie je soucasti sbirky

bunécnych linii pouzivanych na pracovisti. Bunééna linie HepG2 je viditelnd na Obr. 11.

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Lo Density 7 High Deni
Obr. 11 Mikroskopicky pohled na HepG2 buriky pii nizké a vysoké hustoté
Ptevzato z: ATCC HepG2 (2016)
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HCC827 (ATCC® CRL-2868")

Jedna se o plicni adherentni bunéénou linii, kterd byla ziskana izolaci od 39leté
bélosské pacientky trpici adenokarcinomem plic (ATCC HCC827 2016). Pro tuto bunécnou
linii bylo pouzito médium Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 s 10 mM kyselinou
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonovou (HEPES), 1 mM pyruvatem sodnym, 10 %
FBS, gluk6zou 4500 mg/1. Inkubace probihala také pii 37 °C a 5 % koncentraci CO,. HCC827
bunéénd linie byla zakoupena pro potieby projektu na ATCC (USA) a je zobrazena na
Obr. 12.

ATCC Number: CRL-2868 ™
Designation: HCC827

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Obr. 12 Mikroskopicky pohled na buniky HCC827 pfi nizké a vysoké hustoté
Ptevzato z: ATCC HCC827 (2016)

5.1.2 Pomicky, pristroje
e 96-jamkové mikrotitraéni desticky, ¢iré (TPP, Svycarsko)

e Analytické vahy (Boeco, Némecko)
e Automatické pipety (Research Plus, Eppendorf, USA)

e Centrifuga (Boeco, Némecko)
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e Destickovy spektrofotometr Infinite M200 Tecan (Némecko)
e Zkumavky s vickem o objemu 0,5, 1,5 a 2 ml (Eppendorf, USA)
e Inkubator (Sanyo, Japonsko)

e Jednorazové spicky (Eppendorf, USA)

e Kahan

e Kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)

e Laminarni box (TopSafe 1.8 Bioair Instruments, Italie)

e Jednorazové pipety (TPP, Svycarsko)

e Pasteurovy pipety (Sigma-Aldrich, USA)

e Svételny mikroskop (Optika Microscopes, Itéalie)

e Vodni lazen (TW12 Julabo, Némecko)

e Vakuova odsavacka

5.1.3 Chemikalie
¢  Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA)

Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

e  CellTiter96®AQueous One Solution Proliferation Assay (Promega, USA)
e DMEM (Sigma-Aldrich, USA)

e neesenciani kyseliny (Sigma-Aldrich, USA)

e [-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

e HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

e pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA)
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e glukdza (Sigma-Aldrich, USA)
e 0,25 % Trypsin-EDTA Solution (Sigma-Aldrich, USA)

o fosfatovy pufr PBS (phosphate buffered saline) o pH 7,4 (pfipraveny

na pracovisti)

5.1.4 Testované latky
Jednalo se o latky typu bronchodilatancii, které byly ziskany z Katedry anorganické

a organické chemie, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

Testované latky nesly oznaceni:

e VNOl4a
e VNOI5a
e  VNO045b
e VNI22¢c

5.2 Princip pouZzité metody

Pro méfeni cytotoxicity byla pouZita metoda The CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay. Jednd se o kolorimetrickou metodu pro stanoveni poctu
zivotaschopnych bunék. Cinidlo obsahuje tetrazolinovou sloudeninu [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolinum], inertni sil (MTS)
a fenazin ethosulfat (PES). PES ma zvySenou chemickou stabilitu, diky které pfi kombinaci

s MTS vznika stabilni roztok.

Principem metody je redukce MTS tetrazolinové slouceniny (Owenovo ¢inidlo) na
barevny produkt formazan, jak je zobrazeno na Obr. 13, ktery je rozpustny v médiu pro
tkanové kultury. Tato konverze probihd prostiednictvim NADPH nebo NADH

produkovanymi enzymy dehydrogenaz v metabolicky aktivnich buiikach.
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CHs cH
MTS o Formazan

Obr. 13 Princip metody The CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay,
redukce MTS na formazan.

Modifikovano dle: Anonym (2012)

Po uplynuti inkubacni doby se mnozstvi metabolického produktu formazanu stanovi
zmétenim absorbance pii 490 nm, detekovana hodnota absorbance je pfimo imérna mnozstvi

zivotaschopnych bunék v jamce.

Mezi vyhody tohoto testu patfi snadné pouziti, kdy stac¢i k buiikdm ptidat reakéni
¢inidlo, inkubovat a zméfit absorbanci. Déle je pohodlny (dodavé se jako jediny roztok),
rychly, flexibilni a bezpe¢ny. Jako nevyhodu miiZzeme povaZovat citlivost na svétlo. Pokud je
roztok vystaven svétlu po dobu nékolika hodin, mize dojit ke zméné zbarveni a tim i ke

zménam hodnot absorbance (Anonym 2012).

5.3 Pracovni postup

5.3.1 Pasazovani a priprava bunék pro testovani

Kdyz buniky mély jesté dostatek prostoru pro rist, ale malo Zivin, sta¢ilo buitkkdm jen
vyménit médium. Pokud ovSem konfluence dosahovala kolem 80 %, bylo nutné kulturu
pasazovat. Z kultivacni lahve jsme odsali kultivaéni médium. Poté jsme buniky kratce oplachli
pomoci roztoku PBS (phosphate buffered saline) a opét jsme roztok odsali. Nasledn¢ jsme
ptidali roztok 0,25 % trypsinu-EDTA na delsi dobu neZ pii oplachu pro uvolnéni adherentnich
bunék od kultivacniho povrchu a také od sebe navzijem. Pro lepsi ucinek jsme kultivacni

lahev dali do inkubatoru a pisobeni trypsinu jsme prubézné pozorovali pod mikroskopem.
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Pro rozvolnéni jsme ptidali pfipravené nahiaté kompletni ristové médium a bunky jemné
resuspendovali pomoci pipety pro lepsi rozvolnéni shlukli bun¢k a zhomogenizovani
suspenze. Po promichdni jsme mohli bunécnou suspenzi premistit do novych kultivac¢nich
lahvi a kultivovat pii 37 °C. Stejnym postupem jsme buriky pfipravili na testovani s vyjimkou
toho, Ze jsme bunky neptemistili do novych kultiva¢nich nadob, ale po vhodném nafedéni do

96-jamkovych mikrotitra¢nich desticek.

5.3.2 Priprava roztoki testovanych latek

Nejprve jsme piipravili zasobni roztoky testovanych latek. Navazili jsme testované
latky a rozpustili je v DMSO. Pro lepsi rozpusténi jsme pouzili tfepacku. Molekulova
hmotnost, pfesné navazené mnozstvi testovanych latek, objem DMSO a koncentrace
zasobnich roztokl je uvedena v Tab. 4. Koncentrace zasobnich roztok neni u vsech latek

stejnd, musela byt upravena podle rozpustnosti testovanych latek.

Tab. 4 Priprava zasobnich roztoki testovanych latek

Molekulova Koncentrace

Testovana Presna navazka  Objem DMSO

Ltk hmotnost © @) roztoku

atka g 1)

(g/mol) (mM)

VNO14a 307,82 0,01739 226 250
VNO15a 323,88 0,01671 515 100
VNO045b 386,72 0,02130 550 100
VNI122¢ 402,78 0,02128 5285 10

Poté jsme pftipravili z kazdého zasobniho roztoku testované latky 3 koncentrace
(100 mM, 10 mM a 1 mM), kromé latky VN122c, jejiz zdsobni roztok jsme kvili nizké
rozpustnosti museli pfipravit o koncentraci 10 mM. A nésledné jsme pfipravili vice
koncentraci pomoci fedéni, jak je uvedeno v Tab. 5. DMSO bylo pouzito jako rozpoustédlo a
jeho objem v médiu byl normalizovan na 1 %. Nejprve jsme vSak do vSech mikrozkumavek
pfidali 1 ml média. Dale jsme pfipravili 2 kontroly a to 1 % DMSO (netoxicka kontrola), kdy
jsme napipetovali 1,5 ml média a 15 ul DMSO a 10 % DMSO (toxicka kontrola), ve kterém
bylo 1,5 ml média a 150 pl DMSO.
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Tab. 5 Piiprava 1 ml testovanych roztok.

Vysledna 100 mM 10 mM 1 mM DMSO

koncentrace (] (] [pl] (]
500 uM 5 5
250 uM 2,5 7,5

100 uM 1 10* 9/0*
50 uM 5 5
25 uM 2,5 7,5
10 uM 1 9
5 uM 5 5
2,5 M 2.5 75
1 uM 1 9

* Pouze pro latku s oznacenim VN122c¢, jejiz zasobni roztok jsme kvili nizké rozpustnosti

museli piipravit o koncentraci 10 mM.

5.3.3 Vlastni postup testu cytotoxicity a zpracovani vyslednych dat

96-jamkové titracni desticky s bunéénymi liniemi HepG2 1 HCC827 jsme vyndali
z inkubétoru a pfesunuli do lamindrniho boxu. Nasledné jsme odsali médium od bunék
a pridali jsme média s testovanymi latkami. Cely pokus jsme provadéli v triplikatech, to
znamend, ze kazda koncentrace byla otestovana soubézné ve tfech jamkach. Builky jsme
nechali inkubovat 48 hodin pii 37 °C a v atmosféte 5 % CO,. Nasledné po uplynuti doby
kultivace jsme do jamek piidali &inidlo pro stanoveni pomoci kitu The CellTiter 96"
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay a opét nechali buniky inkubovat, tentokrat
pouze 2 hodiny. Poté jsme méfili absorbanci jednotlivych jamek pii 490 nm pomoci

destickového spektrofotometru Tecan. Experimenty jsme opakovali celkem tiikrat.

Z namé&fenych hodnot absorbanci triplikati jsme wudélali primér. Od hodnot
absorbanci pro testované latky jsme odecetli kontroly. Jako kontroly jsme pouzili stejné
roztoky testovanych latek s pfidanym ¢inidlem ovSem bez bunék, které byly inkubovany po
stejnou dobu jako bunééné experimenty. Pro vyhodnoceni vysledkil jsme vyuzili programu
Microsoft Excel, vnémz jsme vytvofili tabulky, znichZ jsme nasledné¢ odvodili grafy

zévislosti viability bun¢€k na rostouci koncentraci testovanych latek.
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Hodnoty ICsg jsme nésledné urcili s vyuzitim sofwaru pro analyzu dat GraphPad Prism
verze 8. Hodnota ICsy predstavuje koncentraci, pii které testovana latka snizi viabilitu
bunécné populace o 50 %. Vysledné grafické zpracovani dat bylo provedeno rovnéz pomoci

programu GraphPad Prism.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky pro bunéénou linii HepG2
Grafy na Obr. 14 — 17 znédzoriiuji zavislost viability bunék HepG2 (v %) na
koncentraci testovanych latek VNO14a, VNO15a, VN045b, VN122¢ (v uM).

Z grafli uvedenych na Obr. 14 — 17 vyplyva, Ze pro jaterni buné¢nou linii HepG2 je
nejméné cytotoxicka je latka VNO14a s nejvysSimi hodnotami ICsy a nejvice cytotoxicka je
testovand latka VNOI15a. Toxicita pro HepG2 bunky roste v poradi VNO14a, VNI122c,
VNO045b, VNO15a.

HepG2 VNO14a
150-

9 1oo§—0—;—!—§—|—lﬂ
2
%
-; 50- .................................................

o L] L] L}

1 10 100 1000

concentration (uM)

Obr. 14 Graf zavislosti viability bun€k HepG2 na koncentraci latky VNO14a po 48 hodinéch.
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Obr. 15 Graf zavislosti viability bunék HepG2 na koncentraci latky VNO15a po 48 hodinach.

HepG2 VN045b
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Obr. 16 Graf zavislosti viability bun€k HepG2 na koncentraci latky VNO045b po 48 hodinach.
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Obr. 17 Graf zavislosti viability bunék HepG2 na koncentraci latky VN122¢ po 48 hodinach.

6.2 Vysledky pro bunéc¢nou linii HCC827
Grafy uvedené na Obr. 18 — 21 vyobrazuji zavislost viability bun€k HCCC827 (v %)
na koncentraci testovanych latek VNO14a, VNO15a, VN045b, VN122¢ (v uM).

Z graflina Obr. 18 — 21 je zfejmé, Ze nejmensi cytotoxicitu vykazovala latka VN045b,
u niZ nebylo mozné ani hodnotu stanovit, jelikoZ byla v testovaném koncentraénim rozsahu
hodnotami ICsyo. Pro bunky HCCS827 toxicita roste v poradi VN045b, VNO14a, VNO15a,
VNI122c¢.
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Obr. 18 Graf zavislosti viability bunék HCC827 na koncentraci latky VNO14a po 48
hodinach.
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Obr. 19 Graf zavislosti viability bunék HCC827 na koncentraci latky VNO15a po 48
hodinéch.
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Obr. 20 Graf zavislosti viability bunék HCC827 na koncentraci latky VN045b po 48
hodinach.
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Obr. 21 Graf zavislosti viability bunék HCC827 na koncentraci latky VN122c¢ po 48
hodinéch.



6.3 Porovnani hodnot ICs,

V Tab. 6 a na Obr. 22 jsou porovnané hodnoty ICsg jednotlivych testovanych latek pro
bunky HepG2 a HCCS827.

Tab. 6 Porovnani hodnot ICsg jednotlivych latek pro bunky HepG2 a HCC827

o1z IC50 (IIM)
Test latk
estovana fatka HepG2 HCC827
VNO14a 5134,0 881,5
VNO15a 403,5 391,6
VNO045b 501,3 Nelze stanovit, netoxické
VN122¢ 3676,0 216,0
HepG2 x HCC827
6000
5000
4000
s
2 3000 B HepG2
O m HCC827
2000
1000
o i
VNO14a VNO15a VNO045b VN122c

Obr. 22 Grafické znazornéni porovnani hodnot ICsg jednotlivych latek pro bunky HepG2 a
HCC827
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7 Diskuse

V ramci této diplomové prace jsme se zabyvali testovanim cytotoxicity latek strukturné
odvozenych od alkaloidii vasicinu a vasicinonu. Tyto alkaloidy byly ziskané z rostliny
Justicia adhatoda, ktera se v tradi¢ni indické medicin€é pouziva k 1écbé respiracnich poruch
tisice let. Rostlina je uzivana také k 1écbé riiznych jinych poruch, které se netykaji jen
respiracniho ustroji, ale vzhledem k tématu této prace, nds zajimaji predevSim ucinky na

dychaci systém (Kumar et al. 2010).

Z dtvodu neoptimalniho u¢inku nyni pouzivanych bronchodilatancii k 1é¢bé CHOPN
problém jsou povazovany nedokonalé vlastnosti 1éCiv. Piikladem mutze byt nelplna
selektivita B, agonistl, kterd vede k zdvaznym nezadoucim ucinkiim v dasledku stimulace B,
receptord nachézejicich se predevsim v srdci. Nebo také plisobeni na 3, receptory v jiné Casti
organismu nez jen v plicich. Problémem je také velmi uzké terapeutické okno dalsi
bronchodilatac¢ni latky teofylinu. Pro dospélé se toto okno pohybuje v rozmezi 5 — 20 mg/l a

pro déti 5 -15 mg/l (Martinkova 2007, Spulak et al. 2014).

Testované latky maji potvrzenou bronchodilata¢ni aktivitu a tudiz by se tak mohly stat
novymi lécivy. Je vSak treba jesté provést celou fadu preklinickych testli, nez budou nami
zkoumané latky ke klinickému testovani nemluvé o registraci, uvedeni latek na trh a bézné
podavani pacientim v ramci standardni bronchodilata¢ni 1écby. Celd tato skupina latek
pfichdzi s novym mechanismem u¢inku kombinujicim antagonismus na muskarinovych

receptorech s agonistickou aktivitou na f3;-receptorech.

Pro testovani jsme pouzili jaterni buné¢nou linii HepG2, ktera je v piipadé toxicitnich
studii povazovana za zlaty standard, navic existuje i mozZnost, Ze se studované latky budou
biotransformovat v jatrech, a je tedy zapotfebi otestovat i vliv na jaterni bunky. Dalsi
zvolenou bunécnou linii byla linie HCC827 pochazejici z plicniho
adenokarcinomu. Divodem pro volbu této plicni bunééné linie je zplisob podani téchto
potenciondlnich bronchodilatancii a to lokdln¢ inhalacné k 16cbé CHOPN nebo bronchiélniho

astmatu.
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Pro srovnani cytotoxického ptisobeni vyvojovych bronchodilatancné aktivnich latek
jsme pouzili parametr ICso. Hodnota ICsy pfedstavuje koncentraci, pti které testovand latka

snizi viabilitu bunécné populace o 50 %.

Omezenim byla nizké rozpustnost u latky VN122c, kvili které jsme ptipravili zasobni
roztok pouze 10 mM. Tudiz jako testovany rozok nemohl byt pouzit ve vyssi koncentraci nez
100 uM, abychom neptesdhli maximalni mnoZzstvi rozpoustédla v médiu (1 %). Pokud by byla
koncentrace DMSO v kultivaénim médiu vyssi nez 1 %, doslo by k toxickému plsobeni

rozpoustédla na buiiky a tim padem ke zkresleni vysledk.

Velké rozdily mezi liniemi mohou byt dany mimo jiné i Spatnou rozpustnosti latek,
kdy jsme nemohli otestovat vyssi koncentrace studovanych latek. Na zakladé takto
omezenych dat vyhodnotil sotware hodnoty 1Csg, které¢ mohou byt do znacné miry zkreslené,
protoze predstavuji vyssi hodnoty neZ jsme testovali. S jistotou mizeme prohlésit, Ze hodnoty
ICso latek VNO14a, VN045b a VN122c¢ jsou vyssi nez nami testovand koncentrace. Vyjimku
tvoti latka VNO15a, jejiz hodnota ICsy byla stanovena ptiblizné stejnd pro obé bunééné linie
(Tab. 6). Existuje tedy moZnost, Ze skutecné hodnoty ICso latek VNO14a, VN045b a VN122¢
pro bunécné linie HepG2 a HCC827 se budou vzajemné méné odliSovat, coz vSak nebylo

v nasem piipad€ mozné stanovit.

Pfi zkoumani latky VNO45b na bunécéné linii HCC827 se latka v testovaném
koncentratnim rozmezi jevila jako zcela netoxickd, pomoci softwaru pro analyzu dat

GraphPad Prism se nedala stanovit hodnota ICsy.

Pro srovnani, podle studie provedené kolektivem autorti Ponsoda et al. hodnota ICs
teofylinu pro lidské hepatocyty byla zjiSténa 16,895 uM, jedna se tedy o pomérné nizkou
hodnotu (Ponsoda et al. 1995). Pokud bychom tedy porovndvali ¢ist€ jenom hodnotu ICs
teofylinu a hodnoty nasich testovanych latek je jasné, Ze tyto latky jsou vyrazné méné toxické
nez teofylin. Nicméng¢ je jeste tfeba vzit v potaz terapeutickou koncentraci jednotlivych latek
v plazmé, ktera, vzhledem k tomu Ze se jedna o vyvojové latky, jest€¢ nebyla stanovena,
doposud nebylo zahdjeno klinické testovani latek. Posoudit bezpecnost latek z tohoto hlediska
tedy neni mozné, miZzeme pouze provést srovnani hodnot ICsy s jiz pouzivanymi latkami,
které se v bronchodilatacni terapii pouZzivaji. V tomto ohledu se tedy jedna ve vSech ptipadech

o latky méné cytotoxické, nez je teofylin.
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8 Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na testovani cytotoxicity latek
s bronchodilatacnim uc¢inkem. Nejprve jsme stanovili vliv vyvojovych bronchodilatacné
aktivnich latek na viabilitu modelovych nadorovych bunécnych linii, a to jaterni linie HepG2
a plicni HCC827. Testovani bylo provadéno s vyuZitim kolorimetrické metody CellTiter 96°
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. A nasledné jsme stanovili parametr ICsy pro

studované latky na obou testovanych bunéénych liniich.

Nejméné toxickou latkou pro jaterni nadorové bunky byla latka VNO14a
(ICsp = 5134 uM) a nejvice latka VNO15a (ICsp = 403,5 uM). Pro plicni bunéénou linii se jako
nejméné toxicka jevila latka VNO045b, u které ani nebylo mozné stanovit hodnotu ICs jelikoz
byla ve studovaném koncentraénim rozmezi zcela netoxicka. Nejvice toxickou byla latka
VNI122¢ s hodnotou ICsp 216 puM. Jedina latka VNO15a méla podobné hodnoty ICsy pro

jaterni a plicni bunéénou linii.

Zaveérem je mozné konstatovat, ze jsou vzhledem k relativné vysokym hodnotam ICs
(fddoveé stovkach uM) vSechny testované latky vhodné pro dalsi preklinické hodnoceni

jakozto potencialnich novych 1é€iv s bronchodilata¢ni aktivitou.
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